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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Oskara Szczepaniaka,
wykonanej w Katedrze Technologii Gastronomicznej i Zywnos$ci Funkcjonaine)
na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,
ktorej Promotorami sg dr hab. inz. Joanna Kobus-Cisowska, prof. UPP i dr hab. Marta Ligaj,
pt: ,.Charakterystyka derenia jadalnego (Cornus mas L.) jako zrédta sktadnikéw aktywnych
ksztattujacych wlasciwosci funkcjonalne zywnosci”

Recenzja wykonana na podstawie Uchwaly Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dn. 27 wrzesnia 2022 r.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie cyklu 6 Publikacj,

ktorych doktadne dane bibliograficzne 1 1ch numeracja przedstawione sg w dysertacji,
zaopatrzonych dodatkowym Omowieniem Publikacji przedstawionym na 40 stronach.

Wartosé merytoryezna rozprawy

Terminy uzyte w temacie rozprawy doktorskiej mozna w tym miejscu bardzo krétko
zdefiniowaé. Substancje bioaktywne wystepujace w niewielkich zwyczaj ilosciach w rodlinach
zielarskich i produktach zywnosciowych, takich jak owoce, warzywa, orzechy, oleje i produkty
peloziariste, majg dzialanie, ktore moze sprzyja¢ zachowaniu dobrostanu organizmu ludzkiego. S3
szeroko badane w celu oceny mozliwodcei ich stosowania w pmﬁlabycc i wspomaganiu leczenia
przewleklych chorob cywilizacyjnych. Ich wysoka zawartos¢ w zywnosci naturalnej lub wzbogacane;)
pozwala na wyodrebnienie na rynku produktow funkcjonalnych, oferujacych korzysci zdrowotne
wykraczajgce poza warto$¢ odzywcza.

Poszukiwanie nowych zrodel zwigzkow bioaktywnych jest bardzo waznym zagadnieniem
badawczym od szeregu lat. W pracach krajowych warto koncentrowac si¢ na badaniach bioaktywnych
wiasciwosci surowcow pochodzacych z Polski, dzigki czemu mozna w sposob bardziej ukierunkowany
promowal uprawy, takze te mniej rozpowszechnione i posrednio wspiera¢ ich producentow. Jak
wspomniano, owoce, w tym pestkowe, sa czgstym obiektem badafn wlasciwosci bioaktywnych
i funkcjonalnych, jednak w zbiorach bibliograficznych prace naukowe odnoszace si¢ do derenia
stanowig relatywnie niewielka czesé.

Przegiad literatury, dokonany w sposob dojrzaly i umiejeiny przez Pana mgr inz. Oskara
Szczepaniaka i przedstawiony w Publikacji 1 oraz we wstgpach zamieszczonych w dalszych
Publikacjach, wprowadza w podjeta tematyke badawcza. Najwazniejsze wnioski wynikajace
z krytycznej analizy literatury przedmiotu opracowanej przez Doktoranta wskazuja, ze deren jadalny
(Cornus mas L.) jest stosowany jako produkt spozywczy, a takze tradycyjny lek ziolowy, w szerokim
pasie od srodkowej i poludniowej Europy, przez Azje Mniejsza i Kaukaz po region subhimalajski.
Obecnie znane dowody jego spozywania datowane sg na V w. p.n.e. Posiada on wysokg wartos¢

1



bioaktywng, zwigzang glownie z dzialaniem przeciwutleniajagcym i przeciwzapalnym, ktérego
konsekwencjg jest aktywnosé przeciwcukrzycowa, hipolipidemiczna, przeciwmiazdzycowa, a takze
dzialanie  cytoprotekcyjne,  hepatoprotekcyjne,  neuroprotekcyjne,  przeciwdrobnoustrojowe
i przeciwpasozytnicze. Wlasciwosci funkcjonalne derenia przypisuje si¢ obecnosci substancji
o dzialaniu antyoksydacyjnym, obejmujacych antocyjany, flawonoidy, irydoidy, kwasy fenolowe
i taniny oraz witaming C. Deren jest takze bogatym zZrodiem niektorych niezbednych mineratow,
glownie potasuy i magnezu Deref jest zatem surowcem wcigz malo docenianym mimo bardzo
wartosciowego skiadu, stgd wybor tematyki badawczej dysertacji uwazam za w pelni uzasadniony.

