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R E C EN Z1J A rozprawy doktorskiej

Recenzja przedtozonej rozprawy doktorskiej mgr inz. Urszuli Szymanowskiej pt.
s Wplyw wybranych proceséw technologicznych na aktywnosé¢ biologiczng zwigzkow

fenolowych owocéw malin Rubus idaeus L. odmiany Polana”, wykonanej w wykonana w
Katedrze Biochemii i Chemii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie sklada sie
z oceny nastepujacych elementow:

1.Dobor 1 znaczenie tematu.

2.Bibliografia i znajomos¢ literatury.

3.Uklad pracy i wymogi formalne.

4.7Zastosowana metodyka badan.

5.Koncepcja rozwigzania problemu naukowego 1 przedstawionych wynikow.

6.Prawidtowos¢ wnioskowania.

7.0cena koncowa.

Ad. 1.0cena doboru 1 znaczenia tematu

W Polsce zbiera sie ponad 120 tys. ton malin, co daje czolowe miejsce w rankingu
$wiatowym. Owoce te sg cenione i chetnie spozywane w postaci Swiezej i przetworzonej z
powodu atrakcyjnych cech smakowych. Sg one szczegolnie zasobne w zwigzki bioaktywne o
wysokiej  wartosci zywieniowej i prozdrowotnej. Stanowia dobre zrédlo cennych dla
organizmu ludzkiego polifenoli, zwlaszcza antocyjandw i elagotanin, blonnika oraz substancji
mineralnych. Maliny sg dobrym surowcem dla przetworstwa na soki, syropy, dzemy,
mrozonki i inne produkty. W spozywaniu malin w catosci w postaci Swiezej 1 w dzemach
przeszkadza obecno$¢ w nich drobnych pestek. Natomiast sa one usuwane w procesie
produkeji sokow, ktory stanowi wazny kierunek przetworstwa tych owocoéw. Mato poznane
sa skutki procesu produkcji soku, zwlaszcza obrobki enzymatycznej na zawartos¢ zwiazkow
bioaktywnych. Dlatego podjgcie tematu dotyczacego oceny potencjatu prozdrowotnego
malin, otrzymanych z nich sokow, jak rowniez mozliwos¢ wykorzystania wytlokow jako

zrodla zwiazkow bioaktywnych przez mgr inz. Urszulg Szymanowska jest w pelni



(8]

uzasadnione i  celowe. Powszechnie znane sg w medycynie ludowej wlasciwosci
profilaktyczne i lecznicze malin oraz otrzymanych z nich produktow.

Autorka w rozprawie doktorskiej podjeta si¢ trudnego zadania kompleksowej oceny
surowca, warunkow procesu technologicznego otrzymywania sokow z malin oraz
pozostajacych po tloczeniu wytlokow pod wzgledem zawartosci i aktywnosci biologicznej
zwiazkow polifenolowych.

7 wykorzystaniem nowoczesnej aparatury analitycznej jak chromatografia cieczowa i
metod spektrofotometrycznych, oceniata zawartos¢ zwiazkéw polifenolowych i zdolnosé¢
inhibitowania aktywnosci lipooksygenazy 1 cyklooksygenazy-2 —oraz wlasciwosci
przeciwnowotworowych in vitro zwiazkow fenolowych oraz oczyszczonych frakeji
fenolowych i antocyjanowych z malin, soku i wyttokow.

Praca ma duza warto$¢ poznawcza i praktyczng w zakresie przetworstwa i wartosci
prozdrowotnych malin. Doktorantka podjeta sig trudnego, waznego dla nauki, interesujacego

tematu badan.

Ad. 2. Ocena bibliografii i znajomosci literatury

Bibliografia pracy jest bardzo bogata, liczy 312 publikacji zwigzanych z tematem
badan. Zdecydowana wiekszo$¢ pozycji literaturowych jest z ostatniego dziesigciolecia.
Duza cze$¢ cytowanych prac jest opublikowana w jezyku angielskim. Swiadezy to o duzej
dociekliwoscei i pracowitosci w gromadzeniu informacji na badany temat ze Swiatowe]
literatury. Recenzent nie ma zastrzezen odnosnie znajomosci tematu, zakresu i sposobu

wykorzystania przedstawionej literatury.

