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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory
pt. Wptyw polifenolowych komponentdw preparatéw btonnikowych

na strukture biatek glutenowych i wtasciwosci reologiczne ciasta

wykonanej w Instytucie Agrofizyki im. Bohdana Dobrzarnskiego

Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem naukowym dr hab. Agnieszki Nawrockiej

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostata wykonana na podstawie Uchwaty Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN z dnia 12.12.2022r, pisma Dyrektora
Instytutu prof. dr hab. Cezarego Stawinskiego, czt. koresp. PAN (RN-431-1/20
z dnia 14.12.2022) oraz rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory.

Podstawa prawna niniejszej recenzji sa przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U.z 2018 r. poz. 1669).

2. Ocena formalna recenzowanej rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl
czterech publikacji opublikowanych w latach 2020-2022 po uprzedniej ocenie
merytorycznej recenzentdw w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.
Tytut rozprawy jest zgodny z przeprowadzonymi i opublikowanymi badaniami.
W sktad rozprawy wchodzg, nastepujace publikacje:

1. Krekora, M., Szymariska-Chargot, M., Niewiadomski, Z., Mis, A., & Nawrocka,
A. (2020). Effect of cinnamic acid and its derivatives on structure of gluten
proteins — A study on model dough with application of FT-Raman spectroscopy.
Food Hydrocolloids, 107, 105935.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.105935.



SZKOEA GEOWNA
GOSPODARSTWA
WIEJSKIEGO

2. Krekora, M., Nawrocka, A (2022). Effect of a polyphenol molecular size on the gluten proteins—
polyphenols interactions studied with FT-Raman spectroscopy. Food Biophysics.
doi:10.1007/s11483-022-09740-z.

3. Krekora, M., Mig, A, & Nawrocka, A. (2021). Molecular interactions between gluten network and
phenolic acids studied during overmixing process with application of FT-IR spectroscopy. Journal of
Cereal Science, 99, 103203. https://doi.org/10.1016/].jcs.2021.103203.

4. Krekora, M., Nawrocka, A. (2022). The influence of selected polyphenols on the gluten structure - a
study on gluten dough with application of FT-IR and FT-Raman spectroscopy. Journal of Cereal
Science, 108, 103570. https://doi.org/10.1016/j.jcs.2022.103570

Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR),
przyporzadkowanych do dyscypliny technologia zywnoscii zywienia wg listy MEIN z 2021 roku. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguja ilosciowe wskazniki charakteryzujace publikacje wchodzace w sktad
ww. monotematycznego cyklu. £aczna liczba punktéw obliczona wg daty opublikowania prac wynosi 490
pkt. MEIN, a sumaryczny IF = 16,25, co nalezy uzna¢ za wskazniki w petni wystarczajace przy ubieganiu sig¢
o stopien naukowy doktora.

Powyzsze prace sa wieloautorskie. Dwie z nich to prace Doktorantkii Promotorki, jedna z nich jest z udziatem
jeszcze jednego autora, natomiast sktad autorski jednej z nich sktada sie w sumie z pieciu wspdtautoréw. We
wszystkich pracach mgr Magdalena Krekora jest pierwszym autorem.

Whktad Doktorantki w oryginalne prace twdrcze polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodologii, przeprowadzeniu badan i analiz statystycznych oraz przygotowaniu oryginalnego manuskryptu.

Przedstawiona do recenzji dysertacja ma typowy uktad rozprawy doktorskiej powstatej na bazie spdjnego
tematycznie zbioru publikacji naukowych. Przedtozona dysertacja oprécz kopii opublikowanych artykutdw
zawiera rdowniez opracowanie liczace 40 strony maszynopisu, stanowigce syntetyczny opis
przeprowadzonych badan.

Obejmuje ono obszerne streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep opisujacy gtéwne obszary
badawcze podejmowane w pracy doktorskiej, cele i hipotezy badawcze, opis materiatu i metodyki,
jak i omdwienie uzyskanych wynikéw badan w formie opisu poszczegdlnych publikacji z krétkim
wprowadzeniem pozwalajacym lepiej rozumie¢ zagadnienia stanowigce przedmiot danego badania.
Rozprawe wiericzg wnioski z przeprowadzonych badan, jak i bibliografia sktadajgca sie z 36 pozycji.