Innowacyjno$é recenzowanych badafn Doktorant wskazat w 4 zagadnieniach skiadajacych si¢ na
cel pracy, ktore sformulowano na podstawie zaproponowanych 4 hipotez badawczych. Dotycza one
charakterystyki krajowych odmian derenia oraz zastosowania owocow derenia do otrzymania nowej
zywnosci funkcjonalnej o atrakcyjnych cechach sensorycznych.

Praca obejmuje od strony metodycznej przygotowanie wodnych i etanolowych ekstraktow
z owocow derenia jadalnego, badanie ekstraktow w zakresie profilu zwigzkéw o wiasciwosciach
przeciwutleniajgcych,  okreslenie  wiasciwosci  hipoglikemicznych,  genoprotekcyjnych — oraz
modulujacych odpowiedz receptoréw smakowych, a w ostatnim etapie przygotowanie funkcjonalnej
czekolady zawierajacej owoce derenia i jej oceng organoleptyczng oraz aktywnosci przeciwutleniajacej.
Dokiorant analizowal zawarto$é polifenoli ogolem, flawonoidéw, antocyjanow, chiorofiii,
karotenoidow, kwasu askorbinowego, cukrow, aglikonowych form najwazniejszych kwasow
fenolowych i flawonoidéw, aktywnos¢ zmiatania syntetycznych rodnikéw w srodowisku hydrofilowym,
potencjat redoks, aktywnos¢ hamowania alfa-glukozydazy, stopien wchianiania wybranych zwigzkow
bioaktywnych, interakcje z DNA i hamowanie jego utlemiania, takze oddzialywania z receptorami
biatkowymi TAS2R w odmianie 3 i 13, rejestrowane jako wyrzut kationdw wapnia do cytoplazmy oraz
profil sensoryczny funkcjonainej czekolady. Nalezy zatem podkreslic, ze stosowane metody obejmujg
bardzo szerokie spektrum technik badawczych stosowanych w technologii Zywnosci, analizie
fizykochemicznej i sensorycznej zywno$ci, inzynierii genetycznej oraz biologii molekularnej.
W szczegolnodci stosowane techniki analityczne obejmuja przeprowadzanie specyficznych reakcji
z wytworzeniem barwnych produktow i ich detekcje kolorymetryczng, elektrochemiczng,
fluorymetryczng, chromatografie cieczowa z detektorem spektrofotometrycznym o matrycy diodowej
oraz refraktometrycznym, trawienie zolagdkowo-jelitowe in viiro, symulac:]t; dokowania molekularnego
i profilowanie sensoryczne z udzialem panelu ekspertow.

