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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory pt. ,,Wplyw
polifenolowych komponentow preparatow blonnikowych na strukture bialek

glutenowych i wlasciwosci reologiczne ciasta”

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawg formalng opracowania recenzji jest uchwata Nr 2333/P23/2022 powotujaca
mnie w dniu 12 grudnia 2022 r. przez Rad¢ Naukowg Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego w Lublinie na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory.

Przewdd zostal wszczgty w obszarze nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo
i ogrodnictwo.

2. Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Wytwarzanie ciasta pszennego jest podstawowym procesem w produkcji pieczywa,
decydujacym o wiasciwosciach wyrobow finalnych. Podczas miesienia nastepuje potaczenie w
jednolita mas¢ sktadnikow ciasta i ksztaltowanie jego whasciwosci, determinujacych przede
wszystkim teksture i objetos¢ chleba. Cechy te w szczegdlnosci zwigzane sg z iloscig
i jakos$cig biatek glutenowych. Obecnie modne wzbogacane pieczywa dodatkami ro§linnymi,
bedacych cennym zrodlem blonnika i wielu zwigzkéw bioaktywnych, w tym szczegolnosci
polifenoli, prowadzi z jednej strony do polepszenia potencjalu prozdrowotnego wyrobow
piekarskich, z drugiej zas powoduje zmiany w strukturze sieci glutenowej, a tym samym
oddziatuje na jakos¢ wyrobow finalnych. Poznanie tych oddziatywan jest nie tylko wazne z
poznawczego punktu wiedzenia, ale moze si¢ rowniez przyczyni¢ do optymalizacji produkcji
wyrobow piekarskich. Dlatego tez podjgcie przez Panig magister Magdale Krekore tematu
dotyczacego wptywu polifenolowych komponentéw preparatow blonnikowych na strukture
biatek glutenowych 1 wtasciwosci reologiczne ciasta bardzo dobrze wpisuje si¢ w te tematyke.

3. Ogoélna charakterystyka rozprawy

Na rozprawe sktada si¢ cykl czterech publikacji wydanych w czasopismach naukowych
o tacznej punktacji MNiSW wynoszacej 490 punktow i sumarycznym wskazniku Impact Factor

16,246. Dwie z prac wchodzacych w sktad osiagnigcia zostaly opublikowane w Journal of



Cereal Sciences, jedna w Food Hydrocoloids i jedna w Food Biophysics. W dwoch pracach
udzial Doktorantki wynosi 60% a pozostatych dwoch 70%.

Celem rozprawy bylo przeanalizowanie wplywu wybranych kwaséw fenolowych
(ferulowego, kumarowego, kawowego, galusowego, elagowego i taninowego) na strukture
biatek glutenowych oraz wiasciwos$ci fizyczne ciasta modelowego i glutenowego.

Autorka we wstepie rozprawy doktorskiej przedstawita charakterystyke glutenu oraz
opisata proces powstawiania jego struktury podczas tworzenia ciasta pszennego. Dokonata
takze charakterystyki polifenoli ze szczegdlnym uwzglgdnieniem kwasow fenolowych opisujac
rodzaje ich oddziatywan w uktadzie biatko-polifenol. Opierajac si¢ na aktualnej literaturze
wskazata, ze kwasy fenolowe moga mie¢ wptyw na proces tworzenia ciasta pszennego poprzez
rézne rodzaje interakcji z biatkami glutenowymi. Powoduje to zmiany w strukturze sieci
glutenowej, a tym w samym oddziatuje na wlasciwos$ci mechaniczne ciasta, decydujace 0
cechach jako$ciowych pieczywa. Cheac poznaé zakres tych oddziatywan, jak rowniez wyjasni¢
mechanizm ich powstawania Doktorantka prawidtowo sformutowata cel pracy oraz hipotezy
badawcze.

W celu przeprowadzenia badan Doktorantka wytworzyta ciasto modelowe, ktore
uzyskata poprzez polaczenie skrobi pszennej i glutenu pszennego w proporcji wagowej 80:15
oraz przyjmujac wodochtonnos¢ maki na poziomie 65%. Wytworzenie ciasta modelowego
miato na celu wyeliminowanie wptywu na uzyskane wyniki badan takich sktadnikow, jak
btonnik czy zwiazki fenolowe, ktore wystepuja w mace handlowej. Do tak przygotowanego
uktadu dodawano wybrane kwasy fenolowe w trzech stezeniach (0.05, 0,1 i 0,2 %). Proces
wytwarzania kontrolnego oraz suplementowanego kwasami fenolowymi ciasta analizowano
przeprowadzajac testy farinograficzne przy znacznie wydtuzonym czasie miesienia ciasta.

