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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Michaliny Adaszynskiej-Skwirzynskiej pt. ,,Substancje bio-
logicznie aktywne z nowych odmian zié! i ich zastosowanie w technologii kosmetykéw i

lekow”

Na wste¢pie pracy Autorka scharakteryzowata zwiazki chemiczne zawarte w réznych
odmianach lawendy waskolistnej i przedstawita wlasciwosci substancji czynnych biologicznie.
Na podstawie wielu zrédet literaturowych dokonata zestawien sktadnikéw olejku lawendowe-
go z podzialem na grupy zwiazkéw. Szczegélowo omdwila wiec grupe terpenéw w tym mo-
noterpendw 1 ich pochodnych tlenowych, seskwiterpenéw i diterpenéw z ich pochodnymi
tlenowymi, triterpenoidéw, fenoli, flawonoidéw, garbnikéw, kumaryn, fitosteroli, kwa-
sow tluszezowych. W odniesieniu do kazdej grupy zwiazkéw przedstawila ich wlasciwosci
chemiczne, fizyczne, dzialanie fizjologiczne, struktury chemiczne wybranych przedstawicieli
grup zwiazkoéw, lub etapy biogenezy przedstawicieli grup zwigzkdéw oraz zawartosci procen-
towe gtéwnych skladnikow olejku lawendowego z kwiatdw wg. Farmakopei Europejskie;.
Réwnie szeroko zostala zaprezentowana aktywnos$¢ biologiczna i zastosowania lawendy w
réznych formulacjach kremow i masci. Na szczegolng uwage zastuguje tu omdwienie aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej olejku lawendowego i jego ekstraktow ze wzgledu na pozytywne i
negatywne interakcje z innymi olejkami eterycznymi oraz wspoldziatanie w zastosowaniach z
antybiotykami.

W interesujacej formie zostata przedstawiona aktywnos$¢ antyoksydacyjna, dziatanie na uktad
nerwowy, dzialanie przeciwbdlowe i przeciwnowotworowe olejku lawendowego lub lawen-
dowych ekstraktéw wodnych.

Tematyka najblizsza technologii i zaprezentowana w czesci literaturowej sa metody ekstrakcji
pozadanych zwigzkéw, stosowane w odniesieniu do materiatldéw roslinnych.

Doktorantka wydzielata olejki eteryczne z kwiatow i oddzielnie z ulistnionych todyg z
trzech odmian lawendy waskolistnej, zebranych w trzech kolejnych latach upraw w okreslo-
nych warunkach meteorologicznych. Wydzielanie prowadzita metodami Derynga i Clevenge-

ra. Identyfikacje i oznaczenia ilosciowe skladnikow eluatéw prowadzita metoda chromatogra-
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fii gazowej z detektorem mas (GC-MS) z wykorzystaniem programu ChemStation, przez po-
rownanie uzyskanych widm MS z widmami z biblioteki NIST 02 i w oparciu o obliczone in-
deksy retencji zwiazkoéw wzorcowych i analizowanych eluatow. W oznaczaniu kwaséw feno-
lowych stosowata metod¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Probki lawen-
dy do spektrofotometrycznych oznaczen flawonoidéw przygotowywala metoda opisang w
Farmakopei Polskiej (FP) a do oznaczen metoda HPLC metoda opisang w publikacji Zu-
chowskiego. W opisie wykonania oznaczen metodg HPLC nie okreslila jednak sktadu roztwo-
ru wzorcowego. Oznaczenia garbnikow Doktorantka wykonata metoda spektrofotometrii UV-
VIS, po przygotowaniu probek metoda przedstawiong FP. Metoda HPLC ilosciowo oznaczata
kwasy seskwiterpenowe, po przygotowaniu probek metoda przedstawiong w Farmakopei Eu-
ropejskiej. W oznaczaniu biopierwiastkow stosowata metode absorpcyjnej spektrometrii ato-
mowej oraz fotometrii plomieniowej, po uprzedniej mineralizacji probek suszu lawendowego.
Wiele miejsca zajmuje w pracy analiza etanolowych ekstraktéw suszu lawendowego (z kwia-
tow 1 oddzielnie ulistnionych lodyg), otrzymanych w trzech wariantach czasowych. Otrzyma-
ne ekstrakty Doktorantka poddata badaniom aktywnosci biologicznej i przeprowadzita proby
ich aplikacji. Ekstrakcje wykonala metodami: maceracji prostej, maceracji z wytrzasaniem,
ekstrakcji w aparacie Soxleta, sonifikacji. Analizy ekstraktéw etanolowych prowadzita wcze-
$niej stosowang metoda chromatografii gazowej z detektorem mas (GC-MS), po zmianie wa-
runkOw oznaczen.

