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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Eweliny van Wenum
»Study of antioxidant and synergistic action of selected phenols and polyphenols in model lipid-
water systems”
(Badanie antyoksydacyjnego i synergistycznego dzialania wybranych fenoli i polifenoli w
modelowych uktadach wodno-lipidowych)

Przedlozona do recenzji praca doktorska mgr Eweliny van Venum zostala wykonana
w Laboratorium Technologii Organicznych Materialéw Funkcjonalnych, Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorz Litwinienko, w bardzo dobrym
laboratorium, przygotowanym do prowadzenia zaawansowanych badan w zakresie peroksydaciji
lipidéw oraz aktywnosci antyoksydacyjnej polifenoli w uktadach homo- i heterogenicznych.

Co do znaczenia utleniania wolnorodnikowego to nalezy zaznaczyé, ze proces ten zwigzany
jest z wieloma niekorzystnymi zmianami zachodzacymi w obrebcie zywych komérek, zywnosci,
kosmetykach, lekach i réznorodnych surowcach przemyslowych. Wielu autoréw uwaza, ze
przeciwdzialanie, jak tez niwelowanie jego skutkéw, jest jednym z najwigkszych wyzwan naszych
czaséw.

Antyoksydanty to substancje zdolne do hamowania wolnorodnikowej peroksydacji lipidéw,
szeroko stosowane w przemysle i medycynie. Natomiast niniejsza praca po$wiecona jest badaniu
wplywu antyoksydantéw fenolowych, tzw. interwentywnych (ang. chain breaking antyoksydant), na
proces autooksydacji lipidow. Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo intensywnych badan, pelny mechanizm
ich dzialania oraz wptyw czynnik6w na udziat odpowiedniego mechanizmu w danym procesie nie jest
jeszeze w pelni poznany. Jak zaznacza Autorka badania nad mechanizmem autooksydacji lipidéw
prowadzono zazwyczaj przy pH=7,4 podczas gdy w produktach zywno$ciowych wynosi ono od
czterech do szedciu. Ponadto s3 to ztozone procesy odbywajgce si¢ w ukladach dwufazowych, gdzie

podzial miedzyfazowy moze znaczaco wplywal na mechanizm dzialania antyoksydantéw,



a zagadnienie to nie zostalo jeszcze dobrze rozpoznane w literaturze przedmiotu. Z uwagi na powyzsze
uwazam, ze zaproponowany przez Autorke cel gléwny dysertacji, ktérym bylo: okreslenie wplywu pH
na hamowanie autooksydacji lipidéw przez zwiazki fenolowe w ukladach dwufazowych posiada
istotny element nowosci, a wybor tematu badan uwazam za trafny i wlasciwy. Praca ma réwniez
istotny aspekt uzytkowy. Uzyskane wyniki moga poméc w opracowaniu proceséw technologicznych,
zapewniajagcych optymalne warunki zachowania pozadanych wlasciwodci substancji aktywnych
w lekach, suplementach diety, kosmetykach i Zywnosci, ulegajacych autooksydacyjnej degradacii.
Praca zostata przygotowana w tradycyjnej formie w jezyku angielskim. Liczy 135 stron
maszynopisu i sklada si¢ z czterech gléwnych czeéei: trzydziestu stron wsiepu, pictnastu
przedstawiajacych stosowane materialy i metody badawcze oraz czgsci zawierajacej uzyskane wyniki
(30 str. opatrzonych 20 rysunkami) i dyskusje nad nimi (44 sir. opatrzonych 27 rysunkami). Wsiep
poprzedza krétkie streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis najczedciej stosowanych symboli
i skr6téw oraz krbtkie wprowadzenie nakredlajace cele pracy oraz ich uzasadnienie.
W koncowej czesci pracy Autorka umiescita obszerne podsumowanie uzyskanych wynikéw oraz spis
literatury zwigzanej z omawianym zagadnieniem liczacy 290 pozycji. W tym fundamentalne dla
tematu badan prace prof. G.W Burtona oraz prof. K.U Ingolda oraz szereg prac oryginainych
opublikowanych w XXI wieku, kt6re potwierdzaja aktualnoéé opisanych w dysertacji badan.
Przeglad literaturowy Autorka rozpoczela od krétkiego rysu historycznego przedstawiajac
ewolucj¢ pogladéw na temat znaczenia wolnych rodnikéw w biologii i chemii. Nastepnie przyblizyla
definicj¢ Reaktywnych Form Tlenu (RFT) ze szczegblnym uwzglednieniem anionorodnika
ponadtienkowego (O2") oraz rodnika wodorotlenowego (‘'OH), powstajgcych w wyniku kilkuetapowe;j
redukcji tlenu czgsteczkowego (O2) oraz tzw. reakcji Fentona. Po zapoznaniu czytelnika
z whasciwosciami RFT Autorka przedstawila biezacy stan wiedzy na temat skutkéw ich dziatania na
biomolekuly, takie jak biatka i DNA skupiajac si¢ na procesie autooksydacji lipidéw, metodach jej
oceny i postulowanych mechanizmach. W konkluzji, Autorka przytoczyta ogbinie przyjeta teze, ze
niekontrolowane wolnorodnikowe utlenianie lipidéw jest bardzo niepozadanym procesem
prowadzacym do zmiany polamosci czasteczki lipidu, zaburzenia plynnosci i przepuszczalnosci
warstwy fosfolipidowej, a w konsekwencji do $mierci komoérek. Nastepnie zostat omdwiony sposéb
dzialanie antyoksydantéw: prewentywnych i interwentywnych ze szczegblnym uwzglednieniem
antyoksydantéw fenolowych takich jak: DL-a-tokoferol, kwercetyna, BHT (2,6-di-tert-butylo-4-
metylofenol) i BHA (2-tert-butylo-4-metoksyfenol) oraz metod wyznaczania stopnia hamowania
procesu autooksydacji. Wymienione fenole byty gtéwnym obiektem badan Autorki. Z uwagi na fo,

