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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory pt. ,,Wplyw polifenolowych
komponentéw preparatow blonnikowych na strukture bialek glutenowych i wlasciwosci
reologiczne ciasta”

Wyzwania, jakie wspotczes$nie stawiane sg przed agronomami, a w szczegdlnosci
agrofizykami dla projektowanych przez Nich proceséw technologicznych, wymagajg
formulowania pytan oraz poszukiwania odpowiedzi na poziomie molekularnym,
z zastosowaniem odpowiednich technik pomiarowych, wsrdd nich, bardzo czesto, z obszaru
spektroskopii molekularnej. Ta wtasnie grupa zagadnien stata si¢ podstawa rozprawy doktorskiej
Pani mgr Magdaleny Krekory. W pracy podj¢to probe okreslenia wpltywu wybranych kwaséw
fenolowych  (cytrynowego, kawowego, ferulowego, chlorogenowego, kumarowego,
galusowego, elagowego oraz taninowego) na strukturg biatek glutenowych. Wobec faktu, iz tak
suplementowane pieczywo nabywa waznych skladnikow prozdrowotnych i1 odzywczych,
przediozona rozprawa jest opracowaniem nie tylko interesujagcym, ale rowniez waznym. Wyniki
przeprowadzonych badan kierowane sg gtownie do $srodowisk zwigzanych z piekarnictwem,
a to z powodu powszechnego stosowania w procesie produkcji maki rafinowanej, pozbawione;j

btonnika pokarmowego oraz zwigzkoéw polifenolowych. Wzrastajaca §wiadomo$é w tej kwestii
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wydaje si¢ by¢ rowniez alternatywag dla gospodarowania odpadami po produkcji zbozowej

1 OWOCOwo-warzywnej.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Zakladzie
Fizycznych Wtasciwo$ci Materiatéw Ros$linnych oraz Laboratorium Oceny Jako$ci Surowcoéw
Zbozowych 1 Oleistych Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk pod kierunkiem znakomitego specjalisty w obszarze badan spektroskopowych —
dr hab. Agnieszki Nawrockiej. Osrodek, w ktorym przygotowana zostala rozprawa, nalezy
do czotowych krajowych centrow, w ktérych prowadzone s3 badania naukowe materiatéw
pochodzenia roslinnego. Oceniang rozprawe doktorska stanowi zestawienie czterech
oryginalnych artykuléw badawczych, opublikowanych w czasopismach specjalistycznych.
Udziat Doktorantki w tych pracach jest istotny. Wniosek ten opieram nie tylko na stosownym
o$wiadczeniu zamieszczonym na poczatku rozprawy, ale rowniez na pierwszym w kolejno$ci

autorstwie Doktorantki we wszystkich opublikowanych pracach.

Pani mgr Krekora ksztattowata swdj warsztat badawczy gtownie w oparciu o techniki
absorpcji 1 rozproszenia $wiatta w podczerwieni, a rezultaty tych badan ukazaly si¢ w latach
2020-2022. Prace charakteryzuja si¢ znacznymi wartosciami oddziatywania tzw. impact factor.
Food Hydrocolloids (IF 5.893), Food Biophysics (IF 3.34), oraz dwie prace w Journal of Cereal
Science (IF 2.938 1 4.075) indeksowanych odpowiednio dla réznych lat przyjecia prac do druku.
Tak duza liczba publikacji §wiadczy o zaangazowaniu i bardzo dojrzatym traktowaniu wiasne;j

przysztosci naukowej przez Doktorantke.

Przeprowadzone badania opierajg si¢ na skomplikowanej, w moim odczuciu, analizie
ewolucji aktywnos$ci pasm oscylacyjnych wyselekcjonowanych do monitorowania interakcji
pomigdzy biatkami glutenowymi i kwasami fenolowymi. Zwigzane jest to na przyktad
z przekrywaniem si¢ warto$ci energii, dla ktoérych przypadaja maksima absorbcji grup
chemicznych okreslanych potocznie zakresem amid 1. Jest to zazwyczaj pojedyncze, szerokie
pasmo, stad specyficzne wymagania, co do metody analizy polegajacej na konturowaniu
i dopasowaniu krzywych odzwierciedlajacych ksztatlt amidu I, prowadzace w rezultacie

do doktadniejszego wgladu w nakladajace si¢ oscylacje. Zauwazono, ze suplementacja



