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Podstawa prawna przygotowania recenzji: Uchwata nr 7/06/2025 Rady Dyscyplin Rolnictwo
i ogrodnictwo oraz Technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rzeszowskiego z dnia 30 czerwca
2025,

Ocena wiasciwosci przeciwutleniajgcych sktadnikéw zywnosci, a takie innych Zrédet materiatu
biologicznego weszto juz do kanonu badar w tych obszarach. Stato sie tak z jednej strony ze wzgledu
na istotng role procesdéw oksydacyjnych i aktywnosci przeciwutleniaczy w utrzymaniu homeostazy
organizméw tlenowych w naturze, a z drugiej strony ze wzgledu na zainteresowanie poznaniem
aktualnych potrzeb cztowieka uwzgledniajacych styl zycia i poznaniem dobrych #rédet naturalnych
przeciwutleniaczy — w swoim dobrze pojetym interesie. Wyniki tych badar byty poczatkowo na ogét
dos¢ oczywiste, a liczba dostepnych metod ograniczona. Jednak z czasem i wraz z postepem wiedzy
pojawito si¢ sporo watpliwosci dotyczacych samych procedur badawczych i znaczenia rezultatéw ich
aplikacji, a takze sporo nowych mozliwosci badawczych. Recenzowana praca wpisuje sie w ten wiaénie
zakres dociekart — niejednoznacznosci wynikow uzyskiwanych w badaniach ztozonych ekstraktéw
uzyskiwanych ze zrédet naturalnych, potencjalnej interferencji w procedurach analitycznych czy
wpfywie przygotowania prébek lub warunkéw prowadzenia analiz na ich wyniki.



Formalna ocena pracy

Przedfozona rozprawa doktorska zrealizowana jest w formie cyklu trzech publikacji z lat 2023-2024:

1. Kut K., Tama A., Furdak P., Bartosz G., Sadowska-Bartosz |. 2024: Generation of hydrogen peroxide
and phenolic content in plant-material-based beverages and spices. Processes, 12(1), 166

IF2023= 2,8, MNiSW = 70 pkt

2. Kut K., Bartosz G., Sadowska-Bartosz I. 2023: Denaturation and digestion increase the antioxidant
capacity of proteins. Processes, 11(5), 1362

IF2023= 2,8, MNiSW = 70 pkt

3. Kut K., Stefaniuk I., Bartosz G., Sadowska-Bartosz I. 2023: Formation of a purple product upon the
reaction of ABTS radicals with proteins. International Journal of Molecular Sciences, 24(10), 8912

IF2023 = 4,9, MNiSW = 140 pkt

Rozprawe doktorska stanowi maszynopis, ktéry obejmuje 121 stron tekstu (67 bez Aneksu). W jego
sktad wchodzi 12 numerowanych rozdziatéw:

1. Informacje wprowadzajace

2. Streszczenie w jezyku polskim

3. Streszczenie w jezyku angielskim
4. Wykaz skrotéw

5. Wstep

6. Cel i zakres pracy

7. Materiaty i metody

8. Wyniki

9. Dyskusja wynikéw

10. Wnioski

11, Bibliografia

12. Aneks (zawierajacy m.in. teksty publikacji wchodzacych w skiad rozprawy i o$wiadczenia autoréw).

Uktad rozprawy doktorskiej jest przejrzysty i zgodny z oczekiwaniami, jakie stawia sie tego typu
monografiom. Rozdziat Informacje wprowadzajqce, poza wykazem trzech publikacji wchodzacych w
sktad rozprawy doktorskiej, przedstawia miejsce realizacji badan i ich finansowanie, pozostate
publikacje Kandydata do stopnia doktora, a takie wykaz trzech posteréw zaprezentowanych na
konferencjach naukowych, w tym dwéch migedzynarodowych. Wykaz pozostatych publikacji liczy cztery
pozycje. Sg to prace opublikowane w czasopismach: Processes, Natural Product Research i
International Journal of Molecular Sciences. Ich taczny IF wynosi 13,1, co jest dobrym osiggnieciem.



