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Recenzja
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biokoloidow oraz ich wykorzystanie na potrzeby przemystu mleczarskiego”
wykonanej przez mgr Tetiane Dyrda-Terniuk na Uniwersytecie Mikotaja Kopernika
w Toruniu - Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych
Academia Scientarum Thoruniensis

Promotor pracy: Dr hab. Pawel Pomastowski, prof. UMK

Informacje ogélne

Przedstawione do recenzji dwujezyczne opracowanie jest rozprawg na stopien
doktora o do$¢ oryginalnej strukturze, zawartg na 234 numerowanych stronach tekstu
i obejmuje: (1)obszerne polskojezyczne ,Wprowadzenie”, zredagowane w oparciu o 114
pozycji literaturowych, (2) 5 zespotowych publikacji w jezyku angielskim dotyczacych
mozliwosci izolowania, preparowania ianalizowania wybranych sktadnikéw mleka,
zamieszczonych w liczacych sie czasopismach naukowych. We wszystkich tych pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, co moze wskazywac na stopien Jej zaangazowania.
Ten chronologicznie zestawiony komplet materiatléw Doktorantka przedstawia jako
gtowng cze$¢ rozprawy. Cato$¢ manuskryptu zamykajg rozdziaty: (3) podsumowanie
iwnioski, (4)streszczenia wjezyku polskim iangielskim, (5) prezentacja
dotychczasowego dorobku naukowego Doktorantki oraz (6) oswiadczenia wspotautoréow
publikaciji.

Obszerne ,Wprowadzenie” zawiera 5 rozdziatéw z podpunktami, poswieconymi
poszczegllnym zagadnieniom bedacych przedmiotem zainteresowania w nastepnych
czeSciach manuskryptu. Autorka otwiera tekst, zaczerpnietymi z literatury,
podstawowymi informacjami na temat koloidéw pochodzenia biologicznego
ze szczegllnym odniesieniem do mleka i serwatki w konteks$cie wspélczesnych
probleméw przemystu mleczarskiego. Z obowigzku recenzenta musze w tym miejscu
zwroci¢ uwage na nieSciste informacje (na str. 17) dotyczace serwatki, a pochodzgce
z piSmiennictwa. W polskich warunkach serwatka nie jest ,kluczowym odpadem” po
produkgcji seréw, tylko produktem ubocznym przetwarzanym na rézne produkty i nie
zawiera az 20% biatka. Wprawdzie jest ono bardzo cennym i godnym wykorzystania
sktadnikiem, ale nie ma go tak duzo, gdyz zawarto$¢ suchej masy ogoétem w serwatce na
0g6t nie przekracza ~6,5%.

Pozostate zagadnienia, ktére zostaty zasygnalizowane przez Doktorantke
w omawianym rozdziale, dotycza: mozliwo$ci wyr6wnywania niedoboréw vit. D przez
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zastosowanie modyfikacji mikrobiologicznej, budowy uktadu micelarnego kazeiny, jej roli
biologicznej i funkcjonalnej oraz mozliwosci jej modyfikacji jonami metali, jak rowniez
potencjalnych zastosowan. Szczegdlng uwage zwroécono na laktoferyne, posiadajaca
unikalne wtasciwos$ci prozdrowotne, funkcjonalne i budzace szczego6lne zainteresowanie
zaréwno ze strony przemystu, jak i réznych srodowisk badawczych.

Ocena gltéwnej czesci rozprawy

Zgodnie z deklaracjg Autorki gtéwng cze$¢ rozprawy stanowi zestaw pieciu
recenzowanych prac naukowych opublikowanych w liczacych sie czasopismach: (P1)
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, (P2) J. of Agric. and Food
Chemistry, (P3) J. of Dairy Science, (P4) Int. Dairy J., (P5) Inorganic Chemistry Frontiers.
Wszystkie te opracowania powstaly przy wspoétautorstwie innych oséb, przy czym dwie
z nich (P2 i P3) zostaly opracowane przy udziale tylko Doktorantki i Promotora, wobec
czego znaczacy wktad mgr T. Dyrda-Terniuk wydaje sie oczywisty. Pozostate publikacje
powstaly przy zaangazowaniu 8 (P1 i P4) i 14 os6b (P5). Zawierajg one tak bogaty
materiat badawczy, Ze mogty powstac tylko w wyniku pracy zespotowe;j.

