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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty JéZwik-Doleby ,Antyutleniajgce whasciwosci

mieszanin wybranych zwiazkéw fenolowych”

Recenzja zostata wykonana na wniosek Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie {(pismo z dnia 26 pazdziernika 2016 r.).

Praca doktorska pt. ,Antyutleniajace wiasciwosci mieszanin wybranych zwiazkéw fenolowych”
zostata przygotowana przez mgr Matgorzate J6Zwik-Dolebe w Zaktadzie Metod Chromatograficznych
pod kierunkiem naukowym prof. dra hab. Andrzeja Dawidowicza.

Badania prowadzone przez mgr Matgorzate J62wik-Dolebe wpisuja sie w nurt badan podstawowych
dotyczacych oddziatywari pomiedzy zwigzkami wykazujacymi  wiasciwosci  przeciwutleniajgce
i wptywem tych oddziatywan na wypadkowg aktywnos¢ przeciwutleniajgcg mieszaniny. Interakcje
zachodzace pomiedzy przeciwutleniaczami mogg obnizaé lub podwyzszaé ich efektywna dawke lub
stezenie w danym produkcie spozywczym lub kosmetycznym. Efektywna dawka lub stezenie
przeciwutleniaczy moze zaleze¢ nie tylko od ich rodzaju i ilosci w mieszaninie, ale rowniez od
wilasciwosci matrycy, w ktérej dziataja, stezenia jonéw wodorowych i temperatury. Zywnos¢ czy
produkty kosmetyczne to uktady wielosktadnikowe, zatem przewidzenie typu wzajemnych interakcji
pomiedzy zwigzkami biologicznie czynnymi zawartymi w produkcie bywa bardzo trudne, czgsto
niemozliwe. Badanie interakcji pomiedzy zwigzkami, w uktadach modelowych, moie okazac sie jednak
przydatne przy projektowaniu nowych produktéw. Zagadnienia dotyczace interakcji pomiedzy
zwigzkami chemicznymi, w tym przeciwutleniaczami, sg stale aktualne i wymagaja wielu badan, tym
bardziej, ze wiedza w tym zakresie jest wciagz niepetna.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 251 stron. W pracy wykorzystano 293 pozycje
literaturowe, przy dominujgcym udziale publikacji anglojezycznych; publikacje z okresu 2006-2016
stanowig okoto 36%. Autorka cytuje 1 publikacje, ktdre] jest wspotautorka. Szkoda, ze w pracy nie
zamieszczono streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Praca skfada sie ze wstepu, trzech rozdziatéw stanowigcych czesé literaturows, celu pracy, pieciu
rozdziatéw tzw. czesci doswiadczalnej, podsumowania i spisu literatury. Prace konczy spis
zastosowanych w pracy skrotéw. Tytuty niektérych podrozdziatéw czesci doswiadczalnej sg bardzo

rozbudowane. Moim zdaniem Autorka niepotrzebnie prébowata w nich zawrzec zbyt duzo informaciji.



Ocena merytoryczna pracy
Czes¢ teoretyczna. Praca doktorska mgr Matgorzaty Jéiwik-Doleby dotyczy aktywnosci
przeciwutleniaczy fenolowych zaréwno syntetycznych, jak i pochodzenia naturalnego. W badaniach

Doktorantka wykorzystata roztwory pojedynczych zwigzkéw oraz mieszaniny dwu- lub

trojsktadnikowe: butylohydroksyanizolu (BHA) i butylohydroksytoluenu {BHT), BHT i tymolu oraz

roslinnych zwigzkéw fenolowych (kwasu chlorogenowego, kwasu ferulowego, kwasu kawowego,
kwasu galusowego, kwercetyny, karwakrolu i tymolu). Studia literaturowe zostaly przedstawione na
59-ciu stronach maszynopisu. Autorka jasno przedstawita zagadnienia stanowigce tfo problemow
poruszanych w badaniach wtasnych. Oméwita rodzaje, zrédta i mechanizmy powstawania wolnych
rodnikéw oraz ich znaczenie w organizmie cztowieka, podziat i mechanizmy dziatania przeciwutleniaczy
oraz przykiady badan na temat interakcji pomiedzy przeciwutleniaczami. Ponadto przyblizyta wybrane
metody oznaczania aktywnosci przeciwutleniajgcej.

