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Podstawg formalng przygotowania recenzji stanowi uchwala rady dyscypliny
technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koflgtaja w Krakowie
oraz pismo Przewodniczqcego rady dyscypliny technologia zywnosci i Zywienia, dr hab. inz.
Marcina Lukasiewicza, prof. URK, z dnia 25.05.2023.

Ocena celowosci podjecia problemu naukowego

Wspolczesni  konsumenci coraz czedciej wykazujg zainteresowanie produktami
spozywczymi 0 wysokiej zawartosci sktadnikow bioaktywnych. Do surowcow, ktérych walory
prozdrowotne sg coraz bardziej doceniane nalezy gryka. Oprécz tego, Ze jest surowcem
niezawierajacym biatek glutenowych, co jest istotne dla os6b z nietolerancjg glutenu, to jest
takze zrodlem zwigzkéw z grupy inozytoli, niezbednych do prawidlowego funkcjonowania
organizmu cziowieka oraz wykazujacych dzialanie prozdrowotne. Jednakze biodostepnosé
inozytoli jest ograniczona, poniewaz w ziarniakach gryki wyst¢puja one najczesciej w postaci
komplekséw z innymi skladnikami. Zatem zasadne jest opracowanie efektywnych metod
ekstrakeji tych zwigzkéw z ukierunkowaniem na wykorzystanie w procesach przetwérczych,
m.in. w przemysle spozywczym, co pozwoli na wytwarzanie produktéw o pozadanych
walorach sensorycznych i mozliwie najwyzszej wartosci odzywezej. W $wietle powyzszych
informacji, badania przeprowadzone przez mgr inz. Dagmare Poniewska w ramach pracy
doktorskiej, dotyczace enzymatycznie wspomaganej ekstrakcji bioaktywnych inozytoli z
nasion gryki i jej mozliwych zastosowan, uznaje¢ za aktualne i uzasadnione. Uzyskane przez
Doktorantke¢ wyniki badan moga postuzyé do opracowania technologii produkcji
innowacyjnych napojéw fermentowanych na bazie gryki. Produkcja takich napojéw bytaby
odpowiedzig na oczekiwania konsumentéw poszukujacych wyrobéw atrakcyjnych pod
wzgledem smakowo-zapachowym oraz o wysokiej wartosci prozdrowotnej.

Formalna ocena pracy

Praca doktorska jest opracowaniem obejmujacym 278 stron, w ktérym pracy zamieszczono
111 tabel (w tym 2 w czesei teoretycznej i 5 w czgsci metodycznej) oraz 68 rysunkéw (w tym
18 rysunkéw w czgsci teoretycznej pracy). Opracowanie rozpoczyna si¢ spisem tresci
obejmujgcym wykaz rozdziatéw i podrozdziatow, ktorych uklad jest klasyczny dla prac



eksperymentalnych i zawiera: Wstep, Przeglad literatury, Hipotezy badawcze, Cel pracy,
Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusj¢, Wnioski, Wykaz literatury, Spisy rysunkow i tabel,
Streszczenie oraz Aneks z wynikami analizy statystycznej zamieszczonymi w 212 tabelach.
Cytowane piSmiennictwo obejmuje 335 pozycji, z przewaga publikacji o zasiegu
mi¢dzynarodowym z ostatnich 10 lat.

