1. Streszczenie

Lawenda waskolistna to ceniona roslina lecznicza i ozdobna, uprawiana powszechnie na
calym swiecie. Produkowane przez nig olejki eteryczne, ktére sg mieszaning szeregu zwigzkow
lotnych, ~szeroko stosowane sa w przemyslach kosmetycznym, perfumeryjnym,
farmaceutycznym, a takze spozywczym, czy tekstylnym, w ktérych w ostatnim czasie
szczegllng uwage przywigzuje si¢ zwigzkom pochodzenia naturalnego, uznawanym za
bezpieczne dla $rodowiska i konsumentow. Swiatowe trendy technologiczno-przemystowe
poszukuja alternatyw dla sztucznych, pozyskiwanych chemicznie zwigzkéw konserwujacych,
i zapachowych. Zanieczyszczenie srodowiska oraz zmniejszajace si¢ nieprzerwanie zasoby
stanowisk pod uprawy polowe sa niejednokrotnie ograniczeniem przy produkcji zwigzkow
biologicznie czynnych. Z tego wlasnie powodu opracowuje sie nowe technologie, ktére beda
jak najbardziej wydajne, niezalezne od warunkéw klimatyczno-glebowych i pozwalajace na
szybka i nieprzerwang produkcje zwigzkéw pochodzenia roslinnego. Olejki eteryczne roslin
produkowane s3 przez nie czesto w niewielkich ilosciach lub w szczegélnych momentach
rozwojowych (m.in. w okresie kwitnienia lub w odpowiedzi na czynniki stresowe).
Z powodzeniem do produkeji ich wykorzystywane mogg by¢ rodlinne kultury in vitro. Za ich
sprawg produkowany material roslinny jest wolny od zanieczyszczen oraz chordb
i pozbawiony pozostalosci $rodkéw ochrony roslin. Co wiecej, kontrolowane warunki
laboratoryjne pozwalaja na nieprzerwana oraz niezalezng od czynnikéw $rodowiskowych
produkcj¢ roslin leczniczych bogatych w zwigzki biologicznie czynne. Technika elicytaciji
moze wplywac na wzrost sekrecji olejkow eterycznych. Moze takze prowadzié do uzyskiwania
zwigzkow o zamierzonym skladzie oraz o pozadanych wlasciwosciach i przeznaczeniu. Coraz
czgsciej w procesie elicytacji probuje si¢ wykorzystywaé nanoczastki metali, co do ktérych
dowiedziono, ze ze wzgledu na swoje wlasciwosci sg w stanie wplywac na procesy biologiczne
zachodzgce w rolinach, w tym na proces produkeji przez nie metabolitéw wtérnych (m. in.
olejkow eterycznych). Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie wptywu nanoczastek
zlota i srebra na produkcje metabolitow wtérnych w kulturach in vitro lawendy waskolistne;.

W pierwszym etapie badan zdefiniowano, w jaki sposob dodatek nanoczastek zlota
(AuNPs) i srebra (AgNPs) do pozywek hodowlanych wplywa na rozwdj roélin i trichomy
wydzielnicze lawendy waskolistnej. Pedy ro$lin namnazano na pozywkach z dodatkiem
1,2,5,10,20i 50 mg:dm™ AuNPs lub AgNPs (o $rednicy czastki 24,2 + 2,4 nm i 27,5 + 4,8

nm). Oba NPs pozytywnie wplynely na wzrost i rozwdj roslin w kulturach in vitro. Pozywki



z NPs stymulowaly tworzenie si¢ pedéw i zwickszaly mase roslin. Korzenie ro$lin
namnazanych na pozywkach z dodatkiem NPs byly zwykle diuzsze niz w kontroli. Jedynie
wysokie stgzenia NPs (20 i 50 mg:dm™) w pozywkach byly toksyczne dla roslin, o czym
swiadczylo ograniczenie dlugosci pedow i stopniowe obnizanie wartoéci innych cech
morfologicznych. Wzrost stezenia AgNPs powodowal zmniejszenie liczby trichoméw
wydzielniczych. Srednica trichoméw wydzielniczych po obu stronach blaszki lisciowej byla
wigksza, gdy ro$liny byly namnazane na pozywkach z dodatkiem 1 i 2 mg-dm™ NPs. Srednica
trichoméw wydzielniczych znajdujacych si¢ na adaksjalnej powierzchni blaszki lisciowej byla
najwigksza u roslin pochodzacych z podlozy wzbogaconych w 2 mg-dm AgNPs i 5 mg-dm”
AuNPs, a najmniejsza w przypadku podlozy wzbogaconych w 5 mg-dm AgNPs. Srednica
trichoméw wydzielniczych tworzacych si¢ na powierzchni abaksjalnej byla najwieksza u roslin
eksponowanych na 1, 2, 5 i 10 mg-dm™ AuNPs, 1 mg-dm> AgNPs, a najmniejsza u roélin
eksponowanych na 5 mg-dm= AgNPs.

Nastepnie okreslono, w jaki sposob dodatek nanoczastek do podlozy hodowlanych
wplywa na sklad olejkéw eterycznych lawendy. Ro$liny namnazano na podlozach MS
z dodatkiem 10 i 50 mg-dm™ nanokoloidéw zlota (24,2 + 2.4 nm) i srebra (27,5 + 4,8 nm).
Olejek pozyskany z tkanek lawendy namnazanej na podiozu z dodatkiem 10 mg-dm™ AgNPs
roznit si¢ najbardziej w stosunku do kontroli; nie wykryto w nim w ogéle 10 zwigzkow,
a wykryto 13 innych, ktore nie wystepowaly w olejku kontrolnym. Dodatek AuNPs i AgNPs
do pozywek spowodowal zmniejszenie ilosci zwigzkéw o mniejszej masie czasteczkowe;j,
takich jak: o- i PB-pinen, kamfen, 8-3-carene, p-cymen, 1,8-cyneol, trans-pinokarveol,
kamforiborneol, ktére zostaly zastapione przez te o wyzszej masie czasteczkowej (- i o-
kadynol, 9-cedranon, kadalen, a-bisabolol, cis-14-nor-muurol-5-en-4-on, (E,E)-farnesol).

Zbadano takze wplyw nanoczgstek zlota i srebra na aktywnosé enzymow
antyoksydacyjnych (peroksydazy askorbinianowej (APX), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
peroksydazy gwajakolowej (POX) i katalazy (CAT)), zdolnos¢ do zmiatania wolnych
rodnikow oraz zawarto$¢ polifenoli ogélem w lawendzie waskolistnej. W niniejszym
doswiadczeniu rosliny lawendy hodowano in vitro na podtozu z dodatkiem 1, 2, 5, 10, 20 i 50
mg-dm™ AgNPs lub AuNPs, o rozmiarach czastek odpowiednio 24,2 + 2,4 i 27,5 + 4,8 nm.
Stwierdzono, ze nanoczastki zwigkszaja aktywnosé enzyméw antyoksydacyjnych APX i SOD,
przy czym reakcja ta zalezy od st¢zenia NPs. Najwyzszg aktywno$¢ APX stwierdzono u roélin
namnazanych na pozywkach wzbogaconych w 2 i 5 mg:dm> AgNPs. AuNPs istotnie
zwigkszylo aktywnos¢ APX po dodaniu do pozywki w stezeniu 10 mg-dm™. Najwyzsza
aktywnos¢ SOD odnotowano przy stezeniach 2 i 5 mg-dm= AgNP i AuNP. Dodanie wickszych



stezen nanoczgstek do pozywek hodowlanych powodowalo spadek aktywnosci APX i SOD.
Dodatek AuNPs do pozywek hodowlanych w stezeniach od 2 do 50 mg-dm~ powodowalo
wzrost aktywnosci POX, w poréwnaniu z jej aktywnoscia po dodaniu AgNPs do pozywek
hodowlanych. Nie wykazano istotnego wplywu NPs na wzrost aktywnosci CAT. AgNPs
i AuNPs zwigkszaly zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw (ABTSe+). Dodatek NPs
w stezeniach 2 i 5 mg-dm™ zwigkszal produkcje polifenoli, natomiast w nizszych stezeniach
obnizal ich zawarto$¢ w tkankach lawendy.

