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Podstawa opracowania recenzji:
Pismo prof. Edwarda Szlyka - Dziekana Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu

w sprawie wykonania oceny rozprawy doktorskiej

Pani mgr Olga Wrona wykonata prac¢ doktorska pod opiekg prof. dr hab.
Bogustawa Buszewskiego, czl. koresp. PAN w Katedrze Chemii Srodowiska i
Bioanalityki, Wydzialu Chemii UMK w Toruniu. Promotorem pomocniczym byl dr
inz. Cezary Mozenski, prof. INS w Putawach. Warto nadmieni¢, ze praca realizowana
byla w ramach projektu NCN Preludium kierowanego przez Doktorantke oraz projektu
Biostrateg-Plantarum (finansowany przez NCBiR), ktérego Liderem jest Promotor
prof. Bogustaw Buszewski. Projekt ten zakonczy! si¢ wprowadzeniem produktow
zawierajgcych ekstrakty SFE-COs z lucerny i nawtoci na rynek przez firme Pollena Eva
(Grupa TZMO).

Pomyst realizacji pracy w dwoch osrodkach: na UMK w Toruniu i w INS w
Putawach jest $wietnym potaczeniem kompetencji w zakresie badan podstawowych (w
tym zwlaszcza chemii analitycznej) oraz aplikacyjnych. Pan prof. B. Buszewski jest
europejskim Liderem w zakresie metod separacyjnych zwigzkow organicznych, w tym
substancji bioaktywnych pozyskanych z surowcow naturalnych. Z kolei INS w
Putawach jest europejskim liderem w badaniach i zastosowaniach przemysiowych
procesOw ekstrakcji surowcoéw roslinnych ptynami w stanie nadkrytycznym. Tak

kompetentne doswiadczenie promotorow zaowocowato wybitnie wysoka jakoScia i
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wartoscia ocenianej rozprawy doktorskiej. Walorem pracy jest m.in. unikalne
podejscie do zwiekszania skali procesow realizowanych w warunkach laboratoryjnych
na ulamkowo techniczne, modelowe podejscie do optymalizacji tych procesOw poprzez
badania ich mechanizméw oraz wpltywu parametrow procesowych na wydajnos¢
definiowana w dwojaki sposob (jako ogblna wydajnos¢ ekstrakeji z surowca oraz jako
sklad chemiczny ekstraktow). Dodatkowa korzyscig takiej bi-dyscyplinarnej
wspoOlpracy w obszarze chemii i inzynierii chemicznej jest opracowanie (chyba
nieoczekiwane) pionierskiej metody analitycznej: chromatografii W stanie
nadkrytycznym. Z obserwacji sposobu pracy Promotora wiem, ze takie nieoczekiwane
odkrycia i opracowywanie nowych technik analitycznych zdarzajg si¢ W Jego
laboratoriach. Pracujac pod tak doskonata opieka merytoryczna, Doktorantka w
umiejetny sposob sastosowata metody matematyczne i statystyczne do optymalizacji
procesu i opracowania statystycznego wynikow: model Box-Behnken (BBD) i
metodologi¢ powierzchni odpowiedzi (Response Surface Methodology, RSM). W ten
sposob dokonata doboru parametrow procesowych: temperatury i ci¢nienia, stosujac
analize wariancji (4nalysis of Variance. ANOVA). Jest to istotna nowos¢ tej dysertacji
przy przenoszeniu skali z laboratoryjnej do technicznej. Pani mgr 0. Wrona dokonata
oceny wplywu parametrow procesowych na wskazniki: catkowita wydajnos'c": procesu
oraz stezenie wyizolowanych zwiazkéw biologicznie czynnych. Optymalizacja
procesu w skali éwieré-technicznej umozliwila przeniesienie skali do pol-techniczne;.
Surowcem byt krajowy material roslinny: nawlo¢ olbrzymia (Solidago gigantea Ait.) i
lucerna siewna (Medicago sativa L.), bogate W substancje biologicznie aktywne.
Rozprawa doktorska to cykl 6 monotematycznych publikacji, ktore ukazaty si¢
w czasopismach z listy JCR o lgcznym wspélezynniku oddziatywania IF 14.3 (530
punktéw ministerialnych). Sa to publikacje, w ktorych Doktorantka jest pierwszym
autorem (5 prac) lub 3. autorem. W 2 pracach Doktorantka jest autorem
korespondencyjnym, w 3 pracach Promotor, W 1 pracy dr hab. K. Rafinska. Do pracy
zalaczono o$wiadczenia wspotautorow, z ktorych wynika samodzielny wklad
Kandydatki do stopnia doktora. Wiyniki rozprawy opublikowano w nastepujacych
czasopismach: Journal of AOAC International, Phytochemistry Letters, Przemyst
Chemiczny, Industrial Crops and Products, Industrial Crops and Products, Molecules.
Publikacje te stanowig monotematyczny cykl i utozone sa w logiczng catos¢. Trzy prace
poswiecone sg przegladowi literatury na temat ekstrakeji CO2 w stanie nadkrytycznym

