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pt.: ,Identyfikacja produktéw termiczno-oksydacyjnej degradacji estrow stigmasterolu”
wykonanej w Zaktadzie Chemii Zywnosci i Analizy Instrumentalnej
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Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu,
pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny Rudzifiskiej, prof. nadzw. UPP

Sterole rolinne zdobyly popularnosé ze wzgledu na ich wiasciwosci obnizajgce
poziom cholesterolu we krwi czlowicka. Wystepuja one, w formie wolnej lub zwiazanej,
w produktach spozywczych, takich jak: oleje roslinne, orzechy, zboza, warzywa i stanowig do
90% frakcji niezmydlajgcej sie tluszczéw. Sa dodawane jako skladniki funkcjonalne
do zywnosci, m.in. do margaryn, jogurtéw, sokow warzywnych, wedlin. Wystepujace
w produktach spozywczych sterole roslinne s3 zazwyczaj zestryfikowane kwasami
thuszczowymi, ktorych sklad procentowy jest zgodny =z ich wystepowaniem
w triacyloglicerolach danego tluszczu. Struktura chemiczna, a zwlaszcza ilos¢ wigzan
podwéinych w reszeie kwasowej estrow ma istotny wplyw na ich stabilnos¢. Pod wplywem
przechowywania i przetwarzania zywnosci fitosterole mogg ulegac przemianom, tworzac
pochodne, takie jak: oksysterole, zwigzki lotne, dimery, trimery 1 oligomery. Czese
produktéw  spozywczych — wzbogacanych ~w  estry fitosteroli  jest dedykowana
do przygotowywania potraw wymagajacych obrobki termicznej. Moze to by¢ przyczyng ich
degradacji i powstawania zwiazkéw niepozadanych. Najnowsze badania wskazuja, ze dzienne
spozycie steroli ro§linnych nie powinno przekracza¢ 3 g/dzien, poniewaz wieksza dawka nie
powoduje dalszych korzysci, a moze mie¢ dzialanie negatywne, moze wigzac si¢ z ich
akumulacjg w organizmie i powstawaniem pochodnych utlenionych o potencjalnym dziataniu
proaterogennym i cytotoksycznym.

W zwigzku z powyzszym, jak najbardziej uzasadnione jest prowadzenie badan nad
przemianami fitosteroli podczas ogrzewania i smazenia Zywnosci, oraz nad wilagciwosciami
cytotoksycznymi fitosteroli i ich utlenionych pochodnych. Biorge powyzsze pod uwage
uwazam wybér tematu i zakresu badafd niniejszej pracy za bardzo trafny i aktualny,

szczegdlnie w dobie dbania o wysokie bezpieczenstwo zdrowotne Zywnosci.
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Praca doktorska Pani mgr inz. Marianny Raczyk zostata zrealizowana w latach 2013 -

2018. Warto podkresli¢, ze Autorka uzyskata $rodki finansowe na przygotowanie rozprawy

doktorskiej z Narodowego Centrum Nauki w ramach finansowania stypendium doktorskiego

(nr 2016/20/T/NZ9/00542) oraz byla wykonawcg badan w projekcie NCN ,Identyfikacja

produktéw termicznej i oksydacyjnej degradacji estréw fitosteroli” (nr 2011/03/B/NZ9/00276

- kierownik: dr hab. Magdalena Rudziniska).

Struktura pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marianny Raczyk ma
nowoczesng forme opracowania skladajacego” sie¢ z omodwienia wynikéw badan
opublikowanych w 4 anglojezycznych czasopismach w latach 2017-2018, stanowigcych
monotematyczny cykl publikacji. Przedstawione do recenzji opracowanie obejmuje 97 stron,

w nastepujacym uktadzie: streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, wykaz publikacji

stanowigcych prace doktorskg wykaz stosowanych skrotow, wstep, przeglad pismiennictwa

(12 stron), cel i zakres pracy, material i metodyka badan, oméwienie wynikow i ich dyskusja

(9 stron), wnioski, bibliografia, spis tabel i spis rysunkéw, wykaz dorobku naukowego oraz

najwazniejsze dotaczone kopie 4 publikacji stanowigcych wiasciwag prace doktorska.