Drugi etap badan dotyczyt badan spektroskopowych i biochemicznych ciasta
modelowego i glutenowego, do ktorego dodawano kwasy fenolowe. Tak przygotowane proby
suszono sublimacyjnie oraz rozdrabniano do postaci proszku. W dalszej czgsci,
przeprowadzono analizy przy wykorzystaniu spektroskopii FT-Ramana i spektroskopii w
podczerwieni. Oznaczono réwniez wolne grupy SH. Wyniki uzyskanych badan poddano
analizie statystycznej, wykorzystujac jednoczynnikowa analize wariancji oraz test Tukey a.

W pierwszej publikacji (P.1) Doktorantka analizowata wptyw kwasow fenolowych
(cynamonowego, p-kumarowego, kawowego, ferulowego i chlorogenowego) na witasciwosci
farinograficzne modelowego ciasta pszennego oraz zmiany struktury drugo- i trzeciorzedowa
biatek glutenowych. Wykazata, ze dodatek fenolokwasow do ciasta istotnie oddziatuje na jego

wlasciwosci fizyczne, powodujagc po pewnym czasie miesienia uzyskanie wyraznego
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ekstremum krzywej farinograficznej, a nastepnie gwattowny spadek opornosci na
oddziatywania mechaniczne. Swiadczy to o gwaltownym ostabieniu struktury glutenu i jego
rozpadzie. Co istotne, Doktorantka zaobserwowata, ze oslabienie to bylo powigzane z
aktywnoscig przeciwutleniajagcg kwasow fenolowych. Im wyzsza byta aktywno$¢ danego
fenolokwasu, tym rozmigkczenie ciasta nastgpowalo szybciej. Natomiast analiza widm
wykonana przy uzyciu spektroskopii Ramana wykazata, ze dodatek kwaséw fenolowych do
modelowego ciasta pszennego powodowal zmiany w strukturze trzeciorzgdowej sieci
glutenowej, sugerujgc tym samych wbudowywanie si¢ kwasow fenolowych w sie¢ glutenowa,
ale rowniez ich obecno$¢ w kieszeniach hydrofobowych utworzonych przez biatko.
Doktorantka wywnioskowata takze, ze obecnos$¢ kwasow fenolowych w ciescie pszennym
moze powodowac redukcje wigzan dwusiarczkowych i zwigzane z tym ostabienie struktury
ciasta. Ponadto przeprowadzita badania mikrosrodowiska aminokwaséw aromatycznych,
stwierdzajac, ze reszty tyrozyny nie uczestniczag w tworzeniu nowych wigzan wodorowych.
Wykazata takze, ze reszty tryptofanu sg bardziej wrazliwe na obecnos¢ kwasdéw fenolowych
niz reszty tyrozyny, przy czym wrazliwo$¢ ta jest SciSle powigzana z aktywnoscia
przeciwutleniajaca fenolokwasow.

W kolejnej pracy (P.2) wchodzacej w sktad osiggnigcia Doktorantka przeanalizowata
wpltyw kolejnych kwaséw fenolowych (galusowego, elagowego, taninowego) na wlasciwosci
farinograficzne ciasta pszennego oraz strukture sieci glutenowej, wykorzystujac do tego celu
spektroskopi¢ Ramana z transformacjg Furiera (FT-Raman). Podobnie jak w pracy P.1
wytworzyla ciasto modelowe, do ktérego dodawala wybrane kwasy fenolowe w postaci
sproszkowanej w trzech udziatach (0.05, 0,1 i 0,2 %) w stosunku do masy maki. Doktorantka
wykazata, ze obecnos¢ w ciescie pszennych kwasu galusowego i1 elagowego moze przyczyniaé
si¢ do ostabienia struktury glutenu i w konsekwencji rozpadu ciasta, a czas wystapienia
ekstremum na krzywej obrazujacej zmiany konsystencji ciasta wydluza si¢ wraz ze wzrostem
wielkosci czagsteczki uzytego kwasu. Co wazne, Doktorantka nie stwierdzita negatywnego
wplywu kwasu taninowego na strukture ciasta - zwiazek ten przyczynit si¢ do stabilizacji sieci
glutenowej. Ponadto analiza uzyskanych widm wykazata, ze kwasy fenolowe moga
oddziatywa¢ z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych Iub
wodorowych pomiedzy grupami SH biatka a grupami OH kwasu fenolowego. Dodatkowo
doktorantka udowodnita, ze obecnos¢ fenolokwaséw w sieci glutenowej nie wplywa na
tworzenie wigzan wodorowych z tyrozyng. Analizujgc widma réznicowe wykazata natomiast,
ze kwas galusowy moze czeSciowo chroni¢ biatka glutenowe przed agregacja, a jedyna