Ad. 3. Ocena uktadu pracy i wymogow formalnych

Praca, przedtozona do recenzji w formie maszynopisu jest bardzo obszerna zawiera w
207 stron tekstu facznie z wykazem literatury. Konstrukcja pracy jest zgodna z wymogami
pisania rozpraw i oparta na podziale rzeczowym. Skfada si¢ z wprowadzenia literaturowego,
celu pracy, rozdzialow czesci doswiadczalnej obejmujgcych opis materiatu i organizacji
doswiadczen oraz metod analitycznych, przedstawienia wynikow i osobno dyskusji oraz
wnioskow i streszezenia w jezyku polskim i angielskim. Wyniki badan zamieszczone sa na

49 dobrze przygotowanych rysunkach i w 39 tabelach.
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W obszernym przegladzie literatury na 44 stronach przedstawione sg informacje o
zywnosci pochodzenia roslinnego jako zrodle zwigzkow bioaktywnych, duza czgs¢ tego
podrozdziatu dotyczy owocow jagodowych w tym malin. Zagadnienia te sg Scisle tematycznie
zwiazane z przedmiotem rozprawy. Kolejny rozdzial dotyczy produkcji sokow owocowych i
obrébki enzymatycznej stosowanej w ich otrzymywaniu. Ostatnia cze$¢ najbardziej obszerna
przegladu literatury poswigcona jest zwigzkom fenolowym w owocach. Autorka przedstawita
budowe tych zwiazkow, podzial i aktywnosci biologiczne, ze szczegdolnym uwzglednieniem
zagadnien poswieconym  wiasciwosciom  przeciwutleniajacym, przeciwzapalnym
hamujacym enzymy lipooksygenaz¢ 1 cyklooksygenazg-2 oraz przeciwnowotworowym.
Wszystkie te informacje sg Scisle zwigzane z przedmiotem Jej badan. Autorka wykazata sig
dobra znajomoscig zagadnien, ktorym poswigcona jest rozprawa doktorska. Obszerne
opracowanie literaturowe mgr inz. Urszula Szymanowska moze opublikowa¢ w formie pracy
przegladowe;j.

W te] cze$ci rozprawy sg drobne biedy.  Autorka uzywa potocznego jezyka jak
,,owoce kolorowe”, ,,antyoksydanty” zamiast polskiego stowa ,,przeciwutleniacze”.
Niepoprawne sg nazwy zawiazkow polifenolowych ,.cyjanidyno-3-galaktozyd i cyjanidyno-3-
arabinozyd” zamiast ,.cyjanidyno-3-O-galaktozyd i cyjanidyno-3-O-arabinozyd” (strona 23)
.myricetyny” zamiast ,,mirycetyny” (strona 33, 02), ..cyanidyny” zamiast ,.cyjanidyny”
(strona 34), ..flawon-3-oli” zamiast ,,flawan-3-oli” (strona 38). Sg btedy w pisowni i literowe
jak dwukrotnie w zdaniu stowo ,hydrolizy” (strona 23), ,.przy temperaturze” zamiast ,,w
temperaturze” (strona 24), ,,znajdujajacych si¢ ” zamiast ,,znajdujacych si¢ ” (strona 29),
.roznych” zamiast ,,r6znych” (strona 52), ,,Réznice” zamiast ,,R6znice” (strona 56). Blednie
stawiane sa kropki po tytutach rysunkow (rys. 1, 3-10) i tabel (tabela 3, 5, 6).

Do tej czesci pracy nie mam zadnych innych zastrzezen, z wyjatkiem ze jest zbyt
obszerny.

Cel pracy zostal przedstawiony poprawnie, mozna byloby skroci¢ go, na przykiad
podajac tacznie punkty 11 2.

W czesci doswiadczalnej pracy na 14 stronach zaprezentowany jest opis materiatu
badawczego, przebiegu badan oraz doktadne opisy wykonania doswiadczen 1 zastosowanych
metod analitycznych. Te¢ cze$¢ mozna byloby skroci¢ zamieszczajac opis malin i ich
systematyke w cze$ci literaturowej. Rozdzial ten napisany jest czytelnie, Autorka nie
ustrzegta sie jednak btedow. Brak jest informacji o miejscu realizacji badan. Powinna by¢
Scistej podana temperatura przechowywania a nie tylko, ze ,Otrzymane syropy

przechowywano w temperaturze pokojowej” (strona 67). Niepoprawnie uzywane jest sfowo



Lproby” zamiast ,,probki” (strona 69, 73), zamiast ,ekwilibrowana” po polsku jest
poprawnie ,,rownowazona”,

W opisie metod chromatograficznych HPLC brak jest informacji o dtugoset fali przy
ktérej rejestrowano chromatogramy (strona 71). Biedna jest informacja .15 ml
zakwaszonego 90% etanolu (0,1% v/v metanolowy roztwor HCI)” (strona 76). Czy to byt
etanol, czy metanol uzyty do ekstrakcji ? Nie zaczyna si¢ zdania od skrotu ,,Ok. 10%
komorek .. (strona 76).

