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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr. inz. Damira Mogut pt.: "Ser typu Gouda o zmodyfikowanej zawartosci kazeiny-3
jako zrodto peptydow odgrywajacych role w profilaktyce zespotu metabolicznego —
badania in silico oraz in vitro" wykonanej w Katedrze Biochemii Zywnosci Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. Anny Iwaniak

Rozprawe przedstawiono W postaci nieopublikowanego wydruku komputerowego.
Przeglad pisSmiennictwa zostal zawarty na 27 stronach tekstu. Zawiera on wigkszo$¢
zagadnien, ktére zostaly poruszone w rozprawie. Uwazam, ze do wstepu 1 przegladu
literatury nalezalo wlaczy¢ pierwszych 9 stron dyskusji. Zawieraja one bowiem albo
informacje, ktore nalezalo poda¢ we wstepie, albo jest to dos¢ obszerne uzasadnienie
zastosowanej metodyki pracy badawczej. Przeglad literatury zakonczono sformutowaniem
celu pracy. W tym miejscu Autor stwierdzajac, ze beta-kazeina jest potencjalnie
najbogatszym zroédtem peptydow o roéznorodnych aktywnosciach, powotuje si¢ na pracg
Iwaniak i Dziuby (2009). Jest to rozdzial w monografii naukowej. W przypadku tej
rozprawy naukowej jest to najwazniejsza publikacja, ktéra wskazuje na kierunek badawczy,
dlatego nalezato powota¢ si¢ na oryginalng prace naukowa. Prosze Autora o podanie jaka
to praca i jakimi metodami in silico zostalo stwierdzone, iz to wlasnie beta-kazeina jest
potencjalnie najbogatszym zrodlem peptydéw o réznorodnych aktywnosciach.

W pracy podano, iz mleko do produkcji sera poddano procesom membranowym celem
uzyskania sera: o zmniejszonej oraz zwickszonej zawarto$ci beta-kazeiny. Wyprodukowano

3rodzaje sera typu Gouda (o zmniejszonej, zwigkszonej 1 normatywnej zawarto$ci



beta-kazeiny). Z uwagi na fakt, ze technologia modyfikacji mleka przeznaczonego do
produkcji sera o zmodyfikowanej zawartosci beta-kazeiny jest przedmiotem zgloszenia
patentowego, W rozprawie nie podano informacji na temat szczegdtow dotyczacych
przygotowania surowca oraz zawartosci beta-kazeiny w serze. O ile w tej sytuacji
niepodawanie szczegélow technologicznych jest w pelni zrozumiale, to czy jednak nie
nalezalo podaé zawarto$ci kazeiny-beta w serze. Zawarto$¢ ta nie bedzie przeciez w
zaden sposob sugerowal potencjalnego procesu technologicznego. Prosz¢ Autora o
ustosunkowanie si¢ do tego stwierdzenia. Dodatkowo, w literaturze sa znane metody
modyfikacji zawartosci roznych frakeji kazeinowych w mleku. Wydaje sie, ze w
przegladzie literatury nalezato o tym wspomnie¢. Autor podaje tylko przyktad wzbogacania
mleka poprzez dodatek sproszkowanej beta-kazeiny. Tymczasem zagadnienie jest dos¢
wazne, a poszczegolne frakcje kazeiny ciesza si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem ze
wzgledu na swoje wielofunkcyjne zastosowania. Rozne frakcje kazeiny posiadajg szeroki
zakres wlasciwosci bio- i techno-funkcjonalnych.

W literaturze $wiatowej opisano rézne metody izolacji i oczyszczania W celu
uzyskania frakcji kazeiny, co nie wyklucza, iz stosowane metody nie wymagaja ulepszen,
zwlaszcza w skali technicznej. Istnieja metody w ktorych otrzymuje si¢ rézne frakcje
kazeiny przy uzyciu selektywnego stracania. Proces rozdzielania przeprowadza si¢ w
kontrolowanej temperaturze z uzyciem wiréwki dekantacyjnej. Otrzymuje si¢ w ten sposob
preparaty beta-kazeiny o czystosci do 90%. Frakcjonowanie miceli kazeinowych z
odttuszczonego mleka przeprowadza si¢ rowniez metoda chromatografii na granulowanym
szkle. Kilka metod wykorzystuje zjawisko mikrofiltracji. Metody te sa oparte na
zréznicowanym udziale roéznych frakcji kazeiny w zalezno$ci od wielkosci miceli.
Generalnie, wraz ze spadkiem wielko$ci miceli kazeinowych obserwuje si¢ wzrost udziatu

frakcji beta-kazeiny. W matych micelach wzgledna zawarto$¢ beta-kazeiny wynosi okoto



