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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

mgr Konrada Klosoka pt. ,,Wplyw suplementowania modelowego ciasta chlebowego
wybranymi kwasami fenolowymi na strukturg biatek glutenowych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki Nawrockiej oraz
dr Renaty Welc-Stanowskiej (promotor pomocniczy)

Podstawa prawna: Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym |
nauce (Dz.U z 2023, poz. 742 ze zm.)
Podstawg opinii jest pismo prof. dr hab. Cezarego Stawinskiego Dyrektora Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN z dnia 23-09-2024

Uzasadnienie tematyki, informacje ogélne i ocena formalna pracy

Gluten stanowi mieszaning biatek, wystepujaca w ziarniakach zboz takich jak m.in.
pszenica, jgczmien, Przez co znajduje si¢ on w kregu zainteresowan naukowcow prowadzacych
badania w wielu dyscyplinach nauki. Z jednej strony nowoczesne rolnictwo dazy do
zwigkszenia produktywnosci, za$ z drugiej podejmuje proby wyselekcjonowania odmian zboz,
ktore charakteryzuje okreslony i pozadany sktad tej frakcji, ktora w duzej mierze kreuje wartos¢
odzywcza pasz oraz funkcjonalnos$¢ tego surowca dla przetworstwa spozywczego. Zwigzki
polifenolowe, bedace naturalnymi metabolitami wtérnymi, z uwagi na swoje wielopoziomowe
dziatanie prozdrowotne, s3 w ostatnich latach §wiadomie wprowadzane do diety cztowieka.
Aby fortyfikacja tego typu miata szeroki 1 pozytywny wplyw na spoteczenstwo ich no$nik
powinna charakteryzowa¢ m.in. powszechnos¢ spozycia. W tym kontekécie produkty
piekarnicze, w tym wszelkiego rodzaju pieczywo, wydaja si¢ by¢ idealnym kandydatem do
tworzenia tzw. zywnosci funkcjonalnej. Powszechnie wiadomo, zZe polifenole sa w stanie
oddziatywa¢ z matrycag zywno$ci powodujac zmiany fizyko-chemiczne wymuszajace
modyfikacje technologii. Badania podstawowe dostarczaja kluczowych informacji
pozwalajacych na $wiadome projektowanie nowych produktow o pozadanej charakterystyce,
za§ wykorzystanie do analizy skladu chemicznego 1 struktury materialow/potproduktow
komplementarnych technik spektroskopowych stanowi innowacyjne podej$cie metodyczne.

Podstawe rozprawy doktorskiej Pana mgr Konrada Klosoka pt. ,,Wplyw
suplementowania modelowego ciasta chlebowego wybranymi kwasami fenolowymi na



\ KATEDRA BIOCHEMII | CHEMII ZYWNOSCI
' WYDZIAL

BE%VESBX&E{V : NAUK 66‘ ZYWNOSCI Jb SKROMINA 8, 20- 704 LUBLIY
w Lublinie N | BIOTECHNOLOGII TEL./FAX. 81 462 33 24

strukture biatek glutenowych” stanowia cztery prace naukowe opublikowane w latach 2021-
2023 w czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports:

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.

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.

3. Klosok 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.

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

Badania realizowane w ramach projektu doktorskiego zostaty czgsciowo sfinansowane w

ramach grantu NCN Opus 18 (UMO-2019/35/B/NZ9/002854).

