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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Durak-Dados pt. ,,Interakcje bioaktywnych sktadnikow
kawy i wybranych dodatk6w funkcjonalnych jako czynnik modyfikujacy potencjalng
aktywnos¢ biologiczng”
wykonanej w Katedrze Biochemii i Chemii Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie,
pod kierunkiem Pani dr hab. Urszuli Gawlik-Dziki, prof. nadzw. UP i promotora

pomocniczego Pana dr hab. Michata Swiecy

Recenzja zostala wykonana w oparciu o uchwate Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie podjetej w dniu 29 pazdziernika
2014 roku, zgodnie z wymaganiami art. 20 ust. 5 Ustawy z 14 ma_rcé 2003 roku o stopniéch i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003, Nr 65, poi._ 595z

poz. zm.).



Podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Durak-Dados pt. ,Interakcje
bioaktywnych skladnikow kawy i wybranych dodatkow funkcjonalnych jako czynnik
modyfikujacy potencjalng aktywno$¢ biologiczng”, stanowi zbior 4 opublikowanych prac w

latach 2014-2017 w czasopismach indeksowanych w Journal Citation Reports:

I. Durak A., Gawlik-Dziki U., Peéio L. Coffee with cinnamon - impact of
phytochemicals interactions on antioxidant and anti-inflammatory in vitro activity.
Food Chemistry, 2014, 162, 81-88 (IF = 3,391).

II. Durak A., Gawlik-Dziki U., Kowalska I. Coffee with ginger — interactions of
biologically active phytochemicals in the model system. Food Chemistry, 2014, 166,
261-269 (IF =4,052).

III. Durak A., Gawlik-Dziki U., Kowalska I. Evaluation of interactions between coffee
and cardamon, their type, and strengh in relations to interactions in a model system.
CyTA - Journal of Food, 2017, 15 (2), 266-276 (IF = 1,180).

IV. Durak A., Kowalska 1., Gawlik-Dziki U. UPLC-MS method for determination of
phenolic compounds in chili as a coffee supplement and their impact of
phytochemicals interactions on antioxidant activity in vitro. Acta Chromatographica,

2017, http:///www.akademia.com/doi/abs/10.1556/1326.2016.00173 (IF = 0,755).

Udzial Kandydatki w ich powstawaniu (zgodnie z zalaczonymi oswiadczeniami
wspotautorow) wynosi 70-80%. Podkre$lam zatem bardzo duzy indywidualny wkiad Pani
mgr inz. Agaty Durak-Dados w powstanie ww. zbioru publikacji. Ranga czasopism, w
ktorych prace zostaly opublikowane, nie pozostawia watpliwosci co do wysokiego poziomu
naukowego i warsztatowego Kandydatki. Trzeba zaznaczy¢, ze przedtozona rozprawa oprocz
4 ww. publikacji, zawiera takze wstgp — przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczace]
poruszanych probleméw, cel badan, omdéwienie zastosowanych metod oraz syntetyczne
omoOwienie wynikéw wraz z dyskusjg. Praca podsumowana jest piecioma wnioskami. Calos¢
uzupehnia streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Problematyka podjeta przez Doktorantke obejmuje szereg zagadnien zwigzanych z
chemig zywno$ci, analityka i1 Zzywnoscia funkcjonalna obejmujaca kawe jako napar
wzbogacony w wybrane przyprawy w celu poprawy jej smaku; aromatu, a  takze
potencjalnych wilasciwosci prozdrowotnych. Tematyka wolnych rodnikéw 1 zwigzkéw

fenolowych jako naturalnych przeciwutleniaczy, ich przemian metabolicznych i aktywnosci



