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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Hrynkiewicz pt.: ,,Peptydy o smaku gorzkim
pochodzace z bialek ZywnoSci - badania eksperymentalne w ukladzie in silico i in vitro”
wykonanej w Katedrze Biochemii Zywnosci Wydziatu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
pod kierunkiem dr hab. inz. Anny Iwaniak, prof. UWM jako promotora

oraz dr inz. Justyny Bucholskiej jako promotora pomocniczego

Podstawa wykonania recenzji

Podstawg wykonania recenzji jest pismo Dziekana Wydziatu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie prof. dr hab. Malgorzaty Darewicz
z dnia 22 maja 2017 r. o numerze WNoZ-DZ.6350.177.2017.

Przedmiotem recenzji jest ocena czy rozprawa spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach

i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 z p6zn. zm.).

Uzasadnienie podjecia tematu

Biatka stanowigce niezbedny skladniki diety cztowieka jako zrodto aminokwaséw coraz
czesciej stajg si¢ obiektem badan w kontekscie pozyskiwania z nich biologicznie aktywnych
peptydow, ktore po uwolnieniu z biatek macierzystych moga oddziatywaé jako modulatory
wielu proceséw zachodzacych w organizmie. W badaniach tych coraz powszechniej
wykorzystuje si¢ komputerowe techniki obliczeniowe umozliwiajagce fizykochemiczng
charakterystyke biopeptydow oraz symulacje ich uwalniania z biatek prekursorowych
pod wplywem enzymoéw proteolitycznych. Oprocz wykazywania aktywnosci biologicznej
peptydy wplywaja takze na cechy sensoryczne produktow spozywczych, gdyz wiele biatek jest
prekursorami peptydow o smaku gorzkim. Smak ten jest szczegdlnie niepozadany zwlaszcza

w przypadku serow dojrzewajacych lub odzywek, ktdrych sktadnikiem sg hydrolizaty bialkowe.
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Recenzowana praca wpisuje si¢ w t¢ tematyke, bowiem jej podstawowym celem bylo
zbadanie zaleznosci pomiedzy struktura (tj. sekwencja aminokwasowg) peptydow
pochodzgcych z biatek zywnosci, a ich gorzkim smakiem za pomocg wybranych metod in silico
oraz weryfikacja uzyskanych wynikow w ukladzie in vitro.

Problematyka rozprawy miedci si¢ w obszarze nauk o zywnosci i zywieniu, a jej wybor
uwazam za trafny i aktualny z naukowego punktu widzenia. Mozliwo$¢ wykorzystania
uzyskanych wynikéw do projektowania zywnosci funkcjonalnej i nutraceutykow
zawierajgcych bioaktywne peptydy o pozadanych cechach sensorycznych $wiadczy o wysokim
potencjale aplikacyjnym pracy.

Te interesujgcg tematyke badawcza Autorka podjeta w znakomitym zespole naukowym
od lat zaangazowanym, z duzymi sukcesami, w badania nad biologicznie aktywnymi

peptydami.

Ocena formalna pracy

Recenzowana rozprawa obejmuje 263 numerowane strony maszynopisu, zamieszczono
W niej 65 rysunkdw i 32 tabele oraz wykaz 215 pozycji cytowanej literatury (w tym
12 zrédet internetowych). Jej struktura jest typowa dla prac o charakterze eksperymentalnym
1 zawiera: Przeglqd pismiennictwa (26 stron) poprzedzony Wprowadzeniem oraz Streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim. Kolejne rozdziaty to: Cel pracy (2 strony), Schemat
postgpowania (2 strony), Metodyka (19 stron), Oméwienie wynikéw (122 strony), Dyskusja
(17 stron), Whnioski i stwierdzenia kovicowe (3 strony) oraz Wykaz literatury (16 stron).
Uzupetnienie stanowi Wykaz najwazniejszych skrétéw zastosowanych w pracy oraz rozdzial
Zalgczniki, w ktérym na 43 stronach w formie graficznej i tabelarycznej (facznie 79 obiektow)
Autorka zamiescila wyniki badan nieujete w zasadniczej czesci pracy.

Zdaniem recenzenta w pracy nalezalo ponadto zamiesci¢ spis tabel i rysunkow,
co ulatwiloby czytelnikowi analizowanie obszernego tekstu rozprawy, za$ bardziej
adekwatnym tytutem dla rozdzialu Schemat postgpowania jest powszechnie uzywany
w pracach eksperymentalnych Ukfad doswiadczenia.

