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Rozprawa doktorska magister inzynier Anny Wieczynskiej poswigcona jest
technologii wytwarzania bioproduktow - wyrobow zawierajacych substancje aktywne,
wyodrebnione z  wyselekcjonowanych surowcow roslinnych. Bedace w  sferze
zainteresowania Autorki fitofarmaceutyki i analogii produktéw naturalnych pochodzenia
naturalnego, mogg mie¢ potencjalne zastosowanie w hamowaniu procesu powstawania
lotnych zwiazkow siarki (VSCs), przy jednoczesnym braku negatywnego wptywu na funkcje
naturalnej mikroflory bakteryjnej jamy ustnej cztowieka. Zatozeniem badawczym, bylo wigc
opracowanie produktow leczniczych majacych potencjalne zastosowanie w leczeniu halitozy.
Jednym z etapdw przeprowadzonych prac badawczych bylo opracowanie metody
otrzymywania potencjalnych inhibitoréw enzymoéw y-liazy metioniny i desulthydratazy-D-
cysteiny. Do badania opracowanych produktéw Doktorantka zastosowata metody
spektroskopowe 1 chromatograficzne. Zachowujac kryterium bezpieczenstwa biologicznego,
przeprowadzono rowniez ocen¢ mikrobiologiczng oraz wykonano badania geno- i
cytotoksycznosci  produktéw  leczniczych. W  sumie badaniom poddano 12
wyselekcjonowanych surowcoéw roslinnych 1 21 zwigzkéw syntetycznych. Opracowana
zostala pre-formulacja potencjalnego produktu leczniczego w postaci zelu, ktorego aktywnos¢

biologiczng sprawdzono in vivo na modelu zwierzgcym (przeprowadzono badania na psach).
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Opracowany produkt moze mie¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu halitozy, ze wzgledu na
sktad produktu, w ktorym uwzgledniono zaré6wno inhibitory enzymdéw odpowiedzialnych za
wydzielanie VSCs, jak i bezpieczne fitofarmaceutyki. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze
Autorka pracy przedstawita opracowane metodyki (wyniki oraz komentarze), w sposob
staranny 1 przejrzysty. Opracowanie wynikOw poparte jest stosownymi wnioskami
1 szczegotowymi komentarzami. Recenzowana rozprawa doktorska ma istotne znaczenie w
kontekscie opracowania skutecznych metodyk wyodrgbniania i oznaczania zwigzkéw
biologicznie aktywnych z materiatu roslinnego.

Liczaca 217 stron praca doktorska posiada uktad klasyczny dla tego typu opracowan.
Sktada si¢ z siedmiu rozdziatow gléwnych: wstep teoretyczny (rozdziaty od 1 do 3), cele
pracy, czes$¢ eksperymentalna — badania wlasne, gdzie uwzgledniono materiaty i metody
badawcze, charakterystyke chemiczng i badania biologiczne uzyskanych produktow oraz
zaproponowano sktad potencjalnego bioproduktu. W kolejnych rozdziatach Autorka rozprawy
przedstawita wyniki 1 ich omodwienie, podsumowanie oraz wlasne osiaggnigcia naukowe.
Rozprawa zawiera rowniez wykaz literatury (209 pozycji), przedstawiono 49 tabel, 64 rysunki
1 wykaz skrotow. Godnym uznania jest bardzo staranne przygotowanie graficznych form
prezentacji. Rozprawa jest takze starannie przygotowana pod wzgledem redakcyjnym i
napisana poprawnie je¢zykowo. Jednak pewne zastrzezenia budzi brak odstepow, gdy
pojawiaja sie jednostki np. masy, objetosci, st¢zenia oraz utamki dziesigtne pisane z kropka.
W catej pracy pojawiajg si¢ rowniez inne drobne bledy edytorskie.

Cze$¢ teoretyczna jest zwiezlym wprowadzeniem do tematyki badawcze;j.
W tej czesci pracy mgr inz. A. Wieczynska scharakteryzowata ogolnie substancje chemiczne
okreslane jako fine chemicals, ktore znalazty zastosowanie w réznych galeziach przemystu -
do produkcji wysokowartosciowych produktow specjalistycznych. Autorka odniosta si¢ takze
do rynku lekéw pochodzenia roslinnego, bioproduktow, z uwzglednieniem nutraceutykow i
fitofarmaceutykéw. Szczegétowo omowita cechy uzytkowe produktow roslinnych w
odniesieniu do norm 1 regulacji, jakim podlegaja poszczegélne etapy ich produkcji,
uwzglednita réwniez nowe trendy w otrzymywaniu ekstraktow roslinnych. W osobnym
rozdziale podjety zostat temat fototerapii. Autorka pracy scharakteryzowata postacie
dostepnych na rynku lekéw roslinnych, omoéwita najwazniejsze grupy substancji czynnych
wystepujacych w biomasie roslinnej tj. glikozydy, flawonoidy, alkaloidy, kumaryny, olejki
eteryczne, garbniki i $luzy. Istotny ze wzgledu na tematy poruszane w rozprawie, jest rozdziat
poswiecony metodom wyodrebniania substancji czynnych z surowcow roslinnych (metody
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ekstrakcyjne). W rozdziale trzecim Doktorantka szczegélowo omowita halitoze, uwzglednita
wiec epidemiologie, klasyfikacje i przyczyny choroby, ustalila jakie patogeny moga miec
zwigzek z halitoza, okreslita metody diagnozowania i leczenia tej choroby. Waznym jest
takze rozdziat poswigcony dostgpnym na rynku produktom leczniczym 1 tym ktére sg
stosowane w profilaktyce halitozy. Zaprezentowala w formie tabelarycznej, zestawienie
preparatéw stosowanych w leczeniu chordb jamy ustne;.

