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RECEZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Aneta Tomczak pt. ,,Warto$¢ odzywcza bialek lubinu waskolistnego (Lupinus
angustifolius) i ich wplyw na alergennos$¢ zywnosci”.

(promotor: dr hab. inz. Magdalena Zielinska-Dawidziak, prof .UPP)

- wydana zgodnie z pismem z dnia 16.08.2020 r. dr hab. Bozeny Danyluk, prof. UPP —
Dziekana Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu na
podstawie Uchwaty Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 1 lipca 2021 roku

Zaprezentowane badania naukowe, ktore zostaly opublikowane w cyklu 6
publikacjach o tacznej wartosci wskaznika Impact Factor: 10.879 i pkt MEIN: 385 wskazuja
na szerokie potencjal wykorzystania tubinu waskolistnego w zywieniu czlowieka oraz
zywieniu zwierzat. Analiza eksperymentalnych linii hodowlanych tubinu pod katem zaréwno
warto$ci odzywczej biatek jak i roéznic w ekspresji frakcji reagujacych z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko alergennym i immunoreaktywnym frakcjom biatlkowym rodziny
bobowatych jest niezwykle istotna z uwagi na okrojone zastosowanie tubinu wpisanego na
liste potencjalnych alergenéw pokarmowych. Ponadto, z punktu widzenia zywienia cztowieka
analiz¢ immunoreaktywnosci mleka i jaj pochodzacych od zwierzat zywionych paszami z
dodatkiem nasion tubinu waskolistnego oraz wplyw ich stosowania na zmian¢ profilu

biatkowego i1 peptydowego wybranych produktéw spozywczych uwazam za niezwykle cenny.
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W tym kontekécie sam wybor tematu pracy przez Doktorantke jest nowatorski, aktualny i
wazny z punktu widzenia dietetyki klinicznej.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska liczy 56 stron wydruku
komputerowego, ktory zostat starannie przygotowany. W pracy zamieszczono 1) Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim 2)Wprowadzenie, 2) Hipotezy badawcze, 3) Cele 4) Wyniki
badania ujmujgce a. warto$¢ odzywcza biatek Lubinu waskolistnego; b. immunoreaktywnos¢
1 alergenno$¢ nowych linii tubinu waskolistnego c. wptyw dodatku tubinu waskolistnego jako
zrodla biatka do pasz, na immunoreaktywno$¢ surowcow pochodzenia zwierzgcego 5)
Podsumowanie 8) Whnioski, oraz spis zatacznikow (publikacji) i wykaz pi$miennictwa.
Wspoétautorzy wykorzystanych w cyklu prac naukowych podpisali o$wiadczenia, ktore
rowniez stanowig zalgcznik pracy.

Dysertacja jest dobrze zaplanowana. Omoéwienie publikacji w  kolejnych
podrozdziatach daje mozliwo$¢ plynnego przejscia analizowanych zagadnien i wyciagania

wnioskow.

Ocena merytoryczna

WPROWADZENIE

Wprowadzenie teoretyczne zostalo przygotowane przez Doktorantke w oparciu o
wczesniej wydang publikacje (Tomczak A, Zielinska-Dawidziak M; 2018) opublikowang na
tamach czasopisma Przemyst spozywczy. Na 10 stronach Doktorantka szczegétowo omawia
pochodzenie tubinu, uprawiane gatunki i ich wykorzystanie podkreslajac istote odbudowy
pozycji roslin bobowatych w Europie. W podrozdziale Wartos¢ odzywcza nasion tubiu
wagskolistnego Doktorantka koncentruje si¢ na znaczeniu tubinu jako dodatku do produkcji
zywnosci dla 0sob o szczegdlnych wymaganiach Zywieniowych, wartosci biologicznej biatka,
wiasciwej proporcji biatka roslinnego i zwierzecego w diecie zaznaczajac przy tym znaczenie
niskiego indeksu glikemicznego tubinu i korzystnego wptywu na st¢zenie glukozy po positku.
Za szczegdlnie cenny uznaje podrozdzial opisujacy wilasciwosci alergenne tubinu
waskolistnego z uwagi na rosnacy odsetek dzieci z alergiami wziewnymi i pokarmowymi.
Dodatkowo, reakcje krzyzowe z udziatem biatek soi oraz orzeszkow ziemnych stanowig o
istocie problemu w zywieniu malego pacjenta. Przenikanie alergenéw do mleka kobiecego
czy dodatek potencjalnych alergennych bobowatych do paszy niosek mogg wptywac na sktad
odpowiednio mleka lub jaja kurzego. Niemniej jednak prawidtowa diagnostyka w zakresie



