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Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Dagmary Poniewskiej
pt. ,Enzymatycznie wspomagana ekstrakcja bioaktywnych inozytoli z nasion

gryKi i jej mozliwe zastosowania”

Oceng pracy doktorskiej wykonatam na zlecenie Przewodniczgcego Rady
Dyscypliny Technologii Zywnosci i Zywienia, dr hab. Marcina Lukasiewicza, prof.
URK, zgodnie z wymogami Ministra Edukacji 1 Nauki na podstawie art.14 ust.1 pkt. 1
oraz ust. 2 pkt. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o — o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2014 r., poz.
1852 z p6zn. zm.) , w zw. z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt. 2 lit. b ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018 1. poz. 1669 ze zm.) oraz uchwaty Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona

Kofltgtaja w Krakowie z dnia 17 maja 2023 roku.
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Ocena warto$ci naukowej rozprawy:

Gryka — roélina dwuli$cienna z rodziny rdestowatych zaliczana do pseudozbéz
w ostatnich latach zyskuje na popularnosci wéréd producentow zZywnosci oraz
konsumentoéw z uwagi na wzrost Wiedzy na temat warto$ci odzywczej oraz zawartosci
skladnikow bioaktywnych w tej ro$linie. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze Polska jest
jednym z czotowych producentow tego pseudozboza. Ziarniaki gryki sg bardzo dobrym
zrédlem sktadnikéw odzywezych wérdd ktorych na szczegdlng uwage zastuguje biatko
ze wzgledu na bardzo korzystny sktad aminokwasowy oraz brak glutenu. Ponadto
bogactwo skladnikéw mineralnych, witamin oraz innych zwiazkow bioaktywnych tj.
zwiazki fenolowe oraz inozytole sprawiajg, ze surowiec ten moze by¢ brany pod uwagg
przy poszukiwaniu nowych produktow przemystu spozywczego, szczegOlnie w
kontek$cie wytwarzania zywnosci funkcjonalnej. W trend ten doskonale wpisuje si¢
przedstawiona do recenzji praca mgr inZz. Dagmary Poniewskiej dotyczaca
optymalizacji ekstrakcji inozytoli z nasion gryki oraz mozliwosci wykorzystania

gryki do produkcji nowych produktéw funkcjonalnych.
Ocena warto$ci merytorycznej rozprawy:

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest do§¢ starannie przygotowanym
pod wzgledem naukowym i graficznym opracowaniem o ukladzie typowym dla tego
typu prac. Liczy ona 278 stron i podzielona jest na 10 gtéwnych rozdzialow. Dysertacja
zawiera lacznie 68 rysunkow i 111 tabel, streszczenia w jezyku polskim i angielskim

oraz aneks.

Pierwszy z rozdzialdw to Przeglad literatury wprowadzajacy czytelnika w

tematyke dysertacji poprzedzony krotkim Wstepem. Nastgpny to Hipotezy badawcze,
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kolejne to Cel badan, Materialy i metody, Wyniki i dyskusja, Dyskusja, Wnioski,
Literatura, Spis rysunkow i Spis Tabel. Prace zamykajg Streszczenie i Aneks.

Tre$¢ pracy oparta jest na obszernej literaturze przedmiotu. Sposrod niezwykle
obszernego piSmiennictwa Autorka wykorzystata 335 prac, z ktorych wigkszos$¢ to

prace z ostatnich 10 lat, opublikowane w czasopismach o wysokiej randze naukowe;.