Strona edytorska pracy jest jak najbardziej poprawna i nie budzi wiekszych zastrzezen, a prezentacja wynikéw
w publikacjach jest bardzo czytelna. Oczywistym jest fakt, ze nie wszystkie dane z publikacji znalazty
odzwierciedlenie w opisie rozprawy w jezyku polskim i nie jest to btedem. Doktorantka swobodnie postuguje
sie fachowym jezykiem angielskim w opublikowanych pracach.

Reasumujac, uwazam, iz przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne
ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.

3. Ocena wyboru tematu oraz zakresu pracy

Obecnie rosnie zainteresowanie konsumentdéw zywnoscig o charakterze prozdrowotnym i jej pozytywnym
wptywem na organizm. Chleb pszenny jako podstawowy element codziennej diety odgrywa wazng role
w zywieniu cztowieka. Z tego powodu fortyfikacja pieczywa pszennego w zwiazki znane z korzystnego
wptywu na zdrowie moze by¢ dobrym sposobem na urozmaicenie i wzbogacenie diety. Chleb pszenny mozna
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fortyfikowa¢ miedzy innymi preparatami btonnika pokarmowego, ekstraktami polifenoli albo surowcami
bogatymi w polifenole. Dodanie polifenoli do ciasta pszennego prowadzi do zmian w strukturze sieci glutenu
i jego witasciwosci mechanicznych. Zmiany te moga byé zwiazane gtéwnie z wbudowaniem zwigzkdéw
fenolowych w sie¢ glutenu i/lub zamknieciem ich w kieszeniach hydrofobowych.

Sied glutenu powstaje w ciescie w obecnosci wody. Biatka glutenowe (gliadyny i gluteniny) sg potaczone ze
sobg wiagzaniami kowalencyjnymi (wigzania peptydowe i mostki dwusiarczkowe) i niekowalencyjnymi
(wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe i sity van der Waalsa). Lokalizacja i rodzaj wigzan
chemicznych wystepujacych w sieci glutenu moga by¢ modyfikowane przez substancje dodawane do
matrycy. Interakcje pomiedzy biatkami glutenu a polifenolami mogg obejmowaé tworzenie wigzan
wodorowych i kowalencyjnychC - NiC-S.

Interakcje biatka glutenowe - polifenole mogg zaleze¢ od struktury, wielkosci, masy czasteczkowej lub
rodzaju grup funkcyjnych obecnych na pierscieniu aromatycznym polifenoli. Wczesniejsze badania
Promotorki wykazaty, ze zmiany obserwowane w strukturze sieci glutenu uzupetnionego polifenolami zaleza
od rodzaju grup funkcyjnych obecnych na pierscieniu aromatycznym i ich wtasciwosci antyoksydacyjnych.

W zwiagzku z tym wazne jest okreslenie, z jakimi sktadnikami ciasta oddziatujg polifenole oraz jaki jest
mechanizm tych oddziatywan, jak i w jaki sposéb moga wptywaé na jakosé pieczywa. Oceniam, ze wybdr
tematu rozprawy doktorskiej jest wazny z punktu widzenia rozwoju badan podstawowych z obszaru interakcji
glutenu z innymi sktadnikami matryc zywnosciowych, jakim jest pieczywo pszenne.

Zakres pracy obejmowat gtédwnie badania na ciescie modelowym i glutenowym, a gtéwnymi metodami
pomiarowymi wykorzystywanymi w badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie byty metody
spektroskopowe: spektroskopia ramanowska z transformata Foruriera (FT-Raman) i spektroskopia
w podczerwieni z transformatg Fouriera (FT-IR), co odzwierciedla metody uzywane przez innych badaczy
w tego typu badaniach.

4. Charakterystyka i ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu polifenolowych komponentéw preparatéw
btonnikowych (wybranych kwasdéw fenolowych) na strukture biatek glutenowych w dwdch rodzajach ciasta
pszennego (modelowe ciasto pszenneiciasto glutenowe). Ponadto celem badan przedstawionych w tej pracy
byto zbadanie wtasciwoscireologicznych ciasta modelowego powstatego w wyniku suplementacji wybranymi
kwasami fenolowymi.

