dr hab. inz. Anna Gliszczynska-Swigto, prof. nadzw. UEP
Katedra Technologii i Analizy Instrumentalnej
Wydziat Towaroznawstwa

Uniwersytet Ekonomiczny w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Moniki Teresy Przeor ,,Wptyw zabiegow
technologicznych na zawartos¢ i wtasciwosci bioaktywnych zwigzkéw w preparatach z lisci

morwy biatej”

Recenzja zostata wykonana na wniosek Rady Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (Uchwata z dnia 27 marca 2014 r., pismo z dnia
25 sierpnia 2017 r.).

Praca doktorska pt. ,Wptyw zabiegéw technologicznych na zawartos¢ i wtasciwosci
bioaktywnych zwigzkow w preparatach z lisci morwy biatej” zostata przygotowana przez
mgr inz. Monike Terese Przeor w Katedrze Technologii Zywienia Cztowieka pod kierunkiem
naukowym prof. dr hab. Ewy Flaczyk.

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowanie naturalnymi sposobami
zapobiegania i wspomagania leczenia wielu chordb. Jednym z nich jest wigczenie do
codziennej diety niektdrych owocdow, warzyw, ziot, suplementow diety na bazie surowcow
roslinnych lub wyciggéw z roslin. Jedng z takich roslin jest morwa biata (Morus alba), ktora
znana byta jako roslina lecznicza juz w starozytnych Chinach. Medycyna Dalekiego Wschodu
wykorzystywata jej liscie, kore, korzenie oraz owoce w leczeniu wielu schorzen. Liczne
badania wskazujg, ze zwigzki biologicznie czynne morwy biatej korzystnie wptywajg na uktad
krazenia, moczowy czy nerwowy. Moze by¢ stosowana w profilaktyce i wspomaganiu
leczenia cukrzycy oraz otytosci. Suszone owoce lub liscie morwy biatej mogg stanowic
zywnosc funkcjonalng, a ekstrakty z owocow, lisci czy kory mogg wchodzi¢ w jej sktad. Na
rynku produktow spozywczych ifarmaceutycznych mozna spotka¢ suszone owoce, sok,

herbaty ziotowe, suplementy diety oraz leki zawierajgce wyciagi z lisci tej rosliny.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 193 strony. W pracy wykorzystano 196
pozycji literaturowych, przy dominujgcym udziale publikacji anglojezycznych, i jedno zrddto
internetowe; publikacje z okresu ostatnich 10-ciu lat stanowig okoto 68%. Autorka cytuje
pie¢ publikacji, ktorej jest wspdtautorka.

Praca rozpoczyna sie streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, a nastepnie obejmuje
dziesie¢ czeSci: wstep, przeglad literatury, cel i zakres badan, materiat badany, metody
badan, wyniki i ich omodwienie, dyskusja, obserwacje i wnioski. Cato$¢ konczy spis
piSmiennictwa oraz wykazy tabel i rycin. Na poczatku pracy zamieszczono spis skrotéow
i symboli zastosowanych w pracy. W moim odczuciu rozdzielenie dyskusji i prezentacji
wynikow badan w tak obszernej pracy znacznie utrudnia analize prezentowanych danych

i obserwacji.