Wartoé¢ naukowa rozprawy

Zgodnie z przyjetymi hipotezami badawczymi Doktorant postawit sobie za zadanie wykazanie
zroznicowania w zawartosci wtornych metabolitow oraz aktywnosci antyoksydacyjnej owocoéw derenia
roznych odmian krajowych, hamowanie aktywnosci alfa-glukozydazy, obnizenie stopnia uszkodzen
oksydacyjnych zasad azotowych DNA w warunkach stresu oksydacyjnego, na skutek oddziatywan
z flawonoidami i kwasami fenolowymi pochodzacymi z deremia oraz maskowanie gorzkiego smaku
czekolady przez skladniki derenia. Do potwierdzenmia hipotez badawczych Pan mgr mz. Oskar
Szczepaniak zastosowal szereg klasycznych i nowoczesnych metod analitycznych, wszystkie one byly
adekwatne do tego, aby zweryfikowa¢ prawdopodobienstwo przyjetych hipotez. Do metod
nowoczesnych zaliczy¢é mozna ocen¢ potencjalu antyoksydacyjnego, jak rowniez stopnia interakcji
nutraceutykow pochodzacych z derenia z DNA w tedcie elektrochemicznym z pomiarem
woltametrycznym, a takze ocene odpowiedzi receptorow smaku gorzkiego uzyskanych w wyniku
transfekowania komorek linii HEK 293T i symulacj¢ dokowania molekularnego in silico. Wyniki badan
poddawane byly ztozonej analizie statystycznej, w ktorej stosowano, w uzupelnieniu do analizy
wariancji i analizy roznic istotnych statystycznie, analizg¢ korelacji i analizg sktadowych glownych.
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Poprzez fakt, ze Publikacje uszeregowane sa jako kolejne etapy badawcze w pewien cykl,
mozna zauwazy¢ i nalezy to podkresiié, ze Doktorant w miare weryfikacji kolejnych hipotez
badawczych poszukiwal coraz bardziej zaawansowanych metod i znaczaco rozbudowywal swoj
warsztat badawczy, przy czym kazdg z hipotez potwierdzal wigcej niz jedng metods. Jak zostalo to juz
wezesniej podkreslone, zakres probleméw badawczych oraz technik stosowanych do ich rozwigzania
byt bardzo szeroki. Pierwsze wyniki umozliwity wybor odmian derenia najbardziej obiecujacych pod
wzgledem bioaktywnoéci do kolejnych testow. Pod tym wzgledem cykl publikacii zachowuje
niewatpliwie duzg spojnosé, nawet jesli na aktywnos¢ hamowania alfa-giukozydazy nie wplywa
bezposrednio aktywnos¢ antyoksydacyjna nutraceutykow derenia, to zbadano korelacjg pomigdzy tymi
wlasciwo$ciami. Doboér hipotez badawczych pokazuje jednoczesnie, ze Doktorant dobrze rozumie
potrzeby wspolczesnej nauki w zakresie badan zywnosci, czyli z jednej strony konieczno$¢ wlaczania
sie w badania podstawowe w ujeciu miedzynarodowym, a z drugiej, uzyskiwanie bardziej aplikacyjnych
wynikow, ktére moga zosta¢ skomercjalizowane w krétkim czasie.

Wysoka warto$¢ naukowa badan zostala wczesniej potwierdzona przez recenzentow,
oceniajacych prace sktadajace sie na dysertacje, w ramach procesu wydawniczego. Publikacje ukazaty
sie w jezyku angielskim, w renomowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, ich sumaryczny
IF zgodnie z rokiem publikacji przekracza 22, H indeks wg Scopus na dzied przygotowania recenzji
wynosi 3, a liczba cytowan 66.

Jako najbardziej wartosciowe osiagniecia naukowe pracy doktorskiej nalezy wymienic:

— wskazanie wsrod analizowanych zwigzkéw bioaktywnych derenia tych o najwyzszej aktywnosci
antyoksydacyjnej i odmian obfitujacych w te zwigzki,

— wykazanie slabej korelacji pomiedzy barwa owocéw derenia a zawartoscia badanych zwiazkow
bioaktywnych,

— wykazanie aktywnosci hipoglikemicznej na podstawie hamowania zdolnosci amylolitycznych alta-
glukozydazy przez badane metabolity wtorne derenia, w szczegdlnosci przez kwas loganowy
nalezacy do grupy irydoidow,

— wykazanie oddziatywania zwiazkéw bioaktywnych derenia z DNA, réwniez w formie utlenionej,
wskazujacego na potencjal genoprotekcyiny badanych nutracentykow,

— wykazanie wysoce akceptowainych wiasciwosci organoleptycznych ciemne) czekolady wzbogacone;)
w proszek z liofilizowanego derenia.

Doktorant wytypowal odmian¢ Bolestraszycki jako waﬁos’ciowai odmiane krajowg szczegélnie
bogata w skladniki bioaktywne, ktéra moglaby by¢ stosowana do otrzymywania zywnosci funkcjonalnej
o potencjalnym dziataniu hipoglikemicznym i genoprotekcyjnym.

Uwagi czne

Wstep teoretyczny Omowienia Publikacji oraz Publikacja 1 charakteryzuje bioaktywne
skladniki derenia i przytacza ich zawartosci. Dobrym podsumowaniem opisu skladu owocéw derenia
bylaby tabela podajaca ogding wartos¢ odzywcza fego owocu oraz zawartos¢ najwazniejszych
nutraceutykow.

We Wstepie teoretycznym na stronie 7 Omoéwienia Publikacji Doktorant zaliczyt katechiny do
kwasow fenolowych, podczas gdy jest to rodzina flawanoli.

