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RECENZIA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

mgr inz. Maria Magdalena Kasprzak “’Cytotoksycznos¢ stigmasterolu, estrow stigmasterolu i
produktéw ich termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in vitro”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Anny Olejnik, prof. UPP
oraz prof. dr hab. Magdaleny Rudzinskiej

Podstawa prawna: Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
jednolity Dz.U z 2020 r. poz. 85 z poz. zm.).

Podstawa opinii: uchwata nr 3/XXXIV/2023 Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci
i Zywnia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 28-09-2023

Ocena formalna pracy i uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

Podstawe rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marii Kasprzak ,,Cytotoksyczno$¢ stigmasterolu,
estréw stigmasterolu i produktow ich termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in vitro™ stanowi
opracowanie monograficzne o strukturze typowej dla rozpraw doktorskich. Dysertacja rozpoczyna sig
spisem tresci, ktory z pewnoécia utatwia nawigacje po obszernej 126 stronicowej pracy. Kolejne jej
czeSci stanowig streszczanie w jezyku polskim oraz angielskim, ktore w syntetyczny sposob
wprowadzaja w problematyke badawcza oraz podsumowuja najwazniejsze osiagnigcia projektu
doktorskiego. W czesciach tych znajduje sie rowniez odniesienie do instytucji finansujacej badania —
NCN, projekt OPUS9, nr 2015/17/B/NZ9/01535. Zgodnie z przyjetymi zasadami Kandydatka
wprowadza w tematyke, przedstawia problem badawczy oraz wskazuje na potencjalne aplikacje
fitosteroli w prewencji chorob niezakaznych, w tym szeroko pojgtego zespotu metabolicznego.
Systematyzuje wiedzg z zakresu tematu, krytycznie odnoszac si¢ do potencjalnych zagrozen oraz
pozytywow zwiazanych z suplementacjg produktéw spozywczych w fitosterole oraz przemian

fitosteroli podczas obrobki termicznej. Czes¢ doswiadczalng poprzedza cel glowny oraz cele
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szczegolowe projektu jasno wskazujace na zakres badan, ktéry dodatkowo zostal przedstawiony w
formie graficznej (Ryc. 3, str. 29). Doktorantka kolejno przedstawia rowniez hipotezy badawcze, ktore
w mojej ocenie powinny znalez¢ sig we wezesniejszej czesci dysertacji, gdyz zwykle badania majg na
celu weryfikacje hipotez nie za§ odwrotnie.

Opis materiatu badawczego, metod analitycznych oraz testoéw weryfikujacych cytotoksycznosc,
genotoksyczno$¢é oraz mechanizmy oddzialywania stigmasterolu i jego pochodnych zostaty
przedstawione w sposob szczegblowy i pozwalajacy na odtworzenie eksperymentow. W kolejnym
rozdziale Doktorantka przedstawia wyniki badan (25 wykresdw i 4 tabele) dokonujac jednoczesnie ich
oceny oraz dyskusji w oparciu o dotychczasowe dane literaturowe. Ta czgs¢ dysertacji jest bardzo
rozlegla i obejmuje ponad 54 strony maszynopisu. Co istotne, dane badawcze zostaly przedstawione w
sposob przemy$lany i konsekwentny, co istotnie utatwia ich analizg. Cato$¢ projektu doktorskiego
zostala podsumowana w formie 10 wnioskow odnoszacych si¢ w bezposredni sposéb do postawionych
hipotez badawczych i celéw projektu doktorskiego. W rozdziale 7 Pani Kasprzak przedstawita spis
literatury obejmujacy 144 pozycje, ktory obejmuje w przewazajacej wigkszosci manuskrypty opisujace
badania z ostatnich kilkunastu lat. Finalnie, w zatgczniku 8, Doktorantka przedstawia wykaz rysunkow
i tabel, za$ rozprawe doktorska koficzy podsumowanie dotychczasowego dorobku Aplikantki
obejmujace szczegotowe informacje o dotychczasowych publikacjach naukowych, doniesieniach
konferencyjnych oraz wartosciach wybranych wskaznikow bibliometrycznych. Generalnie, dysertacja
zostala napisana prawidtowo, za§ drobne bledy interpunkcyjne i edytorskie nie wptywajg na wartos¢
merytoryczng opracowania.