[P1] Blok publikacji otwiera praca p.t. Immobilization of Silver Ions onto Casein
posSwiecona kompleksowaniu jonoéw srebra z kazeing. Eksperymenty prowadzono
w warunkach laboratoryjnych z wykorzystaniem odczynnikéw o wysokiej czystosci.
Badano m.in. przebieg sorpcji jonéw srebra oceniajgc pojemnoSc¢ sorpcji i pojemnos¢
buforowg kazeiny. Otrzymano suszone liofilizacyjnie kompleksy kazeinowo-srebrowe,
ktéore nastepnie poddawano analizom 1 eksperymentom 2z wykorzystaniem
zaawanasowanych metod instrumentalnych. Wykazano m.in.: wptyw obecnosci jonow
srebra na wielko$¢ miceli kazeinowych i zmiany zachodzace w strukturze biatka
wywolywane wprowadzeniem jondéw metalu. Szczego6lnie istotnym osiggnieciem jest
wykazanie, Ze kompleksy Ag-CN wykazujg dziatanie bakteriobdjcze wskazujgc na
mozliwo$¢ wykorzystania ich w leczeniu ran. Tekst opracowania jest uzupelniony
suplementem ilustrujagcym réznice w przezywalnos$ci dwoch szczepdw K pneumoniae
w zaleznoSci od dawki kompleksu 600Ag-CN. Analiza i dyskusja otrzymanych wynikéw
analiz jest bardzo wyczerpujgca i poparta odwotaniami do 108 pozycji piSmiennictwa.

[P2] Publikacja zatytulowana The Multifaced Roles of Bovine Lactoferrin: Molecular
Structure, Isolation Methods, Analytical Characteristics, and Biological Properties jest
obszernym, 30-stronicowym artykutem przeglagdowym, opartym na 300 pozycjach
piSmiennictwa i dostarczajgcym wszechstronnych informacji o laktoferynie (LF).

LF nalezy do biatek globularnych wystepujacych naturalnie m.in. w mleku krowim
i pozostajgcych w serwatce po produkcji seréw. Niestety, LF wystepuje w tych Zrédtach
w tak matej ilosci, Ze jej wyizolowanie wymaga stosowania zaawansowanych technik
procesowych, rzadko stosowanych w przemys$le, a w badaniach jej wtaSciwosci -
specjalistycznych instrumentéw analitycznych. W artykule na wstepie zaakcentowano
duza zmienno$¢ budowy molekuty LF w zalezno$ci od pochodzenia mleka i stanu zdrowia
zwierzecia. Szczegoétowo zaprezentowano strukture stosunkowo duzej (okoto 80 kDa)
molekuty tego biatka, w ktéra mozna ingerowa¢ modyfikujac jej wilasciwosci
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funkcjonalne, np. poprzez wprowadzanie jonéw metali. W kolejnych 9 rozdziatach
zaprezentowane zostaty: czynniki wplywajgce na stabilno$¢ LF w zalezno$ci od pH i sity
jonowej Srodowiska oraz oddziatywania termicznego. Omoéwiono tez rézne metody
otrzymywania LF z materiatu Zrédtowego, jak: techniki chromatograficzne, wymiana
jonowa, procesy separacji membranowej, elektrodializa, adsorbenty magnetyczne i inne.
Wykazano, ze stopien czysto$ci wyizolowanej LF oraz jej wtasciwosci uzytkowe mogg by¢
uzaleznione od techniki jej pozyskania z podkresleniem, Ze nie zostata jeszcze ustalona
standardowa procedura wyizolowywania tego biatka.

W artykule zamieszczono réwniez informacje o interakcjach LF z jonami metali,
jak i dotyczace modyfikacji tego biatka w procesach glikosylacji LF. Sporo uwagi
poswiecono takze instrumentalnym metodom analitycznym stosowanym w badaniach
LF. Wiekszo$¢ z zasygnalizowanych technik analitycznych zostala wykorzystana
w kolejnych publikacjach wchodzacych w sktad ocenianej dysertacji.

Omawiana publikacja eksponuje tez biologiczne funkcje LF, w tym perspektywe
mozliwosci praktycznego wykorzystywania oddziatywania réznych modyfikacji molekut
LF na bakterie, wirusy, a nawet komorki rakowe. Omawiana cze$¢ rozprawy doktorskiej
mgr T.Dyrda-Terniuk jest bardzo rzetelnym opracowaniem monograficznym
poprzedzajacym cykl kolejnych prac poswieconych badaniom wasciwosci LF.

[P3] Jedng z konkluzji konczacych wyzej oméwiong publikacje (P2) jest stwierdzenie,
ze optymalng technologig pozyskiwania LF o wysokiej czystosci jest potaczenie techniki
chromatograficznej z procesami separacji membranowej. Kolejna publikacja (P3) pt.
JImpact of Ultrafitration on the Physicichemiczal Properties of Bovine Lactoferrin...”,
wchodzgca w sklad rozprawy doktorskiej mgr T. Dyrda-Tertiuk, zawiera szczegotowe
wyniki badan (LF) prawdopodobnie otrzymanej w warunkach przemystowych
i poddawanej odsalaniu w warunkach laboratoryjnych. Celem badan byto dokonanie
oceny wplywu operacji odsalania na ewentualne zmiany wtasciwosci biatka.

