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Podstawa prawna

Recenzje przygotowano na zlecenie Pana dr. hab. inz. Marcina Lukasiewicza,
prof. URK, po wyznaczeniu mojej osoby na recenzenta przez Rade Dyscypliny technologia
zywnosci 1 zywienia Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Koftataja w Krakowie. Przewdd
doktorski zostal wszczety na podstawie 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) oraz rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia
2018 r. (w sprawie szczegOlowego trybu przeprowadzania czynnosci w przewodach
doktorskim i habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu naukowego (Dz.U. z 2018
1. poz. 261) i przeprowadzany jest w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie technologia
zywnosci 1 zywienia (art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajace
Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669).

Ocena formalna rozprawy

Pani mgr inz. Joanna Skoczylas przedstawila rozprawe doktorska w formie
monografii. Rozprawa liczy lacznie 162 strony, w tym wstep teoretyczny przedstawiono
na 22 stronach, cze$¢ doswiadczalng na 17 stronach, wyniki badan na 35 stronach, a ich
dyskusje na 24 stronach. Dodatkowo rozprawa zawiera streszczenia (lacznie 4 strony
streszczen w jezyku polskim i angielskim), hipotezy i cel pracy (2 strony), wnioski (1 strona),
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wykaz stosowanych skrotow (3 strony), spis tabel (3 strony), spis rycin (2 strony), aneks
(6 stron), podzickowania (1 strona) oraz stron¢ tytulowa w jezyku polskim. Doktorantka
opracowala Iacznie 35 tabel oraz 21 rysunkéw. Do przygotowania uzasadnienia tematu badan,
wyboru metod analitycznych oraz dyskusji wynikéw wykorzystata znaczaca liczbg 272 zrodet
naukowych (26 stron pracy). Ponad 150 zacytowanych publikacji opublikowano
w ostatnich 10 latach, w tym az 37 publikacji pochodzi z lat 2020 - 2022. Wskazuje
to na dobre zrodtowe rozpoznanie tematyki badan przez Doktorantke oraz aktualnos¢
przedstawionego stanu wiedzy. Tekst i dokumentacja pracy sa przygotowane stosunkowo
starannie, z niewielkg liczbg tzw. literowek, bledow interpunkcyjnych oraz braku petnych
informacji w kilku cytowanych zrédtach (brak pozycji w wykazie, brak roku wydania
lub brak tytutu publikacji).

W kontekécie oceny formalnej stwierdzam, ze rozprawa ma prawidlowa strukture
oraz proporcje rozdziatéw dla pracy w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia.

Ocena istotnos$ci tematu badan w dyscyplinie technologia ZywnoSci i Zywienia

Doktorantka podjeta si¢ trudu oszacowania réznic pomigdzy skladem chemicznym
mlodych roslin czosnku uprawianych z cebulek powietrznych i z zabkéw, poréwnania
pojemnosci antyoksydacyjnej ekstraktow, zawartosci wybranych sktadnikow polifenolowych
po trawieniu metodg in vitro oraz oceny oddziatywania ekstraktéw po trawieniu na zywotnos¢
i cytotoksycznos$¢ wzgledem komorek Caco-2 oraz ekspresje w tych komérkach wybranych
gendéw kodujacych cytokiny pro- i przeciwzapalne.

Zaproponowana tematyka badah wpisuje si¢ w aktualne trendy zainteresowania
zywnos$cig funkcjonalng pochodzenia roslinnego, zasobng w unikalne sktadniki sprzyjajace
zachowaniu homeostazy organizmu, chronigce przed rozwojem chordb lub nawet dzialajace
wspomagajgco w leczeniu wybranych chordb. Mlode rosliny czosnku mozna uznaé
za odpowiedniki rodlinnych ,;microgreens” (mikrolistkéw). Wybor czosnku uznaj¢ za zasadny
z uwagi na unikalny sktad zwigzkow siarki w tej roslinie oraz zasobno$é w zwiazki fenolowe,
szczegblnie w rodlinach na poczatkowym etapie rozwoju. Z uwagi na fakt, ze czosnek mozna
uprawia¢ zaréwno z zabkéw jak i cebulek powietrznych interesujace naukowo stalo sig
poréwnanie zmian sktadu chemicznego roslin czosnku dwoch krajowych odmian (Harnas
i Ornak) w toku ich wegetacji (od maja do lipca).

