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pracy doktorskiej mgr Wiolety Jesionek: ,Badanie aktywnosci
biologicznej wybranych ekstraktow roslinnych i otrzymanych na ich
bazie preparatéw farmaceutycznych”

Wykonana w Zaktadzie Metod Chromatograficznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marie-
Curie Sktodowskiej w Lublinie

pod kierunkiem dr hab. Ireny Chomy prof. nadzw.

Pragne na wstepie podzickowac Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marie-Curie
Sktodowskiej w Lublinie za powierzenie mi zaszczytu recenzowania pracy doktorskiej mgr
Wiolety Jesionek: ,Badanie aktywnosci biologicznej wybranych ekstraktéw roslinnych i
otrzymanych na ich bazie preparatéow farmaceutycznych” wykonanej w Zaktadzie Metod
Chromatograficznych Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marie-Curie Sktodowskiej w Lublinie pod
kierunkiem dr hab. Ireny Chomy prof. nadzw.

Surowce roélinne sg Zrédtem szeregu grup zwigzkdédw chemicznych o zréznicowanej
aktywnosci biologicznej, oddziatywujacych na organizm wielokierunkowo jak réwniez czgsto
obserwowane sa efekty agonistyczne — addytywne, w ktérych uczestniczy kilka zwigzkow
wiazac sie z jednym celem w komérce. Dlatego, termin lek roslinny odnosi si¢ do mieszanin
réznych grup metabolitéw wtérnych a pojedyncze zwiazki izolowane z surowcéw roslinnych
nie sg klasyfikowane jako leki roslinne a jedynie jako otrzymywane ze $wiata roslinnego. W tej
grupie nalezy wymienié przede wszystkim leki przeciwnowotworowe pochodzenia roslinnego,
nalezace do terpendw, lignanéw, alkaloidéw, czy inne silnie dziatajace alkaloidy o dziataniu
przeciwbdlowym (np. morfina), terpeny o dziataniu przeciwmalarycznym (artemizyna) i wiele
innych. Obecnie szacuje sig, ze okoto 25% struktur lekéw wykorzystywanych w terapii
wywodzi sie ze $wiata roslin. Odkrycie cennych wtasciwosci szeregu wymienionych zwigzkow
jest rezultatem wprowadzania nowych narzedzi w badaniach skriningowych aktywnosci



biologicznej jak np. wprowadzenie przez National Cancer Institute w USA bardziej wrazliwych
linii komdrek nowotworowych do poszukiwan nowych lekéw cytostatycznych umozliwito
odkrycie paklitakselu, zwigzku terpenowego wystepujacego w korze cisa atlantyckiego.
Jakkolwiek ze wzgledu na niskie stezenie zwigzku w surowcu, jest on wytwarzany drogg
semisyntezy z 10-deacetylobakkatyny, wyodrebnionej z igiet innego gatunku cisa, mianowicie
cisa pospolitego.

Obecnie w $wiatowych programach poszukujacych w roslinach nowych struktur o
aktywnosci biologicznej, szczegblng uwage kieruje sie na zwigzki wystepujace w niskich
stezeniach. Ich wykrycie wymaga zastosowania czutych metod skriningowych, w tym coraz
bardziej popularnej bioautografii a nastepnie przeprowadzenia wstepnego frakcjonowania
ekstraktu roslinnego i badan biologicznych in vitro/in vivo.

W oparciu o wstepng analize wyciggdw roslinnych z uzyciem przede wszystkim TLC,
mozliwg jest ocena szeregu efektéw biologicznych (aktywnosci antyutleniajgcej, hamujace;j
acetylocholinoesteraze i wielu innych) bezposrednio na warstwie adsorbentu z rozdzielonymi
sktadnikami chemicznymi analizowanej probki. W przeciwienstwie do TLC, wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) nie znalazta szerszego zastosowania w ocenie aktywnosci
biologicznej mieszanin zwigzkéw stanowiacych ekstrakty rodlinne, poza oznaczeniem w
rozdzieleniu chromatograficznym aktywnosci przeciwutleniajagcej pojedynczych ich
sktadnikow.

