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RECENZJA
rozprawy na stopien doktora w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia mgr inz. Klaudii
Anny Kalwa zatytutowanej ,Ocena przydatnosci glicerolu do ekstrakcji wybranych
substancji biologicznie czynnych w aspekcie wytwarzania ptynnych suplementéw diety"
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Radostawa Kowalskiego, profesora uczelni (promotor)
oraz dr Artura Mazurka (promotor pomocniczy) w Katedrze Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Glicerol, znany réwniez pod nazwa gliceryna, to organiczny zwigzek chemiczny z grupy
cukroli. Jest skfadnikiem wielu produktéow jakie znajdziemy na pétkach w drogeriach,
sklepach spozywczych czy aptekach. Jako dodatek do zywnosci wystepuje po kodem E422.
Gliceryna moze by¢ pochodzenia roslinnego (otrzymywana na drodze reakcji zmydlania
ttuszczéw zazwyczaj z ttuszczu palmowego, oleju kokosowego czy z nasion soi) lub
syntetycznego (otrzymywana poprzez utlenianie propylenu lub jako produkt uboczny
produkcji biopaliw). Szerokie zastosowanie gliceryny wynika z jej wtasciwosci. Jako alkohol
wielowodorotlenowy jest substancjg polarng, dobrze rozpuszczalng w wodzie. Jest dobrym
rozpuszczalnikiem nie tylko dla substancji polarnych, ale réwniez niepolarnych np. ttuszczy.
Posiada tez wtasciwosci higroskopijne, czyli wigze czasteczki wody. W niskich stezeniach
wykazuje wiec wiasciwosci nawilzajgce, w wysokich natomiast (powyzej 25%) dziata
odkazajgco i wysuszajgco. Ponadto wigzgc wode ogranicza wzrost drobnoustrojéw, a wiec
ma wiasciwosci konserwujace. Gliceryna uwazana jest za substancje nietoksyczng, nie mniej
jednak nalezy pamieta¢, ze zazywanie jej przez cukrzykdw, osoby z niewydolnoscig nerek
i chorobami serca powinno by¢ konsultowane z lekarzem, ze wzgledu na ryzyko

odwodnienia.

Tak ciekawe wtasciwosci glicerolu oraz jego szerokie zastosowanie sktonito Doktorantke
do wykorzystania tego rozpuszczalnika jako ekstrahenta zwigzkdw biologicznie czynnych
obecnych w roslinach leczniczych, w aspekcie wytwarzania ptynnych suplementéw diety.
Z przegladu piSmiennictwa przedstawionego przez Doktorantke wynika, ze glicerol nie nalezy
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do popularnych ekstrahentéw, pomimo tego, ze jest uwazany za ‘zielony rozpuszczalnik’

wpisujacy sie w trend zrownowazonego rozwoju technologii chemicznej.

Zasadniczym celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byta wiec ocena mozliwosci
wykorzystania uktadéw glicerolowo-wodnych do pozyskania ekstraktow z czterech roslin
leczniczych. Badaniom poddano tymianek pospolity (Thymus vulgaris L.), miete pieprzowg
(Mentha x piperita L.), czystek siwy (Cistus x incanus L.) oraz hyzop lekarski (Hyssopus
officinalis L.). Zaplanowane eksperymenty obejmowaty nastepujgce etapy:

e ustalenie warunkéw granicznych dla prowadzenia ekstrakcji (czas i temperatura
ekstrakcji)

e ocena stezenia polifenoli, flawonoidéw oraz frakcji lotnej w otrzymanych ekstraktach

e ekstrakcja materiatu poekstrakcyjnego

e pordéwnanie uzyskanych danych dla ekstraktédw glicerolowo-wodnych z ekstraktami
otrzymanymi przy uzyciu wody, 50% etanolu oraz oleju roslinnego.

Recenzowana monografia posiada uktad typowy dla prac o charakterze
eksperymentalnym. Cato$¢ obejmuje 215 stron i sktada sie z nastepujacych czesci. S3 to:
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Wprowadzenie, Przeglad pismiennictwa, Cel
pracy, Materiaty i metody, Wyniki i oméwienie, Podsumowanie, Wnioski, Bibliografia, Spis
rysunkéw oraz Spis tabel.

