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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Konrada Klosok zatytulowanej “ Wptyw suplementowania
modelowego ciasta chlebowego wybranymi kwasami fenolowymi na strukture biatek
glutenowych” wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Agnieszki Nawrockiej oraz
promotora pomocniczego dr Renaty Welc-Stanowskiej w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie.

Temat podjety przez doktoranta wpisuje si¢ w bardzo wazny nurt naukowy z zakresu
rolnictwa, zywnosci i zywienia, a nawet medycyny (alergologii). Biorac pod uwage fakt, ze
coraz wicksza cze$¢ spoleczenstwa ma $wiadomos$é wplywu diety na organizm, rozwoj
zywnosci funkcjonalnej, wzbogaconej w naturalne przeciwutleniacze, nie tylko przyczynia si¢
do rozwoju przemyslu zywieniowego, ale przede wszystkim rolniczego, od ktorego zalezy
jako$é zebranych plonéw, w tym zboza, z ktorego nastgpnie otrzymywana jest mgka. Niestety
w ostatnich latach zauwaza si¢ rowniez wzrost 0sob ciepigcych na alergie pokarmowe, w tym
na gluten. Dlatego tez badania, ktére Doktorant podjal w ramach swojej pracy doktorskiej
maja znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez aplikacyjne, co nalezy podkresli¢ i
pochwali¢. Wykorzystujgc naturalne dodatki (kwasy fenolowe), w produkcji zywnosci,
Doktorant wpisat sie w nurt zrownowazonego rolnictwa przy jednoczesnym pozytywnym, jak
sie dowiadujemy z przedstawionej dysertacji, wplywie na chleb bedacy podstawa diety u
wiekszo$é spoteczenstwa. Ponadto, wykorzystujac techniki spektroskopowe Doktorant wpisat
sie¢ w nurt $wiatowej nauki, gdzie spektroskopia ramanowska, oscylacyjna spektroskopia w
podczerwieni wykorzystane sg coraz czesciej w przemysle rolniczym, do oszacowania zmian
biochemicznych wywolanych czynnikami zewnetrznymi. W przypadku przedstawione]
dysertacji czynnikiem zewnetrznym byly kwasy fenolowe. Co nalezy podkreslic,
przedstawione w ramach dysertacji badania zostaly sfinansowane przez Narodowe Centrum
Nauki i stanowia kolejny argument przemawiajgcy za tym, ze podjety temat jest bardzo
wazny i ciagle jeszcze malo poznany. Szkoda tylko, ze tym faktem Doktorant nie pochwalit
sic w przedstawionej do recenzji dysertacji, a dopiero w publikacjach mozna bylo znalez¢

informacje o tym fakcie.
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Formalna ocena pracy

Recenzowana praca magistra Konrada Klosok zostala opracowana zgodnie z 0g6lnie
przyjetymi zasadami dla prac doktorskich ze zbioru publikacji. Praca sktada sie lacznie ze 49
stron oraz dolgczanych czterech publikacji. Pierwsze 49 strony stanowig cze$¢
wprowadzajacg i opisujacg w skrocie wyniki, ktére doglebnie opisane sa w przedstawionych
czterech publikacjach. Z tej czgéci dowiadujemy si¢ czym jest gluten, metody
spektroskopowe, ktére stanowia podstawe wykonywanych eksperymentéw, a takze
dowiadujemy si¢ czym sa polifenole, jakie jest ich znaczenie w przemysle zywieniowym i
jakie sg mechanizmy ich oddzialywania z kwasami felolowymi. Nastgpnie przedstawione sg
cele pracy, metodyka, skrotowe przedstawienie wynikéw badan oraz wnioski i bibliografia.
Owe skrétowe przedstawienie wynikoéw badan w zadnym, nawet najmniejszym stopniu nie
umniejsza wysokiej jakosci pracy doktorskiej, poniewaz ich obszerny opis a takze dyskusja
znajduje si¢ w zalgczonych trzech pracach, poniewaz czwarta stanowi prace przegladowa,
kt6ra jest doskonalym wstgpem do nastgpnie wykonanych badas.

