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prof. dr hab. Michat Swieca
Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci
Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inz. Ewelina Grygiel ,,Wpltyw warunkéw wzrostu i przechowywania na zawartosé
zwigzkéw biologicznie czynnych oraz aktywnosé przeciwutleniajagcg kielkéw koniczyny
(Trifolium L.)” wykonanej pod kierunkiem Promotor prof. dr hab. inz. Grazyny Budryn oraz

Promotor pomocniczej dr inz. Ilony Galgzki-Czarneckiej.

Podstawa prawna: Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595 z p6z. zm.),
Rozporzadzaniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 ., Ustawa
z dnia 3 lipca 2018 (Dz.U. 2018 poz. 261) oraz Przepisami wprowadzajacymi ustawe - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U z 2018 poz. 1669 z poz. zm.).

Podstawa opinii jest pismo dr hab. inz. Anny Dwioksz prof. uczelni Dziekan Wydzialu
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki £odzkiej z dnia 02-07-2023.

Uzasadnienie podjgcia badan w temacie oraz ocena formalna pracy

Zywno$¢ niskoprzetworzona, w tym zywnos¢ skietkowana, w ostatnich latach zdobywa
coraz szerszg popularnosé, co wynika z jej unikalnej wartosci odzywezej i wlasciwosci
prozdrowotnych. Pomimo pozornej fatwosci uzyskiwania tego typu produktéw, w przypadku
przemystowej ich produkeji i dystrybucji nalezy podda¢ walidacji kluczowe elementy procesu
technologicznego. Pozwala to tez, co wykazano w tej dysertacji, na kierunkowe ksztattowanie
jakosci finalnego produktu, kreowanej nie tylko poprzez wybér optymalnych warunkéw
kietkowania (m.in. czasu, temperatury, oswietlenia), ale takze poprzez czynniki genetyczne

(dobér gatunku i odmiany). Pani mgr inz Ewelina Grygiel w opracowaniu dokonuje
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wnikliwej oceny warunkéw otrzymywania i przechowywania kietkéw koniczyny kladac
szczegolny nacisk na dynamike zmian obserwowanych we frakeji przeciwutleniaczy
niskoczgsteczkowych, w tym polifenoli, Konfrontacja uzyskanych wynikéw z danymi
literaturowymi  wskazuje réwniez na potrzebe walidacji i ujednolicenia podejsé
metodologicznych stosowanych do oceny skladu i jakosci zywnodci. W swietle tych
stwierdzen podjeta tematyka jest aktualna, a wyniki projektu doktorskiego wnoszg istotny
wkiad w rozwdj dyscypliny.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie opracowania monograficznego o
strukturze typowej dla tego typu opracowafl. Dysertacja rozpoczyna sie spisem tresei, ktory z
pewnoscig ulatwia nawigacje po obszernej 210 stronicowej pracy. W rozdziale Wstep
Doktorantka ukazuje tto badan, podsumowujge dotychczasowa wiedz¢ w temacie. Hipotezy
badawcze oraz cele badan zostaty jasno opisane. Z kolei rozdzial Metodyka badaf w sposob
szczegblowy, powalajagcy na  odtworzenie eksperymentéw, charakteryzuje materiat
doswiadczalny, zabiegi technologiczne oraz procedury analityczne i statystyczne. W
kolejnym rozdziale obejmujgcym 74  strony maszynopisu (Wyniki oraz Dyskusja)
Doktorantka przedstawia wyniki badan (14 wykresy i 27 tabel), dokonuje ich oceny oraz
konfrontuje je z danymi literaturowymi. Catogé projektu doktorskiego zostala podsumowana
w formie 11 wnioskéw. Zgodnie z wymogami Ustawy (Art. 187) streszczenia w jezyku
polskim (str. 162) oraz angielskim (str. 166) w syntetyczny sposdb wprowadzajg w
problematyke badawczg oraz podsumowuja najwazniejsze osiggniecia projektu doktorskiego.
Finalnie dysertacje kofcza rozdzialy Spis Tabel, Spis Rysunkoéw oraz Bibliografia (ponad 300
pozycji). Generalnie, dysertacja zostala napisana w sposob przemyslany, drobne bledy

interpunkeyjne i edytorskie nie wplywaja na wartosé merytoryczng opracowania.