50%, a alfa-kazeiny okoto 33%. Wynika to prawdopodobnie z tego, iz beta-kazeina
odgrywa szczegdlng role jako inicjator tworzenia miceli a alfa-kazeina stabilizuje wigksze
struktury. Autor wspomnial o procesie patentowania, a wigc mozna bylo tez podac, iz znane
sg dwa patenty dotyczace pozyskiwania beta-kazeiny z odtluszczonego mleka.
Otrzymywanie beta-kazeiny z mleka przeprowadza si¢ przez zastosowanie kontrolowanej
mikrofiltracji: najpierw w temperaturze wyzszej niz 20 °C, a nastepnie po ochlodzeniu
retentatu do 0-15 °C przeprowadza si¢ druga mikrofiltracje. Dalsza filtracja i
demineralizacja mikrofiltrowanego permeatu powoduje jeszcze wigksze wzbogacenie
permeatu w beta-kazeing. Ostatnio prowadzi si¢ rowniez ciekawe badania dotyczace
kriokoncentracji mleka. Kriokoncentrowane odtluszczone mleko otrzymane po trzech
cyklach kriokoncentracji charakteryzowato si¢ monomodalnym rozkladem miceli z
tendencja do mniejszych miceli kazeiny. Okolo 60% catkowitej objetosci micelarnej
zajmowaly micele kazeiny o wielkosci 100200 nm, mniej niz 18% objetosci o wielkosci
50-100 nm 1 tylko mniej niz 1% zajmowaty micele z rozmiarze wigkszym niz 350 nm.
Kriokoncentracja zmienia rozktad sredniej wielkosci miceli na mniejsze jednostki. Do tej
pory nie przeprowadzono badan, jak taka kriokoncentracja wptywa na udzialy
poszczegodlnych frakcji kazeinowych i czy zalezno$¢ pomiedzy zawartoScig beta-kazeiny i
wielkoscig miceli zostaje przy tym zachowana.

Na szczegdlng uwage zasluguje w pracy zaproponowana metodyka badan bedaca
tzw. badaniami zintegrowanymi. Obejmuje ona potgczone badania in silico oraz weryfikacje¢
uzyskanych wynikow in vitro. W ramach badan in silico zastosowano analizy bio- oraz
chemoinformatyczne przeznaczone do oceny sekwencji poszczegdlnych frakcji kazein, ze
szczegolnym uwzglednieniem Dbeta-kazeiny jako potencjalnego zrédla peptydow
dziatajacych prewencyjnie w profilaktyce syndromu metabolicznego. Nastepnie zbadano

zaleznosci miedzy struktura a aktywnoscia dipeptydéw - inhibitoréw dipeptydylopeptydazy