W tym samym punkcie na stronie 19 Omoéwienia Publikacji jako zrodlo bibliograficzne opisu
metody wygaszania rodnika DPPH podano publikacje nr 80 (Kobus-Cisowska 1 wsp. /n vifro screening
for acetylcholinesterase and butyryicholinesterase inhibition and antimicrobial activity of chia seeds
(Salvia hispanica). Electronic Journal of Biotechnology, 37, (2019) 1-10), podczas gdy w zacytowanej
publikacji to oznaczenie nie zostalo wykorzystane ani opisane.



Na stronie 20 Omodwienia Publikacji opisano, ze do badania inhibicji alfa-glukozydazy
stosowano dawki ekstraktow 486,6-535,56 pg/mi w przypadku odmiany 73 i rowaie precyzyjne, ale
inne, dawki pozostalych 2 odmian. Nie jest jasne, dlaczego dawki byly akurat takiej wielkosci
i dlaczego nie byly jednakowe w przekroju 3 odmian.

Na stronie 23 Omowienia Publikacji podano, ze czekolade wzbogacona w sproszkowany
liofilizat z owocow derenia oraz czekolade z tym dodatkiem i z preparatem bakterii probiotycznych
otrzymywano przez rozpuszezenie czekolady klasyezne, dodanie odpowiednich proszkow i zestalenie
w temperaturze 21 "C. W tak otrzymanych kostkach czekolady oznaczano cechy sensoryczne takie jak
twardos¢ i topliwosé. Jednym z glownych skiadnikow czekolady jest tluszcz kakaowy, ktory, zgodnie
z aktualng wiedza, musi krystalizowaé w sposéb kontrolowany. Przy zestalaniu czekolady
w temperaturze 21 °C powstala kostka jest krucha i zbyt latwo si¢ topi. Proces krystalizacji nalezy
prowadzi¢ w taki sposéb, aby czekolada skladala sie z jak najwigkszej liczby krysztalow o najbardziej
stabilnej formie krystalicznej. W tym celu mas¢ czekoladows podgrzewa si¢ do okotlo 30 °C, temperuje
i szybko schtadza, co zapewnia uzyskanie kostek twardych, ktére bardzo dobrze si¢ famig i topig
w temperaturze zblizonej do temperatury ciata (37 °C). Co za tym idzie, poréwnanie kostki czekolady
klasycznej z wariantami wzbogaconymi w zakresie twardosci i topliwosci moglo by¢ niemiarodajne.

W odniesieniu do wzbogacania w polifenole czekolady nalezy zauwazy¢ ze ziarno kakaowe,
a siad czekoiada, szczegobinie ciemna, jest bardzo dobrym Zrédiem poiifenoii, w 100 g zawiera ich 25060-
4000 mg (Urbanska, B.; Kowalska, J. Comparison of the total polyphenol content and antioxidant
activity of chocolate obtained from roasted and unroasted cocoa beans from different regions of the
world. Antioxidants 2019, 8, 283). Wyjatkiem jest biata czekolada, ktora nie zawiera miazgi kakaowej
i celowe jest wzbogacanie jej w polifenole.

W publikacji Gozlekei, S i wsp. (2017). Mineral content of Cornelian cherry (Cornus mas L.)
fruits. Oxidation Communications. 40. 301-308 autorzy przytoczyli zawarto$¢ potasu w owocach
derenia na poziomie ok. 3.000 mg/kg, podczas gdy Doktorant w Publikacji 1 zasugerowat 10-krotnie
wyzszg zawartos¢. W zwigzku z tym, wymaga dodatkowego wyjasnienia ilo$¢ owocu, jaka nalezy
spozy¢, aby zapewni¢ pelne dzienne zapotrzebowanie na ten pierwiastek.

Opisujac  zawartos¢ cukrow redukujacych w owocach derenia na podstawie danych
literaturowych Doktorant okreslit ich zawartos¢ w genotypach tureckich, na poziomie 3-7%, jako
podobng do tej w genotypach serbskich, 14-21%. Nie jest jasne, wg jakich kryteriow te dwa poziomy
zostaly po poréwnaniu uznane za podobne. )

W Publikacji przegladowej 1 Pan mgr inz. Szczepaniak zaliczyt do najwazniejszych grup
sktadnikéw bicaktywnych w owocach derenia taniny, ale nie opisal tej grupy zwigzkow.