biologicznej ma charakter bardzo interdyscyplinarny, tym bardziej kiedy dotyczy wtasnie
kawy i przypraw. Zajmuje ona wazne miejsce nie tylko w obszarze chemii, medycyny i
biologii, ale réwniez w nauce o zywno$ci, ktéra wnosi wiele istotnych informacji o
mozliwosci redukcji stresu oksydacyjnego lub karbonylowego a dalej ograniczenia ryzyka
zapadalno$ci na tzw. choroby cywilizacyjne. Ta tematyka jeszcze przez wiele lat bedzie
wiodaca albowiem interakcje reaktywnych fbrm tlenu i azotu prowadza do powstania nowych
reaktywnych form a z kolei nieuzasadnione stosowanie nadmiernych ilosci przeciwutleniaczy
moze prowadzi¢ réwniez do stresu redukcyjnego z konsekwencja zaburzenia homeostazy
organizmu konsumenta. W tym miejscu chciatbym pogratulowa¢ Doktorantce oraz Pani
promotor jak i Panu promotorowi pomocniczego za odwagg badawcza w dziedzinie zywnosci
funkcjonalnej obejmujacej kawe we wszystkich jej aspektach. Kazdego ranka miliony ludzi
zaczynajg dzien filizankg kawy. Obecnie jest to jeden z najpopularniejszych napojow na
$wiecie. Z koncem XX wieku kawa byta drugim, po ropie naftowej, najczescie]
eksportowanym surowcem na $wiecie. Szacunkowo, kazdego dnia wypijano 2,25 miliarda
filizanek. Trudno sie zatem temu dziwié, ze kawa zyskala rzesze zwolennikow gltéwnie dzigki
swojemu ozywczemu i pobudzajgcemu dziataniu na organizm. Tak wielka jej popularno$¢
spowodowata wzrost zainteresowania, nie tylko sposobami jej przyrzadzania, ale rowniez
badaniami nad sktadem ziaren oraz wplywem na zdrowie izycie czlowieka. Kawa ma
réwniez swoich przeciwnikow. Co prawda sa oni w mniejszosci, jednakze zaréwno
zwolennicy jak i przeciwnicy nie sg pozbawieni swoich racji co bardzo dobrze dokumentuje
praca przegladowa pt. ,,A Comprehensive Overview of the Risks and Benefits of Coffee
Consumption” opublikowana w Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety
(2016, 15, 671-684). W pracy tej sposrod 12405 artykutéw dotyczgcych kawy
opublikowanych od roku 1970 wyselekcjonowano 127 pozycji obejmujacych badania
kliniczne, ktére jednoznacznie wskazujg zaréwno na korzysci ale i na ryzyko zwigzane z
piciem kawy.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej Doktorantka najpierw skupila si¢ na
okresleniu profilu polifenolowego kawy palonej Arabica i wybranych przypraw (cynamon,
imbir, kardamon i chili) jako dodatkéw funkcjonalnych i ich wielokierunkowych wlasciwosci
przeciwutleniajgcych. Nastepnie podjeta probe okreslenia rodzaju ‘interakcji substancji
biologicznie czynnych w naparach w zréznicowanych stosunkach objetosciowych. Tak wigc
na jednym biegunie Doktorantka badata model kawy wzbogaconej przyprawami w
kombinacjach 4:1, 3:2 i 1:1 (v/v), na drugim za$§ model przypraw wzbogacony kawg. O

rzeczywistej wartosci zwigzkow polifenolowych w kawie suplementowanej badanymi



przyprawami decyduje ich biopodatnosé, ktorg Doktorantka badala w ukladzie modelu
trawienia in vitro, uwzgledniajacym przemiany i interakcje tych zwigzkow na skutek
przemieszczania si¢ w ukladzie pokarmowym do momentu ich wchtoniecia do obiegu krwi i
dalszego ich metabolizmem w organizmie. W celach poréwnawczych zastosowata ponadto
uklad modelowy zawierajacy czyste chemicznie wzorce zidentyfikowane jako dominujgce
zwiagzki fenolowe w ekstraktach kawy i badaﬁych przypraw.

Na podkreslenie zastuguje zastosowany warsztat badawczy Doktorantki, ktory
rozwijajac si¢ wraz z kolejnymi publikacjami obejmowal techniki chromatograficzne wraz ze
spektrometrig mas oraz techniki spektrofotometryczne stuzace usystematyzowanemu badaniu
pojemnosci antyoksydacyjnej, wyznaczonej in vitro na podstawie wymiatania trwatych i nie
wystepujacych w przyrodzie wolnych rodnikéw (ABTS™, reaktywnych form tlenu o
kluczowym znaczeniu biologicznym (anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy),
zdolnosci redukujacej i chelatujacej oraz badaniu hamowania aktywnosci enzyméw
prooksydacyjnych takich jak lipooksygenaza i oksydaza ksantynowa. Za szczegdlnie cenne
uwazam zastosowanie analizy izobolograficznej i wyznaczanie wspdtczynnikdw interakcji do
oceny rodzaju interakcji pomiedzy skladnikami kawy 1 poszczegdlnych przypraw.
Wspolczynniki interakcji naparu kawy i badanych przypraw zostaly wyznaczone dla
kombinacji objetosciowej 1:1 (v/v).

