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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Marii Piechowskiej
pt. ,Substytuty kawy jako Zrédlo neuroaktywnych B-karbolin w diecie”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Renaty Zawirskiej-Wojtasiak
w Zakladzie Chemii Zywnosci i Analizy Instrumentalnej
Instytutu Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego

Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Oceng pracy doktorskiej wykonalam na zlecenie prof. dr hab. Magdaleny Rudzifiskiej,
Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, zgodnie z Uchwala tejze Rady, podjeta w dniu 28 maja 2020 roku.

Ocena wyboru i znaczenie podjetej tematyki badawczej

Od szeregu lat zywnos¢ funkcjonalna, czyli Zywno$¢ w postaci konwencjonalnej, ale o
udowodnionym korzystnym wplywie na okreslone funkcje organizmu, znalazla si¢ w centrum
zainteresowania naukowcOw na calym S$wiecie. Znaczaco wzrosta takze $wiadomosé
konsumentéw o roli diety, ktéra obok podstawowych skladnikéw budulcowych powinna
dostarcza¢ organizmowi zwigzkéw o specyficznej aktywnodci fizjologicznej, gwarantujacych
prawidlowe jego funkcjonowanie, wiaczajac w to zapobieganie chorobom, szczegélnie tzw.
cywilizacyjnym. Ukierunkowane oddziatywanie Zywnosci na organizm wynika z obecnosci w

niej nutraceutykéw - aktywnych biologicznie sktadnikéw pochodzenia naturalnego.
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Zaliczamy do nich zaréwno skfadniki odzywcze, w tym gtéwnie produkty ich enzymatycznej
hydrolizy w przewodzie pokarmowym (obecnie biatka traktowane sg jako zrédlo bioaktywnych
peptydow), jak i sktadniki nie odzywecze, ktore przed laty czesto traktowane byty jako zwiazki
przeciwzywieniowe. Sg to przede wszystkim substancje pochodzenia ro$linnego, wiéréd
ktorych najbardziej przebadang grupe stanowia zwiazki fenolowe. Wtasciwosci prozdrowotne
poszczegblnych grup zwigzkéw fenolowych wynikaja przede wszystkim z ich aktywnosci
przeciwutleniajgcej i przeciwbakteryjnej. Wykazano réwniez ich dzialanie przeciwzapalne,
przeciwgrzybiczne, przeciwwirusowe, przeciwalergiczne czy przeciwzakrzepowe. Badane sg
rowniez aktywnosci innych metabolitow wtornych roslin, m.in. wybranych alkaloidéw czy
terpenoiddw. Czesto sg to zwiazki wystepujace w okreslonych gatunkach roslin, dodatkowo w
niewielkim stezeniu. Nalezy do nich B-karbolina i jej pochodne, alkaloidy zbudowane ze
skondensowanych pierscieni pirolu, benzenu i pirydyny (pirydynowe pochodne indolu).
Zwigzki te wystepuja w wielu organizmach ro$linnych i zwierzecych, gdzie petnia role
inhibitoréw aktywno$ci monoaminooksydazy i w zwigzku z tym znajduja zastosowanie w
leczeniu takich schorzefi jak depresja, choroba Parkinsona czy niedocisnienie tetnicze.
Poszukiwanie naturalnych Zrédet tego typu zwiazkéw i badanie in vivo ich dziatania wpisuje
si¢ w najbardziej aktualne tematy badawcze zwigzane z prozdrowotnymi aspektami zywienia

cztowieka.

Ogoélna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wykonana zostata w ramach projektu
OPUS 2015/19/B/NZ9/01038 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki pt.: ,,Regulacja
poziomu neuroaktywnych beta-karbolin w diecie w oparciu o substytuty kawy”, kierowanym
przez prof. dr hab. inz. Renate Zawirska-Wojtasiak, promotora niniejszej dysertacji
doktorskie;j.

Praca obejmuje 95 stron tekstu, w ktérym umieszczono 19 tabel, 19 rysunkéw i 2
fotografie. Autorka podzielita prace na dwie czesci: Cze$¢ literaturows zawierajaca na 16-stu
stronach przeglad literatury i Cze$¢ doswiadczalng obejmujgca podrozdzialy: Cel pracy,
Materialy 1 metody badaf, Warunki przebiegu do$wiadczenia biologicznego, Analiza
statystyczna wynikow, Wyniki badan i ich dyskusja, Podsumowanie, Wnioski, Literatura, Spis
fotografii, rysunkow i tabel, Spis publikacji. Cato$¢ poprzedzona jest Spisem tresci, Wykazem
skrotow stosowanych w pracy, Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Przedstawiona

struktura jest typowa dla pracy eksperymentalnej, a umieszczenie wykazu stosowanych
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skrotow i dodatkowego spisu fotografii, rysunkéw i tabel znacznie ulatwia poruszanie sic w
teks$cie pracy.

