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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marcina Turemko pt. ,,Aktywno$¢ przeciwutleniajaca
zwiagzkéw polifenolowych w badaniach modelowych ze szczegélnym uwzglednieniem
metod elektrochemicznych” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Danuty Zielinskiej prof.
UWM w Katedrze Chemii Wydzialu Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Recenzja zostata wykonana w oparciu o uchwate Rady Wydziatu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie w sprawie powolania recenzentow w
zwigzku z postgpowaniem wszczetym w celu nadania stopnia naukowego doktora mgr inz.
Marcinowi Turemko i przekazang pismem Dziekana Wydziatu Nauki o Zywnosci — prof. dr
hab. Malgorzaty Darewicz z dnia 15.12.2016 roku.

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska dotyczaca oznaczania wiasciwosci
przeciwutleniajagcych zwigzkow fenolowych, ktéra zostala wykonana w ramach projektu
badawczego NCN nr 5056/B/PO1/2011/40 pt. ,.Badanie aktywnosci przeciwutleniajacych
roslinnych zwigzkow polifenolowych — aplikacja metod elektrochemicznych w
eksperymentalnym modelu in vitro™ realizowanym w latach 2011-2014. W latach 2012-2013
mgr inz. Marcin Turemko pobieral stypendium w ramach projektu ,.Dr INNO 3. Stypendia
doktoranckie™ wspoétfinansowanego ze srodkoéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego

Funduszu Spotecznego.



Na przestrzeni ostatnich lat na szeroka skale prowadzone sg badania aktywnosci
fizjologicznej skladnikéw zywnosci, w tym metabolitow wtérnych zywnosci pochodzenia
roslinnego, a przede wszystkim zwiazkéw fenolowych. Najwigcej prac dotyczy ich
wlasciwosci przeciwutleniajacych, poniewaz powszechnie uwaza sie, ze stres oksydacyjny
jest przyczyng wielu schorzen w tym tzw. choréb cywilizacyjnych.

Dziatanie przeciwutleniaczy determinowane jest przede wszystkim ich struktura chemiczna. a
w metodach badania aktywnosci przeciwutleniajacej wykorzystywane sa roznorodne
mechanizmy przebiegu reakcji. Badane sa zdolnosci do neutralizowania wolnych rodnikow
zarowno wystepujacych w uktadach biologicznych jak i syntetycznych, zdolnosci do
chelatowania i redukowania jonow metali czy zdolnosci do przeniesienia elektronu z
przeciwutleniacza na material elektrody. Prowadzone sa prace nad ocena stosowanych
procedur, co pozwoli na standaryzacje stosowanych rozpuszczalnikéw 1 warunkow
wykonywanie pomiarow, jak rowniez nad poszukiwaniem nowych rozwiagzan stanowigcych
alternatywne mozliwosci wykonywania pomiaréw zdolnosci przeciwutleniajacych. Zaliczane
sa do nich metody elektrochemiczne, ktore stanowig tematyke dysertacji doktorskiej mgr inz.

Marcina Turemko.

Dysertacja doktorska obejmuje 219 stron tekstu, w tym 25 tabel (4 w zatgczniku) i 103
rysunki (51 w zalaczniku). Autor podat 201 pozycji literatury zwigzanej z zagadnieniem, na
ogdt obcojezycznej (21 pozycji w jezyku polskim) a jej wigkszosé, bo 66,17% to prace
opublikowane na przestrzeni ostatnich 10 lat.

Praca sklada si¢ z osmiu ponumerowanych rozdzialow, poprzedzonych spisem tresci i
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Ostatnie trzy rozdzialy stanowia wnioski,
literatura (raczej powinno by¢ wykaz literatury) i zalaczniki. Brakuje natomiast wykazu
stosowanych skrotow. Uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich (wstep, zagadnienie
w swietle literatury, cel pracy, materiaty i metody, omowienie wynikéw i dyskusja, wnioski).

Szczegotowy spis tresci umozliwia szybkie odnalezienie odpowiedniego fragmentu pracy.

W  przegladzie literatury okreslonej jako .Zagadnienie w $wietle literatury™
obejmujacym 51 stron, Autor omawia proces powstawania i znaczenie reaktywnych form
tlenu, syntetyczne i naturalne przeciwutleniacze ze szczegélnym uwzglednieniem zwiazkow
fenolowych (ich budowy, aktywnos$ci oraz zaleznosci pomigdzy strukturg a potencjatlem

przeciwutleniajgcym).