Rola fitosteroli, a w szczegdlnosci stigmasterolu w technologii produktow specjalnego
przeznaczania Zywieniowego ulega statemu zwigkszeniu w ostatnich latach. Pomimo jasnych doniesieft
naukowych wskazujac na pozytywne dziatanie w prewencji i/lub leczeniu zaburzen metabolicznych
zbyt mato jest opracowan pozwalajgcych na krytyczng oceng potencjalnych zagrozen tego typu
interwencji dietetycznych. Prowadzone do tej pory badania sa zwykle jednowymiarowe i co istotne nie
biora pod uwage przemian zachodzgcych w zywno$ci podezas obrobki kulinarnej. Zaréwno projekt
bazowy, jak tez sam projekt doktorski w sposob kompleksowy podejmujg wielowymiarowa analizg
bezpieczenstwa stosowania stigmasterolu i jego pochodnych, zaréwno na poziomie analizy przemian
chemicznych, jak tez ich potencjalnego oddziatywania na organizm czlowieka. Krytyczne podejscie do
tematu zaprezentowane w tej dysertacji jest niezwykle istotne i nie tylko dostarcza nowej wiedzy z
zakresu identyfikacji produktow termiczno-oksydacyjnych przemian stigmasterolu 1 jego estrow oraz
analizy ich cytotoksycznosci, genotoksycznosei i mutagenno$ci, ale takze pozwala na
zweryfikowanie/porownanie dotychczasowych wynikéw nielicznych badan prowadzonych w tej
tematyce. Tym samym, w mojej ocenie, projekt doktorski wnosi istotny wktad do rozwoju technologii

zywnosci i Zywienia, a w szczegolno$ci bezpieczenstwa dodatkow funkcjonalnych.
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Ocena merytoryczna pracy wraz z odniesieniem si¢ do wymagan Ustawy stawianym

kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora

Hipotezy badan zaktadaja, ze warunki obrébki termiczno-oksydacyjnej stigmasterolu oraz estrow
stigmasterolu z kwasem linolowym i oleinowym wplywajg na generowanie produktow degradacji i
oksypochodnych, ktére charakteryzuje zroznicowana reaktywno$¢ biologiczna. Zgodnie z przyjgtymi
zasadami, w rozdziale pierwszym Pani Kasprzak wprowadza w tematyk¢ badan, systematyzuje
informacje na temat fitosteroli (podrozdziaty 1.1-1.3) kladac nacisk na aspekt biodostgpnosci,
bioprzyswajalnosci i metabolizmu tej grupy zwiazkow. W mojej ocenie, na szczegolne podkreslenie
zashuguje wnikliwa analiza dotychczasowych doniesien naukowych dotyczacych bezpieczenstwa
spozycia fitosteroli przedstawiona w czesci 1.4 o kolokwialnym tytule “"Bezpieczenstwo fitosteroli”.
Doktorantka podkresla, Ze pomimo licznych badan dotyczacych pozytywnych efektow fizjologicznych
po spozyciu fitosteroli obserwowane sa rowniez  szkodliwe skutki zdrowotne zwigzane z
autoutlenianiem zachodzacym w oraz poza organizmem czfowieka prowadzacym do powstawania
produktéw ich utleniania (POPs - phytosterol oxidation products). Badania te postuluja promocje
rozwoju miazdzycy oraz potencjalne dziatanie cytotoksyczne i aterogenne. Ta czg$¢ dysertacji w pelni
uzasadnia podjecie tematyki badan oraz podkresla wage uzyskanych wynikéw. Kolejny rozdzial (1.4)
W sposob szczegdtowy opisuje korzysci wynikajgce ze spozycia stigmasterolu. To studium literaturowe
jest bardzo wnikliwe, kolejno analizuje potencjal terapeutyczny tego zwigzku skupiajac si¢ na
otrzymanych efektach oraz molekularnych mechanizmach bioaktywnosci. Doktorantka podnosi tu
réwniez, niezwykle istotny w $wietle prowadzonych przez nia badan, aspekt konstruowania nowych
pochodnych stigmasterolu o ulepszonych wiasciwo$ciach prozdrowotnych. W mojej ocenie, tak
przygotowany przeglad literaturowy powinien sta¢ si¢ podstawa publikacji przeglagdowej. Po lekturze
tej czesci dysertacji nasunglo mi sie pytanie czy w literaturze tematu istniejg doniesienia ©
biodostepnosci, bioprzyswajalnosci i metabolizmie oksypochodnych fitosteroli i ich pochodnych.
Oczywiscie dysertacja czeSciowo opisuje i bada problem, ale czy mogtaby Pani przedstawi¢ ten temat
lub ewentualnie zaproponowaé model pomocny w ocenie tego typu zagadnienia. Reasumujgc, juz na
tym etapie (pomimo, Zze zagadnienia te sg jeszcze poruszane w rozdziale Wyniki i Dyskusja oraz w
manuskryptach opublikowanych dotychczas przez Doktorantke) moge stwierdzi¢, ze Doktorantka
wykazuje ogolna wiedze teoretyczng w dyscyplinie naukowej technologia zywnosci i Zywienia, a tym
samym spelnia pierwsze z wymagan Ustawy stawianym kandydatom ubiegajagcym si¢ o nadanie stopnia
naukowego doktora.

