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Dobér i znaczenie tematyki

Zywnos$é moze by¢ zrodtem sktadnikéw determinujacych prawidtowy,
fizjologiczny stan organizmu cztowieka, a takze regulujgcych jego zachowanie
psychofizyczne. Jednym z takich sktadnikéw sa lipidy i biatka zywnosci, a takze
pochodzgce z nich kwasy ttuszczowe oraz peptydy o okreslonej aktywnosci biologicznej.
Niektdre z nich znalazty juz zastosowanie w profilaktyce a nawet terapii dietozaleznych
choréb niezakaznych. Swiadomosé konsumentéw dotyczgca wptywu zywnosci na
zdrowie jest silnym czynnikiem stymulujgcym w badaniach na temat molekularnych
podstaw aktywnosci biomakromolekut Zzywno$ci.

Trawienie jest ztozonym procesem, kt6ry dostarcza organizmowi sktadnikéw
odzywczych, a uwalniane w przewodzie pokarmowym czasteczki moga miec korzystny
wptyw na zdrowie cztowieka. Dlatego badania na temat molekularnych podstaw
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procesow trawienia sg sposobem na zwigkszenie wiedzy na temat ich wptywu na zdrowie
I zachowanie homeostazy. Trawienie in vitro moze by¢ przydatnym sposobem zdobycia
wiedzy na temat wartosci odzywczej zywnosci, poniewaz umozliwia kontrole procesu i
tatwe pobieranie prébek. Pomimo, ze podejscie in vitro w nasladowaniu procesow
fizjologicznych nigdy nie jest doskonate, to jednak mozna przez to unikngé trudnosci
zwigzanych z badaniami in vivo, takimi jak koszty, wzgledy etyczne lub ztoZzonosé
techniczna i organizacyjna eksperymentu.

Zharmonizowany protokét trawienia INFOGEST, wykorzystany przez Panig mgr
Ktosowska, mozna wykorzystaé do oceny punktéw koncowych wynikajgcych z trawienia
sktadnikow surowcéw i/lub produktéw zywnosciowych poprzez analize produktéw
trawienia (np. peptyddéw/aminokwaséw, kwaséw ttuszczowych, monosacharydéw)
uwalnianych z matrycy zywnos$ciowe]. Gtéwny wniosek z dotgd prowadzonych badarn jest
taki, ze pomimo prostoty modeli in vitro odtwarzajgcych warunki panujgce w uktadzie
pokarmowym cztowieka, sg one bardzo przydatne w przewidywaniu wynikow trawienia in
vivo. Jest to jednak uzaleznione od parametréw modelu in vitro i jego dopasowania w
odpowiedzi na konkretne pytania zwigzane z fizjologig/molekularnymi podstawami
procesu trawienia u cztowieka, co pozostawia szerokie pole do kolejnych badan i
modyfikacji/ulepszen. Stad podjgta przez Doktorantke tematyka badawcza w aspekcie
wptywu fosfolipidéw (PL) i soli zétciowych (BS) oraz ich wzajemnych oddziatywan na
symulowane w warunkach in vitro procesy lipolizy i proteolizy jest niezwykle aktualna,
wazna i potrzebna.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona przez mgr Katarzyne Ktosowskg do recenzji dysertacja
zatytutowana ,The effect of phospholipids on the intestinal lipolysis and proteolysis,,
spetnia wymagania formalne stawiane tego rodzaju opracowaniom przedktadanym w
postgpowaniu na stopien naukowy doktora, tzn. ma charakter eksperymentalny i zawiera
wszystkie niezbedne rozdziaty utozone w typowej sekwencji. Przedmiotem recenzji jest
148 stronnicowe opracowanie, wykonane w oparciu 0 wyniki badan Autorki. Rozprawa,
rozpoczynajgca sig streszczeniem w jezyku polskim i angielskim ma stru kture typowa dla
tego rodzaju opracowan i zawiera 7 rozdziatéw wraz z podrozdziatami: wstep bedgcy
przegladem literatury, opis celu pracy, charakterystyke uzytych materiatéw i metod,
omowienie wynikéw i ich dyskusje (gdzie zawarto informacje na temat opublikowania
wynikow z rozdziatéw 4.1 i 4.2 w publikaciji Ktosowska, K, Teresa Castillo-santaella, Julia
Maldonado-valderrama, Adam Macierzanka. 2024. “The Bile Salt / Phospholipid Ratio
Determines the Extent of in Vitro Intestinal Lipolysis of Triglycerides : Interfacial and
Emulsion Studies” Food Research International, 187, 114421187; w publikacji
znajdujemy oswiadczenia o wktadzie pracy w publikacje samej Kandydatki oraz
o$wiadczenia o wktadzie pracy pozostatych wspétautoréw tj. Teresy Castillo-Santaella,
Julii Maldonado-Valderrama i Adama Macierzanki; z o$wiadczen jednoznacznie wytania