Przeprowadzone badania sa nowatorskie, adekwatne dla dyscypliny technologia
zywnodci i zywienia, a uzyskane wyniki maja istotne znaczenie dla rozwoju nauki
oraz posiadaja walory aplikacyjne w kierunku rozwoju nowych Zrédet zywnosci zasobnych
w sktadniki bioaktywne.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

We przegladzie literatury Doktorantka przedstawila opis botaniczny czosnku,
szczegblowo omowila skladniki bioaktywne tej ro§liny oraz dokonala starannego opisu
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prozdrowotnych wilasciwosci czosnku (dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe). Ta czg$¢ pracy zostata uzupelniona
o opis ochronnego oddzialywania spozycia czosnku na choroby uktadu krwionosnego
(obnizenie  poziomu  cholesterolu  catkowitego, frakcji LDL, trdjglicerydow,
regulacja/obnizenie skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi, zapobieganie zakrzepicy
poprzez hamowanie agregacji ptytek krwi) oraz ryzyko wystapienia nowotworow okre¢znicy,
prostaty, przetyku, jamy ustnej i nerek. Doktorantka przedstawila réwniez dane na temat
zalecanego dziennego spozycia swiezego czosnku (1-2 zabki — ok. 4 g) oraz przeciwskazania
do jego stosowania (alergicy, osoby przyjmujace leki przeciwzakrzepowe). Zwrécila rowniez
uwage na mozliwe problemy zdrowotne ze strony przewodu pokarmowego po przekroczeniu
zalecanych dawek. W opisie literaturowym odrgbne czesci stanowig informacje dotyczace
pojecia biodostgpnosci sktadnikéw chemicznych z zywnosci, modelach in vitro trawienia
w przewodzie pokarmowym oraz charakterystyce linii komérkowych wykorzystywanych
w badaniach transportu transbtonowego sktadnikow z pokarmu (Caco-2 — gruczolakorak jelita
grubego, HT-29 — gruczolakorak jelita grubego, MSCK — komoérki nablonka psich nerek, linia
2/4/A1 - komérki jelita ptodu szczura). Omawiajac biodostepnos$¢ skladnikéw z pokarmu
Doktorantka skupita si¢ na przemianach zwiazkéw fenolowych (kwaséw fenolowych
i flawonoidéw) w roéznych odcinkach przewodu pokarmowego, wskazujac na interakcje
polifenoli z frakcja blonnikowa, zaleznos$¢ przemian od pH oraz oddziatywanie mikrobioty
jelitowej. Z tej czgdci pracy usunglabym jednak podsumowujacy fragment ze str. 39
(nie ma on zwigzku z tematem podrozdziatu 1.4.3.). T¢ cze$¢ tekstu wiaczytabym natomiast
do kolejnego rozdziatu pracy. W przegladzie literaturowym Doktorantka nie unikngta kilku
skrotow myslowych, np. na str. 27 ,,Dziatanie przeciwwirusowe przypisuje si¢ nastgpujacym
zwiazkom: ajoenowi, allicynie, tiosulfinianowi etylu allilu, ich ochrona polega na produkcji
przeciwcial...”; na str. 32 ,Na biodostepno$¢ zwiazkow polifenolowych ma takze wptyw
roslina...”; na str. 34 ,,...na biodostepnos¢ zwiazkéw polifenolowych wplywa réwniez rodzaj
zastosowanej metody podczas trawienia oraz sposob prezentowania otrzymanych wynikow”.
Ponadto, czy rzeczywiscie kwas synapowy jest mniejsza czasteczka niz kwas ferulowy
(str. 33)?

Doktorantka za cel gléwny badan przyjeta cyt. .,...poréwnanie sktadu chemicznego
i zawarto$ci wybranych skladnikéw bioaktywnych oraz aktywnosci antyoksydacyjnej
mitodych roélin, polskich, ozimych odmian czosnku odmiany Harna$ i Ornak uprawianych
z cebulek powietrznych lub zabkéw. Dokonano rowniez oceny biodostgpnosci zwiazkow
polifenolowych zidentyfikowanych w materiale ros$linnym z wykorzystaniem statycznego
modelu in vitro i modelu komdrkowego linii Caco-2”. Uznajg, ze cel gtowny badan zostal
jasno okreslony i zrealizowany w postaci dobrze zaplanowanych 5 zadan szczegotowych.
Pani mgr inz. Joanna Skoczylas postawita w pracy cztery hipotezy czastkowe, jednak moim
zdaniem hipoteza 2, cyt.:

,,2) trawienie metodg in vitro wplywa na zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w materiale
z mlodych ro§lin czosnku odmiany Harna$ i Ornak”,
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powstala nie na etapie planowania eksperymentéw, ale jako efekt uzyskania dyskusyjnych
wynikéw zawartoéci polifenoli w strawionych ekstraktach mlodych roslin czosnku.
Prosze Doktorantke o wypowiedz w tej kwestii podczas publicznej obrony.