Doktorantka zidentyfikowata w naparze z kawy palonej kilkanascie zwigzkow
fenolowych, gléwnie byly to zwiazki z grupy kwaséw hydroksycynamonowych. W
najwyzszym stgzeniu w naparze z kawy palonej wystepowaty kwasy chlorogenowe a wiec
estry powstate z kwasu chinowego i kwasu kawowego. Dominujacym ilosciowo w badanym
naparze kawy byl kwas 3- O — dikawoilochinowy a nastgpnie kwas 5- O — dikawoilochinowy
cho¢ ten ostatni zostat wybrany do badan interakcji w ukladzie modelowym czystych
wzorcow jako dominujacy zwigzek fenolowy kawy (Durak i in. I; Durak i in. II; Durak i in.
III). Analiza jakosciowo-ilosciowa zwigzkéw bioaktywnych w przyprawach wniosla nowa
wiedze w tym zakresie, zwlaszcza w kontekscie metody analitycznej. Mozna wiec byto pod
wzgledem profilu polifenolowego uszeregowaé¢ badany materiat jak nastepuje: chili (966
mg/g) > kawa (224,9 mg/g) > cynamon (64,7 mg/g) > imbir (5,4 mg/g) > kardamon (2.1
mg/g). Doktorantka w swojej pracy charakteryzuje uktad trawienny in vitro jako wydajny
system ekstrakcyjny. Do konca z tym stwierdzeniem nie mogg sie zgodzié, albowiem po
trawieniu in vitro naparu kawy sumaryczna zawarto$¢ zwigzkdéw fenolowych byla ponad
dwukrotnie nizsza (Durak i in, LII, II[), w przypadku naparu z cynamonu, imbiru i

kardamonu spadek wynosit odpowiednio 35% (Durak i in. I), 52% (Durak i in. II) i 16%



(Durak i in. III)). Z drugiej strony w naparze kardamonu po trawieniu in vitro Doktorantka
stwierdzita prawie trzykrotny wzrost zawartosci zwigzkéw fenolowych ogdélem natomiast w
trawionym naparze kawy nieznaczny 11% spadek zawartosci fenoli ogélem (Durak i in. III).
Ponadto, choéby na podstawie zdolnosci trawionych naparéw kawy i przypraw (z
pominig¢ciem chili) do wymiatania kationorodnika ABTS Doktorantka stwierdzila wyrazny
wzrost aktywnosci, ktéry byt stabo sko;relowany z sumaryczng zwartoscig zwigzkoéw
fenolowych (r= -0,60). Wskazywaé to moze na szersza rol¢ zastosowanego symulowanego
trawienia in vitro, badZz na obecno$¢ innych zwigzkéw nie objg¢tych analityka lub silne
interakcje zwigzkéw bioaktywnych obecnych w naparach kawy i przypraw po trawieniu. W
tym kontekscie poprosze Doktorantke o komentarz.

Interesujagcym  aspektem, oprocz  oceny  wielokierunkowej  pojemnosci
antyoksydacyjnej naparu kawy i przypraw, byla analiza zdolnosci badanych naparéw do
hamowania aktywnosci enzyméw prooksydacyjnych takich jak lipooksygenaza i oksydaza
ksantynowa. Doktorantka wykazata zdolno$¢ ekstraktow kawy oraz cynamonu, imbiru i
kardamonu do hamowania in vitro aktywnosci lipooksygenazy, przy czym co istotne,
zdolno$¢ ta byla istotnie wyzsza po trawieniu in vitro. Ten sam trend zaobserwowala réwniez
dla naparu kawy i kardamonu w aspekcie badania aktywnosci oksydazy ksantynowe;.

Badania te stanowily podstawe do weryfikacji najwazniejszej hipotezy badawczej
pracy méwiacej, ze interakcje bioaktywnych sktadnikéw kawy oraz wybranych dodatkéw
funkcjonalnych wykorzystanych do wzbogacania odgrywaja istotna role w modyfikacji jej
potencjatu biologicznego.

