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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Joanny Turkowicz pt.:
»Zastosowanie reakcji derywatyzacji do opracowania nowych procedur oznaczania
kwasu liponowego”

Kwas liponowy nalezy do naturalnych zwigzkéw przeciwutleniajgcych, ktéremu
przypisuje sie szereg korzystnych wtaéciwosci. Jego gtéwna funkcjg jest usuwanie z
organizmu reaktywnych form tlenu a takze regeneracja innych waznych antyoksydantdw,
takich jak witamina C, witamina E, koenzym Q10 i glutation. Wptywa na poprawe funkgji
mitochondriéw, wspomaga metabolizm ttuszczow i weglowodanéw, wykazuje réwniez
dziatanie przeciwzapalne oraz poprawia funkcje uktadu immunologicznego. Zwiazek ten
wykorzystuje sie m.in. we wspomaganiu leczenia cukrzycy, szczegOlnie typu 2, marskosci
watroby, chorobach uktadu Sercowo-naczyniowego oraz schorzeniach neurologicznych,
takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, migreny czy stwardnienie rozsiane. Znalazt
rowniez zastosowanie w kosmetologii, ze wzgledu silne dziatanie przeciwutleniajace, przede
wszystkim jako sktadnik preparatéw przeciwstarzeniowych. Wykorzystywany jest takze przez
sportowcow do regeneracji miesni po wysitku. Badania wykazaty takze jego witasciwosci
odtruwajgce. Kwas liponowy moze chroni¢ watrobe, nerki i uktad nerwowy przed
szkodliwym dziataniem pierwiastkéw toksycznych, posiada zdolno$¢ ich wigzania i usuwania
Z organizmu.

Organizm cztowieka posiada zdolnoé¢ syntetyzowania tego zwiazku, ale jest on takze
obecny w produktach spozywczych, gdzie wystepuje w niewielkiej ilosci, znacznie wyzsze
jego zawartosci dostepne $3 W postaci suplementéw diety. Pomimo wykazanych korzystnych
wtasciwosci kwasu liponowego nie jest ustalona jego referencyjna wartoé¢ spozycia, gdyz
istnieje poglad, ze zdrowy organizm jest zdolny do wytarzania jego wystarczajacej iloéci. Jako
zwigzek naturalnie wystepujacy w organizmie jest dobrze tolerowany, wykazuje niewielka
toksycznosé, jednak dtugotrwate przyjmowanie wysokich dawek (300-600 mg) w postaci
suplementéw diety moze wywotywacé dziatania niepozadane.

Rozwdj nowoczesnych metod analitycznych, a jednoczeénie coraz wigksza wiedza na
temat znaczenia poszczegdinych sktadnikéw w zywieniu cztowieka, czesto wystepujacych w
minimalnych ilosciach, stwarza konieczno$¢ poszukiwania nowych, czutych i uniwersalnych
metod oznaczania takich zwigzkow.




W zwigzku z powyziszym podjety przez Panie mgr Monike Joanne Turkowicz temat
rozprawy doktorskiej jest jak najbardziej aktualny i uzasadniony.

Gtdwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej byto opracowanie nowej,
przydatnej analitycznie metody oznaczania kwasu liponowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem
Pani prof. dr hab. n. med. Joanny Karpinskiej. Rozprawa ma forme monografii (148 stron
maszynopisu) i sktada sie z dwdch zasadniczych czesci — teoretycznej, wprowadzajacej do
tematu oraz eksperymentalnej. W pierwszej czeéci Doktorantka przedstawita
charakterystyke kwasu liponowego, jego wtasciwosci fizyczne i chemiczne. Nastepnie
omowita role kwasu liponowego w organizmie, jego funkcje biologiczne, metabolizm,
przedstawita dane literaturowe dotyczgce mozliwosci wykorzystania kwasu liponowego w
przebiegu réinych schorze a takze sposoby otrzymywania kwasu liponowego oraz
wystgpowanie w produktach spozywczych. Kolejny podrozdziat czesci teoretycznej
poswigcony jest analityce kwasu liponowego, w ktérym doktorantka szczegétowo omawia
dotychczasowe metody analityczne oznaczania kwasu liponowego, ich stosowalnoéé, zalety
oraz wady. Omowione sa metody ekstrakcji, derywatyzacji, a nastepnie poszczegélne
techniki analityczne rozdziatu i detekcji tego zwigzku.