Przedstawione zostaly takze metody stosowane w badaniach aktywnosci przeciwutleniajacej
W oparciu o mechanizmy dzialania, oraz zwiazki biologicznie aktywne wystepujace w
jabtkach. Przeglad literatury dobrze $wiadezy o znajomosci pismiennictwa i zagadnien
zwigzanych z realizacja tematu dysertacji, brakuje jednak podrozdzialu zwiazanego z
katabolizmem w organizmie czlowieka zwiazkow fenolowych dostarczanych z pokarmem.
Tresci napisane sg logicznie i na ogét poprawnie stylistycznie i gramatycznie, chociaz Autor
nie unikngt stosowania potocznych okre$len takich Jak: doniesienia, trendy, opieranie sie na

czy Sledzenie.

Niesformulowana hipoteza badawcza pracy zaklada, ze do wyznaczania aktywnosci
przeciwutleniajacych zwiazkow fenolowych moga byé stosowane metody elektrochemiczne.
W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy wlasciwosciami elektrochemicznymi wybranych
zwigzkéw fenolowych z ich aktywnoscia przeciwutleniajaca mierzong powszechnie
stosowanymi metodami spektrofotometrycznymi mgr inz. Marcin Turemko wykorzystal
cykliczng woltamperometrie (CV) i roznicowg woltamperometri¢ pulsowa (CPV) oraz
oznaczyl zdolnos¢ do redukowania jonéw zelaza (IT), zdolnos¢ do neutralizowania wolnych
rodnikow 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) oraz zdolnoé¢ do chelatowania jonow
zelaza (II) w uktadach o réznych wartosciach pH. Pomiary zostaty dokonane dla standardéw

zwiazkow fenolowych i dla zwiazkow fenolowych wyizolowanych z jabtek.

W rozdziale ,,Materialy i metody” mgr inz. Marcin Turemko podaje wykorzystane w
badaniach odczynniki, aparature i sprzgt laboratoryjny. opisuje material badawczy i sposdb
jego przygotowania, sktad uktadow pomiarowych, stosowane w pracy metody i techniki
analityczne. Rozdzial ten obejmuje 25 stron i stanowi logiczny opis dobrze zaplanowanych i
przeprowadzonych badan a takze dowodzi doboru wlasciwych metod do rozwigzania

postawionych celow pracy.

Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w rozdziale ..Omoéwienie wynikow i
dyskusja™ obejmujacym 64 strony oraz na 30-stu stronach w zalaczniku. Rozdzial ten zawiera
5 podrozdzialow, w ktorych kolejno omawiane sa wlasciwosci elektrochemiczne wzorcowych
zwigzkoéw fenolowych z uwzglednieniem wplywu pH na potencjat ich utleniania, aktywnos¢
redukcyjna  (okre$lona  potencjalem  utleniania wyznaczonym  z  krzywych
woltamperometrycznych CV i CVP oraz polem powierzchni pod anodowa krzywa

cyklicznego  woltamperogramu), aktywnogé przeciwutleniajagca zwiazkéw fenolowych
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oznaczona metodami spektrofotometrycznymi, zdolno$¢ do chelatowania jonow Fe(Il).
Ostatnia  cze$¢ rozdzialu stanowia wyniki  dotyczace analogicznych  oznaczen
przeprowadzonych dla ekstraktow ze skorek i migzszu jabtek.

Oznaczenia przeprowadzono dla szesciu standardowych  kwasow fenolowych
(protokatechowego, wanilinowego, galusowego, kawowego, ferulowego i chlorogenowego):
29 flawonoidéw w tym: 5 flawon6éw (apigenina i jej glukozyd, luteolina 1jej dwa glukozydy);
9 flawonoli (kempferol i jego dwa glukozydy, kwercetyna i jej glukozydy, rutyna): 3
flawanony (naringenina i jej glukozyd, hesperedyna); 4 flawanole (katechina, epikatechina,
epigalokatechina i jej galusan); 6 antocyjanéw (cyjanidyna, delfinidyna, pelargonidyna i ich
glukozydy); dwa chalkony (floretyna i florydzyna) oraz trzynastu niskoczasteczkowych
metabolitow — kwasu fenylooctowego i jego pieciu pochodnych(4 hydroksy — i jedna
metoksy-hydroksy): pigciu pochodnych kwasu fenylopropionowego (hydroksy-, metoksy i
estru metylowego); kwasu 4-hydrokybenzoesowego i 1,3.5-trihydroksybenzenu. Jako zwiazki
referencyjne zastosowano Troloks, kwas L-askorbinowy oraz kwas MOCZOWY.

