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Ogdélna charakterystyka ocenianej pracy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Moniki Hrynkiewicz, zatytulowana ,Peptydy o
smaku gorzkim pochodzgce z bialek Zywnosci-badania eksperymentalne w ukladzie in silico 1
in vitro”, zostala przedstawiona w postaci druku zwartego, liczacego ogélem 263. strony
tekstu, w tym 42. strony zalacznikéw. Prac¢ podzielono na 9. glownych rozdziatow,
poprzedzonych streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz wprowadzeniem. W
rozprawie zamieszczono 31. tabel oraz 65. rysunkow, przedstawiajgcych wyniki badan.
Dodatkowo w ,,Zalacznikach” znajduje si¢ 51. tabel i 30. wykresow. Wiasciwy dobor
literatury, wskazujacy na bardzo dobra znajomos$¢ Doktorantki w obszarze poruszanych

zagadnien, obejmuje 203. pozycje, glownie oryginalne, w wigkszosci obcojezyczne (169.).



Rozprawa przygotowana jest bardzo starannie, napisana poprawnym jezykiem,

posiada klasyczny uklad, zgodny z zasadami przyjetymi dla tego typu opracowan naukowych.

Ocena merytoryczna pracy

Tytul rozprawy adekwatnie koresponduje z jej celem i trescig. Z pelnym uznaniem
stwierdzam, ze zakres zrealizowanych badan jest rozbudowany i stanowi szerokie tlo dla
wymienionego powyzej tytutu.

Temat rozprawy jest nowatorski i bardzo wainy, dotyczy bowiem jednej z
najistotniejszych grup skladniké6w pokarmowych, jakimi sg biatka. Jak dowodza badania,
konsumenci, wybierajac produkty spozywcze, kieruja si¢ nie tylko ich sktadem i smakiem, ale
coraz cze$ciej zwracaja uwage na warto$¢ odzywcza oraz walory prozdrowotne-funkcjonalne.
Wynika to m.in. z rosngcej Swiadomosci o roli prawidlowego zywienia, zgodnego z
zaleceniami, skutkujacego zmniejszaniem ryzyka przewleklych chorob niezakaznych badz
poprawa zdrowia. Skladniki decydujgce o smaku zywnosci to przede wszystkim, tluszcze,
weglowodany, kwasy zasady oraz alkohole. Za smak Zywnosci moga tez odpowiadal
peptydy. Od kilkunastu lat naukowcy badaja tzw. biologicznie aktywne peptydy, ktére moga
wplywaé m.in. na obniZanie ci$nienia krwi, dziata¢ antyoksydacyjnie i immunomodulacyjnie.
Zwigzki te moga takze ksztaltowaé pig¢ podstawowych wrazen smakowych zywnosci, m.in.
smak gorzki.

Nowatorskim aspektem rozprawy jest wykorzystanie bioinformatyki do zestawiania
peptydéw ksztaltujacych wszystkie wrazenia smakowe, tj. smak gorzki, slodki, stony,
kwasny, umami oraz cierpki. Smak gorzki, w zalezno$ci od rodzaju produktu spozywczego,
moze byé pozadany bgdz nie. Poprzez stosowanie metod bioinformatycznych (in silico)
mozliwe jest prognozowanie, czy podczas hydrolizy enzymatycznej biatka smak ten ulegnie
intensyfikacji czy tez moze zostanie zniwelowany. Zastosowanie innowacyjnych metod
bioinformatycznych moze umozliwi¢ optymalne zaplanowanie warunkow procesu
technologicznego oraz dobranie odpowiednich parametréw fizykochemicznych do osiggnigcia
zamierzonych efektow. Uzycie metod in silico zmniejszy tez koszty zwigzane z
projektowaniem nowych artykulow spozywezych, a w konsekwencji koszty produkcji.

Doktorantka w rozdziale ,Przeglad piSmiennictwa” na 26. stronach tekstu jasno
przedstawita tlo naukowe swojej rozprawy. W oparciu o najnowsze, $wiatowe i polskie
pi$miennictwo, scharakteryzowala wrazenia smakowe oraz fizjologiczne ich podstawy.
Omoéwita szczegélowo peptydy jako zwiazki, ktore ksztaltuja podstawowe wrazenia

