RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii King} Zurek pod tytulem ,,Wykorzystanie glogu
(Crataegus L.) do produkcji skoncentrowanych preparatéw roslinnych w wysokie)
zawarto$ci zwiazkow biologicznie czynnych” napisanej pod kierunkiem naukowym dr
hab. Ireneusza Kapusty, prof. UR jako promotora i dr inZ. Tomasza Cebulaka, jako

promotora pomocniczego

Podstawa formalna wykonania recenzji jest Uchwala Rady Naukowej Kolegium Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego z dnia 12 lipca 2022 roku, podjeta na podstawie

art. 190 ust. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst

jedn. Dz. U. 2020 poz. 85 ze zm.).

Uwagi ogolne

Rozprawa liczy tacznie 167 ponumerowanych stron, w tym zawiera 122 strony zasadniczego
tekstu, 14 stron spisu literatury zawierajacego 225 pozycji. 31 rycin, 20 tabel, 5 wykresow oraz
24 zalaczniki. Sposréd cytowanych prac tylko jedna opublikowana jest w jezyku polskim.,
natomiast pozostate pozycje, to prace w jezyku angielskim. 134 cytowane przez doktorantke
prace pochodza z ostatnich 10 lat, natomiast 15 z ostatnich dwoch lat. Po spisie tresci, przed
zasadniczym tekstem znajduje sie wykaz uzytych skrotow, co ulatwia zapoznanie si¢ z trescig
pracy. Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim autorka zamiescita na koncu pracy przed
bibliografia. Uwazam, Ze ta cze$¢ rozprawy powinna si¢ znalez¢ na poczatku, tuz za spisem

trescl.

Za podstawe oceny przyjeto nast¢pujace kryteria: aktualnos¢ tematyki rozprawy, mozliwos¢
praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow badan, prawidlowos¢ postawienia problemu

badawczego, zastosowane metody dla rozwigzania problemu naukowego, stron¢ merytoryczna

1 formalna rozprawy.



Szczegolowa ocena tresci

Rozprawa w swej czesci merytorycznej obejmuje 7 rozdzialdéw. Pierwszy rozdzial stanowi
wstep, w ktorym kandydatka uzasadnita podjecie tematu. Stwierdzila, iz w zwigzku ze stale
rosnagcym zapotrzebowaniem rynku zywnosci na opracowanie nowych produktow
zywnosciowych, wciaz poszukiwane sg nowe surowce roslinne, stanowigce bogate zrodio
zwiazkow bioaktywnych. Jednym z gatunkow powszechnie stosowanym z medycynie ludowe]
i znanym 2z prozdrowotnego dzialania jest Glog (Crategus 1.). Jednakze pomimo
udokumentowanego dziatania miedzy innymi w profilaktyce chorob ukiadu krazenia, preparaty
7 tego gatunku nie sa rozpowszechnione na rynku zywnosciowym. Z tego powodu kandydatka
proponuje wyodrebnienie zwiazkow polifenolowych z owocow, lisci 1 kwiatow glogu

i pozyskanie z nich preparatow o wysokiej zawartosci zwigzkow bioaktywnych.

W dalszej czesci rozdzialu doktorantka dokonuje szczegolowe) charakterystyki gatunku
zarowno pod wzgledem botanicznym 1 morfologicznym, jak 1 chemicznym. W przegladzie
piSmiennictwa dotyczacego stanu wiedzy zawartej w literaturze przedmiotu, kandydatka
szczegotowo analizuje aktywnos¢ prozdrowotng gltogu oraz zawartych w nim bioaktywnych
zwiazkow. Pani magister charakteryzuje poszczegolne grupy zwiazkow polifenolowych
wystepujacych w przedmiotowym gatunku. Dokonuje ich podziatu ze wzgledu na budowe
chemiczna, a takze opisuje udowodnione wiasciwosci prozdrowotne, charakterystyczne dla
poszczegolnych grup polifenoli. W podrozdziale 1.2.1, kandydatka opisuje mechanizm

dzialania polifenoli w procesach zapalnych oraz w procesach nowotworowych.