Ocena merytoryczna pracy

Mgr Monika Przeor w ramach dysertacji okreslita wptyw zabiegdw technologicznych
przygotowania preparatéw lisci morwy biatej odmiany Zétwiriska Wielkolistna na zawartosé
wybranych zwigzkéw biologicznie czynnych i witasciwosci przeciwutleniajgce tych
preparatow. Zabiegi technologiczne obejmowaty: stopien rozdrobnienia (liscie cate, grube
i drobno rozdrobnione), czas lezakowania (0, 1, 2, 3 i 4 h) i temperature suszenia (30°C, 60°C
i 90°C). Z informacji zawartych w pracy wynika, ze jak dotad nie prowadzono badan, na ile
warunki przygotowania surowca do suszenia majg wptyw na zawartos¢ i wiasciwosci
bioaktywnych sktadnikow lisci morwy biatej, a etap lezakowania zastosowano po raz
pierwszy. Badania byty prowadzone w skali laboratoryjnej i pottechnicznej. Doktorantka
scharakteryzowata liScie Swieze oraz poddane zabiegom technologicznym pod wzgledem
podstawowego sktadu chemicznego (sucha substancja, popiot, biatko, ttuszcz
i weglowodany). W preparatach lisci grubo rozdrobnionych (skala laboratoryjna) oznaczyta
zawartos¢ 1,5-dideoksy-1,5-imino-D-mannitolu, fenolokwaséw i flawonoli oraz zmierzyta
aktywnos¢ przeciwutleniajacg preparatow, stosujac do tego celu piec testow. W preparatach
lisci grubo rozdrobnionych otrzymanych w skali poéttechnicznej oznaczyta dodatkowo sktad
aminokwasowy, profil kwaséw ttuszczowych, zawartos¢ podstawowych makro-
i mikroelementéw, bfonnika pokarmowego, chlorofili (a i b) i kwasu askorbinowego oraz
ocenita je sensorycznie. Konsumenckiej ocenie sensorycznej poddata réwniez napary z tych

preparatow. Ponadto, Doktorantka przeprowadzita symulacje procesu trawienia preparatow
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lisciowych i naparéw z lisci morwy biatej w warunkach in vitro w celu sprawdzenia wptywu
lezakowania na przebieg procesu trawienia. Poszczegdine etapy badan Autorka jasno
przedstawita na schemacie (ryc. 8, a nie 10, jak podata na str. 48). Ryc. 11 przedstawia
schemat, ktéry obrazuje zabiegi technologiczne lisSci morwy biatej zastosowane w skali
laboratoryjnej, natomiast ryc. 15 — schemat symulowanego procesu trawienia probek
w warunkach in vitro. Takie przedstawienie zaplanowanych badan bardzo utatwia ocene
prawidtowosci przyjetego planu pracy.

Studia literaturowe, stanowigce tto problemdéw poruszanych w badaniach wtasnych,
zostaty przedstawione na 29-ciu stronach maszynopisu. Autorka scharakteryzowata morwe
biatg i jej zastosowanie w medycynie. Omowita modele przewodu pokarmowego stosowane
w badaniach strawnosci i biodostepnosci sktadnikdw odzywczych oraz przemiany
i metabolizm polifenoli podczas trawienia. Ponadto, krotko przedstawita, jak przetwarzanie
surowcow roslinnych wptywa na ich ogdlng pojemnosc¢ przeciwutleniajgca.

Czes¢ doswiadczalna jest bardzo obszerna (liczy 157 stron) i stanowi prezentacje wynikow
realizacji zaplanowanych zadan badawczych i ich dyskusje. Otrzymane wyniki
sg przedstawione w 33 tabelach i na 61 wykresach (25 rysunkach). Prezentacje uzyskanych
wynikow konczy rozdziat Obserwacje oraz Whnioski.

Czes¢ doswiadczalng rozpoczyna rozdziat ,Cel i zakres badan”, w ktérym Doktorantka
postawita m.in. pie¢ hipotez badawczych. Hipoteza trzecia ,Liscie poddane lezakowaniu
przez okres maksymalnie do czterech godzin wykazujg zréznicowang zawartos¢ polifenoli
i aktywnos¢ przeciwutleniajacg” jest zbedna, gdyz zawiera sie w hipotezie pierwszej ,Zabiegi
rozdrabniania, lezakowania i suszenia lisci morwy biatej wptywajg na zawartos¢ i wtasciwosci
zwigzkow bioaktywnych”. W hipotezie pigtej Doktorantka podata , Trawienie w warunkach
in vitro, zarowno preparatow z liSci morwy biatej, jak i ich naparéw zachodzi wedtug
zblizonego mechanizmu i charakteryzuje sie zroznicowanymi wskaznikami przemiany cukrow
i polifenoli”. Jakie wskazniki Doktorantka miata na mysli?

Czes¢ eksperymentalna nasuneta jeszcze kilka innych uwag i pytan.



Metody badan

1

N o o B

W jakim przypadku Autorka pobierata 3 ml probki w celu oznaczenia zawartosci suchej
substancji? (str. 65).