Wstep stanowi krétkie wprowadzenie do problematyki reaktywnych form tlenu i reakcji
oksydacyjnych, roli zwigzkéw fenolowych i biatek w tych procesach, a takze podstawowych interakgji
pomiedzy rodnikami a antyoksydantami. Rozdziat Cel i zakres pracy przedstawia jej zakres realizowany
w formie dwdch czesci. Pierwsza z nich dotyczy zwigzkéw fenolowych w naparach roslinnych. Celem
tej czesci byto okredlenie zaleznosci pomigdzy zawartosicia tych zwiazkéw a iloscig generowanego
nadtlenku wodoru oraz wptywu tych wartoéci na catkowitg aktywnoéé przeciwutleniajgcg naparéw
oznaczang roznymi metodami. Druga cze$¢ pracy obejmuje badania wybranych uwarunkowan
oznaczania aktywnosci przeciwutleniajgcej biatek, przede wszystkim metoda z ABTS. W ramach
pierwszej czesci sformutowano dwie hipotezy badawcze:

1. Polifenole obecne w roslinnych naparach moga jednoczesnie generowaé i neutralizowac
nadtlenek wodoru w wyniku autooksydacji, co znaczaco wptywa na ocene ich wiaéciwoéci
antyoksydacyjnych.

2. llosé nadtlenku wodoru powstajagcego w ekstraktach moze stanowié przyblizona miare
zawartosci zwigzkdw fenolowych.

W ramach drugiej czesci sformufowano jedng hipoteze badawczg, choé lepiej bytoby rozdzielié¢ ja na
dwie rézne:

3. Zaréwno denaturacja, jak i enzymatyczne trawienie biatek moga znaczaco zwiekszy¢ ich
potencjat antyoksydacyjny, a powstanie fioletowej barwy w reakcji ABTS® z biatkiem jest
uzaleznione od zawartosci reszt tyrozyny w biatkach i moze wplywaé¢ na doktadnoéé¢ i
wiarygodnosé uzyskiwanych wynikow.

Materiat badawczy opisany jest dos¢ skrétowo, brakuje mi np. informacji nt. uzytych kaw — czy byty to
kawy ziarniste, mielone czy rozpuszczalne? Podobnie oszczedna miejscami jest cze$¢ opisujaca metody
badan — trudno si¢ chociazby dowiedzie¢, w jaki sposéb byty przygotowywane prébki do oceny
wizualnej i badar spektralnych po reakcji z ABTS™ w publikacji 3. Nie najszczesliwsze wydaje mi sie
nazwanie przez Doktoranta ,czasem zerowym” czasu ,,okoto 15 min po zalaniu prébki wrzaca woda” —
moim zdaniem znacznie lepiej bytoby wystandaryzowac¢ ten czas na 15 min i tak to wiaénie uja¢ w
pracy, Pomimo takiej praktyki stosowanej niekiedy w miedzynarodowej literaturze, nie moge takze
pominag¢ nazywania przez Pana Magistra ,polifenolami” wszystkich 2zwigzkéw fenolowych
stosowanych w pracy. Niektére z nich s oczywiscie polifenolami (wigcej niz jeden pierscier fenolowy,
np. kwercetyna), lecz wielokrotne grupy hydroksylowe w takich zwiazkach, jak pirogalol czy kwas
galusowy, Scisle rzecz biorgc trzeba by raczej okresli¢ jako przynalezgce do polihydroksybenzenu niz
polifenolu. Znacznie bezpieczniej okreslaé wszystkie te zwigzki jako ,zwigzki fenolowe” (phenolics lub
phenolic compounds).

W czgsci zatytutowanej Wyniki Kandydat przedstawit opublikowane w artykutach rysunki lub tabele i
krétko opisat uzyskane rezultaty. Stosowane w tej czesci okreélenie ,roslinne napary i przyprawy”
nalezatoby skrdci¢ do ,rodlinnych naparéw” lub ,badanych naparéw” — uzyte przyprawy to takze
materiat roslinny i takze wykonano z nich napary. Podobnie niepotrzebnym komplikowaniem jest
okreslenie ,ekstrakty z zi6t i przypraw leczniczych” — czy przyprawa leczniczg jest pieprz, kminek czy
kolendra? Jakie jest kryterium odrézniajace przyprawy lecznicze od zwyktych?

