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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Zieliniskiej nt: Identyfikacja bialek soi o

wlasciwosciach alergennych w produktach miesnych

Podstawe do opracowania recenzji stanowilo pismo Dziekana Wydzialu Nauk o Zywnosci i
Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dn. 2.10.2018r dr hab. Bozeny Danyluk
z prosba o dokonanie oceny pracy doktorskiej mgr Pauliny Zielinskiej pt.: Identyfikacja

biatek soi o wiasciwosciach alergennych w produktach miesnych.
Znaczenie badan podjetych w pracy

Soja jest bardzo cennym surowcem w przemys$le spozywczym. Wykorzystywane sa jej
wlasciwosci emulgujace, teksturujgce i wypelniajace, dzigki ktérym mozna poprawic
konsystencje i strukture gotowych wyrobdéw. Dodatek soi obniza koszty produkcji, podnosi
wydajno$¢ produkcji. Poza technologicznymi zaletami soi, jej stosunkowo wysoki udzial w
zywnosci wynika z bardzo korzystnego dla czlowieka skladu aminokwasowego bialka,
wysokiej zawartosci niezbednych nienasyconych kwasow tluszczowych w lipidach, duzej
zawartos$ci witamin rozpuszczalnych w thuszczach i z grupy B oraz wysokiej zawartosci
sktadnikoéw mineralnych (wapn, fosfor, potas, zelazo i azot). Opisywane jest udowodnione
prozdrowotne dzialanie soi, gldwnie zwigzane z jej dzialaniem obnizajacym steZzenie
cholesterolu we krwi, przeciwmiazdzycowym, zapobiegajacym rozwojowi cukrzycy,
nadcisnieniu  tetniczemu i niektérych nowotworow. Izoflawony mogg zmniejszac
dolegliwosci zwigzane z menopauza, majg znaczenie w profilaktyce osteoporozy (genistina).
Niestety, spozycie soi moze tez nie$¢ ze sobg rowniez niekorzystne konsekwencje, gdyz

zawiera ona skladniki antyzywieniowe:
- inhibitory proteaz, ktore jednak zazwyczaj sg unieczynniane w trakcie obrobki termicznej
- fityniany kompleksujace jony metali, co moze doprowadzi¢ do niedoboréw np. Fe, Zn, Ca

- lektyny majace zdolnos¢ do aglutynacji krwinek czerwonych



- antywitaminy D1 A
- czynniki wolotworcze.

Bialka sojowe sa czgsto skladnikiem produktéow dietetycznych, nie tylko mogg zastepowaé
migso np. w diecie wegetarianskiej, ale i sg stosowane w odzywkach mlekozastepczych.
Ogolnie mozna powiedzieé, ze soja jest powszechnym dodatkiem do zywnosci, jest

wszechobecna w zywnosci.

Niestety, soja jest takze jednym z najczgstszych alergendw pokarmowych, jest wymieniana
wsrod 6semki najwazniejszych alergenow pokarmowych, odpowiedzialnych za 90% alergii
pokarmowych. Stad kwestie zwigzane z jej wykrywaniem i oznaczaniem w Zywnosci jest
niezwykle wazny ze spolecznego i medycznego punktu widzenia. Problem alergii jest
waznym zagadnieniem epidemiologicznym, dotyczy ok. 10-35% ogdlnej populacji ludzkiej,
alergiczne reakcje nadwrazliwos$ci wywolane przez skladniki pozywienia dotykajg ok. 0,5-
8%. Podjete przez Doktorantke badania sg niezwykle wazne i przydatne dla szerokiego kregu
odbiorcow. Wnoszg wiele nowych wartoéci dla lekarzy, technologow zywnosci oraz

konsumentéw, szczegblnie cierpigcych na alergie.

Wybor problematyki badawczej przedstawionej do oceny pracy uwazam za oryginalny i
interesujacy nie tylko z naukowego punktu widzenia, ale takie z punktu widzenia

konsumenta.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny obszerna rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem i stanowi
zwarte opracowanie, obejmujace 198 stron maszynopisu: sklada sie z 7 rozdziatow:
wprowadzenie literaturowe, cel pracy, metodyka pracy, wyniki i ich omdéwienie,
podsumowanie, wnioski i spis literatury. Zastosowana przy opracowaniu rozprawy
bibliografia zostala dobrze wyselekcjonowana, uwzgledniajac najwazniejsze pozycje
naukowe dotyczace opracowywanej tematyki, obejmuje 147 pozycje.