surowcow roélinnych i analizie wpltywu parametrow procesu na wskazniki. Kolejna
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praca dotyczy charakterystyki zwigzkéw biologicznie czynnych (m.in. flawonoidow,
saponin) w ekstraktach roslinnych. W pracy D3 Kandydatka jest 3. autorem. W
publikacji tej podjeto sie przegladu literatury dotyczacej optymalizacji ekstrakcji
plynami w stanie nadkrytycznym i wykorzystania do tego celu metod modelowania
matematycznego i statystycznych. Przeglad pismiennictwa ujety w pracach D1-D3
podaje aktualny stan wiedzy oraz wskazuje na luki, ktére w niej wystepuja, a definiujg
cel i zakres pracy. W kolejnej publikacji doktorantka wykorzystata metode planowania
eksperymentéw Box-Behnken Design to optymalizacji procesu ekstrakeji CO2 w stanie
nadkrytycznym biomasy rosliny Solidago. Dokonata réwniez przeniesienia skali do
poltechnicznej. Wykonywala analizy stezen substancji biologicznie czynnych:
polifenoli, lipidow, chlorofili ekstraktow i pozostatosci poekstrakcyjnych. W kolejnej
pracy (D4) Doktorantka przeprowadzita ekstrakcj¢ ptynami w stanie nadkrytycznym
nawloci olbrzymiej, dokonujac procesu optymalizacji i zwigkszenia skali.
Wykorzystata do tego celu metode analizy wariancji (ANOVA) oraz metodologi¢
powierzchni odpowiedzi (RSM). Opracowata rowniez autorskg metode analizy estrow
metylowych kwaséw thuszczowych technikg GC-MS (D5). W pracy D6, Pani O. Wrona
przeprowadzila ekstrakcje lucerny w skali ¢wieré-technicznej i dokonata analizy
stezenia zwigzkow polarnych w ekstrakcie: polifeonoli i flawonoidéw. Opracowata
rowniez metode analityczng: chromatografi¢ w stanie nadkrytycznym.

Celem rozprawy byl dobor parametréw ekstrakcji CO2 w stanie nadkrytycznym
w skali ¢éwieré-technicznej materiatu roslinnego nawloci olbrzymiej oraz lucerny
siewnej. Dokonano optymalizacji procesu, Jako kryteria optymalizacyjne przyjeto
zawarto$¢ polarnych zwigzkow biologicznie czynnych, ktére ekstrahowano w
warunkach wysokiego cisnienia i temperatury. Celem bylo przeskalowanie procesu do
skali poét-technicznej, jako podejscie modelowe umozliwiajace przejscie do skali
przemystowej. Dodatkowym celem pracy bylo opracowanie nowej metody
analitycznej chromatografii nadkrytycznej.