Przeglad literatury podzielony jest na sze$¢ gldwnych rozdziatéw; kazdy z
nich sklada si¢ z kilku podrozdziatow. Pierwszy dotyczacy ogdlnej charakterystyki
gryki opisuje miejsce tego pseudozboza w polskim rolnictwie oraz ogoélng
charakterystyke tej ro$liny. Nastepnie w podrozdziale dotyczacym nasion gryki pt.
,,Warto$¢ odzywcza nasion gryki” przedstawiona jest charakterystyka ich wartosci
odzywczej i prozdrowotnej. Moim zdaniem w tytule tego podrozdziatlu nalezalo
podkresli¢ rowniez warto$¢ prozdrowotng nasion gryki poniewaz zawarte w nim sg
rowniez informacje na temat zawarto$ci zwigzkéw bioaktywnych i ich wlasciwosci.
Kolejny podrozdzial poswiecony jest jednej grupie zwiazkdéw bioaktywnych
wystepujgcych w gryce — inozytolom. Omoéwiona zostata budowa tej grupy zwigzkow,
ich biosynteza, funkcje biologiczne, wystgpowanie w zywno§ci oraz enzymy
odpowiedzialne za uwalnianie tych zwigzkow z polaczen w jakich wystgpuja w
tkankach. Kolejne zagadnienia poruszone przez Autorke to fizyczne i biologiczne
procesy wspomagajace ekstrakcje zwigzkow bioaktywnych z surowcow pochodzenia
roslinnego. Kolejne podrozdzialy charakteryzuja proces wytwarzania piwa oraz
znaczenie fermentacji mlekowej w przemys$le spozywczym. W mojej opinii ten
podrozdziat powinien zamknaé Przeglad literatury poniewaz ostatni podrozdzial
opisujacy wysokosprawng chromatografie cieczowa moim zdaniem jest zbedny w tym

miejscu dysertacji.
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Zakres przegladu literatury (z wyjatkiem ostatniego podrozdziatu) oraz dobor
tresci poszezegolnych rozdziatéw jest merytorycznie uzasadniony. Stanowi syntetyczne

wprowadzenie czytelnika w tematyke oraz bardzo obszerna czg$¢ eksperymentalng

pracy.

W kolejnych dwoch rozdziatach przedstawione sg hipotezy badawcze oraz cel

pracy. W mojej ocenie mozna bylo potaczy¢ te dwa rozdziaty.

Hipotezy badawcze zostaly poprawnie sformutowane. Odnosnie celu pracy - w
mojej opinii ta cze$¢ pracy zyskataby na przejrzystosci, gdyby wyszczeg6lniony zostal

cel gtéwny oraz nastepnie cele szczegblowe.

Kolejng cze$¢ pracy stanowig Materialy i metody. Rozdziat rozpoczyna si¢ od
przedstawienia zastosowanego w pracy materialu badawczego oraz zastosowanych

preparatow enzymatycznych.

Opis zastosowanych preparatdéw enzymatycznych jest jednak nieujednolicony —
przy niektorych podawana jest aktywno$¢ bez optymalnych warunkéw dziatania
preparatu, przy innych z kolei zamieszczono opis optymalnych warunkéw dziatania

oraz zalecana dawka— prosze¢ o komentarz.

Nastepnie zamieszczono opis metod zastosowanych w badaniach poprzedzony
schematem obrazujacym zakres przeprowadzonych do§wiadczen. Jednak lektura tego
rozdziatu, moim zdaniem, jest do$¢ ucigzliwa ze wzgledu na ilo$¢ i niejasny podzial
tresci. I tak np. w podrozdziatach 4.2.1 1 42.2 zatytulowanych jako oznaczenie iloSci
inozytoli, odpowiednio catkowitego i wolnego opisana jest jedynie procedura ekstrakeji,
a dopiero w podrozdziale 4.2.5 zamieszczono metod¢ oznaczania tych zwigzkéw - co

moim zdaniem utrudnia czytelnikowi lekture. Z rozdziatu Materialty i metody nie
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wynika jasno, ze piwo i napdj fermentowany byl wytwarzany tylko ze stodu
laboratoryjnego — dopiero lektura rozdziahn dotyczacego opisu wynikow wyjasnia ta
kwestie.

Jednakze podkresli¢ nalezy, iz duza ilo$¢ metod i technik badawczych uzytych w
badaniach wymagata od Doktorantki niewatpliwie zaréwno duzej wiedzy jak i
umiejetnosci praktycznych. Szczegélnie cennym narzedziem wykorzystanym przez
Doktorantke jest rowniez analiza statystyczna stuzaca opracowaniu planu optymalizacji
polaczenia badanych czynnikéw wspomagajacych ekstrakcje inozytoli z badanego

materiatu. Zwlaszcza z uwagi na duzg ilo$¢ przebadanych parametrow.
Pewne kwestie wymagaja jednak wyjasnienia i doprecyzowania.

