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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Eweliny van Wenum pt.
»otudy of antioxidant and synergistic action of selected phenols and polyphenols in
model lipid-water systems”
Praca wykonana zostata na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego —

promotorem pracy by# prof. dr hab. Grzegorz Litwinienko

Zwiazki fenolowe i ich zdolno$¢ do hamowania procesow oksydacyjnych jest
przedmiotem zainteresowan badawczych przedstawicieli kilku dyscyplin
naukowych. Wpisujac w baze¢ SCOPUS hasto ,,phenolic antioxidants” znajdujemy
ponad siedemdziesiat trzy tysigce dokumentdéw. Zainteresowania powyzszg tematyka
wynika z faktu, ze stres oksydacyjny jest przyczyng wigkszosci chorob cziowieka.
Przeciwutleniacze moga zapobiega¢ zmianom oksydacyjnym w komorkach,
tkankach 1 organach lub tagodzi¢ ich skutki, a tym samym zapobiega¢ lub opdzniaé
postep wielu choroéb. Poniewaz zwigzki fenolowe chronig lipidy prze autooksydacja,

ich zastosowanie w przemysle spozywczym i w kosmetykach jest powszechne.



Badanie mechanizmoéw dziatania przeciwutleniaczy jest oczywiscie domeng

chemikow. Uzyskane przez nich teoretyczne wyniki moga by¢ podstawg do

prowadzenia badan przez innych naukowcoéw oraz do praktycznego zastosowania w

roznych obszarach technologicznych. Z duzg satysfakcja moge stwierdzi¢, ze

oceniana praca doktorska wnosi istotne nowe tre$ci odnoszace si¢ do chemii

naturalnych zwiazkow fenolowych 1 ich aktywnosci przeciwutleniajacej. Uwazam

rowniez, ze wyniki praca doktorskiej Pani Eweliny van Wenum poza wartoscig

poznawcza sa rowniez cenna z praktycznego punktu widzenia. Uzyskane prze Nig

wyniki mogg by¢ wykorzystane przez przemyst spozywczy 1 farmaceutyczny.

Przedstawiona do oceny praca napisana jest w jezyku angielskim, obejmuje

135 stron druku i sktada si¢ z siedmiu czg¢sci. Sa to:

Motywacje, ktore sktonity Doktorantke do podjecia badan oraz cel tychze.
Wstep.

Materiaty i metody.

Rezultaty.

Dyskusja.

Streszczenie.

Pismiennictwo.

Wilasciwa cze$¢ pracy poprzedzona jest abstraktem (streszczeniem) w dwoch

jezykach, stowami kluczowymi i1 polskim tytutem pracy, lista uzytych symboli 1

skrotow oraz podzigkowaniami.

Doktorantka informuje, Ze jej praca finansowana byla z trzech projektow:

Projektu Preludium Narodowego Centrum Nauki ,,Badanie mechanizmu
synergistycznego dziatania fenoli i polifenoli w procesie peroksydacji

modelowych uktadow lipidowych” o numerze 2012/05/N/NZ9/02762.



e Projektu MNiSW ,,Badanie efektu synergistycznego miedzy silybing, 2,3-
dehydrosilybing i analogiem o-tokoferolu podczas perosydacji modelowych
uktadow lipidowych” o numerze 501/86-DSM-102400.

e Stypendiow Wojewody Mazowieckiego:

o Mazowieckie Stypendium Doktoranckie (2009).

o Potencjal naukowy wsparciem dla gospodarki Mazowsza — stypendium
dla doktorow (2011/2012).

o Rozwdj nauki — rozwojem regionu — stypendia i wsparcie towarzyszqgce
dla mazowieckich doktorantow (2013/2014).

Dokumentacj¢ w pracy stanowi szescdziesigt osiem rysunkow oOraz
pig¢dziesigciu siedmiu tabel. Rysunki zawarte w pracy przygotowane sg w

profesjonalny sposob. Ich szata graficzna jest bardzo dobra.

Cel pracy przedstawiony jest w sposob jasny, nie budzacy zastrzezen
recenzenta. Doktorantka stawia przed sobg glowne zadanie, jakim jest okreslenie
wpltywu pH na hamowanie autooksydacji lipidow przez zwigzki fenolowe w ukladzie
dwufazowym. Cel ten wynika z postawionej hipotezy o tym, Ze jonizacja
poszczegOlnych grup fenolowych/enolowych ulatwia reakcje przeciwutleniaczy z
lipidowymi rodnikami nadtlenkowymi jak rowniez korzystnie wptywa na interakcje
pomiedzy samymi przeciwutleniaczami. Ogélny celu badawczy Doktorantka

realizuje w kilku ,,etapach”. Sg nimi:

e Oznaczenie wspotczynnika podziatu (logD) dla zwigzkéw objetych
badaniami, a gdy to konieczne, rowniez kwasowosci (pK,) z odniesieniem do
poszczeg6lnych grup hydroksylowych. Elektrochemiczne oznaczanie
wiasciwosci redukujacych wybranych polifenoli jest uwzglednione w tym
etapie.