W podrozdziale 1.3 kandydatka oméwita mozliwosci ekstrakceji fitozwigzkow z produktow
roslinnych. W przegladzie literatury mgr Natalia Zurek skupita si¢ na omowieniu mechanizmu
ekstrakcji oraz wplywu stosowanych warunkow na je; wydajnos¢. Nastepnie opisata
konwencjonalne 1 niekonwencjonalne techniki ekstrakcji, powszechnie stosowane w procesach
przemystowych. W tej czesci pracy skupita sie rowniez na szczegélowym omodwieniu techniki

ekstrakcji do fazy statej (SPE), ktdra stosuje w czesci eksperymentalne) pracy.

W ostatnim podrozdziale wstepu Pani magister przedstawia zagadnienia dotyczace
nutraceutykow — dokonuje charakterystyki grupy, omawia ich dziatanie na organizm ludzki
oraz wymienia wyzwania, jakie stoja przed branza spozywcza w sektorze produkcji tych

preparatow.

Podsumowujac zawartos¢ calego rozdziatu, ktory jest poswigcony oméwieniu stanu dostepne;

wiedzy dotyczacej podjetych przez kandydatke badan stwierdzam, ze kandydatka prawidiowo



przedstawila stan wiedzy istniejacy w literaturze przedmiotu. Pewien niedosyt budzi jednak
brak szczegolowego opisu poszezegolnych, nieckonwencjonalnych technik ekstrakcji. Autorka
nie rozwazyta wplywu poszczegolnych technik na stabilnos¢ zwiazkéw polifenolowych,

stosowanych metod poprawy tej stabilnosci oraz mozliwosct doboru techniki do konkretnej

grupy zwiazkow polifenolowych.

Hipotezy 1 problemy badawcze oraz cel pracy

Hipotezy 1 problemy badawcze przedstawione zostaly w drugim, natomiast cel w trzecim
rozdziale pracy. Wyodrebnionych zostato pie¢ hipotez, ktore bezposrednio prowadza do
sformutowania celow badawczych. Podstawowym celem badawczym byta ocena mozliwosci
wykorzystania glogu do produkcji preparatow w postaci wyodrebnione] 1 skoncentrowane;j

frakcj1 zwiazkow polifenolowych.

Dla realizacji postawionego celu kandydatka sformulowata siedem celéw szczegotowych.
Postawione cele szczegdlowe koncentruja sie na charakterystyce fitozwiazkow otrzymanych
z glogu oraz standaryzacji metody ich ekstrakeji. Ekstrakcja zwiazkow politenolowych metoda
SPE jest powszechnie stosowana technika majaca zastosowanie w analityce chemiczne;.
Metoda ta stuzy do oczyszczenia probki z kwasow, cukrow 1 substancji wielkoczasteczkowych
rozpuszczalnych w wodzie oraz do zatezenia frakcji polifenolowe) surowca. Powszechnie
stosuje sie ja takze przy spektrometrii mas w celu pozbycia si¢ zanieczyszczen 1 uzyskania
wysokiego stezenia zwiazkow polifenolowych, co skutkuje otrzymaniem peinego profilu
polifenoli w badaniach chromatograficznych. W mojej opinii kandydatka powinna rozwinac
omawiany problem poprzez mozliwosci zastosowania uzyskanych preparatow w przetworstwie
spozywczym. Ciekawym zagadnieniem byloby okreslenie trwalosci 1 stabilnosci preparatow
zardowno w procesach technologicznych jak 1 w trakcie przechowywania samych preparatow.
Nalezatoby zbadac¢ w jaki sposob wyodrgbnione zwiazki polifenolowe reaguja na podwyzszona
temperature procesOw przetworczych, obecnos¢ tlenu, zmiane pH czy srodowisko wodne
panujace w przetworach. Czy potrzebna jest stabilizacja preparatow za pomoca nosnikow? Jak
preparaty wplywaé beda na barwe produktow spozywcezych, do ktorych zostang dodane? Czy
konieczne sa szczegdlne warunki przechowywania preparatow przed ich zastosowaniem
w produktach? Przeprowadzone przez Pania magister badania stanowi¢ mogg wstep do
kolejnych etapow badawczych i przetworczych, majacy na celu wyodrgbnienie najlepszego

surowca do produkceji nutraceutykow roslinnych.