Ocena merytoryczna rozprawy

Wprowadzeniem w tematyk¢ badawcza realizowana w ramach pracy jest rozdziat pt.
»Przeglad literatury”. W pierwszym podrozdziale przedstawiona zostala charakterystyka
gryki z uwzglednieniem zaréwno zwigzkéw o dzialaniu prozdrowotnym, jak i
antyodzywczych. Kolejny podrozdzial poswiecony jest oméwieniu budowy, form
wystepowania oraz biologicznych funkcji inozytoli. Ponadto wskazane zostaly zrédta inozytolu
w zywnosci oraz scharakteryzowano enzymy degradujace estry mio-inozytoli i fagopirytole.
W nastepnym podrozdziale opisane zostaly fizyczne i biologiczne procesy wspomagajgce
ekstrakcje enzymatyczng. Sposrod procesow fizycznych dokonano charakterystyki sonikacji,
obrobki z udzialem podwyzszonego cisnienia, za$ jako godne rozwazenia procesy
biochemiczne wskazano enzymatyczne uplynnianie skrobi oraz kielkowanie. Kolejne trzy
podrozdzialy traktuja o produkcji piwa z uwzglednieniem charakterystyki surowcow, drozdzy
oraz etapOw wytwarzania i fermentacji brzeczki. Tresci te zostaly przedstawione nieco
chaotycznie, poniewaz charakterystyka surowcéw do produkcji brzeczki powinna byé
zamieszczona przed charakterystyka etapow produkcji brzeczki. Ponadto podpunkt 1.4.1.
zatytulowany ,,Etapy wytwarzania brzeczki” powinien by¢ zakoficzony po scharakteryzowaniu
etapu przygotowania brzeczki nastawnej (chmielonej). Nalezalo zrezygnowac¢ z opisywania w
tym podpunkcie faz fermentacji, lezakowania i filtracji piwa.
Z kolei w podpunkcie 1.4.2 niepotrzebnie wymienione zostaly drozdze, ktére nie sg surowcami
do wytwarzania brzeczki, zwlaszcza, Ze zostaly one scharakteryzowane w kolejnym
podpunkcie 1.4.3.

Kolejnym zagadnieniem przedstawionym w ramach przegladu literatury jest fermentacja

mlekowa, mikroorganizmy odpowiedzialne za jej prowadzenie (m.in. Lactobacillus plantarum)
oraz wlasciwosdci prozdrowotne zywnos$ci fermentowanej z ich udzialem. Uwazam, ze bez
szkody dla wartosci merytorycznej i naukowej pracy przeglad literatury mogl zostaé
zakonczony na tym etapie, gdyz kolejny podrozdziat zawiera znane tresci dotyczace podstaw
teoretycznych wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.
Podsumowujac t¢ czes¢ pracy stwierdzam, ze mimo kilku dyskusyjnych watkéw, tematyka
poszczego6lnych podrozdzialow w Przegladzie literatury jest interesujaca, dobrze przemyslana,
a ich lektura dostarcza czytelnikowi informacji potwierdzajgcych zasadno$é prowadzenia
zaplanowanych prac badawczych.

Na podstawie przegladu pismiennictwa, Doktorantka postawila cztery hipotezy badawcze,
a nastepnie, aby je zweryfikowaé sformutowata cel i zakres pracy. Celem pracy bylo
opracowanie fizyczno-enzymatycznej metody ekstrakcji bioaktywnych inozytoli z nasion gryki
oraz opracowanie technologii nowych produktéw gryczanych o wysokiej zawartosci inozytoli
(piwa oraz napoju fermentowanego). Aby zrealizowaé postawione cele, Doktorantka badata
wplyw kielkowania nasion gryki na biosynteze bioaktywnych inozytoli (tj. mio- i D-chiro-
inozytolu) oraz czynnikéw fizycznych (ultradzwieki, obrébka ci$nieniowo-termiczna/
autoklawowanie) oraz biochemicznych (enzymatyczna hydroliza skrobi) na wspomagang
aktywnoscia a-galaktozydazy i fitazy ekstrakcje inozytoli z nasion gryki. Ponadto dokonano
optymalizacji warunkow biosyntezy i ekstrakcji inozytoli z nasion gryki z wykorzystaniem
metody planowania i analizy eksperymentow (DoE). Cel pracy, jak i przedstawione w siedmiu
punktach cele szczegblowe zostaly jasno sprecyzowane i nie budzg zastrzezen.