sie wiodgca rola p. mgr Katarzyny Ktosowskiej ktéra jako pierwszy autor odpowiadata za:
pisanie - recenzja i edycja, pisanie - pierwotna wersja robocza, wizualizacje, walidacje,
metodologie, badania, analize formalng, zarzgdzanie danymi), wnioski, wykaz
pismiennictwa oraz zatacznik obejmujgcy wykresy i tabele. Catos¢ zawiera 76 rysunkéw,
17 tabel, oraz 300 pozycji literaturowych. Przedstawione ilustracje i tabele cechuje dobry
poziom graficznego opracowania tzn. sg przejrzyste i tatwe w interpretacji. Cato$é
uzupetnia wykaz stosowanych skrotow, ktéry umozliwia czytelnikowi sprawne poruszanie
sie po tekscie rozprawy. Powyzszy sposob prezentacji wynikéw pracy jest wtasciwy i
spetnia formalne wymagania ustawowe dotyczace przedstawienia osiggniecia w
przewodzie doktorskim. Praca stanowi zwartg cato$é. Zostata napisana starannie,
poprawnie pod wzgledem formy jezykowej i dobrze zilustrowana.

Ocena merytoryczna rozprawy

Po zapoznaniu sie z trescig pracy stwierdzam, ze tytut dysertacji zostat
sformutowany w sposéb prawidtowy, zwieZzle choé nie w petni adekwatnie do jej tresci.
By¢ moze nie wybrzmiaty w sposdb wystarczajgcy aspekty trawienia na wszystkich innych
etapach niz jelitowy. Zastrzezen nie budzg streszczenia, zaréwno wersja w j. polskim jak i
wersja w j. angielskim, gdzie Doktorantka, wskazujgc na ograniczong liczbe
eksperymentOéw dotyczgcych trawienia w obecnosci fosfolipidow i soli z6tciowych oraz
ich wzajemnego oddziatywania w réznych stezeniach zwtaszcza w przypadku proteolizy
ale takze lipolizy, uzasadnia cel badan jakim byto zbadanie wptywu fosfolipidéw i soli
z6tciowych na trawienie triacylogliceroli oraz biatek z WPI (izolatu biatek serwatkowych)
w tym B-laktoglobutiny.

W czesci pracy dotyczacej uzasadnienia podjetej tematyki badawczej Autorka
dokonuje analizy zagadnienia w Swietle literatury (30 stron) oraz w ciekawy sposob
zapoznaje i wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji.

Pani Magister w rzetelny sposob, korzystajgc z wtasciwie dobranych Zrédet,
wprowadza w przedmiot swoich badan ukazujgc ich zasadnosc¢. Ta czesé pracy zostata
opracowana, na podstawie trafnie i wiarygodnie dobranej bibliografii, zacytowanej w
sposéb prawidtowy, wskazujagc na duzg wnikliwo$s¢é p. mgr Ktosowskiej. Dobor
poszczegolnych pozycji jest odpowiedni i obejmuje spis najwazniejszej literatury z
zakresu przedmiotu badan z ostatnich lat, wskazujgc na rozeznanie tematyki, co
potwierdza duzy wktad pracy Doktorantki i przygotowanie sie do pojecia przedmiotowych
badan. Dobhér merytoryczny Zrédet oraz sposob ich wykorzystania uwazam za prawidtowy.
Tak opracowana cze$¢ pracy spetnia swojg funkcje w aspekcie nakreslenia stanu wiedzy
i badan odnosnie probleméw badawczych podejmowanych w rozprawie. Wtasciwie
przeprowadzona analiza tekstéw Zrodtowych pozwolita na podsumowanie zawierajgce
stwierdzenie o braku wynikow badan na temat wptywu fosfolipidéw i soli zétciowych na
profil peptyddéw uwalnianych po trawieniu B-Lg przy réznych stosunkach BS/PL. Ponadto