struktura, ktora zmieniata si¢ wraz ze stezeniem kwasu elagowego, byty struktury a-helisy. Na
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postawie analizy widm Kandydatka zaobserwowala takze, ze zmiany strukturalne ciasta
dotycza gtownie gliadyn. Ponadto stwierdzita takze, ze na uzyskanych widmach wystepuja
pasma zwigzane ze strukturg [, co wskazuje, ze zaré6wno dodatek polifenoli do ciasta
pszennego, jak 1 jego nadmierne miesienie moze prowadzi¢ do oslabienia stabilnosci sieci
glutenowej.

W kolejnej pracy (P.3) Doktorantka wykorzystata spektroskopie¢ w podczerwieni do
analizy zmiany w strukturze drugorzgdowej biatek glutenowych oraz populacjach wody,
spowodowane suplementacjag ciasta modelowego wybranymi kwasami fenolowymi,
roéznigcymi si¢ liczbg i rodzajem grup funkcyjnych jak i wielkoScig czasteczki. Ponadto
przeanalizowata wpltyw wydluzonego miesienia ciasta na struktur¢ biatek glutenowych.
Doktorantka wykazata, ze dtuzsze (75 min) wyrabianie ciasta powoduje zniszczenie jego
struktury poprzez rozerwanie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w  sieci
glutenowej oraz rozerwanie wigzan wodorowych pomiedzy biatkami glutenu (glownie
glutenin) a czgsteczkami wody. Przy czym dodatek analizowanych kwasow fenolowych (poza
kwasem taninowym) do modelowego ciasta prowadzi do jego rozpadu objawiajacego si¢
bardzo szybkim, niemal natychmiastowym zniszczeniem struktury glutenowej. Ponadto
Doktorantka udowodnita, ze sposob oddziatywania na ciasto zalezy od rodzaju dodanych
fenolokwasow sugerujac, iz pochodne kwasu cynamonowego wbudowujg sie w sie¢ glutenowa,
tworzac wigzania wodorowe. Natomiast pochodne kwasu galusowego zamykajg si¢ w
kieszeniach hydrofobowych, badZ tez w niewielkim stopniu oddziatywaly z siecig glutenowa.
Z Kkolei badania populacji wody wykazaty, ze grupy pochodnych kwasu galusowego
konkurowaty z biatkami glutenowymi o wode, odwrotnie niz w przypadku pochodnych kwasu
Cynamonowego.

W ostatniej pracy (P.4) wchodzacej w skiad osiggnigcia analizowano interakcje
kwasow fenolowych z biatkami w ciescie glutenowym. Uwzgledniono zaréwno pochodne
kwasu cynamonowego (kwas cynamonowy, kawowy, kumarowy, ferulowy i chlorogenowy)
oraz benzoesowego (kwas galusowy, elagowy i taninowy). Na podstawie uzyskanych wynikoéw
Doktorantka stwierdzita, ze wprowadzenie wymienionych kwasow do ciasta glutenowego
powoduje zmiany w strukturze bialek glutenowych. Przy czym w przypadku wzbogacenia
ciasta kwasem cynamonowym zaobserwowala pasmo dodatnie zwigzane z tworzeniem
agregatow. Natomiast w przypadku pozostalych kwasow stwierdzita wystepowanie pasma
ujemnego, jak i dodatniego zwigzanego z antyrownolegtymi B-kartkami, wskazujgce rowniez

na agregacj¢ bialek. Ponadto badania probek ciasta z dodatkiem kwasu chlorogenowego



wykazaly obecno$¢ pasm zwigzanych ze strukturg a-helisy, co sugeruje iz kwas ten moze
réwniez oddzialywac z gliadynami.