Wezesniej uzyskane wyniki byly powodem podjecia préby zweryfikowania
wiasciwosci konserwujgcych lawendy waskolistne; namnazanej na podlozach z nanoczgstkami
zlota lub srebra o rozmiarach czastek 13 i 30 nm. Emulsje kosmetyczne przygotowane
z wykorzystaniem tkanek lawendy pochodzacych z hodowli na podiozach zawierajgcych
AuNPs i AgNPs wykazywaly zwigkszone zdolnosci konserwujace, w poréwnaniu z emulsjami
kontrolnymi. W przypadku kontrolnych emulsji kosmetycznych, ktére nie zawieraly dodatku
tkanek roslinnych oraz DHA BA, kolonie bakterii i grzybow pojawily si¢ juz po drugim
tygodniu eksperymentu. Dodatek tkanki lawendy namnozonej na podiozach bez AuNPs lub
AgNPs chronil badane probki przed skazeniem mikrobiologicznym; w tym przypadku skazenie
bakteryjne wykryto po 4 tygodniach, a grzybowe po 6 tygodniach. Dodatek tkanki lawendowej
pochodzacej z hodowli na pozywkach zawierajacych AgNPs o wielkosci czastek 13 nm
w stezeniu | mg-dm™ wydluzyl czas pojawiania si¢ kolonii bakteryjnych do 8 tygodni (0,9)
i byl to wynik zblizony i poréwnywalny z dzialaniem DHA BA. Wyzsze stezenie AgNPs
w podlozu hodowlanym, jak rowniez wigksza srednica czastek (30 nm), powodowaly
obnizenie zdolnosci konserwujacych tkanek roslinnych. Obecnosé AuNPs w podiozu
hodowlanym wplywala pozytywnie na aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa lawendy, jednak
W mniejszym stopniu niz w przypadku AgNPs. Doswiadczenie dowiodlo, ze fragmenty tkanki
lawendy pochodzace z podlozy wzbogacanych w | mg-dm™ AgNPs, o wielkosci czgstek
I3 nm mogq by¢ wykorzystywane do konserwacji emulsji kosmetycznych o krotkim terminie
przydatnosci.

Przedstawiona praca doktorska ma charakter aplikacyjny oraz udowadnia zasadnogé
dalszych badan w obszarze wykorzystania nanoczastek zlota i srebra do produkeji
wysokojakosciowego materiatu roslinnego, ktéry moglby by¢ stosowany w przemysle

kosmetycznym, w charakterze naturalnego $rodka konserwujgcego.

Ayl Mool /20
- f LgLACb !(/Ll(-\t \‘QL(

| X,

19 04 . LOL.



2. Abstract

Narrow —Leaved Lavender is a valued medicinal and ornamental plant, widely
cultivated all over the world. The essential oils it produces, which are a mixture of a number
of volatile compounds, are widely used in cosmetic, perfumery, pharmaceutical, food and
textile industries, where special attention has recently been paid to compounds of natural
origin, considered safe for the environment and for consumers. Global technological and
industrial trends are looking for alternatives to artificial, chemically produced preservative
and fragrance compounds. Environmental pollution and the continually decreasing amount
of land for field crops are often a limitation in the production of biologically active
compounds. For this reason, new technologies are being developed to be as efficient as
possible, independent of soil and climatic conditions and allowing rapid and uninterrupted
production of compounds of plant origin. Essential oils are often produced by plants in
small quantities or in specific moments of development (e.g. during flowering or in
response to stress factors). Plant in vitro cultures can be successfully used for their
production. Thanks to them, the produced plant material is free from contaminants and
diseases, and free from plant protection agent residues. Moreover, controlled laboratory
conditions allow the production of medicinal plants rich in biologically active compounds
to be uninterrupted and independent from environmental factors. The elicitation technique
can increase the secretion of essential oils. It can also lead to obtaining compounds with
the intended composition and with the desired properties and purpose. More and more often
metal nanoparticles are used in the elicitation process. It has been proven that due to their
properties they are able to influence biological processes occurring in plants, including
production of secondary metabolites (including essential oils). The aim of this dissertation
was to determine the effect of gold and silver nanoparticles on the production of secondary
metabolites in in vitro cultures of narrow-leaved lavender.

As a first step, this study defined how the addition of gold (AuNPs) and silver (AgNPs)
nanoparticles to culture media affects plant development and secretory trichomes of
narrow-leaf lavender. Plant shoots were propagated on culture media supplemented with
1,2, 5,10, 20 and 50 mg:dm™ AuNPs or AgNPs (particle diameter 24.2 + 2.4 nm and 27.5
+ 4.8 nm, respectively). Both NPs positively affected plant growth and development in in
vitro cultures. The media with NPs stimulated shoot formation and increased plant weight.
Roots of plants propagated on NPs-supplemented media tended to be longer than in the

control. Only high concentrations of NPs (20 and 50 mg-dm™) in the media were toxic to



plants, as evidenced by a reduction in shoot length and a gradual decrease in the values of
other morphological traits. An increase in AgNPs concentration resulted in a decrease in
the number of secretory trichomes. The diameter of trichomes on both sides of the leaf
blade was larger when plants were propagated on media supplemented with 1 and 2 mg-dm
3 NPs. The diameter of trichomes located on the adaxial surface of the leaf blade was the
largest in plants derived from media enriched with 2 mg-dm= AgNPs and 5 mg-dm™
AuNPs, and the smallest in media enriched with 5 mg- dm™ AgNPs. The diameter of
trichomes formed on the abaxial surface was the largest in plants exposed to 1, 2, 5, and 10
mg:dm® AuNPs, 1 mg:dm™ AgNPs, and the smallest in plants exposed to 5 mg-dm->
AgNPs.

Next, we determined how the addition of nanoparticles to culture media affects the
composition of lavender essential oils. Plants were propagated on MS media supplemented
with 10 and 50 mg-dm™ nanocolloids of gold (24.2 + 2.4 nm) and silver (27.5 + 4.8 nm).
The oil extracted from lavender tissues propagated on medium supplemented with 10 mg-
dm™ AgNPs differed the most from the control; 10 compounds were not detected in the oil
at all, and 13 others were detected that were not present in the control oil. The addition of
AuNPs and AgNPs to the media resulted in a reduction of lower molecular weight
compounds (o- and [-pinene, camphene, 8-3-carene, p-cymene, 1,8-cyneol, trans-
pinocarveol, camphoriborneol), which were replaced by those of higher molecular weight
(t- and a-cadinol 9-cedranone, cadalene, a-bisabolol, cis-14-nor-muurol-5-en-4-one,
(E,E)-farnesol).