Badania aktywnosci biologicznej Autorka wykonata przez poréwnanie aktywnosci przeciwu-
tleniajacej i przeciwdrobnoustrojowej olejkow eterycznych, naparéw i odwardéw z lawendy
oraz oddzialywan olejkéw z konserwantami i dwoma antybiotykami (gentamycyna i flukona-
zol). Autorka opracowatla takze receptury emulsji kosmetycznych w postaci kreméw 1 ma-
$ci.W tych pracach stosowata olejki eteryczne wydzielone z kwiatow lawendy. W tym miej-
scu w punkcie 3.3.3. powinna pisaé¢ o stabilnosci krem6éw i masci skoro pisze o gotowych
preparatach. W obydwu badaniach istotg jest stabilno$¢ otrzymanych emuls;ji.

W wyniku wszechstronnych, szeroko opisanych, badan fitochemicznych Autorka
okreslita sktady chemiczne pigciu odmian lawendy waskolistnej pod wzgledem zawartosci:
olejkoéw eterycznych, kwasoéw fenolowych, flawonoidow, garbnikow, kwaséw seskwiterpe-
nowych i biopierwiastkow. Na ich podstawie i po wykonaniu ocen aktywnosci przeciwutle-
niajacej i przeciwdrobnoustrojowej w dalszych badaniach stosowala dwie odmiany. Zesta-
wienie skladow procentowych najwazniejszych skladnikéw olejkéw eterycznych uzupetnita
analiza statystyczng zawartosci tych sktadnikoéw, wyodrebnionych z kwiatéw z trzech odmian

lawendy, zebranych kolejno w trzech latach. Identyczne oznaczenia wykonala w odniesieniu
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do olejkéw eterycznych wydzielonych z ulistnionych lodyg. W wyniku badan stwierdzila
znaczace zmiany skladow ilosciowych olejkow lawendowych wydzielonych z kwiatow i
ulistnionych lodyg, przy uwzglednieniu pojedynczych skladnikow oraz grup zwiazkow. Naj-
wicksze réznice w sktadach jakosciowych dotyczyty zwiazkéw wystepujacych w niskich stg-
zeniach. Najmniejszy wplyw na sklad olejkow miat typ stosowanego aparatu izolacyjnego.

Znaczace réznice jakosciowe i ilosciowe Doktorantka stwierdzita w zawartosci kwa-
séw fenolowych (ferulowy, kawowy, rozmarynowy) w wyciagach lawendowych z kwiatow i
ulistnionych todyg i w zaleznosci od odmiany lawendy. Wykazata ponadto réznice pomigdzy
wynikami jej oznaczen sktadu kwasow fenolowych i wynikami prezentowanymi w literaturze.
W jej badaniach zwraca uwagg wysoka zawartos¢ kwasu rozmarynowego.

Ponadto stwierdzila réznice pomiedzy zwartoscia flawonoidow w kwiatach i ulistnio-
nych lodygach oraz pomigdzy ich zawartosciami w kwiatach badanych odmian lawendy, przy
czym wiecej flawonoidéw w poréwnaniu z kwiatami wystepowato w ulistnionych todygach.
7 badan (UPLC) zawartosci flawonoidow apigeniny oraz luteoliny i kwercetyny wynika ich
dominujaca zawarto$¢ w ulistnionych lodygach w tym takze glikozydow. Ogotem udalo sig
potwierdzi¢ wystgpowanie osmiu flawonoidow.