Czes¢ literaturowa nasuneta pewne uwagi i pytania.

e Podrozdziat 1.2.2. Zrédta i mechanizmy powstawania wolnych rodnikéw, podpunkt Rozktad
Zywnosci i lekow (str. 21) nie zawiera zadnych informacji odnosnie do lekdéw. Tak szczegbtowy opis
mitochondrialnego faricucha oddechowego oraz mikrosomalnego taficucha transportu elektrondw,
jak opisano na str. 23-28 mdgtby by¢ ograniczony do ogdlnych informacji bez szkody dla pracy.

e W wielu miejscach brakuje odnosnika literaturowego, np. na str. 16 informacje na temat rodnika
monotlenku azotu, rodnika ditlenku azotu nie sg opatrzone zadnym odnosnikiem literaturowym.
Podobnie na str. 32, drugi i trzeci akapit, str. 34-36 oraz 44. Uwaga ta dotyczy réwniez informacji
zawartych w czedci doswiadczalnej, ktére nie sg powszechnie znane (np. na str. 134, 177, 182).

e Str. 37. Doktorantka napisata o podziale przeciwutleniaczy ze wzgledu na (1) pochodzenie,
(2) przynalezno$¢ do okreslonej grupy zwigzkéw chemicznych, (3) mechanizm neutralizacji
rodnikéw oraz (4) na naturalne i sztuczne. Ten ostatni podziat tez odnosi sie do pochodzenia, zatem
mogt by¢ omodwiony wraz z podziatem przeciwutleniaczy ze wzgledu na pochodzenie, tym bardziej,
ze Doktorantka omawia w nim przeciwutleniacze naturalne takie, jak flawonoidy i kwasy
polifenolowe, natomiast w podrozdziale 2.2.4. Antyutleniacze naturalne i sztuczne sa tylko cztery
stowa na temat przeciwutleniaczy naturalnych. Ponadto, zupeinie osobny podrozdziat zostat
poswiecony pierwiastkom o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych (2.2.2).

o Wsréd przeciwutleniaczy egzogennych Doktorantka wymienia kwas foliowy (str. 41), ale w ogdle
nie wspomina o jakiejkolwiek aktywnosci przeciwutleniajacej tego zwigzku. Prosze o komentarz.

¢ Nastr. 43 Doktorantka napisata, ze ,w pewnych okoliczno$ciach flawonoidy wykazujg niestety takze
zdolnos$¢ generowania wolnych rodnikéw, dziatajac jak pro-oksydanty — w ten sposéb moga
indukowaé stres oksydacyjny. Istniejg takze wyniki badad sugerujgce niekorzystng role

flawonoidéw w procesie karcenogenezy”. W literaturze mozna znalez¢ wyniki badan wskazujgce na
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mozliwg pozytywna role proutleniajacych wtasciwosci niektorych flawonoidéw w profilaktyce
nowotworow. Czy Autorka mogtaby wskazaé przyktady flawonoiddw i ich korzystnej roli jako pro-
oksydantéw?

W podrozdziale 3.2.1.1. Podziat ze wzgledu na rodzaj techniki wykorzystywanej do pomiaru
wtlasciwosci antyoksydantu (str. 58-59) w punkcie 2. Doktorantka wymienia Metody
spektroskopowe i kolorymetryczne, a wsrdd nich spektrofotometrie w podczerwieni, spektrometrie
mas i magnetyczny rezonans jadrowy. Na czym polega wykorzystanie tych technik w badaniu
wtasciwosci przeciwutleniajgcych?

