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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. F.ukasza Wozniaka pt. ,,Wykorzystanie nadkrytycznego tlenku
wegla (IV) do ekstrakeji wybranych grup metabolitéw wtérnych z wytlokéw owocowych”
wykonanej w Zakladzie Analizy Zywnosci Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozyweczego
im. prof. W. Dabrowskiego Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, pod
kierunkiem dr hab. inz. Renaty Jedrzejczak, prof. IBPRS

Rozprawa doktorska mgr inz. Lukasza Wozniaka ma forme spdjnego tematycznie cyklu
5 oryginalnych prac naukowych. Autor zebral cykl publikacji w postaci raportu, w ktérym Kkopie
publikacji (rozdzial 9) poprzedza zwigzle omdwienie (rozdzialy od 1 do 8). Oméwienie to skiada sie z
wykazu publikacji, streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu, przegladu pismiennictwa,
prezentacji celu i zakresu pracy, opisu materialu i metodyki badan, oméwieniu i dyskusji wynikow,
podsumowania iwnioskOw oraz spisu pismiennictwa. Jak wspomniano, rozdzial 9. stanowi Kkopie
artykutéw. W rozdziale 10 przedstawiono oswiadczenia wspolautorow publikacji stanowiacych cykl
oryginalnych prac naukowych, na podstawie ktérych przygotowana jest praca doktorska mgr inz. Lukasza
Wozniaka. Czgs¢ zasadnicza omowienia zawiera zwiezly opis przeprowadzonych badan (skrot publikacji)
przedstawiony w prawidlowym ukladzie pracy naukowej. Publikacje stanowigce podstawe rozprawy
doktorskiej zostaly opublikowane w latach 2015-2018 w recenzowanych czasopismach (Separation
Science and Technology (publikacja nr 1 — P1), Applied Sciences (P2), Molecules (P3 i P4),
Chromatographia (P4)) o tacznej liczbie punktéw MNiSW 130 i sumarycznym wskazniku Impact Factor
rownym 9.759. Zgodnie z deklaracja Doktoranta i o$wiadczeniami wspotautoréow (rozdzial 10), udziat
Doktoranta w publikacjach wynosit od 70% do 80%. We wszystkich pieciu publikacjach Doktorant jest
pierwszym i korespondencyjnym autorem. Oznacza to, ze praca naukowa Doktoranta zostata juz wysoko
oceniona przez niezaleznych specjalistow recenzujacych artykuty naukowe w czasopismach z listy JCR.
Stanowi to gwarancje merytorycznej poprawnosci przyjetego modelu badawczego i sformulowanych
wnioskow.

Przedstawiona do recenzji praca badawcza dotyczy oceny i optymalizacji ekstrakcji zwiazkdw
fenolowych i terpenowych z wytlokow owocdw kolorowych i jablkowych tlenkiem wegla (IV) w stanie
nadkrytycznym. Podjecie takiego tematu oceniam wysoko, zaréwno z punktu widzenia wyboru metody
ekstrakcji, materiatu badawczego, jak i analizowanych zwigzkow aktywnych. Ekstrakcja plynem
nadkrytycznym (SFE) w ostatnich latach wzbudza coraz wigksze zainteresowanie wsrod naukowcow jako
alternatywna metoda separacji zwiazkow aktywnych z materiatow roslinnych. Niewiele jest jednak prac
dotyczacych ekstrakeji zwigzkéw z wytlokéw owocowych, ktére pomimo ze sa odpadem
poprodukeyjnym, stanowia bogate zrodlo zwiazkéw bioaktywnych, dlatego podjecie tej tematyki przez
Doktoranta uwazam za celowe, wazne z punktu widzenia nauki, ale takze i praktyki.
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Dokonany przez Doktoranta przeglad literatury, zawarty we wstepie opracowania oraz w artykutach,
potwierdza Jego szeroka wiedzg¢ teoretyczna z zakresu ekstrakcji prowadzonej w warunkach
nadkrytycznych, jak i z zakresu zwiazkéw aktywnych z grupy polifenoli i terpendw zawartych
w surowcach roslinnych.

Celem badan Doktoranta byla weryfikacja hipotezy badawczej zakladajacej, ze ekstrakcja
w warunkach nadkrytycznych tlenkiem wegla (IV) wybranych metabolitow wtornych z wytlokdw
owocowych moze stanowié alternatywe dla ekstrakeji rozpuszezalnikami organicznymi. Weryfikacji tej
hipotezy Doktorant dokonal w oparciu o przeprowadzenie badan w zakresie ekstrakcji zwiazkéw
fenolowych z wytlokdw owocdw wisni i aronii (pierwsza czgsé¢ pracy, na ktora skladaja sie dwie
publikacje) oraz w zakresie ekstrakcji zwiazkéw terpenowych z wytlokéw jabtkowych (druga czesé
pracy, na ktora skladaja si¢ trzy publikacje, w tym jedna przegladowa). Szczegdétowe cele badan zawarte
w artykulach byly sformutowane jednoznaczne i przejrzyscie.

