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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej Malgorzaty M. Gralec

pt. ,Badanie skladu i wlasciwosci antyoksydacyjnych owocow aronii
z wykorzystaniem metod spektroskopowych”

Przedlozona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w Katedrze Farmacji Biofizycznej i Bioanalizy
Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. Iwony
Wawer. Promotor rozprawy, prof. Iwona Wawer jest uznana specjalistka w zakresie metod spektroskopowych,
glownie NMR i EPR, w zastosowaniu do badan strukturalnych zwigzkéw biologicznie aktywnych, przede
wszystkim pochodzenia ro$linnego, a takze lekow. Od wielu lat swoje zainteresowania badawcze koncentruje
rowniez na naturalnych antyoksydantach jako istotnych sktadnikach zywnosci, suplementow diety
i kosmetykéw. W te wiasnie zagadnienia wpisuje si¢ tematyka pracy doktorskiej Malgorzaty Gralec, w ktorej
autorka podjeta si¢ zbadania zmian skladu chemicznego owocow aroniii w réznych fazach rozwoju rosliny.
A owoce tej rosliny s3 uwazane sa szczegdlny material prozdrowotny o potencjalnym zastosowaniu w diecie
oraz w suplementach diety. Prze$ledzenie zmian zawartosci zwiazkow biologicznie czynnych w ekstraktach,
pozyskanych z owocéw w réznych fazach wegetacji rodliny jest wazne nie tylko z ogoélnych wzgleddw
poznawczych, ale przede wszystkim z uzytkowego punktu widzenia. Wazne jest okreslenie, w jakiej fazie
rozwoju nalezy dokonywaé zbioru owocéw o optymalnym skfadzie do pdzniejszego zastosowania
w suplementach diety oraz standaryzowanych produktach specjalnego przeznaczenia medycznego. Istotne jest
takze ustalenie skfadu oraz jakie zwigzki biologicznie czynne sa wazne, a takze wyboér metod analitycznych
odpowiednich do ich oznaczania. W przypadku aronii, brakuje tego celu odpowiednich standardow.
W owocach wystepuje bardzo ztozona mieszanina zwiazkow, co stanowi trudny problem analityczny. W pracy
wykorzystano NMR-owskie metody spektroskopowe 1D i 2D, ktérych, zwlaszcza w potaczeniu technikami
chemometrycznymi, nie uzywano dotychczas w analizie sktadu ekstraktow z aronii.

Praca doktorska zawiera 165 stron tekstu i jest rzetelnie udokumentowana od strony literaturowe;j

(130 pozycji cytowanych).



Uktad pracy jest w zasadzie typowy. Po czgéci wstepnej, zawierajacej spis tresci i cel pracy, nastepuje
krotka charakterystyka aronii, gtdwnie w aspekcie jej uprawy oraz pozyskiwania odpowiedniej jakosci owocow
jako surowca. Nastepnie przedstawiony zostal przeglad literaturowy i dalej, cz¢$¢ eksperymentalna oraz wyniki
oznaczen wybranych zwiazkow w owocach w aronii, az wreszcie podsumowanie i wnioski oraz wykaz
literatury cytowanej. W zalgczniku zawarte jest opracowanie statystyczne wynikoéw pomiaréw zawartosci

zwiazkdw aktywnych w owocach aronii oraz ich pojemnosci antyoksydacyjne;j.

W czescei literaturowej doktorantka opisata szerokie spektrum dziatania prozdrowotnego preparatow
z aronii. Dotychczasowe badania przeprowadzone, gléwnie in vitro, wywieraja pozytywny wplyw na ukiad
sercowo-naczyniowy.  Ponadto  wykazujg  dzialanie  przeciwnowotworowe,  przeciwcukrzycowe,
hepatoprotekcyjne, przeciwzapalne, promieniochronne. Tak korzystne wiasciwosdci ekstraktow z aronii
zwiazane sa z bogactwem zwigzkéw aktywnych biologicznie. Ich zawartos¢ zalezy od stopnia dojrzatosci
owocdw, od stopnia nawozenia, a takze czynnikéw $rodowiskowych, takich jak temperatura, nastonecznienie,
nawodnienie.