e Zbadanie wpltywu deprotonacji zwigzku fenolowego na jego aktywnos$¢

przeciwutleniajacg. Realizacja tego zadania zaplanowana zostala w uktadzie



homogennym z uzyciem dpph’. Integralng czesciag tego etapu bylo zbadanie
roli mechanizmu SPLET w odniesieniu do wybranych polifenoli.

e Opisanie kinetyki reakcji fenoli i polifenoli z lipidowym rodnikiem
nadtlenkowym w micelarnym uktadzie lipid-woda. W tym etapie
uwzgledniono szeroki zakres pH — od 4.0 do 10.0, co umozliwito uchwycié¢
wplyw deprotonacji poszczegdlnych grup hydroksylowych w zwigzkach
fenolowych/polifenolowych na ich aktywno$¢ przeciwutleniajgca w
srodowisku dwufazowym.

e Opisanie mechanizmu synergistycznej interakcji zwigzkow fenolowych z
analogiem a-tokoferolu przy udziale mechanizmu SPLET 1 z uwzglednieniem

lokalizacji zwigzku fenolowego pomi¢dzy fazy uktadu heterogennego.

Jako cel Swoich badan Doktorantka wymienia rowniez wyznaczenie
kluczowych grup  fenolowych/enolowych ~w  strukturze flawonoidéw
odpowiedzialnych za aktywno$¢ tych zwigzkow w uktadach dwufazowych 1 za

efekty synergistyczne.

Do realizacji Swoich celow badawczych Doktorantka uzyta szerokiej
grupy zwiazkéw fenolowych réznigcych sie strukturg chemiczng, a tym samym
wlasciwosciami przeciwutleniajacymi. Na liscie tych zwigzkéw znalazty sie
katechol, sylybina/silybinina, 2,3-dehydrosilibina, guajakol, kwas kawowy,
kwercetyna, galangina, luteolina, 3-hydroksyflawon, 7,8-dihydroksyflawon, 7-
hydroksyflawon, Trolox oraz 2,2,5,7,8-pentametyl-6-chromanol (PMHC).

Czes¢ doswiadczalna niniejszej dysertacji jest opisana prawidtowo. Realizacja
poszczegbOlnych szczegdtowych celow pracy Doktorantki dokonuje si¢ poprzez
przeprowadzenie odpowiednich eksperymentow. Dobor metod analitycznych jest
poprawny. Wyniki analiz uzyskano postugujac si¢ nowoczesnym sprzetem

analitycznym.

W tym miejscu pragne z uznaniem odnies¢ si¢ do umieje¢tnosci analitycznych
Doktorantki. Uzyta Ona do badan bardzo wielu metod analitycznych. Wymieni¢ tu

nalezy:



e Woltamperometryczne oznaczenie potencjatu elektroutleniania.

e Pomiar wspotczynnika podzialu pomiedzy 1-oktanol i1 wod¢ metoda
wytrzasania z uzycie HPLC do oznaczania badanych zwigzkow.

e Oznaczenie aktywnos$ci przeciwrodnikowej wzgledem rodnika dpph - metoda
kolorymetryczna.

e Pomiar autooksydacji lipidow 1 aktywnosSci przeciwutleniajacej przy uzyciu
systemu Biological Oxygen Monitor. Metoda ta pozwala na szybkie

wyznaczenie okresu indukcyjnego.

Na stronach 39-49 zawarty jest dokladny opis procedur analitycznych oraz

podstaw teoretycznych zastosowanych metod.

Na stronach 125/126 Doktorantka podsumowuje Swoje badania wymieniajagc W
szesciu punktach gldéwne uzyskane wyniki. W wielu miejscach tej czesci dysertacji
pojawiajg si¢ ogdlne stwierdzenia, ktore w czystej formie sg konkluzjami. Moim
zdaniem przedstawione wnioski sg adekwatne do postawionych przez Doktorantke
celow badawczych, co $wiadczy o odniesieniu przez nig sukcesu naukowego.
Sformutowane wnioski wskazuja jednocze$nie na ich znaczenie w badaniach
podstawowych odnoszacych si¢ do aktywnosci przeciwutleniajacej zwigzkow

fenolowych.

Zdaniem recenzenta za szczegOlnie wazne wyniki, ktorych w tak szerokim
spektrum badanych zwigzkow fenolowych brak w literaturze przedmiotu, uznaé

nalezy:

e Ustalenie dla dwunastu zwigzkow wartosci logD w uktadzie 1-oktanol/woda
przy trzech wartosci pH. Dane literaturowe odnoszg si¢ gtownie do pH 7.4.

e Zmierzenie wplywu rozpuszczalnika na stata reakcji k° sylibiny i 2,3-
dehydrosilybiny z dpph’. Wyniki te sg wazne z praktycznego punktu
widzenia, poniewaz zwigzki tez s3g glownymi polifenolami ostropestu
plamistego (Silybum marianum (L.) Gaertner), ktory jest w centrum

zainteresowania przemysty farmaceutycznego



e Poréwnanie stabilnos$ci oksydacyjnej estrow etylowych kwasu oleinowego i
kwasu linolowego w uktadzie micelarnym w zalezno$ci od pH.

e Wykazane wptywu pH na aktywno$¢ przeciwutleniajagca dwunastu zwigzkow
w ukladzie micelarnym.

e Zbadanie SAR odno$nie aktywnos$ci przeciwutleniajacej zwigzkow o bardzo
zblizonej budowie chemicznej, np. Trolox i PMHC, sylibina i 2,3-
dehydrosilybina.

e Zbadanie, jak synergizm aktywno$ci przeciwutleniajacej Troloxu i PMHC ze

zwigzkami fenolowym zalezy od pH.

