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Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach

Zabrze 06-08-2018

Recenzja
pracy doktorskiej mgr Sylwii Garbaczewskiej
p.t.: Wiasciwosci przeciwgrzybicze wybranych ekstraktéw
roslinnych, w tym z pozostatosci ro$linnej stanowigcej rolniczy

materiat odpadowy, a sktad chemiczny ekstraktow.

Masowe stosowanie $rodkow ochrony roélin przyczynia sie do
wielu niekorzystnych zjawisk takich jak wyniszczanie niektorych
gatunkow roslin, ich uodparnianie sie na niektére pestycydy,
wymieranie pozytecznych pszczot, a takze zanieczyszczenie
srodowiska naturalnego konsekwencja czego moze by¢ rozwdj wielu
schorzen u ludzi i zwierzat. Proby ograniczenia chemizacji rolnictwa
pojawiajg sie w wielu krajach, ale napotykajg na opér niektdrych
wielkich koncernow chemicznych, ktére zaopatrujg rynek w produkty
zawierajgce te wilasnie substancje aktywne, w tym $rodki
grzybobojcze.

Wiele grzybéw ograniczajgcych uprawy oraz powstajgcych w czasie
przechowywania i  transportu substancji  spozywczych to
mikroorganizmy patogenne, ktére m.in. bedgc zrédlem mikotoksyn
mogg by¢ przyczyna wielu schorzen dla ludzi | zwierzat, w tym réwniez
chordb nowotworowych.

Stad

pozostatosci roslinnych i nieuprawnych gatunkow roslin jako zrédia

jak  najbardziej uzasadniona jest proba wykorzystania
metabolitow wtérnych o wlasnoséciach przeciwgrzybiczych.

Badania prowadzone w ramach recenzowanej pracy miaty charakter
wielokierunkowy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Sylwii Garbaczewskiej ma typowy
uktad, obejmuje 178 stron, 44 tabele, 44 rysunki, 146 pozycji
aktualnego pismiennictwa, wykaz skrotow, streszczenia w jezyku

polskim i angielskim oraz zgloszenia patentowe i ostatnie publikacje
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wiasne zwigzane z przeprowadzonymi badaniami zwigzane
Z niniejszg praca.

Pierwsza czes¢ pracy doktorskiej obejmuje (35 stron), w ktorej
wyodrebniony zostat wstep i cze$¢ literaturowa, bedace w zasadzie
raczej czescig teoretyczng omawianej pracy doktorskiej. Autorka
szczegotowo przedstawita dane z  piémiennictwa  zwigzane
z zastosowaniem ekologicznych sposobdéw ochrony roélin przed
organizmami szkodliwymi, szczegdblnie otrzymywanych
z niewykorzystywanej i licznej pozostato$ci roslinnej. Ta cze$é pracy
jest napisana przejrzyScie i stanowi obszerne, usystematyzowane
Zrodto wiedzy zwigzanej z tematem.

Celem pracy byto zbadanie mozliwoéci wykorzystania pozostatosci
rolinnej, ich réznych odmian oraz wybranych roélin nieuprawnych
pozyskanych z naturalnych siedlisk do wytwarzania fungicydéw
0 odpowiednich wiasno$ciach.

Cele czastkowe pracy sg przedstawione bardzo precyzyjnie.
W ramach pracy Doktorantka przeanalizowata wplyw sposobow
I warunkow ekstrakcji na wilasciwosci fungistatyczne otrzymywanych
ekstraktow uzyskanych za pomocg maceradji wspomagane]
ultradzwigkami oraz ekstrakcji w aparacie Soxhleta. W badaniach
uwzglednita réwniez wplyw zmiany stezenia ekstraktu na aktywnosc
fungistatyczng i wyznaczata wartosci ICso (IC-inhibition concentration).
Nastepnym realizowanym przez Autorke celem byla analiza sktadu
chemicznego ekstraktow oraz oznaczenie stezeri (nie zawartosci)
substancji aktywnych, charakterystycznych dia wyselekcjonowanych
materiatdw o najlepszych wiasciwosciach przeciwgrzybiczych, w tym
przede wszystkim zwigzkéw polifenolowych w  otrzymanych
ekstraktach. Kolejnym celem byta proba identyfikacji substancii, ktére
mogg wzmacniac lub ostabia¢ dziatanie substancji odpowiedzialnych
za aktywnos$c¢ biologiczng danego ekstraktu. Bardzo waznym celem tej
pracy byto praktyczne zastosowanie ekstraktu o najlepszych