Doktorantka dokonala przegladu podstawowych informacji o najwazniejszych grupach zwigzkow
wystepujacych w aronii: antocyjanach, fenolokwasach, flawonolach, procyjanidynach, a takze innych, takich jak
cukry, kwasy organiczne, tluszcze itd. Informacje te dotycza m.in. wystepowania, budowy chemicznej,
nazewnictwa oraz funkcji biologicznych.

W czesci eksperymentalnej autorka opisala sposob pozyskania materiatu do badan. Dla celéw
poréwnawczych, zebrane zostaly owoce aronii w dwoch kolejnych latach: 2012 i 2013 (w okresie czerwiec-
grudzien) oraz w roku 2016, w calym okresie wegetacji, od drobnych zielonych owocow (czerwiec) do w pelni
dojrzatych (wrzesien). Zgodnie z przyjetymi zasadami, zebrany material byt przechowywany w -15 °C,
a bezposrednio przed eksperymentami liofilizowany, mielony i ekstrahowany. Otrzymane ekstrakty byly
poddawane analizie fitochemicznej, majacej na celu monitorowanie stezenia wybranych sktadnikow w réznych
fazach rozwoju owocdw aronii. Otrzymane wyniki stanowia ciekawa i wartosciowg czg$¢ pracy.

W przypadku zwiazkéw polifenolowych ich poziom wyraznie si¢ zmienia w miar¢ dojrzewania
owocow. Najwyzsze stezenie: 18-20 g/100 g suchej masy (w ekwiwalentach kwasy galusowego) wystepuje
w owocach zielonych w czerwcu, po czym w owocach dojrzatych obniza si¢ i ustala na poziomie 9 g/100 g
suchej masy na poczatku sierpnia. Ale proces ten jest uzalezniony m.in. od warunkéw pogodowych, poniewaz
spadek stezenia polifenoli w ekstraktach z owocow zebranych w roku 2013 nastgpowal szybciej. Nizsze
stezenia polifenoli wystepowaly takze w ekstraktach uzyskanych ze zbioréw w 2016 roku, kiedy to $rednia
temperatura w sierpniu byla nizsza o 2-3°C. Tym nalezy tlumaczy¢, ze wyniki uzyskane przez doktorantkg
roznily sie znaczgco od tych, opisanych przez autoréw z krajow balkanskich (Tolic i wsp.).

Zawarto$¢ antocyjanOw zostala oznaczona przy pomocy spektrofotometrii UV-Vis. Widma
zarejestrowane przy wartosci pH = 1 dla ekstraktow z owocoéw dojrzalych réznily si¢ od tych, uzyskanych

z niedojrzatych, intensywnym pasmem charakterystycznym dla antocyjanow w zakresie 480-520 nm. Nalezy
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zauwazy¢, ze stezenie monomerycznych antocyjanéw wzrasta szybko wraz z dojrzewaniem owocow i ustala sig
na poziomie 2-3 g/ 100 g suchej masy. Podobny trend jest w przypadku sumy antocyjanéw. Antocyjanow
polimerycznych, zwiazanych z taninami jest mniej niz monomerycznych i nie zmienia si¢ podczas dojrzewania,
natomiast zmienia sie ich udzial w calkowitej zawartosci antocyjanéw. Poziom antocyjanéw zalezy od
warunkéw pogodowych. Przyktadowo w 2012 roku $rednia temperatura byla nizsza niz w 2013 o 1-2°C, co
skutkowato obnizeniem zawartosci antocyjanéw, a w 2016 roku tendencja ta zaznaczyla sig jeszcze bardziej.

