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Podstawg sporzadzenia recenzji jest pismo z dnia 09.03.2022 r. prof. UPP dr hab. Bozeny
Danyluk informujace o uchwale Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywno$ci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 17 lutego 2022 r. z prosbg o oceng rozprawy
doktorskiej. Recenzje wykonano zgodnie z wytycznymi ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).

Rozprawa doktorska mgr inz. Ewy Bakowskiej skupia si¢ na badaniu koloidéw asocjacyjnych
i ich oddzialywan z wybranymi zwigzkami fenolowymi oraz na ocenie wptywu struktur koloidalnych
na autooksydacje lipidow i efektywnos$¢ dziatania przeciwutleniaczy w oleju rzepakowym. Proces
utleniania lipidow jest jedng z glownych przyczyn pogarszania jakosci zywnosci, prowadzi do
tworzenia nieprzyjemnego smaku i zapachu, do utraty wartosci odzywczych, a nawet powstawania
produktow potencjalnie toksycznych. W diecie najwigksze znaczenie maja nienasycone kwasy
thuszczowe: kwas oleinowy, a szczegdlnie niezbedne nienasycone kwasy thuszczowe (linolowy
i linolenowy). Wraz ze wzrostem nienasycenia kwasow ttuszczowych rosnie tempo ich utleniania.
Wielonienasycone kwasy thuszczowe sg zwigzkami bardzo niestabilnymi, najbardziej podatnymi na
utlenianie, co stanowi problem zaréwno w produkcji i przechowywaniu zywnosci, jak rowniez dla
zdrowia cztowieka. Ochrona lipidow staje si¢ wiec jednym z gtownych wyzwan dla badaczy i dla
przemystu spozywczego. Okazuje si¢, ze rozpatrujac proces utleniania lipidow nie wystarczy skupic¢
si¢ na mechanizmach chemicznych, lecz rowniez nalezy uwzgledni¢ lokalizacje czasteczek bioracych
udzial w reakcjach utleniania w przestrzeni. Koloidy asocjacyjne sg to struktury formowane przez
zwigzki powierzchniowo czynne w $rodowisku niepolarnym, w obecnos$ci niewielkiej ilosci wody.
Moga one wptywac na efektywnos$¢ dziatania przeciwutleniaczy, poniewaz ich aktywnos¢ uzalezniona
jest od lokalizacji w heterogenicznej matrycy produktu spozywczego, w tym przypadku oleju. Oleje
ro§linne sktadajg si¢ przede wszystkim z triacylogliceroli, ale takze z wielu sktadnikow $ladowych

takich jak: wolne kwasy tluszczowe, mono- i diacyloglicerole, fosfolipidy czy sterole. Sa to zwigzki



o charakterze amfifilowym, tj. sa zdolne do gromadzenia si¢ na granicy faz olej-woda i obnizania
napigcia powierzchniowego. W oleju wystepujg rowniez niewielkie ilosci wody, dlatego zwigzki te
tworzg w nich przede wszystkim odwrdcone micele, w ktorych hydrofilowe grupy polarne czasteczek
amfifilowych zorientowane sg w kierunku fazy wodnej a hydrofobowe w kierunku fazy olejowe;j.
Odwrocone micele uwazane sa za aktywne centra utleniania. Stad tez tak wazne jest dokladne
zrozumienie mechanizméw utleniania lipidow w kontekScie odwroconych micel 1 powstatego
srodowiska na granicy faz olej-woda. Moze to mie¢ praktyczne znaczenie, przy opracowaniu
nowatorskich metod zapobiegania czy kontrolowania utleniania lipidow w zywno$ci.

W mojej opinii jak najbardziej uzasadnione jest podejmowanie tego typu badan. Uwazam
zatem wybor tematu, zakresu badan i materiatu badanego niniejszej pracy za bardzo trafny i aktualny,
szczegolnie w dobie dbania o wysoka jako$¢ i bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci.