Dysertacja oparta jest na 4 publikacjach: “Effects of physical and chemical factors on
the structure of gluten, gliadins and glutenins as studied with spectroscopic methods”, ktéra
jest praca przegladowsa, oraz z trzech prac eksperymentalnych: , Phenolic acids-induced
aggregation of gluten proteins. Structural analysis of the gluten network using FT-Raman
spectroscopy”, ,,Changes in the conformation and biochemical properties of gluten network
after phenolic acid supplementation” oraz. “Effects of phenolic acid molecular structure on
the structural properties of gliadins and glutenins”. Nalezy podkreslié, ze we wszystkich
pracach Doktorant jest pierwszym autorem, co §wiadczy o jego bardzo duzym wkladzie w
powstanie zalagczonych publikacji. Prace te opublikowane zostaly w czasopismach
naukowych (kolejno): Molecules, Journal of Cereal Science, Journal of Cereal Science oraz
International Agrophysics, o tacznym wspétczynniku wptywu Impact Factor (IF) réwnym
14.00.

Celem niniejszej dysertacji bylo zbadanie wptywu wybranych kwaséw fenolowych
(kwas 4-hydroksybenzoesowy, protokatechowy, wanilinowy, syryngowy, p-kumarowy, kawowy,
ferulowy oraz synapinowy), naturalnie wystepujacych w preparatach blonnikowych, na strukture
oraz wlasciwosci biochemiczne sieci glutenowej oraz poszczegélnych bialek glutenowych

(gliadyn i glutenin). W tym celu wykorzystano spektroskopic oscylacyjng (ramanowska i
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FTIR). Ponadto, Doktorant wykorzystat inne metody, takie jak: zmodyfikowang procedurg
Schopf i Scherf w celu oznaczenia liczby wolnych grup SH i grup SS w prébach glutenu,
testy ABTS ora FRAP w celu ustalenia zdolnosci antyoksydacyjnej kwaséw fenolowych w
probkach ciasta modelowego oraz czystych kwaséw, a takze metode pozwalajacg okreSli¢
hydrofobowos¢ powierzchni glutenu.

Kwasy fenolowe, ktore zostaly dodane do pszennego ciasta modelowego, stanowig
najbardziej rozpowszechniony rodzaj ro$linnych zwiazkéw fenolowych. Zdobyly one
zainteresowanie ze wzgledu na ich relatywnie wysoka aktywno$é antyoksydacyjng oraz
efektywng absorpcje w przewodzie pokarmowym. W literaturze mozna znalez¢ informacje, ze
kwasy fenolowe mogg zahamowaé odpowiedz immunologiczna u oséb borykajacych si¢ z
problemami alergii pokarmowej. W przedstawionej do oceny dysertacji, Doktorant nie tylko
potwierdzil znane juz w literaturze fakty, ale tez sprawdzit wplyw, az osmiu rodzajow
kwasow fenolowych, gdzie kazdy wystepowat w trzech roznych stgzeniach, na wlasciwosci
biochemiczne sieci glutenowej oraz poszczegolnych biatek glutenowych (gliadyn i glutenin).
Wyniki otrzymanych badan zostaly opublikowane w trzech eksperymentalnych artykultach
czasopism z listy filadelfijskiej. W kazdej z publikacji znalez¢ mozna wstgp, jasno okreslony
cel, szczegdlowo opisang metodyke oraz wyniki wraz z dyskusjg i wnioskami. W pracach
tych wida¢ dociekliwo$é Doktoranta, jego umiej¢tnosci zarowno manualne, jak i analityczne.
W tym miejscu chciatam réwniez pochwali¢ Doktoranta za pracg przeglagdowg stanowiaca
pierwsza publikacje w cyklu. Magister Klosok wykazal si¢ bardzo duzg dociekliwosci 1
starannodcia w napisaniu pracy przegladowej, ktéra stanowi niezwykle cenna pozycj¢
literaturowa z bardzo doglebnie przeanalizowanym materialem literaturowym dotyczacym
wykorzystania metod spektroskopowych w ocenie struktury glutenu, gliadyn i glutenin.
Jednoczeénie praca ta pokazala, Zze wykonane nastgpnie badania eksperymentalne
przedstawione w trzech kolejnych pracach stanowigcych cykl, nie byly dotychczasowo

przeprowadzone, co jednoznacznie skazuje na aspekt nowosci ocenianej dysertacji.