Dobor merytoryezny zrédel oraz ich sposéb wykorzystania uwazam za prawidlowy.

Na poczatku dysertacji znajduje sie jej streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Umieszczenie go na poczatku pozwala czytelnikowi juz na wstepie zapoznaé sie z tym, co

Autorka uwaza za najistotniejsze w swojej pracy. Za dyskusyjne uwazam umieszczenie spisu

tresci po streszczeniach.
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Oceniana dysertacja jest typowa pracg o charakterze eksperymentalnym podzielong na dwie

zasadnicze czesci: teoretyczna i badawczg. Czes

teoretyczna rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Zielinskiej zawiera opis stanu wiedzy nt. soi,
Jjej wartosci odzywezych, wykorzystania soi w przetworstwie migsnym, oraz alergii na biatka
sojowe. Kolejny rozdzial czesci teoretycznej poswigcony jest wykrywaniu i oznaczaniu
alergenéw soi. Ten rozdzial oceniam szczegolnie wysoko, Autorka dokonata szczegétowego,
krytycznego przegladu literaturowego nt. metod oznaczania alergenéw soi z uwzglednieniem
ostatnich osiagnie¢ w tej dziedzinie. Doktorantka zwrécila szczegdlng uwage na metody
ekstrakcji biatek alergennych — proces poprzedzajacy wilasciwe oznaczanie, kwestia ta jest

czesto niedoceniana przez analitykow i traktowana dos$¢ pobieznie.

Cel pracy oraz zadania zostaly sformutowane do$¢ skrétowo, techniczne, ale nie uwazam tego
za wade. Autorka sformulowala krotkie, konkretne cele, mozliwe do zrealizowania.
Umiejetno$¢ do wypowiadania si¢ w formie skondensowanej uwazam za zalete. Aczkolwiek
musz¢ w tym miejscu zasygnalizowaé brak postawienia hipotezy badawczej, tak, aby byla

mozliwa jej weryfikacja po przeprowadzenie badan.

Kolejny rozdzial zawiera metodyke pracy, z bardzo dokladnym opisem procedur,
umozliwiajgcych powtérzenie analiz. Poczatkowo moje watpliwosci budzito umieszczenie w
pracy Tab. 5 przedstawiajgca klasy alergii wg skali RAST, ale biorac pod uwage, ze czytelnik
pracy cze¢sto nie ma wyksztalcenia medycznego, uwazam, ze bylo to zasadne. Okoto % pracy
stanowi rozdzial zawierajacy wyniki i ich omoéwienie, praca jest zakonczona

podsumowaniem, wnioskami i spisem literatury.

Bogata dokumentacja pracy obejmuje 56 rysunkow, 75 tabel i 147 pozycji literaturowych.
Hlos¢ wykonanych doswiadczen i uzyskanych wynikdéw jest moim zdaniem imponujgca.
Mimo ogromnej ilosci danych sposob przedstawienia ich jest bardzo jasny, logiczny i

czytelny. Rysunki mimo niewielkiej wielkosci sa czytelne, bardzo dobrze opisane.

Dobor probek do badania uwazam za wiasciwy i przemyslany. Schemat zaplanowanych
badan, ich sposéb wykonania jest niezwykle precyzyjny, przemyslany i konsekwentny;
$wiadczy o dojrzalosci naukowej doktorantki.

Mimo bardzo dobrego przygotowania pracy Doktorantka nie ustrzegla si¢ pewnej liczby

niedociagniec; z obowiazku recenzenta i w kwestiach formalnych musze odnotowaé pewne

bledy gramatyczne, stylistyczne i interpunkcyjne:
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1) Doktorantka bardzo chetnie rozpoczyna zdania od ,,dlatego” — w jezyku polskim nie
zaczynamy zdania od spdjnika.

2) Niepotrzebne sg kropki w tytutach tabelek.

3) Str. 21 —co to znaczy ,,wigzanie lipidow i olejow™?

4) Str. 29 — moze byloby zreczniej zamiast ,,wysoka specyficzno$¢ wobec...” - ,,wysoka
specyficznos¢ w stosunku do...”

5) Str. 30 — , kompetycyjny” zamiast ,,kompetycyjnym”

6) Str. 52 — powtérzenie 6 rozpuszczalnikow i wariantow ekstrakcji z danymi w
metodyce.

Praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim, znalazlam

bardzo nieliczne bledy korektorskie.
Ocena merytoryczna

Tematyka rozprawy jest bardzo aktualna i wazna. Znaczenie przeprowadzonych badan
wynika z narastajacego problemu alergii, jest to czwarty problem zdrowotny wspotczesnego
$wiata i dotyczy juz niemal co drugiej osoby w rozwinigtych spoteczenstwach (w Polsce 40%

wg. ECAP).

Bardzo pozytywnie oceniam sposob podejscia Doktorantki do pracy analitycznej, szczeg6lnie
drobiazgowe rozpracowanie procedury ekstrakcji. Czgsto pewne szczegdly procedur
analitycznych sg lekcewazone przez badaczy, a sg to kwestie bardzo wptywajace na wyniki

analizy.

Doktorantka stosowata w pracy - typowe metody analityczne (spektrofotometryczna metoda
Bradforda oznaczania biatka, metoda Kjeldahla) oraz typowe metody stosowane do analizy

alergenow:
- ELISA
- elektroforeza i immunoblotting.

W oznaczeniach immunometrycznych stosowane byly przeciwciata dostepnie komercyjnie:
rozpoznajace biatko sojowe (Sigma S2519), rozpoznajace inhibitor trypsyny (abcam
ab34549), rozpoznajace Gly m Bd 30K (Novazym NP34), a takze za zgoda Komisji Etycznej

~ surowice uczulonych pacjentow.



Wszystkie wyniki oznaczen sg opracowane statystycznie. W mojej opinii dobor metodyki byt

odpowiedni do zalozonego celu.
Po przeczytaniu pracy nasuwajg mi si¢ nastgpujgce pytania, uwagi i zastrzezenia:
1) W tabeli 7 brakuje czasu wytrzgsania, do$¢ istotnego parametru.
2) Str. 56 — Doktorantka pisze, ze zaleca si¢ jak najkrotsza ekstrakcje, aby alergeny nie

ulegly proteolizie przez enzymy endogenne. A czy endogenne enzymy proteolityczne
tez sie nie ekstrahuja? Prosze wyjasnié.

3) Szkoda, ze nie zidentyfikowano metodag LC-MMS/MS przynajmniej niektérych frakcji
bialek, aby je poroéwnaé z alergenami i ew. jednoznacznie zidentyfikowaé. Informacje
te wnioslyby wiele do dyskusji.

4) Ryec. 5 chyba wiecej frakcji alergennych zidentyfikowano niz 77

5} Ryec. 36 - rzeczywiscie, trudno wyjasni¢ otrzymane wyniki. Reakcje krzyzowe?
Niezadeklarowany dodatek soi? Jednak jest to typowy problem w przypadku zywnosci
przetworzonej. Z pewnoscig wymaga dalszych badan.

6) Str. 67 — dlaczego spozycie sojowego inhibitora Kunitza moze stanowié

niebezpieczenstwo dla 0s6b uczulonych na soje?
7) Str. 67 co to znaczy ,,dwukrotne rozcienczenia seryjne”?

8) Str. 82 i inne brak korelacji miedzy oznaczeniem bialka metoda Bradforda i
wizualizacja elektroforegraméw. Jezeli przyczyna jest obecnos¢ SDS i
merakaptoetanol w buforze ekstrakcyjnym, wiec trudno wnioskowaé o wydajnosci

ekstrakeji na tej podstawie. Podobne problemy analityczne nie sg obce Recenzentowi.

9) Str. 110 wers 8-11 — powtdrzenia dotyczace przemian biatek alergennych i interakcji z

bialkami migsa, aczkolwiek uzasadnione.

10) Dlaczego nie udalo si¢ wyekstrahowaé bialek z farszow poddanych obrobce

termicznej za pomocg buforu TRIS ?

11) Czy zaobserwowano réznice miedzy immunoblottingami farszy bez i z dodatkiem

izolatu biatka sojowego? Brakuje takiego zestawienia i por6wnania.

12) Dlaczego nie zbadano wilasciwosci immunogennych modelowego farszu

pardéwkowego?