Autorka wykorzystala 96 pozycji literaturowych, wszystkie zwigzane z omawiang
tematyka, wydaje si¢ jednak, Ze mozna bylo rozszerzy¢ je o kilkanascie pozycji dotyczacych
poruszanych zagadnien. Zdecydowana wigkszos¢ cytowanych artykutéw (53,5%) pochodzi z
ostatnich dziesigciu lat, a wsrdd nich prawie 13% (12,79%) przypada na ostatnie 2 lata. Z
wyjatkiem jednej publikacji s3 to opracowania anglojezyczne. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie
umieszczone w wykazie literatury artykuly zostaly zacytowane w tresci pracy.

Niesformutowana hipoteza badawcza pracy zaklada, ze B-karboliny zawarte w kawie
zbozowej moga mie¢ pozytywny wplyw na dziatanie ukladu nerwowego cziowieka.
Weryfikacjg tej hipotezy przeprowadzono na modelu zwierzgcym (posiadajac stosowng zgode
Komisji Etycznej w Poznaniu) i celem pracy bylo zbadanie stopnia przenikania B-karbolin
wprowadzonych do diety szczuréw doswiadczalnych i wptywu tych zwigzkéw na zachowanie
zwierzat. Szczegblowe cele obejmowaly opracowanie skiadu pasz zawierajacych substytuty
kawy, modyfikacje metody oznaczania B-karbolin w paszy i surowcach ro$linnych,
zaprojektowanie i przeprowadzenie do$wiadczenia zywieniowego. Niepotrzebne jest, moim
zdaniem, wyodrgbnienie w celach szczegblowych oznaczania zwartosci B-karbolin w paszy
standardowej — jest to oczywiste przy badaniach efektow zywieniowych tej paszy wzbogacanej
w tego typu zwigzki.

Realizujgc zakres pracy Doktorantka podzielita doswiadczenie biologiczne na dwa
etapy: w pierwszym szczury karmione byly pasza z dodatkiem syntetycznych p-karbolin:
harmanu i norharmanu, w drugim dodano cykorii, jako naturalnego zrédla tych zwiazkow.
Nalezy podkredli¢, ze doswiadczenia zywieniowe przeprowadzono po wstepnym stwierdzeniu
braku toksycznosei tych zwigzkéw wobec ludzkich linii komérkowych (HACaT i choroby
Parkinsona).

Doktorantka w sposob klarowny i bardzo szczegdlowy opisata zastosowane w pracy
materialy i metody badawcze oraz warunki do§wiadczenia zywieniowego. Otrzymane wyniki
zostaly przedstawione w tabelach i na wykresach, w kolejnosci przeprowadzonego
doswiadczenia. Z uwagi na fakt, ze oméwienie wynikéw zostato potaczone z ich dyskusja (co
ograniczylo dyskusje gléwnie do por6wnania otrzymanych w pracy rezultatéw do uzyskanych
przez innych badaczy) wydaje si¢ bardziej logiczne przedstawienie rezultatéw doswiadczenia
zywieniowego w kolejnosci I i IT etapu, co w sposob bardziej przejrzysty wskazatoby efekty

dzialania syntetycznych i naturalnych B-karbolin.