Podstawg rozprawy sa nastepujace publikacje:

[P1] Raczyk, M.; Kmiecik, D.; Przybylski, R. i Rudzinska, M. (2017). Effect of Fatty Acid
Unsaturation on Phytosteryl Ester Degradation. Journal of the American Oil Chemists’
Society 94, 701-711. IF: 1,421, MNiSW 2016: 30 pkt, udziat Autorki 70%.

[P2] Raczyk, M.; Kmiecik, D.; Schieberle, P.; Przybylski, R.; Jeled, H. i Rudzinska, M.
(2017). Model studies on the formation of volatile compounds generated by a thermal
treatment of steryl esters with different fatty acid moieties. Food Research International
97, 87-94. IF: 3,086, MNiSW 2016: 40 pkt., udziat Autorki 60%.

[P3] Raczyk, M.; Paszel-Jaworska, A. i Rudzinska, M. (2018). Cytotoxic Activity of
Stigmasteryl Esters and Products of their Thermo-Oxidative Degradation Against Drug
Sensitive and Drug Resistant Human Acute Lymphoblastic Leukemia Cells. ACTA brak
pelnej nazwy 17, 11-18. MNiSW 2017: 15 pkt, udziat Autorki 70%.

[P4] Raczyk, M.; Bonte, A.; Matthius, B. i Rudzinska, M. (2017). Impact of Added
Phytosteryl/Phytostanyl Fatty Acid Esters on Chemical Parameters of Margarines upon
Heating and Pan-frying. European Journal of Lipid Science and Technology 120,
1700281. IF: 2,145, MNiSW 2016: 25 pkt, udziat Autorki 70%.

Doktorantka jest pierwszym autorem publikacji, w dwoch dodatkowo jest autorem

korespondencyjnym. Jej catkowity udzial procentowy oszacowany zostat od 60 do 70%.

2

adugust



Sumaryczny wskaznik IF tych publikacji podany na podstawie danych JCR z 2017 r. wynosi
6,652, a punktacja wedtug MNiSW z 2016 r (lista A iB) - 110 pkt.
Ocena pracy

We "Wstepie" opracowania Doktorantka dobrze wyjasnita i uzasadnila cel podjetych
w pracy badan. W czesci teoretycznej opracowania tj. w rozdziale 2 "Przeglad pismiennictwa"
Doktorantka szezegblowo oméwita najwazniejsze zagadnienia z podzialem na podrozdzialy, a
dotyczace struktury chemicznej estrow fitosteroli, ich wystepowania w produktach
spozywezych, ich wiasciwosci biologicznych i metod otrzymywania na cele spozywcze.
Nastepnie przedstawita problematyke przemian termiczno-oksydacyjnych estrow fitosteroli,
reszt steroli i reszt kwaséw thuszezowych. Przeglad pismiennictwa oparty jest na aktualnych
publikacjach z tego zakresu, glownie angielskojezycznych, a 40% z tych publikacji pochodzi
z ostatniej dekady. Uwagi: na str. 19 wkrad! sig blad w skladzie kwaséw tluszczowych oleju
arachidowego, prezentowany w tabeli jest podobny do charakterystycznego dla oliwy
2 oliwek. Na str. 22 Doktorantka powolata o$wiadczenie zdrowotne dotyczace steroli wg
amerykanskiego FDA. W czasie obrony bardzo prositabym o uzupetnienie informacji, o tym
czy sa i jakie sa europejskie przepisy dotyczace oéwiadczen zywieniowych i zdrowotnych dot.
fitosteroli. Na str. 23 napisano: "Sterole roslinne wykazuja takze dziatanie tefapeutyczne
w leczeniu nowotworow prostaty, okreznicy, piersi i choroby niedokrwiennej serca.
Fitosterole powoduja inhibicje wzrostu guzow nowotworowych. Ponadto badania wykazaty
brak aktywnosci cytotoksycznej steroli roslinnych wobec komorek prawidtowych". A w
innym miejscu: "Pochodne utlenione fitosteroli majg dziatanie cytotoksyczne, a ich obecnosé
podwyzsza ryzyko stresu oksydacyjnego i wystapienia stanu zapalnego”. Podane informacje
sa niejednoznaczne. Prositabym o wyjasnienie problemu cytotoksycznosci fitosteroli 1 ich
utlenionych pochodnych w stosunku do komorek nowotworowych i prawidtowych. Jakie sa
najnowsze dane literaturowe na ten temat?