Ocena merytoryczna pracy wraz z odniesieniem si¢ do wymagan Ustawy

stawianym kandydatom ubiegajacym si¢ 0 nadanie stopnia naukowego doktora

Celem pracy doktorskiej bylo okreslenie kinetyki zmian skladu i aktywnosci
przeciwutleniajgcej w kietkach réznych gatunk6éw koniczyny (7rifolium L.) w odniesieniu do
zmiennych warunkow kietkowania, Cel aplikacyjny obejmowat okreslenie optymalnych

warunkéw wzrostu (o$wietlenie, czas) oraz mozliwosci zachowania wysokiej jakosci
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produktu podczas przechowywania chtodniczego. Doktorantka w pierwszych czesciach
dysertacji dokonuje szczegotowej charakterystyki botanicznej i etnofarmakologicznej roslin z
rodzaju Trifolium, fizjologii procesu kietkowania oraz roli zywnosci skietkowanej w
nowoczesnej technologii zywnosci i Zywieniu czlowieka (w mojej ocenie te czes¢ mozna
byloby rozbudowaé kosztem wezesniejszych informacji). W czedci tej na podkreslenie
zastuguje szczegétowa analiza wplywu wybranych czynnikéw na sklad i jakosé kietkow
roznych gatunkow roslin. Finalnie ostatnie podrozdzialy podsumowuja dotychczasowa
wiedzg z zakresu wplywu modyfikacji procesu kietkowania i pézniejszego przechowywania
na skiad frakcji bioaktywnych. Aplikantka skupia sie w nich na metabolomie kietkow
koniczyny, w mniejszym stopniu oceniajgc wplyw na warto$é odzywezg oraz bezpieczenstwo
konsumentéw (np. jako$¢ mikrobiologiczna kielkéw). Podrozdzialy te potwierdzaja, ze
pomimo kilku badan dotyczacych kietkowania koniczyn wiedza w tym zakresie jest niespdina
(np. dane prezentowane w Tabeli 6, str. 40), a w wielu aspektach réwniez fragmentaryczna.
W swiatle tych faktéw, opracowanie to jest niezwykle wazne, systematyzujace
dotychczasowe doniesienia naukowe i moze zosta¢ w przyszlodci uzyte do opracowania
publikacji przeglagdowej. Z obowigzku recenzenta chcialbym zwrécié uwage na drobne
niedociggnigcia i niespojnoscei, kidre moga wptywac na catosciowy odbidr tej czescei pracy np.
(1) opis kietkowania (str. 22) podany za Gan i wspélpracownicy (m.in. zaleca wymiang wody
w celu usunigcia metabolitéw i endogennej mikrobioty?), ktory nijak si¢ ma do procesu
prowadzonego automatycznie, (2) niespdjnosci w Tabeli 2 i jej opisie (warto$¢ kaloryczna
keal/g vs. keal/100g), (3) brak kolumny w Tabeli 4 oraz legendy. Pewne watpliwosci budzg
rowniez stwierdzenia dotyczgce generowania stresu w kietkach poprzez aplikacje substancji
takich jak aminokwasy, gdzie efekt finalny nie jest zwigzany z indukcjg naturalnych
mechanizméw obronnych a raczej wynika z suplementacji szlakow syntezy (ang. precursor
feeding) (str. 22).