Str. 62, Tabela 8. ,Stosujac -karoten lub krocyne mozna powyzszg metode dostosowad do nowej
technologii, takiej jak zastosowanie mikroptytek”. Stosowanie mikroptytek nie jest technologia.
Str. 63, Tabela 9. ,Metoda z zastosowaniem odczynnika DPPH [(2,2-difenylo-1-1-pikrylhydrazyiu)]”.
2,2-Difenylo-1-1-pikrylohydrazyl to stabilny rodnik, pomiar aktywnosci przeciwutleniajacej
z wykorzystaniem rodnika DPPH"® to nie technika tylko metoda. Nie zgadzam sig tez z Autorka, Ze
metoda DPPH mozna oznaczy¢ wytacznie wiasciwosci antyutleniajgce zwigzkéw hydrofobowych.
Str. 65, podrozdziat 3.1.2.3. Podziat ze wzgledu na badanie produktéw reakcji utleniania okreslonych
struktur komdrkowych. O jakie struktury komérkowe Autorce chodzito? Co oznaczanie catkowitej
ilosci {nie liczby, jak pisze Autorka) zwigzkéw fenolowych, metoda TBARS (ang. thiobarbituric acid
reactive substances), czyli oznaczanie zdolnosci do hamowania utleniania lipidow poprzez reakcje
z kwasem tiobarbiturowym lub oznaczanie zawartosci sprzezonych dienéw ma wspolnego ze
strukturami komérkowymi?

Str. 67. Dlaczego metoda TEAC, ktdra zostata opisana w podrozdziale 3.2.1.2. Podziat ze wzgledu na
mechanizmy reakcji zmiatania wolnych rodnikéw jako metoda ABTS, zostata ponownie opisana jako
metoda TEAC w podrozdziale 3.2.1.5. Inne metody?

Str. 69. Szkoda, ze Doktorantka tylko wymienita metode chemiluminescencyjna, bez krétkiego opisu

zasady tej metody.

Za cele rozprawy Autorka przyjeta:

okreslenie rodzaju oddziatywan pomiedzy BHA i BHT, przeciwutleniaczami syntetycznymi
stosowanymi w produkcji Zywnosci i kosmetykow, oraz wplywu stezenia tych przeciwutleniaczy,
stezenia jondw wodorowych, temperatury i rodzaju rozpuszczalnika na aktywnosc
przeciwutleniajgcg ich mieszaniny,

okreslenie rodzaju oddziatywan pomiedzy wybranymi zwigzkami fenolowymi pochodzenia
syntetycznego lub roslinnego (BHT i tymolem, tymolem i karwakrolem, kwasem chlorogenowym

i kwercetyna, kwasem ferulowym, kawowym i galusowym) oraz wplywu stezenia tych



przeciwutleniaczy i rodzaju rozpuszczalnika (woda, etanol lub ich mieszanina) na aktywnos¢

przeciwutleniajgcg ich mieszaniny.

W celu realizacji zaplanowanych badan Autorka zastosowata réine metody oznaczania aktywnosci
przeciwutleniajgcej: metode [-karotenowa, ABTS, DPPH, FRAP i CUPRAC oraz techniki
chromatograficzne (wysokosprawng chromatografie cieczowa i chromatografie gazowa), aby okresli¢

zmiany jakosciowe i ilosciowe badanych przeciwutleniaczy w mieszaninie.

Cze$¢ doswiadczalna zawiera opis modelowych ukfadéw pomiarowych i metod wykorzystanych
w badaniach oraz wyniki badan i ich dyskusje. Szkoda, e Autorka nie przedstawita na
wykresie/schemacie wykorzystanych technik/metod badawczych wraz z logikg ich prowadzenia
w odniesieniu do poszczegdlnych mieszanin. Takie ujecie utatwitoby ocene prawidtowosci przyjetych
rozwigzan.