Struktura pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Ewy Bakowskiej ma nowoczesng
formg¢ opracowania skladajacego si¢ z omowienia wynikow badan wczesniej opublikowanych
w 4 anglojezycznych publikacjach (wydanych przez renomowane wydawnictwa), stanowigcych
monotematyczny cykl, w ktérym Doktorantka jest pierwszym autorem. Prace zostaly przygotowane
we wspotautorstwie, przy czym zawarte w dokumentacji o$wiadczenia wspdtautoréw pozwalajg na
okreslenie indywidualnego wktadu Doktorantki w powstanie rozprawy. Nalezy dodaé, ze w realizacji
prac nad kompleksowym rozwigzaniem zagadnienia, szczegélnie w naukach przyrodniczych, praca
zespolowa jest istotnym warunkiem osiggni¢cia warto$ci dodanej. Publikacje stanowigce prace
doktorska ukazaty si¢ w latach 2019-2022 i obejmujg nastepujace pozycje:

1. Rokosik E., Dwiecki K., Rudzinska M., Siger, A., Polewski K. Column chromatography as a
method for minor components removal from rapeseed oil. Grasas y Aceites, 2019, 70 (3), e316.
DOI:10.3989/gya.0709182. TF = 1,140; MEiN 2021: 40 pkt.

2. Rokosik E., Siger A., Rudzinska M., Siejak P., Dwiecki K. Formation of phospholipid association
colloids in rapeseed oil and their effect on lipid autoxidation in the presence of sinapic and ferulic
acid. European Journal of Lipid Science and Technology, 2020, 122, 1900243.
DOI:10.1002/€j1t.201900243. TF = 2,679; MEiIN 2021: 100 pkt

3. Rokosik E., Siger A., Rudzinska M., Dwiecki K. Antioxidant activity and synergism of canolol and
a-tocopherol in rapeseed oil is affected by the presence of phospholipid association colloids. LWT
- Food Science and Technology, 2020, 133, 110095. DOI:10.1016/j.1wt.2020.110095. IF = 4,952;
MEIiN 2021: 100 pkt

4. Bakowska E., Siger A., Rudzinska M., Dwiecki K. Water content, critical micelle concentration of
phospholipids and formation of association colloids as factors influencing autoxidation of rapeseed
oil. Journal of the Science of Food and Agriculture, 2022, 102, 488-495. DOI: 10.1002/jsfa.11376.
IF = 3,639; MEIN 2021: 100 pkt.

Nalezy podkresli¢c bardzo wysokie wartosci wskaznikéw bibliometrycznych wymienionych
wyzej prac. Sumaryczny wskaznik IF tych publikacji wynosi 12,409, a punktacja wedtug MEIN 2021
- 340 pkt. Prace charakteryzuja si¢ wysokim poziomem merytorycznym, staranng redakcja i forma

prezentacji wynikow, co jest zrozumiate ze wzgledu na wysokie wymagania wydawnictw odno$nie

poziomu merytorycznego i edycji publikacji oraz surowe procedury recenzowania.



Integralng czg$cig rozprawy mgr inz. Ewy Bakowskiej pod wspdlnym tytulem ,,Koloidy
asocjacyjne 1 ich rola w procesie autooksydacji oleju rzepakowego w obecno$ci natywnych zwigzkow
fenolowych” jest 99 stronicowe opracowanie (z aneksem, zalaczonymi kopiami publikacji
i o$wiadczeniami wspotautorow stanowigce w sumie 139 stron). Opracowanie obejmuje nastgpujace
rozdziaty: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wykaz publikacji stanowigcych
przedmiot rozprawy doktorskiej, wykaz symboli i skrotow, wprowadzenie (18 stron), hipotezy
badawcze, cel nadrzedny i cele szczegotowe rozprawy, organizacje badan, material badany, metody
badawcze, wyniki badan (42 strony), podsumowanie cyklu publikacji (3 strony), wnioski (1 strona),
bibliografi¢ (7 stron), aneks (6 stron). Bibliografia zawiera 84 pozycje literaturowe. Warto podkresli¢,
ze wykorzystane pismiennictwo jest anglojezyczne (98%), a prace pochodzace z ostatniej dekady
stanowig az 80%. Opracowanie zostalo przygotowane bardzo starannie, napisane jest poprawng
polszczyzna i w zasadzie nie zawiera usterek redakcyjnych.

W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca spetnia wymagania formalne stawiane pracom
doktorskim.

Ocena merytoryczna pracy

Wprowadzenie zostato ujete przez Autorke w pie¢ podrozdzialow. Na podkreslenie zastuguje
bardzo aktualna, bogata i anglojezyczna baza literaturowa, na podstawie, ktorej Autorka opisala
nastepujace zagadnienia: charakterystyka oleju rzepakowego, mechanizm procesu utleniania lipidow,
charakterystyka koloidow asocjacyjnych, wptyw sktadnikéw sladowych oleju na tworzenie koloidow
asocjacyjnych (monoacyloglicerole i diacyloglicerole, wolne kwasy tluszczowe, sterole, fosfolipidy,
woda, barwniki i metale przej$ciowe, przeciwutleniacze — tokoferole, tokotrienole i polifenole) oraz
wplyw koloidow asocjacyjnych na wlasciwosci antyoksydacyjne przeciwutleniaczy.

