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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Urszuli SzymanowskKiej
p.t.: ,, Wplyw wybranych proceséw technologicznych na aktywnos¢ biologiczna
zwiazkow fenolowych owocow malin Rubus idaeus L. odmiany Polana”
przeprowadzona dla Rady Wydzialu Nauk o Zywnoscii Biotechnologii Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie.

Problematyka recenzowanej pracy wpisuje si¢ w nurt badan dotyczacych
poszukiwania i efektywnego pozyskiwania naturalnych substancji leczniczych.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 207 stron wraz z zawartymi w
teks$cie rysunkami i tabelami oraz Aneksem. Na zasadnicza czg$¢ pracy sktada sie¢ Wstep
(2 str.), Przeglad Literatury (44 str.), Cel pracy (2), Materiat i metody (14), Omoéwienie
wynikéw (70), Dyskusja wynikéw (20), Wnioski (2) 1 Bibliografia (26). Rozprawe
poprzedza spis stron, wykaz uzywanych skrotdw oraz streszczenia w jezyku polskim 1
angielskim.

We Wstepie Autorka krotko zarysowata kontekst badanej problematyki
podkreslajac korzysci zdrowotne owocdéw jagodowych ze wskazaniem na maliny jako
zrédlo zwiazkow polifenolowych o oczekiwanym dziataniu leczniczym.

Rozdzial Przeglqd literatury zawierajacy bezposrednig teoretyczng podstawe do
badan wlasnych Doktorantki ujmuje wiadomosci z zakresu fitochemii owocoéw
jagodowych w tym malin, charakteryzuje soki, sposoby otrzymywania sokow oraz wptyw
preparatow enzymatycznych na wydajnos¢ produkcji. Opisuje owoce jako zrodto
zwigzkow fenolowych. Charakteryzuje flawonoidy, kwasy fenolowe, antocyjany i zwiazki
garbnikowe najczesciej spotykane w owocach i warzywach. Cytuje doniesienia na temat
wptywu roznorakich czynnikéw mogacych mie¢ wplyw na poziom i sktad omawianych
grup zwigzkow w surowych owocach i pochodzacych z nich produktach spozywczych. W
kolejnych podrozdziatach opisuje wlasciwosci biologiczne zwigzkoéw roslinnych
fenolowych skupiajac uwage na whasciwosciach przeciwutleniajacych, przeciwzapalnych,

oraz o dziataniu chemoprewencyjnym 1 antykancerogennym. W ostatniej czesci Przeglgdu



literatury Autorka charakteryzuje lipooksygenaze i cyklooksygenaze, podajac ich budowe
chemiczng i funkcje oraz cytuje prace donoszace o roslinnych inhibitorach tych enzymoéw.

Kolejnym rozdzialem jest Cel pracy, w ktorym Doktorantka na poczatku
sformutowata hipoteze badawcza. Zalozyta, ze procesy technologiczne stosowane w
przetworstwie malin modyfikuja aktywnos$¢ biologiczng surowca. Do zweryfikowania tej
hipotezy wyznaczyta cel badan, ktorym bylo okreslenie wplywu preparatow
enzymatycznych stosowanych w procesie maceracji owocow z malin na zawarto$¢ i
aktywno$¢ biologiczng obecnych w malinach polifenoli. W przedstawionej strategii
realizacji celu zaproponowata dodatkowo badania zaleznosci tych wielkosci od czasu
przechowywania sokow.

W rozdziale Material i metody zaprezentowala postgpowanie badawcze,
przedstawila material ro§linny do badan: systematyke i cechy morfologiczne Rubus idaeus
L. odmiany Polana, uzyskany z Ekologicznego Gospodarstwa Ogrodniczego w
Tarnogrodzie. Do rozwigzania problemu badawczego Doktorantka uzyta miazge
malinowa, soki, wytltoki i wyttoki depektynizowane przygotowane bez udzialu i1 z
udziatem preparatow enzymatycznych Pectmex Ultra SP-L, Pectimex Yield Mash i
Ultraenzym AFP-L. W kazdym z tych bazowych produktow oznaczyta zawartos¢
zwigzkow fenolowych ogotem, kwasow fenolowych, flawonoidow 1 antocyjanow
wykorzystujac znane 1 odpowiednie metody spektrofotometryczne oraz okreslita
wlasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne. Przygotowata takze syropy z 30% i 70%
zawarto$cig sacharozy, w ktorych oznaczyla zawarto$¢ tych samych grup metabolitow
wtornych oraz okreslita wlasciwosci zmiatania wolnych rodnikow DPPH 1 ABTS oraz
zdolnos$¢ chelatowania jonow zelaza.