Czes¢ doswiadczalna jest bardzo obszerna (liczy 151 stron) i stanowi prezentacje wynikdw realizacji
przyjetych w celu pracy problemdw badawczych i ich szczegdtowa dyskusje. Otrzymane wyniki sg
przedstawione w 23 tabelach i na 137 wykresach. Prezentacje uzyskanych wynikéw konczy rozdziat
Podsumowanie. W rozdziale tym Autorka jeszcze raz, w skrocie, wymienia najwazniejsze obserwacje
wynikajace z przeprowadzonych badan.

Liczba wykonanych przez Autorke oznaczen oraz uzyskanych wynikéw doswiadczalnych jest duza.
Nie jest mozliwe omdwienie ich wszystkich, nawet w sposéb syntetyczny, zatem ogranicze sie do
najwazniejszych osiggniec i uwag.

Do najwazniejszych osiggnie¢ mgr Maigorzaty JoZwik-Doleby zaliczytabym:

e samo podjecie badan dotyczgcych interakcji pomiedzy przeciwutleniaczami. Jak wspomniano
wczesniej, badania w tym zakresie sg wcigz niewystarczajgce,

o okreslenie typu oddzialywan pomiedzy BHA i BHT oraz wptywu rdinych czynnikéw (stezenia
przeciwutleniaczy, stezenia rodnika, rodzaju rozpuszczalnika, temperaturz, pH) na wypadkowa
aktywno$¢ przeciwutleniajgca mieszaniny tych przeciwutleniaczy i typ ich oddziatywania;

e pordwnanie aktywnosci przeciwutleniajgcej mieszaniny BHA/BHT mierzonej réznymi metodami,

o podjecie badai nad oddziatywaniem roSlinnych zwigzkéw fenolowych w uktadach dwu-
i trojsktadnikowych.

Czes¢ doswiadczalna rozprawy réwniez nasuneta pewne uwagi i pytania, by¢ moie wytacznie
o charakterze polemicznym.

Uwagi i pytania ogdline
e Czy badane przeciwutleniacze (BHA, BHT i rodlinne zwigzki polifenolowe) byty dobrze rozpuszczalne

w zastosowanych rozpuszczalnikach (czy sprawdzono ich rozpuszczalnosé, jesli tak, to w jaki

sposdb)? Czy sprawdzono wzajemny wptyw badanych przeciwutleniaczy w uktadach dwu-
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i trojsktadnikowych na ich rozpuszczalno$é? Te pytania sg tym bardziej zasadne, iz Autorka
stwierdzita na str. 147, ze w przypadku CCls jedynie BHA byt w nim catkowicie rozpuszczalny.
Ponadto, w pryzpadku niektérych zwigzkéw Autorka zauwazyla, ze dalsze zwigkszanie ich stezenia
w ukfadzie nie zwiekszato ich aktywnosci przeciwutleniajgcej. Whioski i obserwacje przedstawione
w pracy odnosnie do poréwnania wtasciwosci przeciwutleniajacych réinych zwigzkdw, ale w tym
samym rozpuszczalniku mogg by¢ zupetnie inne, jesli uwzgledni sie ich rzeczywiste stezenie
w prébce wynikajgce z ich rozpuszczalnosci.

