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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Mariusza Banacha
Zatytulowanej ,,Wykorzystanie i optymalizacja zaawansowanych technik rozdzielczych
do pozyskiwania i zat¢zania antocyjanéw, jako sktadnika zywnosci funkcjonalnej”
Wykonanej w Katedrze Chemii Fizycznej i Fizykochemii Polimerow pod kierunkiem

Prof. dr hab. Wojciecha Kujawskiego; Opiekun pomocniczy Mgr Wojciech Cyplik

Formalna ocena pracy

Tematyka pozyskiwania ekstraktow zwigzkdéw aktywnych, do jakich zaliczy¢ mozna
antocyjany, pochodzacych z surowcow naturalnych jest obecnie zagadnieniem popularnym
i jednoczesnie charakteryzujgcym si¢ duzymi mozliwosciami badawczymi oraz aplikacyjnymi.
Poruszany w celu i uzasadnieniu pracy doktorskiej problem uzyskania wysokiego stezenia przy
jednoczesnym zachowaniu funkcjonalnosci zwiazkéw aktywnych, jest niezwykle istotny.
Jednoczesnie surowiec wybrany do badan, bez czarny, borowka czarna i aronia, ze wzgledu na
wysokie zawartosci antocyjanow jest wilasciwy. Ponadto zastosowanie réznych form w/w
owocow wskazuje na wpisanie tematyki badawczej, w obecnie coraz mocniej rozpowszechniony
trend, 1 koniecznos¢ zagospodarowania odpadow przemystu spozywczego. Proces ekstrakcji
1 separacji zwigzkow aktywnych bogatych w antocyjany, a nastgpnie przeksztatcenie ich w forme
stalg, zapewniajgca im dlugotrwale przechowywanie. Ponadto, poruszany aspekt braku
mozliwosci wysuszenia rozpylowo otrzymanych ekstraktow bez dodatku nosnika, $wiadczy
o dobrej znajomosci tej tematyki.

Oznacza to, ze podjecie przez mgr Mariusza Banacha badan zwiazanych z ekstrakcjg oraz
efektywng separacja umozliwiajaca usunigcie substancji utrudniajacych suszenie, a takze

opracowaniem technologii produkeji suchych ekstraktow roslinnych z w/w owocéw jagodowych



standaryzowanych na wysoka zawarto$¢ antocyjandw, wynikajacg tiedzy innymi z norm
europejskich, zaréwno z punktu widzenia naukowego, jak i praktycznego jest uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska. Pana mgr Matiusza Banacha pt:
»Wykorzystanie i optymalizacja zaawansowanych technik rozdzielezych do pozyskiwania
1 zatgzania antocyjanéw, jako sktadnika zywnosci funkcjonalnej™ zostata wykonana w Katedrze.
Chemii Fizyczing] i Fizykochemii Polimetéw pod kierunkiem Ptof. dr hab. Wojciecha
Kujawskiego oraz opiekuna pomocniczego Mgr Wojciecha Cyplika. Praca obejmuje 150 stron
maszynopisu w-tym 1 stron ancksu. W tekscie pracy zamieszezono 35 rysunkow, a takze 20
tabel. Praca podzielona jest na czesci prezeritujgce wykaz 'wazniejszych- oznaczen,
wprowadzenie, czgé¢ literaturows, cel pracy wraz z zakresem pracy, czesé eksperymentalng
zawietajgca opis materialow i uzytych metod badawczych, czgsé zawierajaca wyniki badaf wraz
z ich analiza, wnioski jak réwniez spis literatury, rysunkéw, tabel, zalaczniki pokazujace
zastosowanie: uzyskanych w pracy efektéw do$wiadczen. Na koficu rozprawy zostal
przedstawiony spis do'robku.naukowego doktoranta. uwzgledniajacy liczbe opublikowanyc’h
artykutéw (wraz z ich punktacja MNIE oraz IF), zloZone i otrzymane patenty, udzial
W kOnferencj_ach oraz uzyskane projekty.

W pracy cytowanych: jest 236 pozycji literatury w 99% anglojezycznej, w tym 40% (94_)
pochodzi z okresu ostatnich 5-ciu lat oraz 63% (148) pozycji z okresu ostatich 10-ciu lat.
Swiadczy to o aktualnosci cytowane;j literatury 1 o biezacym $ledzeniu omawianego zagadnienia
przez Autora, jak i o aktualnosci podejmowanego zagadnienia. Prezentacja wynikéw, a takze ich
dyskusja sg przedstawione w sposéb prosty i logiczny. Stosowana: nomenklatura oraz jezyk

w wigkszosci sa poprawne. Z formalnego punktu widzenia praca nie budzi watpliwosci.