Biorgc po uwage koniecznos¢ przetransportowania surowca z plantacji do laboratorium
lub zakfadu przetwdrczego, od ktorego momentu liczono poczatek lezakowania?

Czy zastosowanie nawiewu suchego w temperaturze 60°C oraz termoobiegu
w temperaturze 90°C nie spowodowato, ze oprocz temperatury pojawit sie dodatkowy
czynnik rdznicujgcy warunki suszenia w temperaturach 60°C i 90°C w stosunku
do temperatury 30°C?

W ilu powtdrzeniach wykonano zabiegi lezakowania czy suszenia probek?

W ilu powtdrzeniach wykonano poszczegdlne oznaczenia?

Jakg metoda wyznaczono LOD i LOQ oraz doktadnos$é metod chromatograficznych?

W przypadku oznaczania kwasu askorbinowego, fenolokwaséw i flawonoli btednie
podano, ze LOD jest wiekszy niz LOQ. Dlaczego dla fenolokwasdéw i flawonoli podano
jedng wartos¢ LOD i LOQ, przy czym Doktorantka oznaczata 10 fenolokwasow
i 8 flawonoli.

lle prébek do analizy pobierano na kazdym etapie symulowanego procesu trawienia lisci
i naparow z lisci morwy biatej?

Str. 74-75. Opis analizy statystycznej uzyskanych wynikdw zawiera btgd. Doktorantka
napisata, ze ,W celu okredlenia statystycznie istotnych rdinic pomiedzy Srednimi
wynikami w danym zestawieniu zastosowano pordwnania wielokrotne (testy post-hoc),
a takze jednoczynnikowg lub dwuczynnikowga analize wariancji.” Po pierwsze, najpierw
wykonuje sie analize wariancji, a w przypadku stwierdzenia, ze wystepujg roznice
pomiedzy poréwnywanymi srednimi bada sie testami szczegdtowymi, ktére doktadnie
Srednie roznig sie (lub nie rdznig) miedzy soba. Po drugie, Doktorantka powinna byta
zdecydowac sie na jeden test post-hoc (dla wynikdw o rozktadzie normalnym) i jeden test
w przypadku probek o rozktadzie nienormalnym, a nie stosowac rdzne testy (wyniki
w Tabeli 14). To samo dotyczy wspotczynnika korelacji w przypadku braku rozktadu
normalnego (tabele 35, 37, 40, 42). Po trzecie, Doktorantka nie przedstawita zestawienia
wynikow dwuczynnikowe] analizy wariancji (wptywu poszczegdlnych czynnikéw i ich

interakcji).



Wyniki

Uwagi ogdlne

1.

Uwazam, ze pordwnywanie preparatow lisciowych przygotowanych w skali
laboratoryjnej i poéttechnicznej z materiatu roslinnego pochodzgcego z rézinych lat
(w kontekscie pordwnania obu skal) jest btedem. Doktorantka sama stwierdza,
ze warunki pogodowe majg wptyw na zawartos¢ i wtasciwosci zwigzkdw bioaktywnych
w surowcach roslinnych (str. 161). Wiele danych literaturowych wyraznie wskazuje
na zroznicowanie roslin tej samej odmiany, uprawianych w tych samych warunkach
agrotechnicznych, ale w rdéznych okresach w ciggu roku lub wrdinych latach.
Doktorantka powinna byta wydzieli¢ czes¢ materiatu badanego z 2012 roku
i przygotowad¢ z niego probki w skali laboratoryjnej (takie same, jak w skali
pottechnicznej) i prowadzié badania rownolegle dla obu skal. Dopiero wéwczas miatoby
sens porownywanie obu skal i wycigganie wnioskdw o wptywie skali przygotowania
suszu na iloS¢ i wiasciwosci badanych sktadnikow morwy biatej. W tym kontekscie,
poszukiwanie korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi dla rdznego materiatu
roslinnego, przygotowanego w skali laboratoryjnej ipodttechnicznej, jest rowniez
bezzasadne (str. 109). Rowniez obserwacje i wnioski dotyczgce tego aspektu pracy
budzg uzasadnione watpliwosci.

