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WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZYWNOSCI
KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH

Wroctaw, dn. 10.12.2024 r.

dr hab. inz. Aleksandra Zambrowicz, prof. UPWr
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgra Michata Jacka Czeleja

pt.: ,,Optymalizacja metody wytwarzania w skali przemystowej oraz ocena wtasciwosci proz-
drowotnych uzyskanych peptydow z biatek jaja kurzego i serwatki”

wykonanej w Katedrze Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka oraz w firmie
Biolive Innovation Sp. z 0.0. w ramach Programu MNiSW (MEiN) ,,Doktorat Wdrozeniowy”’
(DWD/487/2020)

pod kierunkiem prof. dr hab. Adama Wasko oraz opiekuna zaktadowego dr inz. Tomasza
Czerneckiego

Recenzje wykonano w oparciu o uchwate Rady Dyscypliny Technologia Zywno$ci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 30.10.2024 r., w zwiazku z postepowaniem
wszczetym w dniu 16.10.2024 r celem nadania panu mgr Michatowi Jackowi Czelejowi stopnia
naukowego w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia na

podstawie ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U. z 2018
r., poz. 1688 z pdzn. zmianami).

Dobor i znaczenie tematu

Szeroko prowadzone w ostatnich dwoch dekadach lat badania naukowe na catym $wiecie po-
twierdzily zdolno$¢ regulowania okreslonych funkcji fizjologicznych w organizmie przez nie-

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZY WNOSCI

KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH
UL. J. CHELMONSKIEGO 37, 51-630 WROCLAW

TEL. +48 71 320 7782 » FAX +48 71 320 7781

E-MAIL: DFFPD@UPWR.EDU.PL .



)

S | UNIWERSYTET

A\
N

DN 25
h 4}’51_[\\’\‘§"/

' | PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZYWNOSCI
KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH

ktoére peptydy uwalniane z biatek Zywnosciowych zardwno podczas procesu trawienia, w kto-
rym uczestnicza proteazy wydzielane przez zotadek i trzustke, jak i w reakcjach prowadzonych
in vitro np. kontrolowanych hydrolizach z uzyciem dostepnych w handlu jak i nieckomercyjnych
preparatow proteolitycznych réznego pochodzenia i odmiennej specyficznosci substratowe;.
Peptydy te okreslane mianem bioaktywnych moga wykazywac na przyktad aktywnos$¢ przeci-
wutleniajacg, przeciwdrobnoustrojowa, przeciwnadci$nieniowg, opioidowa, immnunoregulato-
rowa czy przeciwcukrzycowy.

Badania nad biopeptydami pochodzacymi z zywnosci maja ogromne znaczenie, poniewaz
moga one znalez¢ wykorzystanie w produkcji zywnosci funkcjonalnej oraz jako naturalne pre-
paraty farmakologiczne, ktére w odréznieniu do syntetycznych lekow nie wywieraja efektow
ubocznych 1 mogg by¢ stosowane dtugotrwale zarowno w leczeniu jak 1 w zapobieganiu wielu
chorobom w tym cywilizacyjnym. Wiele z nich jak np. peptydy przeciwutleniajace i przeciw-
drobnoustrojowe moga by¢ takze naturalnymi konserwantami zywnosci.

Rozprawa dotyczy badan nad peptydami pochodzacymi z bialek jaja i mleka. W literaturze
szeroko opisane sg zardwno metody otrzymywania biopeptydéw z bialka jaja i mleka, jaki i ich
sekwencje oraz wykazywane aktywnosci biologiczne. Jednakze w odr6znieniu od bardzo do-
brze scharakteryzowanych peptydow z bialka jaja, dostepne sg niedostateczne informacje od-
no$nie biopeptydow generowanych z biatek zolttka. Jezeli rozwazymy, ze niezaleznie od nioski
rozwijajacy si¢ zarodek w jaju do prawidtowego wzrostu potrzebuje nie tylko substancji od-
zywcezych jak m.in. aminokwasy i zwigzki ttuszczowe, ale 1 takze szeregu zwigzkow ochron-
nych i zwigzkoéw o charakterze regulatoréw procesow fizjologicznych, to okaze si¢, ze wybrane
przez Doktoranta z6ttko jako zrodto biopeptyddw, po za tym, ze jest tematem bardzo aktualnym
staje si¢ bardzo frapujacym pod wzgledem poznawczym. Poniewaz niewiele wiadomo o po-
wstajacych w czasie rozwoju zarodka produktach proteolizy, ktore reguluja jego prawidlowy
rozwoj, jak 1 tego czy tak jak dla zarodka peptydy te beda wykazywaly efekt terapeutyczny
u cztowieka.

