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RECENZJA
pracy doktorskiej Pana mgr inz. Konrada Klosoka
zatytutowanej ,Wplyw suplementowania modelowego ciasta chlebowego

wybranymi kwasami fenolowymi na strukture biatek glutenowych”

Wstep i podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostata opracowana w odpowiedzi na pismo Pana prof. dr hab. Cezarego
Stawinskiego, Dyrektora, Cztonka Korespondencyjnego Polskiej Akademii Nauk z dnia 26
wrzesnia 2024 r. (RN-431-1/24), oraz uchwate Nr 163/P14/2024 Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie z dnia 23 wrzesnia 2024 r. w sprawie
wyznaczenia recenzentdw rozprawy doktorskiej mgra Konrada Ktosoka zatytutowanej
~Wptyw suplementowania modelowego ciasta chlebowego wybranymi kwasami fenolowymi
na strukture biatek glutenowych”.

Recenzowana rozprawa doktorska mgra Konrada Kioska zostata zrealizowana w
Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie, pod
kierunkiem promotorki, Pani prof. dr hab. Agnieszki Nawrockiej, oraz promotorki
pomocniczej, Pani dr Renaty Welc-Stanowskiej.

Problematyka podejmowana przez doktoranta doskonale koresponduje z
kierunkiem badan prowadzonych w Instytucie Agrofizyki PAN, w Laboratorium Oceny
Jakosci Surowcéw Zbozowych. Profesor Nawrocka od wielu lat z powodzeniem prowadzi
badania nad zastosowaniem metod spektroskopii oscylacyjnej w analizie zywnosci. Temat
rozprawy doktorskiej stanowi zatem naturalne rozwiniecie tej linii badawczej, taczac
zaawansowane techniki spektroskopowe z analizg prozdrowotnych i odzywczych produktéw
zbozowych, co przyczynia sie do rozwoju takich dyscyplin jak rolnictwo i ogrodnictwo.
Tematyka pracy koncentruje sie na zagadnieniach o znacznym potencjale aplikacyjnym,
taczac technologie zywnosci, chemie biatek oraz wiasciwosci prozdrowotne. Takie podejscie

sprawia, ze praca ta ma warto$c¢ zarowno naukowg, jak i praktyczna.
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Ogdlna charakterystyka rozprawy

Rozprawa doktorska dotyczy fortyfikacji pieczywa pszennego réznymi dodatkami,
w szczegodlnosci preparatami btonnikowymi i ekstraktami polifenolowymi, ktére zyskujg na
popularnosci ze wzgledu na rosnacg $wiadomosc¢ zdrowotng konsumentow. Gtownym
celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych kwaséw fenolowych na strukture sieci
glutenowej w modelowym cieScie pszennym oraz ocena ich wifasciwosci
antyoksydacyjnych. Gluten, bedacy kluczowym biatkiem w ciescie pszennym, tworzy sie¢
lepkosprezystyg, ktéra moze wigzac polifenole, naturalne przeciwutleniacze. Badania skupity
sie na analizie wptywu pochodnych kwasu benzoesowego oraz hydroksycynamonowego na
gluten. Eksperymenty przeprowadzono na modelowej mace, eliminujgc wptyw innych
sktadnikéw obecnych w mace pszennej. Do analizy strukturalnych zmian sieci glutenowej
oraz jej biatek, gliadyn i glutenin, zastosowano metody spektroskopowe, takie jak
spektroskopia w podczerwieni z transformacjq Fouriera (FT-IR) oraz spektroskopia
rozpraszania ramanowskiego =z transformacjg Fouriera (FT-Raman). Wiasciwosci
antyoksydacyjne badano z wykorzystaniem metod spektrofometrycznych, takich jak testu
zdolnosci redukcji kationorodnika ABTS (2,2'-azyno-bis(3-etylenobenzotiazolino-6-kwasu
sulfonowego)) oraz testu zdolnosci redukcji jondw zelaza (FRAP, ang. ferric reducing
antioxidant power assay). Wyniki wykazaty, ze oba rodzaje kwasow fenolowych wptywajg
na strukture glutenu, w szczegdlnosci zmieniajac strukture B kartki w gluteninach oraz a-
helis w gliadynach. Fortyfikacja ciasta kwasami fenolowymi, zwtaszcza pochodnymi
hydroksycynamonowymi, poprawita jego wiasciwosci przeciwutleniajace, co wigzano z
obecnoscig dodatkowych grup hydroksylowych w strukturze chemicznej tych kwaséw.