The effects of gold and silver nanoparticles on antioxidant enzyme activities (ascorbate
peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POX), and catalase
(CAT)), free radical scavenging capacity, and total polyphenol content of narrow-leaf
lavender were also investigated. In the present experiment, lavender plants were grown in
vitro on medium supplemented with 1,2, 5, 10, 20 and 50 mg-dm™ AgNPs or AuNPs (with
particle sizes of 24.2 + 2.4 and 27.5 + 4.8 nm, respectively). Nanoparticles were found to
increase the activities of the antioxidant enzymes APX and SOD, with the response
depending on the concentration of NPs. The highest APX activity was found in plants
grown on media enriched with 2 and 5 mg-dm™ AgNPs. AuNPs significantly increased
APX activity when added to the medium at a concentration of 10 mg-dm™. The highest
SOD activity was observed at concentrations of 2 and 5 mg-dm™ AgNPs and AuNPs.
Addition of higher concentrations of nanoparticles to culture media resulted in a decrease

in APX and SOD activities. The addition of AuNPs to the culture media at concentrations



ranging from 2 to 50 mg-dm™ resulted in an increase in POX activity compared to its
activity when AgNPs were added to the culture media. There was no significant effect of
NPs on the increase in CAT activity. AgNPs and AuNPs increased the free radical
scavenging capacity (ABTSe+). The addition of NPs at concentrations of 2 and 5 mg-dm™
increased the production of polyphenols, but at lower concentrations decreased their
content in lavender tissues.

Previously obtained results were the reason for an attempt to verify the preservative
properties of narrow-leafed lavender grown on media with gold or silver nanoparticles with
particle sizes of 13 and 30 nm. Cosmetic emulsions prepared using lavender tissue derived
from culture containing AuNPs and AgNPs showed enhanced preservative abilities
compared to control emulsions. For the control cosmetic emulsions that did not contain the
addition of plant tissue and DHA BA, bacterial and fungal colonies appeared as early as
the second week of the experiment. The addition of lavender tissue grown on media without
AuNPs or AgNPs protected the trial samples from microbial contamination; in this case,
bacterial contamination was detected after 4 weeks and fungal contamination after 6 weeks.
The addition of lavender tissue from cultures on media containing AgNPs with a particle
size of 13 nm at a concentration of 1 mg-dm™ increased the time for the appearance of
bacterial colonies to 8 weeks (0.9) and this was similar and comparable to the effect of
DHA BA. The higher concentration of AgNPs in the culture medium, as well as the larger
particle diameter (30 nm), resulted in a decrease in the preservative capacity of plant
tissues. The presence of AuNPs in the culture medium had a positive effect on the
antimicrobial activity of lavender, but to a lesser extent than that of AgNPs. The experiment
demonstrates that lavender tissue fragments from media enriched in 1 mg-dm™ AgNPs with
a particle size of 13 nm can be used for the preservation of cosmetic emulsions with a short
shelf life.

The presented dissertation has an applied character and proves the validity of further
research in the area of utilization of gold and silver nanoparticles in the production of high
quality plant material, which could be used in the cosmetic industry as a natural

preservative.
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Wprowadzenie

Nanotechnologia to stosunkowo nowy obszar nauki. Z uwagi na unikatowe
wladciwosci nanomaterialow, dyscyplina ta znajduje zastosowanie w wielu obszarach, m.in. w
medycynie, farmacji, kosmetologii. Nanoczgstki sg przedmiotem ogromnych inwestycji,
dlatego wzrost liczby produktéw konsumenckich opartych na nanotechnologii postepuje
bardzo szybko. Nalezy wspomnie¢ rowniez o innych dziedzinach - ogrodnictwo i rolnictwo,
w ktérych zastosowanie nanoczgsteczek jest widoczne m.in. w ochronie roslin. Do najczesciej
stosowanych nanoczgsteczek nalezg: nanosrebro i nanozloto. Z licznych doniesien
literaturowych wynika, ze nanokoloidy znalazly zastosowanie w ro$linnych kulturach in vitro,
czego dowodem jest przedlozona do recenzji rozprawa doktorska.

Lawenda waskolistna (Lavandula angustifolia Mill.) jest rosling aromatyczna, szeroko
wykorzystywang w ziololecznictwie oraz kosmetologii. Podobne znaczenie ma olejek
lawendowy, ktory moze by¢ otrzymywany w procesie hydrodestylacji kwiatow lawendy
pochodzacych z upraw polowych. Autorka prowadzgc swoje badania wlaczyta sie w
aktualny, $wiatowy nurt nauki nad wtérnymi metabolitami o wlasciwos$ciach leczniczych,

biosyntezowanych w kulturach tkankowych gatunkow roslin z rodziny Lamiaceae. Hodowla
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ro$lin w kulturach in vitro zapewnia produkcje materialu roslinnego wolnego od

zanieczyszczen i choréb. Ponadto prowadzone namnazanie roslin w pelni kontrolowanych

warunkach laboratoryjnych, uniezaleznia od warunkow klimatycznych i glebowych i jest

mozliwa przez caly rok.

Struktura oraz tre$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Pauli Jadczak ma forme¢ monotematycznego zbioru

czterech artykuldw naukowych pod wspélnym tytulem ,, Wplyw nanokoloidow zlota i srebra

na produkcje metabolitow wtérnych w kulturach in vitro lawendy waskolistnej (Lavandula

angustifolia Mill.)”. Prace naukowe wchodzgce w sklad cyklu stanowigcego osiggnigcie

naukowe to:

L.

Jadczak P., Kulpa D., Bihun M., Przewodowski W. 2019. Positive effect of AgNPs and
AuNPs in in vitro cultures of Lavandula angustifolia Mill. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture. DOI: 10.1007/s11240-019-01656-w (udzial wlasny: 51%, opracowanie
koncepcji badan, prowadzenie doswiadczen w kulturach in vitro oraz wspédludzial w
przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikdw i pisanie publikacji).

Wesolowska A., Jadczak P., Kulpa D., Przewodowski W. 2019. Gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) analysis of essential oils from AgNPs and AuNPs
elicited Lavandula angustifolia in Vitro cultures. Molecules DOI:
10.3390/molecules24030606 (udzial wilasny: 40%, opracowanie koncepcji badan,
prowadzenie doswiadczen w kulturach in vitro oraz wspoétudzial w przeprowadzeniu
analizy statystycznej wynikow i pisanie publikacji).

Jadczak P., Kulpa D., Drozd R., Przewodowski W., Przewodowska A. 2020. Effect of
AuNPs and AgNPs on the antioxidant system and antioxidant activity of lavender
(Lavandula  angustifolia Mill.)  from in  vitro cultures. Molecules DOI:
10.3390/molecules25235511 (udzial wilasny: 50%, opracowanie koncepcji badan,
prowadzenie doswiadczen w kulturach in vitro oraz wspédtudzial w przeprowadzeniu
analizy statystycznej wynikdw i pisanie publikaciji).

