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RECENZJA
rozprawy na stopien doktora mgr Anety Krakowskiej-Sieprawskiej zatytutowanej , Techniki
nadkrytyczne w pozyskiwaniu oraz oznaczaniu zwigzkéw o wiasciwosciach
antyoksydacyjnych". Praca wykonana zostata w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem Prof. zw. dra hab.,
dra h. c. Bogustawa Buszewskiego oraz promotor pomocniczej dr hab. Katarzyny Rafinskiej.

Ekstrakcja jest pierwszym i najbardziej kluczowym etapem przygotowania materiatu
do dalszej pracy. Dobrze dobrana technika ekstrakgji, jak i opracowane optymalne jej warunki
zapewniajg efektywny odzysk analitu oraz brak koniecznosci dalszego oczyszczania
interesujacych zwigzkéw ze ztozonej matrycy. Jedna z technik nabierajaca w ostatnich latach
coraz wigkszego znaczenia jest ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym. Niewatpliwie jej
zaletami jest mozliwos¢ przyspieszenia procesu, jego kontrola na kazdym etapie jak i wysoka
selektywnos$¢. Zastosowanie ditlenku wegla jest doskonatg alternatywg dla technik
klasycznych, gwarantujacg nie tylko wyzbycie sie rozpuszczalnikéw organicznych ale takze
mozliwo$¢ zastosowania procesu w skali przemystowe;j.

Za nadrzedny cel pracy Doktorantka postawita sobie opracowanie nowych,
kompleksowych protokotéw ekstrakcji polifenoli z ziela lucerny siewnej, tubinu zéttego oraz

ostrokrzewu paragwajskiego z zastosowaniem CO, w stanie nadkrytycznym. Aby proces
ekstrakcji byt jeszcze bardzie efektywny Doktorantka zastosowata dedykowane enzymy, ktére
maja zdolno$¢ degradacji Sciany komérkowej roélin, a co za tym idzie utatwiajg uwalnianie
zwigzkow bioaktywnych. Ekstrakcja wspomagana enzymatycznie jest procesem biologicznym,
dajgcym w efekcie produkt w 100% naturalny. Warunkiem kluczowym jest dobér
odpowiednich enzyméw, ktére umozliwiag wyodrebnienie pozadanego sktadnika. Ponadto, ich
aktywnosc jest Scisle uzalezniona od temperatury i pH $rodowiska.



W sktad recenzowanej pracy doktorskiej wchodzi siedem prac — cztery publikacje
wydrukowane w specjalistycznych czasopismach z listy JCR, dwa artykuty o charakterze
przegladowym oraz zgtoszenie patentowe. Sumaryczny IF (ISI Journal Citation Reports) cyklu
jest réowny 11.602, za$ punktacja MNiSW wynosi 505. 53 to nastepujace pozycje:

- Aneta Krakowska, Bogustaw Buszewski. Substancje biologicznie aktywne izolowane
i oznaczane w materiale roslinnym, Analityka nr 4, 2016, 4-11, MNiSW: 5

- Magdalena Ligor, Aneta Krakowska-Sieprawska, Anna Kietbasa, Hossam Al-Suod,
Bogustaw Buszewski, Wybrane rosliny lecznicze jako zrédto zwigzkéw biologicznie aktywnych
roz. 20 [w] Bioanalityka w nauce i zyciu. 1: Nowe wyzwania w bioanalizie klinicznej i ocenie
naturalnych surowcow leczniczych/red. nauk. I. Baranowska, B. Buszewski, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2020, 301-318, MNiSW: 20

- Aneta Krakowska, Katarzyna Rafiriska, Justyna Walczak, Tomasz Kowalkowski,
Bogustaw Buszewski. Comparison of various extraction techniques of Medicago sativa: yield,
antioxidant activity and content of phytochemical constituents, Journal of AOAC International,
2017, 100, 6, 1681-1693, IF: 1.087, MNiSW: 40

. Aneta Krakowska, Katarzyna Rafiriska, Justyna Walczak, Bogustaw Buszewski.
Enzyme-assisted optimized supercritical fluid extraction to improve Medicago sativa
polyphenolics isolation, Industrial Crops and Products, 2018, 124, 931-940, IF: 4.191, MNiSW:
200