Material 1 metody

Materiat badawczy oraz stosowane przez kandydatke metody badan przedstawione sa
w rozdziale czwartym. W dwoch pierwszych podrozdziatach kandydatka przedstawia spis
odczynnikOw oraz aparatury badawczej uzytej w trakcie realizacji pracy. Podrozdziat 4.3
dotyczy materialu badawczego. Kandydatka w swoich badaniach wykorzystala rézne czesci
morfologiczne (owoce, kwiaty 1 liscie) pochodzace z szesciu gatunkow glogu pozyskanego
w 2016 roku. W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie dotyczace liczby przebadanych prébek.
Dlaczego kandydatka w ciagu czterech lat prowadzenia badan przeanalizowala material
badawczy pochodzacy z jednego okresu wegetacyjnego? Bardzo ciekawym zagadnieniem
byloby wykazanie zmiennosci materiaty w trakcie réznych okresow wegetacyjnych. Jesli
chodzi o zliofilizowany materiat badawczy, prosz¢ o doprecyzowanie w jaki sposob byl on

zabezpieczony przed czynnikami zewnetrznymi? Czy okreslono zmiany wilgotnosci

materialow badawczych w trakcie przechowywania zamrazalniczego?

Kolejny podrozdzial dotyczy stosowanych przez kandydatke metod ekstrakeji. W swojej pracy
badawcze) Pani magister stosowala ekstrakcje wodna i1 alkoholowa, a takze ekstrakcje do fazy
statej. Moje zastrzezenia budza zastosowane warunki ekstrakcji wodnej 1 alkoholowej. Prosze
wyjasni¢, dlaczego probki ekstrahowane byly w temperaturze pokojowej, a nie w temperaturze
chiodnicze)? Przy tak dilugim procesie ekstrakcji, wynoszacym 24 godziny czes$¢ zwiazkow
polifenolowych z pewnoscia ulegla rozkladowi, wplywajac negatywnie na wydajnosc
ekstrakcji. Czy w trakcie dzialania ultradzwiekéw monitorowany byt wzrost temperatury
probek? Jest to kolejny czynnik mogacy mie¢ znaczenie przy oznaczeniach zawartosci

polifenoli.

Kolejne pytanie dotyczy ekstrakcji do fazy statej. W opisie metody kandydatka pisze, ze
kolumny z naniesionymi probkami przemywano 50 mililitrami zakwaszone] wody
destylowane). Czy w trakcie przemywania probki monitorowany byt ekstrakt eluatu? Jesh tak.
to przy jakim ekstrakcie zakonczone byto przemywanie? Przemycie probki naniesionej na
kolumn¢ ma na celu usuniecie z niej cukrow, kwasow 1 substancji wielkoczasteczkowych.
Przemywanie powinno si¢ prowadzi¢ do momentu wymycia wyze] wymienionych zwiazkow,

a wiec do uzyskania ekstraktu rownego 0 °Brix.

Mam rowniez kilka pytan odnosnie analiz chromatograficznych 1 spektrometrii mas. Prosze o
doprecyzowanie, ze standardami ktorych zwiazkow poréwnywane byly otrzymane wyniki?
Prosze rowniez o informacje, dla ktérych zwiazkéw wykonane zostaty krzywe kalibracyjne

stuzace do pdzniejszych przeliczen zawartosct  zwigzkéw  polifenolowych oraz



wyszczegolnienie  jakie zwiazki referencyine uzyte zostaly przy poszczegolnych,
zidentyfikowanych zwiazkach polifenolowych do przeliczen. Jakie byly zakresy stezen przy
wykonywaniu krzywych kalibracyjnych oraz jaki byt ich wspétezynnik R??