Cel ten zostat zweryfikowany poprzez postawione przez Doktorantke hipotezy badawcze, ze

1. w procesie miesienia pszennego ciasta modelowego/glutenowego kwasy fenolowe tworza
kompleksy z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych, wodorowych oraz
hydrofobowych. Prowadzi to do zmiany struktury drugorzedowej, konformacji mostkdw
disiarczkowych i sSrodowiska dwdch aminokwaséw aromatycznych - tyrozyny i tryptofanu;

2. kwasy fenolowe mogg by¢ zamykane w kieszeniach hydrofobowych utworzonych przez taricuchy
polipeptydowe podczas miesienia ciasta;

3. interakcje pomiedzy kwasami fenolowymi a biatkami glutenowymi nie powodujg rozerwania
mostkéw disiarczkowych. Zaktada sie natomiast przeksztatcenie wigzan S-S z konformaciji
najbardziej stabilnej energetycznie (gauche-gauche-gauche) do mniej stabilnych (trans-gauche-
gauche i trans-gauche-trans) oraz tworzenie wigzan pomiedzy wolnymi grupami SH i kwasami
fenolowymi;
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4. kwasy fenolowe powodujg agregacje biatek glutenowych.

Rozdziat dotyczacy metodyki zostat napisany poprawnie, a wszystkie metodyki sa mozliwe do odtworzenia
przez kolejnych naukowcdéw. Na pozytywng uwage zastuguije fakt, ze Doktorantka postanowita postuzy¢ sie
ciastem modelowym w celu wytaczenia interakeji z innymi sktadnikami w matrycy. Analiza statystyczna jest
dobrana poprawnie do typu badan.

W publikacji 1 pt. Effect of cinnamic acid and its derivatives on structure of gluten proteins — A study on
model dough with application of FT-Raman spectroscopy - Spektroskopia Ramana z transformacja Fouriera
zostata zastosowana do zbadania interakcji pomigdzy biatkami glutenowymi i pigcioma kwasami fenolowymi
podczas mieszania ciasta modelowego. Wybrano kwasy fenolowe: cynamonowy, p-kumarowy, kawowy,
ferulowy i chlorogenowy, ktére dodano w ilosci 0,05%, 0,1% i 0,2%. Zwiazki te réznia si¢ rodzajem grup
funkcyjnych obecnych przy fenolowym pierscieniu aromatycznym, a tym samym aktywnoscia
antyoksydacyjna. Wyniki badan farinograficznych wskazaty na zmiane zachowania ciasta w obecnosci
kwaséw fenolowych, ktérg mozna uznaé za rozpad ciasta. Zjawisko to zachodzi najszybciej w przypadku
kwasu kofeinowego, a najwolniej w przypadku kwasu p-kumarowego, ktére charakteryzujg sie odpowiednio
najwyzsza i najnizszg aktywnosdcig antyoksydacyjna. Zmiany strukturalne obserwowane w biatkach
glutenowych zaleza réwniez od aktywnosci antyoksydacyjnej kwaséw fenolowych. Najwigeksze zmiany
zaobserwowano w konformacji mostkdéw dwusiarczkowych, zawartosci wolnych grup SH i otoczeniu
tryptofanu w wyniku dodania kwaséw kofeinowego i chlorogenowego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane
kwasy fenolowe moga wchodzié¢ w sie¢ glutenu lub moga by¢ zamkniete w kieszeniach hydrofobowych bez
tworzenia wiazan chemicznych.

W publikacji 2 pt. Effect of a polyphenol molecular size on the gluten proteins — polyphenols interactions
studied with FT-Raman spectroscopy zmiany obserwowane w strukturze sieci glutenu w wyniku fortyfikacji
ciasta polifenolami moga zalezeé¢ od liczby i rodzaju grup funkcyjnych przy pierscieniu aromatycznym,
aktywnosci antyoksydacyjnej i wielkosci czasteczki polifenolu. Niniejsze badania pokazujg wptyw polifenoli
réznigcych sie wielkoscig czasteczki (kwas galusowy, elagowy i taninowy) na strukture sieci glutenu badang
za pomocy spektroskopii FT- Raman. Do ciasta modelowego dodawano polifenole w ilosci 0,05%, 0,1%
i 0,2%. Badania farinograficzne wykazaty, ze tylko kwasy galusowy i elagowy prowadzity do rozpadu ciasta,
natomiast kwas taninowy (najwieksza czasteczka) stabilizowat sie¢ glutenu. Wyniki badan spektroskopowych
wskazuja na tworzenie sie kowalencyjnych lub wodorowych wiazan pomiedzy grupami SH biatka i grupami
OH polifenoli. Ponadto we wszystkich widmach zaobserwowano silne ujemne pasmo, ktére mozna przypisaé
a-helisom. Sugeruje to, ze zmiany strukturalne mogg dotyczyé gtédwnie gliadyny. Jesli chodzi o aminokwasy
aromatyczne, polifenole nie miaty wptywu na wzdr wigzania wodorowego tyrozyny, natomiast
mikrosrodowisko tryptofanu zmienito sie znacznie na bardziej hydrofobowe. Moze to swiadczyé o fatdowaniu
taricuchdéw polipeptydowych i tworzeniu bardziej zwartej i uporzagdkowanej sieci glutenu. Wyniki wskazuja,
ze mostki dwusiarczkowe moga zostaé przerwane podczas mieszania ciasta i czasteczki fenoli tworzg
wigzania z grupami SH cysteiny. Potwierdza to wtgczenie polifenoli do sieci glutenu.