Jadczak P., Kulpa D. 2020. Lavandula angustifolia propagated in in vitro cultures on
media containing AgNPs and AuNPs—an alternative to synthetic preservatives in
cosmetics. Folia Pomeranae Universitatis Technologiae Stetinensis seria Agricultura,
Alimentaria, Piscaria et Zootechnica. DOI: 10.21005/AAPZ2020.56.4.01 (udzial
wlasny: 60%, wspdlpraca przy opracowaniu koncepcji badan, wspoétudzial w

przeprowadzeniu analizy statystycznej wynikdw i pisaniu publikacji).
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Trzy pierwsze prace zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach indeksowanych w
bazie Journal Citation Reports i posiadajg lgczny wspolczynnik oddzialywania IF = 8,863.
Sumaryczna liczba punktow dla wszystkich publikacji wchodzacych w sklad rozprawy
wynosi 420 punktéw wedltug listy czasopism MNiSW. Wszystkie prace opublikowane sg w
jezyku angielskim. W trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a dolgczone
o$wiadczenia Doktorantki oraz wspolautorow wskazujg na jej wiodgcg role w opracowaniu
koncepcji i hipotezy badawczej, zaplanowaniu i realizacji czesci eksperymentalnej, analizie
statystycznej uzyskanych wynikow oraz w przygotowaniu manuskryptu do publikacji.

Zebrane publikacje poprzedzone sg wstepem polagczonym z przegladem literatury,
scisle powigzanym z tematem pracy. Autorka bardzo precyzyjnie okresla celowos¢ podjetych
badan, opisuje badany material i stosowane metody oraz zwigzle przedstawia otrzymane
wyniki. Nastepnie konczy t¢ cze$¢ rozprawy w postaci 12 wnioskow. Ponadto zamieszczony
jest spis literatury oraz streszczenia w jezyku polskim i jezyku angielskim. Do dysertacji
dolaczone sg kopie czterech oryginalnych prac naukowych skladajgcych sie na rozprawe
doktorskg oraz o$wiadczenia wspdlautoréw prac stanowigcych podstawe recenzowanego
doktoratu.

Nalezy podkreslié, iz prace wchodzace w sklad rozprawy sg obszerne, zawierajg liczny
material ilustracyjny, interesujgce analizy statystyczne. Doktorantka wykazala si¢ bardzo
dobrg znajomoscig literatury przedmiotu, odpowiednio cytujac jg w przedstawianych pracach.
Dobdr literatury do podejmowanych tematéw badawczych §wiadczy o wysokiej umiejetnosci
korzystania i rozumienia praz naukowych w jezyku angielskim.

Rozprawa doktorska przygotowana jest bardzo starannie zaréwno pod wzgledem
jezykowym, jak i graficznym. Uklad poszczegolnych rozdzialow jest logiczny i przejrzysty.
Tresci zawarte w poszczegolnych rozdzialach nie budzg zadnych zastrzezen i odpowiadajg

zamieszczonym tytulom.

Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Oryginalne prace naukowe wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej zostal
opublikowane w prestizowych czasopismach naukowych, o czym $wiadczy ich Impact Factor
oraz przyznane przez MNiISW punkty. Zostaly one poddane ocenie kompetentnych
recenzentow, dlatego trudno znalez¢ powazniejsze uchybienia.

W publikacji nr 1 Doktorantka skupila si¢ na zbadaniu wplywu nanokoloidow

zawierajgcych nanoczgsteczki zlota Iub srebra na rozwdj roslin lawendy waskolistnej

-5



hodowanych w kulturach in vitro, w tym takze ich wplyw na trichomy wydzielnicze, ktore sg
odpowiedzialne za sekrecje olejkow eterycznych. Wykazala jednoznacznie mozliwo$é
otrzymania duzej ilo$ci tkanek roslinnych lawendy z prawidlowo wyksztalconymi trichomami
wydzielniczymi w wyniku namnazania ich w kulturach in vitro na pozywkach uzupelnionych
nanokoloidami zawierajgcymi AgNPs i AuNPs. Rosliny namnazane na wymienionych
pozywkach niezaleznie od stgzenia cechowaly si¢ wickszg $wiezg masg, wigkszg liczbg
wyksztalconych pedéw oraz dluzszym korzeniem. Dodanie do pozywek niskich stezen
AgNPs tj. 1 i 2 mgdm™ nie wplywalo na wysoko$¢ namnazanych roslin lawendy, za$
zwigkszenie jego stezenia w pozywce (pow. 5 mgdm™) wplynelo na ograniczenie wzrostu
roslin i zmniejszenie liczny wyksztalconych trichoméw wydzielniczych i jednocze$nie
stymulowalo rozwdj systemu korzeniowego.

Kolejnym zagadnieniem badawczym bylo okreslenie zawartosci i skladu olejku
eterycznego (publikacja 2) oraz zawartosci polifenoli ogdlem (publikacja 3) w tkankach
Lavandula angustifolia Mill. rosnacej na pozywkach z dodatkiem nanoczgsteczek.

Olejek eteryczny jest glownym metabolitem wtérnym lawendy. W warunkach
polowych najwigcej olejku lawendowego gromadzg rosliny w okresie kwitnienia. Dzieki
kulturom in vitro istnieje mozliwos¢ produkowania cennego materialu roslinnego, wolnego od
zanieczyszczen w stosunkowo krotszym okresie czasu niz ma to miejsce w uprawach
polowych. Analiza skladu jakosciowego i ilosciowego olejku lawendowego z Lavandula
angustifolia Mill. rosnacej na pozywkach wzbogaconych nanoczgsteczkami zlota badz srebra
wykazala zrdznicowanie udzialu procentowego zwigzkéw chemicznych w zaleznoéci od
stezenia i rodzaju nanoczasteczek w pozywce. Obecnosé w pozywce nanoczasteczek zlota i
srebra powodowala zmniejszenie udzialu zwigzkow o nizszej masie czgsteczkowej (a- i B-
pinenu, kamfenu, 6-3-karenu, p-cymenu, eucaliptolu i borneolu) oraz zwiekszenie udzialu
zwigzkow o wyzszej masie (o-kadinolu, 9-cendranonu, kadalenu, o-bisabololu, cis-14-nor-
muurolu-5-en-4-one, oraz (E,E)-farnezolu). Bardzo interesujgce byl sklad olejku
lawendowego z ro$lin hodowanych na pozywkach kontrolnych, ktory okazal sie bogatszy w
takie zwigzki jak: o- i B-pinen, p-cymen, kamfen, 8-3-karenu. Uzyskane wyniki moga
postuzy¢ jako wskazéwka do otrzymywania olejku o okreslonym skladzie chemicznym.

Ogolna zawarto$¢ polifenoli w Lavandula angustifolia Mill. byla modyfikowana
rodzajem nanoczgsteczek dodawanych do pozywki oraz ich stezeniem w podlozu.

Analizowanym zagadnieniem badawczym w przedlozonej rozprawie bylo tez

okreslenie wplywu nanoczasteczek na aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych (publikacja
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3). Namnazanie lawendy na pozywkach z dodatkiem nanoczasteczek zlota i srebra
powodowalo  wzmozong aktywno$¢ enzymow  antyoksydacyjnych  (peroksydaza
antyaskorbinianowa i dysmutaza ponadtlenkowa) oraz obnizenie aktywnosci peroksydazy
gwajakowe;j.

Nastgpnym problemem badawczym, jakim zajela sie Doktorantka, byla ocena
mozliwos$ci wykorzystania wysuszonych i sproszkowanych tkanek Lavandula angustifolia
Mill., elicytowanych w kulturach in vitro nanoczasteczkami zlota i srebra, jako substancji
konserwujacych emulsje kosmetyczne (publikacja 4). Wyniki badan wskazuja, iz fragmenty
tkanki lawendy waskolistnej pozyskane z podlozy wzbogacanych w 1mgdm™ AgNPs o
wielkosci czgstek 13 mm mogg zosta¢ wykorzystane do konserwacji emulsji kosmetycznych

o krotkim terminie przydatnosci.