Uktad pracy jest logiczny i przejrzysty, a proporcje objetosci poszczegdlnych rozdziatéw
wlasciwe. Dzigki temu praca, pomimo swej obszernosci, jest spdjna i czytelna. Przeglad
piSmiennictwa oraz cze$¢ doswiadczalng Doktorantka podzielita na podrozdziaty, ktérych
kolejno$¢ i tytuty wynikajg z logicznego podziatu tresci tych czesci pracy. Rozprawa zostata
przygotowana z duza starannoscia i wskazuje na doskonatg orientacje Doktorantki w obszarze

poruszanych zagadnien.
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Ocena merytoryczna pracy

Tytut rozprawy jest trafnie sformutowany i w pelni odzwierciedla zawarte w niej tresci.
Prace rozpoczyna Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Wprowadzenie, ktore
w zwiezly aczkolwiek tresciwy sposdb wprowadzaja czytelnika w tematyke badawcza
rozprawy i nakre$laja jej cel. Zawarte w Streszczeniu podsumowanie najwazniejszych wynikow
zacheca do glebszej analizy tresci kolejnych rozdziatow.

Przeglgd pismiennictwa Autorka rozpoczgla od omowienia fizjologicznych podstaw
percepcji smaku. Nastepnie scharakteryzowata wrazenia smakowe oraz role peptydéw jako
zwigzkow je ksztaltujacych. Peptydom gorzkim, jako najliczniej reprezentowanym i najszerzej
omdéwionym w literaturze, Doktorantka poswiecita odrebny rozdziat w ktérym zaprezentowata
przyklady sekwencji peptydow o potwierdzonym smaku gorzkim oraz aktualne kierunki badan
nad ta grupg zwigzkéw. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz rozwazania te maja nie tylko
charakter teoretyczny, Autorka odnosi je bowiem zaréwno do mozliwosci wykorzystania
peptydéw jako naturalnych dodatkéw smakowych jak i substancji biologicznie aktywnych.
W trakcie obrony rozprawy, prosz¢ Doktorantke o bardziej szczegdlowe wyjasnienie metod
maskowania smaku gorzkiego uwarunkowanego obecnoscig peptydéw gorzkich w zywnosci.
Drugg cze$¢ Przeglqdu pismiennictwa Autorka poswiecila charakterystyce bioinformatycznych
baz danych i mozliwosci ich wykorzystania do symulacji proteolitycznego uwalniania
biologicznie aktywnych peptydow z zywnosci. Najwiecej przyktadéw dotyczy mozliwosci
wykorzystania bazy danych sekwencji bioaktywnych peptydéw BIOPEP, z ktérej Autorka
korzystala w badaniach wlasnych. W ostatnim podrozdziale przegladu literatury Doktorantka
scharakteryzowata  metody chemometryczne i  chemoinformatyczne — stosowane
do poszukiwania zalezno$ci migdzy strukturg zwigzku chemicznego a jego przewidywang
aktywnoscig biologiczng. Stanowi on doskonale wprowadzenie do czesci eksperymentalne;j
pracy, gdyz podane przyklady $wiadcza o réznorodnosci i rosngcej popularnosei tej grupy
metod w badaniach nad peptydami i biatkami zywnosci.

Reasumujac, Przeglqd pismiennictwa zostal opracowany w oparciu o prace zrodlowe $cisle
zwigzane z tematyka rozprawy i stanowi bardzo dobre uzasadnienie podjetego problemu
naukowego. Tresci w nim zawarte $wiadczg o znakomitym przygotowaniu teoretycznym
Doktorantki do realizacji badan i wprowadzaja czytelnika w zagadnienia zwigzane z czescia
eksperymentalng rozprawy.

Z obowiazku recenzenta wskazuje fragmenty Przeglgdu pismiennictwa, ktore wymagaja
korekty w oparciu o podane ponizej uwagi:

— cierpkos¢ oraz ostro$¢/pikantno$¢ nie sg zaliczane do smakow podstawowych (str. 14);
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— teoria dotyczaca odczuwania poszczegdlnych smakoéw przez rézne obszary jezyka zostala
uznana za bledng gdyz wszystkie typy wrazen smakowych moga, z r6zng intensywnoscia,
powsta¢ w wyniku dzialania bodzcéw na dowolny fragment jezyka, ktory zawiera kubki
smakowe (str. 14);

— na Rysunku 2 nalezy zaznaczy¢, iz sod jest jonem z sumarycznym tadunkiem dodatnim
(str. 15);

— nastronie 22 znajduje si¢ bledne odwotane do Tabeli 3 (rozdziat 4.2.3). W tabeli tej zawarte
sa bowiem zmienne zastosowane do przeprowadzenia analizy chemometrycznej peptydow
gorzkich, a nie przyktady ich sekwencji.