Reasumujge, juz na tym etapie (pomimo, ze zagadnienia te sg jeszcze poruszane w
rozdziale Wyniki i Dyskusja) mogg stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje ogélng wiedze
teoretyczng w dyscyplinie naukowej technologia zywnosci i zywienia, a tym samym spehia
jedno z wymagan Ustawy stawianych kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia

naukowego doktora,
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Kolejna czgs¢ dysertacji stanowi rozdziat Metodyka badan, w ktérej przedstawiono
material badawczy oraz metodologi¢ badan. Jak juz wspomniatem we wezesniejszej czesci
recenzji opisy sg wyczerpujgce, jasne i pozwalajg na powtérzenie prowadzonych
doswiadezen. Na podkredlanie zastuguje technologia kietkowania nasion, gdzie zastosowano
automatyczny zestaw EasyGreen Microfarm pozwalajacy na prowadzenie doswiadczen w
warunkach zblizonych do przemystowych. Z kolei, biorgc pod uwage wplyw o$wietlenia na
skiad kielkow pewne watpliwosci budzi brak jednoznacznego okreslenia natezenia $wiatla (,,z
dostepem  rozproszonego promieniowania stonecznego...”). Pragne podkreslié, ze
zastosowana metodologia jest poprawna, przemyslana i w pelni adekwatna do badan
majacych dostarczy¢ wiedzy niezbgdnej do osiggniecia zamierzonych celéw. Doktorantka
zastosowala zaawansowane techniki analityczne w procesie otrzymywania ekstraktow
(walidacja procesu) oraz ich pézniejszej charakterystyki ilosciowo-jakosciowej. 7 opisu
wynika, ze metodologia zastosowana przez Doktorantke do okreslenia profilu jakosciowego i
ilodciowego wybranych zwiazkéw biologicznie aktywnych w badanych kietkach koniczyny
zostala przynajmniej w czgsci przez nig opracowana. Wskazuje to na jej $wiadomosé, ze aby
prawidlowo oceni¢ sklad niezbgdne jest efektywne wyizolowanie badanych zwigzkow. W
tym miejscu cheiatbym zapyta¢ Doktorantke, czy nie brala pod uwage mozliwosci
zastosowania izolacji sekwencyjnej, ktora pozwalataby na wyizolowanie réznych klas
zwigzkoéw o odmiennej polarnosei, a tym samym pelnej ocenie sktadu i aktywnosci z
uwzglednieniem interakeji skiadnikow aktywnych.

Czes¢ doswiadezalna projektu doktorskiego jest przemyslana i w pierwszej kolejnosci
obejmuje okreslenie zawartosci polifenoli oraz aktywnosci antyoksydacyjnej w kietkach
wybranych gatunkéw koniczyny. Doktorantka zwraca tu uwage na aspekt niejednokrotnie
pomijany w badaniach Zzywnosci tj. dobér optymalnego uktadu ekstrakcyjnego — w mojej
ocenie walidacja procesu istotnie poszerza dotychczasowa wiedze w tym zakresie.
Niewatpliwym osiggnigciem badan jest takze okredlnie wplywu warunkéw uprawy kietkéw
na sklad jakosciowy i ilosciowego wybranych zwigzkéw biologicznie aktywnych, w tym
izoflawonéw, kumestrolu oraz kwasu L-askorbinowego - kietki rosngce z dostepem do
rozproszonego swiatta dziennego s3 bogatsze w analizowane zwiazki, co przeklada sie na
wzrost potencjatu antyrodnikowego. Badania majg duzy tadunek aplikacyjnosci i pozwalajg
na wyznaczenie optymalnego czasu zbioru zapewniajacego nie tylko wysokg zawartodé