Jak juz wspomnialem we wczesniejszej czeéci recenzji, hipotezy badan oraz cele projektu
doktorskiego zostaty jasno zdefiniowane. Kolejna cze$¢ dysertacji stanowi rozdzial Materiaty i

metodyka badan, ktoéry wyraznie obejmuje dwa bloki tematyczne tj. synteze i charakterystyke
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stigmasterolu, jego estrow oraz produktow ich utlenienia oraz badania z wykorzystaniem modelu linii
komorkowych majacy na celu oceng potencjalnych efektow biologicznych m.in. cytotoksycznych i
genotoksycznych. Rozdzial ten zawiera szczegotowe opisy analizowanych zwigzkoéw, otrzymywania
estréw stigmasterolu na drodze estryfikacji chemicznej, obréobki termicznej oraz charakterystyki
otrzymanych produktow. Doktorantka zastosowata tu zaawansowane techniki analityczne pozwalajace
m.in. na analizy ilosciowo-jako$ciowe skladu estréw i produktow degradacji stigmasterolu i jego
pochodnych lub zmian oksydacyjnych w obrgbie badanych czasteczek. Cze$é ,.biologiczna” zawiera
wyczerpujace opisy procedur zastosowanych do oceny cytotoksycznosci (model in vitro komorek
ukladu pokarmowego z wykorzystaniem ludzkich prawidtowych komérek nablonka jelita cienkiego
linii FHs 74 Int, ludzkich prawidlowych komoérek nablonka jelita grubego linii CCD 841 CoN, ludzkich
prawidtowych komérek watroby linii THLE-2 oraz ludzkich komérek nabtonka okreznicy linii Caco-
2), genotoksycznosei z wykorzystaniem testu kometowego oraz analizy potencjalu mutagennego i
promutagennego z wykorzystaniem bakteryjnego testu Amesa (analiza mutacji powrotnych z
histydynowej auksotrofii mutantéw Salmonella typhimurium). Na podkreslenie zastuguje rzadko
spotykane podejécie analityczne pozwalajace na wyznaczanie EC10, EC50 oraz EC90 w badaniach
cytotoksycznoéei (zwykle w tego typu badaniach analizuje sig tylko EC50) oraz weryfikacja wynikow
z uzyciem testéw o roznym mechanizmie dzialania oraz proba poznania mechanizmow dziatania
badanych zwiazkéw (m.in. oznaczenie aktywnosci kaspaz-3/7, ocena poziomu RFT, analiza ekspresji
genéw technikg RT-PCR). Wszystkie eksperymenty przeprowadzono z zachowaniem rygoru
badawczego, za$ ich wyniki zostaty poddane odpowiednim analizom statystycznym.