Ocena koncowa
Dysertacja doktorska Pani mgr inz. Pauli Jadczak jest przygotowana z dbaloscig o
strone jezykows i edytorskga. W calej pracy Doktorantka postuguje sie precyzyjnym jezykiem
naukowym oraz swobodnie porusza si¢ w terminologii dotyczacej prezentowanych zagadnien.
W pracy znalazly si¢ jedynie pewne niescistosci, ktore nie pomniejszajg wysokiej
wartos$ci merytorycznej recenzowanej pracy. Wsrdd nich mozna wymienic:
- str. 20 blgd we wniosku 2, gdzie stowo ,,wyzszg” w stwierdzeniu: ...... charakteryzowaly sie¢
wyzszg $wiezg masg....nalezalo by zastgpi¢ stowem wigksza, ktore jest bardziej adekwatne
do
masy
- str. 30, 9.Jednotematyczny cykl publikacji — mozna doda¢ numery czasopism oraz strony,
mimo widniejgcych numeréw DOI
- str. 30, 9.Jednotematyczny cykl publikacji — przy publikacji 4 rok wydania przesuniety
zostal za tytul artykulu.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Pauli Jadczak, pt.
» Wplyw nanokoloiddw zlota i srebra na produkcje¢ metabolitow wtérnych w kulturach in vitro
lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia Mill.)” jest bardzo interesujgca, ma charakter
aplikacyjny, udowadnia zasadno$¢ prowadzenia dalszych badan w obszarze wykorzystania
nanoczgsteczek zlota i srebra do produkcji wysokojakosciowego materialu roslinnego z
zastosowaniem w przemysle kosmetycznym jako naturalnego srodka konserwujgcego.

Doktorantka na  podstawie  precyzyjnie  zaplanowanych oraz  starannie
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przeprowadzonych eksperymentow wykazala uzyteczno$¢ wybranych metod.

Rozprawa doktorska zostala wykonana w dyscyplinie naukowej ogrodnictwo.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oryginalnym
I wartosciowym osiggnieciem naukowym oraz spelnia wymagania okreslone na podstawie art.
179 ust. 113 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, pézn. zm.) w zwiazku z art. 14 ust. 2 pkt 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789. pozn. zm.).

Whioskuj¢ do Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w
Szczecinie o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauli Jadczak i dopuszczenie jej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na istotne walory oryginalnosci naukowej oraz majac na uwadze wysoka
jakos¢ uzyskanych wynikéw i wiodacg role Doktorantki w powstawaniu publikacji
naukowych wnosz¢ do Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w

Szczecinie o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Dr hab. Grazyna Zawislak
C, C \%‘/wj /ZQ/('/
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgy inz. Pauli Jadczak

pt. ,,Wplyw nanokoloidéw zlota i srebra na produkcje¢ metabolitow wtérnych
w kulturach in vitro lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia Mill.)”

Ocena rozprawy doktorskiej zostala wykonana na podstawie uchwaly nr 9 Senatu
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, przekazanej pismem z
dnia 3. lutego 2022 r. przez Pana prof. dr hab. inz. Arkadiusza Telesinskiego, Dziekana
Wydziatu Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa ZUT w Szczecinie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Pauli Jadczak,
przygotowana pod kierunkiem Pani dr hab. Danuty Kulpy, prof. ZUT w Katedrze Genetyki,
Hodowli i Biotechnologii Roslin na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa ZUT w
Szczecinie, sklada si¢ z jednotematycznego cyklu publikacji zgodnie z art. 15 Ust. 2 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz.U. 2016, poz. 882) pod wspolnym tytutem: Wplyw nanokoloidow zlota
i srebra na produkcje metabolitow wtornych w kulturach in vitro lawendy waskolistnej
(Lavandula angustifolia Mill.). W sklad cyklu wchodza 4 publikacje naukowe opublikowane
w latach 2019-2020. Trzy artykuly wchodzace w sklad rozprawy opublikowano w
czasopismach z tzw. Listy Filadelfijskiej (jeden w Plant Cell Tissue and Organ Culture oraz
dwa w Molecules), a jeden w czasopismie Folia Pomeranae Universitatis Technologiae
Stetinensis. Laczna warto$¢ osiggniecia mierzona wspotezynnikiem wplywu Impact Factor (IF)
wynosi 8,863 oraz 420 punktow z listy MEIN. Przedstawione do oceny publikacje sa
wieloautorskie lub dwuautorskie, jednak w trzech pracach Pani Mgr inz. Paula Jadczak jest
pierwszym autorem, a w jednej drugim, co $wiadezy o istotnym wkladzie w powstanie tych
prac (udzial 40-60%), ponadto w dwdch pracach Doktorantka jest takze autorem
korespondencyjnym. Praca doktorska sklada si¢ z dziewieciu rozdzialéw. Jednotematyczny
cykl publikacji poprzedzony jest opisem skladajacym sie z o$miu rozdzialow (1 - Wstep, 2 -
Cel badan, 3 — Material i metody badan, 4 - Omowienie wynikow badan przedstawionych w
publikacjach stanowigcych osiagni¢cie naukowe, 5 - Wnioski, 6 - Literatura, 7 - Streszczenie,
8 - Abstract, 9 - Jednotematyczny cykl publikacji).



Temat rozprawy zostal trafnie okreslony i spaja caty cykl publikacji dotyczacy wpltywu
nanokoloidéw zlota i srebra na produkcje metabolitow wtornych w kulturach in vitro lawendy
waskolistne;j.

We Wstepie Doktorantka okreslita znaczenie nanoczastek metali zarowno w medycynie
i farmacji, kosmetologii, ochronie $rodowiska, przemysle tekstylnym, jak i na komorke
roslinng, gdzie przyczyniajg si¢ do peroksydacji blon komoérkowych i wplywaja na ekspresje
genow odpowiedzialnych za produkcje zwigzkow aktywnych biologicznie. Ponadto Autorka
zwrocila uwage na zastosowanie nanoczastek, gldwnie srebra, w roslinnych kulturach in vitro
na etapie zakladania sterylnej kultury oraz badan nad ich przydatnoscia jako elicytoréw
pobudzajgcych produkcje metabolitow wtornych w kulturach in vifro. Omoéwita ponadto
gatunek lawende waskolistng jako rosling wykorzystywana do produkcji cennych olejkow
eterycznych oraz przedstawila teorie prawdopodobnego mechanizmu oddzialywania
nanoczgstek dodawanych do pozywek w kulturach in vitro na produkcj¢ metabolitow wtornych.

Glownymi celami prezentowanej rozprawy doktorskiej bylo: okreslenie wplywu
dodatku do pozywki nanokoloidow zawierajacych nanoczastki ztota i srebra na wzrost ro$lin,
w tym rozwdj trichomow wydzielniczych lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia Mill.),
odmiany ‘Munstead” w kulturach in vitro. Ocena sktadu chemicznego olejkow eterycznych oraz
zawartosci polifenoli ogdtem, produkowanych przez lawende¢ waskolistna namnazang w
kulturach in vifro na pozywkach wzbogaconych w nanokoloidy zlota lub srebra. Ponadto
badania dotyczyly okreslenia wplywu nanoczastek zlota i srebra na aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych i zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikéw w tkankach roslin lawendy
waskolistnej namnazanych w kulturach in vitro i oceny mozliwosci wykorzystania tkanek
lawendy waskolistnej w kulturach in vifro na pozywkach zawierajacych w swoim sktadzie
nanoczastki zlota lub srebra jako alternatywy dla syntetycznych konserwantow uzywanych w
produktach kosmetycznych.

