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pt. “Bioaktywne zwiazki kaliny koralowej i ich potencjal prozdrowotny”

Bioaktywne fitozwiazki wyst¢pujace w roélinach jadalnych staty sie w XXI wieku
obiektem zainteresowania juz nie tylko nauk o zywno$ci i zywieniu, ale takze nauk o
zdrowiu. Przyczynito si¢ do tego z jednej strony wskazanie stresu oksydacyjnego i
reaktywnych form tlenu jako czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi nieinfekcyjnych chordb
przewlektych, czgsto okreslanych mianem “cywilizacyjnych”, a z drugiej udokumentowanie
przeciwutleniajacych wladciwodci wielu roslinnych wtérnych metabolitéw. Rola
przeciwutleniaczy w roznych aspektach funkcjonowania ludzkiego organizmu zwrdcita
uwage badaczy pod koniec ubieglego wieku i nadal cieszy si¢ niestabnacym
zainteresowaniem, cho¢ z czasem szkodliwo$é stresu oksydacyjnego zostala zastapiona
konieczno$cia zachowania homeostazy redoksowej organizmu. Rosnace zrozumienie
fizjologicznego znaczenia reaktywnych form tlenu w dobrostanie cztowieka spowodowato, ze
antyoksydanty w Zywnosci z substancji istotnych tylko technologicznie, np. w ochronie przed
utlenieniem nienasyconych kwasow tluszczowych w przemysle tluszczowym, staly sie
substancjami postrzeganymi jako wazne zdrowotnie regulatory wspomnianej homeostazy
redoksowej. Badania nad przeciwutleniaczami pochodzenia roélinnego jednocze$nie pokazaty
ich wiclokierunkowe dziatanie biologiczne, juz nie tylko powigzane z ich redoksowymi
wilasnoéciami. Ta nowa rola przeciwutleniaczy budzi zywe zainteresowanie przemyshu
zywnosciowego, w tym producentéw zywnodci funkcjonalnej i suplementow diety, oraz
farmaceutycznego. Zapotrzebowanie przemyshu na bioaktywne zwiazki fitochemiczne
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celowi moga stuzy¢ takze badania dotyczace kaliny koralowe] przeprowadzone w ramach
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Dominiki Kajszczak.

Praca doktorska zostata zrealizowana na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki .6dzkiej. Promotor pracy, dr hab. inz. Anna Podsedek, jest znang specjalistka
w dziedzinie analityki substancji fitochemicznych i oznaczen aktywnosci antyoksydacyjnej
substancji pochodzenia ro$linnego. Celem podje¢tych badan bylo oznaczenie sktadu i
zawarto$ci pierwotnych i wtornych metabolitow, ze szczegdlnym uwzglednieniem zwigzkow
polifenolowych, i powiazanie oznaczen chemicznych z potencjalnym zdrowotnym dziataniem
ekstraktow z owocow, kwiatow i1 kory kaliny koralowej (Viburnum opulus 1.). Doktorantka
wykorzystata do tego celu dostgpne handlowo susze, co umozliwia szybkie przeniesienie
wynikéw badan do praktycznego wykorzystania, a skupita si¢ na aktywnoéciach
przeciwcukrzycowych 1 przeciwotyloSciowych - bolaczce dla rosnacej lawinowo czgsci
spleczenstwa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 215 stron. Na dysertacjg
sktadaja si¢ nastepujace rozdziaty: Wstep teoretyczny (9 blokéw tematycznych), Cel pracy,
Czes¢ eksperymentalna obejmujaca Materiaty i Metody, Wyniki badan i ich omodwienie,
Dyskusja i Wnioski koncowe oraz liste cytowanych publikacji obejmujaca 287 pozycji
(rozdziat Literatura). Ponadto na poczatku pracy umieszczono dorobek publikacyjny
Doktorantki, bardzo znaczacy jak na wczesny etap kariery naukowej, a na koncu spisy
uzywanych skrétow, tabel 1 rysunkow.