Szczegélowa ocena pracy

W przedstawionym Przegladzie literatury mgr inz. Paulina Piechowska oméwita
zwiazki bioaktywne w zywnosci ze szczegélnym podkresleniem tych, ktére bezposrednio
zwigzane sg z pracg: produktow reakcji Maillarda i B-karbolin. Te ostatnie zwigzki, jako mniej
znane, shusznie zostaly potraktowane bardziej obszernie — Doktorantka oméwila ich
wystgpowanie w réznych surowcach i produktach spozywczych, sposoby identyfikacji i
oddzialywanie neuroaktywne. Wykazata znajomos¢ literatury i podkreslita istotnos¢ podjetej
tematyki badawczej. Waznym uzupelnieniem jest opis do$wiadczen biologicznych
przeprowadzanych z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. W podrozdziale tym,
szczegllnie pierwszej jego czesci, niepotrzebnie moim zdaniem, przytaczanych jest duzo
danych liczbowych (ktére s3 powielane przy omawianiu wynikéw). O ile mechanizm reakcji
Maillarda jest powszechnie znany i omawiane w dysertacji doktorskiej jest zbedne, to
biosynteza B-karbolin bylaby bardzo dobrym uzupelnieniem, réwniez w kontekscie ich roli
fizjologicznej, a podanie ich wzoréw chemicznych wydaje si¢ konieczne, tym bardziej, ze
Doktorantka jest pierwszym autorem opublikowanej pracy przegladowej Carbolines in Food.
Generalnie rozdziat ten napisany jest poprawnie z zasadnicza uwaga, dotyczaca catej pracy, a
mianowicie sposobem podawania cytowanych artykuléw — w pracach jedno- lub
dwuautorskich podawane powinno by¢ nazwisko (nazwiska) i rok opublikowania, w pracach
wieloautorskich nazwisko pierwszego autora z dopiskiem ,,i in.” oraz odpowiedni rok. Chaos
panuje takze w wykazie literatury — przecinki po nazwiskach, raz podawane cate imiona, innym
razem tylko pierwsze litery imion, r6zna kolejno$¢ imienia i nazwiska.

Pomimo podanego wykazu stosowanych skrotow czytanie pracy znacznie utatwiloby
postugiwanie si¢ czesciej catymi nazwami (uwaga ta dotyczy réwniez dalszej czesci pracy).
Proszg takze o wyjasnienie, dlaczego Doktorantka twierdzi, ze ,, pomimo duzej réznorodnosci
zrodet zwigzkow bioaktywnych, najwigksza ich cz¢s¢ jest wynikiem reakcji Maillarda...” str.
12, w 14g, pomimo tresci zawartych w zdaniu poprzedzajacym to stwierdzenie.

Przedstawiony w Celu pracy schemat doswiadczenia dobrze ilustruje zakres podjetych
badan, natomiast szczegélowe cele powinny by¢ opisane tak, jak podane sg w streszczeniu
pracy.

W podrozdziale Materialy i metody badan szczegétowo opisano wykorzystane
materialy (facznie z wykazem zastosowanych odczynnikéw i aparatury pomiarowej) i metody
analityczne, stosowanie ktérych wymagato od Doktorantki opanowania nowoczesnych technik

analitycznych, gléwnie chromatografii cieczowej i gazowej wyposazonych m.in. w detektory
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UV-Vis, fluorescencyjne czy masowe. Z obowigzku recenzenta wskazuje blad, przypuszczam,
ze literowy, ktory wystgpil w opisie (str. 41) - metoda oznaczania zwigzkéw fenolowych
Folina-Ciocalteu to metoda kolorymetryczna a nie, jak jest napisane kalorymetryczna.

Na uznanie zashuguje opracowanie modyfikacji metody oznaczania harmanu i

norharmanu i jej walidacja dla badanych materialéw — pasz i surowcéw roslinnych. Bardzo
istotna jest takze przeprowadzona wszechstronnie analiza proponowanych substytutéw kawy:
cykorii, karczocha oraz ich trzech mieszanin, w ktérych obok poziomu B-karbolin oznaczono
zwigzki o dziataniu szkodliwym, powstajace w wyniku prazenia — akrylamid i produkty reakeji
Maillarda — furan i jego pochodne (2-metylofuran, 2-pentylofuran, 2,5-dimetylofuran,
2,2 bifuran, 2-furanylo-5-metylofuran, furfural) oraz karboksymetylolizyna, a takze zwigzki
fenolowe, uwazane za gléwne roslinne przeciwutleniacze — oznaczono ogdlny ich poziom i
wlasciwosci  przeciwutleniajgce  wybranych, wyizolowanych  skladnikéw: kwasu
chlorogenowego, kawowego, kumarowego, ferulowego i syryngowego oraz flawonoidow:
kwercetyny, luteoliny i apigeniny. Na podkreslenie zastluguje przeprowadzona profesjonalna
analiza sensoryczna przygotowanych substytutdéw. Wyniki tych wielokierunkowych badan
pozwolily na wyselekcjonowanie najlepszego dodatku, dla ktérego przeprowadzono
doswiadczenie zywieniowe.