Generalnie, zakres prowadzonych badan jest imponujacy i pozwala na wieloaspektows oceng
badanego materiatu. Pragne podkreslic, ze zastosowana metodologia jest poprawna, przemyslana i w
pelni adekwatna do badan majacych dostarczy¢ wiedzy niezbednej do osiggniecia zamierzonych celow,
a tym samym weryfikacji postawionych hipotez. Opisy materiatu oraz do$wiadczen sg wyczerpujace,
jasne i pozwalaja na powtorzenie prowadzonych eksperymentow.

Do tej czeéei pracy nasuwajg si¢ drobne uwagi:

-Analiza produktow degradaciji stigmasterolu i jego estrow zostata opisana bardzo szczegotowo,
jednak w opisie brak informacji o ich identyfikacji. Czy mogtaby Pani wyjasni¢ t¢ kwestie.

-W testach cytotoksycznosci przygotowane zwiazki rozeieficzano w pozywkach w celu uzyskania
stezent: 1,25; 2,5; 5; 10; 20 i 40 pg/ml, przy zachowaniu statego stezenia rozpuszczalnika w hodowli.
Czy podobna procedura zostala zachowana w testach genotoksycznosci (str. 37-38)?

-W analizie RT-PCR (3.14.4.3.) jako gen referencyjny zastosowano gen kodujacy dehydrogenazg
aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Czy zostal on wybrany na podstawie danych literaturowych, czy moze

zostaly przeprowadzone badania w tym zakresie (reference genes selection)?
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W tej czeéei recenzji cheiatbym si¢ bezposrednio odnies¢ sig¢ do wynikow badan 1 ich dyskusji.
Z uwagi na ilo$¢ wynikoéw w ograniczonym zakresie przytaczam konkretne dane, za$ skupiam si¢ na
ich znaczeniu i roli w weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Pierwsze z nich zakladaty, ze
warunki obrébki termiczno-oksydacyjnej stigmasterolu oraz estroéw stigmasterolu z kwasem linolowym
i oleinowym wplywaja na generowanie produktéw degradacji i oksypochodnych, ktérych poziom jest
determinowany rodzajem kwasu tluszczowego, a w szczegdlno$ci poziomem jego nasycenia.
Doktorantka wykazata, ze estryfikacja stigmasterolu z kwasem linolowym lub kwasem oleinowym
zwieksza jego stabilno$¢ termiczng i oksydacyjna oraz ogranicza tworzenie oksypochodnych
stigmasterolu. Stwierdzita, ze degradacja stigmasterolu i jego estrow zachodzita intensywniej w
temperaturze 180 °C niz 60°C (pomimo skrocenia czasu ogrzewania do 8 godzin). Suma utlenionych
pochodnych w probkach inkubowanych w podwyzszonej temperaturze byta réwniez istotnie nizsza w
przypadku estrow stigmasterolu. Na tej podstawie wnioskuje, ze estryfikacja stigmasterolu z kwasem
oleinowym jest najbardziej korzystna (2,3-krotnie zmniejszenie ilosci SOPs). Efekt ten jest jeszcze
bardziej widoczny po ogrzewaniu oleinianu stigmasterolu w 60 °C i 180 °C (ograniczenie produkcji
SOP odpowiednio 5,1-krotnie i 4,3-krotnie w stosunku do generowania SOP podczas ogrzewania
wolnego stigmasterolu). W tym miejscu cheialbym zapytaé, czy w przypadku obliczen wykonanych dla
estrow stigmasterolu uwzglednita Pani rzeczywista zawarto$¢ stigmasterolu w probce (wg metodologii
ogrzewano 50 mg probki zwiazkow o réoznych masach molowych, a tym samym roznej zawartosci
poszczegolnych komponentéw).