Przedstawione do oceny opracowanie zostalo przygotowane zgodnie z zasadami
przejetymi dla dysertacji doktorskiej. Rozpoczyna si¢ 0no streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim, ktore zwigzle przedstawia tto badan oraz gléwne wyniki i konkluzje. Kolejno
zawarta jest lista publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, spis tresci oraz wykaz
uzywanych skrotow. W rozdziale Wstep Doktorant dokonuje przegladu literatury (strony 13-
20) skupiajac si¢ na podsumowaniu aktualnej wiedzy z zakresu tematu. Dysertacja posiada
rowniez jasno zdefiniowane hipotezy badawcze oraz cele badan. W dalszej kolejnosci Pan
Klosoka przedstawia szczegbétowa, pozwalajaca na odtworzenie eksperymentow, metodologig
badan i odnoszac si¢ do kolejnych manuskryptow omawia uzyskane wyniki. Cato$¢ osiagnigcia
zostata posumowana w 11 wnioskach odnoszacych si¢ do zatozonych celow badan. Spis
literatury zawiera 41 pozycji literaturowych opublikowanych gtéwnie w ostatnich latach w
czasopismach tradycyjnie publikujacych badania z zakresu nauk rolniczych. Nastepnie
przedstawione zostaty petne wersje manuskryptéw wchodzacych w sktad dysertacji. Wszystkie
publikacje wchodzace w sklad dysertacji sg pracami wieloautorskimi i pomimo braku
odrebnych oswiadczen wspotautorow 0 ich udziale w ich powstawanie, zakres prac
wykonanych przez Doktoranta jest jasno okreslony. Zgodnie z informacjami jest On
odpowiedzialny za przygotowanie materiatu do badan (ekstrakcja frakcji biatkowych,
przygotowanie prob ciasta modelowego fortyfikowanych wybranymi kwasami fenolowymi),
wykonanie specyficznych analiz (przetwarzanie danych farinograficznych, przygotowanie i
analiza widm ramanowskich i FT-IR, oznaczanie potencjatu przeciwutleniajacego), analizg
danych 1 interpretacje¢ wynikdw, opracowanie pierwotnych wersji manuskryptow oraz
wspolprace przy korekcie i finalizacji ich ostatecznych wersji. By¢ moze w tym miejscu,
pomimo ze nie jest to wymagane przepisami Ustawy, nalezaloby zamies$ci¢ odniesienie do
dotychczasowego dorobku Doktoranta, co w jeszcze szerszym zakresie pozwolitoby ocenic¢
jego aktywno$¢ w zakresie nauk rolniczych. Pomimo to, analiza rozprawy doktorskiej, ranga
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czasopism, w ktorych zostaly opublikowane badania oraz kluczowa rola Doktoranta w
realizacji projektu doktorskiego jednoznacznie potwierdzajg Jego umiejgtnosci w zakresie
samodzielnego prowadzenia pracy naukoweyj.

Ocena merytoryczna pracy

Dotychczasowa wiedza w zakresie tematu zostala szczegdlowo przedstawiona w
rozdziale Wstep (strony 13-18) oraz pierwszej z publikacji (P.1) opublikowanej w czasopismie
Molecules. Pan Ktosok przedstawia informacje na temat sktadu biatkowego glutenu, wskazujgc
rolg w funkcjonalnosci tego kompleksu w procesach miesienia ciasta i wypieku. W
podrozdziale ,,Metody spektroskopowe stosowane w badaniach struktury glutenu” Aplikant
szczegotowo opisuje dotychczasowe aplikacje w/w technik w analizach réznych aspektow
struktur biatkowych, wskazujac kluczowe zagadnienia analityczne pozwalajace na okreslnie
zmian konformacyjnych (m.in. pasma amid I i III, identyfikacja mostkow disiarczkowych,
analiza mikrosrodowiska aminokwasoéw aromatycznych). By¢ moze, z uwagi, ze zagadnienie
te zostaty szczegotowo scharakteryzowane w publikacji P.1, w tej czesci nalezaloby si¢ bardziej
ogolnie odnies¢ do dotychczasowych aplikacji spektroskopii RT-IR i ramanowskiej, aby
szerzej pokaza¢ mozliwosci analityczne tych technik. Podobnie charakterystyka zwigzkow
polifenolowych oraz ich interakcji z biatkami jest do$¢ ogolna i w gldwnej mierze skupia si¢
na ich roli w kreowaniu wiasciwosci pieczywa. Pomimo faktu, ze fortyfikacja pieczywa
powoduje wzrost jego wlasciwosci prozdrowotnych w tym miejscu chciatbym zapytac
Doktoranta, czy widzi on tez jakie$ negatywne strony tej strategii zwigzane np. ze zmianami
wartosci odzywczych, wlasciwosci teksturalnych produktu. Odnoszac si¢ do publikacji P.1,
ktora jako praca przegladowa rowniez ukazuje tlo badan realizowanych w projekcie
doktorskim, stwierdzam, ze opracowanie to jest bardzo kompleksowe i procz przytoczonych
aspektow analizuje rowniez wplyw zréznicowanych warunkéw takich jak poziom
nawodnienia, temperatura, mrozenie ciasta i przechowywanie w stanie zamrozonym, a takze
dodawanie roznych zwigzkéw do ciasta (np. polepszaczy ciasta, preparatow blonnika
pokarmowego, polisacharydow 1 polifenoli). O aktualnosci badan 1 jakosci naukowej
opracowania niewatpliwie $wiadczy uznanie srodowiska naukowego odzwierciedlone w ilo$ci
dotychczasowych cytowac (Scopus; 42). Biorac to pod uwagg informacje zawarte w rozdziale
Wstep, pierwszej publikacji przegladowej (P.1) oraz wstepach pozostatych publikacji (P.2-4),
chcialbym jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorant posiada ogo6lna wiedze teoretyczng
wymagang od osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora, a tym samym spetnia jedno z
wymagan Ustawy stawianym kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia naukowego
doktora.