Na str. 94 i 103 Doktorantka wspomina o zakresie stezen badanych przeciwutleniaczy, ktore
nalezato ograniczy¢ eliminujgc zbyt niskie (zbyt niska czuto$é urzadzenia pomiarowego) oraz zbyt
wysokie (zbyt szybka reakcja zmiatania rodnika/kationorodnika). Moim zdaniem nadal niektdre
zastosowane stezenia byty zbyt wysokie, np. mieszanina BHT/BHA o stezeniu po 0,5 mg kaidego
zwigzku/ml metanolu, BHT/BHA 0,5/0,25 mg/ml metanolu, stezenia zastosowane przy okreslaniu
wplywu pH na aktywnos¢ przeciwutleniajgcg (Rys. 109 i 110). Brak prostoliniowego charakteru
zmian mierzonych wielkosci (% inhibicji) od stezenia przeciwutleniaczy wskazuje na zbyt wysokie
stezenie i raczej takie stezenia powinny zosta¢ pominiete. W moim odczuciu wszystkie wyniki
dotyczace % inhibicji na poziomie 80-90% mogg budzi¢ watpliwosci, wynikajace ze zbyt wysokiego
stezenia przeciwutleniacza. W wielu uktadach, w ktorych stezenie badanych przeciwutleniaczy jest
zbyt wysokie, typ interakcji okreslony jako antagonizm moie réwniez budzi¢ watpliwosci.
Zwiekszanie stezenia przeciwutleniaczy poza zakres mozliwych pomiaréw spektrofotometrycznych
(zbyt niska lub zbyt wysoka absorbancja) uniemozliwia prawidtowg interpretacje uzyskanych
wynikow. Ponadto, prawidtowe okredlanie typu interakcji metodg sumowania indywidulanych
efektow i poréwnywania ich z efektem dziatania mieszaniny jest mozliwe w przypadku zaleznosci
linfowych.

Doktorantka w swoich badaniach stosowata nie tylko rézne stezenia BHT i BHA, ale réwniez ich
rdézne stosunki wagowe w mieszaninie, co utrudnia poréwnanie niektérych wynikédw. Dlaczego np.
przy badaniu wptywu stezenia BHT/BHA na ich aktywnos¢ przeciwutleniajagcg mierzong réznymi
metodami nie zachowano niezmiennosci ich stosunku wagowego?

Doktorantka generalnie stosowata 100 pul pojedynczego zwigzku lub ich mieszaniny, ale zdarzajg sie
uktady, w ktérych zastosowata 60 ul lub 90 pl, co réwniez utrudnia bezposrednie pordwnanie
niektérych wynikdw.

W jaki sposéb w pomiarach dotyczacych wplywu temperatury na wiasciwosci przeciwutleniajgce
badanych przeciwutleniaczy utrzymywano temperature pomiaru od 15 do 35°C? Jak w pozostatych

pomiarach utrzymano temperature 25°C?



BHA i BHT to przeciwutleniacze stosowane gtownie w ukfadach ttuszczowych. Szkoda, ze poza
metody [-karotenowa, Autorka nie wykorzystata chociaz jednej metody/sposobu badania
skutecznosci przeciwutleniaczy w ttuszczach czy w emulsji.

W pracy brakuje opisu metod statystycznych. Wartosci $Srednie zamieszczone w Tabelach 12, 1314
powinny by¢ podane wraz z odchyleniem standardowym. Dlaczego nie badano istotnosci réznic
miedzy mierzonymi a teoretycznymi srednimi (poza mieszaninami tréjsktadnikowymi)? W kilku
przypadkach, bez analizy istotno$ci roznic miedzy $rednimi, mozna mie¢ watpliwosci czy efekt jest
antagonistyczny, jak podaje Autorka, czy raczej addytywny, np. wyniki pokazane na rys. 17, 20
(punkt odpowiadajacy 20 pl BHT i 80 ul BHA), 22, 23 (punkt odpowiadajgcy 80 ul BHT i 20 i BHA),
30 iinne. O istotnosci lub braku istotnosci roznic pomiedzy wynikami Doktorantka pisze dopiero od
str. 180. jaki test zastosowata, na jakim poziomie istotnosci (.=0,05 czy innym)? W jakim programie

wykonata obliczenia?

Pozostate uwagi i pytania

Str. 76. Molowy wspétczynnik absorpcji jest wielkoscig mianowang a nie bezwymiarowa. Czy € dla
Troloksu wynosi 689,482 L/mol-cm czy 689 482 L/mol-cm?

Tabela 16 i str. 140. Symbol R2 odnosi sie do wspotczynnika determinancji. Wspotczynnik korelacji
oznacza sie symbolem R (lub r) i jest on pierwiastkiem ze wspétczynnika determinancgji.