Merytoryeona acena pracy doltorckioj.

problematyki rozprawy i stanowi okofo 25% maszynopisu, Doktorant w pierwszym rzedzie
skupia si¢ na opisie surowcdw jakie uzywane sg W zaplanowanych eksperymentach. Opis
owocéw jagodowyeh z podziatem ha aroni¢ czamoowocowej, bez czamy oraz boréwke czama
zostal przedstawiony na ok 6 stronach pracy. W kolejnym _podrozdziale,'.na 6 stronach, doktorant
omawia strukture i Wl'as'ciwos'cij zwigzk6éw czynnych wystepujacych w w/w owocach a takze
skupia si¢ na rodzaju ekstrakcji majacej za zadanie wydobycie z surowca mozliwie. jak
najWikazej ilodci tych substancji. .Dodatkowo poruszane jest zagadnienie oznaczania
antocyjanéw réznymi metodami. Trzeci rozdziat przegladu, zajmujgcy 9 stron maszynopisuy,
dotyczy oméwienia metod separacyjnych, wérod ktorych mgr Banach wymieriit chromatografic
preparatywna oraz ciSnieniowe procesy membranowe. Procesy. membtranowe zostaty w tym
rozdziale oméwione bardzo szczegdlowo z uwzglednieniem ich charakteryStYki,_ rodzaju
stosowanych membran, najwazniejszych parametréw -oraz ich wykorzystaniu w przemysle
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spozywczym. Czwarty rozdzial, przedstawiony na 2 stronach maszynopisu, dotyczy suszenia

rozpylowego ekstraktéw roslinnych.

Poruszane w czgsci literaturowej zagadnienia sg poprawnie dobrane i dobrze uzasadniaja
podjeta tematyke badawczg. Ponadto podzial i rozbudowa poszczegoélnych rozdzialow jest
prawidlowa, gdyz to techniki separacyjne sa glowna metoda do rozdzielenia i zateZenia

antocyjandéw z wybranych surowcéw owocowych.

W przegladzie zdarzaly si¢ drobne uchybienia jak: powtorzenia stowne w obrebie jednego
zdania, niedokonczone zdania oraz potoczne sformulowania. Jesli praca bedzie w pdzniejszym

okresie publikowana, nalezy zwrdci¢ uwagg na te kwestie.

1. Str. 13 - ...Profil antocyjanéw czarnego bzu jest bardzo charakterystyczny. Wickszosc

to 3-O-sambubiozyd i 3-O-glukozyd cyjanidyny.

2. Str. 15 - ...Zgodnie z praca przegladowa Pires i wsp. [45] w owocach boréwki czarnej

zidentyfikowano. ..

3. Str. 20 - .. Niektore enzymy stosowane do ekstrakcji lub wyttaczania soku mogg réwniez

modyfikowa¢ charakterystyczny dla danego owocow profil antocyjanow.

4. Str. 22 - Utrudnieniem w identyfikacji konkretnych substancji z tej grupy jest utrudniona

dostepnos¢ wzorcoéw wielu antocyjanow wystepujacych w przyrodzie.

Zastanawia mnie w rozdziale 4 str. 33 ostatnie zdanie, a dokladnie ostatnie powotanie si¢ na
biatka serwatkowe? (Dzieki bardzo krétkiemu kontaktowi z wysoka temperaturg, nadaje si¢ do
suszenia substancji termolabilnych, takich jak antocyjany [150,155], B-karoten [154], enzymy
[156] oraz bialka serwatki [157].) Czym zastuzyly sobie bialka serwatkowe na wymienienie
w tym zdaniu? Pre¢dzej widzialbym tutaj betalainy, chlorofile bedace skiadnikiem aktywnym
1 wrazliwym na temperatur¢ niz bialka serwatkowe. Wydaje mi si¢ iz tego typu zwigzkow
oowooow branych do badan nic wyckstrahujomy. Froszg 0 urasadnicnic takicgo doboru

literatury.

Drugg czgs¢ pracy stanowi cel i zakres badan, przedstawiony przez doktoranta na dwoch
stronach maszynopisu. Celem badan bylo opracowanie technologii produkcji suchych
ekstraktow roslinnych z owocéw jagodowych (aronii, bzu czarnego oraz boréwki czarnej),
standaryzowanych na wysoka zawartos¢ antocyjanéw, wykorzystywanych w suplementach diety
oraz jako barwnik spozywczy. Nastepnie doktorant uszczegdétowit etapy pracy, majace na celu
uzyskanie wysuszonych ekstraktow. Ponadto ze wzgledu na charakter doktoratu — doktorat
wdrozeniowy - zostaly zaplanowane badania zarowno w skali laboratoryjnej jak i przemystowe;.
Dodatkowo, przed wypuszczeniem produktu na rynek, zostaly wykonane badania in vitro majace

na celu zbadanie wlasciwosci biologicznych ekstraktow.