W czesci doswiadcezalnej rozprawy mgr inz. Joanna Skoczylas szczegélowo opisata
zastosowany material roslinny, w tym pochodzenie odmian oraz agrotechniczne i klimatyczne
warunki ich uprawy w latach zbioru 2018-2020. Prosz¢ w tym miejscu o wyjasnienie
niejasnosci dotyczacej liczby dni z opadami LDO w tabeli 1 (351 33 dni dla grudnia i stycznia
oraz 30 dni dla lutego). W opisie zastosowanych materialdow Doktorantka podata rowniez
pochodzenie zastosowanej linii komoérkowej Caco-2. Schemat do$wiadczen zostat
przedstawiony szczegétowo na pogladowych rycinach 7 i 8, ale nazwa zawierajacego
te ryciny podrozdziatu 3.2. powinna by¢é uzupelniona (to nie tylko ,Metody”).
Ryciny 6-8 powinny by¢é ponadto poprzedzone tekstem wprowadzenia z ich zacytowaniem.

W dalszej czesci tego rozdziatu pracy Doktorantka szczegdétowo opisata zastosowane
techniki analityczne dotyczace oznaczenia zawartosci suchej masy, biatka, thuszczu, blonnika
zgodnie z procedurami AOAC, sktadnikéw mineralnych za pomoca wysokodyspersyjnego
spektrometru emisyjnego z plazma indukcyjnie sprz¢zong (ICP-OES), witaminy C metoda
Thillmansa, zawartosci polifenoli ogétem z odczynnikiem Folina-Ciocalteu, pojemnosci
antyoksydacyjnej w kolorymetrycznych testach ABTS, DPPH i FRAP i skladu kwaséw
ttuszczowych metoda GC-MS. Doktorantka wyczerpujaco przedstawita réwniez opis
oznaczania 19 zwigzkéw polifenolowych czosnku (9 flawonoidow i 10 kwaséw fenolowych)
technikg HPLC-DAD oraz 3 zwigzkow siarkowych (alliny, SAC i GSAC) technika HPLC-
MS.

Po dokonaniu selekcji probek, na miodych roslinach czosnku zebranych w maju
oraz dojrzatych zabkach, przeprowadzono eksperymenty trawienia in vifro (symulacje
trawienia zotadkowego i jelitowego) wg metodyki Starzynskiej-Janiszewskiej i in. (2016) —
niestety brak tej pozycji w wykazie pi$miennictwa. Przeprowadzono réwniez namnazanie
komorek Caco-2 z zachowaniem rekomendowanej wartosci rezystancji elektrycznej TEER
w przedziale 450-700 Qcm?, a nastepnie badano zywotnos¢ komérek w obecnosci w pozywee
ekstraktow z czosnku w stezeniach 1.5, 1.8 i 2.0 mg/ml. Zywotno$¢ komorek badano
w testach z wybarwianiem 0.5% roztworem fioletu krystalicznego oraz w testach
z odczynnikiem Owena (test tetrazolowy MTS). Do oceny cytotoksycznosci ekstraktow
czosnku Doktorantka zastosowala zestaw komercyjny (Cytotoxicity Detection Kit).
Koncowym etapem badan byla ocena ekspresji wybranych genéw w komoérkach Caco-2
z wykorzystaniem techniki Real-Time PCR z barwnikiem fluorescencyjnym SYBR Green.
Czes$é doswiadczalng konczy opis zastosowanych metod statystycznych i ich wykorzystania
w oprogramowaniu Statistica w wersji 13. Mgr inz. Joanna Skoczylas zastosowala analize
wariancji z testem post-hoc Duncana (analiza dwuczynnikowa) i test t-Studenta (analiza
jednoczynnikowa) dla wykazania réznic mi¢dzy badanymi wariantami.