smakowe, dzielac je na te, ktére naturalnie wystgpuja w roélinach czy zywnosci pochodzenia
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zwierzecego oraz na pozyskiwane na drodze syntezy chemicznej. W kolejnych
podrozdziatach Doktorantka scharakteryzowata zastosowanie analizy in silico w badaniach
bialek i peptydow pochodzacych z zywnosci. Opisala szczegbélowo dostepne bazy danych i
programy komputerowe, ktore mogg by¢ wykorzystane do badan in silico. Przedstawila tez
liczne przyklady zastosowania analiz bioinformatyczych do badania wlaciwosci bialek 1
peptydéw pochodzacych z zywnosci. Podkreélita takze, Ze tego typu badania powinny by¢
weryfikowane analizami in vitro, np. dotyczacymi stabilnosci i biodost¢pnosci, a takze
wilasciwosci funkcjonalnych. W nastepnych podrozdziatach Doktorantka scharakteryzowala
chemometrie i chemoinformatyke jako metody wykorzystywane do badania peptydow.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze przedstawiony w pracy, w sposob zwiezly 1
syntetyczny, rozdziat dotyczacy przegladu piSmiennictwa na podstawie licznych danych
literaturowych, $wiadczy o dobrej znajomos$ci problematyki, uzasadnia cel prowadzonych
badan oraz w sposob jasny wprowadza czytelnika w kolejne rozdziaty pracy.

W rozdziale ,,Cel pracy” przejrzyscie przedstawiono glowny cel i cele szczegdlowe,
jakie zrealizowano w niniejszej pracy. Glownym celem bylo zbadanie zaleznosci migdzy
strukturg (tj. sekwencja aminokwasow3) peptydow pochodzacych z zywnosci, a ich gorzkim
smakiem za pomocg wybranych metod in silico oraz weryfikacja uzyskanych wynikow w
ukladzie in vitro. Cennym uzupelnhieniem niniejszej pracy byloby podanie hipotezy/hipotez
badawczych.

W rozdziale ,,Metodyka™ Doktorantka szczegétowo scharakteryzowala poszczegélne
etapy pracy i parametry wykorzystywane w badaniach in silico i in vitro. Wymienione w
niniejszej pracy analizy wykonano z zastosowaniem wilasciwych metod komputerowych badz
analitycznych, a ich opis jest bardzo dokladny. Zastosowano tez prawidlowe metody
statystyczne do wynikow analiz w ukiadzie in silico.

W odniesieniu do wymienionego rozdzialu nasuwa si¢ jednak kilka,
wyszczegdlnionych ponizej uwag. Schemat przedmiotowych badan zamieszczono przed
zamiast w rozdziale ,Metodyka”. Cennym uzupelieniem tej czeSci rozprawy byloby
podanie, w podrozdziale 4.2.6 ,, Typowanie sekwencji bialek”, informacji na jakiej podstawie
wybrano produkty spozywcze (mleko, migso, ryby, jaja, nasiona zbo6z, roslin oleistych i
straczkowych) do typowania sekwencji bialek. Czy byta to tylko baza danych UniProt, czy
moze inne zrédlo, np. Rocznik Statystyczny? W tym podrozdziale nalezalo tez wyjasnic
dlaczego profil potencjalnej aktywnosci sensorycznej wykonano w tylko wybranych biatkach
wytypowanych wczeéniej grup produktéw spozywczych.



Podsumowujge, zakres zaplanowanych i wykonanych przez Doktorantke analiz in

silico 1 in vitro byl wystarczajagco szeroki 1 przemys$lany, pozwolil na zrealizowanie
zalozonego celu gléwnego oraz szczegdlowych celow pracy. Nalezy takze podkresli¢ duzy
wklad pracy w dobraniu i przygotowaniu materialu do badan in silico, a w konsekwencji
rowniez do badan in vitro.
W rozdziale ,,Omoéwienie wynikéw” Autorka w sposob staranny opisala rezultaty swoich
analiz. Prezentacja wynikow, zardwno tabelaryczna, jak i graficzna, konsekwentnie
odzwierciedla realizacjg zalozonego celu pracy. Otrzymane rezultaty badan stanowig
warto§ciowa czg$¢ dysertacji.

Ponizej przedstawiam najwazniejsze, korespondujace z celem pracy, spostrzezenia
Doktorantki.

,»Przy pomocy analizy skltadowych giéwnych (PCA) wykazano, iz istotny wplyw na gorzki
smak miaty nastepujace glowne cechy w przypadku:

- dipeptydow: masa czasteczkowa, tegosC, liczba atomdéw wegla oraz wodoru, polarnosé,
hydrofobowos¢ (aminokwas N- i C-konicowy);

- tripeptydéw: masa czgsteczkowa, tggos¢ (aminokwas C-koncowy oraz srodkowy) oraz masa
czgsteczkowa, tggosc i sklonnosé reszty aminokwasowej do odstonigcia dla rozpuszczalnika
(aminokwas N-koncowy);

- tetrapeptydow: polarnoé¢ oraz hydrofobowo$§¢ (aminokwas N-koncowy), tegos¢ oraz
hydrofobowo$¢ (aminokwas C-koncowy). O wlasciwosciach aminokwasoéw usytuowanych w
pozycjach srodkowych, tj. 2-3 tetrapetydu, decydowatly tggos¢ oraz masa czasteczkowa.