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie, wydaje sig, prostymi, jedynie pozornie, w
wykonaniu testami przeprowadzanymi na chromatogramach TLC, stuzgcymi wstepnej ocenie
aktywnosci biologicznej rozdzielonych zwigzkdéw czynnych ekstraktu rosdlinnego, jakkolwiek
pierwsze prace z tego zakresu pochodzg z lat 8o-sigtych i nalezg do zespotu prof. Kurta
Hosttetmana z Katedry Farmakognozji Uniwersytetu w Lozannie, obecnie Uniwersytetu w
Genewie. Cytowana przez Doktorantke publikacja prof. Andrew Marstona, z zespotfu prof.
Kurta Hosttetmana, jest tego potwierdzeniem (poz. 76, Marston A. Thin-layer
chromatography with biological detection in phytochemistry. J. Chromatogr. A, 1218, 2011).

Na tym tle, temat przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr Wiolety Jesionek jest
niezmiernie aktualny i wpisuje sie w $wiatowe kierunki badan farmakognostycznych i
fitochemicznych. Przedmiotem zainteresowann badawczych Doktorantki byta ocena
aktywnoéci przeciwbakteryjnej oraz czesciowo antyutleniajgcej wybranych surowcow
roélinnych, stanowigcych rézne czesci roslin - 7 gatunkdéw (surowiec roélinny pierwotny) jak i
bedacych wydzielinami roslinnymi — 2 olejki eteryczne (surowiec roélinny wtérny). Sg to ziele
dziurawca, koszyczek rumianku, lié¢ szatwii, ziele tymianku oraz olejki eteryczne: tymiankowy
i szatwiowy stanowigce produkty handlowe réinego pochodzenia (3 producentéw).
Umozliwito to Doktorantce pordwnanie wtasciwosci przeciwbakteryjnych olejkéw do tych
wykazywanych przez wyciagi organiczne otrzymane w toku badarn z surowcow pierwotnych —
ziela tymianku i liscia szatwii. Z takg decyzja Autorki mozna polemizowac, poniewaz bardziej
interesujgcymi bylyby badania olejkéw eterycznych oddestylowanych bezposrednio z
analizowanych dwdéch surowcéw i na tym tle pordwnanie preparatéw handlowych.
Ostatecznie jednak, dysertacja wnosi dodatkowe, cenne informacje o jakosci olejkowych
preparatéw dostepnych na rynku produktéw pochodzenia naturalnego. Ponadto Doktorantka
przeprowadzita bardzo wnikliwe badania poréwnawcze aktywnosci przeciwbakteryjnej
réznych surowcéw pochodzgcych z glistnika jaskétcze ziele na tle ich sktadu chemicznego oraz
preparatu Ukrain, o niepotwierdzonych przez EMEA wtasciwosciach przeciwnowotworowych
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a otrzymywanego na bazie zwigzkéw czynnych z korzenia glistnika jaskofcze ziele. Wybrane
przez Doktorantke surowce roslinne sg powszechnie znane jako wykazujace efekty
przeciwdrobnoustrojowe a ich sktad chemiczny jest dobrze rozpoznany i opisany w wielu
podrecznikach i publikacjach naukowych z zakresu farmakognozji i fitochemii. Z
farmaceutycznego i farmakognostycznego punktu widzenia, lekture dysertacji utrudnia
stosowanie przez Doktorantke nazw zwyczajowych badanych roslin a nie nazw surowcéw
(wyjatek stanowi czes¢ eksperymentalna).