Przeglad pismiennictwa stanowigcy rozdziat Il rozprawy, oprdcz informacji dotyczacych
glicerolu i wykorzystania tego rozpuszczalnika do ekstrakcji zwigzkéw biologicznie czynnych,
zawiera réwniez opis najwazniejszych metabolitow wtérnych wystepujgcych w materiale
roslinnym. Doktorantka opisuje takze metody ekstrakcji zwigzkéw fenolowych oraz frakgcji
lotnej, ktére to grupy metabolitow roslinnych byty przedmiotem szczegétowych
eksperymentéw. W tym miejscu musze zatrzymadé sie na frakcji lotnej, ktéra przez Autorke
nazywana jest olejkiem eterycznym. Z definicji olejku eterycznego, ktéra jest podana na
stronie 24  monografii  wynika, ze ,olejki eteryczne stanowiq  produkty
otrzymywane/pozyskiwane z réznych czesci surowcow roslinnych (kwiaty, liscie, korzenie,
nasiona, owoce, etc.) za posrednictwem destylacji z parq wodng, wyciskania ze skorek
owocow cytrusowych bqdz przez suchq destylacje”. Jak wynika z tej definicji, olejkami
eterycznymi nie sg produkty otrzymywane wszystkimi innymi metodami. Olejkiem
eterycznym nie mozna wiec nazwaé produktu otrzymanego z materiatu roslinnego w wyniku
jego ekstrakcji rozpuszczalnikiem, np. heksanem, alkoholem, tluszczem, czy tez ekstraktu
otrzymanego przy pomocy ciektego dwutlenku wegla. Olejkami eterycznymi nie sg wiec
konkrety, pomady, absoluty, tinktury, a takze inne ekstrakty otrzymane przy uzyciu réznych
nowoczesnych technik ekstrakcyjnych (m.in. SFE — ekstrakcja ptynem w stanie
nadkrytycznym, ASE — przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikowa, UAE - ekstrakcja
wspomagana ultradzwiekami). ldgc dalej, poniewaz olejek eteryczny to produkt, a wiec nie
wystepuje on w materiale roslinnym, nalezy go z niego otrzymac przy uzyciu przewidzianych
definicja metod. W materiale roslinnym znajdujg sie metabolity, gtdwnie mono-
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i seskwiterpenoidy oraz pochodne fenylopropanu, ktére to zwigzki stanowig frakcje lotng
rosliny dajgca sie wydestylowaé w postaci olejku eterycznego. Zwracam na to uwage,
poniewaz rozprawa doktorska jest monografiag naukowa, a wiec takie sformutowania jak
»olejki eteryczne przenoszone sg przez dyfuzje z lisci do todyg,..”, ,olejki eteryczne
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gromadzone sg w specjalnych strukturach wydzielniczych....” czy ,lokalizacja olejkéw
eterycznych w rdéznych organach rosliny.....”, ktore sg akceptowalne w potocznej mowie,
w pracy naukowej powinny raczej brzmiec: ,,metabolity lotne/zwigzki lotne/substancje lotne
przenoszone sg przez dyfuzje...”, ,substancje lotne gromadzone sg w specjalnych
strukturach wydzielniczych....”, czy ,lokalizacja zwigzkéw lotnych w rdinych organach
rosliny...”. Inne niefortunne sformutowania ktére znalazty sie w rozdziale 3 zatytutowanym