W kolejnym rozdziale 3 "Cel i zakres pracy" Doktorantka przedstawita 3 cele
badawcze i zakres pracy. Celami badawczymi niniejszej pracy doktorskiej byly: 1)
identyfikacja produktow termiczno-oksydacyinej degradacji estrow stigmasterolu w ukiadach
modelowych; 2) analiza wlasciwosci cytotoksycznych estréw stigmasterolu i produktow
powstatych po ich termiczno-oksydacyjnej degradacji; oraz 3) ocena wptywu dodatku estrow
fitosteroli do margaryn na zmiany zawartosci wybranych zwigzkéw chemicznych podczas
ogrzewania i testu smazalniczego. Cele badawcze zostaly zrealizowane W pracy pOPIzez
6 zadan badawczych. Kolejno sa to: synteza chemiczna estrow stigmasterolu z kwasami

tluszczowymi: stearynowym, oleinowym, linolowym i linolenowym; badanie stopnia
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degradacji estréw stigmasterolu podczas ich ogrzewania w atmosferze tlenu w temperaturze
60 1 180°C przez 1-12 godzin; analiza ilosciowa i jakosciowa pochodnych utlenionych
stigmasterolu powstatych podczas ogrzewania estrow stigmasterolu; identyfikacja zwiazkéw
lotnych jako produktéw degradacji estréw stigmasterolu oraz produktéw rozpadu kwasow
thuszczowych i estrow fitosteroli w margarynach; oznaczanie zwiazkow polarnych, dimeréw
i oligomeréw powstalych podczas ogrzewania estrow stigmasterolu 1 margaryn
wzbogaconych w estry fitosteroli; ocena wplywu produktéw degradacji estrow stigmasterolu
na przezywalnos¢ komoérek ostrej biataczki limfoblastycznej. Niewatpliwa nowoscig pracy
jest podjecie badan na wplywem produktéw degradacji estrow stigmasterolu na
przezywalno$¢ komoérek nowotworowych we wspdlpracy z Uniwersytetem Medycznym
w Poznaniu. Uwagi: Uwazam, ze w opracowaniu mozna bylo dostosowaé kolejnosé
realizowanych zadan do kolejnosci w pozostalych rozdziatach, a takze kolejnosci
prezentowanych w zataczeniu publikacji lub odwrotnie. W zakresie badan nie wymieniono -
zadania badawczego opisujacego eksperyment z margarynami handlowymi, ich ogrzewaniem
w 60°C przez 24-168 godzin oraz smazeniem w cienkiej warstwie przez 5—15 minut (cel 3).
W  mojej opinii zabraklo tu powigzania wyszczegdlnionych zadan badawczych
z publikacjami, tj. wskazania, ktore z zadan badawczych zostato zrealizowane, w ktore]
publikacji.

W rozdziale 4 "Material i metody badan" Doktorantka przedstawila 2 etapy badan
i podata szczegélowy schemat badan. Autorka umiescita w tym rozdziale odniesienia do
poszezegblnych publikacji, w ktorych szczegétowo opisano zrealizowane eksperymenty,
oznaczenia i analizy. Opis nie budzi watpliwo$ci — metody zostaly wlasciwie przedstawione i
szczegblowo opisane w prezentowanych w pracy publikacjach. Uwagi: Przedstawiona we
wezesniejszym rozdziale liczba celéw badawczych 1 zadan badawczych sugerowalaby
wickszg ilos¢ etapow badan? Napisano réwniez "W drugim etapie badan cztery margaryny
(dwie wzbogacone w estry fitosteroli i dwie bez dodatku estrow fitosteroli) [P4] poddano
ogrzewaniu w 60°C przez 24-168 godzin oraz smazeniu w cienkiej warstwie przez 5-15
minut.” Wyniki tego do$wiadczenia z ogrzewaniem w 60°C nie sg prezentowane ani
w rozprawie ani w powolanej publikacji P4. Gdzie mozna znalezé te wyniki? Czy nie
nalezatoby ich nazwa¢ "wyniki niepublikowane"? Jedyne informacje dotyczace tych badan sa
na str. 31 na rys. 4.2, na str. 33, "Ogrzewanie margaryn wzbogaconych w estry fitosteroli, jak
i margaryn bez ich dodatku, w 60°C przez 168 godzin nie wptynelo istotnie na degradacje
fitosteroli 1 kwasow tluszczowych" oraz na str. 34: "Ogrzewanie margaryn wzbogaconych