Rozdziat ,,V. Omoéwienie wynikow ™ jest przedstawiony osobno bez dyskusji na 70
stronach, podzielony w logiczny sposdéb na podrozdziaty zgodnie z kolejnoscig
przeprowadzonych doswiadczen. Dotyczy on kolejno osobno badan nad miazgg malinowg
poddang enzymatycznej maceracji, nastgpnie sokom 1 wyttokom uzyskanym w procesie
otrzymywania sokow z malin. Szkoda, ze Autorka nie przedstawita poréwnania wybranych
wynikow rownoczesnie dla trzech rodzajow produktow dla pokazania bilansu zwigzkow
polifenolowych i aktywnosci biologiczne;j.

Wyniki badan sg bogato ilustrowane dobrze przygotowanymi rysunkami, tabelami
oraz uzupelnione obliczeniami statystycznymi.

Do tego rozdziatu mam drobne uwagi dotyczace nazewnictwa ,.flawanole i
procyjanidyny” (strona 84), procyjanidyny to tez flawanole powinno by¢ ,.flawanole w tym
procyjanidyny”, poprawnie nalezy pisac ,,(-)epikatechina” a nie ,.epikatechina” (tabela 9, 18,
33 1 39) i na stronie 139. W jaki sposob i jakie zidentytikowano osobno pochodne (+)
katechiny (suma) i (-) epikatechiny (suma) (tabela 9, 18, 33 i 39) ?  Blad literowy
,.antocuyjanowe” (strona 94), ,,maizgi malinow;j traktownej” (strona 108) ,,Dl;a pozostatych
probek aktywnos$¢ ta byla zblizona i wyniosla” (strona 145). Styl: ,Aktywnos¢
cyklooksygenazy-2 najsilniej hamowaty wytloki kontrolne (IC50=0,2 mg $m/ml), najstabiej
natomiast wytloki poddane dziataniu preparatu Ultrazym AFP-L (WE3) (IC50=0,18mg
$sm/ml) — rysunek 46b.” (strona 139)

Dyskusje wynikow zamieszczono osobno w rozdziale VI na 28 stronach. Zostala ona
poprawnie przeprowadzona na podstawie bogatej bibliografii i zakofczona podsumowaniem.
W tej czesci pracy mam pytanie co to jest za zwigzek procyjanidyna G? ,,procyjanidyn B1-B8
i G” (strona 160). W koncowej czesci rozprawy doktorskiej mgr inz. Urszula Szymanowska
przedstawila czternascie wnioskow dotyczacych najwazniejszych wynikow. Blednie pisane
sq nazwy zwiazkow ,katechina i epikatechina” zamiast ,,(+)katechina i (-)katechina oraz
zamiast .flawonoidow i antocyjanéw” powinno by¢ ,flawonoidow w tym antocyjanow”. W

dalszym rozdziale w bibliografii spis pozycji literaturowych nie jest przedstawiony



jednorodnie. Autorka zamieszcza pelne nazwy czasopism i skroty przyktadowo: pozycja 21
.,Przemyst Fermentacyjny i Owocowo-Warzywny”, pozycja 207 ,,Przemys Fermentacyjny i
Owocowo- Warzywny” i pozycja 309 ,,Przem. Ferm. i Owoc.-Warzyw”. Pomocny w czytaniu
pracy jest zamieszczony wykaz skrotow i1 oznaczen. W aneksie w podpisie rysunkow

chromatograméw brak jest informacji o dtugosci fali przy ktorej byty one rejestrowane.

Ad.4.0cena zastosowane] metodyki badan

Autorka wykazata si¢ dobrym opanowaniem trudnych, roznorodnych technik
analitycznych. W badaniach stosowala nowoczesng metodg¢ chromatografii cieczowej z
detektorem diodowym (HPLC-DAD,). Ponadto wykorzystywata metody
spektrofotometryczne w analizie polifenoli ogotem, flawonoidow, antocyjandéw i aktywnosci
przeciwutleniajacej. Stosowala techniki adsorpeji na fazie statej (SPE) do frakcjonowania
zwiazkoéw polifenolowych. Wykonywata — oznaczania potencjalnych wlasciwosci
przeciwzapalnych poprzez badanie hamowania aktywnosci lipooksygenazy (LOX) i
cyklooksygenazy-2 (COX-2) z wlasna modytikacjg metody. Wyznaczata stata Michaelisa-
Menten (Km), Vmax dla LOX i COX-2 oraz okreslata typ inhibicji. Ponadto oznaczata
aktywnosci cytotoksyczne ekstraktow z malin i otrzymanych z nich produktéw na komorki
biataczki.