Atutem podjetych przez Doktoranta badan jest takze to, ze jako substraty do otrzymywania
biologicznych peptydow wykorzystal biatka serwatkowe, pozostajace po produkcji seréw oraz
odttuszczone zottko, ktore tez jest surowcem odpadowym otrzymywania fosfolipidow z jaja.
Wskazat tym samym, niezwykle atrakcyjny i ekonomicznie optacalny kierunek zagospodaro-
wania tych produktéw jednoczesnie zgodnie z aktualnym trendem w technologii Zywnosci ja-
kim jest produkcja bezodpadowa.

Jednakze najwieksze wg mnie znaczenie ma to, ze Autor podjat badania majace na celu prze-
skalowanie procesow wytwarzania biologicznie aktywnych peptydéw na drodze hydrolizy en-
zymatycznej z poziomu laboratorium do skali produkcyjnej. Jak wiadomo, bardzo trudnym jest
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przeprowadzi¢ dane technologie w wielkosci produkcyjnej z takim samym wynikiem jaki uzy-
skujemy w badaniach laboratoryjnych.

Ocena strony formalnej pracy

Osiggniecie naukowe przedstawione do oceny przez mgra Michata Czeleja w postgpowaniu
0 nadanie stopnia doktora pt.: ,,Optymalizacja metody wytwarzania w skali przemystowej oraz
ocena wlasciwosci prozdrowotnych uzyskanych peptydow z biatek jaja kurzego i serwatki” to
jednotematyczny cykl opracowan, sktadajacy si¢ z dwoch opublikowanych prac: przegladowe;j
pt.: ,,Protein hydrolysates derived from animals and plants — a review of production methods
and antioxidant activity.”

I eksperymentalnej pt.: “Egg yolk as a new source of peptides with antioxidant and antimicro-
bial properties.”

oraz opracowania przedstawiajagcego wyniki badan przeprowadzonych nad peptydami z ser-
watki pt.: ,,Whey protein hydrolysates: Production, properties, and biological activities”, ktore
w formie mauskryptu ztozono do recenzji w czasopi$mie Foods,

I dwoch procedur produkcji biologicznie aktywnych peptydow z zottka jaja i peptydow z biatek
serwatkowych, stanowigcych czes¢ wdrozeniowa.

Rozprawa (159 stron tekstu) sktada si¢ ze skondensowanego opisu przeprowadzonych badan
(72 strony) i zatacznikoéw, w postaci dwoch odrebnych prac opublikowanych w czasopiSmie
Foods znajdujacym si¢ na liScie Ministerstwa Edukacji 1 Nauki, jednej pracy ztozonej do re-
cenzji w tym samym czasopi$mie oraz dwoch procedur produkcyjnych. Stanowi ona zwartg
cato$¢ i odpowiada podjetemu przez Autora tematowi. We wszystkich publikacjach Doktorant
jest pierwszym autorem, dodatkowo w pracy przegladowej jest autorem do korespondencji.
Sumaryczna liczba punktéw wedlug komunikatu MEiN za publikacje wynosi: 280 pkt,
a Wspotczynnik Wptywu (Impact Factor) zgodnie z lista Journal Citation Reports wynosi
9,900.

Pewne watpliwosci budzi przedstawienie wynikow badan w formie publikacji nr III, ktora ak-
tualnie jest na etapie recenzji, wedtug Mnie odpowiednim byloby zamiesci¢ te nieopubliko-
wane jeszcze wyniki badan w rozprawie W rozdziale 7. pt. Wyniki.

Analizujac o$wiadczenia autoréw publikacji odnosnie ich wktadu pracy w powstanie publikacji
mozna stwierdzi¢, ze mgr Michal Czelej miat wiodaca role w ich powstaniu.

Ocena merytoryczna pracy
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Michata Jacka Czeleja zawiera zwigzte uza-
sadnienie podjetej tematyki badawczej, hipotezy i cel pracy, opis uzytych materialow i zasto-
sowanych metod, omowienie wraz z dyskusjg wynikow, wnioski, bibliografie, zataczniki. Po-
nadto zamieszczono w niej streszczenie, strukture przeprowadzonych badan, etapy weryfikacji
hipotez badawczych i objasnienie uzywanych w tekscie rozprawy skrotow i symboli.