Praca charakteryzuje sie szczegdtowym podejsciem badawczym, ktore
wykorzystuje zaawansowane techniki spektroskopowe oraz testy antyoksydacyjne,
umozliwiajac dogtebng analize oddziatywan miedzy polifenolami a biatkami glutenowymi.
Realizacja zatozonych celéow badawczych wymagata od autora potgczenia solidnej wiedzy
teoretycznej i praktycznej znajomosci metod spektroskopowych z zaawansowang wiedzg z
zakresu biochemii biatek, co nadaje rozprawie wyrazny charakter interdyscyplinarny i
znaczgco podnosi jej warto$¢ naukowa. Uzyskane wyniki badan wskazujg na istotne zmiany
w strukturze glutenu w wyniku fortyfikacji, co moze mie¢ znaczace implikacje zaréwno dla

przemystu piekarniczego, jak i sektora zdrowotnego oraz rolniczego.
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Ocena merytoryczna rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa stanowi zbior czterech wieloautorskich publikacji,
ktore zostaty opublikowane w czasopismach o relatywnie wysokich wspotczynnikach
wptywu (w zakresie od 2.200 do 4.927, przy srednim IF na prace = 3.682). Trzy prace to
prace oryginalne, a jedna jest pracq przegladowa.

Do petnych tekstow publikacji dotaczono streszczenie pracy w jezyku polskim i
angielskim oraz wstep teoretyczny, liczacy 20 stron, ktéry wprowadza czytelnika w
tematyke rozprawy, a takze przedstawia informacje dotyczace zastosowanych metod
badawczych oraz badanych uktadéw. W rozdziale II autor szczegdtowo formutuje cele oraz
hipotezy badawcze pracy.

Nadrzednym celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych kwaséw fenolowych,
naturalnie wystepujacych w preparatach btonnikowych, na strukture oraz wtasciwosci
biochemiczne sieci glutenowej oraz poszczegdlnych biatek glutenowych (gliadyn i glutenin).
Dodatkowo, praca koncentruje sie na identyfikacji i analizie zmian we wifasciwosciach
antyoksydacyjnych kwaséw fenolowych, ktore zostaty wbudowane w sie¢ glutenowg
podczas procesu miesienia ciasta chlebowego oraz na ocenie, jak te interakcje wptywajq
na strukture glutenu. Kolejno Autor sformutowat nastepujgce cele szczegdtowe, ktére
nastepnie byty realizowane, a ich wyniki opisane w publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej:

- Identyfikacja typu i zakresu zmian strukturalnych spowodowanych przez
oddziatywania glutenu, gliadyn oraz glutenin z wybranymi kwasami fenolowymi w
modelowym ciescie pszennym.

- Okreslenie, ktore biatka glutenowe - gliadyny czy gluteniny - wykazujg wyzsze
powinowactwo do kwasoéw fenolowych.

- Analiza mechanizmu oddziatywan pomiedzy kwasami fenolowymi i biatkami
glutenowymi w zaleznosci od charakteru i ilosci grup funkcyjnych obecnych w
pierscieniu aromatycznym kwasu fenolowego oraz od rozmiaru czgsteczki kwasu.

- Ustalenie korelacji miedzy zmianami strukturalnymi w sieci glutenowej a jej
witasciwosciami biochemicznymi.

- Okresdlenie, czy wbudowanie kwasow fenolowych w sie¢ glutenowq zmienia ich

wiasciwosci przeciwutleniajace.

Nastepnie, w rozdziale III, rozprawa przechodzi do czesci eksperymentalnej, w

ktérej szczegotowo opisano zastosowang metodyke badawcza. Rozdziat IV obejmuje
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analize i interpretacje uzyskanych wynikéw, ktére zostaty przedstawione w formie czterech
opublikowanych artykutéw naukowych, a ich najwazniejsze wnioski zostaty zebrane i
podsumowane w rozdziale V. Zakonczenie pracy, od strony 44, zawiera bibliografie,
obejmujacq szeroki zakres literatury przedmiotu.