Odsalanie prowadzono z wykorzystaniem techniki filtracyjnej, okreslanej przez
Autoréw jako ,ultrafiltracja”. W celu usuniecia fazy wodnej z odsalanego koloidalnego
roztworu LF zastosowano filtry wir6wkowe o nominalnej zdolno$ci rozdzielczej 50 kDa,
faktycznie odpowiadajgcej zakresowi rozdzielnoSci membran stosowanych
w przemystowej ultrafiltracji. Separacja polegata na zatrzymaniu biatka na powierzchni
membrany i przettaczaniu fazy cigglej przez warstwe biatka i membrane filtra pod
dziataniem sity ods$rodkowej. Taki sposoéb prowadzenia ultrafiltracji okres$lany jest
terminem dead-end inieuchronnie prowadzi do utraty zdolnosci rozdzielczej przez
membrane, dlatego w praktyce nie jest stosowany. Ponadto proces usuwania fazy wodne;j
z probki prowadzono w 4°C przy wysokim przyspieszeniu odsSrodkowym (6300 g) przez
relatywnie dtugi czas (3 x po 20 min). S3 to warunki zdecydowanie odmienne od
przebiegu ultrafiltracji w praktyce przemystowej, gdyz tam proces UF prowadzi sig
w przeplywie krzyzowym (ang. cross-flow), tzn. ciecz plynie stycznie do powierzchni
membrany i przy wyzszej temperaturze uktadu ze wzgledu na lepko$¢ osrodka.
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Wobec powyzszego, wynikajace z przeprowadzonych analiz réznice w strukturze
biatka przed i po odsalaniu prébek LF odnosza sie do warunkéw przeprowadzonych
eksperymentéw, ale raczej nie powinny by¢ uogé6lniane na proces ultrafiltracji
przemystowej, uznawanej za proces nie powodujacy destrukcji biatek.

[P5] Cykl publikacji poswieconych mozliwosciom modyfikacji biatek mleka
zamyka bardzo obszerny artykul pt. ,Lactoferrin as an active coordination scaffold for
ruthenium (III). Zaprezentowano tu wyniki badan nad otrzymywaniem kompleksow LF
modyfikowanej rutenem w sposéb analogiczny do metodologii stosowanej
w poprzednich pracach. Otrzymane kompleksy zostaly poddane wnikliwej ocenie
z wykorzystaniem najnowszych metod analitycznych. Dotychczasowy zakres analiz
instrumentalnych, stosowanych juz we wcze$niejszych publikacjach Doktorantki, zostat
poszerzony o badania przeciwbakteryjnego oddziatywania komplekséow LF-Ru oraz
komputerowe symulacje zmian w strukturze molekuly biatka. Ewidentnie, omawiana
praca sygnalizuje nowe kierunki badan oraz mozliwosci modyfikacji biatek mleka i ich
wykorzystanie np. w celach leczniczych. W jej powstaniu uczestniczyto 14 wspoétautoréow
z 9 instytucji badawczych.

(P4) W pakiecie publikacji wigczonych w sktad rozprawy mgr Dyrda-Terniuk
zamieScita tez publikacje ,The impact of Lactiplantibacillus plantarum on cream
composition: Insight into changes of vitamin D3 content and fatty acid composition”
o tematyce odbiegajgcej od zagadnien modyfikacji struktury biatek. Doktorantka badata
mozliwo$¢ wzbogacania $mietany (41% ttuszczu) w witamine D3 poprzez wprowadzenie
do uktadu szczepu bakterii L. plantarum w réznych wariantach prowadzenia fermentacji.
Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw mikrobiologicznych i analiz
wykazano, ze celem uzyskania jak najwyzszej koncentracji vit. D3 w Smietanie proces
powinien przebiega¢ w warunkach umozliwiajacych fotosynteze witaminy i w obecnosci
sktadnikéw podtoza hodowlanego. Stwierdzono takze, Ze syntezie vit. D3 towarzyszg
zmiany skladu kwasow tluszczowych w $mietanie, detalicznie wyszczegélnione
w suplemencie do artykutu. Artykut moze wiec by¢ punktem wyjscia do opracowania
w przysztosci technologii produkcji $mietany rynkowej wzbogacanej w vit. D3.