Nie nalezy w pracy naukowej stosowac okreslen potocznych, np. ,zmiatanie” rodnikow
(raczej ,unieczynnianie”). Dlaczego w przypadku ABTS™ stosowano czasownik
,hamowanie”, a DPPH’ ,zmiatanie”?

W przypadku obliczania wspdtczynnikow korelacji powinna by¢ podana (np. pod tabelg
z wynikami) liczba wynikow ujetych w obliczeniach.

Nie zostato wyjasnione, dlaczego oprdcz glukozy oznaczano w badanych prdébkach
ramnoze, arabinoze i ryboze.

Dlaczego nie oznaczano cukrow, fenolokwasow i flawonoli w probkach na etapie
,W jamie ustnej”?

W preparatach lisSci morwy biatej, sposrod fenolokwasow dominowat kwas
chlorogenowy ikawowy. Jak wytlumaczy¢ najwyisza zawartos¢ kwasu galusowego
na poszczegdlnych etapach symulowanego procesu trawienia lisci i naparéw?

Nie sg dla mnie zrozumiate korelacje (str. 135, Tabela 40 oraz str. 140, Tabela 42)

pomiedzy zawartoscig niektorych fenolokwasow lub flawonoli a etapem trawienia
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10.

11.

12.

13.

14.

(cozczym korelowano?). Poza tym zawarto$¢ okreslonych zwigzkéw nie moze
korelowa¢ z etapem trawienia. Zawartos¢ zwigzkdw moze wzrastaé lub male¢ wraz
z etapem trawienia. Co wynika z tych korelac;ji?

Jak byta liczebnos¢ oséb wykonujacych konsumencka ocene sensoryczng w podziale
na ptec¢?

Czy w procesie trawienia lisci i napardw pojawity sie jakies dodatkowe metabolity
flawonoli?

Nie ma potrzeby przedstawiania wynikow z doktadnoscia do trzeciego miejsca po
przecinku.

Skroty pochodzace z jezyka angielskiego powinny zawiera¢ rozwiniecie w tym jezyku,
wyjasniajace pochodzenie skrétu.

Nie widze sensu pokazywania wzrostu lub spadku niektorych wartosci skoro wyniki nie
roznig sie istotnie statystycznie. Oznaczenie T spadek/wzrost” przy wynikach
nieroznigcych sie od wyniku, w stosunku do ktdrego sg poréwnywane tez budzi
zastrzezenia.

Doktorantka w catej pracy btednie podaje zapis jednostek wyrazajacych aktywnos¢
przeciwutleniajgca. Symbol M oznacza mol/dm?, symbol mM oznacza mmol/dm? itd.,
zatem zapis mM/g, oznaczajacy mmol/dm?/g, jest btedny.

W spisie skrotow i symboli brakuje takich skrotow, jak: TDF, SDF, IDF, FMOC-CI. Skrot
DNJ (1,5-dideoksy-1,5-imino-D-mannitol) w spisie odczynnikéw to 1-deoxynojirimycin,

co stanowi synonim 1,5-dideoksy-1,5-imino-D-sorbitolu.

Uwagi szczegdtowe

Str. 76. Autorka podata, ze w probkach z 2012 r. byto wiecej weglowodandw niz
w probkach z 2011 r. o okoto 7% (z tabeli 11 wynika, ze 0 0,8% mniej).

Str. 77-78, Tabela 12. Przy ewentualnej publikacji wynikdw sugerowatabym wykonanie
dwuczynnikowej analizy wariancji dla danego skfadnika odzywczego (czynniki: czas
lezakowania i temperatura suszenia) i omowienie wynikéw w kontekscie wptywu obu
czynnikdw na zawartos¢ podstawowych sktadnikow odzywczych. Sposdb przedstawienia

wynikdw i brak ich szerszego omowienia w tekscie sugeruje, ze Doktorantka



przeprowadzita wytgcznie analize wptywu czasu lezakowania prébek suszonych w danym
wariancie temperaturowym.