Opracowanie wydajnej metody otrzymywania olejkoéw eterycznych lub tez fragmentow
tkanek rodlin o istotnie podwyzszonej w wyniku elicytacji aktywnosci antyoksydacyjnej
i antymikrobiologicznej, pozwoliloby na ich wykorzystanie jako substancji konserwujacych
kosmetyki, zwlaszcza tych o krotkim terminie przydatnosci do uzycia. Podjeta problematyka
badawcza jest istotna ze wzgledu na poszukiwanie alternatywnych substancji pochodzacych z
roslin, ktére moglyby zastapi¢ w praktyce kosmetycznej substancje chemiczne prowadzace
czesto do problemdéw alergicznych skory. Zwickszenie wydajnosci ich wytwarzania w
kulturach in vitro roslin poprzez elicytacje moze dostarczy¢ bardzo wysokiej jakosci
fitozwigzkow o charakterze aplikacyjnym w szeroko pojetej kosmetyce.

W rozdziale 3 Doktorantka przedstawila charakterystyke materialu badawczego oraz
metody badawcze. Materialem uzytym do prowadzenia badan w ramach wykonanej pracy
doktorskiej byly rosliny lawendy waskolistnej, odmiany ‘Munstead’ pochodzace z kolekcji
rodlin Laboratorium Kultur /n Vitro, Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin,
mieszezacej sie na Wydziale Ksztaltowania Srodowiska i Rolnictwa ZUT w Szczecinie.
Eksplantaty pobrane z tych roslin postuzyly do zalozenia doswiadczenia, w ktorym okreslono:

2



wplyw nanoczgstek zlota i srebra dodawanych do pozywki podstawowej w roznych stezeniach
(od 1 do 50 mg-dm™) na wzrost i rozwéj roslin lawendy w kulturach in vitro. Obserwacje
prowadzono przy pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM), okreslono
réwniez morfologie wyksztalconych trichomow wydzielniczych (publikacja 1). W
otrzymanych w ten sposob tkankach lawendy oznaczono aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (POX, APX, CAT, SOD), zdolno$¢ do zmiatania wolnych rodnikdéw
metoda ABTSe+ oraz zawartos¢ polifenoli ogolem (publikacja 3). Nastepnie poréwnano
zawartos¢ olejku eterycznego 1 jego sklad (metoda GC-MS) w tkankach lawendy waskolistnej
namnazanej na pozywce podstawowej, z dodatkiem AgNPs lub AuNPs (publikacja 2).

Na ostatnim etapie pracy doktorskiej (publikacja 4) porownano potencjat konserwujacy
emulsje kosmetyczne tkanek lawendy waskolistnej w kulturach in vitro, na pozywkach
wzbogaconych w 1 lub 10 mg-dm™ nanoczastki zlota lub srebra o dwoch wielkosciach czastek
13 lub 30 nm.

Analize trichomow wydzielniczych lisci za pomocag skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM) przeprowadzono w Centrum Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Uniwersytetu Szczecinskiego w Matkocine. Badania majgce na celu okreslenie stezenia i
kompozycji olejkow eterycznych wykonano na Wydziale Technologii i Inzynierii Chemicznej
ZUT w Szczecinie.

W kolejnym rozdziale Doktorantka oméwila wyniki badan zawartych w publikacjach
stanowiacych osiggniecie naukowe.

W publikacji nr 1 pt. ,,Possitive effect of AgNPs and AuNPs in in vitro cultures of
Lavandula angustifola Mill.” opublikowanej w czasopismie Plant Cell, Tissue and Organ
Culture Doktorantka wraz ze wspolautorami badala wplyw nanokoloidow zawierajgcych
nanoczastki ztota lub srebra na rozwdj roslin lawendy waskolistnej w kulturach in vitro, w tym
takze ich wplyw na trichomy wydzielnicze odpowiedzialne za sekrecj¢ olejkow eterycznych.
Wyniki powyzszych badan wskazuja na istotny wplyw AuNPs i AgNPs na liczbe
i $rednice trichomow wydzielniczych na dolnej i goérnej powierzchni blaszek lisciowych
lawendy. Niskie stezenia NPs zwickszaly liczbe wyksztalconych trichoméw wydzielniczych.
Najliczniej struktury te wystepowaly na blaszkach lisciowych lawendy namnazanej na
pozywkach zawierajacych 5 mg-dm™ AuNPs. Lawenda namnazana na pozywkach z dodatkiem
najwyzszych stezen AgNPs (50 mg-dm™) wyksztalcila najmniejsza liczbe trichoméw, na obu
stronach blaszek lisciowych. Wyzsze stezenia NPs nie zwigkszaly srednicy wloskow
wydzielniczych na gornej powierzchni blaszek lisci lawendy w porownaniu z pozywka
kontrolng. Na zwigkszenie si¢ srednicy trichomow wydzielniczych w stosunku do kontroli na
dolnej powierzchni blaszki lisciowej wplynely od 1 do 10 mg-dm™ AuNPs oraz 1 mg-dm
AgNPs dodawane do pozywek wzrostowych.

W kolejnym doswiadczeniu okreslono zawartos¢ i sklad metabolitow wtornych -
olejkéw eterycznych (publikacja nr 2 pt. ,,Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)
Analysis of Essential Oils from AgNPs and AuNPs Elicited Lavandula angustifolia /n Vitro
Cultures” opublikowanej w Molecules). Celem doswiadczenia byla analiza olejkow
eterycznych, pozyskanych z roslin lawendy waskolistnej namnazanej w kulturach in vitro na



pozywkach wzbogacanych w nanoczastki zlota badZ srebra. W pracy tej dowiedziono, ze
uprawa lawendy waskolistnej w kulturach in vifro na pozywkach zawierajacych w swoim
skladzie nanoczastki ztota i srebra istotnie wplywa na skiad chemiczny i zawartosé olejkow
eterycznych. Analiza skladu olejkow metodg GC-MS umozliwila zidentyfikowanie 97 r6znych
zwigzkow chemicznych reprezentujacych, w zaleznosci od stezenia nanoczastek od 99,29-
99.95% zawartosci olejkow eterycznych. Stwierdzono zréznicowanie udziatu procentowego
zwigzkow chemicznych w analizowanych olejkach eterycznych, w zaleznosci od stezenia i
rodzaju nanoczastek w pozywce. Nanoczastki zlota i srebra dodawane do pozywek
powodowaly zmniejszenie ilosci i udzialu procentowego zwigzkow o nizszej masie
czasteczkowej, ktore zostaly zastapione przez te o wyzszej masie czasteczkowej. Olejki
eteryczne pozyskane z tkanek lawendy uprawianej na pozywkach z dodatkiem 10 mg-dm™
AgNPs najbardziej r6znily si¢ jakosciowo w odniesieniu do kontroli.