W przypadku preparatdow enzymatycznych o aktywno$ciach fitaz i a-galaktozydazy
przeprowadzono optymalizacj¢ warunkow dziatania — czy to oznacza, Zze producenci nie

okreslili tych parametrow?
Proszg o doprecyzowanie sposobu wyznaczania termostabilnosci enzymow.

Warunki procesu autoklawowania (a doktadniej ci$nienie w innych jednostkach podane

jest w metodyce i w opisie wynikow - Tabele 22 i 24).

Czy oznaczajgc zawarto$¢ wybranych metabolitow gryki technikg HPLC tj. fagopiryna i

rutyna nie nalezatoby oznaczy¢ rowniez poziomu kwercetyny?

Podrozdziat 4.2.28 — nalezy zdefiniowac jednostk¢ EBC stosowang w oznaczeniach

barwy brzeczki.

Dlaczego wytwarzajac gryczany napdj fermentowany fermentacje z udzialem bakterii
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Lactobacillus plantarum przeprowadzano w warunkach tlenowych (rozdzial 4.2.39)?

Czy oznaczajgc zdolnos¢ do neutralizowania syntetycznego rodnika DPPH badano

kinetyke reakcji? Jesli nie, na jakiej podstawie dobrano czas reakcji (30 min.)?

Autorka pisze: ,,Wyniki aktywno$ci antyoksydacyjnej wyrazono jako ekwiwalent pg
troloxu probki (umol TROLOX/g)” — zatem pg czy pmol?

Jak przygotowywano ekstrakty do oznaczenia zawartosci zwigzkow fenolowych?

Brakuje odniesienia literaturowego w metodzie oznaczania zawarto$ci zwigzkow

fenolowych.

Jaki wzorzec uzyto przy sporzadzaniu krzywej wzorcowej w metodzie oznaczania

zawarto$ci zwigzkoéw fenolowych?

Kolejny rozdziat Wyniki i dyskusja nalezalo w mojej ocenie zatytutowad

Wyniki badan poniewaz Dyskusja wynikow jest kolejnym rozdziatem dysertacji.

Niewatpliwie rozdziat dotyczacy prezentacji wynikéw badan pokazuje ogrom
pracy wykonanej przez Doktorantkg. Z uwagi na ilo$¢ zaprezentowanych wynikow
badah w mojej ocenie tabele zawierajace analizy statystyczne mozna byto zamie$ci¢ w
Aneksie zyskujac na przejrzystosci. Dodatkowo pewne fragmenty bedace elementem
dyskusji (np. pierwszy akapit podrozdziatu 5.2.1. oraz pierwszy akapit podrozdzialu
5.3. nalezato moim zdaniem przenies¢ do kolejnego rozdziatu). Wyniki badan
poszczegdlnych etapéw bardzo obszernych doswiadczen zaprezentowane sg w postaci
wykreséw i tabel. Na podkre§lenie zastuguje przeprowadzona poglebiona analiza

statystyczna, pomocna w interpretacji uzyskanych wynikow.
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W pierwszej czg¢sci tego obszernego rozdziatu zaprezentowano wyniki dotyczace
optymalizacji wykorzystania preparatow enzymatycznych w ekstrakcji inozytoli oraz
rutyny i fagopiryny z nasion gryki. W nastepnym etapie badan do enzymatycznie
wspomagane]j ekstrakcji inozytoli oraz rutyny zostaly dodane dodatkowe czynniki
(biochemiczne, fizyczne i chemiczne), ktére rowniez mogly wplywaé na wydajno$é
- badanej ekstrakcji. Ten etap badan zakoficzyl si¢ opracowaniem planu ekstrakcji
badanych zwigzkéw z wykorzystaniem odpowiedniego modutu oprogramowania
statystycznego. Wyniki tego etapu badan zostaly wykorzystane w drugiej cze$ci pracy

do wytwarzania stodu w warunkach laboratoryjnych.

Analizujac ta3 czg$¢ rozdzialu prezentujacego wyniki badan nasuwa sie kilka

pytan i uwag:

Watpliwosci budzi sposob prezentacji wynikéw na Rysunkach 28 i 30 — proszg o

wyjasnienie dlaczego na osiach odcigtych wartosci sg przedstawione malejgco.

