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W ostatnich latach uwaga badaczy zwrécona jest na badanie fizjologicznie czynnych
sktadnikéw zywnosci, a najwiecej prac dotyczy ich whasciwosci przeciwutleniajacych,
poniewaz powszechnie uwaza sig, ze stres oksydacyjny jest przyczyng wielu schorzenn w tym
tzw. choréb cywilizacyjnych. Dziatanie przeciwutleniaczy determinowane jest przede
wszystkim ich strukturg chemiczna, a w metodach badania aktywnosci przeciwutleniajacej
wykorzystywane sg réznorodne mechanizmy przebiegu reakcji. Na otrzymane wyniki majg
jednak wptyw dodatkowe parametry, takie jak: stezenie substratow i stosowanych
przeciwutleniaczy, medium reakcyjne i jego odczyn, temperatura, a w ukladach
wieloczynnikowych odziatywania poszcezegdlnych przeciwutleniaczy zaréwno wzajemne, jak
i ze skladnikami badanej matrycy. Te ostanie sa szczegolnie istotne we whasciwym doborze
przeciwutleniaczy wprowadzanych do $rodkéw spozywezych, poniewaz wystepujace w
zywnosci skladniki mogg takze posiada¢ wilasciwosci przeciwutleniajace. Do badania
aktywnosci przeciwutleniajgcej zardéwno pojedynczych substancji, jak i ich mieszanin
wyizolowanych z réznorodnych matryc, wykorzystywanych jest wiele metod analitycznych,
dlatego w ostatnich latach prowadzone sa prace nad oceng stosowanych procedur, co pozwoli

na standaryzacj¢ stosowanych rozpuszezalnikow i warunkéw wykonywanie pomiaréw.
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Przedstawiona do oceny praca wpisuje sie w nowoczesny kierunek badan zwigzany z
okresleniem tych parametréw uktadu reakcyjnego, ktére moga modyfikowaé otrzymane

wyniki przeprowadzanych analiz.

Dysertacja doktorska obejmuje 251 stron tekstu, w tym 24 tabele i 137 rysunkow.
Autorka podata 293 pozycje literatury zwiagzanej z zagadnieniem (w tym dwa zrédla
internetowe i 1 Rozporzadzenie Ministra Zdrowia). Cytowana literatura jest na ogot
obcojezyczna (35 pozycji w jezyku polskim) i jej wiekszos¢, bo 59% to prace opublikowane

na przestrzeni ostatnich 15 lat.

Dysertacja skfada si¢ z o$miu ponumerowanych rozdzialow, poprzedzonych spisem
tresci i wstgpem, zakonczona podsumowaniem, wykazem literatury i wykazem skrétow
(ktory powinien by¢ umieszczony w na poczatku pracy). Brak jest streszczenia zaréwno w
j¢zyku polskim jak i angielskim, brak jest rowniez wyodrebnionych wnioskéw wynikajacych
z przeprowadzonych badan. Uklad pracy jest na og6t typowy dla rozpraw doktorskich (wstep,
cel pracy i podsumowanie powinny by¢ wyodrebnione jako rozdzialy). Szczegdélowy spis

tresct umozliwia szybkie odnalezienie odpowiedniego fragmentu pracy.

W przeglgdzie literatury okreslonej jak ,,cze$¢ literaturowa” obejmujacym 59 stron,
Autorka omawia reaktywne formy tlenu (wolne rodniki zaliczane sa do reaktywnych form
tlenu, a nie odwrotnie) — ich Zrédla, mechanizm powstawania i oddziatywanie na organizm
cztowieka, przeciwutleniacze naturalne i syntetyczne (a nie ,,sztuczne™) i metody oznaczania
wlasciwosci przeciwutleniajacych. W rozdziale tym nalezalo rozszerzy¢ tresci dotyczace
charakterystyki i mechanizmoéw dzialania mieszanin przeciwutleniaczy objetych w czesci
eksperymentalnej badaniami (przyktady literaturowe zostaly przedstawione w tabeli 5, z
czasami niezrozumialymi wyjasnieniami ich interakcji — np. ,.ekstrakt o odpowiednie]
kombinacji polifenoli uzyskany w odpowiedni sposéb™). Niepotrzebna jest moim zdaniem
charakterystyka przeciwutleniaczy takich jak: witaminy C,A, E, kwasu foliowego, koenzymu
Q czy wybranych pierwiastkow. Zbegdne sg rowniez schematy i szczegdlowe opisy
wewngtrzkomérkowych Zrodet powstawania wolnych rodnikéw (rys. 4,5 i 6).