Eksperymenty opisane w dysertacji mozna sklasyfikowa¢ w dwoéch grupach,
mianowicie eksperymentdéw czysto analitycznych obejmujgcych analizy fitochemiczne z
wykorzystaniem réznych technik chromatograficznych (TLC, HPLC), w tym nowoczesnych
technik sprzezenia system chromatograficzny — selektywny detektor. Drugg grupe stanowia
badania o charakterze biologicznym przeprowadzone metoda autografii bezpodredniej na
rozwinietych chromatogramach TLC wyciggéw z wyzej wymienionych surowcdw roslinnych,
testujgce aktywnos$é biologiczng w zakresie hamowania wzrostu 9 szczepdw bakteryjnych,
mianowicie: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus oporny na metycyling, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Pseudomonas syringae pv. maculicola, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Aliivibrio
fischeri oraz wyznaczajagce wtasciwosci przeciwutleniajgce z uzyciem rodnika DPPH. W
badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej metoda TLC-DB Doktorantka uzyta do wizualizacji
stref zahamowania wzrostu testu redukcji soli tetrazolowej jak i bakterii luminescencyjnych
(A. fischeri), co jest $wiadectwem bardzo dobrego przygotowania teoretycznego do realizacji
tematu doktorskiego jak i umiejetnosci praktycznych umozliwiajgcych wtasciwe
przeprowadzenie testébw bioautograficznych. Nalezy w tym miejscu podkresli¢ znaczenie
dorobku i doéwiadczenia w tym obszarze badawczym promotora dr hab. Ireny Chomy prof.
nadzw.

Doktorantka dokonata szerokiej oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych
matryc rodlinnych wykorzystujac szczepy nieinwazyjne, patogeny ludzkie oraz patogeny
roélinne. Przeprowadzenie tych badan byto mozliwe dzigki wspdtpracy z Zaktadem
Mikrobiologii Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Doktorantka nabyta
nowych umiejetnosci z zakresu pracy z materiatem mikrobiologicznym, hodowli r6znego typu
szczepow bakteryjnych i ich przygotowania do testow biologicznych. Natomiast potencjat
antyoksydacyjny zwigzkéw chemicznych badanych pierwotnych surowcéw roslinnych
oznaczyta wobec zwigzkéw wzorcowych opracowujac warunki rozdzielen TLC dla mieszanin: 3
aglikonéw flawonoidowych, 4 glikozydéw flawonoidowych oraz 3 kwasow fenolowych,
rozpoznanych weczeéniej jako ich skfadniki. Zwigzki te znane sg ze swoich wtasciwosci
antyutleniajgcych, natomiast Doktorantka wskazata, ze badane ekstrakty sa bogate w inne
potaczenia o charakterze antyoksydantdw.

Metody chromatograficzne zostaty uzyte przez Doktorantke jako samodzielne
narzedzia oraz stanowigce podstawowy element w ocenie aktywnosci biologicznej. Badania
chromatograficzne stanowig szeroko zaplanowane i efektywnie przeprowadzone rozdzielenia
technikami TLC, HPLC w tym HPLC w sprzezeniu z detektorami mas kilku typéw: Q/ToF-MS,
QQQ-MS. Obejmuja eksperymenty z zakresu optymalizacji warunkéw rozdzielenia
chromatograficznego badanych matryc pochodzenia roslinnego metodami TLC z uzyciem jako
fazy stacjonarnej zelu krzemionkowego. Trudno zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem Autorki na
stronie 144 wers 11, ze , do identyfikacji tych zwigzkéw (flawonoiddw i kwaséw fenolowych)....