Cele szczegdtowe rozprawy doktorskiej obejmujg: 1. Zbadanie przebiegu reakcji
derywatyzacji kwasu liponowego z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym (CMPI), 2,4'-
dibromoacetofenonem  (DBAF), tetrafluoroboranem  2-chloro-1-metylochonolinowym
(CMQT) oraz alkoholem 4-metoksybenzylowym (4-MBA); 2. Identyfikacje otrzymanych
produktow reakcji derywatyzacji z zastosowaniem analizy spektralnej 'H NMR, IR, UV oraz
MS; 3. Opracowanie nowych procedur oznaczania kwasu liponowego z zastosowaniem
wymienionych odczynnikdw derywatyzujacych technika wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem UV i chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS); 4.
Oceng analitycznej przydatnosci opracowanych procedur, w tym ustalenie zakresu linowosci,
wspotczynnika determinacji, powtarzalnosci, granicy wykrywalnoéci (LOD), granicy
oznaczalnosci (LOQ); 5. Sprawdzenie praktycznego wykorzystania opracowanych metod
oznaczania kwasu liponowego w produktach spozywczych i suplementach diety. Badania
zostaty przeprowadzone na wybranych produktach spozywczych, takich jak ziemniaki,
szpinak, brokuty, bfonnik jabtkowy, mtody jeczmien, piwo oraz dwdch komercyjnie
dostgpnych suplementach diety z zawartosciag kwasu liponowego 300 i 100 mg w jednej
kapsuftce.

Zarowno cel gtéwny pracy, jak i postawione cele szczegétowe zostaty zrealizowane.
Zastosowana w pracy metodyka nie budzi watpliwosci, wszystkie opracowane metody
zostaty poddane walidacji, uzyskano zadowalajace odzyski metoda dodatku wzorca, a takze
duza zgodno$¢ uzyskanej zawartosci kwasu liponowego w badanych suplementach diety z
wartoscig deklarowang przez producentdw, co wskazuje na wysoka jako$¢ opracowanych
metod i duze doswiadczenie analityczne Doktorantki.

Uzyskane wyniki badan przedstawiono na 20 tabelach i 13 starannie przygotowanych
rycinach.



Omowienie i dyskusja otrzymanych wynikéw zostaty opracowane w jednym rozdziale,
co ze wzgledu na charakter rozprawy, ktorej gtownym celem jest opracowanie nowych
metod analitycznych, jest w moim przekonaniu zasadne. Jednak niektdre elementy
umieszczone w wynikach pracy, ktére bardziej wskazuja na zastosowang metodologie badan,
np. parametry analityczne poszczegdlnych metod, mogty by¢ umieszczone wczeéniej — w
rozdziale ,Materiat i metodyka badan”.

W podsumowaniu wynikéw i wnioskach Doktorantka podkreslita, ze w prezentowane;j
rozprawie doktorskiej zastosowata zaproponowane odczynniki derywatyzujgce po raz
pierwszy, nie wykorzystywane do tej pory w analizie kwasu liponowego (CMPI, CMQT, DBAF
oraz 4-MBA). Sprawdzony zostat przebieg redukcji kwas liponowy/kwas dihydroliponowy z
tymi odczynnikami oraz przeprowadzono oceng przydatnosci analitycznej nowo otrzymanych
pochodnych. Nowo opracowane procedury spektrofotometrycznego oraz
chromatograficznego oznaczania kwasu liponowego poddano walidacji. Przydatnosé
powyzszych metod potwierdzono poprzez oznaczenie zawartosci kwasu liponowego w
produktach spozywczych i suplementach diety. Zoptymalizowano etap ekstrakcji,
derywatyzacji oraz etap oznaczania chromatograficznego. Uzyskanie nowych zwigzkéw
potwierdzono wykonujac analizy spektralne *H NMR, IR, UV oraz MS. Poréwnano otrzymane
wyniki zawartosci kwasu liponowego w produktach spozywczych z danymi literaturowymi.
Rozbieznos¢ wynikéw eksperymentalnych i danych z pismiennictwa, jak stusznie zauwazyta
Doktorantka, moze wynikaé¢ z réznych zrédet pochodzenia materiatu do badan, rdznic
gatunkowych oraz warunkéw klimatycznych, z ktérych pochodzity préby.

Na koricu dysertacji dotgczone jest streszczenie w jezyku polskim i angielskim. W pracy
zacytowano 217 pozycji poprawnie dobranego pisSmiennictwa, w tym 88% pozycji
anglojezycznych. Jednak omawiajac zastosowanie kwasu liponowego w kosmetologii
powinno by¢ zacytowane pismiennictwo 43 zamiast 44, w ktérym wspomniane jest jedynie o
przeciwzapalnym dziataniu omawianego zwigzku na skére w przypadku ekspozycji na
promieniowanie UVB, przy czym zacytowane sq w tej publikacji prace zrédtowe.

W suplemencie rozprawy doktorskiej zamieszczono przyktadowe widma IR oraz NMR
otrzymanych zwigzkdw.