Na wykresach brakuje znacznikdéw osi, co bardzo utrudnia analize wynikow. Szkoda, ze dane
wykorzystane do przygotowania wykreséw wraz z wartosciami SD nie zostaty zamieszczone w pracy
w postaci elektronicznego zatgcznika, co z kolei umozliwitoby wyjasnianie watpliwosci
nasuwajgcych sie przy interpretacji niektérych wynikdw.

W kilku miejscach pracy Autorka napisata o procesie odbudowy jednego przeciwutleniacza przez
drugi. Moim zdaniem bardzie] odpowiednie bytoby uzywanie stwierdzenia ,proces regeneracji
formy rodnikowej przeciwutleniacza....”.

Dlaczego na rysunkach 66-71, opisujgcych wptyw temperatury na % inhibicji rodnikow DPPH®
zastosowano wykres liniowy ze znacznikami, a nie punktowy z linig trendu (podobnie jak na rys. 64
i65)?

Metoda HPLC. Jak identyfikowano DPPH-H oraz rodnik BHA® i BHT®?

Przy jakiej dtugosci fali rejestrowano chromatogramy pokazane na rysunkach 34, 35 1187
Diaczego zalezno$é¢ % inhibicji od stezenia BHA (c=0,25 mg/mil} na rysunkach 27 i 29 sg znaczgco
rézne? To samo dotyczy BHT (c=0,5 mg/ml) na rysunkach 26 i 28.

Str. 112, rysunek 37 jest nieczytelny. Szkoda, ze Autorka nie przedstawita na osobnych rysunkach

mieszanin BHT/BHA o identycznym sktadzie objetosciowym skiadnikdéw, aby zobrazowaé, ie



rzeczywiscie poczatkowe stezenie rodnika nie ma wptywu na przebieg krzywych kinetyki zmiatania
rodnika DPPH".

Na str. 114 Doktorantka podata, Ze ,poczatkowa absorbancja rodnika (DPPH") wptywa na ocene
wiasciwosci antyutleniajacych pojedynczych sktadnikéw (zwtaszcza BHA), jak i ich mieszaniny”.
~Wraz ze wzrostem poczgtkowej absorbancji rodnika obserwuje sie zmniejszenie efektu
antagonistycznego”. Analizujac wyniki pokazane na Rys. 38 i 39, a dotyczgce wynikdéw uzyskanych
przy absorbancji roztworu rodnika 0,36 i 0,707, mozna mie¢ watpliwosci, czy stwierdzenia Autorki
jest prawdziwe. W tym miejscu wykazanie istotnosci rézni¢ miedzy $rednimi wynikami byloby
konieczne.

Uwazam, ze w Tabeli 16 wystarczyloby poda¢ wyniki dotyczace % inhibicji z doktadnoscig do
jednosci.

Str. 146. ,Wiadciwosci przeciwutleniajagce kwasu galusowego sg silniejsze w n-propanolu niz
w metanolu”. To stwierdzenie jest prawdziwe dla troloksu (Rys. 73), natomiast dla kwasu
galusowego jedynie w temperaturze 15°C. Z rys. 72 wynika, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca kwasu
galusowego w temperaturze 35°C jest wyzsza w metanolu niz w n-propanolu.

Str. 148. Trzecie stwierdzenie odnosi si¢ wytgcznie do metanolu jako rozpuszczalnika badanych
zwigzkow.