W tym miejscu mam pytania: 1) na str. 22 jest informacja o zawartosci wody w olejach:
»W olejach rafinowanych jest to okoto 300 ppm, natomiast w olejach ttoczonych na zimno okoto 900
ppm. Woda w oleju pochodzi z nasion lub jest posiadtoscig po procesie rafinacji.” Prosz¢ wyjasnic¢
z czego wynika obecno$¢ wody w olejach rafinowanych, ktoéry z etapoéw rafinacji jest za to
odpowiedzialny? Jaki jest zakres zawarto§ci wody w olejach rafinowanych? Ile jest wody w olejach
tloczonych z nasion? a ile w nierafinowanej oliwie z oliwek? 2) Prosze wyjasni¢, dlaczego Autorka
uzywa okreslenia chlorofil, tj. w 1. pojedynczej, zamiast mnogiej? sg chlorofile: a i b, poza tym
w olejach mamy do czynienia z pochodnymi chlorofili, gtownie z feofityna a. 3) Prosze wyjasnic,
dlaczego zielony kolor oleju jest nieakceptowalny przez konsumentow? Zielona jest oliwa z oliwek,
olej konopny, czy dyniowy?

W kolejnym rozdziale Autorka sformutowala 4 hipotezy badawcze tj.: 1. Powstajace w oleju
rzepakowym fosfatydylocholinowe koloidy asocjacyjne przyspieszaja proces autooksydacji lipidow. 2.
Kwasy fenolowe oddzialuja z fosfatydylocholinowymi koloidami asocjacyjnymi a ich
antyoksydacyjne dziatanie zalezy od obecnosci struktur micelarnych. 3. Koloidy asocjacyjne

wplywajg na skuteczno$¢ przeciwutleniajacg canololu i a-tokoferolu oraz ich synergistyczny efekt
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antyoksydacyjny w oleju rzepakowym. 4. Na formowanie koloidow asocjacyjnych oraz proces
utleniania oleju rzepakowego wplywaja: zawartos¢ wody w oleju oraz stezenie substancji
amfifilowych, w tym amfifilowych produktéw utleniania lipidow. Nastepnie Autorka podata cel
nadrzedny i1 podporzadkowane mu cele szczegotowe, ktore w petni odpowiadajg tematowi pracy. Cele
te zostaty zrealizowane w trzech etapach wymienionych w nastgpnym rozdziale, ktorym odpowiadajg
kolejno cztery publikacje. Przedstawiony czytelny schemat organizacji do§wiadczen z podziatem na te
etapy wskazuje na konsekwencje Autorki w podejmowaniu kolejnych badan, ktére sa powigzane
z wynikami przeprowadzonych wczesniej eksperymentdw. Material badany tj. rafinowany olej
rzepakowy zostal krotko zdawkowo opisany, metody badan natomiast bardzo wyczerpujaco
scharakteryzowane m.in. oczyszczanie oleju z skladnikéw S$ladowych i metody sprawdzenia
efektywnosci oczyszczania (oznaczenie zawartosci tokoferoli, steroli - wolnych i zestryfikowanych,
barwnikow chlorofilowych, karotenoidowych, liczby nadtlenkowej, liczby kwasowej, zawartosci
wody), oznaczenie krytycznego stezenia micelizacji fosfatydylocholiny, pomiary fluorescencji
stacjonarnej oraz anizotropii fluorescencji, pomiar czasu zycia fluorescencji sondy NBD-PE,
przygotowanie prob do eksperymentu przyspieszonego utleniania, oznaczenie stgzenia pierwotnych
i wtornych produktéw utleniania — odpowiednio wodoronadtlenkow lipidéw i heksanalu, analiza
zjawiska synergizmu migdzy canololem a a-tokoferolem i w koncu analiza statystyczna.

Uktad poszczegdlnych doswiadczen, sekwencja analiz z wykorzystaniem nowoczesnych
analiz instrumentalnych, statystyczne opracowanie wynikdw wskazujg na oryginalne podejscie
Autorki do rozwigzywanego problemu badawczego. Podj¢te badania wymagaly zastosowania
réznorodnych metod: fizycznych, chemicznych, instrumentalnych i wskazuja na opanowanie
warsztatu badawczego przez Doktorantke. Nalezy podkresli¢, ze jest niewiele doniesien dotyczacych
tematyki koloidéw asocjacyjnych i oceniany cykl publikacji stanowi wazny wkiad do literatury
naukowej w tym zakresie.