Ciekawa obserwacja jest, ze zawarto$¢ flawonoidéw jest najwyzsza w owocach zielonych i spada do
stalego poziomu podczas dojrzewania. Podobnie, ilo$¢ tanin jest najwyzsza w owocach niedojrzatych (10-12
g/100 g suchej masy) i spada wraz z dojrzewaniem (do 3-4 g/100 g suchej masy), co thumaczy funkcje obronna
tanin przed szkodnikami roslin.

Doktorantka dokonala pomiaréw aktywnosci antyoksydacyjnej stosujac metode tlumienia rodnika
DPPH oraz metode ORAC. Wyniki z obu technik, wyrazone w réwnowaznikach Troloksu (TE) w mmolach
na 100 g suchej masy, wykazuja podobny trend. Najwigksza zdolno$¢ antyrodnikowa wykazujg ekstrakty
z owocdw zielonych, ktéra stopniowo obniza si¢ wraz z procesem dojrzewania owocow.

Nalezy zauwazy¢, ze doktorantka z sukcesem zastosowata jedno- i dwuwymiarowe techniki NMR ( 'H
i 3C NMR oraz COSY, HSQC i HMBC) do analizy zliofilizowanych ekstraktow z owocow aronii zebranych
w latach 2012 i 2013. Zastosowanie technik NMR-owskich znacznie poszerza mozliwosci analityczne
i pozwala na lepsza oceng, zaréwno jakosciowa, jak i ilosciows, zawartosci ekstraktow z owocdw aronii.
Badania byly prowadzone, rozpoczynajac od momentu, kiedy owoce byly zielone, az do pelnej dojrzatosci
przez okres pieciu miesigcy. Analiza zmiennosci pozwolila na wyodrebnienie czterech okresow podczas
dojrzewania owocoéw. Dla poszezegélnych prébek zostaly zarejestrowane i zinterpretowane widma 'H i °C
NMR dla wybranych zwigzkéw aktywnych w ekstrakcie. Na podstawie uzyskanych danych doktorantka ustalita
profil ich zmiennosci w trakcie dojrzewania owocow. Zaobserwowata réznice: najwigksze w probkach z
czerwca i lipca oraz wrzesnia i pazdziernika. W widmach protonowych analizowata zakresy: 5.5-10.0 ppm,
charakterystyczny dla protonéw aromatycznych polifenoli, zakres 3.0 - 5.5 ppm charakterystyczny dla protonoéw
CH i CH2 w cukrach oraz alifatyczny zakres (ponizej 3 ppm) pochodzacy od grup CH> kwasow
karboksylowych. Analogiczne trzy zakresy: 180 - 100 ppm, 110 - 40 ppm oraz 90 — 15 ppm zostaly
wyodrebnione w widmach weglowych.

Analizie poddane zostaly widma protonowe ekstraktow z owocéw niedojrzatych, dojrzewajacych,
dojrzatych oraz przejrzatych. Dzieki temu w niedojrzatych owocach mozna zauwazy¢ intensywne sygnaty
w aromatycznym i olefinowym zakresie widma, malejace w okresie dojrzewania, i nieznacznie zwigkszajace
intensywno$¢ w widmach probek z owocdw dojrzatych. Z kolei zréznicowanie sygnalow protonow
pochodzacych od cukréw sa znacznie mniejsze w owocach zielonych niz dojrzalych, poniewaz zawartos¢

cukrow wzrasta wraz z procesem dojrzewania. Z kolei sygnaty ponizej 3 ppm nie sg zbyt skomplikowane,



jakkolwiek duza réznice w intensywnosci wida¢ w zakresie 2.6 -2.9 ppm; niewielka dla owocéw zielonych,
a wiekszg dla probek uzyskanych w pozostatych fazach rozwoju.

Dzigki technikom NMR (COSY, HSQC i HMBC) autorka przypisata sygnaly kwasom:
chlorogenowemu i neochlorogenowemu w ekstraktach owocéw dojrzatych. Za pomoca tych technik poréwnata
widma ekstraktow z owocow zebranych w czerwcu w 2012 i 2013 roku. Ich obecnos¢ zostala stwierdzona

zarowno w dojrzewajacych, jak i owocach dojrzatych.