W kolejnym rozdziale, zatytulowanym Materialy i metody, Autorka pracy przedstawila
wykaz materialéw badawczych, preparatéw enzymatycznych oraz techniki i metody stosowane
w trakcie realizacji doktorskiej. Do obrébki i prezentacji wynikéw Autorka pracy zastosowala
szereg metod statystycznych. W opinii recenzenta, realizacja tak szerokiego zakresu badan z
wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych i statystycznych potwierdza wysokie
umieje¢tnosei i kompetencje mgr inz. Dagmary Poniewskiej dotyczace planowania i realizacji
pracy badawcze;j.

W rozdziale Wyniki i dyskusja, ktory powinien byé zatytutowany ,,Wyniki” w sposob
przejrzysty i zrozumialy przedstawiono i opisano uzyskane wyniki. Zilustrowano je czytelnymi
wykresami, a kluczowe informacje zestawiono w bardzo dobrze skonstruowanych tabelach.
Zastosowany sposob prezentacji wynikow ulatwia przedstawienie najwazniejszych efektow
pracy, mimo obszernego zakresu danych eksperymentalnych bedacych podstawa tego
opracowania. To bardzo wazna umiej¢tno$¢ zastugujaca na podkreSlenie, ktoéra ulatwi
wyselekcjonowanie wynikow do publikacji naukowych.

Prezentacje osiagnig¢ Doktorantka rozpoczeta od przedstawienia i oméwienia wynikow
oznaczenia zawartosci inozytoli w dostgpnych produktach gryczanych, takich jak: ziarno gryki,
tuska gryki zwyczajnej i tatarki, otrgby gryki zwyczajnej, herbata gryczana, gryka mtoda oraz
dwie probki miodu gryczanego. Jako najbogatsze Zrédto mio-inozytolu i D-chiro-inozytolu
uznano ziarno gryki zwyczajnej, jednak najwiecej wolnego mio-inozytolu oznaczono w
otrebach gryczanych, za§ wolny D-chiro-inozytol byt obecny w najwickszych ilosciach w gryce
mlode;j. Kolejny etap badan miat na celu wyznaczenie optymalnych warunkow ekstrakcji mio-
inozytolu Sruty gryczanej, wspomaganej aktywnoscig fitazy. Wykazano, ze najwyzszy stopien
ekstrakcji mio-inozytolu zapewnia prowadzenie procesu w temperaturze 50 °C, przy pH 4,5,
w czasie 240 minut, z wykorzystaniem 0,05M buforu octanowego. Wskazano takze optymalne
dawki poszczegdlnych preparatéw fitazy. Jednocze$nie stwierdzono, ze enzymatyczna
ekstrakcja mio-inozytolu z nasion gryki wspomagana aktywnoscig fitaz nie zapewnia pelnej
konwersji mio-inozytolu catkowitego do wolnego w $rucie gryczanej; stopien konwersji w
zaleznosci od uzytego preparatu fitazy wynosit od 52 do ok. 82%.

Dalsze badania mialy na celu wyznaczenie optymalnych parametréw ekstrakcji D-chiro-
inozytolu etanolem oraz wspomaganej enzymatycznie. Za optymalne warunki ekstrakcji na
pierwszym etapie uznano st¢zenie etanolu na poziomie 50% obj., dawka etanolu 35 ml/g $ruty
gryczanej, czas ekstrakcji 10 min, temperatura 25 °C, za$ na etapie ekstrakcji wspomaganej
enzymatycznie — 0,05M bufor octanowy, pH 5,0, temperatura 50°C, czas 6h, dawka preparatu
o-galaktozydazy 25 mg/g $ruty. Zwazywszy na to, ze mimo zastosowania optymalnych
warunkow, wydajnos¢ ekstrakcji D-chiro-inozytolu wynosita ok. 45%, uznano za zasadne
przeprowadzenie kolejnych prac eksperymentalnych polegajacych na zastosowaniu wstepnej
obrobki Sruty gryczanej z udziatem ultradzwigkéw. Odnotowano istotne zwickszenie stezenia
uwalnianego mio-inozytolu i D-chiro-inozytolu po zastosowaniu ultradzwick6w o amplitudzie
75, z czasem ekspozycji w przedziale 30-45 min. Testowano takze wplyw upltynniania skrobi
na efektywnos$¢ ekstrakcji inozytoli, jednak zabieg ten nie przyczynil si¢ do zwigkszenia
efektywnosci ekstrakcji inozytoli z nasion gryki. Z kolei obrébka ci$nieniowo-termiczna
(autoklawowanie) surowca wplyneta na zwiekszenie w ekstraktach stezenia mio-inozytolu oraz
D-chiro-inozytolu w formie wolnej. Wykazano réwniez, ze 5-dniowe kietkowanie ziaren gryki
poddanych moczeniu w roztworze sorbinianu potasu wplywa korzystnie na biosynteze
inozytoli, zarowno w formie wolnej jak i zwigzanej.