Spis Literatury jest obszerny i obejmuje 290 pozycji zaktualizowanych do
2023 r. Dobor publikacji jest odpowiedni. Zdaniem recenzenta obejmuje on
wprawdzie podstawowe publikacje odnoszace si¢ do zakresu pracy, celowe bytoby
dodanie dwoéch pozycji podstawowych dla metody ddph:
e M.S. Blois, Nature, 1958, 1199.
e W. Brand-Williams W, M.E Cuvelier, and C. Berset, Lebensm-Wiss. Technol.,
1995, 28, 25.

Zdaniem  recenzenta  dysertacja w  kilku  miejscach  wymaga
korekt/modyfikacji:

e W spisie symboli i skrotow powinno si¢ znalez¢ ,,pK”, ,ME” (str. 33), RE
(str. 33).

e Str. 3 — Poniewaz flawonoidy sa polifenolami, zwrot ,flavonoids and
polyphenolic antioxidants” jest raczej niefortunny.

e Str. 7 — Powinno by¢ ,,»OH”.

e Str. 8 — Substratem dla lipooksygenazy sg rozne wielonienasycone kwasy
thuszczowe, nie tylko kwas arachidonowy.

e W rozdziale ,2.3. Antioxidants” warto bylo nadmieni¢ o inhibitorach
prooksydacyjnych enzymoéw 1 chelatorach prooksydacyjnych metali.
Informacja o chelatorach znajduje si¢ jedynie w podrozdziale ,2.4.1.

Mechnism of antioxidant synergy” efektu synergistycznego.



e Str. 20 — Powinno by¢ ,,a-tocopheryl radical (a-Toce)”.

e Str. 31 — Poprawniej by bylo uzywaé terminu ,,ascorbic acid” w miejsce
,,vitamin C”.

o W rozdziale ,,2.4.2 Quantification of the synergistic effect” warto byto
wzmiankowa¢ o zastosowaniu izobologramow do badania efektu
synergistycznego.

e Str. 38 — Zwrot ,,... chromatography ... equipped with ... column ...” uznac¢
nalezy za bledny. Powinny by¢ podane réwniez warunki rozdzialu
chromatograficznego i kalibracja metody.

e Na rysunkach przedstawiajacych liniowa regresje wartosci wspotczynnikow w
réwnaniach 1 warto$ci wspotczynnika determinacji podano chyba ze zbyt
wielka ,,doktadnos$cig po przecinku”.

e Str. 68, 99 — Powinno by¢ raczej a-tocopherol analogue” zamiast ,,vitamin E
analogue”.

e Wyniki poréwnujace okres indukcyjny Troloxu i PMHC bez i razem ze
zwigzkami fenolowym powinien by¢ uzupelniony o wyniki testow

statystycznych weryfikujacych istotnos¢ statystyczng obserwowanych roznic.
Whnioski koncowy

Reasumujac swoja ocene¢ chciatbym zauwazy¢, ze pomimo zgtoszonych kilku
uwag oceniana praca wyroznia si¢ Wysokim poziomem naukowym, wykonana
zostala przy wykorzystaniu nowoczesnych 1 réznorodnych metod badawczych, a
uzyskane wyniki zostaly przedstawione, przeanalizowane 1 zinterpretowane w
sposob wnikliwy. Na szczegdlne podkreslenie zastuguja wyniki badan dotyczacych
dziatania przeciwutleniaczy fenolowych w uktadach emulsyjnych, ktére moga byc
wykorzystane w praktyce przez producentow zywno$ci i kosmetykéw. To samo
mozna powiedzie¢ rowniez o wynikach dotyczacych synergizmu pomiedzy
przeciwutleniaczami. Wyniki Doktorantki w tym obszarze badawczym moga by¢
bardzo cenne np. dla technologobw zywnosci przy wytwarzaniu 2Zywnosci

funkcjonalnej 1 nutraceutykow.



W podsumowani swojej oceny pragne stwierdzi¢, ze praca doktorska Pani
mgr Eweliny van Wenum pt ,,Study of antioxidant and synergistic action of
selected phenols and polyphenols in model lipid-water systems” spetnia kryterium
oryginalnego rozwigzania problemu naukowego, w oczywisty sposob wykazuje
0ogb6lng wiedze Doktorantki w danej dyscyplinie naukowej oraz potwierdza Jej
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej — o tych kryteriach méwi
Art. 187 ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2021 r. poz. 478
z pozniejszymi zmianami). Z pelnym przekonaniem przektadam zatem do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Eweliny van Wenum do publicznej obrony

niniejszej pracy.
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