Publikacja 3 pt. Molecular interactions between gluten network and phenolic acids studied during
overmixing process with application of FT-IR spectroscopy opierata si¢ na badaniach za pomoca
spektroskopii FT-IR zmian strukturalnych w sieci glutenu spowodowanych uzupetnieniem ciasta
modelowego wybranymi kwasami fenolowymi. Dodatkowo okreslono wptyw nadmiernego mieszania
(wydtuzenie czasu mieszania do 60 i 75 min) na strukture glutenu. Osiem kwasdéw fenolowych (pochodne
kwasu cynamonowego i galusowego) rdznigcych sie grupami funkcyjnymi obecnymi przy pierscieniu
aromatycznym i wielkoscig czasteczki dodano do ciasta modelowego w ilosci 0,05%, 0,1% i 0,2%. Zmiany



SZKOEA GEOWNA
GOSPODARSTWA
WIEJSKIEGO

strukturalne w wyniku suplementacji badano w probkach pobranych przed rozpadem ciasta i pod koniec
mieszania ciasta. Analiza zmian w strukturze drugorzedowej i populacji wody wykazata, ze proces
nadmiernego mieszania w potaczeniu z suplementacja doprowadzit do stopniowego mechanicznego
zniszczenia, ktére dotyczy gtédwnie glutenin. Zaobserwowano tworzenie sie agregatéw, rozpad
wewnatrzczasteczkowych wigzarn wodorowych w sieci glutenu oraz rozpad silnych wigzan H pomiedzy
biatkami glutenu i czasteczkami wody. Dodatkowo wyniki prébek "przed rozpadem ciasta" wskazaty, ze
pochodne kwasu cynamonowego moga wbudowywaé sie w sie¢ glutenu, natomiast pochodne kwasu
galusowego mogg by¢ zamkniete w kieszeniach hydrofobowych i konkurowaé o wode z biatkami glutenu.

Ostatnia publikacja, czyli The influence of selected polyphenols on the gluten structure - A study on gluten
dough with application of FT-IR and FT-Raman spectroscopy dotyczyta tego, ze spektroskopia FT-IR i FT-
Raman zostaty zastosowane do zbadania interakcji pomiedzy biatkami glutenowymi a osmioma polifenolami
w ciescie glutenowym (bez skrobi). Polifenole dodawano w ilosci 0,05%, 0,1% i 0,2% do ciasta glutenowego.
Na podstawie widm FT-IR badane zwigzki podzielono na trzy grupy, w zaleznosci od rodzaju zmian, jakie
wywotujg w strukturze drugorzedowej biatek glutenowych. Zmiany wywotane przez kazda grupe polifenoli
byty scisle zwigzane z réznga liczbg i rodzajem grup funkcyjnych obecnych w fenolu, a takze z ich wielkoscig
czasteczkowa. Kwas galusowy, elagowy i taninowy powodowaty wzrost liczby mostkéw dwusiarczkowych w
konformacji g-g-g. Wszystkie badane kwasy fenolowe zwigkszyty intensywnosé pasma tryptofanu i zmienity
Srodowisko tego aminokwasu na bardziej hydrofobowe. Taki wynik wskazuje na tworzenie sie bardziej
uporzadkowanej struktury i sktadanie taricuchdw polipeptydowych.

Rozprawe doktorska zamykaja wnioski, w ktdérych Doktorantka stwierdzita, ze hipotezy badawcze zostaty
potwierdzone przy pomocy przedstawionych wynikéw badan i opublikowane w czasopismach. Ponadto,
umieszczono 12 stwierdzen dotyczacych poszczegdlnych obserwacii.

Z obowigzku recenzenta chciatbym jednak zwréci¢é uwage na pewne drobne btedy natury redakcyjnej
oraz niescistosci dostrzezone w przedstawionym do recenzji maszynopisie:

1. W Streszczeniu Doktorantka uzywa okreslenia ,zdrowa zywnos¢”. Z punktu widzenia zywieniowego
nie ma ostrej granicy miedzy zdrowg a niezdrowg zywnoscia, wiec sugerowatbym uzywanie innego
terminu, jak np. zywnosé o wysokiej wartosci odzywczej lub o podwyzszonej wartosci odzywcze;.