Str. 80, Tabela 13. Dlaczego dla lisci catych podano wyniki tylko dla prébek
nielezakowanych (0 h)? Ze schematu na ryc. 11 wynika, ze dla kazdego wariantu probek
(cate, drobno i grubo rozdrobnione liscie) zastosowano warianty lezakowania 0, 1, 2, 3
i4 h. Ponadto, dla lisci drobno i grubo rozdrobnionych w tabeli oraz na ryc. 17
przedstawiono tylko wyniki po jednej i czterech godzinach lezakowania. Skoro nie
pokazano wszystkich wynikdw, pozostate powinny byé zamieszczone np. w zatgczniku do
pracy. Z Tabeli 13 wynika, ze ogdlna zawartos¢ zwigzkdw redukujgcych i aktywnosé
preparatow lisci wzgledem DPPH® byta wysoka dla lisci catych nielezakowanych,
suszonych w 30°C. Skoro nie pokazano wynikéw dla wariantéw lezakowanych nie ma
mozliwosci sprawdzenia, czy rzeczywisci konieczne jest, z punktu widzenia ilosci
zwigzkow redukujgcych i aktywnosci przeciwutleniajgcej, rozdrabnianie lisci przed
suszeniem. Dobrze zaplanowane badania powinny obejmowaé uktad kompletny (trzy
czynniki: stopien rozdrobnienia lisci, temperatura suszenia i czas lezakowania). Gdyby
uktad byt kompletny, tzn. te same warianty lezakowania (dla lisci catych jest tylko
wariant ,nielezakowane”) mozna by byto zastosowaé trzyczynnikowg analize wariancji.
Poniewaz w badaniach Doktorantki warunek ten nie byt spetniony, powinien zostaé
zastosowany uktad zagniezdzony (hierarchiczny) ANOVA. Zastosowane oznaczenia
w postaci duzych liter alfabetu oraz ich rodinej liczby sg zupetnie niezrozumiate
i niespotykane. Nie wiadomo, ktore wyniki nie roznig sie istotnie. Z danych zawartych
w tabeli wynika, ze jest mozliwos¢ pordwnania wytgcznie prébek w obrebie wariantu
lisci ,drobno” lub ,,grubo” rozdrobnionych lub pomiedzy tymi wariantami. Poréwnanie
tych probek z wariantem lisci catych nielezakowanych wymagatoby zastosowania nie
testu Tukeya tylko Dunnetta z wydzielong grupa kontrolng (prébki lisci catych
nielezakowanych).

Str. 81, ryc. 16. Z podpisu pod rysunkiem nie wynika, ze wyniki dotyczg tylko prébek
nielezakowanych.

Str. 85, Tabela 15. Powinna zawiera¢ wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji
(poréwnanie probek nie tylko suszonych w rdznej temperaturze, ale rowniez

lezakowanych w réznym czasie).



10.

11.

12.

13.

Str. 86, ryc. 18 i 19. Jak wyjasni¢ najwyzsze zawartosci fenolokwaséow i flawonoiddw
w probkach suszonych w 60°C?

Str. 88 i 102. Analiza statystyczna moze wykaza¢ korelacje pomiedzy wynikami
uzyskanymi w danych testach, a nie testami.

Tabela 17 i 27. Ujemne korelacje pomiedzy ogdlng zawartoscig zwigzkdw redukujgcych
a zdolnoscig chelatowania jondw zelaza (Tabela 17) oraz pomiedzy ogdlng zawartoscig
zwigzkéw redukujgcych a zdolnoscig zmiatania ABTS'" (Tabela 27), chociaz statystycznie
istotne, w Swietle dotychczasowej wiedzy s3 nielogiczne.

Str. 91, Tabela 19. Stosunek aminokwasow egzogennych do endogennych powinien by¢
wielkoscig niemianowang (tu %). Nie jest jasne, co przedstawiajg podane wartosci.

Str. 95, Tabela 21. Jak wyjasni¢ znaczne wahania zawartosci Na i Fe w preparatach
lisciowych otrzymanych w skali péttechnicznej? Czy takie zmiany sg w ogdle mozliwe?
Str. 99, Tabela 24. Doktorantka w dyskusji wynikéw préobuje wyjasni¢ wzrost zawartosci
chlorofili w probkach lezakowanych przez 3 i 4 h. Jak natomiast wyttumaczy¢ gwattowne
obnizenie zawartosci chlorofili w probkach lezakowanych przez 2 h, a nastepnie
ponowny wzrost tych zwigzkow po 3 i 4 godzinach lezakowania?