IV oraz antyoksydacyjnych. Etap in vitro polegal na pozyskaniu wodnych ekstraktow
peptydowych z trzech rodzajow sera Gouda (o normatywnej, zmniejszonej i zwigkszonej
zawartosci kazeiny-fB): po 1-szym oraz 60-tym dniu dojrzewania i 0znaczeniu ich
bioaktywnosci szeregu enzymow. Dokonano identyfikacji peptydow w prébkach wodnych
ekstraktow peptydowych sera, bazujgc na uzyskanych wczesniej wynikach badan in silico.
W ramach badan in vitro uzyskano tacznie 6 uktadow doswiadczalnych. Takie podejscie do
metodyki badan nalezy uzna¢ za nowoczesne i stosunkowo rzadko spotykane w rozprawach
doktorskich. Autor bardzo sprawnie stosuje réznorodne metody informatyczne oraz
statystyczne. Na szczeg6lng uwage zastuguje analiza gtéwnych sktadowych oraz regresja
wieloraka. W badaniach in vitro bardzo skrupulatnie zostat przeprowadzony rozdziat
chromatograficzny probek wodnych ekstraktow peptydowych sera o zmodyfikowanej
zawartosci beta-kazeiny. Najintensywniejsze zmiany w profilu peptydowym wodnych
ekstraktow analizowanych probek zaobserwowano dla sera o zwigkszonej zawartosci beta-
kazeiny. Bardzo cickawe byly badania polegajace na identyfikacji peptydow w probkach
wodnych ekstraktow peptydowych sera za pomoca chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas. Rezultatem tych badan byto przeprowadzenie tacznie 1560 rozdziatow
chromatograficznych. W pracy omoéwiono kilka przyktadéw identyfikacji peptydow w
analizowanych probkach. Dla kazdego identyfikowanego peptydu obliczano jego mase
czasteczkowa, mase¢ peptydu zjonizowanego oraz jonéw potomnych. Identyfikacja polegata
na odnajdywaniu charakterystycznych jondéw potomnych dla poszczegdlnych jonow
prekursorowych.

W najwazniejszym wniosku ze swojej pracy Autor stwierdzil, iz analiza
identyfikacyjna peptydéow oraz pomiary aktywno$ci biologicznej wodnych ekstraktow
peptydowych, nie pozwalaja na jednoznaczne stwierdzenie, ze ser Gouda o zwiekszonej

zawartosci beta-kazeiny jest lepszym zrodlem peptydéw wspomagajacych profilaktyke



choréb syndromu metabolicznego, niz sery o obnizonej oraz normatywnej zawarto$ci wyzej
wymienionej frakcji biatkowej. Autor wskazal nastgpnie kierunek dalszych badan
naukowych obejmujacych symulacje procesé6w hydrolizy sera za pomocg enzymow
trawiennych oraz ocen¢ bioaktywnosci powstatych hydrolizatow. Autor mogt rowniez
doda¢, iz wstepne wyniki badan roéznych naukowcéw sugeruja, iz rdézne warianty
genetyczne beta-kazeiny charakteryzuja si¢ zroéznicowanym poziomem ro6znych
bioaktywnych peptydow podczas trawienia.

Generalnie zaprezentowane w rozprawie podejscie Autora do badanego zagadnienia
wskazuje na dojrzato$¢ naukowa Autora, ktory przedstawiajac rzetelnie wyniki swoich
badan, ktére niekoniecznie udowadniajg hipotez¢ badawcza, rownoczesnie wskazuje na
dalsze mozliwosci poglgbiania swoich badan. Autor wykazal si¢ w swojej pracy biegla
znajomoscig szeregu do$¢ skomplikowanych metod analitycznych in silico i in vitro.
Otrzymanie przedstawionych wynikoéw wymagato duzego naktadu pracy. Przedstawione
one zostaly i omowione w rozprawie w sposob rzetelny i profesjonalny, co roéwniez
swiadczy o duzej dojrzatos$ci naukowej Autora.

Zaprezentowana rozprawa doktorska z jednej strony wzbogacita stan naszej wiedzy na
temat waznego zagadnienia biologicznie aktywnych peptyddéw, a z drugiej przygotowata
Autora do dalszej pracy naukowej. Doglebne poznanie tematyki badawczej oraz solidnie
przeprowadzone badania naukowe przy duzym zrdéznicowaniu warsztatu laboratoryjnego,
jak najbardziej klasyfikuja przedstawiona do recenzji prace jako rozprawe na stopien
doktora. Tak wigc przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowiac rozwigzanie
oryginalnego problemu naukowego oraz wykazujac ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata,
jak rowniez umiej¢tno$¢ prowadzenia pracy naukowej, spelnia tym samym wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w art. 13. p.1 ustawy o stopniach naukowych i

tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.



U. Nr 65, poz. 595). Wnosz¢ zatem o dopuszczenie Pana mgr. inz. Damira Mogut do
dalszych etapéw publicznej obrony tez swojej pracy. Rownocze$nie wnioskuje o
wyréznienie Jego rozprawy doktorskiej nagroda Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.
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