Magister inz. Marcin Turemko na podstawie przebiegu krzywych woltamperometrycznych
wykazal, ze podobnie tak jak zwiazki referencyjne, nicodwracalnemu utlenianiu ulegaja
zwiazki fenolowe nie posiadajace w swojej strukturze grupy di- lub trihydroksylowej lub
posiadajgce grupe hydroksylowa w pierscieniu B, a takze te. u ktorych jedna z grup
katecholowych ulegta metylacji lub glikozylacji. Struktura zwigzkow (obecnos¢ ugrupowan
katecholowych lub galolowych) decyduje réwniez o ich aktywnosci redukeyjnej do
wyznaczenia ktérej mozna wykorzystaé zaréwno potencjaly utleniania wyznaczone z
woltamperograméw (CV i DPV) jak i pola powierzchni pod krzywymi pradu anodowego
cyklicznych woltamperograméw (AUC). Duza aktywnosé redukcyjna wykazuja zwiazki o
niskich wartosciach potencjatu utleniania i duzych wartosciach pola powierzchni.

W celu porownania aktywnosci redukeyjnej oznaczonej metodami elektrochemicznymi z
wartosciami otrzymanymi metodami spektrofotometrycznymi (zdolnos¢ do redukowania
Jonoéw zelaza (III) — FRAP i zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow DPPH)
Doktorant wyrazit wszystkie otrzymane wyniki w mM Troloksu, wykonujac odpowiednie
pomiary elektrochemiczne i krzywa wzorcowa dla tego zwigzku. Otrzymane dane
potwierdzily przydatnos¢ proponowanych metod elektrochemicznych do badan zdolnosci
przeciwutleniajacych ~ zwigzkéw fenolowych, przy czym wysoka dodatnia korelacje
otrzymanych wynikow Doktorant uzyskat dla metody cyklicznej woltamperometrii (CV).

Otrzymane wyniki udowodnily, ze zmierzone zdolnosci redukcyjne czy chelatujace

zwiazkow fenolowych sg uzaleznione nie tylko od ich struktury chemicznej, rodzaju metody,
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kwasowosci uktadu pomiarowego ale takze obecnosci innych zwigzkéw chemicznych —

pomimo pewnych wspélnych kierunkow nie udalo si¢ uzyskacé takiej samej kolejnosci

zwigzkéw po ustaleniu szeregu aktywnosci nawet w przypadku zastosowania badania

zdolnosci redukowania jonéw zelaza (III) w dwdch ukladach pomiarowych. Rozbieznosci te

byty najwieksze w przypadku okreslenia zdolnosci chelatujacych.

Interesujaca czegscig przeprowadzonych badan sa wykonane prace aplikacyjne zwigzane z

wykorzystaniem proponowanych metod elektrochemicznych w oznaczaniu wtasciwosci

przeciwutleniajacych zywnosci, ktéra w tym przypadku stanowily ekstrakty otrzymane ze

skorek 1 migzszu jedenastu odmian jabtek

Doktorant oznaczytl w nich ogolng zawartos¢ zwigzkow fenolowych 1 flawonoidow ogotem,

dokonat jakosciowo-ilosciowe) analizy zwigzkéw fenolowych metoda HPLC-DAD-MS/MS,

okreslit aktywnos$¢ redukcyjng i zdolno$¢ do chelatowania jonow metali metodami

spektrofotometrycznymi i elektrochemicznymi. Szkoda, ze Autor dysponujgc licznymi

wynikami nie podjal préby powiazania zawartosci poszczegolnych zwiazkéw fenolowych

(a nie tylko ich ogolnego poziomu) z otrzymanymi aktywnosciami i postulowania

ewentualnych interakcji w mieszaninie. Generalnie, polaczenie przedstawienia wynikoéw z ich

dyskusja zubozyto przeprowadzenie tej ostatniej, ktora zajgta w sumie ok. czterech stron i

dotyczy glownie poréwnania otrzymanych wynikow z osiagnigciami innych badaczy bez

szczegblnego poszukiwania przyczyn otrzymanych roznic czy podobienstw.

Do tej czgs$ci pracy nasuwajg sig¢ nastepujgce uwagi i pytania:

- jakie byto kryterium wyboru zwigzkow dla ktorych wyniki przedstawiono w tekscie pracy i
w zalaczniku

- kolejnos¢ podrozdziatow 5.4.1 1 5.4.2 zgodnie z przyjeta konwencjg powinna by¢
zamieniona

- dlaczego analizujac wplyw pH stosujac metody spektrofotometryczne stosowano roztwory o
pH 2.5, 6,8 1 7,7 a w metodzie elektrochemicznej pH roztworu wynosito 6,0

- nalezato umiesci¢ (przynajmniej w zalaczniku) krzywa wzorcowa dla Troloksu,
wykorzystywang do obliczenia aktywnosci innych zwiazkoéw