Kolejnym etapem badan byto wyodrebnienie z poszczegdlnych produktéw bazowych 2
frakcji polifenolowych: jednej zawierajacej m.in. kwasy fenolowe i flawonoidy oraz frakcji
antocyjanowej. W tym celu Autorka zastosowata technike ekstrakcji do fazy statej (SPE) z
kolumienkami C18 wykorzystujac jako eluenty octan etylu i zakwaszony metanol.
Otrzymane frakcje Doktorantka poddata analizie przy uzyciu chromatografu do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréoconymi fazami RP HPLC
wyposazonego w detektor DAD. W doswiadczeniu stosowata kolumne Varian
ChromSpher i elucje gradientowa mieszaning 4,5% kwasu octowego i 50% acetonitrylu w
przypadku flawonoidéw 1 kwasdéw fenolowych oraz mieszaning 4,5% kw. mréwkowego 1
acetonitrylu z udziatem 2% kw. mréwkowego W przypadku antocyjanow. ldentyfkacji
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odpowiednimi wzorcami. W kolejnych etapach Doktorantka okreslata zdolno$¢ frakeji
antocyjanowych i frakcji pozostaltych zwigzkéw fenolowych do neutralizowania wolnych
rodnikow DPPH i ABTS, zdolno$¢ do chelatowania jonow zelaza oraz zdolnos$¢ redukcji
zelaza (II) do zelaza (II). Wlasciwosci przeciwzapalne okreslata przez okreslenie
zdolnosci hamowania aktywnosci lipooksygenazy 1 cyklooksygenazy metodami
spektrofotometrycznymi. Wyznaczyta statag Michaelisa-Menten okreslajacg powinowactwo
enzymu do substratu dla LOX i COX. Oprocz badan aktywnos$ci przeciwzapalnych i
przeciwutleniajacych Doktorantka z pomocg testu z biekitem trypanu badala dziatanie
ekstraktow i frakcji na zywotno$¢ komorek biataczkowych. Badania prowadzita na liniach
HL-60 (ostrej biataczki promielicytowej) oraz Jurkat E6-1 (ostrej biataczki
limfoblastycznej). Analizy statystycznej wynikow dokonata na bazie programu
STATISTICA 7.0

Najobszerniejszy rozdziat Omowienie wynikow Autorka pracy podzielita na
nastepujace rozdzialy: 1. Charakterystyka miazgi malinowej poddanej maceracji. 2. Uzysk
soku z miazgi malinowej poddanej obrobce enzymatycznej. 3. Wpltyw przechowywania
sokow 1 syropow na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych i ich aktywnos$¢ przeciwutleniajaca.
4. Charakterystyka wytlokow uzyskanych w procesie otrzymywania soku z malin.
5. Charakterystyka wytlokow poddanych depektynizacji. Uzyskane dane zaprezentowala
na 42 rycinach i w 35 tabelach.

W Dyskusji wynikow Autorka pracy porownuje swoje wyniki z wynikami z
piSmiennictwa na ten temat.

Wyniki recenzowanej pracy wnoszg wiele cennych informacji.
Po pierwsze wykazuja, ze owoce maliny sa cennym zrodlem skladnikow o
wlasciwosciach przeciwutleniajacych powodujacych zmiatanie wolnych rodnikow,
chelatowanie zelaza i redukujacych jony zZelaza. Zawieraja inhibitory lipooksygenazy i
cyklooksygenazy przez co wplywajg na wlasciwos$ci przeciwutleniajgce malin. Potwierdza
to stosowanie malin i wykonanych z nich przetworow w stanach zapalnych. Ponadto
zawierajg sktadniki cytotoksyczne wobec komoérek ludzkich linii biataczkowych.
Po drugie wskazuja, Ze to zwigzki polifenolowe takie jak antocyjany, flawonoidy i kwasy
fenolowe zawarte w malinach 1 przetworach maja znaczacy udzial w badanych
aktywnos$ciach biologicznych. Badania poszerzaja wiedz¢ na temat zawartosci i sktadu

zwigzkow polifenolowych



Po trzecie dowodza, ze stosowanie w procesie tloczenia soku z malin preparatow
enzymatycznych wptywa dodatnio na uzysk soku oraz w réznym stopniu na zawarto$¢
oraz aktywno$¢ biologiczng soku i obecnych w nim zwigzkow polifenolowych,
a przetrzymywanie sokow 1 syropow zmniejsza zawartos¢ badanych polifenoli.