Dla trzech badanych odmian lawendy Autorka nie stwierdzila zréznicowania pomie-
dzy zawartoscia garbnikéw w kwiatach i ulistnionych lodygach. Zacytowani przez nig auto-
rzy doszukali si¢ jednak srémicowania w zaleznosci od czesci lawendy. Wyzsza zawartosé
dotyczyta lisci.

Badane odmiany i czesci lawendy wykazywatly natomiast rézne zawartosci kwasow
seskwiterpenowych, przy tym wyzsze zawartodci wystepowaty w kwiatach. Badania te zo-
staly oparte na oznaczeniu zawartosci kwasu walerenowego i acetoksywalerenowego.

Badania zawartoéci biopierwiastkow Autorka oparta na oznaczeniach stezen: Fe, Zn,
Cu, Mn, ale oznaczala takze: Mg, Ca, K, Na. Wérod pierwszej grupy mikroelementow w za-
leznosci od odmiany i czesci rosliny wystgpowala dominujaca ilo$¢ Fe a nastgpnie Cu lub Mn.
W drugiej grupie jest to CaiK.

Sposréd wyzej wymienionych technik ekstrakeji etanolem najskuteczniejsze okazato
sie wyodrebnianie w aparacie Soxhleta, zaréwno w przydatku kwiatow jak 1 ulistnionych to-
dyg oraz niezaleznie od rodzaju surowca. Najnizsze wydajnosci ekstrakcji wystapily w przy-
padku maceracji, a dodatkowe wytrzasanie nie wplywalo na poprawe efektywnosci. We
wszystkich rodzajach ekstrakcji wyzsze wydajnos$ci wystgpowaly podczas ekstrakeji ulistnio-
nych todyg. Niezaleznie od rodzaju ekstrakcji Autorka uzyskata podwyzszenie wydajnosci po
wydluzeniu czasu jej prowadzenia. Jednoczesnie zmienial sie sklad, lecz podstawowymi
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sktadnikami ekstraktow etanolowych (kwiatéw lub ulistnionych lodyg) pozostawaly: kuma-
ryna, herniaryna, octan linalolu.

Z badan aktywnosci przeciwutleniajacej lawendowych olejkoéw, naparéw i odwarow,
mierzonej zdolnoscig redukcji barwnego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowego wyni-
ka, ze jest ona nizsza niz klasycznego antyoksydanta — butylohydroksyanizolu ale wystarcza-
jaco wysoka aby mozna ja byto wykorzysta¢ w praktyce. Wynikajacy z tych badan wniosek
Autorki, przypisujacy dzialanie antyutleniajace przede wszystkim obecnosci w ekstrakcie
znacznej ilosci kwasow fenolowych ma potwierdzenie w informacjach literaturowych, co nie
wyklucza podobnej roli ze strony innych zwiazkoéw fenolowych — flawonoidy i garbniki. Czg-
sto tego typu dzialanie rozpatruje sig jednak pod katem zawartosci pochodnych fenoli, ponie-
waz syntetyczne zwiazki fenolowe sa najczesciej stosowane w technice (inhibitory polimerow,
paliw, smarow). Wykazane przez Autorke dziatanie antyutleniajace jest rozne i zalezy migdzy
innymi od sposobu przygotowania wyciagu (olejek lawendowy, napar, odwar), miejsca wyod-
rebniania z lawendy, odmiany lawendy, miejsca uprawy. Autorka wykazala przy tym silniej-
sze dziatanie utleniajace olejkow lawendowych i odwarow w poréwnaniu z naparami.