Celem ogo6lnym pracy, jak podkresla to Doktorantka, bylo opracowanie metod
wytwarzania 1 charakterystyka potencjalnych produktéw leczniczych o okreslonej
funkcjonalnosci. Doktorantka wzieta pod uwage dobdér surowca roslinnego stanowigcego
biomase roslinng, wybor metody wyodrebniania sktadnikow aktywnych, rodzaj eluentu,
dobdér parametrow operacyjnych, opracowanie metody wytwarzania produktu, po
uwzglednieniu mechanizmu dzialania enzymow w przebiegu halitozy. Zaplanowane badania
podzielono na pi¢¢ etapow: opracowanie metody wytwarzania produktéw leczniczych z
surowcow roslinnych oraz syntetycznych analogdéw, charakterystyka chemiczna uzyskanych
produktéw, ocena biologiczna, preformulacja produktu leczniczego oraz ocena jego
skutecznos$ci oraz opracowanie modelu wydzielania przez bakteria lotnych zwigzkow siarki
jako biomarkerow halitozy 1 wybor szczepow bakterii do dalszych badan (material pozyskany
od pacjentoéw).

W czesci doswiadczalnej pracy, liczacej az 149 stron (w tym omdéwienie wynikow -
ponad 100 stron), przedstawiono informacje dotyczace zastosowanych metod badawczych.
Autorka przedstawia opracowanie dotyczace modelu halitozy, uwzgledniajac kryteria doboru
szczepow bakterii, warunkéw hodowli, metod kontroli i analizy zwigzkéw zawierajagcych w
swojej strukturze siarke (wykorzystanie chromatografii gazowej z detekcja FPD, czujnikow,
metoda bitutowa). Kolejnym etapem badan bylo otrzymywanie potencjalnego produktu
leczniczego. Doktorantka uwzglednita tu rézne kryteria doboru surowca roslinnego. Wsréd
wybranych surowcow znalazly si¢ m. in. anyz, cynamonowiec, dzika réza, galgant, gozdzik,
nagietek, migta, oregano, pietruszka, rozmaryn, szalwia i tymianek. Byly to w zaleznos$ci od
surowca, kwiaty, owoce, liscie, ziele, kilacza, kora. W celu wyodrgbnienia substancji
czynnych z badanych surowcow, zastosowano kilka standardowych metod ekstrakcji (pod
chtodnica zwrotng, UAE, aparat Soxhleta, maceracja). W celu pozyskania olejkow
eterycznych zastosowano destylacje z parg wodng w aparacie Derynga. Odrebnym
zagadnieniem byta synteza inhibitor6w enzymoéw bakteryjnych. Zastosowano metody
bioinformatyczne w celu wymodelowania miejsca aktywnego enzymdéw oraz miejsca
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zadokowania w nich odpowiedniego substratu i jego pochodnych. Wyselekcjonowano 21
zwigzkow jako potencjalne inhibitory, ktdre otrzymano eksperymentalnie na drodze syntezy
chemicznej. Kolejnym etapem badan byla ocena wilasciwosci otrzymanych ekstraktow. W
tym zakresie z wykorzystaniem metod kolorymetrycznych wykonano analizy na zawartos$¢
polifenoli, flawonoidéw 1 aktywnos$¢ przeciwutleniajagcag. Wykonano réwniez badania
strukturalne badanych probek. Ponadto za pomoca GC-MS wykonano réwniez analizy
olejkow eterycznych. Przeprowadzono szczegdtowe badania mikrobiologiczne (MIC, MBC,
MFC, ocena wlasciwosci mutagennych, cytotoksycznosci). Kluczowa czgs¢ pracy badawcze;j
dotyczyta opracowania pre-formulacji bioproduktu w formie zelu 1 badania jego trwatosci.
Przeprowadzone badania in vivo na modelu zwierzgcym pozwolily na wilasciwa oceng
skutecznos$ci opracowanego preparatu. W tym zakresie Doktorantka wspotpracowata ze
specjalistami z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W omowieniu wynikéw z duza
staranno$cig przeanalizowano i zweryfikowano uzyskane rezultaty badan. Zwraca uwage
wieloaspektowos$¢ i roznorodno$é tematyki badawczej, dlatego zrozumiata jest wspolpraca w
wieloma zespolami naukowymi. Za najwazniejsze osiagnigcia Doktorantki uwazam:
opracowanie modelu halitozy, opracowanie metody otrzymywania potencjalnego produktu
leczniczego, dokonanie oceny charakteru chemicznego uzyskanych produktéw, zbadanie
aktywnos$ci biologicznej pozyskanych ekstraktow roslinnych i olejkow eterycznych oraz
zwigzkow syntetycznych; opracowanie formulacji produktu leczniczego i ocena skuteczno$ci
dziatania i bezpieczenstwa testowanych substancji wchodzacych w sktad produktu (badania in
Vivo).