alergii nie zawsze musi prowadzi¢ do stosowania restrykcji zywieniowych u pacjenta. Wydaje
sie, ze nowe odmiany tubinu waskolistnego stanowig dobrg alternatywe w zywieniu 0sob
chorujacych na celiaki¢, dla wegetarian czy osob aktywnych przyjmujacych odzywki

wysokobiatkowe.

HIPOTEZY BADAWCZE | CELE PRACY
Hipotezy oraz cele pracy zostaly prawidtowo sformutowane w liczbie 3. Sg interesujace z

poznawczego i praktycznego punktu widzenia.

WYNIKI BADAN

Zebrane w czgsci wynikowej prace stanowig o istotnym wkladzie Doktorantki w ich
powstawanie. Poza pracg analityczng Doktorantka uczestniczyla w przygotowywaniu
manuskryptéw, co swiadczy o opanowaniu warsztatu naukowego w trakcie trwania studiow
doktoranckich. Kolejno omawiane w dysertacji publikacje oryginalne zostaty opublikowane
w zagranicznych czasopismach o wspotczynniku oddziatywania Impact Factor od 1.53-4.41 i
pkt MEIN od 70-100. Uzupelnienie stanowi praca pogladowa opublikowana na tamach
czasopisma Przemyst spozywczy (5pkt MEIN). Laczna liczba IF: 10.879 i 385 pkt MEIN
stanowi o0 randze prowadzonych badan naukowych w zakresie technologia zywnosci i
zywienie cztowieka i bardzo dobrym dorobku naukowym mtodego badacza.

Na podkreslenie zastuguje staranno$¢ opisu czesci metodycznej i doboér odpowiednich
metod statystycznych, ktorymi Doktorantka wraz z zespotem postuzyli si¢ w opracowywaniu
wynikow. W pracy opublikowanej w Plant, Soil and Environment. Doktorantka ocenita
zmienno$¢ sktadu aminokwasowego w nowych odmianach tubinu za pomocg chromatografii
cieczowej UPLC oraz ogdlng zawarto$¢ biatka metoda Kjeldahla. Do peinej charakterystyki
wartosci odzywczej bialek zabraklo jednak oznaczenia aminokwasow siarkowych, co
nalezatoby uwzgledni¢ przy kolejnych analizach. Z uwagi na zmienne warunki agronomiczne
nie udato si¢ jednak wytypowac, sposrod badanych 18 nowych odmian tubinu waskolistnego
pochodzacych z dwoch lat zbioréw i dwoch miejsc uprawnych, najlepszej odmiany pod
wzgledem warto$ci odzywczej biatka.

W kolejnej pracy opublikowanej na tamach International Journal of Food Science and
Technology Doktorantka poddata analizie strawno$¢ biatka badanych odmian tubinu

waskolistnego i czynnikdw na nie wplywajacych. Strawno$¢ oznaczono metodg in vitro



multienzymatyczng, symulujacg  trawienie = dwuetapowe  (zotadkowo-jelitowe, z
wykorzystaniem pepsyny i pankreatyny). Inhibitory oznaczono metoda spektrofotometryczna.
Z kolei, zalezno$¢ strawnosci biatka od sktadu aminokwasowego badanych nasion
wyznaczono za pomocg chromatografii cieczowej (UPLC). Calkowita zawartos¢ zwigzkow
fenolowych w ekstraktach oznaczona za pomoca wysokowydajnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC). Badanie potwierdzito, ze zawartos¢ zwigzkéw wplywajacych na strawnos$¢ biatka
zalezy od odmiany i warunkow agronomicznych.

