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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Majewskiej

pt. ,,Biatka AFP z psychrofilnych drozdzy z rodzaju Glaciozyma i ich potencjat biotechnologiczny”

Podstawa formalna: Recenzja zostata przygotowana w odpowiedzi na wniosek Rady Dyscypliny
Naukowej Technologia Zywnoéci i Zywienia Politechniki tédzkiej (Uchwata nr 35/2025) z dnia 13 maja

2025 roku.

Organizmy ekstremofilne, bedace z7rédtem biomolekut o unikalnych wtasciwosciach
biochemicznych i strukturalnych, sg przedmiotem intensywnych badan wielu osrodkéw naukowych
na $wiecie ze wzgledu na ich wysoki potencjat aplikacyjny. Jedng z grup biomolekut budzacych
szczegblne zainteresowanie sg biatka przeciwdziatajgce zamarzaniu (AFP — antifreeze proteins), ktore
dzieki zdolnosci do hamowania wzrostu i rekrystalizacji lodu mogg petni¢ funkcje nowej generacji
krioprotektantow do zastosowan w sektorze spozywczym, farmaceutycznym, rolniczym
i medycznym. Biatka przeciwzamarzaniowe izolowane z ryb, owadow i roslin zostaty dotychczas
scharakteryzowane pod wzgledem struktury oraz mechanizmu dziatania, a ich potencjalne
zastosowania technologiczne sg przedmiotem licznych badan przedwdrozeniowych. Znaczgco mniej
wiadomo natomiast o biatkach AFP produkowanych przez mikroorganizmy psychrofilne. Wstepne
badania sugerujg, ze biatka te mogg wykazywaé przewage zaréwno pod wzgledem efektywnosci
dziatania w niskich temperaturach jak i tatwosci produkcji biotechnologicznej oraz podatnosci na

modyfikacje z wykorzystaniem technik inzynierii genetycznej.
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Rozprawa doktorska mgr inz. Edyty Majewskiej pt. ,Biatka AFP z psychrofilnych drozdzy
z rodzaju Glaciozyma i ich potencjat biotechnologiczny” stanowi préobe uzupetnienia tej luki
badawczej. Podejmuje temat istotny zaréwno z punktu widzenia nauki podstawowej, jak
i aplikacyjnej. Badania zostaty zrealizowane w doswiadczonym i uznanym zespole naukowym
dziatajgcym w Instytucie Biotechnologii Molekularnej i Przemystowej (IBMiP) Politechniki todzkiej
pod kierunkiem dr hab. inz. Anety Biatkowskiej, prof. uczelni. Zespét ten od lat z sukcesem zajmuje
sie eksploracjg zimnolubnych (psychrofilnych) mikroorganizmow w celu identyfikacji i charakterystyki
biomolekut o unikalnych wtasciwosciach biologicznych i potencjale aplikacyjnym w biotechnologii
przemystowej. Prace prowadzone w ramach zespotu wpisujg sie w aktualne Swiatowe kierunki
rozwoju biotechnologii przemystowej opartej na zastosowaniu mikroorganizméw ekstremofilnych
jako zrédta nowatorskich enzymadw, biatek ochronnych oraz zwigzkéw bioaktywnych.

Doktorantka, wykorzystujgc interdyscyplinarne podejscie badawcze, obejmujgce techniki
biologii molekularnej, inzynierii genetycznej, analizy biochemiczne oraz testy aplikacyjne,
przeprowadzita szeroko zakrojone badania ukierunkowane na identyfikacje szczepu drozdzy z kolekcji
IBMiP Glaciozyma martinii 186 zdolnego do syntezy biatka przeciwdziatajgcego zamarzaniu (AFP).
W ramach realizowanych badan opracowano nastepnie rekombinowang forme biatka GaAFP, a takze
przeprowadzono ocene jego wiasciwosci i potencjatu aplikacyjnego.

W zgodzie z art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z 2018 roku przedtozona
do oceny rozprawa zostata przygotowana w formie monografii i odpowiada formalnym kryteriom
zgodnie z obowigzujgcym stanem prawnym. Dysertacja liczy 167 stron i zostata przygotowana
w jezyku polskim zgodnie z obowigzujgcymi przy pisaniu prac naukowych zasadami. Zawiera kolejno:
streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), wstep z przeglgdem literatury prezentujqgcy stan wiedzy
w obszarze badan, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, nastepnie ich omdwienie i dyskusje,
whnioski, dorobek naukowy autorki pracy oraz wykaz bibliografii. Zwazywszy na tak obszerne
opracowanie, btedy jezykowe, redakcyjne i edytorskie sg nieliczne i nie wptywajg istotnie na odbidr
ani merytoryczng wartos$¢ pracy.