Uzyskane w toku realizacji badan wyniki przedstawione w 7. rozdziale pracy pt. Wyniki oraz
w 10. rozdziale pt. Zataczniki stanowigce opublikowang czes$¢ badan tj. artykuty naukowe oraz
procedury technologiczne pozwolily na osiggniecie zatozonego przez Autora celu i na potwier-
dzenie sformutowanych hipotez badawczych.

Mam uwage dotyczaca jezyka, ktorym sie postuzono piszac rozpraweg. Niektore fragmenty
pracy zawieraja bledy stylistyczne, gramatyczne i niefortunne sformutowania. Przyktadem jest
str. 31 rozprawy. Wlasciwie caty fragment dotyczacy omdwienia aktywnosci przeciwutleniaja-
cej hydrolizatow zottka wymaga przeredagowania. Podobnie w przypadku omoéwienia tej ak-
tywnosci dla hydrolizatéw serwatki (r. 7.2.2) Autor omawiajac tabele 11 nie podaje, ze omawia
poziomy aktywno$ci ABTS, a nast¢gpnie myli omowienie aktywnos$ci FRAP z DPPH.

Przyktady dyskusyjnych sformutowan to: ,,izolaty bekteryjne” (str. 38); ,,aktywnosc¢ zbierajaca
DPPH” (str. 31); Ich aromatyczne pozostatosci stabilizuja rodniki podczas reakcji wymiata-
nia.....”(str. 31) zapewne chodzilo o to, ze Aminokwasy aromatyczne obecne w peptydach
uczestniczg w przeksztatcaniu wolnych rodnikow w ich nie rodnikowa forme. Lub w tab. 13.
Zamiast ,,Histamina-N-metylotransferaza” powinno by¢ N- metylotransferaza histaminy.

Mam takze uwagi odnosnie tytutéw tabel czy podrozdziatow w kilku przypadkach sa one nie-
fortunnie sformutowane. Na przyktad tytut tabeli nr 5 (str. 25 rozprawy) to Zawarto$¢ lipidow
w suchej masie zottka (%). A powinno by¢: Efektywnos¢ ekstrakcji etanolem ttuszczu z zottka
jaja. W tej tabeli najprawdopodobniej przez pomytke przedstawione jest Biatko zottka jaja po
hydrolizie, a chodzito o Biatko zottka jaja po ekstrakcji. Czy na przyktad tytul podrozdziatu
7.5.1 to: Oznaczanie aktywnosci przeciwutleniajacej, lepszym bytoby Ocena aktywnosci prze-
ciwutleniajgcej enzymatycznych hydrolizatow biatek zottka, lub po prostu Aktywnos$¢ przeci-
wutleniajaca.

Tres¢ pracy

Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej. Autor bardzo zwigzle przedstawia problem stoso-

wania w przetworstwie zywnosci syntetycznych substancji usprawniajacych procesy technolo-
giczne, uczestniczacych w ksztaltowaniu pozadanych cech organoleptycznych czy przedtuze-

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZY WNOSCI

KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZY WNOSCIOWYCH
UL. J. CHELMONSKIEGO 37, 51-630 WROCLAW

TEL. +48 71 320 7782 » FAX +48 71 320 7781

E-MAIL: DFFPD@UPWR.EDU.PL .



)

S | UNIWERSYTET

A\
N

DN 25
h 4}’51_[\\’\‘§"/

' | PRZYRODNICZY
WE WROCLAWIU

WYDZIAL BIOTECHNOLOGII I NAUK O ZYWNOSCI
KATEDRA ROZWOJU FUNKCJONALNYCH PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH

niu trwatosci. Wskazuje na konieczno$¢ poszukiwania rownie efektywnych naturalnych za-
miennikdéw, ktorymi moga by¢ bioaktywne peptydy pochodzace z biatek pokarmowych. Ko-
lejno przedstawia zalety stosowania enzymatycznej hydrolizy biatek do otrzymywania biopep-
tydow. Ponadto wskazuje, ze podjeta przez Niego tematyka badawcza odpowiada zaintereso-
waniom i potrzebom firmy Biolive Innovation Sp. z 0. 0., ktéora w odpowiedzi na aktualne
trendy w technologii Zywnosci i potrzeby rynku zaangazowana jest w opracowanie 1 wdrozenie
technologii otrzymywania preparatow peptydow o aktywnosci biologicznej, szczegolnie prze-
ciwutleniajacej i przeciwdrobnoustrojowe;j.