Na uwage zastuguje estetyka przygotowanej dysertacji - staranne, czytelne ryciny i
tabele utatwiaja czytajgcemu przeanalizowanie najwazniejszych rezultatéw z wykonanych
badan. Z obowigzku recenzenta zamieszczam kilka uwag:

- w wykazie skrétdw do detekg;ji elektrochemicznej lepiej byto przyja¢ jeden skrét, podobnie
skroty przeptywowej analizy wstrzykowej Fl, FIA s3 wyttumaczone nieprecyzyjnie —
ttumaczenie analiza przeptywowa (flow analysis) sugerowatoby skrét FA, wyzej wymienione
skréty oznaczajg odpowiednio flow injection/flow injection analysis;

- na str. 15 styl pisania grupy karboksylowej we wzorach chemicznych na rys. 1 i 2.
nalezatoby ujednolici¢;

- drobne btedy literowe i stylistyczne (np. str. 14, 65, na str. 29 — nalezatoby unikaé
sformutowar ,jak juz wczesniej wspomniano”);



- str.33/34 przy informacji dotyczacej produkcji kwasu liponowego w réznych krajach brakuje
odniesienia literaturowego;

- na str.36 powinno by¢: ,absorbowatby promieniowanie w zakresie UV-VIS;

- pojecie ,farmaceutyki” (str. 41) jest sformutowaniem potocznym, funkcjonujgcym z
zapozyczenia z jgzyka angielskiego, poprawniej bytoby uzy¢: srodki/preparaty
farmaceutyczne lub produkty lecznicze;

- W celu pracy na str. 57 zamiast oznaczania kwasu liponowego w prébkach biologicznych
nalezatoby uzy¢ w ,$rodkach spozywczych”, do ktdrych nalezg réwniez badane suplementy
diety. Prébki biologiczne, do ktorych zalicza sie np. krew, tkanki, mocz, nie byly przedmiotem
badar w niniejszej rozprawie;

- na str. 65 w opisie procedury przygotowania préb Doktorantka podaje, ze pozbywano sie z
masy tabletkowej, tymczasem przedmiotem badan byty kapsutki — inna postaé¢
farmaceutyczna. Wtasciwiej bytoby napisa¢, ze pozbywano sie substancji pomocniczych.

- na str. 89 przy informacji, ze w przypadku analizy zywnosci wptyw na zawarto$é
oznaczanego analitu moze mie¢ odmienna partia produktu, czas przechowywania, a takze
warunki srodowiskowe i klimatyczne rejonu, z ktérego pochodzg skfadniki $rodkéw
spozywczych — nalezatoby zacytowaé stosowne pi$miennictwo.

- uzyte na str. 113 oraz w celu pracy sformutowanie ,$rodki farmakoterapii” powinno by¢
zamienione na ,srodki stosowane do farmakoterapii” lub , $rodki farmaceutyczne”;

- wykaz literatury nalezatoby ujednolici¢, np. cytowanie tytutéw publikacji, gdzie w
niektorych przypadkach poszczegdlne wyrazy zaczynaja sie od duzych liter, niepotrzebnie
podawane s3 miesigce publikacji, w pozycjach 13 i 74 brakuje autoréw publikacji a w
pozycjach 159 i 160 wydawnictwa i miejsca wydania.

Powyzsze drobne uchybienia w tekécie dysertacji nie maja wptywu na jej wysoka jakosc i
wartos¢ praktyczna rozprawy doktorskie;j.

Zataczony dorobek publikacyjny, obejmujacy 14 publikacji o tacznym wspodtczynniku
IF = 16,674 oraz 11 streszczen konferencyjnych potwierdza naukowa dojrzato$¢ Doktorantki,
co znajduje odzwierciedlenie w starannym, przemyslanym podsumowaniu wynikéw
dysertacji i formutowaniu wnioskéw. Na podkreélenie zastuguje fakt, ze Doktorantka w
latach 2011-2016 byta kierownikiem projektu NCN Preludium, ktorego rezultatem sg m.in.
wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, z petnym przekonaniem stwierdzam, iz zatozenia i cel pracy zostaty w
petni zrealizowane, a uzyskane z badan wyniki i wnioski niewatpliwie posiadajg aspekt
praktyczny. Realizacja badain wymagata od Doktorantki duzego nakfadu pracy i petnego
zaangazowania w realizowane badania. Uwazam, 7e przedstawiona do recenzji dysertacja
spetnia ustawowe, z uwzglednieniem art. 13. ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz
zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z powyiszym,
przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu w Biatymstoku o
dopuszczenie Pani mgr Moniki Joanny Turkowicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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