w czesci literaturowej znalazt si¢ obszerny rozdziat dotyczacy ich aktywnosci antyoksydacyijnej,



reaktywnosci w stosunku do rodnika nadtlenkowego LOO" oraz efekiéw stabilizujacych rodnik
semichinonowy oraz DL-a-tokoferoksylowy. Nastepnie przedstawiono informacje dotyczace
lokalizacji, ilosci i dystrybucji antyoksydantéw w ukladach dwufazowych (lipidowo-wodnych)
przedstawiajac hipotezg ,,ptywajacych” w kierunku granicy faz rodnikéw nadtlenkowych (LOO").
Szczeg6towo oméwiono dobrze znane z literatury przedmiotu mechanizmy dziatania antyoksydantow
takie jak: HAT — (hydrogen atom transfer), PCET (proton coupled electron tranmsfer), SPLET
(sequential proton loss electron transfer) oraz KSE (kinetic solvent effect), jak tez mechanizim
synergistycznego dzialania antyoksydantéw i metody jego iloSciowego okrelania. W czedci
poswigconej uzytym materiatom i stosowanym metodom Autorka opisala metodologie wyznaczania
takich parametréw jak: stale dysocjacji polifenoli oraz szybkosci ich reakcji z rodnikiem DPPH',
potencjat elektrooksydacyjny oraz wspétezynniki podziatu miedzy fazami heterogenicznymi.

Pragng podkresli¢, ze osiagniecie zatozonych celéw bylo trudnym i Ziozonym zadaniem, gdyz
kazda z grup hydroksylowych w polifenolach w mniejszym lub wickszym stopniu wplywa na
reaktywno$¢ calego ukladu, niejednokrotnie zmieniajac znaczaco stosunek udziati poszezegéinych
mechanizméw (HAT/PCET vs. SPLET) w cato$ciowym mechanizmie dziatania antyoksydacyjnego.
Przy czym istotnym jest, ze mechanizmowi SPLET sprzyja wzrost kwasowosci fenolu oraz
rozpuszczalniki ulatwiajgce jonizacje. Biorgc powyzsze pod uwage Autorka musiata przeprowadzié
bardzo systemaiycznie badania uzyskujac duza liczbe danych eksperymentalnych zaréwno
w ukladach homogenicznych jak i heterogenicznych. W efekcie analizy uzyskanych danych Autorka
mogla pokusi¢ si¢ o sformulowanie zaleznego od $rodowiska reakcji mechanizmu oddzialywania
poszczegblnych antyoksydantéw fenolowych w ukladach homogenicznych, jak i heterogenicznych
oraz okreSlenie mechanizmu interakcji pomiedzy antyoksydantami fenolowymi. Do gltéwnych
osiggnie¢ Autorki nalezy zaliczy¢ wykazanie, ze w przypadku reakcji silybinu, 2,3-dehydrosilybinu
oraz luteiny z rodnikiem DPPH" w ukladzie homogenicznym mechanizm procesu zalezat gtéwnie od
polarno$ci rozpuszczalnika. W niepolarnym dominowat mechanizm HAT natomiast ze wzrostem
polarnosci rozpuszczalnika, w mechanizmie calosciowym zwigkszal si¢ udzial mechanizmu typu
SPLET. Co istotne, z uwagi na r6zng kwasowo$é poszczeg6lnych grup hydroksylowych, zmiany te
zachodzity w r6znym stopniu dla kazdej grupy hydroksylowej lub enolowej. W przypadku ukltadéw
lipidowo-wodnych mechanizm dziatania badanych fenoli i polifenoli byt rézny i gltéwnie zalezat od
budowy chemicznej antyoksydanta. Wykazano, ze w flawonoidach mechanizm ich dzialania zalezy
gléwnie od stopnia dysocjacji grupy hydroksylowej w pozycji C-3 oraz pierwszej grupy fenolowej
w katechinach. Ponadio Autorka okreslita mechanizmy synergistycznego oddziatywania pomiedzy
dwoma réznymi antyoksydantami fenolowymi. Wykazala, ze dla efckiywnego dzialania