W Publikacjach 2-4 nie wyadrgbniono podpunkiu dotyczacego opisu stosowanych substancji
chemicznych i odczynnikéw, szczegoOlnie w Publikacji 3, gdzie identyfikowano kwasy fenolowe
i flawonoidy, nie podano, ile i jakiej jakos$ci standardy stosowano do identyfikacji.

W Publikacji 2 podano catkowitg zawartos¢ polifenoli w Tabeli 2 w zakresie od ok 290 do
2.600 mg/100 g s.s, a w Publikacji 3 zakres 15.000 — 20.000 mg/100 g $wiezej masy, a zatem Srednio
60.000-80.000 mg/100 g s.s. Nie jest jasne, dlaczego badane proby derenia rdznily sie tak istotnie,

W Publikacji 4 analizowano stopien wchianiania kwasu loganowego w modelu zolgdkowym.
Najwigksza czgs$¢ skladnikow zywnosci jest wehlaniana w jelicie cienkim, podczas gdy zastosowanie
modelu zotagdkowego nie zostalo uzasadnione, a przytoczona metodyka nie jest zaopatrzona referencja.
Natomiast w dyskusji wynikow wchlaniania odniesiono si¢ do publikacji Kawy-Rygielskiej i wsp.
Bioctive compounds in Cornelian cherry vinegars. Molecules. 2018. 23, 379, w ktorej nie badano
wchianiania nutraceutykow.

W Publikacji 6 do czekolady dodawano liofilizowane owoce derenia w postaci proszku, takze
w polaczeniu z preparatem bakterii probiotycznych. Nie wskazano, czy ktorys z tych wariantow spetnia
kryteria zywnosci funkcjonalnej oraz jakie o$wiadczenie zdrowotne mozna by zastosowaé do takiego
produktu.
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Przedstawione uwagi wymagaja wyjasnienia, niemniej nie ummiejszajg wysokiej wartosci
naukowej i poznawczej ocenianej Dysertaciji.

Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

W Oméwieniu Publikacji w wersji angielskiej Streszczenia podano, ze badanych bylo 6,
zamiast 7 odmian derenia.

W punkcie Charakterystyka badanych odmian na stronie 18 Omowienia Publikacji podano, ze
ekstrakty z derenia byly przechowywane w temperaturze 21 °C do czasu oznaczen, podczas gdy
chodzito o temperature -21 °C, co zostato podane poprawnie w odnosnej Publikacji 4.

W wielu zdaniach Omoéwienia Publikacji niewlasciwie uzyto przyimek ,dla”, np. we frazie
_Klimenko .. szacuje, ze dla jednego ... krzewu derenia .. .mozna uzyska¢ wydajnos¢ ... 10 kg7,
podczas gdy bardziej wlasciwym przyimkiem bylby ,.z”, gdyz plon jest dla konsumenta z krzewu.

Na stronie 11 Omoéwienia Publikacji we Wprowadzeniu napisano ,niska wartos¢ pH soku
z owocdw derenia jadalnego (pH powyzej 2,4)”. Czy poprawnie miato by¢: ,,pH ponizej 2,477

Publikacja 1, ,pH ... 2 ... caused ... whereas a decrease of the pH to 4.0”? Czy poprawnie
miale by¢: increase”?

W Pubiikacji 6 w podrozdziale Fruit preparation napisano, “frozen Cornefian cherry fruiis were
dried in a freeze dryer ..... at a pressure of 1.030 bar”, podczas gdy w procesie tym stosuje si¢ gigboka
proznig.

W Publikacji 6 nie opisano enzyméw, jakie byly stosowane do przeprowadzenia symulacji
trawiema.

Ocena koncowa

Stwierdzam, ze Doktorant wykazat si¢ umiej¢tnosciami oryginalnego rozwigzywania problemu
naukowego i zrealizowat cel postawiony w pracy. Rozprawa doktorska prezentuje znajomos¢ ogolnej
wiedzy mgr inz. Szczepaniaka w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia i potwierdza umiejetnosé
Doktoranta samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Recenzowana Rozprawa doktorska mgr inz.
Oskara Szczepaniaka speinia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 1. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pana mgr inz. Oskara Szczepaniaka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, wskazujgc na wysokg warto$¢ naukowa i poznawcza ocenianej Dysertacyi,
wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu o wyrdznienie recenzowanej Rozprawy Doktorskiej Pana mgr inz. Oskara
Szczepaniaka.