Uwazam, ze postawiony w pracy cel i zakres badan sg sformulowane prawidlowo.

Potwierdzeniem trafnos$ci i istotnosci realizowanych badan jest rowniez fakt wspoipracy

i wdrozenia efektow badan w firmie Greenvit sp. z o0.0.

Cel i etapy pracy sa poprawnie okreslone i podzielone.

Uwagi do tej czesci pracy:

1.

W opisie realizacji celow: ,,Realizacja tak postawionego gtéwnego celu pracy wymagata
... separacje umozliwiajaca usunigcie substancji utrudniajgcych suszenie z jednoczesnym
wzbogaceniem ekstraktu w antocyjany i inne polifenole.” Pytanie moje dotyczy
wzbogacania ekstraktow. W jaki sposéb wedtug doktoranta bylo mozliwe wzbogacanie,
lub co Pan mial na mysli uzywajac tego wyrazenia? W pracy nie ma wspomnianego
etapu dodawania antocyjanow i innych polifenoli do uzyskiwanych na poszczegolnych
etapach badan ekstraktow. Ekstrakcja, zat¢zenie/zaggszczenie a takze suszenie
rozpylowe substancji aktywnych, czyli procesy usuwajace wodg, a w przypadku
wybranych metod membranowych tez niskoczasteczkowych substancji, nie moze by¢
traktowane jako wzbogacanie. Moim zdaniem mozemy moéwi¢ jedynie o wzroscie
zawartosci tych substancji w produkcie po procesie, wynikajacym z usunig¢cia wody

i jednoczesnym wzroscie suchej masy.

W kolejnym rozdziale (III) zaprezentowanym na 12 stronach maszynopisu, Autor opisat

metody badawcze uzyte w omawianych badaniach. W opisie zawarte zostaly materialy

badawcze, odczynniki i surowce chemiczne jaki i metody analityczne i przemystowe stosowane

na kazdym etapie badafh. W niektérych opisach metod badawczych zabraklo mi szczegétowych

danych. Czeéciowo pojawiaja sie one w rozdziale omawianie wynikoéw, jednakze wpisanie ich

w metodyce znacznie ulatwiloby zrozumienie poszczegdlnych dziatan jakie Autor wykonywat

w pracy. Prositabym o ich sprecyzowanie podczas obrony.

Uwagi

1.

6.4.1 FEkstrakcja antocyjanow — skala laboratoryjna — brak rodzaju uzytego
rozpuszczalnika, zastosowanych stezen i kolejnosci wykonywanych badan na
poszczegblnych analizowanych owocach. Warunki ekstrakeji — cisnienie, temperatura,
czas takze sg nieznane.
6.4.4.Suszenie rozpylowe:
a. Jaki ekstrakt poddawano suszeniu rozpylowemu? W przegladzie w rozdziale
4 wspomniano iz niemozliwe jest wysuszenie ekstraktu bez dodatku nosnika.
W jakiej ilosci % wagowych dodawany byl nos$nik? Co zostalo wybrane jako
nosnik i dlaczego? W jaki sposob zapewniano homogenicznos¢ roztworu?
b. Na jakiej podstawie dobrane zostaly parametry temperatury na wlocie do

suszarki?



c. Jak, zaréwno w skali laboratoryjnej jak i przemystowej kontrolowano
temperature na wylocie?

d. Jak duze prébki byly jednorazowq .suszone?

¢. Do pytania poprzedniego — jesli probki byly duze czy obserwowany byt wzrost
temperatury obudowy suszarki, co prowadzi do wzrostu temperatury na wylocie?
Jesli bylo to obserwowane — jak byto to kompensowane?

f.  Prositabym o podanie predkosci dyskéw wrpm nie Hz.

3. 6.5:3.0znaczanie suchej masy ekstraktow — Zastosowana temperatura suszenia dla
-ekstraktow jest bardzo wysoka, zazwyczaj tam gdzie sa sktadniki aktywne stosowana
jest nizsza. Dla formy plynnej jest to 70°C — ekstrakt jest nanoszony ria zwinieta bibute
w celu unikniecia przypalenia, dla proszkdw stosuje 5i¢ 105°C. 'Pi"oszQ-'podaé. wg jakiej

metodyki/literatury ustalono taka temperature oznaczania suchej masy w pracy?