- Aneta Krakowska-Sieprawska, Katarzyna Rafiriska, Justyna Walczak-Skierska,
Bogustaw Buszewski. The influence of plant material enzymatic hydrolysis and extraction
conditions on the polyphenolic profiles and antioxidant activity of extracts: a green and
efficient approach, Molecules, 2020, 25, 2074, 1-17, IF: 3.267, MNiSW: 100

- Aneta Krakowska-sieprawska, Katarzyna Rafiriska, Justyna Woalczak-Skierska, Anna
Kietbasa, Bogustaw Buszewski. Promising green technology in obtaining functional plant
preparations: combined enzyme-assisted supercritical fluid extraction of flavonoids isolation
from Medicago sativa leaves, Materials (Basel), 2021, 14, 2724, 1-17, IF: 3.057, MNiSW: 140

- Katarzyna Rafinska, Aneta Krakowska-Sieprawska, Justyna Walczak-Skierska,
Bogustaw Buszewski. Sposéb otrzymywania zwiazkéw polifenolowych oraz flawonoidéw
z roslin i nasion (P.432585), 2020

Praca doktorska ma uktad typowy dla tego rodzaju opracowan. We wstepie Doktorantka
wprowadza nas w podjeta tematyke badan, krétko charakteryzuje polifenole, prezentuje
zwiezle technike ekstrakcji nadkrytycznej czy ekstrakcji wspomaganej enzymatycznie oraz
wyjaénia dlaczego trzy rosliny — lucerna siewna, tubin 76tty oraz ostrokrzew paragwajski
wybrane zostaty jako rosliny modelowe do dalszych badani. W rozdziale ,,Problem badawczy”
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Doktorantka pogtebia nakreslone wczesniej zagadnienia, krétko charakteryzuje problemy
i cele badawcze oraz prezentuje tez wyniki otrzymane w toku prowadzonych badan. O ile
wszystko to stanowi spéjng catosc to jednak dziwi kolejny rozdziat ,Cele i zatozenia dysertacji”,
ktdre niejako powinny znalei¢ sie przed opisem otrzymanych wynikéw. Niemniej jednak cel
pracy sformutowany jest jasno i prawidtowo. Przedstawione tez zostaty kolejne etapy jego
realizacji.

W dalszej czgsci na 4 stronach Doktorantka opisuje krétko metodologie prowadzonych
badan. Cato$¢ poparta jest bibliografig liczaca 49 pozycji. Pi$miennictwo jest dobrane
odpowiednio, w przewazajacej czgsci s3 to pozycje pochodzace z ostatnich lat. Jest to gtownie
literatura fachowa, anglojezyczna, publikowana w znanych, liczgcych sie czasopismach.

Prace zwienicza rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski” oraz streszczenia w jezyku polskim
i angielskim. Dotaczone s3 takze o$wiadczenia wspétautoréw. Doktorantka przedstawita takze
krétko swoj dorobek naukowy, co pozwala zapoznaé sie z Jej sylwetka mtodego, ale bardzo juz
doswiadczonego badacza. Dla porzadku dodam jedynie, iz wygodnie bytoby gdyby
Doktorantka ze spisu publikacji wytaczyta te prezentowane na poczatku, a wchodzace w cykl
ocenianej pracy doktorskiej.

Praca poprzedzona jest dwustronicowym wykazem skrétéw i oznaczeh. Rozprawa
przygotowana jest starannie, napisana jest precyzyjnym, przystepnym jezykiem. Wszystko
razem stanowi spdjng catosé.

Po przeanalizowaniu dotgczonych publikacji oraz przeczytaniu opracowania stwierdzam, iz
mgr Aneta Krakowska-Sieprawska zrealizowata postawione przed sobg ambitne cele. W toku
prowadzonych badan uzyskata niezwykle interesujgce wyniki i wyciggneta wnioski inspirujgce
do ich kontynuowania.

Doktorantka opracowata procedure optymalizacji parametréw ekstrakcji ptynem w stanie
nadkrytycznym wskazujgc jednoznacznie na parametry kluczowe, majace najwiekszy wptyw
na skutecznos¢ i efektywnosé procesu. Aby zmniejszy¢ liczbe eksperymentdw i zidentyfikowaé

skutki interakcji migdzy zmiennymi eksperymentalnymi Autorka wykorzystata analize
metodologii  powierzchni  odpowiedzi (RSM), co pozwolito na wytypowanie

najefektywniejszych wartoséci dla parametréw takich jak temperatura, ci$nienie, ilo$¢
dodawanego wspotrozpuszczalnika.