wiasciwosciach przeciwgrzybiczych w  badaniach pasiecznych,



Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach

poprzedzone badaniami toksykologicznymi, sprowadzajgcymi sie do
wyznaczenia dawek 1Dso i MIC (ang. minimal inhibitory concentration).
W czesci eksperymentalnej Autorka opisuje warunki i metody
wzbogacania ekstraktéow w substancje grzybobojcze, wyizolowane
z pozostatosci roslinnej stanowigcej rolniczy materiat odpadowy:
z pestek (jabtek i wisni), tupin (cebuli i orzecha wioskiego), lisci
(czosnku, chrzanu i debu) oraz z popularnie wystepujacych roslin
W naszym kraju (Zotedzi) i chwastdéw (wrotycza i glistnika jaskotcze
ziele). Wybrany materiat Doktorantka ekstrahowata za pomoca
chioroformu, octanu etylu, acetonu i alkoholu metylowego w aparacie
Soxhlet’a i réwnolegle poddawata maceracji wspomaganej
ultradzwigkami. Podajgc zestawienie wydajnoéci ekstrakcji matryc
biologicznych w procentach Doktorantka (tabela 2) chyba zapomniata
pomnozy¢ uzyskane wartosci przez 100.

Aktywnos$¢ fungistatyczng otrzymanych ekstraktéw oceniata w testach
in vitro poprzez okreslenie inhibicji wzrostu testowanych grzyboéw :
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Phytophthora
cactorum (lub Phytophthora infestans) i Fusarium culmorum oraz
otorbielaka pszczelego - Ascosphaera apis.

Na podstawie uzyskanych danych Doktorantka wycigga wniosek
0 zréznicowanej aktywno$ci przeciwgrzybiczej danego materiatu
wzgledem testowanych patogendéw i niejednakowej wrazliwosci
danego patogenu na ekstrakty z réznych odmian materiatow
roslinnych. Stwierdza réwniez, ze aktywno$¢ ta zalezy od sposobu
wzbogacania ekstraktu i tylko nieznacznie zmienia sie po
rozcienczeniu, bardziej w przypadku ekstraktu uzyskanego za pomoca
octanu etylu. Jak pisze Pani mgr Garbaczewska najlepszymi
wiasciwosciami przeciwgrzybiczymi wykazaty sie ekstrakty z zielonych
tupin orzecha wioskiego otrzymane na drodze maceracji. Na uwage
zastugiwaty roéwniez ekstrakty z tupiny cebuli zwyczajnej otrzymane
w aparacie Soxhlet'a i ekstrakty z jaskotczego ziela uzyskane w/w

stosowanymi technikami ekstrakgiji.
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W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie, pomimo, ze Autorka pisze
0 wykorzystaniu ekstrakcji w uktadzie ciecz/ciato state, czy spotkata
jakie$ dane z pismiennictwa na temat zastosowania ekstrakcji do fazy
statej SPE (Solid Phase Extraction) z wykorzystaniem zwyktych
kolumienek SPE z réznymi wypetnieniami do wzbogacania ekstraktéw
W zwigzki o charakterze grzybobojczym z materiatu roslinnego?
Oceniajagc  wzbogacone ekstrakty ~Doktorantka stwierdza, ze
najwyzszg aktywnoscig fungistatyczng charakteryzowaty sie ekstrakty
chloroformowe, natomiast nieco nizszg uzyskane za pomocg octanu
etylu.

Do oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej ekstraktow otrzymanych
z réznych odmian orzecha witoskiego  przeciwko grzybom
chorobotwdrczym rosglin i pszczdt Autorka pordwnata wartosci stezen
roztworéw acetonowych tych ekstraktéw zapewniajgce 50 %
zahamowanie  wzrostu grzybéw. Najlepszymi  witasciwosci
przeciwgrzybicznymi charakteryzowaly —sie ekstrakty  odmiany
Koszycki: a najstabszmi ekstrakty odmiany Lake.
Z kolei A. apis jest najbardziej podatny na dziatanie wszystkich
badanych ekstraktéw.

W rozdziale 7.1. Pani mgr Garbaczewska pisze o trudnosciach
Z odparowaniem acetonu i metanolu z ekstraktow, a uzywa do
powyzszych badan ekstraktow acetonowych, podczas gdy jak
wiadomo  aceton posiada  najnizszg temperature  wrzenia
Z zastosowanych w badaniach rozpuszczalnikow. Jak mozna wyjasnié
trudnoéci zwigzane z wyznaczeniem odzysku?

