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Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnos$ci PAN w Olsztynie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana magistra iniyniera Marcina Turemko pt.
wAktywnos¢ przeciwutleniajgca zwigzkow polifenolowych w badaniach modelowych
ze szczegolnym uwzglednieniem metod elektrochemicznych”

Praca wykonana zostata w Katedrze Chemii Wydziatu Ksztalttowania Srodowiska i
Rolnictwa Uniwersytetu Warmirisko-Mazurskiego

pod kierunkiem dr hab. Danuty Zieliriskiej, prof. UWM.

Tematyka wolnych rodnikéw i naturalnych przeciwutleniaczy ma charakter
bardzo interdyscyplinarny. Zajmuje ona wazne miejsce nie tylko w obszarze chemii,
medycyny i biologii, ale rowniez w nauce o zywnosci. Poznanie mechanizméw
utleniania waznych sktadnikéw odzywczych, zbadanie mozliwosci zapobiegania tym
procesom poprzez zastosowanie syntetycznych i naturalnych przeciwutleniaczy oraz
opracowywanie metod analizowania aktywnosci przeciwutleniajgcej biologicznie
aktywnych sktadnikéw zywnosci jest aktualnym wyzwaniem dla naukowcow. Z duza
satysfakcja moge stwierdzi¢, ze oceniana praca doktorska wnosi istotne nowe tresci

odnoszgce si¢ do przeciwutleniaczy i metod oznaczania ich aktywnosci.



Przedstawiona do oceny praca doktorska obejmuje 219 stron druku. Jej tresé
zostata podzielona na Wistep, Zagadnienie w swietle literatury, Cel pracy, Materiat i

metody, Omowienie wynikow i dyskusjg, Wnioski, Literature i Zatgczniki.,

Dokumentacj¢ w pracy stanowig 52 rysunki (+ 52 rysunki w Zatgcznikach) oraz
21 tabel. Rysunki zawarte w pracy przygotowane sg w profesjonalny sposéb. Ich szata

graficzna jest bardzo dobra. Uzupetniaja dobrze tekst i pozwalajg lepiej go rozumieé.

Spis Literatury jest bardzo obszerny i obejmuje 201 pozycji r6znojezycznych,
zaktualizowane do 2016. Doboér publikacji jest odpowiedni. Zdaniem recenzenta
obejmuje wszystkie podstawowe publikacj¢ odnoszace si¢ do aktywnosci
przeciwutleniajgcej naturalnych zwiazkéw polifenolowych i metod ich analizy. Przy
paginacji cigglej czasopisma niepotrzebnie podawane s w kilkudziesieciu pozycjach
numery zeszytow w roczniku. W pozycji 114 powinno by¢ ... reakcji Maillarda ...”;
w pozycji 123 ,2,6-Di-tert-butyl-hydroxytoluene...”; w pozycji 199 w tytule pracy

powinny by¢ male litery.

We Wstgpie Doktorant przedstawia podstawowe informacje dotyczace
reaktywnych form tlenu, roli wolnych rodnikbw w inicjowaniu choréb
cywilizacyjnych, przeciwutleniaczy syntetycznych i pochodzenia naturalnego,
wiasnosci przeciwutleniajacych kwasow fenolowych i flawonoidéw, wptywu struktury
w/w zwigzkow na ich wlasciwosci przeciwutleniajgce. Nastgpnie Doktorant omawia
trendy w badaniach aktywnos$ci przeciwutleniajacej zwigzkéw fenolowych oraz w
badaniach pojemnosci przeciwutleniajacej. Uwzglednia metody wykorzystujace
mechanizm SET, HAT, metody elektrochemiczne oraz inne metody analityczne.
Koncowy fragment tej czgSci dysertacji odnosi si¢ do zwigzkoéw biologicznie
aktywnych jako naturalnych zwiazkéw przeciwutleniajgcych oraz do jablek jako

zrodta zwigzkow biologicznie aktywnych.