Stosujac  wielokrotne powtdrzenia uzyskala wartosciowe wyniki, kidre dobrze
opracowata statystycznie. Zastosowane metody byty zlozone i czasochtonne, wymagatly
duzego nakladu pracy, pozwolity w petni zrealizowa¢ zalozony ambitny cel badan. Cennym
wkladem pracy Autorki byty badania nad wptywem ekstraktow malinowych na hamowanie
enzyméw LOX i COX-2 oraz na komorki biataczki. Duza ilos¢ bardzo trudnych,
czasochtonnych i pracochtonnych badan pozwolita na zrealizowanie celu pracy. Godne

podkreslenia sa obliczenia statystyczne wynikow badan i sposob prezentacji na wykresach.

Ad.5.0cena koncepciji rozwiazania problemu naukowego i przedstawionych wynikow

Badania mgr inz. Urszuli Szymanowskiej dotyczyly trudnego i ambitnego zadania
kompleksowej oceny zawartosci zwiazkow polifenolowych i ich aktywnosci biologicznej w
malinach odmiany Polana i otrzymanych z nich produktow. Ocenie poddano owoce, soki i
wytloki pozostajace po tloczeniu. Badania dotyczyly takze syropow uzyskanych z sokow

malinowych z réznymi dodatkami sacharozy, bezposrednio po produkeji 1 po



przechowywaniu. Kompleksowe badania wymagaly pracochtonnego przygotowania
ckstraktow 1 frakcjonowania technika SPE oraz réznorodnych oznaczen. Szczegolnie
istotnym i trudnym zadaniem byly badania hamowania aktywnosci enzymow lipooksygenazy
i cyklooksygenazy-2 oraz komorek nowotworowych biataczki przez frakcje i ekstrakty
zwigzkow polifenolowych.

Interesujacym aspektem pracy mgr inz. Urszuli Szymanowskiej byla ocena dziatania
preparatow enzymatycznych Pectinexu Ultra SP-L, Pectinexu Yield Mash (ME2) 1 Ultrazymu
AFP-L na zawartos¢ 1 profil zwigzkow polifenolowych oraz aktywnos¢ biologiczng
produktéw z malin. Szkoda, ze Autorka nie uzyla preparatow specjalnie polecanych do
owocdw jagodowych zawierajacych antocyjany jak Pectinex Color i Pectinex Be. Wedtug
producentéw te preparaty nie zawierajq aktywnosci glikozydaz hydrolizujacych potaczenia
glikozydowe antocyjanow a chronigc te zwiazki zapewniajq lepsza barwe sokom po obrébee
enzymatycznej.

Duzg warto$¢ poznawcza ma ocena poszczegolnych grup zwigzkow polifenolowych,
po rozfrakcjonowaniu ich na antocyjany i inne polifenole, na hamowanie aktywnosci
enzymoéw lipooksygenazy i cyklooksygenazy-2 oraz komorek nowotworowych bialaczki.
Mankamentem tych badan bylo nie uwzglednienie w analizach najwazniejsze] grupy
polifenoli malin to jest elagotanin. Autorka byla swiadoma zawartosci tych zwigzkow, na
stronie 159 podaje, ze ,elagotaniny stanowia nawet 85% zespolu zwigzkdéw czynnych
owocdw maliny wlasciwej, natomiast antocyjany okolo 23%, pozostate zwiazki polifenolowe
(flawonoidy, fenolokwasy, czy pochodne tlawan-3-olu) jedynie okoto 2%”. Natomiast
oznaczata (+)-katechine i (-)epikateching oraz jak podaje (strona 159), ,,prawdopodobnie ich
pochodne z grupy flawon-3-oli (tabele 9, 18, 33, 39)”. W pracy nie jest podane jakie to byty
zwiazki 1 jak je zidentyfikowano.