W realizacji pracy Doktorantka umiejetnie wykorzystywala rézne techniki
instrumentalne oraz separacyjne, co jest bez watpienia mocng strong tej pracy. Na
uznanie zastuguje réwniez sprawne postugiwanie si¢ narzedziami matematycznymi i
statystycznymi w planowaniu eksperymentow, modelowaniu procesow i ich
optymalizacji.

Oceniana praca cechuje si¢ wieloma aspektami nowosci:



e W pracy wykazano, Ze proces ekstrakcji CO2 w stanie nadkrytycznym jest
determinowany dwoma parametrami: przez dyfuzje i rozpuszczalnos¢é. Sa 1o
najwazniejsze kryteria przy powickszaniu skali. J ako pierwsze ekstrahowane sa
zwiazki wystgpujace na powierzchni materialu roslinnego lub tuz pod nig, a
nastgpnie z glebszych warstw rosliny. Doktorantka wykazata, ze opér zwigzany Z
dyfuzja zwigksza si¢ wraz z¢ wzrostem masy czasteczkowej zwigzku.

e Dokonano wyboru kryteriow optymalizacyjnych, m.in. ogélna wydajnosc
ckstrakcji oraz zawartos¢ skladnikow: kwasow thuszezowych (oznaczanych
autorska metoda — estry metylowe kwasow ttuszczowych GC-MS).

e Opracowano modelows metodologie powigkszania skali i doboru warunkow
ekstrakcji dla skali przemystowe]. Doktorantka ziden_tyﬁkowa}a 3 kryteria
przenoszenia skali (temperatura, ciénienia i szybkos¢ przeptywu rozpuszczlanika),
co rbwniez ma znaczenie dla identyfikacji mechanizméw procesu. Wymienione 3
kryteria maja wplyw na wskazniki. Doktorantka stusznie przyjela, ze sa to
wydajno$¢ procesu  oraz zawarto$¢  zwiazkow biologicznie czynnych.
Potwierdzenie tego Doktorantka uzyskata w analizie metodologii powierzchni
odpowiedzi (RSM) i krzywizn plaszczyzn odpowiedzi.

e Opracowano pionierska metode analityczna chromatografii nadkrytycznej SFC,
ktora dzieki pracy w wysokim ciénieniu, w ktérym CO, wprowadzany jest w stan
nadkrytyczny, umozliwia oznaczanie niskich stezen zwiazkow o duzej masie
czasteczkowe;j.

e Nieoczekiwanie okazato sig, ze nawlo¢ olbrzymia jest Zrodiem niezbednych
nienasyconych kwasow thuszczowych, w tym kwasu linolowego i alfa-
linolenowego — ekstrakcja CO2 w stanie nadkrytycznym moglaby by¢
interesujacym kierunkiem komercjalizacji w otrzymywaniu suplementow diety dla
cziowieka.

Chciatabym podkresli¢, ze w ocenianej rozprawie, nie dostrzegtam potknig¢: w opisie,

niescistosci sformutowan, czy bledow edycyjnych. Zapytania do Doktorantki nie maja

istotnego wplywu na moja wyjatkowo pozytywng oceng merytoryczng rozprawy.

Zasadnicze uwagi i komentarze dotyczace rozprawy doktorskiej mgr O. Wrony

przedstawiono ponizej. Uwagi stanowiq zbiér pewnych otwartych sugestii do dyskusji

podczas obrony. Podkreslam, ze wyniki tej pracy zostaly w calosci opublikowane.



Praca ma charakter interdyscyplinarny: jest 2 pogranicza chemii zwiqzkow
naturalnych, chemii analitycznej i ingynierii ch emicznej.

Ponizej przedstawiono uwagi szczegdtowe i zapytania:

1. Czy w pracy D6 ckstrakcja zwigzkow polarmnych byla prowadzona samym CO2 w
stanie nadkrytycznym (ktory jest niepolarny), czy W obecnosci  wspot-
rozpuszczalnika polarnego (np. alkoholu etylowego). Czy bylyby takie mozliwosci
techniczne w instalacji przemystowej W INS w Putawach? Czy zastosowanie
polarnego ko-ekstrahenta mogloby istotnie zwickszy¢ wydajnos¢ ekstrakcji
zwiazkow polarnych, takich jak polifenole?