Prac¢  dotyczaca  Okre§lenia  rdéznic ~w  immunoreaktywno$Ci  nowych
eksperymentalnych linii tubinu metoda ex vivo przeprowadzonej u pacjentow uczulonych na
biatko sojowe i orzeszki ziemne uwazam za niezwykle interesujaca. Wykorzystane metody
badawcze pozwolity na kompleksows analizg, cho¢ mimo wszystko powickszenie liczby
badanych pacjentow bytoby wartosciowe i pozwolitoby na uzyskanie bardziej wiarygodnych
wynikow badan. Nie potwierdzono zwigzku pomiedzy catkowita zawartoscig biatka a
obnizong immunoreaktywnosciag badanych linii tubinu. Niemniej jednak, linie o obnizonej
immunoreaktywnosci mozna bytoby uzna¢ za materiat do przyszitego krzyzowania linii tubinu
w celu uzyskania odmian przeznaczonych do produkcji zywnosci. Stad, warto podjete badania
kontynuowac¢ w kolejnych latach.

Prace opublikowang na tamach European Food Research and Technology, ktora
koncentruje si¢ na poszukiwaniu réznic w profilu biatkowym i peptydowym oraz
immunoreaktywnosci, w probach mleka pozyskanych od kréw karmionych paszami
roznigcymi si¢ zrodtem biatka (fubinu waskolistnego i Soi) rowniez uwazam za niezwykle
cenng. Starannie opisano material (18 proéb mleka i surowica pobrana od 10 pacjentow) i
metody badawcze. Wykazano zmiennos$¢ zawarto$ci aminokwasdéw w zaleznosci od zywienia
bydta mlecznego a takze zauwazono istotne rdznice w immunoreaktywnosci pomiedzy
probami mleka w zaleznosci od dodatku roslin bobowatych do pasz. Potwierdzono obecnosé¢
laktoglobuliny we wszystkich badanych probach, co sugeruje, ze mleko z dodatkiem tubinu
lub soi do zywienia krow jest bogatsze w laktoglobuling. Jak wynikalo z kolejnej analizy
(metoda slot-blot) proby mleka z dodatkiem tubinu waskolistnego i soi do pasz zawieraly
nieznany peptyd o innej immunoreaktywnos$ci w poréwnaniu do prob mleka bez dodatku
ro$lin bobowatych do pasz co sugeruje, ze zywienie krow pasza z dodatkiem ros$lin
bobowatych, w tym tubinu waskolistnego moze wptywaé na immunoreaktywnos¢. W probach
z dodatkiem soi w paszy stwierdzono obecno$¢ frakcji o masie czasteczkowej ~18kDa,
natomiast w tych z dodatkiem tubinu waskolistnego obecno$¢ frakcji ~ 15kDa. By¢ moze

frakcje te zwigzane sg z immunoreaktywnoscia dzieci z alergia na soj¢ oraz mleko. Niemniej



jednak badania wymagaja kontynuacji w wigkszej grupie pacjentow i z udziatem wigkszej
ilo$ci prob.

Dopetnienie cyklu prac przedstawionego do oceny przez Doktorantke stanowi praca
opublikowana w czasopismie Molecules, o wysokim wskazniku oddziatywania Impact
Factor: 4.411, ktorej celem gltownym bylo okreslenie potencjalnych roznic w
immunoreaktywnosci oraz sktadzie biatkowym 1 peptydowym jaj, pochodzacych od kur
zywionych pasza zawierajgca nasiona roslin bobowatych. Badany material stanowito 40 jaj od
kur zielonondézek kuropatwianych karmionych pasza z dodatkiem lub bez dodatku roslin
bobowatych oraz surowica od 4 pacjentow ze zdiagnozowana alergia na jaja kurze oraz 4
surowice pacjentow z alergig na soj¢. Po wyborze odpowiedniego ekstrahenta oznaczono
stezenie biatka metodg Smitha, frakcje biatkowe rozdzielono metodg elektroforezy SDS-
PAGE. Rozdzielone frakcje na drodze elektroforezy analizowano dalej metoda western-blot z
wykorzystaniem surowicy krwi badanych pacjentow. Odnotowano réznice w profilu
biatlkowym miedzy probami jaj. Roznice zaobserwowano w przypadku probek biatka jaja
kurzego, gdzie dodatkiem do pasz byl tubin waskolistny - nowa frakcja biatkowa o masie
~23-24kDa - sugeruje potencjalny wptyw na ekspresje nowych biatek w jaju. W badaniach
wskazano rowniez nowa frakcje biatkowa o masie czasteczkowej ~20 kDa w probkach biatka
jaja kurzego uzyskanych jedynie od kur zywionych pasza sojowa. W ekstraktach z zottka jaja
kurzego réwniez zidentyfikowano podstawowe biatka, w tym dwie frakcje alergenne (Gal d 5
i Gal d 6). W ekstraktach jaj pochodzacych od kur karmionych pasza z dodatkiem roslin
stragczkowych do pasz réwniez zidentyfikowano frakcje biatkowa o masie czasteczkowej ~13
kDa prawdopodobne odpowiadajaca cystatynie (~12,7 kDa). Niewatpliwie dodatek tubinu
moze wpltywac na ekspresje biatek jaj w tym alergenow. W przysztosci wykorzystanie technik
omics chociazby do analizy proteomicznej bedzie kokiem na przod i pozwoli na identyfikacje
nieznanych frakcji biatkowych.