Doktorant wlasciwie opisal material badawczy, ktéry w przypadku wytlokéw z wisni i aronii
pozyskat samodzielnie w warunkach laboratoryjnych, natomiast w przypadku wytlokdéw jabtkowych
otrzymat od lokalnego producenta sokow. Mam jednak zastrzezenie do informacji dotyczacej zawartosci
suchej masy w otrzymanych wytlokach wisniowych, ktéra jak podaja Autorzy w publikacji P1, wynosila
242 + 0,2%. Prawdopodobnie wkradl sie tu blad, ktory nie zostal zauwazony przez Autordow
i recenzentow czasopisma, gdyz sucha masa swiezych owocow, w zaleznosci od odmiany i roku, moze
wynosi¢ od 10% do 28%. Doktorant szczegolowo przedstawil ekstrakcje tlenkiem wegla (IV)
w warunkach nadkrytycznych oraz rozpuszczalnikami organicznymi. Do oznaczen zawartosci
antocyjanéw i triterpenowych Doktorant wykorzystal metody chromatograficzne (odpowiednio HPLC
1 GC), natomiast do oznaczenia zwiazkow polifenolowych ogétem i do okreslenia aktywnosci
przeciwutleniajacej ekstraktow polifenolowych — metody spektrofotometryczne, ktére to metody zostaly
wyczerpujaco opisane. Dodatkowo, Doktorant oznaczyt ilosciowo m.in. kwas ursolowy wedlug nowej
procedury analitycznej, ktérej opis zawarl w publikacji P4 stanowiacej przedmiot rozprawy doktorskiej.
Procedura oznaczania kwaséw triterpenowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detektorem fluorometrycznym (HPLC-FDL) obejmuje szczegélowy opisy ekstrakcji, hydrolizy
alkalicznej, ekstrakcji do fazy stalej i upochodniania. Wartos¢ publikacji podnosi przeprowadzona
walidacja nowej procedury analitycznej.

Drobnag rozbieznosé, wynikajaca zapewne z pomylki, dostrzegtam w podanych eluentach
wykorzystanych do rozdziatu antocyjanéw, gdyz w czesci metodycznej publikacji (P1 i P2) podano
acetonitryl, natomiast w omowieniu (podrozdzial 5.5.2.) — metanol. Pewng niescistoscia jest podawanie
w opisie metody chromatograficznej (podrozdziat 5.5.2.), ze . Zawartos¢ antocyjanéw oznaczono
spektrofotometrycznie przy dhugosci fali 520 nm™. Chcialam zaznaczy¢, ze podobnego zdania nie ma
w opisie metody oznaczania zawartosci antocyjandw metoda HPLC w ocenianych publikacjach
Doktoranta.

W rozdziale Omowienie i dyskusja wynikéw opracowania stanowiacego odzwierciedlenie informacji
zawartych w trzech publikacjach, stanowiacych przedmiot rozprawy doktorskiej (P1, P2 i P5), Doktorant
przedstawit wyniki dotyczace optymalizacji parametréw ekstrakcji tlenkiem wegla (IV) w warunkach
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nadkrytycznych wybranych zwiazkow aktywnych z wytlokow wisniowych (P1), aroniowych (P2)
i jabtkowych (P5). W procesie ekstrakcji Doktorant dobratl optymalna temperature i ciSnienie procesu.
Wykazal, ze zarowno w przypadku wytlokéw wisniowych, jak i aroniowych najwyzsza wydajnosc
ekstrakcji zwiazkow fenolowych uzyskuje sig¢ prowadzac proces w temperaturze 35 °C, przy cisnieniu
10 MPa i z 80% dodatkiem etanolu. W przypadku natomiast wytlokoéw jabtkowych najszybsza ekstrakcje
zwiazkow terpenowych uzyskuje sie przy temperaturze 80 °C i ciSnieniu 30 MPa. Doktorant wykazat
najwyzsza rozpuszczalnos¢ kwasu ursolowego i B-sitosterolu wiasnie przy tych parametrach.

Duzym osiagnigciem, o znaczeniu aplikacyjnym, jest niewatpliwie proba powiekszania skali procesu
ekstrakcji zwiazkow triterpenowych z wytlokéw jabtkowych, do czego Doktorant zastosowal
matematyczne opisy kinetyki procesu. Modelowanie kinetyki ekstrakeji mgr inz. Lukasz Wozniak zawart
w publikacji P5. Autor podkreslil, ze wybdér odpowiedniego modelu matematycznego umozliwia
prognozowanie przebiegu krzywych ekstrakeji co, w przypadku powiekszania skali procesu, ma istotne
znaczenie w punktu widzenia ekonomii produkcji.