W rozdziale tym wyjasnienia lub korekty wymagajg nastepujace sformutowania:

- jak nalezy rozumie( ,,niszczenie kwaséw thuszczowych” str. 31
- enzymy katalizuja przebieg reakcji np. redukcji a nie ,,redukujg”

- boksany czy troboksany — str, 29



- na czym polega modyfikacja aparatu genetycznego komoérki a na czym uszkadzanie kwaséow
dezoksyrybonukleinowych? str. 30

- utleniajgcej substancji czy utlenianej substancii? str. 32

- .kwasne pH” str. 68

- nie nalezy w pracy naukowej stosowaé okreslen potocznych, np. doniesienia, wchodzg ze
soba w reakcje, wpasowywac sie w definicje, zmiatanie, zmiatacze, zajscie reakeji, panuje
moda, itp.

- bezposrednio po cytatach nalezy podawaé ich zrodto

Dwie ostatnie uwagi odnosza si¢ takze do pozostatych czescl pracy.

Niesformutowana hipoteza badawcza pracy zaklada, ze koncowy oznaczony efekt
przeciwutleniajacy zwiazkéw wprowadzanych w charakterze przeciwutleniaczy (gtéwnie w
przemysle spozywczym) w mieszaninie, jest, obok metody wykorzystanej do oznaczania
aktywnosci przeciwutleniajacej i warunkéw jej przeprowadzenia, uzalezniony od interakcji
skladnikow wprowadzanej mieszaniny. W tym celu mgr  Malgorzata Jézwik-Doleba
oznaczyta wiasciwosci przeciwutleniajace syntetycznych i naturalnych przeciwutleniaczy i
ich mieszanin, stosujac réznorodne metody analityczne i zmienne warunki wykonywania
oznaczen, co przedstawita szczegolowo w czesci ,,Cel pracy”, gdzie niepotrzebne jest tabela
10 oraz omoéwienia teoretyczne, poniewaz cel pracy powinien bezposrednio wynikaé z

dokonanego przegladu literatury.

W rozdziale ,Materialy i metody wykorzystywane (racze; wykorzystane) w
badaniach” mgr Matgorzata J6zwik-Doleba podaje wykorzystane odczynniki, opisuje sktad
uktadow pomiarowych, stosowane w pracy metody i techniki analityczne. Nasuwa si¢ pytanie

jaki byl powdd  zastosowania w badaniach propofolu, ktéry stosowany jest jako lek

usypiajacy?

Czgs¢ pracy ,,Wyniki i dyskusja” jest najobszerniejsza, bo liczgca 130 stron i zostata
podzielona na cztery rodzialy zawierajace podrozdzialy, w ktérych wyodrebniono dodatkowe
podrozdziaty. Potgczenie przedstawienia wynikow z ich dyskusja znacznie zubozylo
przeprowadzenie tej ostatniej. Pomimo cytowania az 293 pozyciji literaturowych Autorka
stosunkowo rzadko poréwnuje wlasne wyniki z osiagnigciami innych badaczy i nie poszukuje

przyczyn otrzymanych réznic czy podobienstw.



Koncepcja przedstawienia wynikéw i ich interpretacji nalezy do Autora dysertacji i Jego

Opicekuna naukowego, jednak przynajmniej cze$¢ wynikow mozna bylo przedstawi¢ w formie

tabel, co pozwoliloby na wykluczenie zbednych powtérzen i byé moze ulatwiloby same;j

Autorce ich interpretacje. Liczba przeprowadzonych wariantow eksperymentow jest bardzo

duza — oznaczenia aktywnosci BHT i BHA i ich mieszanin o dwéch réznych wyjsciowych

stezeniach przeciwutleniaczy oznaczono piecioma réznymi metodami, natomiast do

oznaczenia wplywu pozostalych steze, rodzaju rozpuszezalnika, temperatury, pH

zastosowano pomiar stopnia neutralizowania wolnego rodnika DPPH (tylko wplyw pH

badano stosujgc takze metode pomiaru stopnia neutralizowania rodnika ABTS). Ta ostatnig

metoda badano przeciwutleniajacy potencjat mieszaniny BHT/tymol; kwasu chlorogenowego,

kwercetyny i mieszanin tych zwiazkéw; kwasu galusowego, kawowego, ferulowego oraz ich

dwu- i tréjskladnikowych mieszanin, a w badaniach wiasciwosci przeciwutleniajgcych

tymolu, karwakrolu i ich mieszanin zastosowano metode pomiaru neutralizowania rodnika

DPPH. Proszg o podanie kryteriow wyboru metody, jak réwniez kryterium stosowania

zroznicowanych stezen badanych przeciwutleniaczy w poszezegdlnych metodach. Wydaje

si¢, ze wykorzystanie takich samych warunkéw doswiadezenia i stosowanie tych samych

metod analitycznych znacznie utatwia poréwnanie uzyskanych wynikéw i postulowanie

przyczyn, a ponadto wyklucza wskazywanie wybranych parametréw jako przyczyng

thumaczenia zréznicowanych wynikéw otrzymanych dla roéznych rozpuszczalnikdw.