Tabele 19, 24, 28, 29, 34, 36, 41 zawierajg sumy zawartosci oznaczanej grupy zwigzkow
wyliczone przez sumowanie S$rednich wynikdw dla poszczegélinych zwigzkdw. Przy
ewentualnej publikacji wynikow sugeruje policzenie sumy zwigzkow dla poszczegdlnych
probek w danym oznaczeniu i wyliczenie Sredniej wraz z odchyleniem standardowych
dla danego preparatu lisSciowego/etapu trawienia.

Str. 123-126. Podrozdziat 7.5. dotyczy sensorycznej oceny konsumenckiej, a nie typowo
sensorycznej, jak podaje Doktorantka. Odchylenia standardowe uzyskanych wynikow
sensorycznej oceny konsumenckiej sugerujg brak wptywu czasu lezakowania lisci
na ocene pozadalnosci poszczegdlnych cech jakosciowych naparéw. W tym kontekscie

wybor najlepszego wariantu jest dyskusyjny.

Dyskusja, Obserwacje i Wnioski

W rozdziale Dyskusja Doktorantka omawia wszystkie uzyskane wyniki i pordwnuje

je zdanymi literaturowymi, ale nie zawsze podejmuje probe wyjasnienia stwierdzonych

réznic pomiedzy badanymi preparatami. Stwierdzenia zawarte w rozdziale Obserwacje maja

raczej charakter wnioskéw i mogtyby stanowic cato$¢ wraz z wnioskami. W kontekscie uwagi
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dotyczacej poréwnywania skali laboratoryjnej i pottechnicznej przygotowania suszu lisci
morwy biatej nie zgadzam sie z pewnymi stwierdzeniami dotyczacymi tego pordwnania,
ktore znalazty sie w Dyskusji, Obserwacjach i Wnioskach. To samo dotyczy niezrozumiatych

dla mnie korelacji pomiedzy zawartoscig poszczegdlnych zwigzkdw a etapem trawienia.

Praca zostata napisana starannym i zwieztym jezykiem naukowym, zawiera nieliczne
btedy jezykowe oraz ,skroty myslowe”, ktérych nie przytaczam. Nieco wiecej jest bteddw
interpunkcyjnych oraz btedow redakcyjnych, np. tzw. ,zlepki literowe” (200mg zamiast

200 mg) i pojedyncze litery na koncu wiersza. Btedy te nie obnizajg wartosci merytorycznej

pracy.

Uwagi przedstawione powyzej nie majg wptywu na pozytywna ogdlng ocene
merytoryczng pracy. Mgr inz. Monika Teresa Przeor wykazata sie znajomoscia tematu
i metod analitycznych umozliwiajgcych realizacje celéw pracy oraz umiejetnoscig analizy
i interpretacji wynikow. Badania zostaty wykonane z wykorzystaniem odpowiednich technik
i metod analitycznych, duzym naktadem pracy, co nalezy podkreslic. Oryginalnosé pracy
polega na wykazaniu, ze pewne zabiegi technologiczne, np. lezakowanie do dwdch godzin,
moga pozytywnie wptyngc na zawartos¢ i wtasciwosci zwigzkdw obecnych w lisciach morwy
biatej. Badania majg charakter aplikacyjny, a ich wyniki mogg by¢ wykorzystane
w projektowaniu zywnosci funkcjonalnej na bazie lisci tej rosliny. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke sg wartosciowe i stanowig istotny wktad w badania dotyczgce wptywu rdznych

czynnikow na surowce roslinne o wtasciwosciach prozdrowotnych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji dysertacja spetnia kryteria stawiane
rozprawom doktorskim zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym
(Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule naukowym w zakresie sztuki, Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pdZn. zm.). Wnosze do Rady
Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu o dopuszczenie Pani mgr inz. Moniki Teresy Przeor

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Poznan, dnia 20 pazdziernika 2017 r.