Przedstawione przez Autora wyniki wskazuja, ze wytloki z owocdw, takich jak wisnie czy aronia
stanowia doskonate zZrodlo zwiazkoéw fenolowych o wysokich wiasciwosciach przeciwrodnikowych.
Podobnie, dobrym zrédlem biologicznie aktywnych zwiazkow terpenowych sa wyttoki jabtkowe. W tych
ostatnich Autor zidentyfikowal osiemnascie triterpenow, wsrod ktorych dominujacym zwiazkiem byl
kwas ursolowy o udowodnionym szerokim spektrum witasciwosci farmakologicznych. Przegladu 204
artykuléw dotyczacych tego zwiazku mgr inz. L. Wozniak dokonal w publikacji P3 stanowiacej
przedmiot rozprawy doktorskiej, w ktorej wkiad Doktoranta w jej powstanie wynosit 80%. Analiza tak
obszernego materialu pismiennictwa swiadczy o doskonalym przygotowaniu teoretycznym Doktoranta.
O wysokim poziomie tej publikacji $wiadcza rowniez cytowania, ktérych przez okres ok. 4 lat ukazato
sig, wg bazy Web of Science, az 57 (na dzien 7 stycznia 2019 r.)! W publikacji tej przedstawiono
aktualny stan wiedzy na temat prozdrowotnych wiasciwosci kwasu ursolowego, a takze informacje o jego
wystepowaniu i biosyntezie. Wérod wielu whasciwosci tego zwigzku szczegolne wazne znaczenie maja
wlasciwosci przeciwrakowe, przeciwzapalne i przeciwbakteryjne, co wyraznie zostalo podkreslone
w publikacji przegladowej Doktoranta.

Niewatpliwie duzym sukcesem naukowym jest takze opracowanie nowej procedury analitycznej
stuzacej do ilosciowego oznaczania kwasow triterpenowych, w tym kwasu ursolowego. Opis tej metody
Doktorat zawarl w publikacji P4, ktora stanowi przedmiot rozprawy doktorskiej oraz w rozdziale 5.5.1.
opracowania, 0 czy juz wezesniej wspomniatam przy ocenie czesci metodycznej pracy.

Analiza wynikow zamieszczonych w niniejszym rozdziale oraz lektura publikacji stanowiacych
podstawe rozprawy doktorskiej dowodzi, ze zamierzony cel recenzowanej pracy zostat osiagniety.

W rozdziale 7. opracowania, Doktorant przedstawil w punktach podsumowanie i wnioski zwigzane
z celem i zakresem pracy oraz znajdujace uzasadnienie w wynikach przeprowadzonych badan opisanych
w publikacjach stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej. W mojej ocenie nie wszystkie punkty
w tym rozdziale sa jednoznacznie sformutowane. W punkcie drugim, Doktorant napisal: .,Przebadane
wytloki owocowe okazaly si¢ by¢ bogatym zrodlem zwiazkéw o charakterze bioaktywnym. Zawartos¢
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badanych zwiazkéw w wytlokach byla kilkukrotnie wyzsza od wartosci przedstawionych
w pismiennictwie dla swiezych owocéw. Wynika to z faktu, ze w sklad wytlokdw wchodza przede
wszystkim skorki i pestki, ktére sa zwykle najbogatsze w metabolity wtérne™. Chceialam jednak
zauwazy¢, ze zgodnie z opisem pozyskania przez Doktoranta wytlokow (publikacja P1), do tloczenia
wykorzystano owoce wisni bez pestek, a przytoczone wyjasnienie, cho¢ ogdlne, dotyczy jak wynika
z przytoczonego opisu Doktoranta ,.przebadanych wytlokéw owocowych™.

Literatura, na ktéra powoluje sie Doktorant w opracowaniu i w publikacjach $wiadczy o dobrym
przegladzie stanu wiedzy jakiego dokonal Doktorant przygotowujac sie¢ do pracy naukowej. Spis
pismiennictwa w opracowaniu jest starannie przygotowany. Wigkszos¢ cytowanych publikacji pochodzi
z ostatnich lat.

Jako$¢ edytorska opracowania oraz publikacji nie budzi zastrzezef.
Z obowiazku recenzenta chcialabym zada¢ Doktorantowi nastepujace pytania:

1) Jaka byla sucha masa mrozonych wytlokéw z owocow kolorowych, a jaka wysuszonych
wytlokéw jabtkowych?

2) Na jaka mase wytlokow, swiezg czy sucha, byly przeliczane wartosci w publikacjach P1, P2, P5?

3) Jaki jest $redni udzial procentowy pestek w wyttokach wisniowych?

4) W jakie metabolity wtdrne bogate sa pestki wisni i pestki innych owocoéw?

Omoéwienie oraz zamieszczone publikacje dowodza, ze Doktorant ma szeroka wiedze z nauk
rolniczych 1 potrafi samodzielnie rozwigza¢ problem naukowy oraz analizowac, interpretowaé
i opracowa¢ otrzymane wyniki. Badania Doktoranta maja nie tylko aspekt poznawczy, ale takze
aplikacyjny. Dlatego stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. L.ukasza Wozniaka, pt. ., Wykorzystanie
nadkrytycznego tlenku wegla (IV) do ekstrakcji wybranych grup metabolitow wtornych z wytlokow
owocowych™ spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwiazku
z tym, wnosze o dopuszczenie mgr inz. Lukasza Wozniaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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