W ramach badan Doktorantka prébowata okreéli¢ sktad chemiczny
ekstraktéw. Analiza GC-MS ekstraktéw z zielonych tupin orzecha
wioskiego byta przeprowadzana w oparciu o baze widm NIST05.
Jednak wnioskowanie na podstawie uzyskanych wynikéw budzi moje
zastrzezenia. Podobnie wyniki analizy LC-MS ekstraktéw nawet
wysokorozdzielczej HRMS, w przypadku braku wzorcéw, nie dajg 100

% pewnosci co do obecnosci analizowanych zwigzkow.
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Za wyjatkiem wynikéw oznaczenia juglonu, kwercetyny, sangwinaryny,
chelerytryny, pozostate zidentyfikowane i oznaczone potaczenia
w probce mozna przyjgé, ze moga byé obecne jedynie z okreslonym
prawdopodobienstwem.

W umiejetnie przeprowadzonej dyskusji Autorka zwraca uwage na
fakt, ze gtéwnym sktadnikiem badanych ekstraktéw byt jugion,
a wiasciwosci przeciwgrzybicze ekstraktow z zielonych tupin orzecha
sg wypadkowg dziatania juglonu i zwigzkéw fenolowych, ktére moga
zaréwno ostabiag, jak i wzmacnia¢ aktywno$¢ przeciwgrzybicza.
Ostatnim etapem badan byto poréwnanie aktywno$ci wzbogaconych
ekstraktow z syntetycznymi fungicydami wobec patogenéw roslinnych.
Z badan tych Doktorantka wnioskuje, ze poréwnanie to wypadto na
korzy$¢ syntetycznych $rodkéw grzybobojczych i choé czesciowe ich
zastgpienie poprzez ekstrakty roslinne mogtoby byé korzystne

w trosce o ochrone $rodowiska i poprawe jakoéci upraw.

Przystgpujgc do oceny cato$ci stwierdzam, ze praca stanowi
wartosciowy materiat naukowy o charakterze aplikacyjnym. Autorka
wykazata gtebokg znajomo$é zagadnienia zwigzang z sktadnikami
fungicyddéw i ich dziataniem w stosunku do wybranych grzybow.
Analizujgc wyniki przeprowadzonych badan, Doktorantka wyciggneta
wiele interesujgcych wnioskéw z punktu widzenia praktycznego
zastosowania wyizolowanych ekstraktéw. Miedzy innymi poréwnujac
wiasciwosci wytypowanych materiatéw i ich gtéwnych sktadnikow
stwierdzita, ze wtasciwosci przeciwgrzybicze badanych ekstraktow sa
wypadkowg synergistycznego, antagonistycznego i addytywnego
dziatania wszystkich jego sktadnikéw.

W sposéb rzetelny Doktorantka przeprowadzita liczne czasochtonne
eksperymenty, wyniki ktorych zostaly starannie opracowane.
Uzyskane dane sg nalezycie udokumentowane, jakkolwiek na
chromatogramach brakuje oznaczeri osi i bardziej szczegbtowego

opisu pod nimi.
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W czeéci analitycznej, ktéra jest stabszym punktem pracy doktorskiej
wykorzystane sg wykresy kalibracyjne, autorka zwykle postuguje sie
terminem ,krzywe Kkalibracyjne”, podczas gdy wykorzystuje ich
prostoliniowy zakres zalezno$ci stezenie- odpowiedz detektora.
Uwagi szczego6towe, ktére nieco wptywajg na obnizenie poziomu
naukowego pracy, moga jednak by¢ uwzglednione przy
opracowywaniu pracy do druku, sg nastepujgce:

- W wielu przypadkach stowa: zawartosci i ilosci powinny byé
zastapione stezeniem.

- Proces oddzielania substancji cieklej od statej w procesie
przygotowywania ekstraktow nazywamy sgczeniem, a nie
,przecedzaniem”, a otrzymany wycigg ,przesgczem”.

- Doktorantka nie wspomina o przyjetym poziomie istotno&ci
statystycznej.

- Przed przygotowaniem pracy do druku proponowatabym
Doktorantce poprawe mniej istotnych niedociggnie¢ edycyjnych
(naniesionych w egzemplarzu pracy) takich jak: brakujgce czy
niepotrzebne przecinki, zapomniane litery czy pozostawiane

samogtoski na koncu wierszy.

Stwierdzam, ze zamieszczone w recenzji uwagi zasadniczo nie
negujg wartoSci bardzo pracochtonnej pracy doktorskiej, ktéra
spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z z dnia 14 marca
2003 roku (Dz.U. Nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami)
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki. W zwigzku z czym mam przyjemno$c¢ przedtozy¢
Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Sylwii

Garbaczewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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