Str. 167. ,Nalezy jednak zauwazyé, ze literaturowe informacje na temat wptywu pH na
antyutleniajgcy potencjat antyoksydantow zywnosci s3 nieliczne. Pojedyncze wzmianki mowig
o badaniach przeprowadzonych z wykorzystaniem zwigzkow modelowych. Zupetny brak jest
natomiast prac dotyczgcych wptywu pH na antyutleniajacy potencjat mieszanin antyoksydantow”.
Pozwole sobie zwrdci¢ uwage Doktorantki na prace Tyrakowskiej i in., Lemanskiej i in.,
Borkowskiego iin., Muzolfiin., Enko i in. na temat wptywu pH na aktywnos$¢ rdznych fenolokwasow,
flawonoidéw oraz mieszanin tych zwiazkdw w postaci ekstraktéw, mierzonych metoda ABTS. Z tych
badan wynika, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajgca kwaséw hydroksybenzoesowych, kwasow
cynamonowych, katechin, antocyjandw i innych flawonoidéw lub tez ekstraktéw z herbat rosnie
wraz ze wzrostem pH. Autorzy tych prac podjeli réwniez proby wyjasnienia, z czego wynika ten
wzrost.

Str. 171. Czy istnieje jakies wyjasnienie nietypowego przebiegu linii obrazujgcej wptyw stezenia
BHT/BHA na aktywnos¢ przeciwutleniajgcg w pH 7,0 (Rys. 107).

Pod Rys. 121 (str. 193) podano, ze stezenie tymolu i karwakrolu wynosito po 4,0 mg/mi, a w Tabeli
21 (str. 194) — po 4,5 mg/ml. Czy to pomytka, czy zastosowano réine stezenia?

Bez analizy statystycznej wynikéw podanych w Tabeli 21 (str. 194) i 22 (str. 195) mozna mieé
watpliwosci (tekst na str. 193), czy istnieje statystycznie istotna rdznica pomiedzy wartodciami 13%

i 11% oraz 8% i 6% (Tabela 21), jak réwniez 64% i 65% oraz 60% i 61% (Tabela 22).



Czy wartosci ,T” w Tabeli 24, to obliczone statystyki testu t-Studenta? Jesli tak, to oznacza sie je
mata literg ,t”. lle wynosita liczba stopni swobody (n-1)? Jaki przyjeto poziom istotno$ci rdznic?

Szkoda, ze Doktorantka nie podata chociaz wartosci tabelarycznej testu t-Studenta.

W pracy znalazto sie réwniez kilka niescistosci lub bteddw, na przyktad:

®

W kilku miejscach pracy symbol rodnika znajduje sie po stronie atomu wodoru zamiast tlenu (str.
15, 19, Rys. 2).

W kilku miejscach pracy brakuje symbolu rodnika lub kationorodnika odpowiednio przy rodniku
DPPH" i kationorodniku ABTS®*. Ponadto, ABTS"* to kationorodnik a nie rodnik (np. tytut Tabeli 12
na str. 106).

Pikrylohydrazyl a nie pikrylhydrazyl.

Str. 8. ,,Poniewaz wymienione produkty zawierajg przewaznie kilka przeciwutleniajacych substancji,
czego prostg konsekwencjg jest ich jednoczesna obecnosé w organizmie cztowieka, dlatego tez
rzeczg naturalng jest nurt badawczy, ktérego jednym z celéw jest odpowiedZ na pytanie jak majg
sie wlasnosci antyutleniajgce poszczegdlnych utleniaczy do antyutleniajacych wtasnosci ich
mieszanin”, powinno by¢: ,....jak majg sie wtasnosci antyutleniajgce poszczegdinych
antyutleniaczy do antyutleniajgcych wtasnosci ich mieszanin.”

Str. 14, Tabela 3. Rodnik alkoksylowy ma symbol RO°, a nie ROO' (to rodnik
peroksyalkoksylowy/nadtlenkowy), wodoronadtlenkéw ROOH nie oznacza sie z symbolem rodnika.
Str. 23. ,Jednoelektronowa redukgeja tlenu czgsteczkowego do wody w mitochondrialnym taficuchu
oddechowym.....”, zapewne chodzi o jednoelektronowe etapy redukgji.

Str. 45. ,Tworzenie ochronnej powierzchni pomiedzy fazag wodng zawierajacg czynniki pro-
oksydacyjne a lipolows .....”, powinno by¢ lipofilowa.