W zwigzku z formg rozprawy, ktéra opiera sie na omoéwieniu prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych, zadaniem recenzenta jest ocena
adekwatnosci przypisania wybranych przez doktoranta publikacji jako podstawy pracy
doktorskiej. Oceniam, ze nastepujacy wybrany przez doktoranta cykl czterech publikacji
adekwatnie analizuje i opisuje wptyw suplementowania modelowego ciasta chlebowego

wybranymi kwasami fenolowymi na strukture biatek glutenowych:

e P.1: Klosok K., Welc R., Fornal E., Nawrocka A. (2021). Effects of physical and
chemical factors on the structure of gluten, gliadins and glutenins as studied with
spectroscopic methods. Molecules, 26(2), 508 (IF=4.927);

e P.2: Klosok K., Welc R., Szymanska-Chargot M., Nawrocka, A. (2022). Phenolic
acids-induced aggregation of gluten proteins. Structural analysis of the gluten
network using FT-Raman spectroscopy. Journal of Cereal Science, 107, 103503
(IF=3.8);

e P.3: Ktosok K., Welc-Stanowska R., Nawrocka, A. (2023). Changes in the
conformation and biochemical properties of gluten network after phenolic acid
supplementation. Journal of Cereal Science, 110, 103651 (IF=3.8);

e P.4: Klosok K., Welc-Stanowska R., Nawrocka A. (2024), Effects of phenolic acid
molecular structure on the structural properties of gliadins and glutenins.
International Agrophysics 38, 127-137 (IF=2.2).

Pan mgr Konrad Ktosok jest pierwszym autorem ww. prac, jak i jasno zdefiniowat
swoj indywidualny wktad w powstanie kazdej pracy. Mimo ze o$wiadczenia wspotautoréow
nie sq przedstawione, to w wiekszosci opublikowanych prac, zataczonych do rozprawy
doktoranckiej, indywidualny udziat kazdego autora przedstawiono w odpowiedniej sekcji
(ang. author contribution section). Z przedstawionych w rozprawie, jak i publikacjach
opisow wynika, ze doktorant byt wspoétautorem koncepcji wiekszosci badan, opracowat
metodologie, przeprowadzat wiekszo$¢ pomiaréw oraz analizowat dane, a takze byt
odpowiedzialny za przygotowanie wstepnej wersji publikacji. Zakres prac oraz fakt, ze
doktorant jest ich pierwszym autorem sugeruja, ze odegrat kluczowa role w ich powstaniu,
a jego wktad mozna uznac za przewazajacy.

Cykl ww. prac charakteryzuje sie wysokim poziomem merytorycznym i stanowi

cenny wkiad w rozwoj badan nad fortyfikacjg pieczywa pszennego kwasami fenolowymi
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oraz ich wplywem na strukture glutenu i wilasciwosci antyoksydacyjne. Ponizej
przedstawiono najwazniejsze i najciekawsze elementy ww. cyklu prac.

Praca przegladowa P1. prezentuje szczegdtowg analize zastosowania metod
spektroskopii oscylacyjnej w badaniach struktury sieci glutenowej oraz biatek glutenu
(gliadyn i glutenin). Omawia zaréwno aspekty biochemiczne, jak i technologiczne, co
$wiadczy o wszechstronnosci podejscia. Autorzy podkreslajg, ze metody spektroskopii
oscylacyjnej dostarczajg wzajemnie uzupetniajacych sie informacji o strukturze biatek. Na
podstawie danych literaturowych dokonuja szczegdétowej analizy oscylacyjnej pasm
ramanowskich i IR, istotnych z punktu widzenia analizy struktury drugorzedowej i
trzeciorzedowej biatek, konformacji mostkéow disiarczkowych, a takze zmian w
mikorosrodowisku wybranych aminokwaséw. Praca omawia zmiany w strukturze glutenu
wywotane réznymi czynnikami, takimi jak poziom nawodnienia ciasta, mieszanie w réznych
warunkach, dodatek btonnika pokarmowego, polisacharydéw i polifenoli itp. To pokazuje
praktyczne zastosowanie metod spektroskopowych w ocenie jakosci produktéw na bazie
pszenicy. Autorzy zwracaja uwage na kluczowg role wody w ksztattowaniu struktury
glutenu (wptyw na strukture drugorzedowg biatek), co jest istotne z punktu widzenia
produkcji pieczywa i innych produktéw pszenicznych. Ten aspekt jest dobrze rozwiniety i
poparty licznymi odniesieniami do literatury. Przeglad obejmuje nie tylko badania
podstawowe, ale réwniez praktyczne zastosowanie metod spektroskopowych w analizie
technologicznej jakosci produktéw z pszenicy, co zwieksza wartos¢ uzytkowa pracy.