Wstep w wyczerpujacy sposob informuje o problemie badawczym podjetym

przez Doktoranta, o jego praktycznym i poznawczym znaczeniu. Dobdr pismiennictwa



nie budzi watpliwosci. Styl tej czesci pracy jest bardzo dobry. We Wstgpie Doktorant
nie ustrzegl si¢ pewnych btedéw merytorycznych i jezykowych:

Str. 11 — Nieodpowiedni styl: ,,...naturalne przeciwutleniacze ...dostarczane ....z
produktami zywnosciowymi bogatymi w zwiazki polifenolowe...”.

Str. 11 - Nieodpowiedni styl: ,,... s3 nieroztagcznymi sktadnikami naszej diety”.

Str. 15 — Apoptoza w komorkach nowotworowych jest zjawiskiem korzystnym.

W kilku przypadkach Doktorant powinien odwota¢ si¢ do artykutéw zrodtowych
zamiast si¢ga¢ do podrgcznika akademickiego.

Str. 18 - Trudno si¢ zgodzi¢ z przypisaniem przeciwutleniaczom tak szerokiego
spektrum dzialania.

Str. 18 — Jak przeciwutleniacze moga wspomaga¢ proces powstawania wolnych
rodnikow?

Str. 18 — Nieodpowiedni styl: ,, surowce roslinne bogate w zwiazki fitochemiczne”.
Str. 19 — Powinno by¢ ,,systemy kontroli” zamiast ,,wladze panstw”.

Str. 20 — Powinno by¢ ,thuszczoéw zwierzecych”.

Str. 21 —Czy rzeczywiscie zwigzki fenolowe moga akumulowac¢ si¢ w organizmie?

Str. 22 — Glutation nie jest biatkiem.

Str. 23 — Nalezato wymieni¢ rzepak jako zrédlo sinapiny.

Str. 27 — Trudno taniny zaliczy¢ do flawanoli. Stanowig one odrebng grupg¢ zwigzkéw
polifenolowych.

Str. 34 — Wydaje si¢, ze homeostaz¢ zapewniaja w organizmie raczej
wyspecjalizowane biatka.

Str. 38 — Cytowane prace maja gtéwnie charakter opracowan przegladowych.

Str. 40 — Poprawna cytowalno$¢:” Niki i wspotpracownicy [2010]”.

Str. 42 — Jako TEAC wyraza si¢ jednak gtownie wyniki testu ABTS.

Str. 43 — ,,GC/DAD™?

Str. 46 i inne miejsca — Zdaniem recenzenta poprawng forma jest ,.kationorodnik
ABTS” zamiast kationorodnik ABTS™ .

Str. 46 i inne miejsca pracy — Powinno by¢ ,,Trolox”. Przy odmianie poprawna jest

rzeczywiscie forma ,, Troloksu”.



Str. 47 — Nalezalo zaznaczy¢, ze wigkszo$¢ modyfikacji metody DPPH uwzglednia
staly czas reakcji i ilo$¢ przeciwutleniacza potrzebng do redukcji rodnika o 50%.

Str. 48 — Wydaje sig¢, ze nalezalo wymieni¢ bardzo popularng metode ,reducing
power” wykorzystujacej tworzenie si¢ bigkitu pruskiego (Oyaizu, M. (1878). Studies
on products of browning reaction-Antioxidative activities of products of browning
reaction prepared from glucosamine. Japanese Journal of Nutrition, 44, 307-315).

Str. 58 — Witaminy zalicza si¢ do sktadnikéw odzywczych.

Str. 59/60 — Nalezato wspomnie¢ rowniez o peptydach.

Wskazane byloby omoéwienie aktywnosci przeciwutleniajacej wyznaczonej poprzez
pomiar zmian zachodzacych w olejach i tluszczach w badaniach modelowych z
dodatkiem naturalnych przeciwutleniaczy (,,bulk oil system” ,,meat model system”.)
Str. 61 — Powinno by¢ ,,0,4 g lipidéw bogatych w WNKT”.