Doswiadczenie dowodzi, ze nanoczastki zlota i srebra spelniajg funkcje elicytorow w
kulturach in vitro lawendy waskolistnej, istotnie wplywajac na zawarto$¢ i sklad
produkowanych przez nig olejkow eterycznych. Nie jest jednak jasne jaki jest mechanizm
oddzialywania nanoczastek dodawanych do pozywek w kulturach
in vitro na produkcj¢ metabolitow wtornych. Przypuszcza sig, Zze nanoczastki metali wywoluja
stres oksydacyjny. Dlatego w kolejnym dos$wiadczeniu okreslono wplyw nanoczastek na
aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych (publikacja 3 pt. ,,Effect of AuNPs and AgNPs on
Antioxidant System and Antioxidant Activity of Lavender (Lavandula angustifolia Mill.) from
In Vitro Cultures” opublikowanej w Molecules). Celem badania byto okreslenie aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych lawendy waskolistnej (APX, SOD, POX, CAT) narazanej na
stres wywolany nanoczastkami zlota i srebra oraz jej zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikow
(ABTSe+) i zawartos¢ polifenoli ogdtem.

Stwierdzono, Ze nanokolidy zlota i srebra zwigkszajg aktywno$¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych, takich jak peroksydaza askorbinianowa (APX) i dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), jednak reakcja ta zalezy od ich stezenia w pozywce. Najwyzsza aktywno$¢ APX
stwierdzono w tkankach roslin namnazanych na podlozach zawierajacych 2 i 5 mg-dm AgNPs.
Nanoczastki zlota istotnie zwigkszaly aktywnos¢ APX w stosunku do kontroli, jedynie kiedy
zastosowane byly w stezeniu 10 mg-dm™. Najwyzsza aktywno$é SOD zaobserwowano przy
stezeniu 2 i 5 mgdm™ AgNP i AuNPs. Dodatek AgNPs do podlozy hodowlanych we
wszystkich zastosowanych stezeniach oraz 1 mg-dm™ AuNPs obnizyl aktywno$é peroksydazy
gwajakolowej (POX), w poréwnaniu do aktywnosci obserwowanej u rolin kontrolnych. Nie
wykazano istotnego wplywu nanoczastek na wzrost aktywnosci katalazy (CAT) w stosunku do
kontroli.

Zawartos¢ polifenoli ogolem zmieniala si¢ w zaleznosci od rodzaju i stezenia
nanoczastek w pozywce. Wzrost zawartosci polifenoli w stosunku do kontroli stwierdzono dla
lawendy namnazanej na pozywkach z dodatkiem 2, 5 i 10 mg-dm™ AuNPs oraz od 5 do 50
mg-dm™ AgNPs. Z kolei lawenda uprawiana na podlozach z dodatkiem najwyzszego stezenia
nanoczastek zlota (50 mg-dm™) oraz najnizszych stezen nanoczastek srebra (1 i 2 mg-dm™)
charakteryzowata sig¢ istotnie nizszg od kontroli zawartoscig polifenoli.



Majac na uwadze aplikacyjny charakter pracy doktorskiej, w kolejnym etapie badan
okreslono mozliwos¢ zastosowania wysuszonych i sproszkowanych fragmentéw roslin
lawendy, elicytowanych w kulturach in vitro nanoczastkami Ag i Au, jako substancji
konserwujacych emulsje kosmetyczne (publikacja 4 pt. ,,Lavandula angustifolia propagated
in in vitro cultures on media containing AgNPs and AuNPs: an alternative to synthetic
preservatives in cosmetics” opublikowanej w Folia Pomeranae Universitatis Technologiae
Stetinensis). Celem ostatniego etapu badan bylo okreslenie mozliwosci wykorzystania
rozdrobnionych tkanek lawendy waskolistnej uzyskanych na podlozach zawierajacych
nanoczastki zlota lub srebra o rozmiarach 13 i 30 nm do konserwacji emulsji kosmetycznych.
Wykazano, ze tkanki lawendy uprawianej na podlozach zawierajacych AuNPs i AgNPs
wykazaly zadowalajace zdolnosci konserwujace. W przypadku emulsji kosmetycznych
kontrolnych, ktore nie zawieraly dodatku tkanek roslinnych ani kwasu dehydrooctowego i
benzoesowego, zaobserwowano pojawianie si¢ kolonii bakteryjnych i grzybowych po drugim
tygodniu trwania doswiadczenia. Dodatek tkanek lawendy uprawianej na pozywkach nie
zawierajacych  nanoczastek  chronil  badane  probki  przed — zanieczyszczeniem
mikrobiologicznym. W tym przypadku kolonie bakteryjne zostaly wykryte po 4 tygodniach, a
grzybowe po 6 tygodniach inkubacji. Dodatek tkanki lawendy rosngcej na podlozach
uzupeltnionych w AgNPs o wielkosci czgstek 13 nm oraz w stezeniu 1 mg-dm= wydluzyl czas
pojawiania si¢ kolonii bakteryjnych do 8 tygodni, a wynik ten byl poréwnywalny z efektem
konserwujacym DHA BA. Wyzsze st¢zenie AgNPs w pozywece, a takze wigksza srednica
czastek (30 nm), spowodowaly zmniejszenie zdolnosci konserwujgcych tkanek roslinnych.
Obecnos¢ AuNPs w pozywkach takze wykazala pozytywny wplyw na aktywnosé
antymikrobiologiczng lawendy, jednak w mniejszym stopniu niz w przypadku AgNPs. Autorka
sugeruje, ze rozdrobnione fragmenty tkanki lawendy, pozyskane z roslin uprawianych na
pozywkach zawierajacych 1 mg-dm= AgNPs o wielkosci czastek 13 nm moga byé
wykorzystane do konserwacji emulsji kosmetycznych o krotkim okresie przydatnosci do
uzycia.

Konstrukcja pracy jest przejrzysta i logiczna. Tematy podejmowane w kolejnych
publikacjach wynikaja z rezultatoéw badan uzyskanych w poprzednich pracach i sg ich
rozwini¢ciem. Przedstawione prace $wiadczg o duzej wiedzy Pani mgr inz. Pauli Jadczak,
bardzo dobrej umiejetnosci dyskusji i interpretacji wynikéw oraz formutowania syntetycznych
wnioskow. Istotny jest rowniez potencjalnie aplikacyjny charakter pracy, gdyz uzyskane
wyniki wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania nanoczastek zlota i srebra jako elicytorow
zwiekszajacych w roslinach zawarto$¢ cennych substancji o charakterze metabolitow wtornych
uzyskanych metodg roslinnych kultur in vitro do produkcji wysokiej jakosci naturalnych
kosmetykow.

Do najwazniejszych wnioskéow rozprawy doktorskiej Pani Mgr inz. Pauli Jadczak nalezy
zaliczy¢:

a/ Wykazanie mozliwosci otrzymania duzej ilosci tkanek roslinnych (rosliny rozmnazane na
pozywkach z dodatkiem nanokoloidow zawierajacych AgNPs i AuNPs, niezaleznie od ich



stezenia w pozywce, charakteryzowaly si¢ wyzsza $wiezg masg i liczba wyksztalconych pedow
oraz dtuzszym korzeniem) z prawidlowo wyksztalconymi trichomami wydzielniczymi.

b/ Stwierdzenie, ze dodatek do pozywek niskich stezen AgNPs (1 i 2 mg-dm™) nie wywieral
wplywu na wysokos¢ namnozonych roslin. Zwigkszenie jego stezenia w pozywce powyzej 5
mg-dm™ wplynelo na ograniczenie wzrostu roslin i zmniejszenie liczby wyksztalconych
trichomow wydzielniczych, a jednocze$nie stymulowato rozwoj systemu korzeniowego.