Pewna skrétowos¢ wyzej omdéwionego rozdziatu jest zrozumiata biorgc pod uwage fakt, ze nastepuje
po nim czes¢ Dyskusja wynikéw. Zawiera ona, poza przedyskutowaniem badan wiasnych z
informacjami dostgpnymi juz w literaturze, takie rozszerzenie oméwienia wynikéw, np. poprzez



przedstawienie wynikow statystycznej analizy rezultatéw wtasnych. W takiej sytuacji rozwazytbym na
przysztosc potgczenie obu tych rozdziatéw.

Te czgs¢ pracy koricza rozdziaty Whioski i Bibliografia. W pracy sformutowano 5 stwierdzen i wnioskéw.
Dwa pierwsze odnoszg sig¢ do czeéci badan skupiajacej sie na zwigzkach fenolowych. W drugim z nich
Kandydat podaje, ze niezbedne jest korzystanie z wielu metod oznaczania TAC oraz ich odpowiednia
interpretacja, zwfaszcza przy analizie materiafow o zfozonym skfadzie, takich jak produkty
Zywnosciowe — rézne metody oznaczania (ABTS, FRAP, CUPRAC, DPPH) réziniq sie selektywnoscig i
wrazliwoscig — nie powinny by¢ stosowane zamiennie bez kalibracji. Wydaje sie, ze ta druga czeéé nie
wynika z badari wtasnych, wigc informacja ta nie powinna by¢ w ten sposéb uzyta we wniosku z pracy.
Poza tym lepszym argumentem bytyby chyba rdéznice w mechanizmach reakcji i pH $rodowiska w
wykorzystywanych metodach. Na marginesie dodam, ze wyniki bylyby ciekawsze, a wnioski jeszcze
silniejsze, gdyby poza metodami opartymi catkowicie (FRAP, CUPRAC) i czesciowo (ABTS, DPPH) na
mechanizmie SET zastosowac takze w badaniach metode oparta catkowicie na mechanizmie HAT.

Trzy kolejne wnioski dotycza czesci pracy opartej na badaniach aktywnosci przeciwutleniajacej biatek,
przede wszystkim metoda z ABTS. Odnoszac sie do wniosku 3. chciatbym zwrécié uwage Kandydata, ze
denaturacja nie jest procesem technologicznym zywnosci, a wptyw ekspozycji reszt aminokwasowych
cysteiny, tryptofanu i tyrozyny na aktywnos$é nie wynika z Pana badan, wigc tworzac taki wniosek lepiej
byloby postuizy¢ sie stowem ,najprawdopodobniej”. Chciatbym wyrazi¢ takze watpliwosé odnosnie do
wniosku 4. — na podstawie czego Kandydat uwaza, ze tworzenie fioletowego adduktu pomiedzy
biatkami i ABTS** moze fatszowa¢ wynik oznaczenia aktywnosci ta metodg?

W pracy zabrakto mi (poza celami szczegétowymi) ogdlnego celu catosci badan sktadajgcych sie na
rozprawe doktorskg i w konsekwencji jednego, koricowego wniosku, ujmujgcego w syntetyczny sposéb
kwestie poruszone w badaniach. Zabrakio mi takie jednoznacznego rozstrzygniecia przedstawionych
hipotez badawczych.

Dysertacja koriczy sie o$wiadczeniami autoréw publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorska.
Wynika z nich, ze Kandydat miat odpowiednio znaczacy i istotny udziat w ich powstaniu — poczawszy
od prac koncepcyjnych, poprzez wykonanie czeéci badari i analize wynikéw, do wspétudziat w
przygotowaniu publikacji. Doktorant byt pierwszym autorem kazdej z nich, lecz nie byt autorem
korespondencyjnym.