Czes$¢ teoretyczna rozprawy jest bardzo wyczerpujacym przegladem literatury
dotyczacej kaliny koralowej. Zawiera ona trzy glowne watki §cisle powigzane z tematyka
pracy. Pierwszy to opis botaniczny kaliny koralowej i jej praktyczne wykorzystanie na
Swiecie. Przedmiotem drugiego jest sktad chemiczny roznych czgsci tej rodliny, ze
szczegolnym uwzglednieniem skladu bioaktywnych fitozwiazkéw oraz potencjalu
antyoksydacyjnego. Trzeci watek obejmuje przeglad literatury dotyczacej dziatania
chemoprewencyjnego kaliny koralowej wskazujacy na jej uzyteczno$¢ w profilaktyve
cukrzycy, przeciwdziataniu otytoSci, aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowej i przeciwzapalnej,
a takze potencjanego wspomagania w kontroli choréb sercowo-naczyniowych i
nowotworowych. Wszystkie wspomniane tematy sa omdwione na poziomie rozszerzonym,
wyczerpujaco, ale tez wskazujac na braki w obecnej wiedzy, a kompetencje Doktorantki
budza szacunek dla ugruntowanej znajomosci przedmiotu badan i umiejetnosei klarownego
opisu czesto ztozonych zjawisk. 7Z obowiazku recenzenta zwroce tylko uwage na
nickonsekwentng prezentacj¢ wzordw strukturalnych gltéwnych skladnikéw bioaktywnych
(Rysunek 5), gdzie fragmenty sacharydowe zostaly przez Doktorantke¢ narysowane w 5-ciu
wariantach graficznych, co szczegdlnie dla niechemikéw moze byé trudne do rozszyfrowania.
Drugie potknigcie, to tez niekonsekwencja, tym razem w nazewnictwie chemicznym prostej
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wymiennie stosowana jest nazwa tréjglicerydy (np. str. 37) i triacyloglicerole (np. rys. 7, str.
37), ale takze triacyloglicerydy (str. 21), a na str. 38 =znalazly si¢ jednoczesnie
triacyloglicerole, triglicerydy i “akumulacja triacyloglicerolu”. To bardzo wazne, by
przestrzega¢ prawidlowego nazewnictwa chemicznego, juz bez dodatkowych ingerencji jest
ono wystarczajaco trudne, a blednie zastosowane po prostu wprowadza w biad.

Cel pracy zostal bardzo precyzyjnie przedstawiony. Zrozumiate jest, Ze zamiar
Doktorantki to charakteryzacja chemiczna ekstraktéw z handlowo dostgpnych suszy réznych
czgSci morfologicznych kaliny koralowej (owoce, kwiaty, kora) i odniesienie sktadu do
potencjalnego dziatania biologicznego. Aktywnosci §ledzone to dziatanie przeciwutleniajace,
przeciwcukrzycowe 1 przeciwotytosciowe oceniane na podstawie testéw w modelach
bezkomorkowych, czyli metodami chemicznymi i biochemicznymi, takze po poddaniu
wybranych ekstraktéw symulowanemu trawieniu w sztucznym uktadzie pokarmowym. Od
razu dodam w tym miejscu, Ze wszystkie zatoZzone badania i cele zostaly zrealizowane
dostarczajac nowej wiedzy 1 zwracajac uwage¢ na niewykorzystany potencjal
chemoprewencyjny kaliny koralowe;j.

Kolejny rozdzial poswigcony jest omdwieniu procedur eksperymentalnych, bardzo
licznych, bowiem zakres prac przewidzianych przez Doktorantke bez przesady mozna nazwaé
imponujacym. Ten rozdzial jest bardzo szczegdtowo napisany, z tatwodcia mozna by byto
powtdrzy¢ przeprowadzone pomiary, wykorzysta¢ opisy metod do analizy frakeji polifenoli
czy innych metabolitow lub oceny uwzglednionych aktywnosci dla dowolnych ekstraktow
ro$linnych. Opisy metod zawieraja wszystkie szczegdly wazne dla powtdrzenia oznaczen
przez inng osobg. Ten rodziat takze niejako posrednio dostarcza informacji nie tylko o
zakresie wykonanych oznaczen, ale tez ich rzetelnosci 1 kompetencjach Doktorantki. W moim
przypadku, jeszcze przed przystapieniem do zapoznania si¢ z czgscia wynikowa pracy,
Doktorantka juz na tej podstawie zapewnita sobie bardzo duzy kredyt zaufania. Ale
Recenzent ma ten obowiazek sktonié autora dysertacji to ponownego spojrzenia na swoje
dokonania. W przypadku metod i co za tym idzie interpreacji uzyskiwanych wynikéw mam
dwie watpliwosci. Pierwsza to metoda Folina-Ciocalteu jako pozwalajaca na oznaczenie
calkowitej zawartosci zwiazkow fenolowych. To szeroko cho¢ dos¢ bezkrytycznie stosowane
podejécie mozna uzna¢ za w miar¢ wiarygodne dla roztwordw nie zawierajacych takich
substancji jak biatka 1 inne zwigzki azotowe czy witamina C (tej akurat nie stwierdzono w
badanych ekstraktach), bo one rowniez reaguja z kompleksem wolframowo-fenolowym do
niebiesko zabarwionych pochodnych. Czy w przypadku zaawansowanych analiz zwiazkdw
fenolowych jak te prowadzone w ramach omawianych badan ma w ogoéle sens zastosowanie
wspomnianego zgrubnego testu? Jakie korzySci dostrzega tu Doktorantka? Drugi przypadek
gdzie interpretacja wynikow musi by¢ bardziej krytyczna to test ORAC. Tu podstawa oceny
aktywnoS$ci przeciwutleniajacej jest nat¢zenie emisji fal o dlugosci 520 nm. Jest to jednak
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substancji), ktére absorbujac $wiatto emitowane wpltywaja na wynik oceny aktywnoéci
przeciwutleniajacej w sposéb zalezny od ich stezenia. Czy to zjawisko nie bylo przyczyna, ze
wyniki uzyskane testem ORAC dla ekstraktu owocow kaliny koralowej (np. Tabela 18 i
szeregi na str. 107)) byly niezgodne z pozostalymi zastosowanymi metodami oceny potecjatu
antyoksydacyjnego badanych ekstraktow?