Poddanie skietkowanego ziarna obrobce enzymatycznej z udziatem fitazy i a-galaktozydazy
pozwolilo na osiagnigcie, srednio, 85% wydajnosci ekstrakeji inozytoli.

Wartosciowym elementem pracy jest wykorzystanie wynikéw wczeséniejszych badan do
optymalizacji warunkow ekstrakcji inozytoli, rutyny oraz fagopiryny z nasion gryki z
wykorzystaniem modutu ,,Planowanie i analiza eksperymentu”.



Kolejnym etapem prac badawczych mgr inz. Dagmary Poniewskiej bylo zastosowanie
opracowanych we wczesniejszym etapie metod maksymalizowania stgzenia inozytoli w
nasionach gryki do wytwarzania stodu piwowarskiego, a nastepnie brzeczki i piwa. Uznano,
ze stdd otrzymany w warunkach prowadzonych do$wiadczen odznaczat sie wyzszym stezeniem
inozytoli oraz korzystniejszym z technologicznego punktu widzenia sktadem chemicznym.
Prosz¢ o odpowiedz, czy dotyczy to takze zawartosci bialka, ktora w stodzie laboratoryjnym
byta wyzsza niz w slodzie przemystowym? Czy nie jest to czynnik obnizajacy warto$é stodu
laboratoryjnego? Literatura przedmiotu (Kunze, 1999) podaje, ze wysoka zawarto$¢ biatka w
stodzie zwykle wigze si¢ z jego niska ekstraktywnoscia i zbyt duzg iloscig zwigzkéw azotowych
w brzeczce, co prowadzi w rezultacie do zmniejszenia wydajnosci warzelni, pojawiania sie
osadu, tworzenia zmetniefi i tym samym pogorszenia trwatosci koloidalnej piwa.

Wyniki badan zamieszczone w recenzowanej rozprawie potwierdzity celowo$¢ stosowania
na etapie zacierania slodu obrobki enzymami wspomagajacymi (fitaza i B-glukanaza), co
skutkowalo istotnym wzrostem stgzenia inozytoli oraz rutyny w uzyskanym piwie.
Przeprowadzono takze proby fermentacji mlekowej brzeczek gryczanych z udziatem bakterii
L. plantarum. Analogicznie jak w przypadku wytwarzania piwa, najwyzszg zawarto$¢ inozytoli
zawieraly proby napoju fermentowanego z brzeczki zakwaszonej kwasem mlekowym oraz po
obrobce enzymatycznej z udzialem na etapie zacierania ww. enzymdéw wspomagajacych.
Ponadto nalezy podkresli¢, ze produkty wytworzone z tak przygotowanej brzeczki gryczanej
(piwo, napdj fermentowany) odznaczaly si¢ relatywnie wysoka aktywnoscig antyoksydacyjna.