2. Nastepnie wskazano, ze Obecnie pieczywo jak i inne produkty pszenne wytwarzane sq z maki
rafinowanej, pozbawionej waznych sktadnikéw odzywczych tj. btonnik pokarmowy i zwigzki
polifenolowe. Sktadniki odzywcze w rozumieniu prawa zywnosciowego to biatko, weglowodany,
ttuszcz, btonnik, séd, witaminy i sktadniki mineralne oraz substancje, ktére naleza do jednej z tych
kategorii lub stanowig jej sktadniki. Polifenole nie nalezg do sktadnikdw odzywczych, poniewaz nalezg
do grupy wtdérnych metabolitédw roslin, co czyni je substancjami (sktadnikami) bioaktywnymi.

3. Dos¢ istotnym btedem merytorycznym, ktdry pojawia sie w pracy jest stwierdzenie ,suplementacji”
pieczywa. Rozumiem, ze jest to swego rodzaju anglicyzm, natomiast zgodnie z definicjg Stownika
Jezyka Polskiego, jak i ogdlnie przyjetymi normami w naukach o zywnosci ,suplementacja” to
uzupetnianie diety o niezbedne witaminy i sktadniki mineralne. W przypadku produktéw
zywnosciowych, w ktérych znajdujemy niewystepujace w typowych warunkach sktadniki mozemy
mowic o fortyfikacji, wzbogacaniu lub zwiekszaniu udziatu okreslonego sktadnika.

4. W czedci 3.2 Przygotowanie ciasta modelowego Doktorantka napisata, ze Ciasto modelowe
wzbogacano w wybrane kwasy fenolowe w trzech stezeniach: 0.05%, 0.1%, 0.2%. Zawartosc
kwaséw fenolowych ustalono na podstawie ich rzeczywistych zawartosci w preparatach
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btonnikowych. Natomiast nie ma wskazania jaka metoda okreslono te rzeczywistg zawartosé
w preparatach btonnikowych.

W rozdziale 5, czyli Wnioskach Doktorantka ograniczyta sie wytacznie do stwierdzenia, ze hipotezy
zostaty potwierdzone bez powrotu do ich tresci, co nie jest btedem, ale w mojej opinii warto by byto
wskazad na podstawie czego zostaty potwierdzone. Ponadto, zwrot ,hipotezy zostaty potwierdzone”
nie jest do konca precyzyjny. Radzitbym uzywanie zwrotu, ze hipoteze zweryfikowano pozytywnie
lub negatywnie.

Btedy te w zaden sposéb nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy, ktérg ogdlnie oceniam bardzo
wysoko.

Odnoszac sie do przedstawionej rozprawy oraz przeprowadzonych przez Doktorantke badan prositbym
o ustosunkowanie sie do ponizszych kwestii:

1.

5.

Z czego wynika dos$¢é dtugi czas miesienia zastosowany w pracy wynoszacy od 30 do 120 minut
w przypadku badan farinograficznych i w jaki sposéb mozna go skorelowaé z czasem miesienia
wystepujagcym w praktyce przemystowej wynoszacym do kilku lub kilkunastu minut?

Czy podczas procesu miesienia zawartosé poszczegdlnych kwaséw fenolowych mogta ulegad
zmianie np. na skutek utlenienia?

W Publikacji 1. Doktorantka wspomina, ze Po czasie to nastepowato chemiczne uaktywnienie
kwasdw, co na farinogramie obserwowano jako wzrost konsystencji ciasta w pordwnaniu
z kontrolg. Co jest rozumiane jako ,chemiczne uaktywnienie kwaséw"?

W jaki sposdéb powyzsze badania mogg mie¢ zastosowanie w praktyce przemystowej z zakresu
piekarnictwa?

Podsumowanie i wniosek koricowy

Praca doktorska Pani mgr Magdaleny Krekory jest kompleksowym studium uzupetniajgcym luke w swiatowej
literaturze na temat interakcji biatek glutenowych oraz polifenoli pochodzacych w preparatéw btonnikowych.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymogi formalne przedstawione
w ustawie — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. Poz. 1668, z pdzn. zm.) i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny
Krekory do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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/Dr hab. Marcin Kurek, prof. SGGW/