Hipoteza i cele badan, a w zasadzie cele i hipotezy, sg jasno sformutowane i nie
pozostawiaja watpliwosci co do zakresu prowadzonych badan. Pewne watpliwosci w tym
miejscu moze budzi¢ jedynie uzywanie zwrotu ,,wlasciwosci biochemiczne sieci glutenowej”,
w zwigzku z czym prositbym Aplikanta o rozszerzenie tego terminu w odniesieniu do
prowadzonych w projekcie doktorskim badan.
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W kolejnym rozdziale ,,Metodyka” Pan Ktosok charakteryzuje material badawczy oraz
metodologie badan. Opisy pozwalajg na odtworzenie eksperymentow i wskazujg wysokie
umiejetnosci  eksperymentalne Doktoranta. OdnoszaC si¢ do tej czesci, Chciatbym, aby
Doktorant przedstawil blizej metodologi¢ przygotowania prob do analiz potencjatu
przeciwutleniajacego (podrozdziat 3.10). Czy byta to frakcja rozpuszczalna w metanolu
przygotowana wg opisu z podrozdziatu 3.9., czy tez analizowano frakcje nierozpuszczalne ze
skompleksowanymi kwasami polifenolowymi. W czgsci tej pewne watpliwo$ci budzi rowniez
sposOb wyrazenia zawartosci grup tioliowych w jednostkach stezania molowego (uUM) nie za$
w jednostkach masy umol lub mg (podobnie wyrazone sg aktywnosSci przeciwutleniajgce).