stosuje sie praktycznie jeden uktad chromatograficzny, gdzie faza stacjonarng ... jest Zel
krzemionkowy, natomiast fazg ruchoma jest octan etylu:zkwas mréwkowy:lodowaty kwas
octowy:woda..... W niewielkim procencie przeprowadzanych analiz stosuje sie modyfikacje
wymienionej juz fazy ruchomej....”. Takie stwierdzenie, jakkolwiek poparte cytowang pozycja
literaturowa (poz. 240) nalezy uznaé za niefortunne, szczegdinie w kontekscie bardzo duzej
liczby publikacji naukowych, ktérych przedmiotem jest chromatografia planarna zwigzkow
fenolowych pochodzenia roélinnego m. in. autorstwa naukowcéw Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie uizyta w réinych konfiguracjach uktadéw chromatograficznych (rodzaj
adsorbentu/stosowana faza ruchoma). Nasuwa sie pytanie, dlaczego Doktorantka ograniczyfa
sie w poszukiwaniu, cytat ze str. 144 wers 17, ,najlepszego uktadu chromatograficznego
umozliwiajacego pewng identyfikacje wybranej grupy dziesieciu polifenoli..” do wykorzystania
jedynie zelu krzemionkowego jako nosnika fazy ruchomej ?. Brakuje odpowiedniego
uzasadnienia w tekécie dysertacji. Rozdzielenia z uzyciem innych adsorbentéw dostarczytyby
niewatpliwe wiecej informacji o kompozycji chemicznej badanych ekstraktéw, tym bardziej,
7e Doktorantka stosujac technike ,dot-blot” oceniata efekt przeciwbakteryjny catego
ekstraktu czy olejku eterycznego. Mozna jedynie przypuszczac, ze uzycie tego adsorbentu jest
czescig procedury, opisanej w literaturze, wykonywania badari aktywnosci metoda TLC-DB
ekstraktéw roélinnych, i jest zwigzane w kontek$cie metody z wiasciwosciami zelu
krzemionkowego. Wyja$nienia tych watpliwosci nie mozna znalezé na stronach pracy.

Opracowane przez Autorke modyfikacje faz ruchomych w uktadzie z Zelem
krzemionkowym jako faza stacjonarng, umozliwity separacje i identyfikacje jako aktywnych
biologicznie sktadnikéw wyciggéw roslinnych szeregu zwiagzkéw gtéwnie lipofilowych —
aglikonéw flawonoidowych, w tym metoksylowych pochodnych flawonow, kwaséw
ttuszczowych, terpendw o roznej strukturze, ktérych czes¢ z sukcesem wyodrebnita Ona we
frakcjach. Nalezy jednak podkresli¢, ze do badan aktywnosci przeciwbakteryjnej metodg TLC-
DB wymienionych powyzej surowcéw, Doktorantka otrzymata wyciagi z uzyciem 70% etanolu,
co umozliwito ekstrakcje w wiekszosci zwigzkéw o charakterze bardziej hydrofilowym obok
zwiazkéw lipofilowych wytrawionych, mozna zafozy¢, z nizsza wydajnoscig. Optymalizacji
warunkéw ekstrakeji zwigzkow lipofilowych z badanego materiatu roslinnego oraz oceny jej
wydajnosci Doktorantka nie przeprowadzita.

Wtasciwie zaplanowane i wykonane przez Doktorantke badania fitochemiczne s
bardzo obszerne i obejmuja separacje w skali analitycznej jak réwniez w skali preparatywne;
zwiazkéw flawonoidowych, kwaséw fenolowych, terpendw jako sktadnikéw czynnych ziela
dziurawca, koszyczka rumianku, ziela krwawnika, ziela tymianku, liscia szatwii oraz
podstawowych i dominujacych sktadnikéw dwéch olejkow eterycznych z ziela tymianku i liscia
szatwii. Szczegdlnie wartosciowe w tym zakresie sa wyniki badan nad lidciem szatwii i
identyfikacja szeregu rzadko spotykanych w $wiecie roslinnym metabolitéw z grupy terpenow
i flawonéw. Badania te potwierdzily tozsamos$¢ badanych surowcow i zgodnos¢ wigkszosci
profili metabolitéw wtérnych z cytowanymi danymi literaturowymi. Jednoczesnie rodzi sie
pytanie o rodzaj zidentyfikowanego we frakcji F4 wyciggu z ziela dziurawca kwasu
linolenowego w kontekscie wykorzystania dwoch wzorcéw kwasu y- i a- linolenowego.