Rozdzialy rozprawy po$wigcone prezentacji i omowieniu wynikow (Rozdziat 4) sa
przygotowane niezwykle starannie. Wyniki zebrane w tabelach i zilustrowane na wykresach z
tatwoscia mozna przesledzi¢. Staranno$¢ Doktorantki jest tu najwyzszej proby. Zgodnie z
logika przed przystapieniem do omowienia badan nas bioaktywnosciami omdowiony zostat
bardzo szczegélowo sklad przygotowanych ekstraktow ze wspomnianych suszy kaliny
koralowej (Podrozdziaty 4.1 i 4.2). Trochg mnie zaskoczylo, Ze po tym omdwieniu pojawit sie
podrozdzial poréwnujacy wptyw roznych podejsé ekstrakcyjnych na wyniki oznaczen.
Spodziewatabym sig tych informacji w pierwszej kolejnosci. Muszg podkre$li¢ ogrom pracy
analitycznej 1 wysoka jako$¢ uzyskanych wynikow, to znakomita podstawa do dalszych
rozwazan korelujacych chemig¢ z biologia. Dodatkowymi, opisanymi w dalszych czeSciach
pracy, doswiadczeniami réwniez wykorzystujacymi metody analityczne jest ocena wpltywu
trawienia w symulowanym in vitro uktadzie pokarmowym na sktad substancji bioaktywnych
w wybranych ekstraktach. Sa to bardzo wazne obserwacje wskazujace na kluczowe znaczenie
procesow trawienia dla potencjalnego dziatania biologicznego pokarméw roélinnych.
Doktorantka o tym nie wspomina w rozprawie, ale czy moze sa znane prace, ktdre pokazujg
jak obecnos¢ rzeczywistego pokarmu angazujacego enzymy trawienne wplywa na przemiany
bioaktywnych fitozwigzkéw, ktorych stgzenie w treSci pokarmowej jest duzo nizsze od
podstawowych substancji odzywczych. Czy moze majg w takich warunkach wigksze szanse
na uniknigcie degradacji?