W trakcie czytania tej rozprawy nasuwajg mi si¢ nast¢pujace pytania:
W prezentowaniu systematyki ro§lin w pracach naukowych oczekiwane jest stosowanie
nazw tacinskich. W oparciu o jaka pozycje piSmiennictwa zostata przedstawiona
systematyka Rubus idaeus L.? W Dyskusji Autorka podaje, ze w trakcie oczyszczania
frakcji fenolowych na SPE mogly wystapi¢ straty. Czy byta wykonana optymalizacja ilosci
eluentu uzytego do wymycia kolumny SPE? Na jakiej podstawie niektore piki na
chromatografach HPLC zostaty zaliczone do pochodnych katechiny i epikatechiny?
W Materiatach i metodach jest podane, ze do wyznaczenia statej Km stosowano 5
rozcienczen substratu, za§ W odpowiadajacych punktach Omoéwienia wynikow -3
rozcienczenia. Ktore dane sg prawdziwe?

Z obowigzku recenzenta odnotowuje takze uwagi krytyczne.
W pracy czes$¢ nazwisk cytowanych autorOw nie zostala odmieniona. Kwas cynamonowy
zostat zaliczony do kwasow fenolowych. Przy oznaczaniu ilosci flawonoidéw, kwasow
fenolowych itd. bardziej odpowiednie od okreslenia ,,stezenie” bylaby ,,zawartos¢” w ..
(str. 69). Roztwor B do elucji antocyjanéw metoda HPLC to acetonitryl z dodatkiem
kwasu a nie r-r kwasu (str. 71). Niewtasciwie przedstawiony zapis stosowanej w HPLC
elucji gradientowej moze by¢ zrozumiany, ze proces rozdziatu chromatograficznego trwat
ponad 8 godzin (str.71). Doktorantka nie ustrzegla si¢ powtodrzen, ktdre niepotrzebnie
zwiekszyly objeto$¢ tekstu. Dla przyktadu podam, Ze objasnienie pochodzenia linii
komorek biataczkowych ze str. 83 zostalo powtdrzone jeszcze na str. 90,100 1 112. Btedna
jest interpretacja na str. 137, z ktérej wynika, ze zdolnos¢ wyttokéw do neutralizacji
rodnika jest najmniejsza bo wartos¢ IC50 jest najmniejsza i najwigksza bo wartos¢ IC50
jest najwigksza. W danych umieszczonych na stronach 151 i 154 dotyczacych zawarto$ci
kwasow fenolowych zamiast mikro- sa miligramy. Umieszczone w tabeli 25 wartosci
wspotczynnikow IC90 byly powyzej, a nie ponizej wartosci 1,5 1 1,875 mg. Na str. 142
zamiast tabela 26 powinno by¢ tabela 40. Najwiece] usterek dotyczy Pismiennictwa
obejmujgcego 312 nienumerowanych pozycji utozonych alfabetycznie. Poza btedami
literowymi i znakami interpunkcji sg w Kilkunastu przypadkach rozbieznosci co do roku

wydania publikacji cytowanej w tekscie i w Pismiennictwie oraz braki w wykazie literatury



niektorych cytowanych pozycji: Robins 2003, Baraniak-Szymanowska 2006, Maiga i wsp.
2006, Souza i wsp. 2013.

Na podkreslenie zastuguja mocne strony ocenianej rozprawy doktorskiej, do
ktérych zaliczam:

Kompleksowe, wielokierunkowe badania miazgi malinowej i uzyskanych z niej
sokow, syropow i oddzielonych z nich ekstraktow i frakcji oraz wyttokow, pozwalajace na
wilasciwg oceng warto$ci produktow z malin w zalezno$ci od sposobu ich pozyskiwania.

Wykonanie 4 metod do okreslenia wiasciwos$ci antyoksydacyjnych co pozwolito na
zbadanie roznych mechanizméw oddziatywania przeciwutleniajgcego: wlasciwosci
zmiatania wolnych rodnikéw, zdolnosci wigzania jondéw zelaza, ktore katalizujg
powstawanie reaktywnych form tlenu oraz zdolnosci redukcji zelaza (II) do (III), czyli
zdolnosci do oddawania wolnego elektronu co takze jest wyznacznikiem wlasciwosci
przeciwutleniajacych.

Whikliwa 1 wyczerpujaca dyskusje wynikow.

Podsumowujac recenzj¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Urszuli
Szymanowskiej p.t.. "Wplyw wybranych procesow technologicznych na aktywnosé¢
biologiczng zwigzkoéw fenolowych z owocoéw Rubus idaeus L. odmiany Polana” stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wskazuje na dobre opanowanie przez
Doktorantke zagadnien teoretycznych pochodzacych z zakresu objetego przedmiotem
dysertacji. Doktorantka zaprojektowata 1 w pelni zrealizowala przyjety na wstepie plan
badan, a uzyskane wyniki maja duze znaczenie poznawcze i praktyczne.

Recenzowana praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i z pelnym
przekonaniem przektadam Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Urszuli

Szymanowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lublin. 08.09.2014
Prof. dr hab.
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