Do tej czgsci pracy nasuwaja si¢ dodatkowe uwagi:

- zadaniem Autora pracy jest omowié, przytoczyé i poréwnaé wyniki, a nie odsylac¢
recenzenta do tabel czy wykresow

- podany jest niewlasciwy tytut podrozdziatu 3. 1.2.3. — opis dotyczy sktadnikéw a nie
struktur komoérkowych

- nie mozna stosowac¢ okre$lenia ,,metody mierzace”

- jakie bylo stezenie BHT w eksperymencie opisanym na rysunku 49 -0,4 mg/ml czy 4
mg/ml?- str. 120

- ..przebieg pierwszego mechanizmu” str. 172 — to nie mechanizm przebiega, tylko reakcja
zgodnie z poznanym mechanizmem

- prostaglandyna i histamina nie sg enzymami tylko hormonami — str. 182

- skoro w wynikach i dyskusji w tytutach podrozdzialéw stawiane sg pytania, to nalezy

oczekiwa¢ udzielenia na nie odpowiedzi



Czgs¢ podsumowujgca, obejmujaca 7 stron zawiera wiele powtdrzen z poprzednich
czesel pracy — brakuje wyodrebnionych wnioskow, ktére réwnoczesnie powinny zawierad

odpowiedZ na pytania postawione w formie tytulow rozdziatéw w czesel wyniki i dyskusja.

Uwagi przedstawione w ocenie pracy maja charakter redakcyjny, cze$¢ z nich
dyskusyjny i nie majg wplywu na pozytywna oceng merytoryczng pracy. Oryginalnos$¢ pracy
polega na wykazaniu potrzeby ujednolicenia stosowania warunkéw i metod w celu
oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej mieszanin wybranych zwiazkéw poprzez badanie
efektow ich wspoldziatania (synergizm, addytywizm czy antagonizm). Na podkreslenie
zasluguje wykonanie oznaczen pozostalosci antyutleniacza w mieszaninie reakcyjnej, co
pozwolifo na potwierdzenie efektéw wspétdziatania przeciwutleniaczy uzyskanych
pomiarami spektrofotometrycznymi. Badania wykonane w ukladach modelowych wnosza
nowe wartosci w procesie wyjasniania mechanizmoéw interakcji i postulowania, ale tylko
postulowania ewentualnych ich dziatan w organizmie czlowieka. Wskazanie bowiem tych
oddzialywan wymaga uwzglednienia dzialania enzymow przewodu pokarmowego, oraz
okreslenia oddziatywan wprowadzonych i/lub naturalnie wystepujgcych przeciwutleniaczy z
natywng matrycg okreslonego $rodka spozywczego i produktow jej enzymatycznej hydrolizy

W przewodzie pokarmowym.

W zastosowanych uktadach modelowych mgr Malgorzata Jozwik-Doleba wykazata
antagonistyczne oddziatywania przeciwutleniajace pary syntetycznych przeciwutleniaczy
BHT/BHA niezaleznie od zastosowanej metody pomiaru, ktére ulega przeksztatceniu w efekt
addytywny lub synergistyczny po zmianie medium reakcyjnego, pH czy temperatury. W
przypadku mieszanin dwuskladnikowych przeciwutleniaczy naturalnie wystepujacych w
surowcach  roslinnych  (kwas  chlorogenowy/kwercetyna, tymol/karwakrol)  zmiana
oddzialywan jest uzalezniona od stosunku stezen wyjsciowych komponentow, natomiast
kwasy fenolowe (ferulowy, kawowy i galusowy) w mieszaninach dwuskladnikowych
wykazuja efekt addytywny (bez wzgledu na stosunek stezenn), a w ukladach
trojsktadnikowych efekt antagonistyczny. Te wyniki posiadajg charakter aplikacyjny,
poniewaz mogg by¢ wykorzystane w projektowaniu srodkow spozywczych  specjalnego

przeznaczenia zywieniowego.

Badania zostaty wykonane duzym nakladem pracy i inwencji tworczej, z

wykorzystaniem nowoczesnych technik analitycznych.



Podsumowujgc stwierdzam, ze wyniki uzyskane w przedstawionej do oceny pracy
doktorskiej sg wartodciowe 1 stanowig wklad w analize dziatania przeciwutleniaczy
stosowanych w mieszaninach (tak jak to ma miejsce w naturalnych surowcach i otrzymanych
z nich produktach) oraz z uwagi na zastosowanie w badaniach poprawnych i nowoczesnych

technik analitycznych.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Matgorzaty
Jozwik-Dolgby  pt. ,,Antyutleniajgce wlasciwosci mieszanin zwiazkéw fenolowych” spetnia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r ,,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozn. zm.) i wnosze o

dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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