Odno$nie uzasadnienia tematyki mam pytanie:

Czy znaczenie otrzymanych przez Doktoranta preparatow peptydow, ogranicza si¢ tylko do
tego, ze moga by¢ naturalnymi substancjami przedtuzajacymi trwato$¢ zywnosci?

Pytanie to takze dotyczy publikacji I, w ktorej, we wstepie Autor ogranicza znaczenie pepty-
dow- przeciwutleniaczy do naturalnych substancji konserwujacych.

Cel pracy i hipotezy badawcze. Celem pracy mgr Michata Czeleja byto opracowanie i optyma-
lizacja metody wytwarzania bioaktywnych peptydow w skali przemystowej oraz ocena witasci-
wosci prozdrowotnych uzyskanych peptydow z biatek zottka jaja 1 serwatki.

Cel pracy jest sformutowany krotko i klarownie. Zakres badan przedstawiono jasno. Badania
przeprowadzono w siedmiu etapach. Na wstepie wykonano przeglad literatury dotyczacy otrzy-
mywania peptydow na drodze hydrolizy enzymatycznej biatek réznego pochodzenia czego
efektem jest publikacja przegladowa (I). Nastgpnie opracowano warunki hydrolizy enzyma-
tycznej wytwarzania bioaktywnych peptydow z biatek zoltka jaja i oceniono ich aktywnos$¢
biologiczng (11, I1I), kolejno badano mozliwosci otrzymywania bioaktywnych peptydoéw z bia-
ek serwatkowych z zastosowaniem enzyméw proteolitycznych (IV i V), a dwa ostatnie etapy
dotyczyly badan przeskalowania procesow wytwarzania biopeptydow z zoéttka jaja i biatek ser-
watkowych do wielkos$ci przemystowe;.

W pracy sformutowano trzy hipotezy badawcze zaktadajace mozliwosé otrzymywania biolo-
gicznie aktywnych peptyddéw z biatek réznego pochodzenia metoda hydrolizy enzymatycznej,
ksztattowania biologicznych aktywnosci peptydéw doborem odpowiednich warunkéw hydro-
lizy oraz mozliwos¢ wykorzystania biatek zottka jaja i serwatki do otrzymywania peptydow
wykazujacych aktywnos$¢ przeciwutleniajacg i przeciwdrobnoustrojows.
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Materialy i metody. W czesci metodycznej Autor przedstawia na wstgpie wykorzystywane w
badaniach materialy, a nastepnie omawia zastosowane metody analityczne i preparatywne, apa-
rature, mikroorganizmy i programy komputerowe. Wachlarz wykorzystywanych przez Dokto-
ranta metod jest bardzo zr6znicowany (od prowadzenia procesow enzymatycznych, zastosowa-
nia techniki spektrometrii mas po badania w zakresie mikrobiologii wiaczajac selekcje i iden-
tyfikacje bakterii oraz analiz¢ aktywnos$ci przeciwbakteryjnej), co dowozi Jego duzych umie-
jetnosci.

Oceniajac cze$¢ metodyczng pracy stwierdzam, ze warsztat badawczy zostat przygotowany po-
prawnie i umozliwit osiggnigcie celu pracy. Jednak odnosnie metod mam kilka pytan i uwag:

Pierwsza dotyczy warunkow procesu sekwencyjnej hydrolizy biatek zottka jaja. Najpierw pro-
wadzona byta hydroliza papaing przez 2 godziny w warunkach optymalnych dla dziatania tego
enzymu czyli pH 6,0 i temperatury 70°C. Kolejno reakcj¢ hamowano poprzez gotowanie hy-
drolizatu przez 15 minut w temperaturze 100°C, a po ochtodzeniu doprowadzono pH miesza-
niny do wartosci 3,0 i hydrolize kontynuowano przez kolejne 2 godziny pepsyng w temperatu-
rze 37°C (str. 19).

Czy koniecznym byt etap inkubacji hydrolizatu przez 15 minut w temperaturze 100°C celem
inaktywacji papainy? Czy samo obnizenie pH do wartosci 3,0 i ochtodzenie do temperatury
37°C, czyli warunkow dalekich od optymalnych dla dziatania papainy, nie wystarczytoby na
zahamowanie tego enzymu? Przeciez procesy cieplne znaczaco podnosza koszt produkcji hy-
drolizatow.