W dalszej czeéci dysertacji Aplikantka dokonuje wnikliwej analizy stigmasterolu, jego estrow
oraz produktow ich utlenienia. Sa niezwykle warto$ciowe wyniki nie tylko z poznawczego punktu
widzenia, ale takze tzw. Zycia codziennego, gdyz dostarczaja praktycznej wiedzy z zakresu potencjalnie
toksycznego dziania produktow funkcjonalnych wzbogaconych w stigmasterol. Cytotoksycznose
probek badano w modelu ludzkich komorek prawidiowych nabtonka jelita cienkiego, nablonka jelita
grubego oraz watroby. W kazdym z przypadkow estry stigmasterolu charakteryzowata obnizona
cytotoksycznosé (IC50> 40 pm/ml), a co ciekawe w przypadku czystego stigmasterolu odnotowano
réwniez obnizenie cytotoksycznosei po inkubacji w 180 °C (w zakresie stezen 1,25-2,5 pm/ml wreez
dziatanie ochronne). Efekt ten byl intensyfikowany w przypadku estrow, gdzie zasadniczo nie
zaobserwowano negatywnego wptywu tych zwigzkow i ich oksypochodnych w zakresie analizowanych
stezen. Wyniki te potwierdzaja wazno$é projektu, generujgc nowe problemy badawcze i tym samym
wytyczajgc przyszie kierunki badan. W tym miejscu pojawia si¢ pytanie, jaki moze by¢ potencjalny
mechanizm obserwowanego zjawiska?

Potencjalng genotoksyczno$é stigmasterolu i jego estroéw analizowano metoda kometowa z
wykorzystaniem prawidtowych komaorek jelita grubego. Pani Kasprzak wykazala, Ze stigmasterol oraz
jego estry (40 pg/ml) nie indukuja rozleglych uszkodzen DNA w komorkach. Z kolei, probki estrow
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poddane inkubacji w podwyzszonej temperaturze wykazywaly wyrazny efekt genotoksyczny, co byto
szczegblnie widoczne w przypadku oleinian stigmasterolu ogrzewanego w temperaturze 180 °C przez
8 godzin (wyrazna obecno$¢ w populacji komet z klasy 3 i 4 i efekt zgota odmienny od tego
obserwowanego w testach cytotoksycznosci). W przypadku tego testu odnotowano réwniez wplyw
nasycenia kwasu thiszczowego wchodzacego w skfad estru na poziom genotoksycznosci (pochodne
linolanu stigmasterolu byt mniej toksyczny niz oleinianu stigmasterolu). W oparciu o przeprowadzone
badania Doktorantka zweryfikowata postawiong hipotezg, wykazujac, ze estry stigmasterolu i produkty
ich przemian termiczno-oksydacyjnych w mniejszym stopniu oddzialuja na komérki ukiadu
pokarmowego niz wolny stigmasterol i jego pochodne produkowane podczas ogrzewania (pomimo
zwickszonej genotoksycznosci). Zaréwno w przypadku cyto- jak i genotoksycznosci zaobserwowano
réwniez wpltyw komponenty kwasu thuszczowego na obserwowany poziom aktywnosci.

W kolejnym badaniu analizowano potencjal mutagenny i promutagenny wykorzystujac test
mutacji powrotnych Amesa w modelu bakterii Salmonella typhimurium. Z punktu widzenia metodologii
badan na podkreslenie zastuguje tu walidacja stgzeh mutagenow referencyjnych, co tylko potwierdza
wysokie kwalifikacje i $wiadomo$¢ naukows Doktorantki. Wartosci aktywnosci mutagenne;
wyznaczone dla wszystkich badanych zwigzkoéw z zastosowaniem szczepéw TA 98, TA100, TA102,
TA1537 wynosity ponizej 2, czyli minimalnej wartosci wymaganej dla zwigzkéw mutagennych.
Analizy potencjalu mutagennego wykazaly, ze nieogrzewany stigmasterol ma zdolnos¢ do cofania
mutacji w szczepie Salmonella typhimurium TA100 bez aktywacji metabolicznej, a w szczepach TA98
i TA1537 tylko w warunkach aktywacji metabolicznej.

Dalsza charakterystyka stigmasterolu, jego estréw i produktow utlenienia obejmowata oceng
zdolnoéci do indukowania apoptozy. Analiza wptywu badanych zwigzkéw na zdolnos¢ do generowania
RFT wykazata, ze w komérkach traktowanych stigmasterolem ogrzewanym w temperaturze 60 °C oraz
jego estrem linolowym oznaczono zwigkszone stgzenie tych metabolitow, za$ ester oleinowy
stigmasterolu nie generowal tej niepozadanej odpowiedzi metabolicznej. Wyniki te potwierdzita
czesciowo analiza aktywno$ci kaspaz, gdzie w odréznieniu do czystego stigmasterolu i jego pochodnej
linolowej, probki estru oleinowego stigmasterolu tylko w niewielkim stopniu zwigkszaly aktywnos¢
tych enzymow. Czesciowo wyniki te potwierdzita rowniez analiza wptywu na przebieg cyklu
komérkowego wykonana w modelu komorek nablonka jelitowego. Analiza cytometryczna wykazata,
ze badane zwigzki w stezeniu 40 pg/ml moga zaklocaé przebieg cyklu komorkowego, wskazujac
jednocze$nie na lagodne dzialanie proapoptotyczne tych zwigzkéw (niezaleznie od procesu
ogrzewania).