Kolejna wazng czeéé rozprawy doktorskiej stanowia badania réznych czesci glistnika
jaskéteze ziele (korzen, fodyga, liscie) w zakresie zwigzkéw alkaloidowych i ich witasciwosci
przeciwbakteryjnych ocenionych wobec dwdch szczepdw Bacillus subtilis i Escherichia coli,
przeprowadzonych wedtug schematu przyjetego dla pozostatych badanych surowcow



roélinnych. Interesujgcym jest wykazanie najsilniejszego efektu przeciwbakteryjnego dia
ekstraktu metanolowego z korzeni glistnika w poréwnaniu do ekstraktu octanu etylu i
wyodrebnionej frakcji alkaloidowej oraz rozpoznanie szeregu znanych alkaloidow glistnika
jako zwiagzkéw o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych wobec B. subtilis. Z drugiej strony,
wartosciowe dla podjecia dalszych badan sg poczynione przez Doktorantke obserwacje o
innych, nieznanych i aktywnych przeciwdrobnoustrojowo zwigzkach w ekstrakcie z korzeni.

Opracowany warsztat pracy Doktorantka wykorzystata z sukcesem do oceny sktadu
zespotu alkaloidowego preparatu Ukrain™, nie zarejestrowanego na terenie Polski i Unii
Europejskiej jako leku przeciwnowotworowego i wytwarzanego prawdopodobnie na bazie
zwiazkdw czynnych z korzenia glistnika jaskotcze ziele, wedtug danych literaturowych
przytoczonych w dysertacji. W punkcie 2.2 Preparaty farmaceutyczne na str. /3 czesci
do$wiadczalnej Doktorantka nie podaje pochodzenia preparatu Ukrain™ i jego producenta,
mozna jedynie domyslaé sie, ze jest to ,,Nowicky Pharma” z Austrii (str. 65, czgs¢ teoretyczna,
rozdzial 3. Analizowane surowce i preparaty roslinne). Pod nazwa handlowg Ukrain jest
zarejestrowana roéwniez w NClI (NSC61570) tiofosforowa pochodna chelidoniny z
obserwowana skutecznodcig m.in. w terapii nowotworu trzustki. Otrzymane wyniki badan
identyfikacyjnych technikami sprzezenia LC-MS poprzez ocene $ciezek fragmentacji i wartosci
m/z jonéw molekularnych (HR-MS) oraz jonéw fragmentacyjnych MS/MS (HR-MS) dostarczyty
nowych danych o sktadzie alkaloidowym tego produktu. Doktorantka obok 8 znanych i
opisanych w literaturze alkaloidéw glistnika jako sktadnikéw Ukrain™ wykryta obecnos¢ 7
nowych w tym produkcie zwigzkéw — stylopina, norchelidonina, hydroberberyna,
przypuszczalnie 5,6 dihydropochodne sangwinaryny i chelerytryny oraz przypuszczalnie 2
dihydropochodne chelidoniny. Nalezy podkresli¢, ze znaczenie ziela glistnika jako surowca
leczniczego jest ograniczane, ze wzgledu na wykazang hepatotoksyczno$¢ niektorych
alkaloidéw, gtéwnie sangwinaryny i chelerytryny, co obserwowano w badaniach na szczurach.
Za dziatanie toksyczne glistnika nie jest odpowiedzialna berberyna, ktéra wtacza sig w efekty
spazmolityczne, z6tciotwdrcze surowca, ponadto jest skutecznym i bezpiecznym w stosowaniu
zwigzkiem przeciwbakteryjnym. Na podstawie otrzymanych profili HPLC z detekcjg mas (brak
szczegdtowych danych) nie mozna bezposrednio wnioskowac o bezpieczerstwie stosowania
preparatu Ukrain™, w odniesieniu do surowca —ziela glistnika, co Doktorantka formutuje jako
jeden z wnioskéw na str. 159.