Po przeczytaniu catosci nasuwa mi si¢ jednak kilka uwag oraz pytan, na ktorych udzielenie

odpowiedzi prosilabym Doktoranta podczas publicznej obrony pracy doktorskiej:

1. Na stronie 14 Doktorant napisat ,,Pasmo amid I jest powszechnie uznawane za jedno z
najbardziej istotnych narzgdzi do analizy struktury drugorzedowej biatek. Zwigzane jest ono

glownie z drganiami rozciggajgcymi grup karbonylowych (C=0) w grupach amidowych
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bialek i peptydow (ok. 90%). Do drgan obserwowanych w ramach pasma amid I zalicza sie
rowniez drgania zginajgce wigzari N-H oraz C-N (ok. 10%).”. Na jakiej podstawie Doktorant
wymienil procentowe zawartosci poszczegélnych grup funkcyjnych? Czy s3 to dane
literaturowe (jesli tak powinna zosta¢ dodana referencja), czy tez wiasne wyliczenia?

2. Na stronie 19 Doktorant napisat ,,Po dodaniu kwasow fenolowych w biatkach glutenowych
wystepujq zmiany strukturalne, takie jak ekspozycja grup aminokwasowych i wydiuzenie
tancucha peptydowego. Te zmiany prowadzq do roznorodnych interakcji miedzy czgsteczkami
biatka a kwasami fenolowymi, w tym oddzialywar hydrofobowych i elektrostatycznych”. Czy
w ramach wykonanych do$wiadczen, pomiaréw i analiz udato si¢ Doktorantowi ustali¢ jaki
jest skutek w/w zmian?

3. W metodyce uzyskania widm FT-ramanowskich Doktorant wykonat pomiar wykorzystujac
256 skan6w z rozdzielczoscia 8 cm™, natomiast w przypadku widm IR byto to 128 skanow i
rozdzielczo$¢ 4 cm’l. Na jakiej podstawie zostaly dobrane parametry pomiaru? Czemu nie
zdecydowano si¢ na lepszg rozdzielczo$¢ spektralng?

4. Dlaczego wykonano usrednienie z pigciu pomiar6w? Czy pomiary wykonane byly dla tej
same] probki, czy tez probke zmieniano? Jesli dla tej samej probki, czy widma rejestrowano z
réznych miejsc?

5. Doktorant wspomnial, Ze w celu uzyskania informacji o strukturze drugorzedowej bialek
mozna wykona¢ dekonwolucje lub obliczy¢ widma réznicowe. Doktorant zdecydowat sie na
drugie podejscie. Dlaczego?

6. Doktorant wskazal, ze widma byty zbierane dla sproszkowanej formy badanych probek.
Jednakze nie znalaztam informacji jaka waga byla proszku i czy byla identyczna dla
wszystkich mierzonych prébek?

7. Wnioski umieszczone na stronach 42 i 43 niekiedy brzmig jak wynik. Przetocze tutaj tylko
Jeden z wnioskéw: ,,W badanych prébkach zmodyfikowanych gliadyn stwierdzono zmiany w
konformacji a-helis. Obserwacja jest zgodna z danymi literaturowymi, kiére wskazujg, ze
konformacja o-helis stanowi najliczniej powtarzajgeq sig strukture drugorzedowg w
gliadynach.” Jaki z tego stwierdzenia ptynie wiosek? Czy pod wplywem tych zmian, gliadyny
np. agreguja, ich stabilno$¢ spada?