Zwrdci¢ uwage nalezy na bardzo interesujgce i w pewien sposéb nowatorskie podejscie do
tematu ekstrakcji polifenoli z materiatu roslinnego, a mianowicie zastosowanie enzymow
degradujacych $ciane komérkowa roslin. Doktorantka uzyta powszechnie stosowany
w przemysle rolniczym wieloenzymatyczny preparat przeznaczony do poprawy strawnosci
paszy dla trzody chlewnej — Kemzyme, co znacznie podniosto efektywnos¢ weczesniej
zoptymalizowanego procesu ekstrakeji polifenoli. W przypadku ekstraktéw z tubinu z6ttego
i ostrokrzewu paragwajskiego zawartos¢ zwigzkéw fenolowych byta ponad trzykrotnie wyzsza
niz dla analogicznie przygotowanych ekstraktéw nadkrytycznych na materiale, ktéry nie byt
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poddany wczesniejszemu dziataniu enzymoéw. Wiedzac jak istotny jest dobdr odpowiednich
warunkéw reakcji enzymatycznej pod katem np. zakresu pH czy temperatury Autorka skupita
sie na opracowaniu praktycznego i kompleksowego protokotu ekstrakcji z zastosowaniem
wybranego preparatu ztozonego — wspomnianego juz Kemzymu. Jako materiat modelowy
wybrata lucerne siewna i ponownie wykorzystata metodologie powierzchni odpowiedzi (RSM).
Doktorantka stosujac skaningowa mikroskopie elektronowa (SEM) zaobserwowata istotne
zmiany w strukturze materiatu roslinnego, co prawdopodobnie przetozyto si¢ na poprawg
dystrybucji CO; i zwigkszyto ilos¢ wyizolowanych zwiazkdw. W tym miejscu chciatam zadac
istotne pytanie. Czy Doktorantka poréwnata surowe chromatogramy ekstraktu otrzymanego
z materiatu roélinnego przed i po przeprowadzeniu hydrolizy i czy zaobserwowano istotne
zmiany. Czy mogto zdarzy¢ sie tak, ze pojawity sie nowe piki zwigzkéw bedace efektem
degradacji? Czy oznaczane ilosciowo zwigzki mogty uwolnié sie z innych istniejacych potaczen,
co przetozy sie na wzrost ich zawartosci, ale tym samym na obnizenie lub catkowity brak innych
struktur macierzystych?

W tym miejscu nalezy podkresli¢, iz na sposob otrzymywania zwigzkéw polifenolowych
z materiatu roélinnego z zastosowaniem mieszaniny 2 preparatow enzymatycznych ztozono
zgtoszenie patentowe, ktérego Doktorantka jest drugim autorem.

Pani mgr Aneta Krakowska-Sieprawska w badaniach stosowafa takze metody oceny
aktywnosci biologicznej - i tak na przyktad oznaczono catkowita zdolnos$¢ przeciwutleniajaca
ekstraktow z liéci lucerny za pomocg metody z rodnikiem DPPH oraz poprzez zdolnos¢ do
redukcji jonéw srebra i tworzenie nanoczastek. Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikow
Autorka stwierdza, iz wiasciwosci antyoksydacyjne ekstraktow sa istotnie skorelowane
z zawartoécia kwaséw fenolowych i flawonoidow a najwyzszym potencjatem
antyoksydacyjnym charakteryzowaty sig ekstrakty szczegdlnie bogate w kwasy fenolowe.
Nadmieni¢ nalezy, iz jest to rzecz oczywista i nie budzi zdziwienia. Mozna bytoby p6js¢ krok
dalej i na podstawie kolejnych eksperymentéw wskaza¢ konkretne zwigzki wykazujgce

najwy3sza badana aktywnoéé. Dla ekstraktéw z lucerny Doktorantka przeprowadzita tez
badania cytotoksycznosci oraz zaproponowata mozliwy mechanizm dziatania. Z kolei dla

ekstraktéw z ostrokrzewu paragwajskiego oraz tubinu zéttego okreslony zostat profil dziatania
przeciwbakteryjnego.