Nalezy stwierdzi¢, ze doktorantka wykazala si¢ duza sprawnoscia w korzystaniu z jedno-
i dwuwymiarowych technik NMR. Analiza widm COSY pozwolita na korelacje¢ protonéw aromatycznych w
antocyjanach: cyjanidyno-3-galaktozydzie i 3-arabinozydzie (protony przy C4, C6, C8 oraz C2’, C5’ i C6’).
Z kolei technika HSQC umozliwita przypisanie sygnatlow atomom wegla: C6 i C8 oraz C2’, C5’ i C6’. Ponadto,
na podstawie integracji sygnatéw protonéw H4 i H2’ autorka zbadala relacje ilosciowe w ekstraktach obu
antocyjanow. Stwierdzita, ze ich zawartos¢ w okresie dojrzatosci (sierpien-pazdziernik) nie ulega zmianie.
Sygnaly HSQC sg malo intensywne i wymagaja rejestracji widm uwzgledniajac diugie czasy relaksacji. Tabela
22 zawiera pelne przypisanie sygnatéw 'H i '*C w aglikonach obu antocyjanow.

W ekstraktach z dojrzalych owocéw aronii autorka zaobserwowala sygnaly sorbitolu, zwigzku
wystepujacego takze w licznych owocach np. w gruszkach, sliwkach, morelach, a w mniejszych ilosciach takze
w jagodach i czarnych porzeczkach. W widmie '*C NMR ekstraktu z pazdziernika 2012 roku daje sig
doskonale zaobserwowac 6 charakterystycznych sygnaléw sorbitolu w zakresie 64-76 ppm. Przypisanie
sygnalow protonéw mozliwe bylo przy uzyciu widm HSQC.

Oprécz sorbitolu doktorantka wykryla w owocach dojrzalych aronii dwa heksopiranozydy: glukoze
i fruktoze. Do pelnej interpretacji wykorzystala techniki HSQC i HMBC. Techniki te okazaly si¢ przydatne
przy okresleniu konfiguracji centrum anomerycznego i okresleniu stosunku ilosciowego anomeréw a/f. Nalezy
dodag¢, ze konfiguracja tego centrum ma wplyw na smak owocu. Tabele 24 i 25 zawieraja pelne przypisanie
sygnaléw protonéw i atomow wegla odpowiednio w a- i B-glukopiranozie oraz a- i B-fruktofuranozie. Rowniez
i w tym przypadku autorka mogla zarejestrowaé i zalgczy¢ widma fatwo dostgpnych wzorcow cukrow,
jakkolwiek odpowiednie dane sg dostgpne w bazie HMDB.

Dzigki zastosowaniu spektroskopii NMR doktorantce udalo si¢ po raz pierwszy zaobserwowac
obecno$¢ w badanych ekstraktach frans-resweratrolu, silnego antyutleniacza, wystepujacego takze
w winogronach, a w mniejszych ilosciach m.in. w czarnej porzeczce. ldentyfikacja byla mozliwa przez
poréwnanie z widmem 'H NMR standardu, zarejestrowanym w tym samym rozpuszczalniku, jak ekstrakt
aroniowy. Dokiorantka dokonala waznej obserwacji, ze sygnaly resweratrolu wystepuja w ekstraktach
z owocdw niedojrzatych, natomiast nie pojawiaja si¢ w ekstraktach z owocédw dojrzatych.

Ciekawym 1 waznym watkiem w dysertacji doktorskiej bylo przestudiowanie zmian poziomu
antocyjanow: cyjanidyno-3-galaktozydu oraz cyjanidyno-3-arabinozydu, zachodzacych w procesie dojrzewania

owocOw aronii.