Badania uzyskaly zgodg¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w

Poznaniu.

WNIOSKI PRACY
Wnhioski pracy zostaty sformulowane w liczbie 8 i stanowig odpowiedz na postawione
przez Doktorantk¢ cele badawcze. Rozwinigciem wnioskow jest  3-stronnicowe
podsumowanie, w ktorym Doktorantka podkresla Borute jako odmiang tubinu o najwyzszym
poziomie biatka ogdlnego przy jednoczesnym brak zwigzku ze stezeniem aminokwasow oraz

odmiany Bojar i Oskar jako te 0 najwyzszej zawarto$ci aminokwasow. Z uwagi na zawarto$¢é



aminokwaséw podkreslono, ze tubin moze stanowi¢ dobre uzupeinienie dla produktow
zbozowych ubogich w lizyne. Jednak bioragc pod uwage warunki agronomiczne nie ustalono
odmiany najbardziej pozadanej z punktu widzenia zywienia czlowieka. Analizujac
biodostgpnosc/strawnos¢ Doktorantka sugeruje, ze to odmiana Dalbor moze by¢ najbardziej
przydatna w produkcji zywnosci. Udowodniono, iz tworzenie nowych linii tubinu
waskolistnego wptywa na ich wiasciwo$ci immunoreaktywne, jednak wskazanie tej
pozbawionej B-konglutyny wymaga dalszych prac badawczych. Natomiast, dodatek roslin
motylkowatych do pasz wptywa na immunoreaktywnos$¢ mleka oraz jaj poprzez powstanie

niezidentyfikowanych do tej pory frakcji biatkowych.

STRESZCZENIA
Streszczenia — w jezyku polskim i w jezyku angielskim — zostaty napisane poprawnie na 4

stronach.

PISMIENNICTWO
Doktorantka cytuje w sposob poprawny (w kolejnosci alfabetycznej) 121 pozycji
pismiennictwa, w zdecydowanej wigkszosci obcojezyczne. Ponad 27% wszystkich pozycji to
prace opublikowane w ciggu ostatnich pigciu latach. Pi$miennictwo zostato starannie dobrane
i $cisle odnosi si¢ do omawianych zagadnien. Autorka nie ustrzegla si¢ jednak biedow

edytorskich i literowych.

PODSUMOWANIE

Reasumujac rozprawa doktorska mgr Anety Tomczak oparta o cykl 6- publikacji
naukowych w petni spetnia kryteria stawiane dysertacji doktorskiej na stopien doktora nauk.
Doktorantka jest mlodym badaczem o rozbudowanym warsztacie analitycznym, potrafi
poprawnie zaplanowac¢, przeprowadzi¢ i opisa¢ oryginalne badania wlasne, ale takze
krytycznie si¢ do nich odnies¢. Calo§¢ rozprawy doktorskiej, poza wczesniej
skomentowanymi drobnymi uwagami, wskazuje jednoznacznie na opanowanie warsztatu
naukowego przez Doktorantke

Na podstawie dokonanej powyzej, pozytywnej oceny, zwracam si¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z
wnioskiem o dopuszczenie mgr Anety Tomczak do dalszych etapow postepowania w

przewodzie doktorskim. Jednoczesnie z uwagi na dobry dorobek naukowy, wartosé



merytoryczng prac, podjety warsztat analityczny, w osobnym pi$mie zatagczam wniosek o

wyroznienie przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej.
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