Praca P2 podejmuje temat badania interakcji kwasow fenolowych (zaréwno z grupy
hydroksycynamonowych, jak i hydroksybenzoesowych) z siecig glutenowa. Zastosowanie
spektroskopii FT-RS pozwolito na szczeg6towg analize zmian w strukturze drugorzedowej i
trzeciorzedowej biatek glutenowych. Wszystkie kwasy fenolowe wywotywaty zmiany w
strukturze biatek, gtdéwnie tworzenie agregatow z a-helis, B-kartek i zakretéw B, a kwasy
hydroksybenzoesowe szczegdlnie intensywnie wptywaty na tworzenie pseudo-B-kartek.
Obserwowano rézne interakcje miedzy kwasami fenolowymi a wybranymi aminokwasami
aromatycznymi, zalezne od rodzaju i stezenia kwasu. Wyniki wskazujgq, ze polifenole
wplywajq na siec glutenowq, szczegdlnie na gluteniny, co prowadzi do zmian w stabilnosci
wigzan wodorowych i formowaniu sie agregatéw biatkowych.

Praca P3 koncentruje sie na aplikacji FT-IR do analizy wptywu dodatku kwasow
fenolowych ciasta pszennego. Analiza spektroskopowa wykazata, ze kwasy te prowadzg do
wzrostu liczby struktur B-kartek kosztem a-helis, co sugeruje interakcje gtéwnie z
gluteninami, potwierdzajac rowniez konkluzje pracy P2. Dodatkowo fortyfikacja ciasta

kwasami fenolowymi prowadzi do tworzenia sie zakretéw B i antyrownolegtych B-kartek
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kosztem pseudo-B-kartek i zakretéw B z wigzaniami wodorowymi. Zmiany te nie wptynety
znaczaco na hydrofobowos$¢ sieci glutenowej, ale poprawity jej wiasciwosci
przeciwutleniajgce, szczegdlnie w przypadku kwaséw hydroksycynamonowych.
Wiasciwosci przeciwutleniajgce biatek glutenowych wzrastaty wraz ze stezeniem kwaséw
fenolowych, co wskazuje na potencjalne korzysci zdrowotne zwigzane z ich uzyciem w
produktach z pszenicy.

Praca P4 kontynuuje tematyke pracy P3, a wiec analize FT-IR zmian w strukturze
drugorzedowej biatek po dodaniu kwasdéw fenolowych do ciasta pszennego. Wyniki
potwierdzity poprzednie wnioski, ze kwasy fenolowe powodujg zmiany w strukturze
drugorzedowej obu typow biatek, a zakres tych zmian zalezy od rodzaju kwasu i jego
stezenia. Wiekszos¢ interakcji prowadzito do powstawania struktur nieuporzadkowanych,
wptywajac na wigzania wodorowe w biatkach. W gliadynach zaobserwowano zmiany w
konformacji a-helis, a w gluteninach zwiekszenie zawartosci struktur B. Badania sugeruja,
ze modyfikacja glutenu kwasami fenolowymi moze wptyna¢ na jego alergicznos¢,
szczegOlnie przez redukcje zakretéw B w gluteninach. Wnioski te wskazujg na potencjat
kwasow fenolowych w tworzeniu zywnosci funkcjonalnej, poprawiajgcej witasciwosci
zdrowotne, zwtaszcza dla oséb z nadwrazliwoscig na gluten. Zrozumienie mechanizmoéw
interakcji miedzy biatkami glutenowymi a polifenolami moze pomdc w opracowywaniu

nowych produktéow o lepszych witasciwosciach zdrowotnych i sensorycznych.

Ponizej zebratam pytania, ktére nasuwaja sie podczas lektury rozprawy. Mam nadzieje,
ze doktorant bedzie miat mozliwo$¢ skomentowania ich w czasie publicznej obrony

doktoratu.