8. Figury w publikacjach ,,Phenolic acids-induced aggregation of gluten proteins. Structural
analysis of the gluten network using FT-Raman spectroscopy”, ,,Changes in the conformation

and biochemical properties of gluten network after phenolic acid supplementation” oraz
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“Effects of phenolic acid molecular structure on the structural properties of gliadins and
glutenins” sa bardzo niejasno opisane. Np. figura 2 w pracy ,,Phenolic acids-induced
aggregation of gluten proteins. Structural analysis of the gluten network using FT-Raman
spectroscopy”. W opisie figury brakuje doktadnego wyjasnienia co przedstawia rycina a, b, c,
itd. Nie wspomne o figurze 3, gdzie przy stupkach mozna zauwazy¢ litery fg, h. Co one
oznaczaja? Bardzo ciezko analizuje si¢ te figury i niestety zauwazalne jest to we wszystkich
trzech pracach eksperymentalnych.

9. W pracy ,,Changes in the conformation and biochemical properties of gluten network after
phenolic acid supplementation” Doktorant napisat ,,4 spectrum of 10% of aqueous solution od
D20 was substracted from all samples spectra”. Dlaczego wlasnie 10% roztwor D,0O?
Ponadto, w tej samej pracy nie podano informacji, czy prébki byty ktadzione bezposrednio na
krysztal ATR, czy tez metodyka byla inna. Prositabym aby Doktorant dokladniej opowiedziat
o metodzie pomiaru.

10. Czy zastanawial sie¢ Doktorant jaki byly wptyw na badany obiekt mieszanki np. dwéch
wybranych kwasow fenolowych? Moze zaobserwowano by synergi¢ lub addycje? Czy mys$lat
Doktorant nad przeprowadzeniem kolejnych badan w temacie rozprawy doktorskie;j?

11. W pracy mozna napotkaé si¢ rowniez na bledu edytorskie. Doktorant raz uzywa FT-
Raman raz Raman. Zauwazy¢ mozna réwniez bledy interpunkcyjne lub literowe, ale jest ich
bardzo mata liczba przez co prace czyta si¢ bardzo przyjemnie i ptynnie.

Na koniec chciatabym podkresli¢ caloksztatt pracy Doktoranta. Oprocz dorobku
zwigzanego bezposrednio z tematyka pracy doktorskiej (4 prace o lgcznym IF = 14.00), Pan
mgr Konrad Klosok jest wspolautorem réwniez szesciu (wg bazy Scopus) innych prac o
lacznym wspolczynniki oddziatywania IF wynoszacym 27.4, w tym jedna z prac zostala
opublikowana w czasopi$mie Food Chemistry o IF = 8.5. Ponadto, na stronie Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie mozna znalez¢
informacje o udziale Doktoranta w licznych konferencjach, w tym réwniez
miedzynarodowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze tre$¢ recenzowanej pracy odpowiada tytulowi, a
spos6b jej zredagowania oceniam jako bardzo dobry. Badania przeprowadzone przez
Doktoranta stanowig nowoczesny i oryginalny wklad w rozwoj szeroko pojetych nauk
rolniczych, czy nauk o zywieniu cztowieka. Doktorant wykazala si¢ odpowiednia wiedza

teoretyczng oraz posiadaniem umiejetnosei do samodzielnego prowadzenia eksperymentow
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naukowych i prawidlowego interpretowania wynikéw. W mojej opinii, przedstawiong prace
doktorska nalezy oceni¢ wysoko. Wobec szerokiego zakresu prezentowanych badan i bardzo
wartosciowych wynikéw, ktore zostaly opublikowane w czasopismach naukowych,
przedstawione powyzej krytyczne uwagi w zaden sposob nie umniejszajg wartosci calej pracy
i nie majg istotnego znaczenia dla mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej Pana mgr

Konrada Klosok.

Whniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Konrada Klosok zatytulowana
»Wplyw suplementowania modelowego ciasta chlebowego wybranymi kwasami fenolowymi
na strukturg bialek glutenowych" spelnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane
kandydatom w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. 2023 poz. 742 z p6zn.zm). Na tej podstawie wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie o dopuszczenie Pana mgr Konrada
Klosok do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, biorac
pod uwage wysokg jakos wykonanych badan, dociekliwo$¢ Doktoranta, doglebne
przedstawienie otrzymanych wynikéw, a przede wszystkim niezwykle wazny podjety temat,

wnioskuj¢ 0 wyréznienie przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskie;.
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