Za bardzo cenny uwazam pomyst uzyskania przeciwciat przeciwko alergenowi Gly m Bd
30K. Uwazam to za duzg warto$é tej pracy, mimo braku pozytywnego rezultatu. Niestety,
uzyskanie odpowiedniego przeciwciala jest bardzo trudne, zalezne od wielu czynnikéw i
rzadko si¢ udaje. Niezrozumiale jest dla mnie kryterium wyboru sekwencji aminokwasowych
wykorzystanych nastgpnie do otrzymania koniugatu i immunizacji, czy Autorka moglaby to
wyjasni¢? Udalo si¢ jedynie uzyskaé przeciwciata przeciwko sekwencji aminokwasowej
QSFEWVLEHGGIAT, ktére jednak reagowaly z peptydem, natomiast nie identyfikowaly
Gly m Bd 30K w prébkach rzeczywistych. Widocznie ta sekwencja aminokwasowa jest
»zakryta” w bialku natywnym. Analogia mas czgsteczkowych jest niewystarczajaca. Wniosek
Doktorantki o koniecznosci zastosowania biatka rekombinowanego do immunizacji wydaje
si¢ jak najbardziej wlasciwy.

Za atuty recenzowanej pracy uwazam bardzo dobrze zaplanowane i rzetelnie wykonane
badania nad doborem odpowiedniego buforu ekstrakcyjnego. Ten etap analizy, mimo, ze jest
bardzo wazny i moze dramatycznie wplywaé na wiarygodno$¢ oznaczenia, to czesto jest
niedoceniany przez analitykow.

Zabraklo mi w pracy identyfikacji niektérych przynajmniej peptydéw wykrywanych przez
zastosowane przez Doktorantke przeciwciata. Ambitnym, chociaz niespelnionym wyzwaniem
bylo zaprojektowanie przeciwcial  przeciwko alergenowi Gly m Bd 30K. Zabraklo mi
réwniez poglebionej analizy i dyskusji otrzymanych wynikéw, a takze por6wnania niektorych
analiz (np. wynikéw otrzymanych dla probek bez i z dodatkiem soi) aczkolwiek rozumiem, ze

nie jest to zadanie tatwe.

Praca jest bardzo ladnie napisana, wyniki sa przedstawione bardzo czytelnie i jasno. Tabele i

ryciny sa przygotowane bardzo starannie.

Reasumujac, otrzymang do recenzji prace oceniam bardzo wysoko. Za dobre, mocne strony

pracy uwazam:

- szerokie i szczegblowe podejscie do tematu, okreslenie celu i sposob realizacji
- zastosowanie wielu nowoczesnych metod badawczych i analitycznych

- probe otrzymania poliklonalnych przeciweiat przeciwko Gly m Bd 30K.

Praca jest bardzo dobrze przygotowana pod wzgledem formalnym, zawiera niewiele bledow

stylistycznych, gramatycznych i interpunkcyjnych.



Wspomniane uwagi krytyczne majg charakter dyskusyjny, w poréwnaniu z wartoscig pracy
maja marginalne znaczenie, nie przestaniaja wartosci badan wykonanych przez Doktorantke i

ujetych w rozprawie.

Przedstawione do recenzji opracowanie wymagato od autorki, zar6wno duzego wysitku
badawczo-analitycznego, jak tez wysitku przy redakcji tak obszernej pracy naukowej oraz

przedstawienia ich w przystepnej formie.

Podjete przez Doktorantke badania maja bardzo duze znaczenie, zaréwno poznawcze, jak 1
aplikacyjne. Autorka wykazata pelne przygotowanie teoretyczne, jak i pod wzgledem

warsztatowym.

Na podstawie przedstawionej pracy z cata odpowiedzialno$cia mozna stwierdzi¢, ze Autorka
w pelni opanowala umiejetno$¢ postugiwania si¢ warsztatem badawczym z zakresu
wybranego kierunku badawczego, wykazala przy tym krytycyzm w odniesieniu do

stosowanych metod analitycznych i uzyskanych wynikow.

W mojej ocenie przedstawiona do recenzji praca magister Pauliny Zielinskiej ,,Identyfikacja
bialek soi o wlasciwosciach alergennych w produktach miesnych” charakteryzuje si¢ wysoka
wartoscig merytoryczng wykonanych badan, spetnia kryteria prawidlowo zaplanowanej,
zrealizowanej i udokumentowanej rozprawy doktorskiej. Wnosze zatem do Rady Wydzialu
Nauk o Zywnosci i Zywieniu magister Pauliny Zielinskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Dr hab. inz., prof. PL

Joanna Leszczynska
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