stwierdzono brak istotnych informacji na temat wptywu BS i PL na trawienie lipidéw. Co
wigcej, zidentyfikowano, ze wzajemne oddziatywania BS i PL jako zwigzkéw
powierzchniowo czynnych na granicy faz olej-woda wymagajg wyjasnienia.

Tak zdefiniowane wnioski z podsumowania stanu wiedzy staty sie baza do
sformutowania zatozenn badawczych w ocenianej pracy tj. celu i zakresu badan.
Obejmowat on: (i) zbadanie wptywu fosfolipidéw i soli zétciowych na lipolize w jelicie
cienkim; zbadanie fizykochemicznych aspektéw wzajemnego oddziatywania tych
biosurfaktantow na granicy faz olej/woda podczas symulowanego procesu lipolizy
jelitowej; wykazanie w jaki sposéb zjawiska obserwowane na granicy faz moga wptywad
na stopien lipolizy in vitro w modelowych emulsjach; (ii) zbadanie wptywu fosfolipidéw i
soli zétciowych na proteolize B-laktoglobuliny w symulowanych warunkach trawienia w
przewodzie pokarmowym cztowieka; zbadanie réznic w profilach peptydowych
otrzymywanych po proteolizie in vitro wraz z réznicami w aktywnosci biologicznej. Nalezy
podkresli¢, ze cel pracy zostat jednoznacznie uwypuklony i znajduje uzasadnienie we
wcze$niej przedstawionym przeglgdzie pismiennictwa. Postawione tezy badawcze sg
poznawcze oraz nowatorskie na Swiecie i w Polsce, co w petni uzasadniato podjecie
badari. Mam jednak uwage dotyczacg doprecyzowania hipotezy badawczej ze
wskazaniem elementoéw nowosci naukowej w kontekscie prezentowanej dyscypliny
naukowej.

Metodyka pracy jest (12 stron) dobrze przemyslana i wtasciwie merytorycznie
dobrana. Wyréznia sig nowoczesnoscig szeregu metod jak np. metoda tensometryczna
do badania napigcia migdzyfazowego, identyfikacja peptydéw metodg chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas LC-MS, analiza bioinformatyczna
bioaktywnych peptydéw w aspekcie tzw. zintegrowanego podejscia czyli potaczenia w
strategii badawczej analizy in silico z analizg in vitro czy tez logiczna kaskada metod i
technik podczas otrzymywania modelowych emulsji z WPI, symulowania lipolizy jelitowej
oraz proteolizy w przewodzie pokarmowym. Do petnego opisu zabrakto informacji nt.
metody Kyte’a oraz autorskiego sposobu wykorzystania baz danych MBPDP (Milk
Bioactive Peptide Database) oraz IEDP (Immune Epitope Database) wraz z datami
dostepu oraz datami aktualizacji baz podczas opracowywania wynikéw. Przeprowadzone
przez Doktorantke eksperymenty zostaty zaplanowane w sposoéb logiczny a ich realizacja
i przebieg przystepnie opisane. Prawidtowo dobrana metodyka zapewniata kompleksowe
podejscie do analizowanej problematyki badawczej zas precyzyjnie ustawiony warsztat
badawczy umozliwiat logiczny i konsekwentny sposéb osiggania celéw badawczych. W
konsekwencji opracowanie warunkéw lipolizy emulsji stabilizowanych WPI oraz
proteolizy WPI i B-Lg umozliwito osiagniecie celu badan jakim byto zbadanie wptywu
fosfolipidow i soli zétciowych na trawienie triacylogliceroli oraz biatek z WPl w tym B-
laktoglobuliny.