2. Str. 26 ..ilog¢ flawonu (22,0 mikrog/g DM) — powinno by¢ ,.zawartos¢”

3. Doktorantka przeprowadzita samodzielnie ekstrakcje CO2 W stanie nadkrytycznym
nawloci olbrzymiej i lucerny siewnej w instalacji éwier¢ i pottechnicznej w INS
w Putawach. Instalacja éwieré-techniczna — o objetoscei 1 L postuzyta do ekstrakeji
150 g materiatu. Czy adekwatne jest uzywanie nazwy ‘éwieré-techniczna’? By¢
moze ‘wielkolaboratoryjna’ byloby lepszym odzwierciedleniem skali procesu?
Proces w skali pol-technicznej to ekstraktor o pojemnosci 40 L, wsad surowca 4,5
kg. Biorac pod uwagg skale instalacji przemystowej (poj emnosé ekstraktora 6 m’),
by¢ moze <&wieré-techniczna’ bylaby bardziej wiasciwa?

4. Rozdziat 4. Podsumowanie i wnioski” — rozdzielitabym na dwa: 4,
Podsumowanie, 5. Wnioski, zwlaszcza, ze wnioski stanowig odrgbng czgsS¢ tego
rozdziatu.

5. Str. 115 i w wielu innych miejscach pracy ,.z wykorzystaniem nadkrytycznego
ditlenka wegla™. Jest to ujecie kolokwialne. Bardziej prawidlowo powinno by¢ .,z
wykorzystaniem CO2 W stanie nadkrytycznym”.

6. Wniosek na stronie 116, mowiacy, z¢ W zaleznosci od rodzaju materiatu i
wybranego kryterium odpowiedzi konieczna jest indywidualna interpretacja
wynikéw, poniewaz uzyskano rdzne parametry procesu ekstrakcji. Wniosek ten
jest niejednoznaczny. Poprositabym o doprecyzowanie.

7. Doktorantka wskazala, ze powigkszanie skali zalezy od wybranego kryterium
optymalizacyjnego — poproszg o komentarz. Ze wzgledu na wydajnos¢ procesu lub
ze wrzgledu na skiad ekstraktu zoptymalizowane ~wartosci parametrow

procesowych sg inne?



Przedstawione powyzej uwagi i zapytania maja charakter szczegdtowy lub
dyskusyjny i nie podwazaja ogdlnej bardzo pozytywnej oceny pracy. Mgr Olga Wrona
podjela w swej rozprawie wazne i ztozone zagadnienia w zakresie ekstrakcji zwigzkow
biologicznie aktywnych ptynami w stanie nadkrytycznym. Przedstawione w pracy
wyniki do$§wiadczalne stanowig wartosciowy material, zmierzajacy do zastosowan
praktycznych w skali przemystowej. Niniejsza praca stanowi rowniez modelowe i
wzorcowe podejscie do optymalizacji procesu w skali technicznej. Stwierdzam, ze mgr
Olga Wrona wykazala si¢ wiedzg niezb¢dng do prowadzenia prac w zakresie nauk
chemicznych oraz umiejetnoscia analizy i prezentacji wynikow badan.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska spelnia
wymagania okre$lone w ustawie z dnia z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z
p6zniejszymi zmianami Dz. U. z 2005 r. nr 164 poz. 1365, Dz. U. z 2011 r. nr 84
poz. 455, Dz.U. z 2017 poz. 1789 ze zm.) w zw. z art. 179 ust. 2 ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szKolnictwie wyZszym i
nauce (Dz. U. 22018 r. poz. 1669 ze zm.), i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Olgi Wrony
do publicznej obrony. Ponadto, biorac pod uwage jakos¢ merytoryczng i wartosé
praktyezng tej pracy oraz pionierski charakter przeprowadzonych badan, wnosze¢

0 wyrodznienie rozprawy.