Str. 63 — Zdaniem recenzenta nalezalo w paragrafie uwzgledni¢ metne soki jabtkowe.

Wychodzac z tresci zawartych we Wstgpie Doktorant formutuje bardzo poprawnie cel
Swojej pracy (str. 64). Na wyrOznienie zasluguje tu antycypacja korzysci

poznawczych i praktycznych, ktére beda wynikac z realizacji zatozonych celow.

W rozdziale 4 Material i metody Doktorant zamieszcza najpierw wykaz
odczynnikéw, aparatury i sprzetu laboratoryjnego. W tym miejscu pragne uwage na
nowoczesny charakter instrumentarium analitycznego uzytego do realizacji celow
badawczych w niniejszej pracy.

W dalszej czegsci rozdzialu podana jest lista zwigzkéw fenolowych, zwigzkow
referencyjnych, bufor6w i materialy roslinnego — jablek jedenastu odmian
pochodzacych z lokalnego rynku w wojewddztwie warminsko-mazurskim. Na
szczegblne uznanie zashuguje bardzo szeroki zakres zwigzkéw chemicznych.
Obejmuje on 5 zwigzkéw referencyjnych, kwasy fenolowe (6 zwigzkéw) oraz
flawonoidy: flawony (5 zwiazkéw), flawonole (9 zwigzkow), flawony (3 zwigzki),
flawanole (4 zwigzki), antocyjany (6 zwiazkow), chalkony (2 zwiazki). Doktorant
zestaw analizowanych zwigzkow fenolowych poszerzyt o 13 gtownych metabolitow

flawonoidéw. Wszystkie zwiazki charakteryzowaly si¢ wysokim stopniem czystosci.



Do oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajgcej czystych zwigzkow fenolowych
oraz ekstraktow z jablek Doktorant uzyt klasycznych metody spektrofotometrycznych
oraz metod elektrochemicznych. Do pierwszej grupy nalezala metoda FRAP, jej
modyfikacji z uzyciem ferrozyny zamiast TPTZ oraz metoda DPPH. Do oznaczenia
aktywno$ci  redukcyjnej  zwigzkéw  fenolowych  zastosowano  cykliczng
woltamperometrii (CV) i réznicowa woltamperometrii pulsowa (DPV). Pojemnosci
redukcyjng ekstraktow z jablek analizowano korzystajac z metody CV. Na podstawie
zarejestrowanych cyklicznych woltamerograméw badanych roztworéw odczytywano
wartosci potencjatéw pikéw anodowych oraz wyznaczano pole powierzchni pod
krzywa piku anodowego utleniania. W przypadku ekstraktéw z jablek wyznaczano
jedynie pole powierzchni pod krzywa piku pradu anodowego utleniania.

Zdolno$¢ do chelatowania zelaza (II) zanalizowano metoda spektro-
fotometryczng przy uzyciu ferrozyny jako czynnika kompleksujacego oraz metody
elektrochemicznej - réznicowej woltamperometrii pulsowe;.

Ekstrakty zwigzkéw fenolowych scharakteryzowano przez oznaczenie
zawartosci flawonoidow ogétem (z uzyciem NaNO, i AICl3) i zwigzkéow fenolowych
ogdtem (z uzyciem odczynnika fenolowego Folina-Ciocalteu). Do dokladnego
poznania zwigzkow fenolowych obecnych z ekstraktach z jablek wykorzystano system
mikro-HPLC sprzezony ze spektrometrem QTRAP.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow obejmowata jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji i test NIR Fishera.

W tym miejscu pragng¢ z uznaniem odnie$¢ si¢ do umiejetnosci analitycznych
Doktoranta. Uzyl on do badan bardzo wielu metod analitycznych. Wykazal sig
znajomoscig nowoczesnych metod instrumentalnych stosowanych w  analizie
zwigzkow fenolowych i ich aktywno$ci przeciwutleniajgcej. Doskonale opisane
zostaly postepowania analityczne. Forma graficzna tej czesci pracy (struktury
chemiczne zwigzkow oraz woltamper ogramy i fotografie aparatury pomiarowej) s
bardzo wysokiej jakosci.