Moje zastrzezenia budzi rowniez sposob obliczenia wydajnosci ekstrakceji, a wiec podrozdzial
4.4.6.1. W przypadku opisanym przez kandydatke porownuje ona mase zliofilizowanych
owocow, lisc1 lub kwiatow, w zaleznosci od wariantu, do masy zliofilizowanych ekstraktéw
otrzymanych w trakcie ekstrakcji wodnej/alkoholowej oraz ekstrakcji SPE. W takim sposobie
obliczen widoczny jest wyrazny blagd. W masie zliofilizowane)j probki glogu, oprocz zwigzkow
polifenolowych mozemy wykaza¢ wszystkie inne sktadniki rosliny. W takim przypadku przy
porownaniu masy glogu do masy otrzymanych ekstraktow nie pokazuje si¢ wydajnosci
ekstrakejl, a jedynie zawartos¢ procentowa wyekstrahowanych zwigzkow — w przypadku
ekstrakcji  wodnej 1 alkoholowe)] zawartos¢ polifenoli oraz pozostalych substancii
wyekstrahowanych z probki, takich jak na przyklad cukry, kwasy 1 substancie
wielkoczasteczkowe, natomiast w przypadku preparatu oczyszczonego na kolumnach
chromatograficznych — zawartos¢ zwigzkow polifenolowych. Jesli chcielibySmy pokazac
wydajnos¢ ekstrakcyi, wtedy mase¢ ekstraktow 1 preparatow powinnismy porownywac
z zawartoscia samych zwiazkow polifenolowych w surowcu. W tym przypadku uzyskane przez
kandydatke wyniki (opisane w dalszej czesci pracy) sa nielogiczne — otrzymata ona wieksza
wydajnos¢ ekstrakcji zwiazkow polifenolowych w przypadku zastosowania tradycyjne] metody
wodnej 1 alkoholowej, natomiast w przypadku metody SPE, ktora sama zaliczyla do technik
nickonwencjonalnych, majacych na celu zwigkszenie tejze wydajnosci, otrzymane wyniki byty

kilkukrotnie nizsze.

Omoéwienie wynikow 1 dyskusja

Rozdzial piaty obejmuje 74 strony 1 poswiecony jest omowieniu 1 dyskusji uzyskanych
wynikéw. W rozdziale tym kandydatka dokonuje doboru metody ekstrakeji zwiazkow
polifenolowvch z poszczegolnych czesci morfologicznych glogu, a takze porownuje
zastosowanie trzech ztoz chromatograticznych — RP-18, Amberlite XAD-2 oraz Oasis HLB —
w otrzymywaniu oczyszczonych preparatow polifenolowych. W ekstraktach uzyskanych
metodami konwencjonalnymi i niekonwencjonalnymi kandydatka dokonuje oceny zawartosci
zwiazkow polifenolowych, pojemnosci przeciwutleniajacej, wiasciwosci cytotoksycznych oraz

parametrow fizyko-chemicznych.



W celu wybrania najlepszych warunkow ekstrakeji kandydatka poréwnala wyniki zawartosci
polifenoli ogdlem, zawartosci flawonoidow ogélem, zawartosci procyjanidyn ogotem oraz
pojemnosci przeciwutleniajace w ekstraktach uzyskanych z uzyciem wody. 50% 1 70% etanolu
oraz 50% i 70% metanolu. Ekstrakcje prowadzone byly w czasie 2 i 24 godzin oraz w polowie
przypadkéw wspomagane byty ultradzwigkami. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
jako najskuteczniejsze, wybrane zostaly nastgpujace warunki ekstrakcji: dla owocow byt to
70% etanol z 2-godzinna ekstrakcja wspomagang ultradzwigkami, dla lisci 24-godzinna
ekstrakcja 70% etanolem, natomiast dla kwiatow — 50% etanol z 2-godzinng ekstrakcja
wspomagana ultradzwickami. Prosze o wyjasnienie jaki czynnik mogt spowodowac obnizenie
zawartosci flawonoidow 1 procyjanidyn ogotem po zastosowaniu ultradzwigkéw w przypadku

etanolu 1 metanolu?