Kolejne pytanie dotyczy oznaczenia zawarto$ci biatka ogdlnego. Autor wybrat metode spek-
trofotometryczng. Co prawda pomiar absorbancji w ultrafiolecie jest prosta, szybka i nienisz-
czacg bialek metodg okreslenia ich stezenia. Gtownie obecnos¢ w biatku aminokwasow aroma-
tycznych tj tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny jest przyczyng absorbowania przez nie Swiatta
w zakresie ultrafioletu. Jednakze metoda ta pracuje dla biatek bardzo dobrze rozpuszczalnych
tworzacych bezbarwne 1 klarowne roztwory. Natomiast wedtug mnie do oznaczania st¢zenia
biatka catkowitego stuzy metoda Kjeldhala mierzaca zawarto$¢ azotu.

Zatem czy nie bardziej odpowiednim bytoby zamiast biatko catkowite okreslenie biatko roz-
puszczalne?

Prosz¢ wyjasni¢ czy stgzenie biatka metoda spektrofotometryczng oznaczano dla wszystkich
prob? tj. substratow i produktow (hydrolizatow)? Jak wygladaty badane roztwory?

Potencjal prozdrowotny enzymatycznych hydrolizatow Autor badal zarowno in vitro jak i in
silico wykorzystujgc baze danych BIOPEP Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego. Informacje
odnos$nie metody in silico powinny by¢ zamieszczone oddzielnie, a nie w opisie identyfikacji
peptydéw metodg spektrometrii mas.
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Kolejne pytanie dotyczy oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjnej. W przypadku hydroliza-
tow odtluszczonego zo6ttka jaja do oceny tej aktywnosci wyselekcjonowano i1 uzyto bakterie G+
I G- odpowiedzialne za psucie si¢ owocow i warzyw takie jak: Bacillus cereus, B. megaterium,
B. pumilus, Kocuria rhizophila, Serratia liquefaciens, Pseudomonas aeruginosa, Hafnia alvei,
Acinetobacter radioresistans i Stenotrophomonas maltophila. Podczas gdy do oceny aktywno-
$ci przeciwbakteryjnej enzymatycznych hydrolizatow z bialek serwatki uzyto B. Cereus, B.
megaterium, B. pumilus, Staphylococcus capitis, Exiguobacterium aurantiacum, Brevundimo-
nas diminuta i Rhizobium radiobacter. Co byto przyczyng tego, ze dla obu hydrolizatéw zasto-
sowano inne mikroorganizmy?

Analiza potencjatu przeciwbakteryjnego zarowno hydrolizatow z bialek zottka jaja jak i ser-
watki wobec tych samych szczepoéw bakterii dostarczyloby wigcej informacji np. na temat
wptywu rodzaju substratu na badang aktywnos$¢.

Dodatkowo chciatabym zapyta¢ czy Autor rozwazal zastosowanie w tym tescie kontrolnej
proby pozytywnej? tj. znanej substancji o dziataniu przeciwbakteryjnym jak np. lizozym, ni-
zyna itp.? Pozwolitoby to na uzyskanie dodatkowych informacji odno$nie znaczenia otrzyma-
nych w tej pracy hydrolizatoéw/peptydow.

Wyniki i dyskusja. Autor wyniki swoich badan opublikowat w dwodch publikacjach zatgczo-
nych w zalgcznikach oraz opisat w przygotowanym do publikacji materiale okreslonym jako
publikacja III, w postaci dwoch procedur produkcji oraz w formie skondensowanej w tresci
rozdzialu 7 rozprawy. Opis wynikow jest zwigzly, a materiat graficzny w postaci tabel i wykre-
sOw pokrywa si¢ z danymi opublikowanymi w czasopismach naukowych (Zataczniki).

Przed rozpoczgciem badan Doktorant wykonat przeglad literatury, ktorego wynikiem jest praca
przegladowa (I). Jest to obszerny manuskrypt bedacy zastawieniem szczegotowych informacji
odnosnie zrodetl aktywnych przeciwutleniajaco peptydéw, metod ich otrzymywania, oraz me-
chanizmow dziatania. Do stworzenia tego opracowania Doktorant wykorzystat bogatg literature
zrodlows, co niewatpliwie wymagato od Niego duzego naktadu pracy.