1. Choc¢ ukazane dane w ww. cyklu prac bardzo dobrze analizujg zalety zastosowania
metod spektroskopii oscylacyjnej do badanego materiatu, nie przedstawiono
doktadnie ich ograniczen. Bardzo prosze o komentarz doktoranta w tym zakresie
np. na temat takich parametrow jak mozliwos¢ analizy ilosciowej, czutos¢,
precyzja, czy trudnosci w interpretacji wynikow w niektorych przypadkach.

2. Rozdziat 3.14. W przypadku jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
przyjmuje sie normalnos¢ rozktadu danych. Brakuje informacji, czy te zatozenia
zostaty zweryfikowane i jakie testy zastosowano w celu ich sprawdzenia (np. test
Shapiro-Wilka). Nie podano liczebnosci probek (czyli ile probek byto badanych w
kazdej grupie), co jest kluczowe, aby oceni¢, czy wyniki sg reprezentatywne i majg

odpowiednig moc statystyczna.
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3. Jak kwasy fenolowe moga wptynaé na trwato$¢ i jakos¢ wypiekdw podczas
przechowywania, w tym ich odporno$¢ na procesy starzenia? Bardzo prosze o
komentarz doktoranta w tym zakresie.

4. Czy i jak zastosowane przez doktoranta techniki moga by¢ wdrazane w przemysle
spozywczym i jakie sg ich praktyczne korzysci oraz ograniczenia w rzeczywistych

warunkach produkcji.

Nalezy réowniez zwréci¢ uwage pewne btedy i stabosci, ktére mogg wptynaé na jasnosc i

spojnosc tekstu:

5. W rozdziale 3.1. chlorek sodu jest wymieniony dwukrotnie. Zaktadam, ze w
pierwszym przypadku chodzito o kwas solny.

6. Skroty takie jak "CTL14", "CTL22" i "CTL36" nie sg dostatecznie wyttumaczone w
kontekscie badan - cho¢ sg wprowadzane, brakuje wyjasnienia ich petnego
znaczenia dla czytelnika.

7. W sekcji 3.2 dotyczacej pobierania probek ciasta brak jest petnej jasnosci na temat
procesu ustalania optymalnego czasu. Stwierdzenie, ze ,odejmowano 4 minuty” od
zatamania konsystencji, nie ttumaczy dlaczego doktadnie tyle minut odejmowano i
na jakiej podstawie. Dobrze bytoby uwzgledni¢ uzasadnienie tej decyzji.

8. W metodach dotyczacych przygotowania préobek do analiz brakuje informacji na
temat temperatury podczas liofilizacji, co moze by¢ istotne dla powtarzalnosci

badania.

Ocena dorobku naukowego

Analiza dorobku naukowego Pana mgr Konrada Ktosoka wskazuje, ze jest on
odpowiedni i zgodny z etapem rozwoju jego kariery naukowej. Oprocz czterech prac
wiaczonych do rozprawy doktorskiej, doktorant jest wspoétautorem szesciu publikacji
niezwigzanych bezposrednio z tematyka rozprawy. tacznie jest wspotautorem 10
publikacji, ktére uzyskaty 110 cytowan, a wskaznik Hirscha (H-index) weditug bazy Scopus
na dzien 13.11.2024 wynosi 5.

Chociaz w rozprawie nie zamieszczono listy wystgpien konferencyjnych ani stazy
naukowych doktoranta, to z analizy podziekowan w publikacjach wynika, ze Pan Konrad
Ktosok brat udziat w realizacji projektow badawczych, co dodatkowo $wiadczy o jego

zaangazowaniu i aktywnosci naukowej. Catoksztatt dotychczasowego dorobku wskazuje na
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odpowiedni poziom rozwoju naukowego, jakiego oczekuje sie od osoby na tym etapie

kariery badawczej.

Podsumowanie

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone przez doktoranta cele zostaty osiagniete i
mozna mowié, iz praca ta stanowi istotny przyczynek do rozwoju nauk rolniczych w
dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa

doktorska, spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawg z dnia

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn.

zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzynskiego PAN

w_Lublinie o dopuszczenie Pana mgra Konrada Kiosoka do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na interdyscyplinarng tematyke rozprawy, jej opracowanie, jak i
uwzgledniajac dorobek publikacyjny doktoranta (wspdtautor 10 publikacji, HI=5 wedtug
Scopus) wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzynskiego

PAN w Lublinie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgra Konrada Ktosoka.

dr hab. Katarzyna M. Marzec, prof. AGH
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