Mgr inz. Anna Wieczynska jest wspotautorka 4 publikacji, ktore dotycza zagadnien
zwigzanych z przedmiotem rozprawy doktorskiej. Sumaryczna warto$¢ wspodtczynnika
IF wynosi 12,585, a suma punktow ministerialnych wynosi 365, co w przypadku oséb
ubiegajacych si¢ o stopien naukowy doktora jest wynikiem bardzo dobrym. Nalezy doda¢, ze
cztery manuskrypty sa nadal w przygotowaniu.

Podjeta przez Doktorantkg problematyka, wpisuje si¢ w aktualne tematy badawcze
zwigzane  poszukiwaniem  surowcOw  roslinnych,  bogatych ~w  fitosktadniki
1 charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnos$cig biologiczng. Oceniajac prace doktorskg nalezy
rowniez podkresli¢, ze wymagata ona wykonywania licznych eksperymentow, zastosowania
wielu procedur i technik analitycznych. Doktorantka przeprowadzita wiele czasochtonnych
i zmudnych doswiadczen, brata rowniez udziat w badaniach in vivo na modelu zwierzgecym.
Na uwage zasluguje fakt, ze byly to badania interdyscyplinarne. Doktorantka wykazata si¢
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szczegOlnymi umiejetnosciami planowania i wykonywania eksperymentow oraz interpretacji

wynikow.

Biorgc pod uwage powyzsze, dokonujac oceny rozprawy doktorskiej nasungty mi si¢

pewne uwagi oraz spostrzezenia do rozwazania i dyskusji:

str. 62, 73 — co oznacza okreslenie ,,substancje smrodliwe”?

str. 64 — sformutowanie ,,pobor atmosfery gazowej”, nalezatoby zastapic¢ ,,pobieranie
probki gazoéw do analizy™;

str. 64 — w pracy kilkakrotnie pojawia si¢ nieprawidtowy skrot GC-FDP, powinno by¢
GC-FPD;

str. 71 — ekstrakcja byta prowadzona na drodze maceracji z wykorzystaniem mieszadta
a nie wytrzasarki? W tytule jest wytrzasanie.

str. 72 — co Autorka pracy rozumie pod sformutowaniem olejki eteryczne to substancje
skoncentrowane?

str. 76 — z uzyciem jakiej aparatury wykonano oznaczenia catkowitej zawartosci
polifenoli, flawonoidéw i aktywnos$ci przeciwutleniajacej?

str. 76 — w jaki sposdb wykonano oznaczenia ilo§ciowe biatek?

str. 108 1 dalsze — wlasciwy podpis powinien by¢ zamieszczony przy osi wartosci dla
danego parametru.

str. 124 1 dalsze — brakuje przyktadowych chromatograméow. W jaki sposob wykonano
obliczenia KI exp.'?

str. 193 — podano btedng informacj¢ o tabeli z wynikami krwi, powinno by¢ Tab. 48
149.

str. 198 (Podsumowanie) — niefortunne sa nastepujace sformulowania: ,,spetnienie
celow badawczych” i ,,umozliwilo pomiar realizacji gléwnego celu uzytkowego™;
ponownie podano bledng nazwg GC-FDP (powinno by¢ GC-FPD).

Pytanie do dyskusji: jakie grupy zwigzkow majg potencjalny wptyw na zahamowanie
zmian chorobowych (w tym halitozy) w jamie ustnej cztowieka i z czego to wynika?

w rozdziale VI (Literatura) — niestety Autorka nie ustrzeglta si¢ bledow,
niejednokrotnie brakuje rocznika, numeréw stron itp., zmienny jest rowniez Sposob
prezentowania materialu zrodtowego.



Podsumowujac chciatabym podkresli¢, ze praca doktorska p. mgr inz. Anny Wieczynskiej
zawiera elementy nowosci naukowej. Doktorantka osiagneta cele pod wzgledem
metodycznym. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Anny Wieczynskiej pt.
,Opracowanie racjonalnych metod wytwarzania produktéw leczniczych, skutecznych w
leczeniu choroby jamy ustnej halitozy”, speilnia warunki stawiane pracom doktorskim,
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 z p6zn.
zm.). Wnosz¢ zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Inzynieria Chemiczna, Politechniki
Wroctawskiej, o dopuszczenie p. mgr inz. Anny Wieczynskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk inZzynieryjno-

technicznych, w dyscyplinie inzynieria chemiczna.