W ramach przeprowadzonych badan Autor scharakteryzowat wybrane przez Niego substraty
do otrzymywania biopeptydow na drodze hydrolizy enzymatycznej (rozprawa rozdz. 7, PlII,
PIII). Hydroliz¢ enzymatyczng biatek prowadzit jedno- lub dwuetapowo wykorzystujac en-
zymy oddzielnie lub w sekwencji, wykorzystujac najpierw jeden, a pdzniej po jego inaktywacji
drugi. Byly to papaina, pepsyna oraz wykorzystana do hydrolizy biatek serwatki —trypsyna. Ich
dobor uwazam za stuszny 1 uzasadniony ekonomicznie.
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Mam pytanie odnosnie substratow (Tab.1 publikacja I1). Autor podat, ze w ogdlnym sktadzie
chemicznym zo6ttka jest 25% thuszczu, podczas gdy $rednio jego udziat wynosi 30-32% co mo-
glo by¢ powodem obnizonego udziatu zwigzkéw thuszczowych w tym surowcu?

We wstepie publikacji 11 (Zataczniki, strona 102 rozprawy) Autor pisze, ze zottko jaja dostarcza
lizozymu, cystatyny, awidyny, foswityny i fosfolipidow, czy aby na pewno wszystkie te
zwiazki wystepujg w z6ttku?

W wyniku dokonanej oceny poziomu degradacji biatka poprzez pomiar jej produktow tj. pep-
tydow rozpuszczalnych w 5% kwasie trichlorooctowym Doktorant potwierdzil zréznicowany,
w zaleznosci od rodzaju enzymu i jego ilosci przebieg hydrolizy biatek zottka i serwatki. Otrzy-
mane hydrolizaty analizowat w dalszych badaniach pod katem ujawnionych aktywno$ci biolo-
gicznych, w tym szczegdlnie przeciwutleniajacej i przeciwbakteryjnej. Moim zdaniem szcze-
gblnie wazne i interesujace s3 wyniki badan nad peptydami przeciwbakteryjnymi, poniewaz w
literaturze niewiele jest dostgpnych informacji na temat przeciwbakteryjnych peptydéw pocho-
dzacych z bialek zottka 1 serwatki.

Dobor przez Autora warunkoéw hydrolizy substratow pozwalajacy na otrzymanie hydrolizatow
o stopniu degradacji w zakresie od 15 do 34,71% uwazam za duze osiggni¢cie z uwagi na obec-
nos¢ zarowno w sktadzie serwatki jak i zottka biatek stosunkowo opornych na dziatanie proteaz
takich jak B-laktoglobulina i foswityna, odpowiednio.

Mam pytania zwigzane z ta czeScig badan:

Prosz¢ o wyjasnienie czy wagowy stosunek uzytego enzymu do substratu odnosi si¢ do masy
catych preparatéw okreslanych jako ,,biatka lub biatko zo6ltka i serwatki” czy do udziatlu biatka
w skladzie tych preparatow/substratow?

Autor pisze: ,,Hydroliza enzymatyczna jest najczesciej stosowang metoda ekstrakcji peptydow.
Wiasciwosci produktu zaleza w duzym stopniu od: specyficznosci i selektywnosci enzymu....”

Czym si¢ rozni selektywnos¢ od specyficznosci enzymu?

Autor uzasadnia wysoki stopien (DH 34,71%) rozktadu biatek z6ttka jako efekt sekwencyjnego
zastosowania papainy przez pierwsze dwie godziny reakcji, a potem pepsyny przez kolejne
dwie godziny (str. 63 rozprawy). Na jakiej podstawie zostat sformutowany ten wniosek, czy
wykonano dla poréwnania 4- godzinne hydrolizy oddzielnie z papaing i z pepsyna?

W ramach dyskusji uzyskanych wynikéw z badan nad hydrolizatami biatek zottka Autor spo-
rzadzit tabele nr 7 (rozprawa) odpowiadajaca tabeli nr 5 w publikacji Il, przedstawiajaca stopnie
hydrolizy jakie inni Autorzy otrzymali stosujac rozne proteazy. Zestawienie to przygotowano
niedbale, poniewaz Autor napisal, Zze Pokora 1 inni (2013), Eckert 1 inni (2013) oraz Zambro-
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wicz 1inni (2015) nie podali danych odnos$nie warunkéw hydroliz, ktore przeprowadzili w swo-
ich badaniach, podczas gdy informacje te sa zawarte w publikacjach. Prosze¢ takze o doprecy-
zowanie, dla ktorego z czterech enzymow tj. Neutrazy, Pronazy Termolizyny czy Proteazy
z A. melleus oraz ktorego z substratow Eckert ze wspotpracownikami (2013) otrzymali DH
wynoszacy 27% po 3. godzinach hydrolizy. Dodatkowo przedstawione w tej tabeli wyniki ba-
dan opisanych przez Graszkiewicz i wsp., (2007) dotyczg enzymatycznej hydrolizy biatka jaja,
a nie zoltka, wiec sa raczej niepotrzebne.