W pierwszej czesci rozprawy doktorskiej Autorka prezentuje na ponad 40 stronach
rozbudowany przeglad literatury, ktéry zawiera aktualny stan wiedzy na temat organizmoéw
ekstremofilnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem psychrofili i syntetyzowanych przez nie biatek

wigzacych sie do lodu (IBPs) dzielacych sie na biatka nukleacyjne lodu (INPs) oraz biatka
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przeciwzamarzaniowe (AFPs). Omawia ich klasyfikacje, mechanizmy dziatania, a takze potencjat
przemystowy. Obszerny wstep stanowi wartoSciowe tto merytoryczne, utatwiajgce czytelnikowi
zrozumienie kontekstu i znaczenia prezentowanych w dalszych etapach pracy celow badawczych
chociaz mozna go byto przedstawi¢ bardziej kompleksowo z ukierunkowaniem na najnowsze
osiggniecia w zakresie AFPs pochodzenia mikrobiologicznego wskazujgc wyraznie na luki w wiedzy,
ktore Autorka zamierza wypetni¢ oraz sposéb w jaki niniejsza praca rozwija dotychczasowe ustalenia
wskazujgc wyraznie na innowacyjnos¢ prowadzonych badan.

Sformutowane w rozprawie cele badawcze nie w petni oddajg szeroki zakres i ztozono$¢ prac
eksperymentalnych  zrealizowanych przez Doktorantke. Rozrdinienie celéw  gtéwnych
i przyporzadkowanie im celdw szczegdtowych oraz postawienie brakujgcej w tym rozdziale hipotezy
badawczej zwiekszytoby przejrzystosc i odzwierciedlito rzeczywisty przebieg prowadzonych badan.

Poszczegdlne zadania badawcze zostaty zaplanowane prawidtowo, rozdziat Materiaty
i Metody (30 stron) ma logiczng strukture, prezentuje réznorodnos¢ zastosowanych metod jednak
wiele z nich opisanych jest powierzchownie bez podania szczegétdw pozwalajgcych zorientowad sie
na przyktad w ilosci badanych wariantéw czy kluczowych parametréw. Przy tak szerokim warsztacie
metodycznym przydatne bytoby takie okreslenie w jakim stopniu Doktorantka byta bezposrednio
zaangazowana w przeprowadzenie wszystkich wymienionych procedur, a w jakim stopniu jej udziat
polegat na wspotpracy z cztonkami zespotu.

W odczuciu recenzenta zdecydowanie korzystniejsze i utatwiajgce analize danych bytoby
rowniez potgczenie przyjetej przez Autorke formy prezentacji wynikdw i nastepujgcej po niej dyskusji
na tle danych literaturowych z tego obszaru. Niektdre etapy wykonanych badan zostaty pominiete
w jednym badz drugim podrozdziale i dopiero ich kompilacja daje recenzentowi petny obraz ogromu
wykonanej pracy i ich znaczenia w kontekscie aktualnego stanu wiedzy z tego zakresu.

Rozdziat Wyniki prezentuje eksperymentalny dorobek i kluczowe obserwacje zwigzane
z badaniami nad izolowaniem, charakterystykg i wykorzystaniem biatek AFP pochodzenia
drozdzowego. W pierwszym etapie badan Doktorantka dokonata identyfikacji taksonomicznej
badanego szczepu drozdzy, klasyfikowanego poczatkowo na podstawie testdw biochemicznych jako
Leucosporidium antarcticum. Zastosowata na tym etapie podejscie molekularne obejmujgce

amplifikacje i sekwencjonowanie regionu D1/D2 duzej podjednostki 26S rDNA oraz ITS1/ITS2 co
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pozwolito na jednoznaczne przypisanie drobnoustroju do gatunku Glaciozyma martinii z ponad 99,6%
zgodnoscig sekwencyjna.

Wyniki dotyczace produkcji natywnego biatka GmAFP przez droidze G. martinii 186
obejmowaty szereg wariantdw i analize parametréw hodowli tj. rodzaj podtoza, temperatura, czas
inkubacji, szybkos$¢ wytrzgsania lub jego brak. W tym miejscu warto bytoby rozszerzyé dyskusje
prezentacji wynikdw z poszczegdlnych wariantow, opisa¢ doktadniej wptyw podtoza i badanych
warunkéw procesu. Autorce udato sie w toku przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzi¢, ze
w temperaturze 4°C na podtozu NB przy wytrzgsaniu (180 rpm) po 14 dniach hodowli nastepuje
biosynteza zewngtrzkomdrkowego biatka przeciwzamarzaniowego GmAFP o masie 27 kDa. Do tej
czesci pracy nasuwajg sie pytania: 1) cho¢ w przypadku zimnolubnych drobnoustrojow problemem
jest czesto niska wydajno$¢ syntezy, ktdra i w tym wypadku uniemozliwita iloSciowe oznaczenie
stezenia biatka oraz stopnia jego oczyszczenia za pomocg chromatografii powinowactwa do lodu to
czy Doktorantka widzi mozliwosci dalszej optymalizacji tego procesu hodowli? 2) czy rozwazataby
jeszcze zasadno$¢ prowadzenia eksperymentéw w zakresie od mikrobiologicznego producenta do
aktywnego biatka poprzez zastosowanie metody planowania eksperymentéw (ang. Design of
Experiments) DoE/zwiekszenie skali namnazania drozdzy w wariancie optymalnym w aspekcie oceny
ekonomicznej?