Podsumowujac osiggniecie Doktorantki, nalezy stwierdzi¢, ze potwierdzita ona
postawione w niniejszej pracy hipotezy badawcze. Autorka wykazata na uktadach
modelowych, ze kwasy fenolowe tworza kompleksy z biatkami glutenowymi prowadzace do
powstania wigzan kowalencyjnych wodorowych oraz hydrofobowych, a obserwowane zmiany
w strukturze drugorzedowej bialek mogg dotyczyé zardwno gliadyn jak i glutenin. Ponadto
zmiany te prowadzg do przeksztatcenia wigzan dwusiarczkowych w forme¢ mniej stabilna,
prowadzac tym samym do zniszczenia struktury ciasta podczas jego dtugotrwatego miesienia.
Doktorantka wykazata takze, ze w trakcie tego procesu kwasy fenolowe prowadza do agregacji
biatek glutenowych, zarowno w ciescie modelowym, jak i glutenowym, spowodowang
rozerwaniem wigzan wodorowych, co objawia si¢ gwatltownym spadkiem konsystencji ciasta
podczas miesienia. Wyniki zawarte w przedstawionej rozprawie przyczyniaja si¢ do
poszerzenia zakresu wiedzy pozwalajacej na wyjasnienie mechanizméw oddziatywania
zwigzkow polifenolowych ze sktadnikami chlebowego. Wiedza ta daje podstawy do
optymalizacji wywarzania ciasta, a tym samym pieczywa pszennego wzbogaconego dodatkami
ro$linnymi.

Po przestudiowaniu rozprawy mam do Doktorantki nastepujace pytania i zalecenia.
1. Czy Doktorantka probowata wykona¢é badania na klasycznej mace pszennej
wykorzystywanej do produkcji pieczywa? Wytworzenie ciasta modelowego z jednej strony
pozwala na wyeliminowanie wptywu polifenoli i btonnika zawartych w mace, z drugiej za$
moze prowadzi¢ do niepetnej informacji, jakie zmiany zachodza podczas wytwarzania ciasta
wzbogaconego kwasami fenolowymi w mace wykorzystywanej bezposrednio do produkcji
pieczywa.

2. Czas mechanicznego oddzialywania na ciasto podczas przeprowadzonych badan byt
znacznie wyzszy do czasu wytwarzania ciasta stosowanego w warunkach przemystowych.
Czym Autorka uzasadnia tak dlugie wytwarzanie ciasta?

3. Ze wzgledu na fakt, ze przeprowadzenie analizy statystyczne uzyskanych widm klasycznymi
metodami jest niemozliwe prosz¢ 0 informacjg, jaka jest powtarzalno$¢ pomiaréw uzyskanych
w badaniach spektrofotometrycznych.

4. W dalszej cz¢sci rozwoju naukowego sugerowatabym Doktorantce przeprowadzenie badan
ciasta po roznym czasie fermentacji oraz wykonanie probnych wypiekow 1 odniesienie

uzyskanych wynikow badan do wlasciwosci gotowego wyrobu.



Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaley Krekory pt.
»Wpltyw polifenolowych komponentéw preparatow blonnikowych na strukture biatek
glutenowych 1 wlasciwosci reologiczne ciasta” stanowi oryginalne rozwigzania problemu
badawczego, wskazuje na wysoki poziom wiedzy teoretycznej Doktorantki a takze potwierdza
jej umiejetno$¢ planowania i prowadzenia prac naukowych. Podsumowujac stwierdzam, ze
przedstawiona rozprawa speilnia wymagania stawiona rozprawom doktorskim okre§lone w
ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
(Dz.U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.), zgodnie z ustawa dnia 20 lipca 2018 roku. Zgodnie z
przepisami wprowadzajacymi: Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668
z po6zn. zm.) i rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20-go wrze$nia
2018 roku. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin artystycznych.
Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana
Dobrzanskiego w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Krekory do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie biorgc pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng pracy doktorskiej, jak
i nowatorski sposob rozwigzania problemu badawczego wnioskuje do Rady Dyscypliny Rady
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego w Lublinie o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Krekory.
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