Do jednych z najciekawszych wynikow badan otrzymanych przez pana Czeleja zaliczam te,
w ktorych podjat probe identyfikacji otrzymanych peptydéw metoda spektrometrii mas i ich
charakterystyki pod katem wykazywanej aktywnos$ci (metoda in silico). Udato si¢ Jemu ziden-
tyfikowa¢ 107 peptydow obecnych w hydrolizacie serwatki oraz 11 peptydéw pochodzacych
z z6ltka jaja o potencjalnych aktywnosciach: opioidowej, inhibitorowej wobec ACE, przeciw-
nowotworowej, przeciwutleniajacej przeciwbakteryjnej i innych. Dalej w oméwieniu na stor-
nach od nr 58 do 61 wskazat, ktére z zidentyfikowanych peptydéw moga mie¢ najwicksze zna-
czenie w profilaktyce i leczeniu wielu chordb.

Mam pytanie, znajac sekwencje peptydow zidentyfikowanych w hydrolizacie zottka czy mozna
dopasowac¢ do nich prekursory? Tak jak to Autor zrobit dla peptydow obecnych w hydrolizacie
serwatki?

Wiadomo, ze metoda spektrometrii mas dostarcza informacji odnosnie sktadu jakosciowego
proby. Jest to bardzo czuta metoda pozwalajaca na identyfikacj¢ zwiazku obecnego w probie
nawet w $ladowych ilo$ciach. Autor przedstawit obszerng tabele (nr. 13) zawierajaca sekwencje
zidentyfikowanych przez Niego peptydéw oraz prekursory. Biorac pod uwagg to, ze glownymi
biatkami serwatki sg: Blaktoglobulina stanowigca srednio potowg ilosci biatek serwatkowych
I a-laktoalbumina majaca 20% udziatu tych biatek, czy mozna bylo ograniczy¢ si¢ tylko do
przedstawienia peptydow pochodzacych od tych gtownych biatek serwatki? Wiadomo bowiem,
ze inne biatka jak np. dyneina aksonemalna 17- czy np. Bialko palca cynkowego 574 wystepu-
jacego w biatkach wigzacych DNA i wiele innych, sa to biatka uczestniczace w procesach me-
tabolicznych krowy, nie sa charakterystyczne dla biatek mleka i raczej wystepuja w §ladowych
ilosciach w mleku. W zwigzku z tym peptydy wygenerowane z nich nie beda determinowaty
aktywnosci biologicznej hydrolizatow serwatki.

Po przeprowadzeniu testow in vitro Doktorant wykazat, ze otrzymane przez Niego hydrolizaty
posiadajg wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajagca mierzong jako zdolno$¢ do wymiatania wol-
nych rodnikow DPPH i ABTS i redukc;ji stopnia utlenienia jonéw metali (FRAP) oraz przeciw-
bakteryjng wobec szeregu bakterii g(-) i g(+). Poziomy aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej
byty zalezne od rodzaju bakterii oraz od ilo$ci zastosowanego hydrolizatu. Bakterie g(+) byly
bardziej wrazliwe na dziatanie hydrolizatu biatek zoltka niz bakterie g(-). Szkoda, ze do analizy
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aktywnos$ci przeciwbakteryjnej hydrolizatu bialek serwatkowych, spo$rod o$miu szczepoéw
bakterii Doktorant zastosowat tylko jeden nalezacy do bakterii g(-), dostarczytoby to wiecej
wynikow pozwalajgcych na okreslenie czy hydrolizat ten w ogole nie dziata na bakterie g(-)
czy tylko wobec uzytej bakterii Brevundimonas diminuta.