W posumowaniu opinii na temat tego rozdziatu pracy stwierdzam, ze material
badawczy, organizacja eksperymentéw ‘i zastosowane techniki analityczne zostaly
prawidlowo dobrane. Szczegbtowo opisano sposéb postgpowania w kazdej procedurze
analitycznej oraz wyczerpujaco podano dane wykorzystanej aparatury i parametry ich pracy.
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Gtéwng czgé¢ pracy stanowi omoéwienie wynikéw (str. 61-96). W tej czesci
Doktorantka zamiescila 22 tabele z wynikami badan oraz 8 rysunkéw. Moim zdaniem,
w kontekdcie tematu rozprawy doktorskiej, wyniki w tabelach 2-15 powinny by¢
przedstawione w odmienny sposob. Bardziej zasadne bytoby poréwnanie w jednej tabeli
sktadéw chemicznych i pojemnosci antyoksydacyjnych roslin jednej odmiany wyhodowanej
z zabkow lub cebulek powietrznych w badanych trzech miesigcach. Pomimo tej usterki,
do najwazniejszych wynik6w opisujacych I etap badan (ocena skladu chemicznego
i pojemnos$ci antyoksydacyjnej) zaliczam wykazanie, ze mlode rosliny czosnku zebrane
W maju zawierajag najwigcej biatka, tluszczu ogoétem, blonnika pokarmowego i popiotu
ogotem, natomiast wraz z dojrzewaniem roslin czosnku rosnie w nich zawartos¢ suchej masy
i weglowodanow. Dominujgcymi skladnikami mineralnymi czosnku byly: potas, wapn,
siarka, fosfor i magnez, ktérych najwigksze ilosci stwierdzono w roSlinach z zagbkow
zebranych w maju. W obu typach mtodych roslin czosnku stwierdzono $ladowe ilogci niklu
i kadmu, natomiast zawartos$¢ glinu byta ok. 4-krotnie wyzsza w roslinach z wysiania cebulek
powietrznych. Co typowe, najwigcej glinu zawieraly roliny zebrane w maju. W roslinach
otrzymanych z wysadzenia zabkéw stwierdzono wigcej witaminy C i polifenoli ogétem.
Rowniez wszystkie testy badania pojemno$ci antyoksydacyjnej potwierdzily wyzszo$¢
mtodych roslin pozyskanych z wysadzenia zabkow, szczegdlnie tych zebranych w maju.
Wsrod flawonoidéw dominowaly w obu typach miodych roslin: katechina, epikatechina,
rutyna i hesperydyna, jednak wiecej tych zwigzkéw zawieraly rosliny uprawiane z zabkéw.
W milodych roslinach otrzymanych z wysiania cebulek powietrznych dominowaly cztery
kwasy fenolowe: syryngowy, ferulowy, synapowy i chlorogenowy, natomiast w mlodych
roslinach z wysadzenia zabkéw: kwas syryngowy, 4-hydroksybenzoesowy, chlorogenowy
i synapowy. Sklad kwaséow tluszczowych byt zréznicowany glownie przez termin zbioru
roslin i odmiane. Mtode rosliny zebrane w maju otrzymane z wysadzenia zabkéw zawieraty
zdecydowanie wiecej zwiazkow siarki, z dominujagcym udziatem alliny (sulfotlenek S-allilo-
L-cysteiny). Poréwnanie skladu catych mtodych roélin wysadzonych z zabkéw z dojrzatymi
zabkami czosnku potwierdzito wyzsza zawarto$¢ wigkszosci skladnikéw bioaktywnych
(poza mniejszg ilo$cig L-y-glutamyl-(S)-allilo-cysteiny) w catych mtodych roslinach.

Do istotnych rezultatéw badan zaliczam wykazanie, ze zwiazki polifenolowe obecne
w plynie po trawieniu miodych roslin czosnku zostaly w duzej mierze wchionigte przez
komoérki Caco-2. Zywotno$é tych komérek pozostawata na zblizonym do kontroli poziomie
po 24 i 72 godz. hodowli, przy stezeniu ekstraktow na poziomie 1.5 i 1.8 mg/ml pozywki.
Cytotoksycznosé powyzej 10% wzgledem komorek Caco-2 wykazaly wybrane ekstrakty
z mlodych roslin czosnku przy stezeniu 2.0 mg/ml. Wptyw ekstraktow na ekspresje genow
cytokin pro- i przeciwzapalnych byl zréznicowany, zalezny od odmiany i typu ekstraktu.
Wigksze obnizenie ekspresji genéw prozapalnych cytokin (IL8 i IL1B) oznaczono
dla ekstraktéow z odmiany Harna$. Wzrost ekspresji przeciwzapalnej cytokiny CCL2
stwierdzono dla ekstraktow z zabkow i miodych rolin czosnku odmiany Harna$ oraz zabkéw
odmiany Ornak. Ekstrakty z dojrzatych zabkéw obu odmian czosnku hamowaly ekspresje
prozapalnej cytokiny IL6.