Czy wyniki zaprezentowane w Tabelach 22 i 24 na pewno dotyczg wplywu czasu

autoklawowania - prosz¢ o sprostowanie.

Na stronie 90 Autorka pisze ,, Nie zauwazono statystycznie znaczgcych roznic w
aktywnosci preparatu w zaleznosci od zastosowanego buforu w optymalnych
warunkach pH” — to stwierdzenie nie zgadza si¢ z oznaczeniami dotyczacymi analizy

statystycznej zaprezentowanymi na Rysunku 33 — prosze o wyjasnienie.

Kolejna cz¢§¢ rozdziatu Wyniki i dyskusja dotyczy badah zwigzanych z
wykorzystaniem stodu laboratoryjnego w produkcji piwa i gryczanego napoju
fermentowanego. Dokonano analizy skfadu chemicznego i parametréw decydujacych o

przydatnosci technologicznej badanych stodéw oraz analize wytworzonych brzeczek.
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Uzyskane wyniki wskazywaty na bardzo dobre parametry stodu laboratoryjnego. Dla
poréwnania zostal uzyty komercyjny stod gryczany. Watpliwoséci budzi wykorzystanie
kontrolnego stodu handlowego tylko do etapu wytwarzania brzeczek gryczanych — czy
w kolejnych etapach badan zwigzanych z produkcja piwa i napoju fermentowanego nie

nalezatoby rowniez wykorzysta¢ go jako probg odniesienia?

Analiza produktow wytworzonych ze slodu gryczanego (piwo 1 napdj
fermentowany) dotyczyly gléwnie wlasciwosci fizycznych oraz zawarto$ci inozytoli,

rutyny, fagopiryny oraz profilu sacharydow.

Ostatnim etapem byly badania potencjatu antyoksydacyjnego ekstraktéw, stodu
oraz wytworzonych produktow. Jednakze zastosowanie w badaniach tylko jednej
metody tj. aktywnos$ci przeciwrodnikowej wyrazonej jako zdolno$¢ do neutralizowania
wolnych rodnikéw DPPH budzi watpliwosci jesli chodzi o wnioskowanie na podstawie
otrzymanych wynikow. Zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikow to tylko jeden z
wielu mozliwych mechanizméw dziatania przeciwutleniajacego. Nalezy réwniez
zwroci¢ uwage na terminologie stosowang w opisie wynikow w tym podrozdziale —
btedne metodologicznie jest okreslenie ,,sita redukujagca DPPH” — w opisywaniu tej
aktywnoSci antyoksydacyjne] nalezy raczej stosowal okreSlenia: aktywnos¢
przeciwrodnikowa badz zdolnos¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw DPPH. Sita
redukujaca (ang. reducing power) dotyczy innego mechanizmu antyoksydacyjnego

zwigzanego ze zdolnoscia do redukcji jonow zelaza.

Nalezy podkresli¢ aspekt praktyczny i ewentualnie aplikacyjny drugiej czesci

badan co stanowi o dodatkowej wartosci ocenianej pracy.

Praca jest do$¢ obszerna i opracowanic tak duzej ilosci badan wymagato duzego
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nakfadu pracy i staranno$ci. Jednakze Autorka nie ustrzegla sig bledow i uchybien, z

ktorych niektére z obowiazku recenzenta wymienig:
Na rysunkach 29, 35, 38, 64 brakuje analizy statystyczne;.

Rysunek 42 — niejasne s3 oznaczenia dotyczgce analizy statystycznej — co oznaczajg

duze litery, co male litery 1 *?

W Tabelach 105,106 i 109 brakuje jednostek w jakich wyrazona jest zawarto$¢

oznaczanych zawigzkow/aktywnos§¢

Kolejnym rozdzialem pracy jest Dyskusja. W tej czgsci Autorka przeprowadzila
szczegblowe porownanie wiasnych wynikow z badaniami przeprowadzonymi przez

innych badaczy.
Roéwniez do tej czesci mam kilka pytan i uwag:

Na stronie 184 Autorka pisze ,, W przypadku brzeczek wytwarzanych ze stodu
laboratoryjnego odnotowano wzrost stgzenia rutyny, natomiast dla brzeczek ze stodu
przemystowego spadek zawartoSci tej substancji. Spadek ten byt wynikiem aktywnosci
enzyméw powodujgcych rozklad rutyny do kwercetyny” — Jak zatem mozna
wytlumaczyé wzrost stgzenia rutyny w brzeczce ze stodu laboratoryjnego? Na jakiej
podstawie Autorka wywnioskowata, ze spadek zawartosci rutyny w przypadku brzeczek
ze stodu przemystowego byt wynikiem aktywnosci enzyméw powodujacych rozktad
rutyny do kwercetyny?