Rozdzial TV, ,,Oméwienie wynikéw”, zaprezentowany na 55 stronach maszynopisu, stanowi
charakterystyke najwazniejszych wynikéw badafi, W poszczegdlnych podrozdziatach
omodwienia wynikéw Autor odnosi si¢ do postawionych zadah badawczych. W kazdy
_z-_podrozdzialéw omdwienia wynikdw wskazywane §3 parametry procesowe stosowane
w-dalszych etapach pracy.

Pierwszym zadaniem bylo okreSlenie warunkéw ekstrakcji z wybtanych owocdw,
zastosowano zardwno wyttoki jak i cate owoce: W pierwszej kolejnosci Autor okreslit wartinki
dla aronii czarncowocowej. Zastosowano jako rozpuszezalnik wode, alkohol etylowy,
wodorosiarczan (IV) sodu, zakwaszong wodg. oraz kwasy fosforowy i eytrynowy. W wyniku.
do$wiadczen wykazano, iz woda nie jest dobrym rozpuszezalnikien w poréwnaniv do alkoholu
etylowego. W wyniku analiz stwierdzono iz 70-owy% roziwor etanoly, 0,1% wodorosiarczan.
(IV) sodu sg mozliwe do uzycia w przypadku wytlokéw aronii. Ponadto sprawdzono w rdzne’
rodzdje rezpuszczalnikow dla réznych Tolm zastosowanego surowea wyiloki, cate owoce, owoce
mrozone. Ponadto dla aronii zoptymalizowano stosunek E do S oraz czas itemperaturg
ekstrakcji. W wyniku analiz dla pozostatych owocéw pizeprowadzono ekstrakcje z uzyciem
kwasdw fosforoweg_o, cytrynowego otaz w przypadku bzu: czarnego kwasu j_'aBlkowego.

Do tego podrozdziatu prosze o uzasadnienie — dlaczego nie wzi¢to do badan roztwory 50-
cio %? Prezentowane wyniki pokazujg iz uzyskane wartosci dla 50 i 70% byly -zblizone,
W podrozdziale podano iz stosunek etanolu do antocyjandéw ,jest zblizony do 617 — ile
faktycznie wynosit ten stosunek? Prositabym takze o s’precjfzoWa.ni'e LJekkosé odpowiednia do
suszenia” — wedlug Autora jaka to lepkoéé? Sucha masa okolo 40% - dotyczyla dodatku
nosnika+zawarto$¢ suchej masy ekstraktu, czy samego ekstraktu bez noénika? Prosze

sprecyzowac.



Prosze takze o uzasadnienie dlaczego 'tyli;l_o w przypadku owoedw czamego bzu zastosowano
kwas jablkowy i dla innych owocéw nie bylo to sprawdzane, moze w przypadku innych owocéw
uzysk bylby wiekszy?

Pytanie do rysunku 19 — Zastanawia mnie co wptyneto na tak szybki wzrost ekstrakcji dla
temperatury 400C przy wzroscie czasu ekstrak'cji Z 30 do 60 minut. Prosze o uzasadnienie,
W pracy nie poruszono tego zjawiska,

Kolejnym . etapem. badati bylo okreslenie parametréw’ pracy podczas: chromatografii
preparatywnej. Autor ponownie doswiadczenia rozpoczal od analiz dla aronii czarnoowocowej.
W wyhiku analiz wybrano kolumng Sepabeads SP700 i ta wykorzystywano dla koIejny.ch
surowcow. Scharakteryzowano takze poszczegblne parametry procesowe umozliwiajgce
uzyskanie mozliwie najwyzszego steZenia antocyjanéw. Niezaleznie od surowca, uzyskano
zadowalajace wyniki przekraczajace dane zawarte w standardach europejskich.

‘W kolejnej czesei pracy okreslone zostaly warunki separacji antocyjariéwz wykorzystaniem
technik membranowych. W wyniku analiz wykluczono proces mikrofiltracje jako proces mogacy
postuzyé do rozdziatlu tychze sktadnikéw ak‘_cywnyéh. Kolejne préby podjeto stosujac
ultrafiltracje, nanofiltracie oraz diafiltracje, Po dalszych analizach wykhiczono takze proces
nanofiltracji, ze wzgledu na brak uzyskania ekstraktu w proszku po suszeniu rozpylowym,
Satysfakcjonujace wyniki uzyskano po procesic diafiltracji, usunigeic cukréw prostych
umozliwito wysuszenie ekstraktu..