Przechodzac do badan biochemicznych, Doktorantka wykorzystala szereg oznaczen,
przede wszystkim nad wplywem badanych eckstraktéw i wzorcowych substancji, w tym
lekéw, na aktywno$§é enzyméw kluczowych w metabolizmie polisacharydow i
triacylogliceroli. Uwaza si¢, ze hamowanie ich aktywnosci w jelicie spowalnia przyswajanie
glukozy i kwasow tluszczowych opoOzniajac przyswajanie, co moze przyczyniaé sie do
zmniejszenia zagrozenia cukrzyca i otyloscia. Sposob przeprowadzenia tych oznaczen i ocena
stopnia inhibicji proceséw enzymatycznych moze by¢é uznany za prawidlowo
przeprowadzony i wskazuje na wyjatkowo obiecujaca aktywnos¢ prewencyjng badanych
ekstraktow z kaliny koralowej. To co jednak budzi watpliwosci to sposob okreslenia typu
inhibicji z wykorzystaniem modyfikacji modelu Michaelisa-Menten przez Linweavera i
Burka. Réwnanie Michaelisa zostato wyprowadzone na podstawic zatozenia, ze substrat i
enzym w pierwszym etapie reakcji enzymatycznej tworza kompleks enzym-substrat. A zatem
wazna jest liczba czasteczek substratu a nie ich masa. Stad tez we wszystkich przeliczeniach
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przeliczeniach stosowane musi by¢ stezenie molowe, a nie wagowe. Wskazuje na to nawet
symbol [S] dla stgzenia substratu - nawias kwadratowy jest zarezerwowany do oznaczania
stezenia molowego. By¢ moze taka korekta nie wplynie na koncowe wnioski, ale wszystkie
zalgezone w rozprawie wykresy Linweavera-Burka wymagajg przeliczenia. Generalnie, przy
oznaczeniach enzymatycznych bezpieczniej jest trzymac si¢ stgzen molowych o ile to tylko
mozliwe. Jest to jedyne wigksze potknigeie Doktorantki, ktorego na pewno w przysziodei juz
bedzie unikaé, a ktore pozwolilo recenzentowi si¢ wykazaé., Poza tym przedstawiona praca
jest na bardzo wysokim poziomie merytorycznym, niezwykle obszerna i wnikliwa, a takze
starannie przygotowana pod wzgledem redakeyjnym. Usterki jezykowe sg przy tak duzych
opracowaniach nieuniknione. Ze wzgledu na wieloletnie doswiadcezenie edytorskie trudno mi
ich nie zauwaza¢, ale w tym przypadku mogg jedynie polemizowaé z “formowaniem
koncowych produktow glikacji” i zachgcalabym do stosowania alternatywnych okreslen
“tworzenie” czy “powstawanie” tez zreszty wystgpujgcych w rozprawie. Jestem pelna
uznania.

Podsumowujgc, recenzowana praca zaréwno pod wzgledem koncepcji,
wykorzystanego warsztatu badawczego, uzyskanych wynikoéw dostarcza zaréwno calkiem
nowych, jak i uzupelniajacych obecny stan wiedzy pogl¢bionych, rzetelnych informacji na
temat skladu kaliny koralowej i zawartoSci substancji o conajmniej wstepnie
zweryfikowanym potencjale prozdrowotnym. Przeprowadzone badania wskazujg, Ze kalina
koralowa moglyby stanowi¢ Zrodlo substancji znaczaco podnoszacych jakosé zdrowotng

zywnosci lub suplementdw diety, moze takze preparatow zielarskich i farmaceutycznych.

Uwazam, ¢ przedstawiona do recenzji rozprawa pt. “Bioaktywne zwigzki kaliny
j_i_ic i rozdr ” spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom

doktorskim w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia,
przez Ustawg o Stopniach i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule Naukowym w Zakresie
Sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. nr 65, poz 595) z pézniejszymi zmianami (Dz. U./z
2017 r., poz 1789) i przedstawiam Radzie ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej
wniosek o dopuszezenie Pani mgr inz. Dominiki Kajszezak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, doceniajac zakres i analityczng warto$¢ pracy, wysoka jakosc
oznaczen biochemicznych oraz fakt, Zze obiektem byl stosunkowo malo zbadany material
roslinny, ktéry dzigki uzyskanej wiedzy jest by¢ moze blizszy wykorzystania
w chemoprewencji chordb metabolicznych, a takze wzigwszy pod uwage dorobek
publikacyjny Doktorantki wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.

Dominiki Kajszezak.,
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Whiosek o wyréznienie rozprawy doktorskie;
mgr inz. Domniki Kajszezak

pt. “Bioaktywne zwiazki kaliny koralowej i ich potencjal prozdrowotny”

Przedstawiona do recenzji rozprawa pt. “Bioa
hotenc) rozdrowotny” nie tylko spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim, ale znaczaco wykracza poza podstawowe oczekiwania, dlatego przedstawiam
Radzie ds. Stopni Naukowych Politechniki Lodzkiej wniosek o wyroznienie pracy doktorskiej
Pani mgr inz Dominiki Kajszczak. Wysoko oceniam zakres i analityczng warto$¢ pracy,
jakos¢ oznaczeh biochemicznych oraz fakt, ze obiektem byl stosunkowo mato zbadany
material roélinny, ktéry dzigki uzyskanej wiedzy jest by¢ moze blizszy wykorzystania w
chemoprewencji choréb metabolicznych, Dodatkowym argumentem jest bardzo znaczacy
dorobek publikacyjny Doktorantki. Dlatego uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Dominiki Kajszczak zasluguje na wyréznienie.
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