Podsumowujac oceng rozdziatu Wyniki, uwazam ten rozdziat za zrédlo wielu cennych
informacji o charakterze naukowym oraz aplikacyjnym. W literaturze przedmiotu brak tak
obszernego i kompleksowego podejscia do zagadnieh zwigzanych z metodami ekstrakcji
bioaktywnych inozytoli z nasion gryki, z jednoczesnym wskazaniem kierunkéw aplikacii.
Wyniki tych badan stanowiag niewatpliwie oryginalny wklad Doktorantki w rozwéj wiedzy
dotyczacej wplywu czynnikéw fizycznych, biochemicznych, mikrobiologicznych oraz
technologicznych na efektywnos¢ pozyskiwania substancji bioaktywnych z surowcéw
ro$linnych.

Przedstawiona przez Autork¢ pracy Dyskusja jest elementem rozprawy, ktéry zwraca
uwage w pozytywnym aspekcie. Doktorantka omdwita i przeanalizowata uzyskane wyniki,
biorac pod uwage rézne zmienne, odnoszac je jednoczesnie do wynikéw zamieszczonych
w licznie przywolywanych publikacjach naukowych. Sprawnie przeprowadzona dyskusja
wynikow $wiadczy o dobrej znajomosci literatury w obszarze tematyki rozprawy.

W rozdziale Wnioski Doktorantka przedstawila najwazniejsze osiggniecia
z przeprowadzonych badan. Sposéb zredagowania wnioskow jest generalnie poprawny, a ich
strona merytoryczna znajduje uzasadnienie w analizie prezentowanych wynikéw badan
i potwierdza dokonanie weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Jednakze wnioski nr 2
i 3 mogly zosta¢ polgczone, poniewaz oba dotycza obrobki enzymatycznej. Z kolei wniosek nr
4 powinien by¢ zredagowany inaczej, poniewaz w postaci zaprezentowanej w pracy jest opisem
procedury enzymatycznie wspomaganej ekstrakcji D-chiro-inozytolu.

Ocena poprawnosci redakcyjnej

Edytorskie przygotowanie rozprawy doktorskiej $wiadczy o dobrym opanowaniu przez
Doktorantke techniki redagowania tekstu naukowego. Praca jest napisana poprawnym, pod
wzgledem stylistycznym, jezykiem. Do drobnych niedociagnie¢ edytorskich nalezg do$é liczne
bledy literowe.



Uwagi o charakterze wyjasniajacym i/lub dyskusyjnym

Materialy i metody

—str. 52, podrozdzialy 4.1 oraz 4.1.2 majg ten sam tytut; ten drugi mégt by¢ zatytulowany jako
»Surowce podstawowe”;

-str. 57, w p. 4.2.3.4 podano informacje odnosnie wyznaczania optymalnego st¢zenia Sruty
gryczanej przy ekstrakcji mio-inozytolu. Prosz¢ o odpowiedZ, na podstawie jakich przestanek
obrano zakres stezen od 1,43 do 20% oraz czy jest to stezenie w/v, czy w/w? W calej pracy
brak pelnego opisu stezen stosowanych reagentow;

-str. 57, w p. 4.2.4.1 opisano procedur¢ wyznaczania optymalnych parametréw ekstrakcji
fagopirytoli. W teksécie czytamy ,,Badano rozne optymalne st¢zenia etanolu [ ].” Jest to
niewlasciwe sformulowanie, gdyz Autorka miata zamiar ustali¢ optymalne st¢Zenie etanolu.
Ponadto Autorka pracy w czesci tekstu postuguje si¢ nazwa zwigzku w jezyku angielskim
»fagopyritol”, a w innej czesci w jezyku polskim ,,fagopirytol”;

-str. 70, podpunkt 4.2.21, jesli podczas oznaczania suchej masy probek stodu wazono prébki
po suszeniu tylko raz, jak podano w opisie, to nie dochowano odpowiedniej starannosci. Aby
uznaé, ze probka zostala wysuszona do statej masy, nalezatoby zwazy¢ ja w odpowiednich
odstepach czasowych co najmniej dwukrotnie i dopiero po stwierdzeniu, Ze jej masa nie ulegla
zmianie mozna uzna¢ pomiar za zakoficzony.