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawita cel gléwny pracy, ktérym bylo badanie
zaleznosci miedzy struktura (tj. sekwencja aminokwasowa) peptydow pochodzacych
z zywnosci a ich gorzkim smakiem za pomocg wybranych metod in silico oraz weryfikacja
uzyskanych wynikéw w uktadzie in vitro. Dla jego realizacji Autorka sformutowala siedem
celow szczegdtowych, z ktdrych pierwsze cztery obejmowaty badania in silico peptydow przy
uzyciu wybranych programéw komputerowych, a kolejne trzy dotyczyly weryfikacji
uzyskanych wynikow w uktadzie in vitro. Zaréwno cel gtéwny jak i cele szczegdtowe pracy
zostaty jasno sformulowane, sg $cile zwigzane z tytulem pracy i znajduja pelne uzasadnienie
we wczesniej przedstawionym Przeglgdzie pismiennictwa co potwierdza ich adekwatnos$é
do aktualnego stanu wiedzy. Stanowia one réwniez logiczng konsekwencje wczesniejszych
prac realizowanych w Katedrze Biochemii Zywnosci UWM w Olsztynie. Zdaniem Recenzenta
Autorka niepotrzebnie poprzedzita je jednostronicowym wstepem teoretycznym, gdyz tresci
w nim zawarte powinny znalez¢ si¢ we wczesniejszym rozdziale. W mojej ocenie w tej czesci
rozprawy zabraklo natomiast hipotezy badawczej, jakkolwiek wynika ona z tresci pracy jednak
nie zostata sformutowana.

Uktad doswiadczenia zaplanowanego dla realizacji celu pracy Autorka przedstawita
w rozdziale trzecim w formie schematu obrazujgcego kolejne etapy postgpowania. Schemat jest
bardzo czytelny i ulatwia zrozumienie przebiegu poszczegdlnych analiz. Wymaga jedynie
uzupetnienia o informacje, iz dane na temat miar aktywnosci peptydow gorzkich zgromadzono
réwniez w oparciu o bazg danych BIOPEP (parametr Rcaf), za$§ do wyznaczenia zmiennych
do tworzenia macierzy danych postuzono si¢ rowniez programem Custom Peptide.

Rozdziat Metodyka Autorka rozpoczeta od charakterystyki materiatu do badan
in vitro, ktdry stanowily koncentraty biatek mleka (TMP 80) i soi (Isomil F), oraz enzyméw
uzytych do uzyskania hydrolizatéw z wyzej wymienionych biatek. Na kolejnych dziewigtnastu
stronach Autorka w wyczerpujacy i klarowny sposob opisuje zastosowane metody badawcze
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w ukladzie in silico (podrozdziat 4.2) i in vitro (podrozdziat 4.3). Lektura tych podrozdzialow
daje podstawe do stwierdzenia, iz metodyka pracy zostala wiasciwie dobrana i oparta na
odpowiednich rekomendacjach literaturowych. Umozliwitlo to kompleksowe podejscie
do podjetej problematyki badawczej oraz logiczng i konsekwentng realizacje glownego
1 szczegbtowych celéw pracy. Zakres wykonanych analiz i ich réznorodnosé jest imponujaca.
Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje nowoczesnos¢ i oryginalno$é zastosowanych metod,
co $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i umiejetnosciach
analitycznych Doktorantki w zakresie postugiwania si¢ metodami analizy chemometrycznej
1 chromatograficznej. Drobnym uchybieniem w tej czesci pracy jest niezgodno$¢ opisu
na stronie 44 z danymi zamieszczonymi w Tabeli 1.