Na podstawie liniowej regresji wielorakiej] wytypowano peptydowe indykatory smaku
gorzkiego. Spetniaty one zaobserwowane prawidtowosci typu ,,struktura a gorzki smak”™, jakie
otrzymano stosujac PCA.

Sposrod 77 sekwencji biatek za potencjalnie najlepsze prekursory peptydow gorzkich uznano
bialka mleka oraz soi.

W ukladzie in silico enzymy, takie jak papaina, ficyna oraz proteinaza K uwalnialy z biatek
mleka 1 soi potencjalnie wigcej peptydow gorzkich niz endopeptydazy.

Liczba peptydéw uwolnionych w wyniku komputerowej symulacji hydrolizy bialek mleka
oraz soi roznila si¢ od liczby peptyddw zidentyfikowanych za pomoca metod laboratoryjnych.
Za pomocg chromatografii cieczowej, sprzezonej ze spektrometriy mas (LC-MS),
zidentyfikowano 28 peptydow w probkach hydrolizatow biatek mleka oraz 10 w prébkach
hydrolizatow bialek soi (tacznie 38). Stopien zgodno$ci wynikow uzyskanych metodami in

silico oraz in vitro wynosit 11%.



Niektore ze zidentyfikowanych peptydow gorzkich wykazywaly réwniez dodatkowa
aktywnos¢, np. peptyd sekwencji TTMPLW pehnit funkcje inhibitora enzymu konwertujacego
angiotensyne, immunomodulacyjng oraz opioidowa”.

Niektore fragmenty tej czgdci pracy powinny by¢ zamieszczone w rozdziale ,,Metody” (np.:
str. 63, pierwszy akapit od doli, ,Przedmiotem analizy byly....z rotacja Varimax
znormalizowang (rozdzial 4.2.4).”; str. 67, pierwszy akapit od gory, ,,Procedura tworzenia
macierzy danych...dla peptydéw gorzkich [Stanisz, 2007b].”; str. 69, pierwszy akapit od gory,
»Macierz danych...(rozdziat 4.2.2 i 4.2.3).” i, Dyskusja” (np.: str. 91, drugi akapit od gory,
,Podobne rezultaty.. ksztaltujacych smak gorzki”; str. 103-104; ,Obecnos¢ krotkich —
aktywnych motywow we fragmencie...przez Zamyatina [2009].”; str. 104 ,,Wedlug Sun
[2011] peptydy charakteryzujace si¢ wartoécia Q.. ...lub sekwencji bez tego statusu™.).

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka umiejetnie przedyskutowata otrzymane wyniki
analiz wlasnych z odpowiednimi danymi literaturowymi. Wskazala na mozliwe przyczyny i
skutki stwierdzanych zaleznosci. Swiadczy to o duzej wiedzy, dotyczacej omawianych
zagadnien.

Uzyskane rezultaty badan Autorka przedstawila w dwunastu ,Wnioskach i
stwierdzeniach koncowych”, bezposrednio wynikajagcych z rozdzialu dotyczacego
omé6wienia wynikow. Stanowig one syntetyczne i trafne podsumowanie wynikoéw wlasnych
badan.

Cennym uzupelnieniem badan, wykonanych w niniejszej pracy, byloby wykonanie, w
przyszlosci badan na liniach komérkowych, a nastgpnie na zwierzgtach laboratoryjnych.
Prosze Doktorantke o odpowiedz na nastgpujace pytanie: Czy mozliwe jest podanie ilosci
bioaktywnych peptydéw, jaka powinna by¢ zastosowana w badaniach na zwierzgtach

laboratoryjnych np. szczurach, by wykaza¢ ich aktywno$¢ antyoksydacyjng?
Zamieszczone w niniejszej ocenie uwagi nie umniejszajq wartosci wykonanej pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska pt. ,,Peptydy o
smaku gorzkim pochodzace z bialek zywnosci-badania eksperymentalne w ukladzie in silico 1
in vitro”, wykonana przez Panig mgr inz. Monike Hrynkiewicz, spelnia wymagania Ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki” (Dz.U.03. Nr 65, poz. 595 z pozn. zm.).

Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zywnos$ci, Uniwersytetu Warminisko-

Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki HrynKkiewicz do dalszych
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etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora. Jednocze$nie, biorgc pod uwage cenne
wyniki 0 mozliwym charakterze aplikacyjnym, uzyskane za pomoca wlasciwie dobranych i

zastosowanych metod, wnoszg o wyrdznienie niniejszej pracy.
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