W trakcie realizacji tematu doktorskiego Doktorantka wykazata sig¢ duzymi
umiejetnoéciami analitycznymi wykonujac we wspétpracy z osrodkami krajowymi (Pracownia
Zastosowan Metod Separacji i Spektroskopii ICBN Katolickiego Uniwersytetu w Lublinie) i
zagranicznymi (Zaktad Farmakognozji Uniwersytetu Semmelweis w Budapeszcie) badania
technika sprzezenia HPLC z detekcja masowa w systemach LC-Q/ToF, LC-QQQ MS o roznych
srédfach jonizacji, m. in. w trybie jonéw dodatnich i ujemnych, otrzymanych z ekstraktow
badanych surowcéw frakcji o najsilniejszej aktywnosci wobec uzytych szczepow bakteryjnych.
Wiadciwa interpretacja otrzymanych widm masowych, w tym widm wysokiej rozdzielczosci,
widm fragmentacyjnych MS/MS i znajomos¢ sciezek fragmentacji, wynikajaca z wiasciwie
zebranych danych literaturowych, owocowata identyfikacjg w badanym materiale roslinnym
szeregu zwigzkéw z réznych grup metabolitéw wtérnych, w tym terpenow, alkaloidéw i
zwigzkdw flawonoidowych.

Niewatpliwym osiagnigeciem Doktorantki jest selekcja i identyfikacja metabolitéw
wtérnych o wiaéciwosciach  przeciwdrobnoustrojowych  wobec  uzytych szczepow



bakteryjnych, sposréd zwigzkéw charakterystycznych dla wyzej wymienionych surowcow i
okredlenie metoda TLC-DB ich udziatu w efekcie przeciwbakteryjnym wyciagéw (ekstraktow)
rodlinnych. Dla wiekszoéci wyodrebnionych zwigzkéw zostaty one opisane wobec uzytych
szczepéw bakteryjnych po raz pierwszy. Doktorantka potwierdzita silne wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe tymolu jako sktadnika olejku tymiankowego i ziela tymianku a takze
metoksylowych pochodnych flawonoidéw. Dodatkowo wskazata na wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe kwasu a-linolenowego oraz linalolu z olejku tymiankowego. W tym
obszarze wyniki pracy stanowig znaczaca warto$é i w giéwnej mierze decydujg o wysokiej
ocenie poziomu nowosci wynikéw dysertacji. Jakkolwiek nalezy podkresli¢ rowniez inne
naukowe sukcesy Doktorantki:

- opracowanie metody TLC ilosciowego oznaczania sktadnikéw olejku tymiankowego
(jakkolwiek brakuje petnej walidacji metody),

- opracowanie warunkéw analizy TLC na zelu krzemionkowym wyciggéw etanolowo-
wodnych z badanych surowcéw olejkowych (4 — koszyczek rumianku, lis¢ szatwii, ziele
tymianku, ziele krwawnika) i surowca flawonoidowego (1 - ziele dziurawca)

- opracowanie dla celéw badan strukturalnych warunkéw analizy wyciggéw roslinnych
i ich frakcji metodg HPLC w sprzezeniu z rdznymi typami spektrometrow mas, co w
konsekwencji umozliwito identyfikacje zwigzkéw czynnych o potwierdzonej aktywnosci
biologicznej w oparciu o widma MS wysokiej rozdzielczosci (HR-MS) i widma fragmentacyjne
MS/MS

- opracowanie warunkow analizy metodami TLC i HPLC w sprzezeniu z detekcjg mas
alkaloidéw glistnika jaskétcze ziele i potwierdzenie obecnosci szeregu alkaloidow, w tym
artefaktéw, w wyciggu z korzenia glistnika

- identyfikacja 15 alkaloidéw glistnika w produkcie Ukrain™ z uzyciem LC-Q/ToF-MS i
analizg jonéw molekularnych i jonéw MS/MS