W najobszerniejszym (63 str.) rozdziale dysertaciji Wyniki i dyskusja Doktorantka w
przystepny i wyczerpujgcy sposdb opisata rezultaty poszczegblnych badan. Podziat na
podrozdziaty nawigzujgce do opisu etapéw badar w rozdziale »Materiaty i metody” oraz
w publikacji utatwit analize wynikéw poszczeg6lnych eksperymentow.

Wyniki eksperymentéw dotyczgcych retrospektywnej analizy danych z literatury
naukowej dotyczacych stezen surfaktantéw w drogach zétciowych oraz lipolizy mgr
Ktosowska zawarta w rozdziale 4.2. Lipoliza oraz w publikacji: Ktosowska, K, Teresa
Castillo-Santaella, Julia Maldonado-Valderrama, Adam Macierzanka. 2024. “The Bile Salt
/ Phospholipid Ratio Determines the Extent of in Vitro Intestinal Lipolysis of Triglycerides
: Interfacial and Emulsion Studies” Food Research International, 187, 114421187 a takze
w publikacji wystanej do recenzji: Ktosowska-Chomiczewska, Illona E., Dorota Dulko,
Mateusz Semborski, Mariia Yakoviv, Noel Si, Robert Staron, tukasz Krupa, Adam
Macierzanka; “In Vitro Intestinal Lipolysis of Protein-Stabilised Emulsion: Simulating the
Impact of Human Bile Using Individual Bile Salts and Phospholipids.”

Kandydatka wykazata, ze otrzymane wyniki badan stanowig wazny element w
zrozumieniu zjawisk koloidalnych i miedzyfazowych kluczowych dla przedmiotu badar z
zakresu nauk chemicznych a takze nauk o zywnosci i zywieniu. W szczegélnosci
pogtebiajg one wiedze na temat trawienia zemulgowanych triacylogliceroli w kontekscie
roznych proporcji BS i PL. Kompleksowy charakter tych badan zostat podkreslony w
szczegbtowym badaniu interakcji miedzy BSi PL na granicy faz olej-woda oraz ich wptywu
na lipolizg. Mgr Ktosowska wykazata m.in., ze BS i PL synergistycznie obnizajg napigecie
powierzchniowe na granicy faz olej-woda podczas lipolizy; BS znacznie tatwiej desorbujg
sig z powierzchni miedzyfazowej olej-wodaw poréwnaniu do PL; stosunek molowy BS/PL-
9:4 okazat sie¢ optymalny dla skutecznej lipolizy jelitowej triacyloglieroli;
obecnosc¢/stezenie zétciowych PL powinna byé uwzgledniana w lipolizie in vitro
symulujgcej warunki uktadu pokarmowego cztowieka. Tutaj nasuwa sie pytanie do
dyskusji podczas publicznej obrony: w jakim obszarze mozna wskazaé na mozliwosci
praktycznego wykorzystania otrzymanych wynikow.

Wyniki eksperymentéw dotyczgcych proteolizy Kandydatka zawarta w rozdziale
4.3. W tym kolejnym etapie badan Doktorantka przeprowadzita badania izolatu biatek
serwatkowych w aspekcie wptywu stosunku BS/PL na jego proteolize. Mgr Ktosowska
wykazata, Ze szybkos¢ trawienia WP zalezy od stosunku BS/PL. W przypadku WPI| zakres
trawienia B-Lg bez zadnych biosurfaktantéow byt poréwnywalny z trawieniem
obserwowanym przy najnizszej ilosci dodatku PL (BS/PL-9:4). W przeciwienstwie do tego,
wynik réznit sie w przypadku trawienia wyizolowanej B-Lg, gdzie biosurfaktanty w
stezeniach fizjologicznych (B-Lg-BS/PL-9:4) wykazywaty wzmocniony efekt. Dodatkowo
Doktorantka wskazuje, ze konieczne sg dalsze badania w celu wyjasnienia interakcji



miedzy czgsteczky B-Lg, jej fragmentami i powierzchniowo czynnymi sktadnikami soli
zo6tciowych.