W dalszej czesci rozdzialu kandydatka dokonuje oceny zawartosci zwigzkow politenolowych
w otrzymanych ekstraktach z wykorzystaniem metod spektrofotometrycznych oraz
chromatograficznych. W tym podrozdziale zwracam uwage na zastosowanie niefortunnego
stwierdzenia, 1z ,.polifenole ogdtem byly dominujaca grupa zwiazkow™. Termin ‘polifenole
ogotem’ dotyczy wszystkich oznaczonych ta metoda grup zwiazkoéw polifenolowych — stanowi

zb16r poszczegolnych grup zwigzkow polifenolowych.

W  podrozdziale 5.3.1, dotyczacym profilu zwigzkow polifenolowych oznaczonych
z wykorzystaniem spektrometrii mas, prosz¢ o podanie informacji przy jakich dtugosciach fal
dokonano odczytu poszczegolnych grup zwiazkow polifenolowych. Na stronie 58, w lini 23

widnieje blad — zamiast utraty heksozy, powinna by¢ utrata pentozy.

Przy identyfikacji zwigzkéw polifenolowych pomocne jest analizowanie ich czasu retencji.
W przypadku 1zomerow kwasow fenolowych, takich jak kwasy kawoilo-chinowe, w jednej
probce moze wystegpowac kilka 1zomerow, posiadajacych ta sama mase piku
pseudomolekularnego oraz jonow potomnych, natomiast rozniacych sie sita sygnatu
poszczegolnych pikow 11ch czasem retencji. Kandydatka w preparatach gtogu zidentyfikowala
trzy kwasy kawoilo-chinowe: kwas 3-0-, 4-0O- 1 5-O-kawoilochinowy. Niestety, w wynikach
przedstawionych w tabelach panuje batagan: raz jako pierwszy wykazany jest kwas 3-O-
kawoilo-chinowy, w kolejnej tabeli kwas 4-O-kawoilo-chinowy, natomiast w tabeli 10 nagle
pojawia si¢ kwas 5-O-kawoilo-chinowy. We wszystkich przypadkach zwigzki te maja tg sama
mase pseudomolekularng 1 takie same masy rozpadu. W jaki sposob kandydatka identyfikowata
poszczegolne kwasy? Czy brany byl pod uwage kolejnos¢ wymywania kwasow kawoilo-

chinowych z kolumny chromatograficznej? Proponuje¢, aby kandydatka zaznajomila si¢



z literatura dotyczaca tego tematu (10.1016/j.phytochem.2011.02.027), co pomoze €] W
identyfikacji poszczegdlnych izomerow kwasoéw fenolowych. Prosze o uzupelnienie tabel 8-10
0 czasy retencji zwiazkéw. Ponadto mam kilka uwag dotyczacych numerowania pikow. Po
pierwsze piki powinny by¢ ponumerowane po kolei, wedlug czasu retencji — unikamy w ten
sposob sytuacji, w ktorej na chromatogramie piki, ktorym nadaliSmy nizsze numery znajduja
sie za pikami 0 wyzszych numerach. Po drugie — prosz¢ we wszystkich tabelach i na wszystkich
chromatogramach przyja¢ jeden numer dla konkretnego zwiazku. Na przyklad, jesli w owocach
dimer procyjanidyny jest oznaczony jako pik numer 1, to w lisciach i kwiatach powinien miec
on ten sam numer. Po trzecie, nie mozna nada¢ dwom réznym pikom tych samych numerow —
sa to dwa rozne zwiazki. W przypadku zwiazkow o takiej samej masie, prosz¢ do nazwy
zwiazku dodaé ‘izomer 1°, ‘izomer 2’ itd., a piki ponumerowa¢ wedlug kolejnosci wymywania

z kolumny.