w estry fitosteroli w temperaturze 60°C przez 7 dni (168 godzin) nie wplynelo istotnie na
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degradacje reszty sterolowej". i w metodyce artykutu P4. Mam watpliwosci, czy omawianie
wynikow, ktérych nie ujawniono jest uzasadnione?

W rozdziale 5, w "Omoéwieniu wynikéw i ich dyskusji" na 9 stronach skrétowo, ale
poprawnie opisano 1 przedyskutowano najwazniejsze wyniki zawarte w dotgczonych
publikacjach. Przygotowane streszczenic z przeprowadzonych badan nie oddaje w pelni
ogromu pracy, ilosci przeprowadzonych analiz i bardzo wysokiej wartosci merytorycznej
wynikow 1 dyskusji zawartej w dotaczonych publikacjach.

W ostatnim rozdziale 6 "Wnioski" Aktorka przedstawita najwazniejsze wnioski
1 stwierdzenia z wykonanych badan. Wnioski zapisane zostaty w 10 podpunktach. Odnosza
si¢ one do celu i zakresu pracy co $wiadczy o tym, ze zaplanowane badania zostaty w petni
realizowane.

Prosze¢ o komentarz do ponizszych stwierdzen z oméwienia wynikéw 1 wnioskow:

Str. 37: 1 wniosek 8: Stwierdzono, ze ,,Zwigzkami lotnymi charakterystycznymi dla utlenionej
reszty sterolowej byly 2-metylo- 3-pentanon i 5-etylo-6-metylo-3-hepten-2-on.”, ,,Zostaty one
zidentyfikowane po raz pierwszy i moga by¢ wskaznikiem negatywnych przemian fitosteroli
1 ich estrow w czasie przechowywania 1 przetwarzania zywnosci [P2].” W margarynach
z dodatkiem estrow fitosteroli ogrzewanych w cienkiej warstwie w 180°C przez 15 minut nie
stwierdzono obecnosci tych zwiazkéw. Moze to by¢ zwigzane z krotszym czasem ogrzewania
oraz duzg powierzchnia, ktéra mogta sprzyja¢ ich ulatnianiu sie.” Podczas gdy dalej w pracy
stwierdzono, ze w produktach rynkowych nie zidentyfikowano tych zwiazkéw. Prosze
wyjasni¢ z czego wynika stwierdzona réznica tj. obecno$¢ tego zwigzku w badaniach
modelowych (tylko estry stigmasterolu), a brak w margarynie (rézne fitosterole), czy wynika
tylko ze sposobu ogrzewania/smazenia, czy moze z braku w skladzie steroli produktow
handlowych stigmastesterolu?

Str. 39. ,,Omowienia wynikéw” i wniosek 10. Zaobserwowano, ze sposrod trzech
przebadanych -estréw stigmasterolu najsilniejszy efekt cytotoksyczny wywotywal linolan
stigmasterolu po 1 godzinie, mimo, ze najwigcej utlenionych pochodnych stwierdzono po 2h
ogrzewania w 180°C. a we wniosku ,,Najsilniejsze wlasciwosci cytotoksyczne wykazywal
linolan stigmasterolu ogrzewany w 180°C przez 1 godzing, co bylo skorelowane
z zawartoscig pochodnych utlenionych stigmasterolu.” Natomiast wyniki zamieszczone
w tabelach w publikacji nr 3 $wiadcza o tym, ze najefektywniejszy byl oleinian stigmasterolu
po 4 godzinach ogrzewania? Réwniez na str. 40 opracowania zapisano o oleinianie
stigmasterolu: ,,wydtuzenie czasu oddziatlywania wysokiej temperatury na ten ester do 4-12