Na zakoriczenie tej czesci mojej recenzji chciatbym odnies¢ sie do strony jezyvkowej rozprawy.
Przygotowujac tekst doktoratu, Kandydat powinien potraktowa¢ te strone swojej pracy z wiekszg
uwaga. W tekscie znaleZ¢ mozna sporo bteddw interpunkcyjnych. W czesci tekstu znajdujg sie
niewtasciwe odniesienia do rysunkéw, prawdopodobnie na skutek dotozenia jednego z nich i
nieskorygowania numerow rysunkéw przywotanych w dalszej czesci rozdziatu, Wystepujg takie
niepoprawnie sformutowane zdania, ktére sprawiajg wrazenie, jakby nie zostaty uwaznie przeczytane
po poprawkach. Dla zilustrowania tych ostatnich, przytaczam ponizej kilka przyktadow z rdéinych
rozdziatow,

Mechanizm reakcji SET mozna przedstawic¢ na przykfadzie metody, w ktdrej antyoksydant redukuje
rodnik kationowy ABTS', zmniejszajgc jego intensywne zabarwienie zielononiebieskie, odbarwienie, ta
zmiana jest mierzona spektrofotometrycznie.



Praca sktada sie z dwu komplementarnych czesci, obejmujqcych charakterystyke aktywnosci
antyoksydacyjnej) wybranych biafek i zwigzkéw polifenolowych oraz analize metodycznych aspektéw
Jej oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej w produktach zywnosciowych zawierajqcych te zwigzki,

Sposrod przypraw i ziét najwyisze wartosci odnotowano w rozmarynie (...) i tymianek (...). Najnizszq
aktywnosc, kakao, pieprz zielony i czarny, kminek, chili, oraz kolendra (...).

Roznica pomiedzy czasem zerowym i po 1h stezenie nadtlenku wodoru w ekstraktach.

Merytoryczna ocena pracy

Trzy recenzowane publikacje naukowe, stanowigce podstawe do ubiegania sie przez Kandydata o
stopieri doktora, uwazam za wartosciowe. W pierwszej z nich poruszono kwestie réznorodne;j
aktywnosci wodnych ekstraktéw suszonych produktéw spozywczych pochodzenia roslinnego,
zawierajgcych m.in. zwigzki fenolowe. Przebadano w niej takze aktywnosé¢ wobec kationorodnikéow
ABTS i rodnikéw DPPH oraz zdolno$¢ redukcyjna metodami FRAP (pH kwasowe) i CUPRAC (pH
obojetne). Nastepnie zbadano zawartoéé nadtlenku wodoru w ekstraktach bezposdrednio po
wytworzeniu i po jednej godzinie od wytworzenia. Uzyskano ciekawe wyniki, ktére sugerujg dalsze
badania. Gdyby powstawanie nadtlenku wodoru zdefiniowaé wylacznie jako powstawanie w czasie, to
wyniki jego zawartosci netto (stan po 1 h skorygowany o stan poczatkowy) sugerowatyby tworzenie
sig tego zwigzku podczas doswiadczenia w praktyce wytacznie w ekstrakcie zielonego pieprzu. Zjawisko
to jest podstawg do dalszych dociekan: na ile to zwigzki fenolowe w takich ekstraktach odpowiadaty
za obecno$¢ nadtlenku wodoru, szczegdinie na poczatku do$wiadczenia? W ekstraktach byly bez
watpienia obecne takze inne skfadniki. Autorzy przebadali aktywno$¢ réznych stezeh czystych
zwigzkéw fenolowych w tworzeniu i zmiataniu nadtlenku wodoru w warunkach doéwiadczenia.
Wykazano do$¢ stabilne podtrzymywanie w czasie steienia nadtlenku wodoru przy érednich
zawartosciach badanych zwigzkéw, lecz w prébkach z zadnym z dwéch powszechnie wystepujacych w
zywnosci fenoli (czyli z wyjatkiem pirogalolu) nie stwierdzono istotnych ilosci tego zwigzku
bezposrednio po zainicjowaniu do$wiadczenia. WyraZna zaleznoé¢ powstajgcego nadtlenku wodoru od
zawartosci zwigzku aktywnego ciekawie ilustruje antyoksydacyjno-prooksydacyjna dwoistoé¢ dziatania
przeciwutleniaczy przy réznych stezeniach — lub inaczej rzecz ujmujac — drugq twarz przeciwutleniaczy.