Brakuje wynikéw dotyczacych aktywnosci niezhydrolizowanych substratow tj. zottka jaja
i biatek serwatki, wiec tak naprawdg¢ nie wiadomo jaki wptyw miata reakcja hydrolizy enzyma-
tycznej na poziomy tych aktywnosci. Uwaga ta dotyczy tez wniosku nr 6, w ktdrym stwier-
dzono, ze zastosowanie papainy prowadzi do istotnego wzrostu aktywnos$ci przeciwutleniaja-
cej. Prosze o uzupehienie wynikéw o te informacje.

W rozdziale 7.2.2. rozprawy Autor stwierdza, ze do oceny aktywnosci przeciwutleniajacej sto-
suje si¢ metody bazujace na dwoch mechanizmach dziatania czyli redukcji stopnia utlenienia
jonow metali i zdolno$ci do wymiatania wolnych rodnikéw. Czy znane sa inne mechanizmy
dziatania peptydow- przeciwutleniaczy?

Przedstawiong do oceny prace zrealizowano w ramach programu MNiSW (MEiN) ,,Doktorat
Wdrozeniowy”. Czg¢scig praktyczng sa procedury produkcji peptydow z biatek zottka i ser-
watki. Informacje w nich zwarte w peini umozliwiajg przeprowadzenie tych proceséw w zakta-
dzie produkcyjnym.

Mam pytania: Czy Autor opracowal procedury uwzgledniajagce kontrolg produktu gotowego
czyli pomiar DH oraz aktywnosci przeciwutleniajacej 1 przeciwdrobnoustrojowej? Oraz czy
Autor przeprowadzit produkcje biopeptydow w skali przemystowej?

Procedura produkcji biopeptydow z biatek serwatkowych dotyczy hydrolizy materiatu po
uprzednim usunigciu laktozy. Czy byty prowadzone badania laboratoryjne nad odcukrzong ser-
watka?

Podsumowanie, stwierdzenia i wnioski. Rezultaty swoich badan Doktorant podsumowat for-
mutujac na koniec 12. wnioskéw. Wniosek nr 2 dotyczacy wplywu warunkéw hydrolizy na
stopien rozktadu biatka (DH) powinien by¢ przeredagowany i jasno sformutowany. Wtasciwie

na jakiej podstawie stwierdzono, ze efekt hydrolizy zalezy od temperatury czy warto$ci pH?
Skoro hydrolizy byty prowadzone tylko w warunkach optymalnych dla kazdego z zastosowa-
nych enzymow, a nie w danych zakresach temperatur i pH, niezmiennych dla wszystkich en-
zymow?

Niestety nie znajduje w przedstawionym do recenzji dokumencie uzasadnienia w postaci wy-
nikéw badan, ktore pozwolityby na otrzymanie wnioskoéw nr 3, 4 i 12. A wniosek 11 jest pod-
sumowaniem a nie wnioskiem z przeprowadzonych badan.
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Mam pytanie odnosnie wniosku nr 10, w ktéorym stwierdzono, ze udato si¢ przeskalowaé¢ do
wielkos$ci produkcyjnej proces hydrolizy z zachowaniem aktywno$ci biologicznej. Czy wypro-
dukowano na skal¢ przemystowa hydrolizaty i oceniono ich aktywno$¢?

Ostatnie strony rozprawy to Bibliografia sktadajaca z 75 zacytowanych publikacji naukowych,
wiekszo$¢ z nich to anglojezyczne publikacje wydane w latach od 2010 do 2024. W rozprawie
wykorzystano takze dwa rozporzadzenia oraz informacje zawarte na jednej stronie interneto-
wej.

Whiosek koncowy

Podsumowujac swoja ocen¢ rozprawy doktorskiej pana mgra Michata Jacka Czeleja pt.: ,,Op-
tymalizacja metody wytwarzania w skali przemyslowej oraz ocena wtasciwos$ci prozdrowot-
nych uzyskanych peptydow z biatek jaja kurzego i serwatki ” stwierdzam, ze mimo poczynio-
nych przeze mnie wczesniej wielu uwag, jest ona pozytywna. Oceniana praca doktorska ma
charakter zarowno poznawczy jak i aplikacyjny, spetlnia ona wszystkie wymagania okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018
r poz. 1668 z pdzn. zmianami). Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Technologia Zywno$ci
i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o dopuszczenie pana mgra Michata Jacka
Czeleja do dalszych etapow postepowania doktorskiego prowadzonego w dziedzinie nauk rol-
niczych w dyscyplinie technologia Zywnosci 1 zywienia.

MSQ walre 20(4» o,

dr hab. inz. Aleksandra Zambrowicz, prof. UPWr
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