Rezultaty naukowych zainteresowari i poszukiwari Doktorantki  znajdujg
odzwierciedlenie nie tylko w czeici eksperymentalnej pracy i jej nowatorskich wynikach. Ich
wyrazem sg réwniez rozdzialy czgsci teoretycznej rozprawy, w ktorych przedstawita
Doktorantka z duzym znawstwem m.in. rys historyczny fitoterapii jako stosowanego od
tysigcleci systemu terapeutycznego, scharakteryzowata znaczenie przeciwutleniaczy, w tym
pochodzenia roslinnego, podata charakterystyke wyselekcjonowanych do analiz szczepow
bakteryjnych, opisata badane surowce roslinne w zakresie kompozycji zwigzkéw czynnych,
dziatania i zastosowania. Z drugiej strony budzi pewien niedosyt zbyt powierzchowna
charakterystyka sktadu chemicznego niektdrych surowcéw, co komplikuje oceng i wtasciwg
interpretacje wynikéw analiz jakosciowych w odniesieniu do twierdzen »potwierdzono
obecnos¢” ,zidentyfikowano” zwigzek/zwiazki po raz pierwszy? w badanych matrycach. Z
opracowania naukowego, jakim jest rozprawa doktorska nalezy wykluczy¢ pozycje o
charakterze popularno-naukowym, autoréw spoza dyscypliny naukowej jakg jest
farmakognozja i fitochemia (poz. pismiennictwa 59, 60). Réwniez cytowanie opracowan
fitoterapeutycznych w opisie sktadu chemicznego niektdrych badanych surowcow nie jest
zasadne (poz. 61, 62, 197). Wiasciwym uzupetnieniem informacji o skfadzie chemicznym
zamieszczonych w czeéci teoretycznej dla niektérych badanych surowcéw sa dane
literaturowe, cytowane przez Doktorantke w oméwieniu wynikow.



Szczegdlng wartoéé poznawcza posiada rozdziat stanowigcy opracowanie, bazujace na
zebranych przez Autorke danych pismiennictwa oraz wiedzy doskonalonej w trakcie
wykonywania pracy doktorskiej a dotyczacy testéw EDA, w tym przede wszystkim
bioautografii. W tym obszarze, analizujgc réwniez dotychczasowy dorobek publikacyjny
Doktorantki, nalezy podkredli¢, ze jest Ona wysokiej klasy specjalistg (wspofautorstwo 6
publikacji poza dorobkiem opublikowanym z wynikdw rozprawy doktorskiej). Mgr Wioleta
Jesionek jest autorkg i wspotautorka dwdch przegladowych artykutow naukowych i
wspdtautorka rozdziatu w monografii, w ktérych przedstawiono m. in. znaczenie testow EDA
w ocenie aktywnodci przeciwdrobnoustrojowe]j. Niewatpliwie realizacja powyzszego tematu
pracy doktorskiej pod kierunkiem specjalisty w dziedzinie dr hab. Ireny Chomy prof. nadzw.,
rozwineta umiejetnosci Doktorantki, poszerzyta Jej warsztat pracy, i zaowocowata zdobyciem
ogromnego do$wiadczenia w obszarze bioautografii.

Przedstawiona praca doktorska stanowi bardzo obszerne opracowanie przedstawione
na 186 stronach bedace potwierdzeniem duzej liczby przeprowadzonych eksperymentow oraz
szczegblnego zaangazowania Doktorantki w realizacje tematu. Konstrukcja pracy jest
przejrzysta z podziatem na wstep i cze$¢ teoretyczng liczace 65 stron, dwustronicowy cel
pracy, cze$¢ doéwiadczalng (26 stron), omdéwienie wynikoéw badan (87 stron) oraz wnioski i
osiagniecia. W zakoriczeniu dysertacji Doktorantka zamiedcita streszczenie w jezyku
angielskim oraz spis piémiennictwa, ktdéry stanowig 244 pozycje. Lekture pracy utatwia
zamieszczony spis skrétéw i akroniméw. Nalezy podkredli¢, ze pod wzglgdem edytorskim
praca nie budzi zastrzezen a szata graficzna, zamieszczenie 27 tabel i 60 rycin stanowigcych w
wiekszosci wideoskany chromatograméw TLC oraz bioautogramy obok chromatogramoéw
HPLC-MS, dobrze dokumentuje przebieg wykonywanych eksperymentow.