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej olejku lawendowego z réznych od-
mian lawendy zostato wykonane po wybraniu DMSO jako najodpowiedniejszego rozpusz-
czalnika olejku oraz jego maksymalnych stgzen, nie wptywajacych na wynik oznaczenia sku-
tecznosci dziatania olejku. Dla wybranych szczepéw mikroorganizméw, metoda rozcienczen,
Doktorantka wykonata oznaczenia minimalnego stezenia hamujacego kolejno dla indywidu-
alnych olejkow, antybiotykéw, konserwantow. Ocene oddzialywania mikrobiologicznego
pomiedzy olejkiem lawendowym, antybiotykiem i konserwantem (interakcji) przeprowadzila
po obliczeniu wspotczynnikow stezenia inhibitujacego (FIC), uprzednio wyznaczajac wskaz-
niki minimalnego stezenia bakteriobdjczego lub grzybobéjczego. Omawiajac wyniki zwal-
czania szczepu gronkowca zlocistego Staphylococcus aureus MRSA Autorka wymienifa
znaczng liczbg antybiotykow nieaktywnych w jego zwalczaniu, jednak nie podata skad po-
chodza te istotne informacje. Moze to sugerowa¢, ze pochodza z jej badan, bowiem dalej
okreslila minimalne stezenie hamujace gentamycyny wobec tego gronkowca.

Dla czterech szczepéw bakterii Doktorantka okreslita wptyw stezefi kolejno linalolu, parabe-
néw, olejkéw lawendowych z kwiatow oraz ulistnionych todyg. Badania wykonata w zakre-
sach stezen stosowanych dla antybiotykow i podkreslita zréznicowane dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe otrzymanych przez nig olejkéw w zaleznosci od sktadu.

Szczegolnie wiele pracy wymagato oszacowanie interakcji dziatania kilku olejkow lawendo-

wych lub okreslonego ich sktadnika z antybiotykami i parabenami, zwazywszy, Z€ dotyczyto
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to czterech mikroorganizmoéw, a w kolejnych rozcienczeniach Doktorantka obnizata stgzenia
o polowe. Dla kazdej z nich musiata zmierzyé absorbancj¢ dla minimum dwoch powtdrzen
przy uwzglednieniu minimalnych st¢zen hamujacych poszczegolnych skladnikow. Badania te
pozwolily stwierdzi¢ wystgpowanie synergii dzialania wszystkich zestawow olejek lawendo-
wy-antybiotyk w odniesieniu do gronkowcow zlocistych: Staphylococcus ureus ATCC 25923
i ATCC 10231 oraz szczepu wzorcowego grzybow drozdzopodobnych Candida albicans
ATCC 10231. W szeregu innych zestawow w oddzialywaniu z mikroorganizmami obok dzia-
lania synergistycznego Autorka stwierdzita dziatanie addytywne lub neutralne i nie wykryta
dziatania antagonistycznego.

Jednoczesnie stwierdzila brak opracowan literaturowych na temat synergizmu dzialania olej-
ku lawendowego z gentamycyna lub flukonazolem i przedstawita wyniki opracowan wspot-
dziatania dla innych olejkow eterycznych z antybiotykami w odniesieniu do podobnych mi-
kroorganizmow.

Pomimo przypisywania decydujacego dziatania farmakologicznego réznym zwiazkom, za-
wartym w olejku lawendowym (linalol, a-santalen), badania Doktorantki (in vifro) wykazaly
przydatnos¢ olejkow lawendowych do podwyzszania aktywnoscl przeciwdrobnoustrojowej
podstawowych dwoch syntetycznych antybiotykow: gentamycyny i flukonazolu.

Badania wtasne potwierdzily znana wczesnie] zalezno$¢ wysokiej aktywnosci przeciwbakte-
ryjnej olejku lawendowego z kwiatow od zawartoéci w nim linalolu ale wykazaty podobna
aktywno$¢ olejkow eterycznych wyodrebnionych z ulistnionych lodyg, gdzie zawartos¢ lina-
lolu byta niska. Ze sktadow obydwu olejkow wynikato, ze efekt taki moze powodowaé obec-
nos¢ a-santalenu.