Polskojezyczny rozdziat pt. ,Posumowanie i wnioski” zawiera w skr6conej formie
powtoérzenie zadan badawczych zawartych w poszczegdlnych pracach sktadajgcych si¢ na
rozprawe i ujetych w 10 punktach stwierdzen prawidlowosci wynikajacych
z przeprowadzonych analiz i eksperymentéw. Odczuwa sie jednak brak wniosku
bedgcego syntezg catosci przedstawionych badan i uzasadniajgcego tytut rozprawy.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Tetiany Dyrda-Terniuk jest
oryginalnym dwujezycznym (polsko - angielskim) opracowaniem zawierajgcym
wszystkie elementy, ktére z formalnego punktu widzenia powinny by¢ zawarte
w rozprawie doktorskiej - tzn. przeglad piSmiennictwa, sformutowanie celu pracy,
przeprowadzenie eksperymentéw, a takze analize wynikéw i ich dyskusje¢ naukowa.
Ogolnie wiec, struktura pracy nie budzi zastrzezen. Wprawdzie w tekscie czgSci rozprawy
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zatytutowanej ,Wprowadzenie” dostrzega sie pewne uchybienia stylistyczne, czy np. brak
odniesien do kilku zamieszczonych w wykazie bibliografii pozycji piSmiennictwa, ale nie
obnizajg one merytorycznej wartosci catosci rozprawy.

Reasumujgc, oceniana dysertacja jest cennym opracowaniem zawierajgcym
prezentacje wnikliwych badan wta$ciwosci najbardziej wartoSciowych skladnikow
mleka. W $wietle publikacji, stanowigcych trzon rozprawy mgr T. Dyrda-Terniuk
prezentuje sie jako osoba potrafigca owocnie pracowaé w zespole badawczym, co w moim
przekonaniu jest cechg bardzo wazng w pracy naukowe;j.

Dostrzegam przy tym, Ze niezaleznie od do$¢ szerokiego zakresu prowadzenia badan
przez Doktorantke, substancja budzacy Jej szczegélne zainteresowania badawcze jest
laktoferyna. Niewatpliwie biatko to kryje w sobie jeszcze wiele tajemnic bedac
wdziecznym przedmiotem coraz gtebszych badan, a wobec tego nasuwa sie pytanie:

o Czym stosowana w pracy [P3] laktoferyna otrzymana od producenta
przemystowego (Ferilac) roznita sie pod wzgledem sktadu, stopnia czystosci i innych
wlasciwosci od laktoferyny omawianej i analizowanej w pracach [P2] i [P5]?

Wobec ogolnie wysoce pozytywnej oceny przedtozonego materiatu uwazam, ze
oceniana rozprawa zastuguje na wyrdznienie, zgltaszam:

Whniosek o wyrdéznienie

Niniejszym wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej mgr Tetiany Dyrda
-Terniuk zatytutowanej: ,,Opracowanie metodologii do kompleksowej analizy biokoloidéw
oraz ich wykorzystanie na potrzeby przemystu mleczarskiego”. Jestem catkowicie
przekonana, Ze oceniana rozprawa dysertacyjna odznacza sie wysoka wartoscig
poznawczg i zawiera tadunek aplikacyjny, poniewaz spetnia ona kryteria Rady Dyscypliny
Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii UMK w Toruniu z dnia 13.12. 203 r., gdyz:

- dysertacja prezentuje wysoki poziom naukowy i jest zloZzona z 5 publikacji
w czasopismach z listy JCR w o sumarycznym IF = 25,8 (650 pkt MNiSW), w ktorych
Doktorantka jest pierwszym autorem - tym samym spetnia ona wymogi dotyczace Jej
dorobku naukowego i rangi publikowanych prac;

- Doktorantka posiada umiejetnos¢ sformutowania aktualnego, waznego praktycznie
problemu badawczego i trafnie dokonuje doboru zaréwno przedmiotu badan, jak i metod
analitycznych oraz wnikliwg interpretacjg otrzymanych wynikéw eksperymentow;

- w wyniku zrelacjonowanych badan uzyskano bogaty materiat badawczy, ktory zawiera
informacje sugerujgce dalsze kierunki badan analitycznych i szanse ich wykorzystania
w warunkach praktycznych.
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Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa dysertacyjna mgr Tetiany Dyrda-Tertiuk pt. ,Opracowanie metodologii
do kompleksowej analizy biokoloidéw oraz ich wykorzystanie na potrzeby przemystu mleczarskiego
spelnia wymagania okre$lone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce z dnia 2 lipca 2018
roku z pézniejszymi zmianami, wobec czego przedkladam Radzie Dyscypliny Nauki Chemiczne
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu wniosek o przyjecie rozprawy Pani
mgr Tetiany Dyrda-Terniuk i dopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony oraz dalszego

postepowania w przewodzie doktorskim.
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