W kolejnym rozdziale Autorka szczegdlowo opisata najwazniejsze wyniki przeprowadzonych
doswiadczen. Najpierw Autorka stre$cita badania dotyczace oczyszczenia oleju rzepakowego ze
zwigzkow towarzyszacych przy uzyciu chromatografii kolumnowej (temu po$wigcona byta publikacja
P1). Po serii badan Autorka stwierdzita, Zze nie ma jednego uniwersalnego ztoza, ktore bytoby w stanie
usunaé wszystkie sktadniki $ladowe z oleju. Dopiero zastosowanie trzech kolumn i adsorbentéw
takich jak: kwas krzemowy, wegiel aktywny, tlenek glinu oraz zel krzemionkowy pozwolito oczysci¢
olej rzepakowy ze steroli, tokoferoli i barwnikéw do minimalnego ich st¢zenia, nie wptywajac przy
tym negatywnie na jako$¢ oleju. W kolejnym etapie dodajgc fosfatydylocholing utworzono koloidy
asocjacyjne, wyznaczajac krytyczne stezenie micelizacji, ktore wynosito 51,13 pmol/kg oleju. Zajeto
si¢ charakterystykg koloiddw asocjacyjnych oraz ich oddzialywaniem z kwasem sinapowym
i ferulowym. Temu etapowi poswigcona zostala kolejna publikacja P2. Potwierdzeniem

wbudowywania si¢ kwasow fenolowych w struktury micel DOPC bylo powstanie statycznego



kompleksu pomigdzy sondg NBD-PE a kwasami fenolowymi, obserwowanego na podstawie analizy
czasu zycia fluorescencji sondy 1 wartosci statej szybkosci wygaszania fluorescencji.

W kolejnym kroku (tj. w publikacji P3) ustalono oddziatywania canololu i a-tokoferolu
z odwroconymi micelami. Ponadto okreslono ich aktywno$¢ antyoksydacyjng, a takze zjawisko
synergizmu w odniesieniu do procesu autooksydacji oleju rzepakowego w obecno$ci koloidow
asocjacyjnych. Oddziatywania przeciwutleniaczy z koloidami asocjacyjnymi okreslono na podstawie
zmian natezenia fluorescencji i anizotropii fluorescencji sondy NBD-PE, jak rowniez zmian emisji
fluorescencji samych antyoksydantow (publikacja P2 i P3). Innowacyjnos$¢ tych badan polegata na
wykorzystaniu dwoch przeciwutleniaczy roznigcych sie wzgledem siebie polarno$cia, a takze
okresleniu ich synergistycznego oddziatywania w micelach. Odnotowano, ze canolol zostat wiaczony
do struktury odwroconych micel, ale nie wystepowal w ich hydrofilowej czesci, byt zdolny do
gromadzenia si¢ na granicy faz olej-woda, tworzac struktury micelarne. Natomiast a-tokoferol tworzyt
struktury koloidalne, migrujac na granice faz olej-woda, jednak nie oddzialywat z fosfolipidami i nie
wbudowat si¢ w utworzone struktury micelarne.

W nastepnym etapie badan (zar6wno publikacja P2 i P3) oczyszczony olej rzepakowy
w obecnosci odwroconych micel oraz badanych wyzej przeciwutleniaczy poddano przyspieszonemu
utlenianiu w temp. 55°C, okre$lajac tworzenie si¢ wodoronadtlenkoéw lipidow oraz heksanalu.
W eksperymencie tym potwierdzono prooksydacyjne dziatanie koloidow asocjacyjnych, ktorych
obecnos¢ przyspiesza proces rozktadu pierwotnych produktéw utleniania do wtornych. Potwierdzita to
analiza PCA, wskazujac, ze gléwnym produktem utleniania w przypadku braku koloidow
asocjacyjnych byly wodoronadtlenki, natomiast w ich obecnosci byt to heksanal. Zauwazono, ze ten
ostatni mozna traktowa¢ jako przydatny marker kontroli procesu autooksydacji w obecnosci koloidow
asocjacyjnych.