Duzym osiagnieciem Autorki byta kompleksowa ocena zawartosci poszczegolnych
grup polifenoli malin wraz z ich frakcjami i ich aktywnosci przeciwutleniajacej oznaczonej
ro6znymi metodami oraz zdolnosci hamowania enzymow lipooksygenazy i cyklooksygenazy-2
wykazujacymi wiasciwosci prozapalne. Doktorantka stwierdzita, ze maliny, sok z malin oraz
wytloki majg wiasciwosci hamujace aktywnos¢ tych enzymoéw, w stopniu zaleznym od
stezenia zwigzkow fenolowych. Waznym osiggnigciem takze bylo wykazanie, ze ekstrakty
surowe hamowaly zywotno$¢ komorek nowotworowych skuteczniej niz oczyszczone frakcje

antocyjanowe czy fenolowe.
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Efektem badan mgr inz. Urszuli Szymanowskiej bytly wyniki wykazujace, ze zwigzki
fenolowe z owocow malin odmiany Polana majq wilasciwosci przeciwutleniajgce,
przeciwzapalne i przeciwnowotworowe.

Badania Jej znacznie wzbogacilty wiedz¢ o wtasciwosciach prozdrowotnych malin i
otrzymanych z nich produktéw. Praca ma nie tylko duzy aspekt poznawczy ale zwlaszcza
bardzo cenny praktyczny. Autorka udowodnita, ze owoce malin oraz uzyskane z nich soki i
wytloki, stanowig dobre zrédto zwigzkow tenolowych, ktore moga by¢ wykorzystane w
profilaktyce choréb cywilizacyjnych o podlozu wolnorodnikowym oraz wspomagajaco w

terapii stanoéw zapalnych i choréb nowotworowych uktadu krwiotworczego.

Ad.6. Ocena prawidlowosci wnioskowania

Autorka sformutowata poprawnie 14 wnioskow, w ktérych przedstawita
najwazniejsze wyniki dobrze udokumentowanych wlasnych badan. Mankamentem jest, ze

one zbyt ogdlne bez podania najwazniejszych przyktadow liczbowych.

Ad..7. Ocena koncowa

Oceniajac merytorycznie przedtozong do recenzji prace doktorska mgr inz. Urszuli
Szymanowskiej stwierdzam, ze Autorka wykazata si¢ gruntowna znajomoscig tematyki badan,
poprawnie zaplanowata i wykonata duza ilos¢ pracochtonnych badan, wykazujac sig
umiejetnoscia  wykonywania réznorodnych analiz z uzyciem nowoczesnych technik,
uzyskujgc wartosciowe wyniki. Na podstawie swych badan Autorka przedstawita bardzo
obszerny material dotyczacy zawartosci zwiazkow polifenolowych i aktywnosci biologicznej
malin i otrzymanych z nich produktow. Wyniki tej pracy stanowig wazny wktad w poznanie
sktadu zwigzkow 1 aktywnosci przeciwutleniajacej, przeciwzapalnych i
przeciwnowotworowych malin i ich przetworéw. Praca zawiera elementy nowosci naukowej,
zwlaszcza w zakresie badan nad hamowaniem aktywnosci enzymow prozapalnych 1 komorek
nowotworowych bialaczki. Duza ilo$¢ doswiadczen wniosta wiele nowych informacji z
waznego dla nauki i praktyki zakresu badan.

Zastosowanie do badan odpowiednich metod analitycznych dato wiele wartosciowych
oryginalnych wynikow. Duzg wartos¢ naukowa i praktyczng maja wyniki badan uzyskane dla
cennego surowca jagodowego uprawianego powszechnie w Polsce jakim sa maliny.

Oryginalno$cia w pracy byly kompleksowe badania nad surowcem, produktami ktérymi byty



soki 1 syropy malinowe oraz materialem odpadowym wyttokami powstajacymi w procesie
produkeji soku. Duza wartos$¢ praktyczng dla przetworni owocow w Polsce majg takze wyniki
badan preparatow enzymatycznych stosowanych w produkeji sokow.

Niewielka ilo$¢ uwag krytycznych recenzenta ma charakter dyskusyjny. Oceniajacy
gléwnie skupit si¢ na biedach, ktére nalezatoby skorygowa¢ w przygotowywaniu pracy do
druku.

Dyskusyjne uchybienia w pracy nie umniejszajq jej wartosci merytorycznej. Uwazam,
ze bedaca przedmiotem oceny rozprawa mgr inz. Urszuli Szymanowskiej w pelni odpowiada
wymogom art. 20, punkt 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 03,65,595) stawianym pracom doktorskim i

wnosze¢ o dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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