Wyniki projektu doktorskiego zostaly zawarte w 3 manuskryptach, gdzie zostaly one
whnikliwie przedyskutowane, skonfrontowane z badaniami innych naukowcow, a podjeta przez
Doktoranta proba wyjasnienia mechanizméw zmian i zachodzacych zalezno$ci potwierdza jego
dojrzatos¢ naukowa. Z uwagi na fakt, ze wyniki badan zostaty juz poddane recenzji na etapie
publikacji, w tej czg¢éci opinii cheiatbym si¢ gtdéwnie skupi¢ na ich znaczeniu dla rozwoju
wiedzy, zas w ograniczonym zakresie na bezposrednich danych liczbowych. Dwa pierwsze
manuskrypty zawierajagce wyniki prac doswiadczalnych opublikowano w Journal of Cereal
Science i przedstawig wyniki uzyskane dla modelowego ciasta pszennego fortyfikowanego
wybranymi zwigzkami polifenolowymi w roznych stezeniach. Material badawczy zawarty w
tych manuskryptach analizowano odpowiednio z wykorzystaniem spektroskopii ramanowskiej
i FT-IR. Stwierdzono, ze wszystkie kwasy fenolowe indukowaly tworzenie si¢ struktur
zagregowanych w glutenie, co wynikalo z tacznia si¢ struktur drugorzedowych (a-helis, B-
kartek i zakretow B) przy udziale wewnatrz- lub/i migdzyczasteczkowymi wigzan wodorowych.
Potwierdzono, ze kwasy hydroksybenzoesowe wykazuja wyzsze powinowactwo do biatek
glutenowych, a w szczego6lnosci do frakceji glutenin. Potwierdza to takze analiza wlasciwosci
przeciwutleniajgcych tj. zmiany zdolno$ci do neutralizowania kationorodnika ABTS ™ oraz
wzrost potencjatu redukcyjnego modyfikowanego glutenu. Ostania z prac, opublikowana w
czasopisSmie International Agrophysics, opisuje zmiany struktury gliadyn 1 glutein
powodowane interakcjami z kwasami fenolowymi. Wykazano, ze dodatek badanych zwigzkow
fenolowych ma wptyw na wigzania wodorowe w obu typach biatek glutenowych, za$ zakres 1
rodzaj zmian jest zalezny od specyficznej struktury i stgzenia kwasu fenolowego, w tym liczby
i rodzaju grup funkcyjnych obecnych w pierscieniu aromatycznym. Doktorant postuluje
réwniez, ze Wykazane obnizenie ilosci zakretow B w gluteninach moze potencjalnie wigzac si¢
obnizeniem alergennosci tych bialek. Cato$¢ projektu zostala podsumowana w formie
syntetycznych wnioskow (strona 42-43), ktore odnosza si¢ do hipotez i zatozonych celow
projektu doktorskiego. W tym miejscu chciatbym jedynie zwroci¢ uwageg, ze za pomoca
wykonanych testow nie sposob jest odkresli¢ jednoznacznie czy tylko wigzania wodorowe
odpowiadajg za tworzenie kompleksow gluten-fenole (wniosek 3). Analiza wynikéw nasuwa
réwniez pytanie dotyczace ,,pojemnosci”’ glutenu do wigzania zwigzkéw fenolowych (we
wszystkich do§wiadczeniach stosowano zwigzki fenolowe w najwyzszym stezeniu 0.2%). Czy
w badaniach optymalizowano ten parametr, czy ewentualnie mozna wskaza¢ czynniki
wplywajace na zwigkszanie zdolnos$ci sorpcyjnych 1 jakie moga by¢ ewentualne konsekwencje
fortyfikacji pieczywa wigkszymi ilosciami polifenoli. Pomimo faktu, ze badania interakcji
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glutenu z zwigzkami polifenolowymi z uzyciem technik spektroskopowych dostarczajg wielu
cennych 1 istotnych informacji w tym miejscu chciatbym réwniez zapytac, czy mogtby Pan
zaproponowa¢ inne modele badawcze lub techniki analityczne, ktore dodatkowo mogltyby
charakteryzowac¢ interakcje biatko-polifenole.

Podsumowujac, wnikliwa analiza zarowno pracy doktorskiej jak i manuskryptow,
pozwala mi stwierdzi¢, ze zaktadane cele projektu doktorskiego zostaly osiggnigte, a dysertacja
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Aplikant umiej¢tnie potaczyt ze soba
zagadnienia z zakresu nauk rolniczych, w tym rolnictwa, technologii zywnos$ci oraz
towaroznawstwa i wykazat si¢ doskonatg znajomoscig warsztatu badawczego. Uzyskane przez
niego wyniki sg wartosciowe pod wzglgdem poznawczym, potencjalnie aplikacyjnym i
pozwalja na uzupehienie dotychczasowej luki w tym obszarze badawczym. Podjeta tematyka
oraz badania potencjalniec moga postuzy¢ do opracowania alternatywnych metod
zagospodarowania produktow ubocznych z rolnictwa, rozszerzy¢ wykorzystanie surowcoOw
glutenowych oraz $wiadome projektowanie procesow technologicznych dedykowanych
zywnosci funkcjonalnej. W tym miejscu, chcialbym rowniez podkreslic, ze nieliczne uwagi i
komentarze przedstawione w mojej recenzji majg charakter dyskusyjny i nie wptywaja na
wysoka ocen¢ merytoryczng badan i ich poznawczy charakter.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji dysertacja mgr mgr Konrada Klosoka pt. ,,Wplyw
suplementowania modelowego ciasta chlebowego wybranymi kwasami fenolowymi na
strukture biatek glutenowych” spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim w
artykule 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U z 2023, poz. 742 ze zm.) i w zwiazku z tym wnioskuje 0 dopuszczanie jej Autora do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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