W  kolejnych podrozdziatach kandydatka opisuje wyniki analiz ~ wlasciwosci
przeciwutleniajacych, fizyko-chemicznych oraz aktywnosci cytotoksycznej. Oceniam, ze
podrozdzialy te napisane sg prawidlowo. Prosze o doprecyzowanic w jakim momencie
wykonane zostaly badania wilgotnosci? Zaraz po zliofilizowaniu, czy po przechowywaniu

chtodniczym? Prosze réwniez o krytyczne przyjrzenie si¢ wynikom wydajnosci ekstrakeji.

Whnioski

W ostatnim, szostym rozdziale rozprawy mgr Natalia Zurek przedstawila dwanascie wnioskow,
ktore sformulowata na podstawie uzyskanych wynikoéw badan i przeprowadzonej dyskusji.
Oceniam. ze wnioski te sformulowane sa prawidlowo 1 dostatecznie odpowiadajg na
postawiony problem badawczy. Wynikaja one z przeprowadzonych badan i zastosowanych

procedur. Potwierdzaja roéwniez zdolno$¢ doktorantki w analizowaniu uzyskanych wynikow.

Struktura rozprawy

Wszystkie czesci rozprawy tworza spojna i merytorycznie zwartg calos¢, podporzadkowang
realizacji celu postawionego przez autorke. Objgtos¢ rozprawy jest wlasciwa. Podjety problem
badawczy jest aktualny i ma znaczenie dla rozwoju wiedzy dotyczace] pozyskiwania
i wykorzystania zwigzkéw bioaktywnych z surowcéw roslinnych. Doktorantka w swej
rozprawie przedstawila wystarczajaco umotywowana oraz samodzielnie opracowang koncepcje

pozyskiwania preparatow bioaktywnych z glogu. Przedstawiona koncepcja ma charakter



aplikacyjny, a po dalszych badaniach moze zosta¢ zaimplementowana w praktyce

przetworczej.

Autorka wykazata si¢ poprawnoscia w planowaniu poszczegdlnych etapow badawczych.
o czym swiadezy sekwencja kolejno wykonywanych dziatan badawczych i eksperymentalnych.
Praca napisana jest jezykiem naukowym, poprawnym i zrozumialym. W pracy wystepuja bledy
edytorskie, interpunkeyjne 1 frazeologiczne, jednakze nie wplywaja one na przedstawiona tresé

pracy. Tytul rozprawy odzwierciedla jej tresé¢ 1 zawartosc.

Ocena merytoryczna i formalna rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Natalii Kingi Zurek wykazuje wlasciwy poziom
naukowy. Napisana jest starannie, a jej uklad jest poprawny. Doktorantka wykazala sie

wiasciwa wiedza w zakresie omawianej problematyki.

Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Kingi Zurek pt. ..Wykorzystanie glogu (Crataegus L.) do
produkc)i  skoncentrowanych preparatéw roslinnych w wysokiej zawartosci zwiazkow
biologicznie czynnych™ napisanej pod kierunkiem naukowym dr hab. Ireneusza Kapusty, prof.
UR oraz dr inz. Tomasza Cebulaka, w mojej ocenie odpowiada wymogom okreslonym dla
rozpraw doktorskich okreslonych w art. 187. ust. 1 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst jedn. Dz.U. 2020 poz. 85 ze zm.). W zwiazku z tym
wnioskuje o jej przyjecie przez Rade Naukowa Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu

Rzeszowskiego oraz dopuszczenie Pani mgr inz. Natalii Zurek do publicznej obrony.