Str. 65. Powinno by¢ ,kwas linolenowy” a nie , kwas linoleinowy”.

Str. 90. Podpis pod Rys. 16 informuje, ze wartosci SD zostaty pominiete, podczas gdy na tym rysunku
pokazano rozrzut wynikéw.

Str. 107.,,Z analizy danych zebranych w Tabeli 13 wynika, ze zuzycie BHT, w poréwnaniu do systemu

n

pomiarowégo zawierajgcego mieszanine BHT/BHA, jest znacznie wieksze ....”. Powinno by¢
»--Znacznie mniejsze”.

Rys. 18 i 33 (str. 92) dotycza wynikdéw uzyskanych dla tych samych stezen BHT (0,1 mg/ml} i BHA
(0,05 mg/ml) oraz tego samego rozpuszczalnika (metanol). To samo dotyczy Rys. 17 i 30.

Str. 120. W podpisie rysunku 49 powinno byé cgur=4 mg/ml.



e Na rys. 66-67 oraz 69-71 pokazano wplyw temperatury na procent inhibicji rodnikéw DPPH® przez
BHT i BHA w réznych rozpuszczalnikach {(metanolu, etanolu, n-propanolu, octanie etylu i dioksanie).
Na koricu podpisu pod tymi rysunkami btednie podano ,Rozpuszczalnik — metanol”.

e Str. 145. ,Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, Ze zdolno$¢ do tworzenia klasterowych struktur
w alkoholach maleje wraz ze wzrostem dtugosci alifatycznego rodnika”. Alifatycznego rodnika czy
alifatycznego taficucha alkoholu?

e Str. 192. ,Nalezy w tym miejscu podkreslié, ze zaprezentowane wyniki wydajg sie bardziej
wiarygodne, gdyz dotyczg znacznie szerszego zakresu stezent kwasu chlorogenowego i kwercetyny
niz te w cytowanej literaturze”. Powinno by¢:”........ tymolu i karwakrolu...”.

e Str. 197. Powinno by¢ ,resweratrol” a nie ,reserwatrol”.

e Str.  203-204.  Aktywnos$¢  przeciwutleniajgca  mieszaniny  trojsktadnikowej  kwas
galusowy/ferulowy/kawowy przestawiona zostata na Rys. 125, a nie na Rys. 126.

¢ W kilku miejscach pracy efekt addytywny okreslono jako addytywistyczny.

Praca zawiera nieliczne btedy interpunkcyjne, literowe i redakcyjne, np. tzw. ,zlepki literowe”,

kilka bteddéw stylistycznych oraz niezrecznych sformutowan czy stwierdzen, ktérych nie przytaczam.

W mojej opinii zatozone cele dysertacji zostaty osiggniete. Mgr Matgorzata JéZwik-Doleba
wykazata sie znajomoscig tematu i metod analitycznych umozliwiajgcych realizacje celéw pracy oraz
umiejetnosdcig analizy i interpretacji wynikéw. Podjeta prébe wyjasnienia obserwowanych efektéw
korzystajac z danych literaturowych. Swiadczy to o jej dobrym przygotowaniu merytorycznym. Nalezy
podkresli¢c duzy wkfad pracy wiozony przez Doktorantke w realizacje zaplanowanych badan.
Przytoczone uwagi krytyczne nie umniejszajg wartosci naukowej pracy. Wskazanie pewnych
mankamentow i niescistosci moze pomdc Doktorantce w takim opracowaniu wynikéw, ktére nie
bedzie budzi¢ watpliwosci recenzentow przy ich publikacji.

Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca speinia kryteria stawiane rozprawom
doktorskim zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym (Ustawa z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki,
Dz. U. Nr 65, poz. 595 z péiniejszymi zmianami) i z petnym przekonaniem wnioskuje do Rady Wydziatu
Chemii o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty J6Zwik-Doleby do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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Poznan, dnia 20 grudnia 2016 r.