W badaniach aplikacyjnych otrzymanych w pracy kremow 1 masci zwraca uwage
wpltyw dodatku powszechnie znanych konserwantow ptynnych lub statych na stabilnos$¢
emulsji w roznych okresach czasowych. W ocenach trwatosci mikrobiologicznej Doktorantka
wykazata mozliwos¢ stosowania konserwantow i rézne zachowanie si¢ emulsji w przypadku
stosowania hydrolatu lawendowego i wody destylowanej oraz roznice pomigdzy kremami 1
masciami, podczas stosowania kwiatowego olejku eterycznego w roli konserwanta. Badane
olejki lawendowe z powodzeniem zastepowaly konserwanty syntetyczne.

Praca jest napisana starannie a wystepujace bledy maja charakter pomylek zwiazanych
z pisownig wyrazow. Ponizej przytaczam poprawne brzmienie wyrazoéw i sformutowan ze
wskazaniem miejsca ich wystgpowania: s.37, wiersz 13 powinno by¢: ...olejek lawendowy
charakteryzuje sie...; podobnie 5.38 ..zwiekszonq przepuszczalnosciq...; s. 64 ...0,1% kwasu

mréwkowego i 0,5% kwasu askorbinowego...; 5.69 ... 1,8-dihydroksyantrachinonu...;
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5.105 ...mozna thumaczy¢ stadium rozwojowym lawendy...; s.123 ...absorbancja garbnikéw...;
5.145 ...Badania Blazekovi¢ i wsp. [2010] wykazujq, ze aktywno$é ekstraktéw etanolowych
zwiqzana jest ze stezeniem...; 5.156 ...Sposrod...; s.151 ...Istnienie takich klonéw Humaczyé
moze, obok w/w, trudnos¢ w wyznaczeniu .... Akronim ATP (s.38) powinien byé¢ opisany w ze-
stawieniu. Na oznaczenie rodnika DPPH wystepujq w pracy dwie nazwy: 1, 1-difenylo-2-
pikrylohydrazylowy (s. 80) i 2, 2-difenylo-1-pikrylohydrazylowy.

Pracg charakteryzuje bardzo dobre wielowatkowe rozeznanie literaturowe przedmiotu
badan. Bardzo czesto Autorka przedstawia wyniki swoich badan i konfrontuje je z wynikami
innych autoréw. Liczne cytowania autoréw innych prac, zwlaszcza artykuléw z ostatnich lat,
swiadcza o aktualnosei i duzym zainteresowaniu realizowang tematyka. W pracy wystepuje
szerokie stosowanie instrumentalnych metod badawczych: GC-MS, GC-FID, HPLC, UPLC-
ESI/MS, spektrofotometria UV, fotometria ptomieniowa, niejednokrotnie w polaczeniu meto-
dami oznaczen przedstawionymi w farmakopeach, metodami przedstawionymi w literaturze
przez innych autoréw, lub sg to wlasne pomysty i opracowania Doktorantki.

W zakonczeniu pracy zostaly zestawione i krétko omdéwione najwazniejsze wyniki i wnioski
z przeprowadzonych badan. Odpowiadaja one istocie wykonanych badan.

Wykazane nieliczne biedy nie maja zadnego wplywu na moja wysoka ocene meryto-
rycznej wartosci pracy. Wymagata ona olbrzymiego naktadu pracy i przyswojenia kilku no-
wych technik badawczych, ktorymi Doktorantka nie postugiwata si¢ w toku studiéw magi-
sterskich.

Praca odpowiada wymogom przedstawionym w ,,Ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dziennik Ustaw Nr 65,
poz.595, art. 112 z dnia 14.03.2003r) oraz wymaganiom zawartym w kolejnych, aktualnie
obowiazujacych ,,Rozporzadzeniach Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego”. Wnosze do
Rady Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej ZUT o dopuszczenie mgr inz. Michaliny
Adaszynskiej-Skwirzynskiej do kolejnych etapdw postgpowania w przewodzie doktorskim.

Majac na uwadze zaangazowanie, olbrzymi naktad pracy, uzyskane wyniki, interdy-
scyplinarny charakter pracy prosz¢ Rad¢ Wydzialu o rozpatrzenie mozliwosci wyrdznienia

przedstawionego osiagnig¢cia naukowego mgr inz. Michaliny Adaszynskiej-Skwirzynskiej.

Tndobarl