godzin spowodowato nasilenie dziatania toksycznego wobec komorek biataczki obu linii....
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Najsilniejszym dziataniem charakteryzowala si¢ mieszanina powstata na skutek ogrzewania
w temperaturze 180°C w czasie 4 godzin, a dalsze wydluzanie czasu ogrzewania wigzato sie
z redukcja potencjalu cytotoksycznego powstalej mieszaniny [P3].” Bardzo prosze
0 wyjasnienic tej niescistosci. Jakie zwiazki byly odpowiedzialne za te zaobserwowana
cytotoksyeznosé, czy tylko wspominany przy oleinianie alpha epoxystigmasterol?

Uzyskane w toku badan pracy doktorskiej wyniki zawarte w publikacjach, sa bardzo
ciekawe i warto$ciowe. Stanowig zwarta rozprawe, rozwigzujgca pewien problem naukowy
1 praktyczny, poza wymienionymi powyzej uwagami, nie budza zadnych zastrzezen. Zostaly
opublikowane w bardzo dobrych czasopismach, gdzie przeszly szczegdlowa ocene
recenzentdw, co stanowi o ich wysokiej wartosci merytorycznej. Przedstawiona do recenzji
praca dowodzi wysokich umiejetnosci analitycznych Autorki, umiejetnosei radzenia sobie
z problemami metodycznymi, a dodatkowo wskazuje na szeroka wiedze w reprezentowanym
temacie. Autorka wykazata si¢ biegloscia w prowadzeniu doswiadczen naukowych, réwniez
umiej¢tnoscig  analizy uzyskanych wynikéw, interpretacji, dyskusji naukowej oraz
wnioskowania. Podsumowujgc, nalezy podkredli¢, ze przedstawione w recenzji uwagi
1 spostrzezenia mialy w znacznej mierze na celu doskonalenie ,,warsztatu” naukowo—
badawczego Doktorantki.

Dodatkowo do recenzowanej pracy dotgczono wykaz calkowitego dorobku
naukowego Doktorantki. Dorobek ten obejmuje: 13 publikacji oryginalnych z tgcznym IF =
22,78 (375 pkt. MNiSW), wskaznik Hirscha - 4, ilo$¢ cytowan - 38, co jest godne
podkreslenia. W skiad dorobku wchodza rowniez: 1 praca wydrukowana w catosci
w materiatach konferencyjnych, 5 prac przegladowych i monografii, 16 komunikatow
naukowych w formie prezentacji ustnej oraz 23 w formie posteréw przedstawionych na
konferencjach naukowych: miedzynarodowych i krajowych. Wymieniono tu réwniez
dziatalnos¢ recenzencka: 3 zagraniczne i 2 polskie recenzje anglojezyczne, udziat w grantach
krajowych - 2; osiagnigcia 1 nagrody - 7, odbyte staze naukowe 2 zagraniczne (Max Rubner-
Institut - Niemcy, Uniwersytet w Helsinkach - Finlandia). Doktorantka od 2013 jest
czlonkiem towarzystw naukowych: Euro Fed Lipid i Polskie Towarzystwo Technologdw
Zywnosci.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc przeprowadzona analize pracy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Raczyk

stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa w postaci monotematycznego zbioru 4

publikacji zawiera wyniki bardzo interesujacych badan i wnosi do nauki o zywnosci istotne
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elementy poszerzajace dotychczasowsa wiedze na temat przemian fitosteroli podczas
ogrzewania i smazenia zywnosci, oraz nad wlasciwoséciami cytotoksycznymi fitosteroli i ich
utlenionych pochodnych. Uzyskane dane stanowia oryginalny wklad do dziedziny nauk

rolniczych i dyscypliny technologii zywnosci i zywienia.

Reasumujace, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca Pani mgr inz. Magdaleny
Raczyk spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Tekst jedn.: Dz.U. z 2014 r. poz. 1852 z pézn. zm.) i wnioskuje do Rady Wydziatu
Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani

mgr inz. Marianny Raczyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.

ﬁm’%@w-?@, Wrourdde

Marianny Raczyk.