Doktorantka podala takze szczegélowy opis przeprowadzonych eksperymentéw
zywieniowych w trakcie ktorych przez czternascie tygodni monitorowano przyrosty masy ciala
(co tydzien) i codziennie pobor diety, w siédmym tygodniu przeprowadzono analize zbieranego
przez 10 dni katlu, w ktérym oznaczono zawarto$¢ rozpuszczalnego i nierozpuszczalnego
blonnika pokarmowego, bialka, thuszczu, popiotu i wody. Pod koniec doswiadczenia zwierzeta
poddano wybranym testom behawioralnym: wymuszonego plywania, klasycznego labiryntu i
dodatkowo w etapie II - otwartego pola. Po zakonczonych testach szczury zgodnie z wymagang
procedurg poddane zostaly terminacji, a w pobranej krwi oznaczona zostala zawartoscé
B-karbolin. W opracowaniu statystycznym wynikow wykorzystano program Statistica 9.0, test
t-Studenta, program Sttistical3.1, jednokierunkowa ANOVA z testem post hoc Tukeya.

Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w formie starannie opracowanych tabel i
rysunkoéw, oméwione w tekscie i porownane z wybranymi wynikami innych autoréw. W
dyskusji zabrakto mi postulowania ewentualnych mechanizméw oddziatywan, wynikajacych z
obecnosci w cykorii obok B-karbolin innych zwigzkow wykazujacych fizjologiczng aktywnosé.
Moze w przysztosci obok badan in vitro na liniach komérkowych mozna bedzie przeprowadzié
trawienie w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego, co w polaczeniu z wynikami

eksperymentéw in vivo dostarczyloby wigcej informacji o metabolizmie tych zwiazkéw i ich
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ewentualnych interakcjach z innymi skladnikami diety lub/i ich metabolitami. Rozumiem
ostrozno$¢ Autorki z uwagi na fakt niewystarczajacej liczby prac, ktére jednoznacznie
wyjasnityby role harmanu czy norharmanu w powstawaniu lub zapobieganiu schorzeniom
uktadu nerwowego, co dowodzi, ze podj¢ta tematyka badawcza jest wazna i powinna byé
kontynuowana,  szczegolniec = w  aspekcie  profilaktyki ~ zywieniowej  choréb
neurodegeneracyjnych.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw Doktorantka wyciagneta 11 wnioskéw. Wszystkie
one znajdujg udokumentowanie w czgsci doswiadczalnej, sformutowane zgodnie z kolejnoscia
badan. Moim zdaniem nalezy przestawi¢ ich kolejno$¢, poniewaz wniosek najwazniejszy,
dokumentujacy osiggniecie postawionego celu, powinien dotyczyé wptywu obecnoscei cykorii
w diecie na poziom karbolin we krwi i wynikow testow behawioralnych, na podstawie ktérych
mozna postulowa¢ antydepresyjne dziatanie tych zwiazkéw i powinien znalezé sie
bezposrednio po wnioskach dokumentujgcych wplyw syntetycznych karbolin na zachowanie
zwierzat. Nastepnie postawi¢ wnioski uzasadniajace wybor cykorii jako substytutu kawy.

Uwagi do spisu literatury umiescitam w oméwieniu przegladu literatury.

Uwagi przedstawione w ocenie pracy maja charakter redakcyjny, cze$¢ z nich
dyskusyjny i nie majg wplywu na pozytywna ocen¢ merytoryczng pracy. Oryginalno$é pracy
polega na wykazaniu in vivo aktywnosci karbolin zawartych w cykorii, co wskazuje na

mozliwosci stosowania tego substytutu kawy w profilaktyce choréb uktadu nerwowego.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Marii
Piechowskiej pt. ,,Substytuty kawy jako Zrédlo neuroaktywnych p-karbolin w diecie”
posiada wysokg wartos$¢ naukowa a takze potencjal aplikacyjny. Dotyczy aktualnej i waznej
tematyki badawczej dotyczacej profilaktyki zywieniowej choréb neurodegradacyjnych i wnosi
do niej nowe informacje. Uwazam, Ze oceniana dysertacja spelnia ustawowe wymagania
stawiane rozprawom doktorskim — badania zostaty wykonane duzym naktadem pracy i inwencji
tworczej z wykorzystaniem nowoczesnych technik analitycznych. Doktorantka wykazala sie
znajomoscig podjetej tematyki badawczej i umiejetnoscig prowadzenia badan naukowych.
Uzyskane wyniki sg wartosciowe i wnosza wktad w rozwdj dyscypliny naukowej Technologia

Zywnosci i Zywienia w zakresie zywienia i chemii zywnosci.



Whnioskuje zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie
pani mgr inz. P. Piechowskiej do publicznej obrony oraz dalszego postepowania w przewodzie

doktorskim.

Bovkoon, Danomiods