Ostatnia cze$¢ badan projektu doktorskiego oceniala wplyw stigmasterolu jego estrow oraz
produktéw ich przemian termiczno-oksydacyjnych na integralno$¢ i funkcjonalnos¢ bariery jelitowej w

komérkowym modelu linii Caco-2. Doktorantka umiej¢tnie wykorzystata model dedykowany do badan
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bioprzyswajalnosci do oceny efektow toksycznych. Caty eksperyment jest przemyslany i konsekwentnie
dazy do osiggnigcia zamierzonego celu. Pomimo braku wyraznie negatywnego wplywu badanych
zwiagzkéw na proliferacje komoérek wydluzanie czasu inkubacji pozwolit na wykazanie, ktore z nich
wplywaja negatywnie na integralnos¢ monowarstwy komorkowej symulujacej nabtonek enterocytow.
Stwierdzono, ze nieogrzewany i ogrzewany stigmasterol w dawce 40 pg/ml zmniejsza integralno§é
bariery jelitowej, na co wskazywalo zwiekszenie warto$ci TEER odpowiednio o 33% i 23%. Co istotne,
estry stigmasterolu oraz produkty ich przemian oksydacyjnych wykazywaty istotnie nizszg zdolnosc do
naruszania bariery jelitowej. Wyniki te znalazty rowniez potwierdzenie podczas testow przesigkliwosci
nablonka jelitowego oraz wplywu na integralnos¢ i szczelno$¢ nowoutworzonego modelowego
nablonka jelitowego. Finalnie Doktorantka podjela probg wskazania mechanizméw dziatania
pochodnych stigmasterolu oraz linolanu stigmasterolu poprzez analizg biatkowych skladnikow
potaczen miedzykomoérkowych w nablonku, ktore utrzymuja szczelnos¢ bariery jelitowej. Badania na
poziomie transkryptomu wykazaly, ze nieogrzewany stigmasterol nie wptywat na poziom ekspresji
genéw TJP1, OCLNI1 i CLDN1, kodujgcych odpowiednio biatko strefy zamykajacej zonula occludens-
1 (ZO-1), okludyne i klaudyne. W przypadku oleinianu stigmasterolu ogrzewanego w 180 °C,
zastosowanego w najwyzszej dawce (40 pg/ml), zanotowano statystycznie istotny wzrost ekspresji
gendéw TJP1 i OCLNI, bez wptywu na ekspresje¢ genu CLDN1. Cato$¢ badan Autorka podsumowata w
10 wnioskach, ktére odnoszg si¢ do glownych celow badan i postawionych hipotez. Zasadniczo w
poprawny sposéb podsumowuja one wyniki badan, jednak w mojej ocenie wniosek nr 4 wskazujacy, ze
obnizenie potencjatu cytotoksyczny wolnego stigmasterolu jest zwigzane z jego termiczng degradacja
jest zbyt spekulatywny.