W rozdziale dyskusja wynikéw (str. 97-121) Doktorantka poprawnie skorzystata
z licznych 7zrédet naukowych, chociaz dyskusje naukowa niewatpliwie utrudnial brak
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wynikéw badan dla mtodych roslin czosnku uprawianych z wysiania cebulek lub wysadzenia
zabkéw oraz réznice jednostek dla wartosci w cytowanych Zrédiach (podawano wartosci
w przeliczeniu na suchg lub $§wieza mase). Duza zaleta przedstawionej dyskusji wynikow
uzyskanych w etapie 1 badan jest przedstawianie zawartosci wielu skiadnikéw czosnku
w odniesieniu do norm RDA. Z kolei badania etapu I dotyczace zywotnosci komorek Caco-2
potwierdzily, ze ekstrakty z mlodych roslin czosnku dziataja podobnie do ekstraktow
z dojrzatych zgbkéw, olejku czosnkowego lub wybranych zwigzkow siarkowych czosnku.
Doktorantka przedstawita dostgpne dane na temat oddzialywania preparatéw czosnku
na rézne linie komérkowe, wskazujac na duza zmienno$¢ i rozbieznosci w uzyskiwanych
przez badaczy wynikach. W aspekcie wptywu ekstraktow czosnku na ekspresj¢ genow
wskazata jako kluczowe: zwiazki siarki, polifenole oraz cynk i miedz, ktére mogg wplywaé
na wyciszenie stanu zapalnego w organizmie, pracg uktadu immunologicznego i ograniczajg
synteze prozapalnych cytokin. Wyniki badafi wtasnych Doktorantki, podobnie do niektorych
cytowanych zrédel, potwierdzity mozliwo$¢ ograniczenia stanu zapalnego w komorkach
Caco-2 po kontakcie ze sktadnikami mtodych roslin czosnku.

W kontekscie dyskusji na temat przemian zwiazkéw fenolowych w przewodzie
pokarmowym prosze Doktorantke o podsumowanie cytowanych Zrédet w aspekeie zawartosci
kwaséw fenolowych i flawonoidéw w plynie po trawieniu. Jakie mogly by¢ przyczyny tak
wysokiej redukcji tych zwiazkéw po trawieniu in vitro? Proszg réwniez o poréwnanie tresci
pracy na stronach 114 i 116 odnoszacych si¢ do kwercetyny — czy ten zwigzek ulega
degradacji w jelicie po trawieniu, czy tez jest metabolizowany dopiero po wchtonigeiu?

Ostatnig cze$é rozprawy stanowi rozdzial Wnioski, w ktorym Doktorantka zamie$cila
5 wnioskéw bedacych odpowiedzig na przedstawione hipotezy badawcze. Potwierdzita tym
samym, 7e:

1) sklad chemiczny mtodych roslin czosnku jest zalezny od terminu zbioru, odmiany
i typu mlodej rosliny (z cebulek powietrznych lub z zagbkow);

2) po trawieniu metoda in vifro maleje w ekstraktach mtodych roslin czosnku zawartos¢
flawonoidow i kwaséw fenolowych;

3) z plynu po trawieniu in vitro kwasy fenolowe i flawonoidy sg wchlaniane przez
komorki Caco-2;

4) ekstrakty z mtodych roslin czosnku i z dojrzatych zabkow powoduja spadek ekspresji
gendéw wybranych cytokin prozapalnych.

Zaproponowany szosty wniosek jest podsumowaniem catoksztaltu badan i programowa
wskazowka, jakie dalsze prace powinny by¢ podjgte, aby jednoznacznie potwierdzi¢
prozdrowotne wiasciwosci mtodych roslin czosnku.

Dodatkowe tematy do dyskusji:

1) Czy zasadne jest stosowanie pojecia aktywno$¢ antyoksydacyjna w testach ABTS,
DPPH i FRAP jezeli wyniki przedstawia si¢ jako rownowazniki Troloksu?

2) Jakie sa przyczyny réznic w wartosciach pojemnosei antyoksydacyjnej ekstraktow
w przeprowadzonych testach? — jaki jest mechanizm dziatania antyoksydacyjnego
w tych testach,
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3) Jakie jest zdanie Doktorantki nt. adekwatnosci podawania wartosci liczbowych
z tak duzg doktadnoscig, np. 2930.25 (Tabela 6).

Wnhiosek koncowy

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Skoczylas
spetnia warunki okreslone w art. 13, ust. 1 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.,
pozy. 1789). Potwierdzam, ze recenzowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny technologia zywnoSci i Zywienia
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow
postepowania.
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