Strona 188 — prosze¢ o wyjasnienie zdania rozpoczynajacego drugi akapit ,,W wyniku

przeprowadzonej fermentacji stwierdzono istotny wzrost potencjatu antyoksydacyjnego
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wszystkich wykorzystanych brzeczek w stosunku do stodu i brzeczki.”

Czy w gryczanym napoju fermentowanym liczba bakterii kwasu mlekowego byta

wystarczajaca, aby zaliczy¢ ten napdj do produktéw probiotycznych?

Na stronie 191 Autorka pisze ,,Brak zmian zawartosci fagopiryny w nasionach gryki
podczas fermentacji zaobserwowali réwniez w swoich badaniach Ziotek i in. (2019),
podczas fermentacji kietkéw nasion roslin strgczkowych” — podczas gdy cytowana praca
nie dotyczy ani fermentacji nasion gryki ani badania zawartosci fagopiryny — proszg o

komentarz.
Ta czegsé¢ pracy zamyka rozdziat zawierajacy wnioski z przeprowadzonych badan.

Autorka sformulowala 16 wniosk6w podsumowujacych badania zaprezentowane
w pracy oraz 6 wnioskow wskazujacych na kierunki przysztych badah. Zamieszczone

wnioski sg adekwatne do uzyskanych wynikow.

Dodatkowego doprecyzowania moim zdaniem wymaga wniosek 8. Nalezaloby
poda¢ parametry ekstrakcji uzyskane w wyniku optymalizacji z zastosowaniem uzytego

w badaniach modutu.
Ocena poprawnosci redakcyjnej rozprawy

Praca ma uktad typowy dla tego typu opracowan. Jednakze podsumowujgc
uwagi dotyczace poprawno$ci redakcyjnej rozprawy nalezy zwrdci¢ uwage na

nastepujgce aspekty:

W mojej opinii nalezato polaczy¢ rozdziaty 2 i 3 (Hipotezy badawcze i Cel pracy).

10
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Rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” powinien by¢ zatytutowany ,,Wyniki badan” poniewaz

dyskusja wynikow zaprezentowana jest w kolejnym rozdziale.

Wszystkie tabele zawierajgce analizy statystyczne nalezalo zamie$ci¢ w Aneksie z

uwagi na obszerny zakres badan.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja jednak wartoci pracy poniewaz nie stanowig one o
powaznych bledach w kwestii redakcji opracowania, a stanowig bardziej sugestie

recenzenta.
Whiosek koncowy

Wszystkie powyzsze uwagi nie umniejszaja jednak ogélnej wartoSci pracy, a
lektura calosci pozwala na pozytywng oceng zalozen i warto$ci merytoryczne]

dysertacji.

Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Dagmary Poniewskiej jest interesujaca
i wartoéciowa rozprawg naukowg dotyczaca optymalizacji ekstrakcji inozytoli z nasion
gryki oraz mozliwosci wykorzystania gryki do produkcji nowych produktow
funkcjonalnych. Jest ona kompleksowym opracowaniem stanowigcym wartosciowy
przyczynek do istniejacego stanu wiedzy, zawiera rowniez elementy nowatorskie. Na

szczegblne podkreslenie zastuguje aplikacyjna warto$¢ pracy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona do recenzji praca doktorska jest
oryginalnym i warto§ciowym osiagnieciem naukowym a przedstawione uwagi nie
rzutuja na jej wysoka warto$¢ naukows. Rozprawa spelnia wszystkie wymagania
stawiane pracom doktorskim, wymienione w ustawie o stopniach naukowych i tytule

naukowym z dnia 14.03. 2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz. 595, art.13.1 z p6zn. zm.). Na tej

11
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podstawie wnosze o dopuszczenie Pani mgr inz. Dagmary Poniewskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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