- jakie byto kryterium wyboru odmiany jabtek, dla ktoérych umieszczono cykliczne
woltamperogramy i dlaczego pozostatych nie umieszczono w zataczniku

— w tekscie na str. 137 (ostatnie zdanie) nie powinno by¢ ,.ekstraktow z jablek™, ktore
omawiane sa w rozdziale 5.5 rozpoczynajacym si¢ od stronyl54

- poréwnanie efektywnosci zastosowanych metod znacznie utatwiloby zestawienie w tabeli

zwigzkow o najwyzszych aktywnosciach oznaczonych poszcezegdlnymi metodami
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- tekst omawiajacy wyniki zestawione na rysunkach czy w tabelach powinien znajdowac sie

w bezposrednim ich sgsiedztwie

Praca podsumowana jest dziewigcioma wnioskami, ktore znajdujg odzwierciedlenie w
otrzymanych wynikach, z zastrzezeniem, ze pierwszy wniosek powinien by¢ ostatnim i
zawiera¢ potwierdzenie uzytecznosci metod elektrochemicznych do wyznaczenia wiasciwosci
przeciwutleniajacych zwigzkow fenolowych, z uwagi na fakt, ze tego typu prace byly
prowadzone przez innych badaczy.

Brakuje takze podania ograniczen stosowanie metod elektrochemicznych w badaniach

zywnosci o wyjasnienie ktorych prosze Doktoranta w trakcie publicznej obrony dysertacji.

Do wykazu literatury mam dwie uwagi: brak zaznaczenia w wykazie prac tych samych
autorow z tego samego roku liter ,,a” i ,.b” oraz nie umieszczono w wykazie przywotywanych
w tekscie Rocznikéow Branzowych Glownego Urzedu Statystycznego i Rozporzadzenia
Komisji UE. Nalezy podkreslié, ze wszystkie umieszczone pozycje literaturowe sa cytowane

w tekscie pracy.

Uwagi przedstawione w ocenie pracy maja charakter redakcyjny, czes¢ z nich
dyskusyjny i nie maja wplywu na pozytywng ocen¢ merytoryczng pracy. Mgr inz. Marcin
Turemko postawil sobie za cel istotny problem okreslenia zaleznosci pomigdzy
wlasciwosciami  elektrochemicznymi  zwigzkow  fenolowych a ich  aktywnoscig
przeciwutleniajaca i zdolnoscia do chelatowania jonéw metali. Uzyskane wyniki badan
zarowno dla modelowych zwigzkow fenolowych jak i wystepujacych w skorkach i migzszu
jabtek potwierdzily przydatno$¢ metod elektrochemicznych (CV i DPV) do badania

wlasciwosci przeciwutleniajacych tych zwigzkow.

Tego typu badania sg nowatorskie w zakresie analizy zywnos$ci w aspekcie oznaczania
aktywnosci fizjologicznie czynnych sktadnikow zywnosci pochodzenia roslinnego. Badania
zostaly wykonane duzym nakladem pracy i inwencji tworczej, z wykorzystaniem
nowoczesnych technik analitycznych.

Otrzymane w pracy rezultaty wnosza duzy tadunek poznawczy — wskazuja na
mozliwosci  wykorzystania metod elektrochemicznych w  ocenie  wlasciwosci
przeciwutleniajacych zwigzkéw fenolowych, ktore moga zastepowaé lub uzupelnia¢

stosowane metody spektrofotometryczne, co stanowi bardzo wazny przyczynek w procesie

6



zarOwno oznaczania potencjalu przeciwutleniajacego zywnosci, jak rowniez wyjasniania
mechanizmoéow przebiegu reakcji uzaleznionych od warunkéw jej prowadzenia i budowy
aktywnego zwigzku.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi
wartosciowg i oryginalng prace badawczg z uwagi na wazng i uzyteczna tematyke wnoszaca
nowe kierunki do technologii zZywnosci w zakresie analizy zywnosci, oraz zastosowanie w

badaniach poprawnych i nowoczesnych metod analitycznych.

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Marcina
Turemko pt. ,,Aktywno$¢ przeciwutleniajaca zwiazkéw polifenolowych w badaniach
modelowych ze szczegdélnym uwzglednieniem metod elektrochemicznych” stanowi
oryginalne i warto$ciowe opracowanie naukowe, ktore spelnia wymagania stawiane pracom
na stopien doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci i zywienia oraz formalne
i merytoryczne kryteria zawarte w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r .,O stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn.

zm.) i wnoszg o dopuszczenie jej Autora do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

y . . )
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