W Czesci Materiaty i metody Doktorant popetnit kilka btedéw jezykowych i
merytorycznych:

Str. 76 — Nieodpowiedni styl: powinno by¢ ,,za pomocg ...”.



Str. 76 — Powinno by¢ ,,stezeniu odpowiadajagcemu 20 mg liofilizatu/ml ....”.

Str. 76 — Wirowanie charakteryzuje si¢ poprzez wartos¢ ,,x g” a nie ,,rpm”.

Str. 79 i inne miejsca Dysertacji — Zdaniem recenzenta powinno by¢ ,rodnikéw
DPPH” a nie ,,rodnikéw DPPH™.

Str. 89 — Co znaczy ,,optymalne parametry”?

Czegs¢ pracy Wyniki i dyskusja (rozdziat 5) oceniam bardzo wysoko. Doktorant
w bardzo przystepny sposob podaje uzyskane wyniki, dyskutuje je z danymi
literaturowymi, odnosi je do obowigzujacych teorii. Ta czg$¢ pracy jest tatwa w
czytaniu. Odnosniki do tabeli i wykres6w utatwiajg zrozumienie tre$ci. PiSmiennictwo,
do ktérego odwotuje si¢ Doktorant, jest aktualne i prawidlowo dobrane. Na szczego6lne
wyr6znienie zastluguja fragmenty omawiajace zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia

przeciwutleniajaca zwigzkow fenolowych a ich strukturg chemiczna.

Zdaniem recenzenta wyniki analizy korelacji pomiedzy aktywnoscig
redukcyjng wyznaczong metodami elektrochemicznymi i spektrofotometrycznymi
powinny by¢ przedstawiona na rysunku z uwzglednieniem réwnania regresji. Warto$¢
wspoétczynnikéw korelacji powinna by¢é w pracy podana z doktadnos$cig do trzech

miejsc po przecinku.

W rozdziale 6 Doktorant formutuje 9 Wnioskéw wyptywajacych z uzyskanych
wynikow. Nie budza one watpliwosci recenzenta. Podsumowujg przeprowadzone
badania i ktada odpowiednie akcenty na znaczenie poznawcze i utylitarne wynikow.

Mogg réwniez uznaé, ze wnioski sa adekwatne do celow pracy zawartych na str. 64.

Whiosek koncowy

Reasumujac chciatbym stwierdzi¢, ze pomimo zgloszonych uwag i
dostrzezonych blgdéw oceniana praca wyrdznia si¢ bardzo wysokim poziomem
naukowym, wykonana zostala przy wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych,

a uzyskane wyniki zostaly przedstawione, przeanalizowane i zinterpretowane w



sposOb wnikliwy. Na podkreslenie zastuguje duza wiedza chemiczna i biologiczna
Doktoranta. Dzigki niej w Swej pracy mégt On porusza¢ wiele zagadnien z ré6znych

obszaréw nauk $cistych i przyrodniczych.

Wartosci merytoryczne pracy doktorskiej Pana magistra inzZyniera
Marcina Turemko pt. ,,Aktywnos¢ przeciwutleniajgca zwigzkow polifenolowych w
badaniach modelowych ze szczegdlnym uwzglednieniem metod elektrochemicznych”
i wynikajace z nich cenne mozliwosci aplikacyjne pozwalaja mi na stwierdzenie,
Ze spelnia ona wszystkie wymagania stawiane tego typu opracowaniom. Z pelnym
przekonaniem przedkladam zatem do Rady Wydzialu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie Pana

magistra inzyniera Marcina Turemko do publicznej obrony niniejszej pracy.
Wysoki poziom naukowy ocenianej pracy motywuje mnie do zlozenia

Wysokiej Radzie wniosku o wyréznienie Doktoranta w sposéb praktykowany na

Wydziale Nauki o Zywnosci.

Prof. dr hab. Ryszard Amarowicz