Ekstrakcja to:

e Str. 33 (tabela 1): ekstrakty lotne (olejki z kwiatéw jasminu i pomaranczy) - ekstrakty
lotne z kwiatédw jasminu i pomaraniczy (np. absoluty)

e Str. 34, 35: ekstrakcja ptynami nadkrytycznymi - ekstrakcja ptynem w stanie
nadkrytycznym

e Str. 39: olejki eteryczne reprezentujg grupe lotnych zwiqzkdw aromatycznych - jezeli
Autorka miata na mysli zwigzki aromatyczne w rozumieniu zwigzki zapachowe to
pozostatabym prze zwigzkach zapachowych, natomiast jezeli chodzito o lotne zwigzki
aromatyczne jako grupe chemiczng to jest to nieprawda, i zastgpitabym je
wyrazeniem ‘lotnych metabolitéw roslinnych’

e Str. 39: ,....liczne nowatorskie technologie tj. ekstrakcja nakrytyczna” - ekstrakcja
ptynem w stanie nadkrytycznym nie jest metodg otrzymywania olejku eterycznego!
Metodg tg mozna otrzymac ekstrakt zawierajgcy zwigzki lotne.

Przeglad pismiennictwa konAczy rozdziat dotyczacy suplementéw diety. Autorka
skrupulatnie wyjasnia co to sg suplementy diety, jakie przepisy regulujg wymagania
w stosunku do tej grupy srodkéw spozywczych, kto odpowiada za ich bezpieczenstwo,
a takze wskazuje na zagrozenia wynikajagce z ich stosowania, réwniez w przypadku
suplementéw pochodzenia roslinnego. Podsumowujgc przeglad piSmiennictwa, pragne
stwierdzi¢, ze stanowi on bardzo dobrg podstawe do przedstawionych badan i wprowadza
czytelnika do celu pracy i metodyki. Dodatkowo nalezy podkresli¢, iz informacje zawarte
w tej czesci s poparte prawidtowo dobranym pismiennictwem.

Na cze$s¢ doswiadczalng pracy sktadajg sie nastepujgce rozdziaty: Materiaty
i metody, Wyniki i omoéwienie oraz Podsumowanie. W pierwszym rozdziale znajdujemy
szczegbtowe zestawienie stosowanych odczynnikéw, wzorcéw, aparatury oraz spis
wykorzystanych substancji roslinnych. Dalej Autorka bardzo szczegétowo zapoznaje
czytelnika z metodyka prowadzonych badan — przygotowaniem ekstraktéw do analiz
(temperatura, czas ekstrakcji, stosowane rozpuszczalniki i ich mieszaniny), iloSciowego
oznaczenia sumy polifenoli, flawonoidéw, a takze skfadnikdw lotnych obecnych
w ekstraktach na postawie rdinicy w zawartosci olejku eterycznego wydestylowanego
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z materiatu roslinnego przed ekstrakcjg i po ekstrakcji. Rozdziat zamyka metodyka dotyczaca
badan nad aktywnoscig antyoksydacyjng otrzymanych ekstraktéw.