Na podkreslenie zastugujg wyniki badania aktywnosci termicznej histerezy oraz hamowania
rekrystalizacji lodu natywnego biatka GmAFP ponad trzykrotnie wyisze w pordwnaniu z probg
kontrolng. Mocnym punktem pracy jest test aplikacyjny z zastosowaniem hodowlanego GmAFP
W procesie mrozenia marchwi i potwierdzenie ograniczenia uszkodzernn komdrkowych oraz utraty
karotenoidow. Uzyskane wyniki wskazuja na cenne, innowacyjne i praktyczne wtasciwosci
krioprotekcyjne uzyskanego biatka GmAFP, szczegdlnie ze G. martinii jest trzecim gatunkiem
psychrofilnych drozdzy, dla ktdrych produkcja biatek AFP zostata potwierdzona (wyniki zostaty
opublikowane w tym roku w czasopismie PLOS One).

W kolejnych etapach dokonano préby izolowania genu kodujgcego biatko GmAFP. Choc¢
izolacja genu z biomasy w warunkach niskotemperaturowych nie powiodta sie, warto bytoby
rozwingc¢ dyskusje dotyczacy strategii projektowania starteréw np. zoptymalizowanych sekwencji dla
drozdzy ekspresyjnych. Jakie alternatywne podejscie do identyfikacji sekwencji genu AFP

Doktorantka mogtaby wskaza¢?
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Ekspresje genu przeprowadzono z powodzeniem w mezofilnym gospodarzu Pichia pastoris

GS115, uzyskujac biatko GaAFP w ilosci okoto 140 mg/L. Hodowle zoptymalizowano wzgledem
temperatury i stezenia metanolu jako induktora. Zdolnos$¢ rekombinowanego biatka do inhibicji
rekrystalizacji zostata potwierdzona funkcjonalnie. Szczegdlnie istotng obserwacjg jest potwierdzenie
dziatania rekombinowanego biatka GaAFP jako krioprotektanta, ktdry nie tylko redukuje uszkodzenia
warzyw po mrozeniu, ale rowniez chroni komorki drozdzy Saccharomyces cerevisiae (45% wyjsciowej
liczby komérek drozdzowych przezywa) skuteczniej niz klasyczny krioprotektant, glicerol. W zakresie
badann cytotoksycznosci potwierdzono bezpieczenstwo stosowania GaAFP i jego brak
cytotoksycznosci wobec komarek linii Caco-2 i HT-29. Warto jednak doprecyzowa¢, dlaczego te linie
komérkowe zostaty wyselekcjonowane do badan? Caco-2 i HT-29 s3g liniami pochodzenia
nowotworowego, co czyni je modelem do badan in vitro nad barierg jelitowg i cytotoksycznoscia, ale
nie w petni odzwierciedlajg zdrowg tkanke. Czy nie bytoby zasadnym uwzgledni¢ dodatkowo testéow
na liniach nienowotworowych, w celu kompleksowe] oceny bezpieczeristwa? Czy rozwazata Pani
wydtuzenie testéw zywotnosci do 72 godzin, by uzyskaé szerszy obraz potencjalnych efektow?

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi interesujgcg i wartoSciowg pozycje
naukowg. Zakres przeprowadzonych eksperymentéw byt szeroki, starannie zaplanowany i wiasciwie
zrealizowany. Uzyskane wyniki posiadajg znaczacy potencjat aplikacyjny, a obserwacje wnoszg istotny
wktad w rozwdj wiedzy podstawowej w zakresie biotechnologii ekstremofilnych mikroorganizmow.
Praca zawiera elementy nowosci naukowej, a Doktorantka udowodnita, ze dysponuje bardzo dobrym
warsztatem badawczym  oraz  umiejetnoscia  rozwigzywania  ztozonych problemoéw
eksperymentalnych.  Zastosowanie  rdézinorodnych metod potwierdza  wysoki poziom
interdyscyplinarnego podejscia do realizacji celéw badawczych. Powyisze pytania i komentarze
wynikajg gtéwnie z niepetnego rozwiniecia niektérych aspektéw w dysertacji i w zaden sposéb nie
umniejszajg one mojej pozytywnej oceny wartosci merytorycznej i poziomu naukowego rozprawy.

Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest autorkg dwdch artykutéw naukowych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach oraz aktywnie uczestniczyta w czterech konferencjach naukowych,
prezentujgc wyniki swoich badan.

Podsumowujgc, praca doktorska spetnia wszystkie wymagania ustawowe oraz zwyczajowe
zgodnie z obowigzujgcymi przepisami. Zaprezentowane wyniki majg duze znaczenie w dziedzinie

biotechnologii przemystowej jak i technologii zywnosci, rzucajgc nowe sSwiatto na mozliwosci
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zastosowania biatek przeciwdziatajacych zamarzaniu pochodzenia drozdzowego jako naturalnych
krioprotektantow. W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej
Technologia Zywnosci i Zywienia Politechniki tédzkiej o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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