Oznaczenia NMR-owskie zwiazkow zawartych w ekstraktach z aronii doktorantka potwierdzila
za pomoca spektrometrii mas. Potwierdzona zostala obecno$¢ kwasu chlorogenowego i neochlorogenowego. W
ekstraktach z dojrzatych owocéw aronii wykryte zostaly: cyjanidyno-3-galaktozyd i glukozyd oraz arabinozyd
i ksylozyd. Z kolei w ekstraktach z owocéw niedojrzatych wykryto: epikateching i procyjanidyng Bz oraz kwasy
organiczne: jabtkowy oraz cytrynowy i izocytrynowy. Potwierdzony zostal réwniez udzial resweratrolu
i sorbitolu, a takze glukozy i fruktozy. Przez poréwnanie z danymi opisanymi przez Oszmianskiego i
Lachowicz zidentyfikowane zostaly w ekstraktach z owocéw niedojrzatych m.in. dwa kwasy fenolowe oraz
glikozydy kwercetyny i izoramnetyny.

W zataczniku do pracy znajduje sie analiza statystyczna uzyskanych wynikow: zawartosci zwiazkow
aktywnych w ekstraktach oraz pojemnosci antyoksydacyjnej. Dla poszczegdlnych ekstraktow wyniki mozna
pogrupowaé w zaleznosci od etapu dojrzewania owocow, a takze od miesigca, w ktorym dokonano zbioru.
Analiza pokazuje, ze w miar¢ dojrzewania owocOw wzrasta stezenie antocyjanéw i monosacharydow. Z kolei
owoce niedojrzate charakteryzuje wigksza zawarto$¢ kwasow organicznych, w tym chlorogenowego
i neochlorogenowego.

Z obowiazkéw recenzenta zmuszony jestem przytoczy¢ zauwazone w pracy bledy, glownie literowe
i techniczne:

..Benzo[a]piran” zamiast benzo[a]piren, s. 11

,.N-nitrozaminy” zamiast nitrozoaminy, s. 11

. Heptylulozo-"" zamiast heptulozo-, s. 17

,Glucosa” — Rys.1, s.18

,,Flawan-3,4-ole” zamiast flawan-3,4-diole, s.20

Na Rys. 5 bledy w oznaczeniu konfiguracji reszt cukrowych, s. 25

Bledy we wzorach katechiny i epikatechiny (Rys. 8, s. 36)

Blad we wzorze procyjanidyny B2 (Rys. 9, s. 38)

,.Fosfatydylinozytol” zamiast fosfatydyloinozytol, ,fosfatydyletanolamina™ zamiast fosfatydyloetanoloamina,
s. 41

. Kwas hydrocyjanowy” zamiast kwas cyjanowodorowy, pochodne ,.benzenowe™, s. 42
Absorbancja ,,molarna” zamiast molowa, s. 46

Masa ,,molekularna” zamiast molowa, s. 46

Bledy w schemacie na Rys. 11, s. 47

,,Pirosiarczan” sodu zamiast pirosiarczyn, s. 47 i 48

Bledy na Rys. 13, s. 49

,,Wodory H4 i H7” zamiast protony, s. 53

~.dwoma” zamiast dwiema, s. 72

,,ph” zamiast pH, Rys. 23, s. 87



..Jjadra protonow”, s. 92
Fruktofutanoza” zamiast fruktofuranoza, s. 124
,,Procyjanicyny” zamiast procyjanidyny, s. 150
Pragne zaznaczy¢, Ze sa to gtéwnie bledy literowe, techniczne lub interpunkcyjne, ktére jednak nie umniejszaja
ogdlnie pozytywnej oceny pracy.

Podsumowujac, przedstawione w dysertacji wyniki nalezy uzna¢ za interesujace i warto$ciowe. Praca
jest ilustrowana licznymi widmami. Jezyk pracy jest klarowny i zrozumiaty.

Stwierdzam zatem, ze praca spelnia wymogi ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U nr 65 poz. 595 wraz z pozniejszymi
uzupetnieniami) i wnosze do Rady Wydzialu Farmaceutycznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

o dopuszczenie mgr Malgorzaty M. Gralec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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