Ciekawy jestem zdania Kandydata nt. mozliwe] interferencji ze strony innych sktadnikéw ekstraktéw,
np. jondw metali. Zastosowany do wykrywania nadtlenku wodoru oranz ksylenolowy stosowany jest
takze do wykrywania jonéw metali, np. wapnia. Ciekawe tez jest, czy zdolnoséé zwigzkéw fenolowych
do redukcji i chelatowania jonéw zelaza mogla wptyna¢ na wyniki reakcji. Kwestia powstawania i
zmiatania nadtlenku wodoru przez zwigzki obecne w zywnosci jest warta dalszych dociekan i
szczeg6towego rozpoznania tych kwestii.

W kolejnej publikacji podjeto tematyke wptywu modyfikacji biatek na ich aktywnoé¢ przeciwutleniajaca
badang 1) metodg z ABTS, ktéra wykorzystuje mieszane mechanizmy dezaktywacji rodnikéw w
zaleznodci od charakteru przeciwutleniaczy i warunkéw $rodowiska reakcji, na ogét ze znaczna
przewaga mechanizmu SET, 2) metodg FRAP (czysty mechanizm SET w $rodowisku kwasnym,
odpowiadajgcym zywnosci) i 3) metodg CUPRAC (czysty mechanizm SET w érodowisku obojetnym,
przyblizajagcym warunki do fizjologicznych). Modyfikacja biatek polegata na zastosowaniu warunkéw
denaturujgcych bez ograniczenia rozpuszczalnosci (zastosowano dodatek SDS) i hydrolizy



enzymatycznej (papaing oraz trypsyna). Zaobserwowano wyrainy, korzystny wptyw obecnosci SDS,
szczegblnie przy badaniu aktywnosci metoda dopuszczajaca tagczone mechanizmy dezaktywac;ji.
Hydroliza enzymatyczna w zastosowanych warunkach nie data tak wyraznych rezultatéw — jedynie po
hydrolizie biatek jaja kurzego papaing zaobserwowano znaczacy wplyw procesu.

W badaniach aktywnosci antyoksydacyjnej aminokwaséw i biatek lub produktéw ich hydrolizy
sugerowatbym Panu Magistrowi na przysztoé¢ wzigcie takze pod uwage sekwencji aminokwaséw w
taricuchu peptydowym (w tym nie tylko aminokwaséw wykazujacych aktywnosé indywidualnie) — jest
to kwestia konsekwentnie pomijana przez Kandydata w omawianiu i dyskutowaniu wynikdw, a bardzo
istotna dla dziatania antyoksydacyjnego aminokwaséw w peptydach. W iywnosci generalnie
aminokwasy wystepuja samodzielnie w bardzo nieznacznych iloéciach.