W ostatnim etapie badan tj. w publikacji P4 przeanalizowano wptyw zmian zawarto$ci wody
i produktéw utleniania na krytyczne stezenie micelizacji w probach oleju rzepakowego o dwdch
wilgotnosciach 220 1 700 mg/kg podczas przyspieszonego utleniania. Byto to uzasadnione, poniewaz
doktadny mechanizm utleniania w olejach roslinnych, biorac pod uwage aspekty fizyczne,
w tym role koloidéw asocjacyjnych, nie jest w pelni poznany. Okazato si¢, ze szybkos$¢ procesu
utleniania  oleju  rzepakowego byla zalezna od  poczatkowej  zawartosci  wody
i obecno$ci odwroconych micel. Natomiast zmiany w strukturze odwroconych micel byty zalezne od
powiazanych ze sobg czynnikow tj.: poczatkowa zawarto$¢ wody w oleju, zmiany zawarto$ci wody,
stezenie substancji amfifilowych oraz powstawanie produktéw utleniania lipidow.

Wyniki uzyskanych badan Autorka podsumowata w kolejnym rozdziale rozprawy formutujac
liczne obszerne, ale przejrzyste stwierdzenia i wnioski, ktore §wiadcza o zrealizowaniu celow
szczegotowych 1 celu nadrzednego, zatem wskazujg na pelng realizacje zaplanowanych badan.

Postawione na poczatku 4 hipotezy badawcze zostaly pozytywnie zweryfikowane. Ostatni



najwazniejszy rozdziat pt. Wnioski, w skrocie jeszcze raz powtarza, ale i systematyzuje wiedzg

pozyskang na podstawie badan przeprowadzonych w ramach tej rozprawy.

Z obowigzku recenzenta wskazuje ponizej zagadnienia wymagajace dyskusji:

1) Czy istnieje mozliwo$¢ zobaczenia, zmierzenia takiej nanoemulsji, jaka sg oleje jadalne? Czy
mozna okresli¢ ilo$¢ 1 wielko§¢ odwroconych micel? Czy rozwazano w pracy takie badania?

2) Jakie sg mozliwosci praktycznego wykorzystania pozyskanej w toku badan wiedzy o koloidach
asocjacyjnych? Czy mozna przewidzie¢ trwatos¢ handlowego oleju rzepakowego na podstawie
zbadania zawarto$ci wody i1 pozostatosci fosfolipidow?

3) Jak Autorka, na podstawie literatury i wynikow badan wilasnych, wyjasni fenomen wysokiej
stabilnosci oliwy z oliwek virgin — stosunkowo duzo wody, w porownaniu do oliwy rafinowanej
(mato wody)?

Whiosek koncowy

Podsumowujac stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Ewy Bakowskiej dostarcza
warto$ciowych, oryginalnych wynikow badan dotyczacych koloidow asocjacyjnych i ich oddziatywan
ze zwigzkami fenolowymi oraz wptywu struktur koloidalnych na autooksydacje lipidow i efektywnos¢
dzialania przeciwutleniaczy. Praktykom przedstawia mozliwo$¢ skutecznego hamowania procesu
autooksydacji oleju rzepakowego przez dodatek przeciwutleniaczy, w tym zwigzkow fenolowych.
Badania przeprowadzone w ramach opiniowanej rozprawy sg innowacyjne, majg charakter zarowno
poznawczy jak i aplikacyjny. Przedtozona rozprawa wnosi do nauki o zywnosci istotne i nowatorskie
elementy poszerzajace dotychczasowa wiedzg na temat roli koloidow asocjacyjnych w utlenianiu
olejow jadalnych, ktére stanowig oryginalny wklad do dziedziny nauk rolniczych i dyscypliny
technologii zywnosci 1 zywienia.

Przedstawiona do recenzji praca dowodzi wysokich umiejetnosci analitycznych Autorki,
umiej¢tnosei radzenia sobie z problemami metodycznymi, a dodatkowo wskazuje na szerokg wiedze
w prezentowanym temacie. Autorka wykazata si¢ biegtoscig w prowadzeniu doswiadczen naukowych,
rowniez umiej¢tno$cia analizowania uzyskanych wynikow oraz wnioskowania. Reasumujac
stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Ewy Bakowskiej pt. ,,Koloidy asocjacyjne i ich rola
w procesie autooksydacji oleju rzepakowego w obecnosci natywnych zwiazkéw fenolowych” spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Technologii Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
o przyjecie pracy i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie stawiam

wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Ewy Bakowskie;j.
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