modelowego ciasta pszennego wspomnianymi kwasami podczas jego miesienia indukuje zmiany
w strukturze sieci biatek glutenowych zalezne od struktury kwasu fenolowego i jego aktywnos$ci
antyoksydacyjnej  (najwigksze = zmiany dotyczyly = dodatkéw  kwasu  kawowego
1 chlorogenowego). Pani magister analizowata probki pobierane przed i po tzw. rozpadzie ciasta
w wyniku miesienia. Na podstawie zebranych widm rdéznicowych wspomnianych prébek
wnioskowata o chemicznej naturze zmian powodowanych nadmiernym miesieniem. Analiza
bialkowego pasma amid I wskazywata na powstawanie agregatow, P-kartek 1 struktur
nieuporzadkowanych. Kwasy fenolowe w niewielkim stopniu wptywaly na zmiany
intensywnos$ci drgan oscylacyjnych charakterystycznych dla aminokwaséw aromatycznych,
ale miaty tez duzy wplyw na tzw. parametr konsystencji ciasta. Wzrost zawarto$ci kwasow

przyspieszat dynamike wzrostu konsystencji ciasta.

Zmiany strukturalne w cie$cie modelowym, ktore Pani Krekora obserwowala zaleznie
od liczby i rodzaju grup funkcyjnych obecnych w aromatycznym pierscieniu kwasu fenolowego,
staly si¢ takze bodzcem do przeprowadzenia kolejnych eksperymentow, majacych na celu
okreslenie wplywu rozmiaru czasteczki polifenolu suplementujgcej ciasto modelowe na strukture
tego ostatniego. Na podstawie przedstawionych wynikow tej czegsci badan mozna stwierdzic,
ze eksperymenty zostaly zaplanowane w sposob logiczny, tak aby sprawdzi¢ jak najwigcej
aspektow mogacych mie¢ wpltyw na oddzialywania zwigzkow dodawanych do cista. Tak jak
poprzednio, Pani magister, wykonala najpierw badania farinograficzne celem okreslenia
szybko$ci pojawienia si¢ punktu rozpadu ciasta. Stwierdzita, ze wraz ze wzrostem wielkosci
czasteczki polifenolu mozliwe jest dtuzsze jego miesienie. W przypadku dodatku najwickszej
analizowanej czasteczki (kwasu taninowego), nie zaobserwowata Ona rozpadu ciasta. Analiza
wynikéw spektroskopowych technikg FT-Raman pokazata, ze polifenole moga wchodzi¢
w interakcje z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych
lub wodorowych migdzy grupami -SH biatek i -OH polifenoli. Analiza pasma amid I
wskazywala, ze zmiany strukturalne suplementowanego ciasta dotycza gliadyn. Obecno$¢

wybranych do badan polifenoli prowadzita do zaburzenia cigglosci i stabilnosci sieci glutenowe;.



W dalszej czesci eksperymentow Pani mgr Krekora pokusita si¢ o badania struktury
drugorzedowej bialek. Interesowalo Jg zachowanie sieci glutenowej modyfikowanej kwasami
fenolowymi oraz efektem tzw. rozpadu ciasta powodowanym zbyt dtugim miesieniem. Wyniki
badan wskazuja na to, ze wydluzenie czasu miesienia do 75 min powodowalo zrywanie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych taczacych biatka glutenowe, a jednoczesnie
zrywanie silnych wigzan wodorowych migdzy biatkami a czasteczkami wody. Te ostatnie uwaza
si¢ za niezbedne do uzyskania nie tylko wlasciwego sieciowania biatek glutenowych,
ale odpowiadajace réwniez za pozadang strukture i wlasciwosci mechaniczne ciasta. Dodatek do
ciasta kwasow fenolowych (za wyjatkiem kwasu taninowego) prowadzit do rozpadu ciasta,
co powodowane bylo najprawdopodobniej bokowaniem grup -SH. Badania widm oscylacyjnych
ciast suplementowanych kwasami fenolowymi z grupy kwaséw cynamonowych wskazywaty
nato, iz tworzyly one wigzania wodorowe z siecig glutenowa, natomiast kwasy z grupy

galusowych zamykane byty w kieszeniach hydrofobowych biatek.

Dalsze badania Pani magister dotyczyly zmian struktury drugo- i trzecio-rzgdowej
biatek glutenowych wywotanych suplementacjg polifenolami ciasta pozbawionego skrobi.
W tym celu przeprowadzono eksperymenty metodami spektroskopii absorpcji w podczerwieni
oraz rozproszenia ramanowskiego. Zbadano interakcje bialka z o$mioma wybranymi
polifenolami przy zawartosci procentowej tych ostatnich: 0,05%, 0,1% 1 0,2%. Stwierdzono,
ze kwas galusowy, elagowy 1 taninowy powodowaly wzrost liczebnosci mostkow
dwusiarczkowych. Ponadto, dodatek kwaséw fenolowych zwigkszal intensywno$¢ pasma
charakterystycznego dla tryptofanu i zmienil $rodowisko tego aminokwasu na hydrofobowe.