W toku prowadzonych przez siebie badan Doktorantka wykorzystata szereg technik
separacyjnych oraz instrumentalnych takich jak np. ekstrakcja wspomagana ultradZzwiekami,
ciénieniem i temperatura, ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym (samodzielnie czy tez
wspomagana enzymami), wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzgzona ze
spektrometrig mas, spektroskopia UV/ViS, skaningowa i transmisyjna mikroskopia
elektronowa. Celem optymalizacji metod wykorzystata dodatkowo narzedzia matematyczno-
statystyczne. Swiadczy to o wszechstronnoéci i samodzielnosci Doktorantki, oraz o obyciu
i doéwiadczeniu w pracy laboratoryjnej.



W pracach wchodzacych w sktad recenzowanego cyklu Doktorantka jest wiodgcym
wykonawcy. Kazdorazowo brata udziat we wspétpracowaniu koncepcji i planu pracy,
zaangazowana byta w kazdy z etapéw eksperymentéw, samodzielnie wykonata wiekszos¢
badan a w pozostate badania byta wtaczona. Kazdorazowo jest autorem wstepnych wersji
ocenianych prac.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego PRELUDIUM 15 o nr
2018/29/N/ST4/01180 finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki oraz projektu
PLANTARUM o nr BIOSTRATEG2/298205/9/NCBR/2016 ze $rodkéw Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju. W tym miejscu podkresli¢ nalezy, zdolnosci Doktorantki do pozyskiwania
finansowania na prowadzone badania, co $wiadczy po pierwsze o bardzo dobrym doborze
tematyki badawczej, ktéra jest aktualna i przysztosciowa, ale takze o wysokiej pozycji mgr
Anety Krakowskiej-Sieprawskiej jako mtodego naukowca.

Poszczegdlne publikacje przeszty juz proces recenzji przed ich przyjeciem do druku. Po
lekturze rozprawy, jak i analizie wspomnianych prac nasuwa sie kilka komentarzy lub/i pytar.

- strona 32 - zamienitabym niefortunne tutaj okreslenie ,podstawowa struktura
flawonoidéw” na aglikon

- Doktorantka kilkakrotnie uzywa jednoczesnie sformutowania ,polifenole i flawonoidy”.
Flawonoidy zaliczane sg do grupy polifenoli. Mozna pozostawi¢ same ,,polifenole” lub zamieni¢
na ,polifenole, w tym flawonoidy”

- w pacy D3 czy D6 Doktorantka oznacza sume flawonoidéw. Stosowana jest metodyka
zaczerpnigta z literatury wraz z modyfikacjami. Upewnié chciatam sie, czy Doktorantka
wykonata hydrolize przed oznaczeniem z chlorkiem glinu (lll). W omawianym oznaczeniu
wykorzystuje sie zdolnos¢ reagowania form aglikonowych (zwtaszcza flawonoli) z solami
(jonami) niektérych metali, w tym glinu. W wyniku tej reakcji, na skutek utworzenia jednego
lub kilku zamknigtych pierscieni migdzy jonami metalu a atomami grup podstawnikowych
(fenolowych lub ketonowych) powstajg barwne, rozpuszczalne kompleksy. Pytanie to jest
o tyle zasadne, iz we wstepnie wspomnianej pracy Autorka nadmienia, iz w ekstraktach
z lucerny dotychczas zidentyfikowano szereg glikozydéw flawonoidowych.

Podsumowujac stwierdzam, ze cele pracy zostaty zrealizowane, a osiggniete oryginalne
wyniki majg charakter poznawczy i stanowig istotny wktad w rozwdj dziedziny. Przedstawiony
do oceny cykl prac jest spéjny, badania wtasne Doktorantka zaplanowata dobrze
i konsekwentnie zrealizowata. Wysokg warto$¢ wykonanych badar obrazujg artykuty
opublikowane w renomowanych czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania.
W tym miejscu chciatabym jeszcze raz wyrézni¢ aplikacyjny charakter pracy.



Whioski koncowe

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr Anety Krakowskiej-
Sieprawskiej spetnia wymogi formalne i merytoryczne okreslone w ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym. W zwiazku z powyzszym zwracam sig do Rady Dyscypliny
Wydziatu Chemii UMK w Toruniu o przyjecie niniejszej rozprawy i dopuszczenie mgr Anety
Krakowskiej-Sieprawskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze
wzgledu na wysoka warto$¢ uzyskanych, wynikéw wnoszg o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej

stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Krystyna Skalicka-WozZniak
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