¢/ Stwierdzenie, ze namnazanie lawendy w kulturach in vifro na pozywkach z dodatkiem od 1
do 10 mg-dm> AuNPs wplynelo na zwiekszenie liczby wyksztalconych trichoméw
wydzielniczych.

d/ Wykazanie, ze najwazniejszymi zwigzkami wystepujacymi w olejkach eterycznych lawendy
waskolistnej uzyskanej in vitro byly: borneol, t-kadinol, tlenek kariofilenu, y-kadinen i 1,8-
cineol.

e/ Stwierdzenie, ze nanoczgstki ztota i srebra dodawane do pozywek mialy wplyw na sklad
chemiczny olejkow eterycznych.

t/ Wykazanie, ze olejek eteryczny pozyskany z tkanek lawendy hodowanej na pozywkach z
dodatkiem 10 mg-dm™ AgNPs najbardziej roznil sie jakosciowo w odniesieniu do kontroli. W
jego skladzie zidentytikowano 13 zwigzkow chemicznych nicobecnych w olejku izolowanym
z roslin kontrolnych.

g/ Wykazanie, ze namnazanie lawendy waskolistnej na pozywkach z dodatkiem nanoczastek
zlota 1 srebra skutkowalo wzmozona aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych takich jak:
peroksydaza askorbinianowa (APX) i dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), wplywajac zas na
obnizenie si¢ aktywnosci peroksydazy gwajakolowej POX. Poziom aktywnosci enzymdéw
zalezal od stezenia i rodzaju nanoczastki.

i/ Stwierdzenie, ze dodatek do pozywek namnazajacych nanoczastek w stezeniu od 1 do 20
mg-dm™ AuNPs oraz od 2 do 50 mg-dm™ AgNPs zwickszal aktywno$é¢ antyoksydacyjna
okreslong przez zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikow ABTSe+. Wyjatek stanowilo tu
najnizsze stezenie AgNPs (1 mg-dm™) oraz najwyzsze stezenie AuNPs (50 mg-dm™), ktérych
zdolnos¢ pozostawata na poziomie kontroli.

j/ Okreslenie rodzaju nanoczgstek dodawanych do pozywki oraz ich stezenia w pozywce ktore
wplywa na zawartos¢ w tkankach polifenoli ogdtem. Rosliny namnazane na pozywkach z
dodatkiem od 2 do 10 mg-dm™ AuNPs oraz od 5 do 50 mg-dm™ AgNPs charakteryzowaly sie
wyzsza zawartoscig polifenoli ogolem w porownaniu z kontrola.

k/ Wykazanie, ze tkanki lawendy waskolistnej namnazanej na pozywkach wzbogaconych w 1
mg-dm™ nanoczgstek srebra o wielkosci czasteczki 13 nm wykazywaly wiasciwosci
konserwujace,  zabezpieczajac  emulsje  kosmetyczne  przed — zanieczyszczeniem
mikrobiologicznym przez okres do 6 tygodni, a po okresie 8 tygodni obserwowano jedynie
niewielki wzrost mikroorganizméow.



I/ Stwierdzenie, ze fragmenty tkanki lawendy pochodzace z podlozy wzbogacanych w 1 mg-dm"
3 AgNPs o wielkosci czastek 13 nm moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do konserwacji
emulsji kosmetycznych o krétkim terminie przydatnosci. -

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiony cykl publikacji pod wspolnym tytutem: ,,Wplyw
nanokoloidow zlota i srebra na produkcje¢ metabolitow wtornych w kulturach in vitro lawendy
waskolistnej (Lavandula angustifolia Mill.) stanowi dobra podstawe do ubiegania sie o stopien
doktora w dyscyplinie naukowej rolnictwo i ogrodnictwo.

Podczas lektury pracy nasunelo mi si¢ jednak kilka pytan i uwag.
Uwagi:

1. W pracy zauwazono drobne literowki oraz tautologie np. ,,pozywka ta stanowila
pozywke”.

2. W pracy doktorskiej pojawiajg sie okreslenia typu: ,hodowla roslin w kulturach
in vitro” oraz ,tkanek hodowanych w kulturach in vitro™ itp. Prosze wyjasni¢
dlaczego uzyto tu stowa ,,hodowla™ a nie ,,uprawa’?

3. Z Pani rozprawy doktorskiej wynika, ze: ,,Dodatek tkanki lawendy rosngcej na
podiozach uzupetnionych w AgNPs o wielkosci czgstek 13 nm oraz w stezeniu 1
mg-dm™ wydluzyl czas pojawiania si¢ kolonii bakteryjnych do 8 tygodni, a wynik ten
byt poréwnywalny z efektem konserwujagcym DHA BA”.

Z literatury naukowej wiadomo, ze nanoczastki metali m. in. srebra i zlota moga
mie¢ dzialanie cytotoksyczne i genotoksyczne. Czy stosowanie ich w kosmetykach jest
bezpieczne dla konsumentow? Od czego moze zaleze¢ cyto- i genotoksycznosé na
zywe komorki? Jaka srednica nanoczastek umozliwia ich penetracje przez blony
komorkowe do wnetrza komorki i organelli komoérkowych? Czy wykonano
odpowiednie badania toksykologiczne emulsji zawierajacych nanoczastki srebra lub
zlota na tkanki/ komorki skory ludzkiej w warunkach in vitro?

Pragng zaznaczy¢, ze powyzsze uwagi to drobne niescislosci, gléwnie redakeyjne, ktére
nie wplywaja na merytoryczng ocene pracy.

Podsumowanie

Podsumowujgc, niniejszym stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani
Mgr inz. Pauli Jadczak pt. ,Wplyw nanokoloidéw zlota i srebra na produkeje
metabolitow wtérnych w kulturach in vitro lawendy waskolistnej (Lavandula angustifolia
Mill.)” spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dnia
14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (tekst jednolity Dz. U. 2017, poz. 1789, z p6zn. zm.) oraz § 11 ust. 6 uchwaly



nr 113 Senatu ZUT z dnia 23 wrzesnia 2019 roku (z pozn. zm.). Z tego wzgledu przedkladam
wniosek do Wysokiego Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w
Szczecinie o dopuszczenie Pani Mgr inz. Pauli Jadezak do dalszych etapow postepowania w
przewodzie doktorskim.

Biorgc pod uwage warto$¢ naukowa recenzowanej pracy oraz ze wzgledu na fakt, ze
przedstawiony spdjny tematycznie cykl publikacji sktada si¢ z wysokopunktowanych
artykutow (wg MEIN 420 punktow) o tgcznym wspdlezynniku wpltywu IF = 8,863, wnioskuje
do Wysokiej Rady Dyscypliny Wydzialu o wyréznienie powyzszej rozprawy.

Bydgoszcz, 4.04.2022 r. /] / :



Uchwata nr 143
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 27 czerwca 2022 r.

w sprawie nadania mgr inz. Pauli Jadczak

stopnia doktora

Na podstawie art. 179 ust. 1i 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z pdzn. zm.) w zwigzku z art. 14
ust. 2 pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym

oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789, z pdzn. zm.)

uchwala sie, co nastepuje:

§1.

Senat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie nadaje mgr inz. Pauli

Jadczak stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Senatu

Rektor

dr hab. inz. Jacek Wrébel, prof. ZUT
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