zwigzkow aktywnych biologicznie, ale takze pozadang warto$¢ odzywezg i cechy
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organoleptyczne. Nalezy tu rowniez podkresli¢ istotny wplyw gatunku i odmiany koniczyn na
badane parametry otrzymanych kietkéw. Maksymalna zawarto$é poszczegélnych substancji
w zaleznosci od gatunku i sposobu uprawy wystepuje w innych dniach oraz jest cechg
indywidualng kazdego zwigzku. Finalnie, Pani Grygiel ocenia wplyw przechowywania
chiodniczego, w tym takze w modyfikowanej atmosferze, na zmiany zawartosci wybranych
zwigzkéw biologicznie aktywnych, aktywnosci antyoksydacyjnej i ocene konsumenckg
kietkéw koniczyny czerwonej. Niska temperatura nie powoduje degradacji polifenoli, a
zastosowanie MAP (5% Oz, 5% CO,, 90% Ni) pozwala na zachowanie ich wysokiego
poziomu podczas 10 dniowego przechowywania. Co istotne, Doktorantka nie unika
krytycznej dyskusji uzyskanych wynikéw konfrontujac je z danymi literaturowymi,
podejmujge probe wyttumaczenia pewnych zjawisk i obserwacji. Robi to na tyle wnikliwie,
ze w wielu miejscach dysertacji, gdzie jako recenzent dostrzegatem interesujace wyniki tzn.
odbiegajace od tych przewidywanych (np. stabsza ekstrakcja izoflawonéw przy wyzszym
rozdrobnieniu probek) natychmiast znajdowatem szczegotows ich analize wraz z propozycja
wyjasnienia potencjalnych mechanizméw i czynnikéw moggeych mieé wplyw na
zaobserwowane zaleznosci. Odnoszac si¢ do czgsci opisujacej wyniki i dyskusje pragne
zwroci¢ uwage na kilka zagadnien:
J W swoich badaniach Doktorantka skupita si¢ na analizach sktadu dokonujgc w
ograniczonym zakresie analiz potencjalnej bioaktywnodci. Jak wykazala aktywnogé
antyoksydacyjna/przeciwrodnikowa jest kreowana nie tylko poprzez frakcje polifenolowa, ale
rowniez inne skladniki kietkow (Tabela 18 wvs. 19). Prosilbym o komentarz do
zaobserwowanego zjawiska. Chciatbym rowniez prosi¢ Doktorantke o zaproponowanie
modelu badawczego, ktory moéglby w szerszym zakresie scharakteryzowaé potencjalne
wlasciwosci biologiczne, w tym mimikre molekularng estrogendw.
o W jaki sposéb mozna wyttumaczy¢ kinetyke zmian w ogélnej zawartosci polifenoli
podczas przechowywania i zdolnosei do neutralizacji rodnika DPPH (rys. 30-31) tj. ich
istotny wzrost w stosunku do kietkow kontrolnych (szczegélnie MAP2)? Jak te zmiany
ilosciowe majg si¢ do analizy ilosciowo -jakosciowej (tabela 36), gdzie najwyzsza zawartosé
polifenoli oznaczono w wariancie przechowywania MAP1?

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze Pani Grygiel posiada umiejgtnogé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w tym projektowania eksperymentow,

opracowywania wynikow oraz ich krytycznej oceny. Doktorantka wykazata, ze wyniki
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dotychezasowych badan z zakresu analiz skladu mogg by¢ niedoszacowane z uwagi na brak
optymalizacji procesu ekstrakcji, W projekcie doktorskim polaezyta Ona umiejetnie
zagadnienia z zakresu technologii zywnosci, chemii analitycznej i towaroznawstwa, a
przedstawiona do oceny dysertacja zawiera wyniki warto$ciowe pod wzgledem poznawczym
i aplikacyjnym. W tym miejscu raz jeszcze podkreslam kompleksowe analizy kinetyki zmian
wybranych parametrow podczas kietkowania i pozniejszego przechowania otrzymanych
preparatow. Pani Grygiel osiagnela wszystkie zamierzone cele projektu doktorskiego i
zweryfikowala postawione hipotezy badawcze, a sama dysertacja stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Jednoczesnie pragng podkresli¢, ze wszystkie uwagi
przedstawione w ocenie pracy majg charakter redakeyjny, czesé¢ z nich dyskusyjny i nie maja

one wplywu na pozytywng ocene merytoryczng pracy.

Whniosek koricowy

Przedstawiona do recenzji dysertacia mgr inz, mgr inz. Eweliny Grygiel” Wplyw
warunkow wzrostu i przechowywania na zawartogé zwigzkéw biologicznie czynnych oraz
aktywnosé przeciwutleniajgcg kietkow Koniczyny (Trifolium L.)” spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim w Ustawie z dnig 3 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U z 2018, poz. 261) tym samym whioskuje do Wysokiej Rady ds. Stopni
Naukowych Politechniki Lédzkiej o dopuszczanie Jjej Autorki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

prof. dr h