synergistycznego istotna jest lokalizacja aktywniejszego antyoksydanta w ukladzie dwufazowym.
Ponadto dla osiggnigcia lepszego efektu synergistycznego aktywniejszy antyoksydant powinien byé
silnie hydrofobowy. Natomiast w przypadku mniej aktywnego antyoksydanta najistotniejszym
czynnikiem wydaje si¢ by¢ kinetyka dysocjacji grupy hydroksylowej niz inne efekty wynikajgce
z jego dystrybucji. Sposrdd innych osiagni¢é Autorki nalezy wymieni¢ opracowanie nowej metody
ilosciowego szacowania efektu synergistycznego w oparciu o takie parametry jak: czas aktywnosci
antyoksydanta oraz jego efektywno$¢ w zmiataniu rodnik6w nadtlenkowych (LOO"), jak tez,
opracowanie nowego bardziej czytelnego sposobu przedstawiania wynikéw synergistycznego
dzialania antyoksydant6éw poprzez opracowanie odpowiednich map pozwalajacych na szybkie
wybranie odpowiedniej warunkéw synergii miedzy antyoksydantami.

Na podstawie przedstawionych w tej czesci pracy rezultatéw oraz wyciggnictych wnioskéw
uwazam, ze Autorka z powodzeniem zrealizowala zalozone na wstepie pracy cele. Niestety w pracy
Autorka nie zamiescila informacji dotyczacych swojego dorobku naukowego, dlatego trudno mi jest
oceni¢ ten aspekt dzialalnosci naukowej mgr. Eweliny van Venum. Przypuszczalnie wickszo$é
wynikow zawartych w dysertacji jest na etapie przygotowywania do druku lub zostaly wystane do
recenzji.

Na uwage zashiguje strona edytorska rozprawy. Bledy literowe sg nieliczne, praktycznie nie
pojawiaja si¢ tego typu uchybienia. Niescistosei, kt6re udato mi si¢ dostrzec, nie wplywaja na wartosé
merytoryczng pracy i nie warto po§wigcaé im czasu. Tekst czyta si¢ dobrze, choé zdarzajg si¢ nieco
zagmatwane fragmenty, wymagajace chwili skupienia do pelnego zrozumienia toku mysli Autorki.

Z obowigzku recenzenta zamieszczam ponizej kilka drobnych uwag dotyczacych pracy:

Str. 18. Rysunek 2.8, przedstawione struktury rezonansowe bylyby bardziej czytelne, gdyby
zastosowano strzalki z grotami dla zilustrowania przemieszczajacych sie par elekironowych. Cheiatem
zauwazy¢, ze identyczny rysunek nie wystepuje w pracy M. Foti (lit., 86), zatem nie jest to
reprodukcja?

Str. 19. Rysunek 2.9 zaczerpnigto doktadnie z pracy L. Valgimigli (lit., 88) zatem w podpisie powinno
by¢ ,,reproduced from ref. 88”

Str. 34 i 35. W strukturach chemicznych zawierajacych centra stereogeniczne nalezaloby zaznaczy¢,
czy mamy do czynienia z mieszaning racemiczng czy czystym izomerem (np.; R/S-Trolox).

Str. 35. Silybin pozyskiwany jest z nasion ostropestu plamistego i jest to mieszanina dwéch izomeréw
(1: 1) r6zniacych si¢ konfiguracja na centrach stereogenicznych C-10 i C-11. W pracy, do celow
syntetycznych, najprawdopodobniej uzyto produkt firmy Sigma-Aldrich o nazwie Silibinin (CAS No.
22888-70-6, Cho¢ nazwa ta nie jest zalecana). W rzeczywistosci jest to mieszanina dwéch zwigzk6w

silybin A (10R,11R) oraz silybin B (10S i 11S). Umieszczenie tych informacji na strukturach
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uprodciloby zrozumienie przyjetego sposobu opisu widm 'H NMR 2,3-dehydrosilybinu. Bez
informacji, ze mamy do czynienia z widmem mieszaniny diastereoizomeréw oznaczenie
H-23(1) i H-23(2) jest nie zrozumiale. Ponadto opis spektroskopowy bylby czytelniejszy, gdyby byt
poprzedzony rysunkiem przedstawiajgcym sposOb numerowania atoméw wegla w czasteczce
2,3 dehydrosilybinu.

Str. 35. W jakim celu w nawiasie umieszczono akronim (COSY)?

Przedstawione uwagi nie wplywaja na moja wysoka ocene recenzowanej pracy. Stwierdzam,
ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymagania zwyczajowe i wymogi
obowigzujacej ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym. Z pelnym przekonaniem sktadam
do Rady Dyscypliny Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego wniosek o dopuszczenie mgr.

Eweliny van Wenum do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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