Taki wynik wskazywat na fatldowanie si¢ tancuchow polipeptydowych.

W mojej ocenie warto$¢ merytoryczna osiggni¢¢ badawczych prezentowanych w ramach
rozprawy doktorskiej jest bardzo wysoka, zaréwno pod wzgledem poznawczym jak
1 aplikacyjnym. Z formalnego punktu widzenia, w przypadku rozpraw doktorskich stanowigcych
cze$¢ wieloautorskiego zbioru artykuldow, rozprawa Pani Krekory zawiera wigcej niz minimalnie
wymagang liczbe spojnych tematycznie i opublikowanych artykuldow w periodykach listy

czasopism punktowanych Ministerstwa Edukacji 1 Nauki. Rozprawa poprzedzona zostala



wymaganym streszczeniem w jezyku angielskim oraz rozdziatami, pelnigcymi zarazem role
wstepu jak 1 przegladu literaturowego. Cz¢$¢ ta zredagowana zostala, w mojej opinii, z wysoka
dbatoscia o szate graficzng oraz klarowno$¢ tresci. Rozdziat 3, pt. ,, Metodyka” poswigcony
zostal warsztatowej czes$ci pracy. Opis aparatury badawczej, zastosowanych parametrow
pomiarowych, przygotowania i suplementowania ciasta uwazam za napisany w sposob jasny
1 wystarczajacy do odtworzenia wynikéw pomiarow. Jako ,,zszywka” zbioru artykutow,
rozprawa nie zostawia doktorantowi wiele pola do wykazania si¢ talentem edytorskim.
Chciatbym jednak zaznaczy¢, ze czeSci formalne rozprawy zredagowane zostaty w sposéb

bardzo staranny.

W trakcie czytania rozprawy nasune¢to mi si¢ kilka uwag 1 watpliwosci, ktore w zaden
sposOb nie umniejszajg mojej pozytywnej oceny pracy, natomiast mam nadziej¢, ze beda

stanowily podstawe do ciekawej dyskusji w trakcie publicznej obrony:

e Roznice w widmach amid 1 dyskutowane w pracy jako ubytki badz wzrosty
intensywnos$ci okreslonych grup chemicznych uzyskiwano poprzez odejmowanie
od siebie widm probek suplementowanych i kontrolnych przy zatozeniu jednakowej
zawartosci wody w obu probkach. Czy prowadzone byly badania prawdziwosci tego
zaloZenia, np. poprzez monitorowanie zakresu spektralnego 2000 - 1750 cm™!?

e Nadmiarowy dodatek polifenoli, w szczegdlnosci przyjmowanych w czystej formie tych
zwigzkow jest uznawany za szkodliwy. Czy Doktorantka ma pomyst na ,bezpieczng
forme¢” suplementowania ciasta tymi zwigzkami?

e Pani magister zaobserwowala szereg zmian w strukturze drugorzedowej biatek.
Czy indukowane zmiany moga by¢ wrazliwe dla oséb z alergiami?

e Jednym z parametrow monitorowanych przez Doktorantke byta ekspozycja tryptofanu na
srodowisko zewngtrzne (polarne). Czy Pani magister moglaby zaproponowaé inne,
komplementarne metody badan organizacji tancuchéw polipeptydowych ze wskazaniem

ich stabych 1 mocnych stron?

Podsumowujac, chcialbym stwierdzi¢, iz Pani mgr Magdalena Krekora przedstawita

bardzo warto$ciowa rozprawe doktorska, opierajaca si¢ na wynikach precyzyjnie zaplanowanych



oraz przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Badania te wymagaty swobodnego
poruszania si¢ w ramach wielu podej$¢ metodologicznych. Rozprawa doktorska opiera si¢
na oryginalnych wynikach prac oraz analiz ogloszonych w czterech artykutach opublikowanych
w renomowanych mig¢dzynarodowych czasopismach specjalistycznych, dowodzac dojrzatosci
naukowej Doktorantki. W mojej opinii oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymogi
zwyczajowe 1 formalne stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Uprzejmie wnosze
o dopuszczenie Pani magister do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego, w szczegodlnosci
do publicznej obrony.

Majac na uwadze warto§¢ merytoryczng 1 naukowa badan przeprowadzonych przez
mgr Krekore, uprzejmie wnosze rowniez do Rady Dyscypliny o rozwazenie mozliwo$ci uznania
przedmiotowej rozprawy doktorskiej za wyrdzniajaca.

Gratuluje Doktorantce oraz Pani Promotor cennych rezultatéw badan.