Przechodzac do podsumowania jestem przekonany, ze wysoki poziom badan oraz ich zakres z
pewnoscia pozwola na opublikowanie wynikéw projektu doktorskiego w czasopismach wiodgcych w
dyscyplinie. W tym miejscu na podkre$lenie zashuguje takze wykonana przez Doktorantke wnikliwa
analiza i dyskusja podejmujaca probe wskazania potencjalnych mechanizméw zaobserwowanych zmian
i zaleznoéci. W moje ocenie projekt badawczy powinien nie tylko rozwiazywaé problem naukowy, ale
takze generowa¢ nowe pytania i kierunki badaf. Z pelnym przekonaniem mogg stwierdzi, ze
przedstawiona praca nalezy do tego typu opracowan. Do jej niewatpliwych osiagnie¢ nalezy wykazanie,
ze estryfikacja moze poprawi¢ zachowanie stigmasterolu podczas obrobki termicznej ograniczajac
poziom niepozadanych oksypochodnych 1 wykazywanych przez nie aktywnosci biologicznych.
Doktorantka wykazala, ze bezkrytyczne wprowadzenie do produktow spozywcezych nowych dodatkow
niesie za sobg szereg zagrozen, ktorych analiza powinna znalez¢ si¢ w kregu zainteresowan naukowcow.
Co prawda indywidualny wktad pracy Pani Kasprzak w badania nie zostal jasno okreslony, ale biorac
pod uwage szczegdtowos$é opisow metod badawczych, sposob przedstawienia wynikéw oraz ich

krytyczng dyskusj¢ moge stwierdzi¢, ze jest Ona mlodym naukowcem, ktéry posiada umiejgtnosé
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samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Opinig t¢ potwierdza réwniez zakres prac okreslony w juz
opublikowanych manuskryptach, gdzie Doktorantka odpowiadata m.in. za tworzenie koncepcji badaf,
prowadzenie eksperymentow, opracowanie wynikow i ich dyskusje oraz przygotowanie finalnych
wersji manuskryptow.

Doktorantka umiejetnie polgczyta ze soba zagadnienia z zakresu technologii i bezpieczenstwa
zywno$ci, chemii analitycznej oraz technik molekularnych a przedstawiona do oceny dysertacja
obejmuje wyniki wartosciowe pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Na tym etapie mojej opinii
cheiatbym stwierdzi¢, ze Pani Kasprzak osiagneta wszystkie zamierzone cele projektu doktorskiego i
zweryfikowala postawione hipotezy badawcze, a sama dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Jednoczesnie pragng podkreslic, ze wszystkie uwagi przedstawione w ocenie
pracy majg charakter redakcyjny, cze$é z nich dyskusyjny i nie maja one wptywu na pozytywng oceng
merytoryczna pracy.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji dysertacja mgr inz. Marii Magdaleny Kasprzak “Cytotoksycznosé
stigmasterolu, estrow stigmasterolu i produktéw ich termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in
vitro” spelnia warunki stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U z 2020 r. poz. 85 z poz. zm.) i wnioskuje o
dopuszczanie jej Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wysoki poziom
naukowy przedstawionych badan motywuje mnie do ztozenia Wysokiej Radzie wniosku o wyrdznienie
ocenianej dysertacji w sposob praktykowany na Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu.

prof. dr|hab./Michat Swidca
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prof. dr hab. Michat Swieca
Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci
Wydzial Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Uzasadnienie wniosku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

mgr inz. Marii Magdaleny Kasprzak

Przestawiona do oceny dysertacja doktorska dotyczy tematyki niezwykle aktualnej 1 ma
duze znacznie poznawcze. Sposéb przeprowadzania badan, zakres metod badawczych,
wlasciwy opis i interpretacja wynikow oraz ich konfrontacja z literaturg tematu jednoznacznie
wskazujg na wysokie kwalifikacje 1 warsztat naukowy Pani mgr inz. Marii Kasprzak. Na
podkre$lenie zashuguje réwniez krytyczne i $wiadome podejscie Doktorantki do tematu.
Dysertacja stanowi niezwykle ciekawe opracowanie obejmujace analizy bezpieczefistwa
stosowania stigmasterolu oraz jego pochodnych w aspekcie potencjalnie nieporzadnych zmian
zachodzgcych podczas obrobki termicznej. W mojej ocenie dysertacja wyrdznia si¢ na tle
innych projektow doktorskich. Jednoczesnie Kandydatka spetia takze wymog posiadania
dorobku publikacyjnego w temacie badan zblizonym do realizowanego w projekcie
doktorskim.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o wyrdznienie dysertacji Pani
mgr inz. Marii Kasprzak pt. ,,Cytotoksycznos¢ stigmasterolu, estrow stigmasterolu i produktéw
ich termiczno-oksydacyjnej degradacji w badaniach in vitro”™ w sposob praktykowany na

Wydziale Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.