W kolejnym rozdziale, na 122 stronach wzbogaconych 62 wykresami i 23 tabelami
mgr inz. Monika Hrynkiewicz przedstawila wyczerpujgce omdwienie oraz petng dokumentacije
uzyskanych wynikéw. Rozdzial Omowienie wynikéw zostal podzielony na podrozdziaty
korespondujace z opisem etapé6w badan w rozdziale Metodyka, co utatwia analize wynikoéw
uzyskanych w poszczegélnych etapach doswiadczenia i ich konfrontacje z dyskusja
przedstawiong w kolejnym rozdziale. Przyjeta przez Doktorantke systematyka, tj. prezentacja
wynikéw w postaci tabel i rysunkéw, ich omoéwienie oraz podsumowanie w danym
podrozdziale znacznie utatwia lekture opisu ogromu uzyskanych wynikéw. Natomiast pewnym
mankamentem tego rozdziatlu jest zamieszczenie w nim opisOw procedur analitycznych.
Opisy te sa jak najbardziej interesujace i potrzebne ale powinny by¢ zamieszczone w czesci
metodycznej pracy. Lekture tej czgéci pracy utrudnia réwniez zamieszczanie tabel i rysunkow
czgsto dopiero na trzeciej z kolei stronie od zacytowania jej w tekscie, co jest konsekwencjg
bardzo szerokiego zakresu badan i ilosci uzyskanych wynikoéw. Pomocny w tym zakresie bytby
spis tabel 1 rysunkow, o ktérym wspominatam w czesci dotyczacej oceny formalnej pracy.

Rezultaty uzyskane w pierwszym etapie badan (analiza in silico) pozwolity Doktorantce na
wskazanie gtéwnych wlasciwosci fizykochemicznych wptywajacych na smak gorzkich di-, tri-
1 tetrapeptydéw. Analizujac wyniki liniowej regresji wielorakiej za najbardziej miarodajne
uznano te uzyskane dla modeli, w ktérych miar¢ aktywnosci peptydow stanowil parametr Rear.
Ta metoda analizy chemometrycznej pozwolita rowniez na wytypowanie di-, tri-
i tetrapeptydowych indykatoré6w smaku gorzkiego w liczbie odpowiednio 17, 12 oraz 7.
Na podstawie profili potencjalnej aktywnosci sensorycznej i wartosci wyrdznika A sposrod
77 sekwencji bialek zywnosci do hydrolizy in silico wytypowano biatka mleka i soi.
Uzyskane wyniki stanowily podstawe do przeprowadzenia hydrolizy in vitro tych biatek

i przeprowadzenia identyfikacji peptydow w probkach hydrolizatow za pomoca chromatografii
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cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas. Technikg LC-MS zidentyfikowano acznie
38 peptydow gorzkich, w tym 28 w probkach hydrolizatéw bialek mleka, a 10 w probkach
hydrolizatow bialek soi. Otrzymane wyniki zostaty bardzo dobrze i ostroznie zinterpretowane
z uwzglednieniem stanowiska krytycznego wynikajacego z pewnego rodzaju niedoskonalosci
skonstruowanych modeli liniowej regresji wielorakiej oraz ze stosunkowo niskiego stopnia
poréwnywalnosci wynikéw uzyskanych metodami iz silico i in vitro.

Dyskusja wynikéw zamieszczona w szostym rozdziale pracy jest obszerna (17 stron)
1 merytorycznie wyczerpujaca. Autorka poddaje krytycznej analizie wyniki badafh wiasnych
konfrontujac je z danymi z literatury, co pozwala jej na uwypuklenie wielu spdjnosci
z wynikami badan innych autoréw stosujacych rézne metody chemometryczne w badaniach
zaleznoSci miedzy struktura peptydow a ich gorzkim smakiem. Na tym tle niekwestionowanym
osiagnieciem, Autorki jest zastosowanie po raz pierwszy analizy sktadowych gtéwnych
do badania peptydéw gorzkich pochodzacych z biatek zywno$ci oraz wytypowanie na
podstawie liniowej regresji wielorakiej modelowych peptydowych indykatoréw smaku
gorzkiego. Potwierdza to nowatorski charakter rozprawy i jej znaczacy wklad
w reprezentowang dziedzing nauki.

Autorka sformutowata dwanascie wnioskow, ktorych tre$¢ jest merytorycznie poprawna
1 wynika z przeprowadzonych badan, a zwiezly sposob ich opracowania pozwala na szybkie
zapoznanie si¢ z najwazniejszymi rezultatami recenzowanej rozprawy. Wnioski stanowig
podsumowanie naukowych i praktycznych osiagnie¢ rozprawy i wskazuja, iz Autorka
zrealizowala wyznaczony cel pracy.

Wykorzystana w pracy literatura obejmuje 203 pozycje bibliograficzne, z ktorych
zdecydowana wigkszos¢ (~85%) to oryginalne prace tworcze w jezyku angielskim, co wskazuje
z jak obszernym materiatem literaturowym Doktorantka musiata si¢ zapoznaé. Trafny dobor
publikacji potwierdza umiejetnos¢ postugiwania si¢ piSmiennictwem zwigzanym z tematem
rozprawy. O aktualnosci podjetego problemu naukowego $wiadczy fakt, iz prace z ostatniej
dekady stanowig ponad 65% cytowanych publikacji. Wykaz literatury zawiera réwniez
dwanascie prawidlowo zacytowanych (z podaniem calosci adresu internetowego oraz daty
dostgpu) zrodet internetowych. Spis literatury zostal przygotowany starannie, bez istotnych

uchybien.