Tutaj nasuwa sie kolejne pytanie do dyskusji podczas publicznej obrony: (i) gdzie
znajdujg sig wykazy zidentyfikowanych sekwencji peptydéw np. unikatowych sekwenc;ji
85 peptydow uwolnionych po 2 godzinnym trawieniu WPI przy stosunku BS/PL 9:4 czy lista
peptydéw wykorzystanych do badan przy uzyciu bazy MBPDB oraz koncowa lista
zidentyfikowanych 39 peptyddw; (ii) w jakich badaniach: in vitro, in silico czy in vivo
wykazana byta biologiczna aktywnos¢ dla 39 zidentyfikowanych peptydéw;

Podsumowaniem pracy jest rozdziat 5. Zawarte tam stwierdzenia maja
odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach badan. Najwazniejsze ustalenia dotycza np.:
okreslenia fizjologicznego stosunku biosurfaktantéw zétciowych na poziomie 9 mM BS do
4 mM PL u zdrowych o0s0b; wykazania synergistycznego efekt BS i PL (w stosunku 9:4), w
aspekcie wydajnosci lipolizy triacylogliceroli, w poréwnaniu do innych proporcji $rodkéw
powierzchniowo czynnych z zétci; wykazania korelacji miedzy stopniem trawienia in vitro
emulsji triacylogliceroli a zmianami napiecia powierzchniowego podczas lipolizy np. w
aspekcie desorpcji w zaleznosci od stezenia PL; wykazania wptywu PL na szybkosé
trawienia B-Lg; wykazania, ze profil peptydowy uzyskany po trawienia 8-Lg w fizjologicznie
istotnych stezeniach tj. przy stosunku BS/PL 9:4 rézni sie od profilu trawienia bez
biosurfaktantéw, z wigkszg liczbg biologicznie aktywnych peptydéw uwolnionych w
fizjologicznie istotnych warunkach w poréwnaniu do prébki kontrolnej.

Wysoki poziom naukowy dysertacji Pani mgr Katarzyny Ktosowskiej sprawit, ze
dodatkowo chciatabym poprosi¢ Doktorantke o rozwazenie nastepujgcych zagadnien
podczas dyskusji: (i) jakie czynniki mogg mie¢ wptyw na obserwowane obecnie trendy w
analizie sktadnikéw bioaktywnych zywnosci; (ii) w jakim obszarze badania zainicjowane
przez Doktorantke mogg by¢ kontynuowane ?

Whiosek koncowy

Moje uwagi/pytania zawarte w recenzji maja gtéwnie charakter komentarzy i
sugestii odnosnie ewentualnych dalszych analiz bogatego materiatu zgromadzonego w
ramach pracy. Reasumujgc dysertacje oceniam wysoko, doceniam jej oryginalnosé, trud
wniesionej pracy, dociekliwosé, konsekwencje, prawidtowo zaplanowang czesé
metodyczng, merytoryczng dyskusje odniesiong do wynikéw innych autoréw, prawidtowe
wnioskowanie oraz walory estetyczne. Uwzgledniajgc wymagania stawiane rozprawom
doktorskim nalezy w przypadku dysertacji mgr Katarzyny Ktosowskiej stwierdzié, ze:
przedstawiona rozprawa doktorska prezentuje gruntowng wiedze teoretyczng
Doktorantki w zakresie chemii lipidéw i biatek. Doktorantka posiada bardzo dobre
rozeznanie w krajowej i Swiatowej literaturze zwigzanej z prowadzonymi badaniami.
Doktorantka wykazata sie umiejetnosciami samodzielnego prowadzenia badan



naukowych. Dysertacja mgr K. Ktosowskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
zdefiniowanego w tytule oraz w celu rozprawy.

Podsumowujgc ocene rozprawy doktorskiej mgr K. Ktosowskiej stwierdzam, ze
przedstawiona do oceny dysertacja stanowigc w petni oryginalne i wartosciowe
rozwigzanie problemu badawczego, spetnia wymagania formalne stawiane pracom
doktorskim, jak rowniez stanowi osiggniecie naukowe odpowiadajace wymaganiom
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz.U. z 2023 r., poz. 742 z pézn. zm). Dlatego wnoszeg do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Politechniki Gdanskiej o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Ktosowskiej do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne.