Wyniki i omodwienie to bardzo obszerny rozdziat liczacy 115 stron. Doktorantka
prezentuje i omawia swoje wyniki bardzo szczegétowo. Zamieszczone rysunki (52) i tabele
(18) utatwiajg interpretacje i ocene otrzymanych wynikéw. Do realizacji celu swoich badan
Pani mgr Klaudia Katwa postuzyta sie jedng z klasycznych metod ekstrakcji — maceracja,
odpowiadajgcg procesowi przygotowywania naparow herbacianych zgodnie z normg PN-ISO
3103 z 1996 roku, w modyfikacji rozpuszczalnikowej i temperaturowej. Wsrdd
rozpuszczalnikow uzytych do badan znalazty sie: woda, nanowoda, 50% alkohol etylowy, olej
rzepakowy, oraz dwa uktady glicerolowo-wodne o stezeniu glicerolu rownym 50 i 65%.
Wstepne badania, ktére dotyczyly ustalenia warunkéw granicznych czasu prowadzenia
ekstrakcji wykazaty, ze najwyisze przyrosty stezen badanych sktadnikéw w ekstraktach
zaobserwowano w zakresie od 2 do 10 min, dlatego tez ten przedziat czasowy zostat
wykorzystany w dalszych badaniach. Dla pieciu sposréd szesciu stosowanych
rozpuszczalnikdw ekstrakcje prowadzono w temperaturach 50, 80 i 100°C. Wyjatek stanowit
50% etanol, przy uzyciu ktérego ekstrakcje wykonano w temperaturze pokojowej oraz
w 50°C. Jezeli dodaé¢ do tego cztery substancje roslinne i fakt, ze wszystkie ekstrakcje
wykonano powtdrnie dla materiatu poekstrakcyjnego, by nastepnie w kazdym z ekstraktow
dokona¢é analizy trzech grup metabolitéw roslinnych, wida¢ ogrom eksperymentéw jakie do
wykonania miata Doktorantka. Wyniki poszczegdlnych eksperymentéw sg dokfadnie
omawiane i na biezgco dyskutowane z dostepnymi danymi literaturowymi. Moze miejscami
az nazbyt dokfadnie, co absolutnie nie obniza wartosci recenzowanej pracy. Chciatabym tylko
zwroéci¢ uwage na fakt, ze do publikowanych doniesien nalezy podchodzi¢ w sposéb
krytyczny, poniewaz nie wszystkie dane zamieszczane w publikacjach naukowych sg
wiarygodne. W tym miejscu opre sie na dyskusji przedstawionej przez Doktorantke, ktora
dotyczyta wykorzystania dwdch alkoholi: metylowego i etylowego do ekstrakcji metabolitéow
roslinnych (str. 69-70). Z racji tego, ze oba alkohole nalezg do tego samego szeregu
homologicznego i réznig sie tyko jednym atomem wegla, to z punktu widzenia chemii
posiadaja bardzo zblizone wiasciwosci ekstrakcyjne. Dlatego tez najblizsze prawdy s3
doniesienia, ktére wskazujg na brak réznic w ekstrakcji metabolitdw roslinnych miedzy tymi
dwoma rozpuszczalnikami. Wszelkim innym pracom nalezatoby sie przyjrze¢ doktadniej,
chociazby pod katem pochodzenia materiatu roslinnego, czy tez zastosowanych metod
analitycznych i wynikajgcych z nich btedéw statystycznych. Z drugiej strony, biorgc pod
uwage aspekt spozywczy podjetych przez Doktorantke badan, a co za tym idzie brak
toksycznosci uzytego rozpuszczalnika, dywagacje na temat metanolu wydajg sie zbedne.

Z przedstawionych przez Autorke wynikow odnoszacych sie do ekstrakcji i analizy
poszczegdlnych grup zwigzkdw wynika, ze najkorzystniejszymi parametrami prowadzenia
procesu ekstrakcji byta temp. 100°C a czas ekstrakcji to 10 min. Najlepszym ekstrahentem
okazata sie woda, jednakze zastosowane uktfady glicerolowo-wodne uplasowaty sie zaraz za
nig. Zwazywszy na to, ze glicerol wykazuje wysokie wtasciwosci konserwujgce, uktady
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glicerolowo-wodne wydajg sie wiec bardzo dobrg alternatywg dla wody, ktéra nalezy do
bardzo nietrwatych rozpuszczalnikdw. Podobne wnioski Doktorantka wyciggneta z danych
otrzymanych w wyniku analizy ekstraktow wtérnych, czyli ekstraktéw otrzymanych
z materiatu poekstrakcyjnego. Wynik ten znajduje swoje potwierdzenie w teorii ekstrakcji,
ktéra moéwi, ze wytrawianie/ekstrakcja materiatu roslinnego metodg maceracji trwa do
momentu wyréwnania stezen miedzy surowcem roslinnym a dodanym do niego
rozpuszczalnikiem. A wiec w wyniku jednokrotnej ekstrakcji jestesmy w stanie wydoby¢
z rosliny maksymalnie potowe sktadnikow, jakie nas interesuja.

W dalszej czesci badan Doktorantka dokonata analizy aktywnosci antyoksydacyjnej
otrzymanych ekstraktow, wykazujgc ich wysoki potencjat przeciwutleniajacy, korelujacy
z zawartoscig polifenoli. Dlatego tez najwyzszg aktywnoscig charakteryzowaty sie ekstrakty
wodne, natomiast zaraz po nich ekstrakty glicerolowo-wodne.