-str. 75, podpunkty 4.2.34 i 4.2.35, przywolane procedury badawcze powinny zostac
zamieszczone w wykazie literatury i opatrzone mozliwie najdokladniejszym opisem
bibliograficznym.

Wyniki

—str. 85, w oméwieniu wynikéw podano, ze obrébka preparatem Finase®P w dawce 30 mg/g
pozwolita na uwolnienie 1,3869 mg/g s.m. mio-inozytolu, podczas gdy z danych
zamieszczonych na rys. 26 wynika, Ze jest to blisko 2,5 mg/g s.m.. W kolejnym zdaniu
Autorka podaje, ze obrébka preparatem Ronzyme w dawce 150 mg/g Sruty gryczanej
spowodowala wzrost stezenia wolnego mio-inozytolu o 0,8787 mg/g s.m. Nalezalo doda¢
w tym zdaniu ,,w odniesieniu do dawki 25 mg/g Sruty”.

—str. 102, w ostatnim akapicie podano, ze stezenie D-chiro-inozytolu calkowitego i wolnego
bylo tym wyzsze, im dhuzej trwato kietkowanie ziaren moczonych w roztworze sorbinianu
potasu jest nieprecyzyjne. Z danych zamieszczonych w tabeli 27 wynika, ze dotyczy to
D-chiro-inozytolu wolnego, natomiast stezenie D-chiro-inozytolu calkowitego wzrastato
do 2 dnia kietkowania, a w kolejnych nie obserwowano statystycznie istotnych zmian jego
zawartosci;

—str. 151, p. 5.3.5, w tekscie jest skr6t NFF- powinno by¢ NGF;

~str. 153, p. 5.3.6, w calym podrozdziale blgdnie zapisano nazwg bakterii;

—str. 155, niekompletny opis osi Y narys. 58;

—-str. 169, w ostatnim zdaniu na stronie podano, ze najwyzszym poczatkowym oraz koficowym
stezeniem zwigzkow fenolowych odznaczata si¢ probka BK1, podczas gdy z rys. 68 wynika,
ze probka BK1 zawierala najmniej tych zwigzk6w. Ponadto jest btad w oznakowaniu probki
w tekscie na str. 168 oraz w legendzie na rys. 68, wg mnie powinno by¢ BNGF a nie BNGP.
Z kolei informacje zawarte pod tytutami rysunk6w 67 i 68 zawieraja blgdny opis proby BNGF.

Wymienione uwagi nie obnizajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej i majg charakter
dyskusyjno-wyjasniajacy.



Ocena koncowa

Podsumowujac swoja recenzj¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Dagmary
Poniewskiej spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom na stopiefi doktora.
Praca cechuje si¢ oryginalno$cig naukows i w sposob istotny rozszerza wiedz¢ w obszarze
dyscypliny technologia zywnosci i zywienia odnosnie wpltywu czynnikow fizycznych
i biochemicznych na wspomagang enzymatycznie ekstrakcje zwigzkow bioaktywnych
z surowcow roslinnych. Doktorantka sprawnie sformulowala temat i cel pracy, poprawnie
zaplanowala i przeprowadzila prace eksperymentalne stuzace jego realizacji, umiejetnie
wykorzystala narzgdzia badawcze, analityczne i statystyczne, co podnosi znaczaco
wiarygodno$é ustalen naukowych prezentowanych w rozprawie. Przedstawione w rozprawie
wyniki, oprocz aspektu poznawczego, wykazuja réwniez warto$¢ aplikacyjna.

Konkluzja

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Dagmary Poniewskiej
pt. ,Enzymatycznie wspomagana ekstrakcja bioaktywnych inozytoli z nasion gryki i jej
mozliwe zastosowania” spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Na tej podstawie wnioskuje do rady dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona KoHataja w Krakowie o
dopuszczenie Pani mgr inz. Dagmary Poniewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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