Ocena formy jezykowej i technicznej strony opracowania
Edytorskie przygotowanie rozprawy jest wlasciwe, zarowno pod wzgledem jezykowym,

jak 1 w zakresie materialéw ilustracyjnych, czytelnych i dobrze opisanych legendami.
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Swiadczy to o bardzo dobrym opanowaniu przez Autorke techniki redakcji tekstu naukowego.
W kontekscie przygotowania materiatu do publikacji zwracam uwage na brak konsekwencji
w stosowaniu skr6téw nazw aminokwasow. Autorka uzywa naprzemiennie kodu jedno- lub

trzyliterowego.

Whiosek koncowy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego dotyczacego zaleznosci pomiedzy strukturg peptydéw pochodzacych z biatek
zywnosci a ich gorzkim smakiem. Na podkreslenie zastuguje bardzo dobry wybédr tematu,
zaproponowanie ambitnej koncepcji pracy w wyrdzniajaco zaplanowanej czesci
metodologicznej i1 pdzniejsza bardzo rzetelna realizacja kolejnych etapow badawczych
z wykorzystaniem zaawansowanych metod analitycznych. Na mojg bardzo wysokg ocene pracy
wplyneta réwniez merytoryczna dyskusja i prawidtowe wnioskowanie. Przedtozona do recenzji
rozprawa Swiadczy o znakomitym przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowo-badawczej,
obszernej wiedzy teoretycznej zwiazanej z podjetym zagadnieniem oraz znajomosci
nowoczesnych metod analitycznych. Imponujacy zakres przeprowadzonych przez Doktorantke
analiz i ich réznorodno$¢ oraz krytyczna analiza uzyskanych wynikéw dowodzg jej
pracowitosci i rzetelnosci badawczej. Przedstawione w rozprawie wyniki zintegrowanych
badann w ukladzie in silico/in vitro dotyczace specyficznego sktadu i wiasciwosci
fizykochemicznych aminokwaséw wchodzacych w sktad peptydéw, jak rowniez
zastosowanych proteaz, powodujacych generowanie sekwencji o smaku gorzkim poszerzajg
wiedze dotyczaca peptydéow jako skladnikéw zywnosci. Oprdcz aspektu poznawczego
uzyskane wyniki badan mogg mieé¢ réwniez istotne znaczenie dla ukierunkowania dalszych
badan w tej dziedzinie z wykorzystaniem metod chemometrycznych. Nieliczne uwagi
krytyczne nie umniejszaja wartosci poznawczej rozprawy, znaczenia podjetego problemu
naukowego i sposobu jego realizacji.

Praca ma duza warto$¢ poznawcza w zakresie wpltywu wiasciwosci fizykochemicznych
aminokwasow na gorzki smak di-, tri- i tetrapeptydow. Wplyw ten Autorka wykazata stosujgc
po raz pierwszy analiz¢ sktadowych gtéwnych do badania peptydéw gorzkich pochodzgcych
z bialek Zzywnosci. Wykorzystujac kolejng metode analizy chemometrycznej - liniowg
regresj¢ wielorakg, wytypowala modelowe peptydowe indykatory smaku gorzkiego.
Zawarte w pracy wyniki dotyczace wpltywu doboru enzymu oraz substratu na generowanie
sekwencji o smaku gorzkim mogg by¢ bardzo pomocne w otrzymywaniu hydrolizatéw biatek
ro$linnych i zwierzecych pozbawionych niepozadanego smaku.
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Biorac pod uwage wysoka warto$¢ naukowa i potencjat aplikacyjny rozprawy oraz zawarte
w niej elementy nowosci naukowej dajgce perspektywe postepu w nauce o zywnosci i zywieniu,
wnioskuje o jej wyrdznienie.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Moniki Hrynkiewicz pt. ,,Peptydy
o smaku gorzkim pochodzace z biatek zywnosci - badania eksperymentalne w uktadzie in silico
1 in vitro” spelnia wymagania zawarte w art. 13 ust. 1. Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pdzn. zm.).

Stawiam zatem wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Nauki o Zywnos$ci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Hrynkiewicz

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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