W obliczu duzej objetosci pracy Autorka nie unikneta, jakkolwiek nielicznych btgdow
typograficznych (np. str. 95, 97, 111, 125, 128), oraz uzycia niewfasciwej terminologii np.
rozseparowanych” zamiast ,rozdzielonych” (str. 157 wers 8., str. 128 wers 7), ,sposobow
fragmentacji” zamiast ,$ciezek fragmentacji” (str. 91, wers 9) . Doktorantka naduzywa terminu
rozdziat” w odniesieniu do procesu chromatograficznego, a wedtug , Stownika chromatografii
i elektroforezy” pod redakcja Zygfryda Witkiewicza i Jacka Hetpera poprawnym jest uzycie
rozdzielanie”. Réwniez w stwierdzeniu na str. 79 wers 19 zastrzezenia budzi niewfasciwa
terminologia ,derywatyzacje przeprowadzono spryskujgc rownomiernie rozwiniete |
wysuszone ... ptytki TLC” powinno by¢ ,chromatogramy TLC”, ,ptytki po spryskaniu
WYErzewano .... przy uzyciu wygrzewacza do ptytek” powinno by¢ ptyty grzewczej (jakkolwiek
Doktorantka uzywa wiasciwego terminu na str. 75 wers 8). W sprzecznosci pozostajg
stwierdzenia Autorki: na stronie 128 stwierdza ,Analizy......... wobec 9 szczepdw bakteryjnych
potwierdzity aktywno$¢ tymolu i karwakrolu w olejku” a na str. 115 opisuje, ze »zarowno dla
olejku jak i ekstraktu strefy zahamowania wzrostu bakterii nie byty widoczne dla karwakrolu”.
W tab. 7 jest napisane ,masa zwigzku”, powinno by¢ ,masa czasteczkowa zwigzku”, w tekscie
pracy wartosci liczbowe mas czasteczkowych i m/z sg opisane niejednokrotnie z kropka
zamiast prawidfowo z przecinkiem.

Wymienione powyzej uwagi, w mojej opinii, nie maja wplywu na catosciowg wysokg
ocene przedstawionej dysertacji, posiadajgcej znaczace walory poznawcze. Otrzymane wyniki
stanowig znaczacy wkiad do wiedzy o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych znanych i
powszechnie  wykorzystywanych ~w  lecznictwie  surowcow roslinnych.  Zakres



przeprowadzonych badan dowodzi ogromnej pracowitosci Doktorantki i konsekwentnego
dazenia do realizacji zatozonych celow.

Potwierdzeniem wysokiej wartosci naukowej rozprawy jest opublikowanie przez jej
Autorke 6 artykutéw naukowych, w tym 4 eksperymentalnych i 2 przegladowych o tacznej
wartoéci IF = 7,050 prezentujacych wyniki rozprawy oraz stanowiacych tresci jej rozdziatow
teoretycznych. Godnym podkreslenia jest fakt, ze Doktorantka w trakcie realizacji tematu
doktorskiego nawigzata wspdfprace z szeregiem osrodkéw naukowych zaréwno krajowych jak
i zagranicznych, co jest dobrg perspektywa dla Jej dalszego samodzielnego rozwoju
naukowego i $wiadczy o umiejgtnosciach osiggania sukcesébw w  zespotach
interdyscyplinarnych.

W podsumowaniu pragne podkreslié, ze przedstawiona do recenzji praca jest
ambitnym przedsiewzieciem wymagajacym od Doktorantki szeregu umiejgtnosci z zakresu
analizy Ztozonych matryc roélinnych, w tym wykorzystania zaawansowanych technologicznie
metod identyfikacji zwigzkéw czynnych jak i oceny ich aktywnosci biologicznej, co upowaznia
mnie do wystapienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu o dopuszczenie mgr Wiolety
Jesionek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dysertacja spetnia wymagania Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dn.
14 marca 2003 r. (art. 13, ust.1) a zakres jej osiagnie¢ upowaznia mnie jako recenzenta do
wystapienia do Wysokiej Rady z wnioskiem o jej wyrdznienie.
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