Podsumowujac stwierdzam, ze cel dotyczacy wykorzystania glicerolu jako ekstrahenta
zwigzkéw biologicznie czynnych obecnych w roslinach leczniczych, w aspekcie wytwarzania
ptynnych suplementéw diety zostat zrealizowany, a osiggniete wyniki majg charakter

poznawczy i stanowig istotny wktad w rozwdj dziedziny.

Interesujgcym aspektem badan podjetych przez Doktorantke i wartoscia dodang tej
pracy byfta destylacja olejkéw eterycznych z materiatu roslinnego poekstrakcyjnego.
Postuzyta ona oszacowaniu zawartosci sktadnikdéw lotnych w ekstraktach, ale wyniki ptynace
z analizy jakosciowej sktadnikéw obecnych w tak otrzymanych olejkach dajg ciekawa
perspektywe powtdérnego wykorzystania materiatu roslinnego odpadowego. Wyniki sktadu
chemicznego tych olejkow nie odbiegajg bardzo znacznie od sktadu wykazanego dla
roslinnych materiatéw wyjsciowych. Zawartosci poszczegdlnych sktadnikdw sg oczywiscie
rozne, ale taki odpadowy, a moze raczej odzyskany materiat roslinny maégtby stanowi¢ zrédto
olejkow eterycznych chociazby dla chemii gospodarcze;.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz badania wtasne Doktorantka zaplanowata dobrze
i systematycznie zrealizowata, a uzyskane wyniki omowione sg w kontekscie aktualnego
pismiennictwa z dziedziny (375 pozycji). Recenzowana dysertacja mgr inz. Klaudii Katwa
zostata opracowana zgodnie z zasadami przyjetymi dla prac doswiadczalnych. Napisana jest
poprawng polszczyzng i jest bardzo przejrzyscie opracowana graficznie — wyniki badan
Autorka prezentuje w 22 tabelach oraz na 55 rysunkach. Wszystkie rozdziaty dysertacji
stanowig spdjng catosc.

Niestety przy redagowaniu pracy Autorka nie uchronita sie od btedéw edytorskich co jest
nieuniknione, zwtaszcza jesli praca liczy ponad 200 stron. W zaden sposéb nie wptywa to na
wartosc pracy, ale z obowigzku recenzenta przytaczam je ponizej:

- strona 16, rozdziat 1.3.1: Autorka pisze ,Jego niska toksycznos¢ oraz brak zapachu
i smaku pozwalajg na stosowanie glicerolu jako emulgatora.” Glicerol jest raczej
stodki!



strona 29, rysunek 2: ze wzoru podpisanego ‘katechina, epikatechina’ nie wynika
czym réznig sie oba zwigzki. Nalezatoby oznaczy¢ konfiguracje grupy OH przy weglu
C-2, lub po prostu narysowac strukture jednego z nich. Ponadto zamiast nazwy
‘naringenina’ powinna by¢ ‘naryngenina’.

strona 70: cytowanie: jest Covaniin. 1999 - powinno byé Covan 1999

strona 138, tabela 11 c.d.: y-cadinene oraz y-kadinen to ten sam zwigzek tyle, ze
z nazwg polska i angielskg, ale w tabeli majg one inne indeksy i czasy retencjil?
Ponadto w nazwie epoksy allo-alloaromadedendren nalezy usunac jedno ‘allo’

strona 143, tabela 13 i dalsze tabele: kamfor - kamfora

strona 145, tabela 14: nie widze tymolu wsrdd sktadnikow zamieszczonych w tej
tabeli, a z teksty wynika, ze jest to gtéwny zwigzek

Whnioski koncowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi formalne i merytoryczne

stawiane w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym. Na tej podstawie wnioskuje

do Rady Dyscypliny Naukowej Technologia Zywnoséci i Zywienia Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie o przyjecie niniejszej rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Klaudii

Anny Katwa do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dr hab. n. farm. Agnieszka Ludwiczuk, prof. UM
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