W pierwszej pracy (Durak i in. I) dotyczacej kawy wzbogaconej cynamonem
Doktorantka na podstawie badania pojemnosci przeciwutleniajacej testem ABTS wykazala
antagonistyczne dzialanie zwigzkoéw bioaktywnych obecnych w naparach. Ten typ interakcji
zostal potwierdzony rowniez w uktadzie modelowym zawierajacym czyste chemicznie
wzorce zidentyfikowane jako dominujgce zwigzki fenolowe tzn. kwas chlorogenowy i
cynamonowy. Mozna zatem bylo zatozy¢, ze przy prawidlowo dobranym modelu wzorcow
obserwowany rodzaj interakcji bedzie réwniez obecny w badaniu innych parametrow
wielokierunkowej aktywnos$ci antyoksydacyjnej mieszaniny naparéw kawy i przypraw. I
rzeczywiscie zostalo to potwierdzone poprzez synergistyczne dzialanie inhibitoréw
lipooksygenazy zawartych w naparze kawy i cynamonu oraz w naparze kawy i kardamonu
(Durak i in. II) , ale juz nie w naparze kawy i imbiru (Durak i in. II). Jednakze po trawieniu in
vitro obserwowany rodzaj interakcji byt zbiezny w wiekszosci przypadkow z tym uzyskanym

w modelu substancji wzorcowych, w mniejszym zakresie jednak z typem interakcji



obserwowanym w naparach kawy z cynamonem, imbirem, kardamonem i chili. Z uwagi na
zréznicowany profil zwigzkéw fenolowych w przyprawach wskazuje to jednoznacznie, ze
kazdy rodzaj kawy wzbogaconej konkretng przyprawa nalezy rozpatrywa¢ indywidualnie.
Pracg doktorska konczy S5 wnioskéw, ktdére stanowig weryfikacje postawionych w celach
pracy hipotez badawczych. Sg one trafne, cho¢ w mojej opinii zbyt uogélnione.

Podczas wnikliwej analizy pracy na[sum;%y mi si¢ pytania i uwagi. W tym miejscu
chciatbym jednak zapyta¢, co uzasadnialo wybér kwasu cynamonowego w ukladzie
modelowym w pracy Durak i in. I, skoro jego zawartos¢ w naparze z cynamonu byta
najnizsza. Ponadto, co uzasadnialo wybdr kwasu kawowego w uktadzie modelowym w pracy
Durak i in. II, skoro nie zostal on zidentyfikowany w naparze z imbiru? Ponadto chciatbym
zapyta¢ Doktorantk¢ czy na podstawie analizy izoboli mozna z calag pewnoscig dokonaé
transformacji rodzaju interakcji pomiedzy naparem kawy i przypraw oraz pomigdzy
dominujgcymi zwigzkami fenolowymi kawy i przypraw w takim zakresie suplementacji,
ktory bylby akceptowany przez panel sensoryczny? W przypadku kawy wzbogaconej
kardamonem suplementacja na poziomie 0.5% okazata si¢ by¢ najbardziej celowa w ocenie
panelu sensorycznego (Durak i in. III). Szkoda, ze Doktorantka nie przeprowadzita oceny

sensorycznej kawy wzbogaconej cynamonem, imbirem i chili.

WNIOSEK KONCOWY

Rozprawe doktorskg Pani mgr inz. Agaty Durak-Dados pt. ,,Interakcje bioaktywnych
sktadnikow kawy i wybranych dodatkéw funkcjonalnych jako czynnik modyfikujacy
potencjalng aktywno$¢ biologiczng” oceniam pozytywnie. Z duza satysfakcja moge
stwierdzié, ze oceniana praca doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl prac i wnosi istotne
nowe tresci do chemii zywno$ci i zywnosci funkcjonalnej. W tym miejscu chciatbym
podkresli¢, ze wykonane badania byly bardzo pracochtonne i wymagaly od Doktorantki duzej
wiedzy, umiejetnosci i skrupulatnosci analityczne;.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa nt.
“Interakcje bioaktywnych skladnikow kawy i wybranych dodatkéw funkcjonalnych jako

999

czynnik modyfikujacy potencjalng aktywnos$¢ biologiczng”” spetnia wymogi okreslone w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku “O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki” (dz. U. Nr 65, poz. 65, z p6zniejszymi zmianami) i

zwracam si¢ do Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu



Przyrodniczego w Lublinie, o przyj¢cie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agaty Durak-

Dados i dopuszczenie pracy do publicznej obrony.

Wysoki poziom naukowy ocenianej pracy motywuje mnie do zlozenia Wysokiej
Radzie wniosku o wyréznienie Doktorantki w sposéb praktykowany na Wydziale Nauk o
Zywnoéci i Biotechnologii.
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