W trzeciej publikacji podjeto ciekawa problematyke barwnego kompleksu powstajgcego podczas
reakcji biatek z ABTS™. Zjawisko to byto znane juz wczeéniej, lecz Kandydat ze Wspdtautorami poddali
je dogtebnej charakterystyce. Potwierdzili kluczowa role tyrozyny, aminokwasu o wiaéciwoéciach
przeciwutleniajgcych, w tworzeniu proponowanego adduktu. Poréwnali widma absorpcyjne w $wietle
widzialnym kationorodnikéw ABTS i produktu ich reakcji z BSA, pokazujac wyraine przesuniecie
gléwnego maksimum absorpcyjnego rodnikéw, lezgcego blisko granicy ultrafioletu, w kierunku fal
diuzszych, a takze brak interferencji spektralnej powstatego produktu z maksimum absorpcji ABTS™
typowo stosowanym w badaniach zywnosci (powyzej 700 nm). Pokazano (niemal liniowy) charakter
zaleznosci intensywnosci powstawania nowego kompleksu od zawartoéci kationorodnikéw w
Srodowisku reakcji, a takze poréwnano intensywnos¢ jego powstawania w przypadku réznych biatek
lub ich hydrolizatu. W celu lepszej charakterystyki produktu zweryfikowano takze wptyw silnych,
laboratoryjnych czynnikéw redukujacych, reakcji nitrowania grup hydroksylowych tyrozyny i pH
srodowiska reakcji na jego powstawanie. Poréwnano takze spektra absorpcyjne i emisyjne tyrozyny i
powstajgcego produktu reakcji, a przy pomocy EPR wykazano, ze roztwér zawierajgcy barwny addukt
nie generuje sygnatu charakterystycznego dla wolnych rodnikéw.

W tej czgsci zabrakfo mi jasnego opisania sposobu przygotowania prébek do wizualizacji wygladu
mieszaniny reakcyjnej w réznych warunkach oraz prébek stuigcych do zebrania danych
spektroskopowych, o czym wspomniatem weczesniej. Bez znajomosci sktadu mieszaniny poddanej
badaniom trudno jest analizowa¢, czy jakie$ sktadniki towarzyszace mogly mie¢ wplyw na
zarejestrowane widma.

W opisie swoich wynikéw Doktorantowi zdarzyty sie niekiedy mate lapsusy, jak np. stwierdzenie, ze
absorbancja przy 734 nm w mieszaninie ABTS™ z BSA wzrastala w sposéb liniowy (str. 39), czy
informacja, ze w przypadku wszystkich prébek obserwowano wzrost absorbancji wraz ze wzrastajgca
objetoscia roztworu biatka, ktéry w wiekszosci przypadkéw ulegt nasyceniu przy wyzszych objetoéciach
(str. 40) — omowione zjawiska odnosza sie w praktyce tylko do jednej z czterech prébek, w pozostatych
raczej nalezato podkresli¢ bardzo niewielkg zaleznosé absorbancji od stezenia. Co wiecej, Kandydat
powinien unikna¢ pisania o odnotowanej najwyzszej (czy jakiejkolwiek innej) korelacji przy braku jej
statystycznej istotnosci we wszystkich omawianych przypadkach (str. 48). Jednak uwagi przedstawione
powyzej i w czeéci dotyczace] oceny formalnej rozprawy nie umniejszajg wartosci publikacji
stanowigcych sedno zrealizowanych badan, a wyjasnienia poruszonych w recenzji kwestii spodziewam
sie podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej Pana Magistra.



Podsumowanie i wniosek koricowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
dotyczacego wptywu czynnikéw zwigzanych z doborem metod badawczych, przygotowaniem
materiatu do do$wiadczer i wspétwystepowaniem réznych proceséw podczas prowadzenia oznaczen
aktywnosci przeciwutleniajgcej sktadnikéw zywnoéci. Przedstawione w dysertacji badania s3
zrénicowane pod wzgledem zakresu. Wykorzystano w nich adekwatny do postawionych zadan sprzet
analityczny. Postawione w pracy cele nalezy uzna¢ za zrealizowane. Publikacje naukowe, ktére byty
podstawg przygotowania rozprawy doktorskiej, s w moim odczuciu wartoéciowe i beda stanowity
dobre Zr6dto informacji dla innych badaczy oraz inspiracje do dalszych badan.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Kacpra Romana Kuta pt. ,Wybrane aspekty metodyczne oznaczen
aktywnosci antyoksydacyjnej produktéw zywnosciowych zawierajacych biatka i polifenole” spetnia
wymagania zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2024 r., poz. 1897), co pozwala mi wnioskowa¢ do Rady Dyscyplin Rolnictwo i ogrodnictwo oraz
Technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Rzeszowskiego o dopuszczenie Pana Magistra Kacpra
Romana Kuta do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopier doktora.


Tomasz Dudek
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