W kolejnym podrozdziale doktorant opisuje wyniki badan biologicznych suchych
ekstraktow. Zabraklo mi przed tym podrozdziatem oméwienia procesu suszenia rozpylowego,
ktory to pojawia si¢ dopiero w rozdziale 9. Wyniki badan biologicznych sa ‘poprawnie
przedstawione, wnioski wyciagnigte poprawnie, a rezultaty bardzo obiecujace.

‘W rozdzialach kolejnych Autor przechodzi do etapu badan wdrozeniowych, analizujac
wydajnos¢ produkceji, okredlajac wlasciwosci chemiczne uzyskanych wysuszonych ekstraktow
oraz protokoly produkcyjne dla kazdego z uzyskanych i wdrozonych ekstraktéw w formie suchej.

Analizujac te ostatnie rozdzialy (8, 9 i 10) zabraklo mi doktadnego eméwienia procesu
uzyskiwania proszkéw wysuszonych ekstraktow, co bylo zawarte W zakresie badawczym
w pracy ,,Okre§lono takze optymalne parametry procesu suszenia ekstraktow.”.
W poszczegblnych podrozdziatach omdwienia wynikéw wspominano jedynie, czy po danym
procesie ekstrakcji mozliwe bylo wysuszenie nzyskanego ekstraktu czy tez nie. Autor pracy
przeprowadzil proces suszenia rozpylowego, a patrzac na specyfikacje produktéw zawarte
w aneksie, takze zostaly one wprowadzone do obrotu, co $wiadczy o skutecznosci omawianych
w niniejszej pracy wdrozen i zasadnosci poruszania danego temati.

Prosilabym o szczegdlowe omdwienie tego etapu badan podczas obrony. W specyfikacjach

pojawia si¢'maltodekstryna jako nosénik, w pracy nie ma o tym wzmianki ani w metedyce ani



w protokole zaggszczania i suszenia. Proszg sprecyzowa¢ w jaki sposob optymalizowany byt
dodatek nosnika?

W tabeli 17 pojawiajg si¢ wydajnosci prob produkcyjnych — skad wartosci powyzej 100%?

Prosz¢ o uzasadnienie braku analiz statystycznych w czesci omowienia i dyskusji wynikow.

Rozdzial V pracy zawiera podsumowanie catosci prac zajmujace 3 strony maszynopisu.
W poszczegolnych opisach Autor zawarl podsumowanie kazdego z etapow badawczych
1 wdrozeniowych. Gléwnym wnioskiem konczacym jest wniosek dotyczacy wdrozenia badan.

Uwagi do spisu literatury — prosz¢ pamigta¢ na przysztosé, aby nazwy lacinskie pisaé
pochylong czcionka.

Podsumowujac oceng merytoryczna stwierdzam, ze osiggnieciem mgr Mariusza Banacha
jest wdrozenie uzyskanych wynikéw badan w firmie Greenvit sp. z 0.0., a co za tym idzie
wprowadzenie na rynek wysokiej jakosci produktow o okreslonej zawartosci antocyjandéw
1 sprawdzonych wtasciwosciach biologicznych.

Zamieszczone w tekscie oceny merytorycznej pytania/stwierdzenia maja na celu zwrdcenie

Autorowi uwagi na sposob przedstawiania i interpretacji wynikow.

Whioski koncowe

Recenzowana rozprawa mgr Mariusza Banacha pt: ,,Wykorzystanie i optymalizacja
zaawansowanych technik rozdzielczych do pozyskiwania i zatezania antocyjanéw, jako
sktadnika zywnosci funkcjonalnej” stanowi samodzielne rozwiazanie problemu badawczego
skutkujacego wprowadzeniem nowego produktu na rynek.

Zadania, nakreslone w celu pracy, zostaty przez Autora zrealizowane. Ponadto, Autor
wykazal si¢ umiejetnoscia podjecia zadania badawczego, wychodzacego naprzeciw aktualnym
trendom,  przeprowadzenia eksperymentow, przeprowadzenia dyskusji  naukowej
i merytorycznie poprawnego wnioskowania. Zaréwno rezultaty doswiadczen, jak i wynikajace
z nich wnioski sg wartosciowe 1 majg duze znaczenie praktyczne, 0 czym swiadezg uzyskane
i zZtozone patenty jak i wdrozenie wynikéw badan w firmie Greenvit sp. z 0.0.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Mariusza Banacha odpowiada wymaganiom
stawianym rozprawom doktorskim na stopien naukowy doktora i przedktadam do Dziekana
i Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika

w Toruniu wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie Autora do publicznej obrony.
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