t6dz, dn. 29.07.2020 .
dr hab. inz. Matgorzata Piotrowska, prof. Pt
Politechnika tédzka
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
ul. Wélczanska 171/173
90-924 t6dz

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Adama Perczaka

pt: ,Zastosowanie wybranych olejkéw eterycznych w procesie inhibicji wzrostu grzybow
rodzaju Fusarium oraz redukcji stezeri mykotoksyn w uktadach modelowych”

promotor rozprawy: dr hab. Agnieszka Waskiewicz, prof. UPP

Podstawg formalng wykonania recenzji jest Uchwata Rady Wydziatu Nauk
o Zywnosci i Zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 23 listopada 2017
roku oraz pismo Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci
i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z dnia 01.06.2020 roku.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, zgodnie ze znowelizowanymi
wymaganiami Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016 r, poz. 882) stanowi spojny
tematycznie cykl czterech nastepujacych publikaciji:

1. Perczak A., Jué K., Marchwinska K., Gwiazdowska D., Waskiewicz A., Golinski P.
(2016). Degradation of zearalenone by essential oils under in vitro conditions.
Frontiers in Microbiology, 7, 1224.

IF=4,259 (2019)

2. Perczak A., Ju$ K., Gwiazdowska D., Marchwinska K., Waskiewicz A. (2019). The
efficiency of deoxynivalenol degradation by essential oils under in vitro conditions.
Foods, 8(9), 403.

IF=3,011 (2018)




3. Perczak, A., Gwiazdowska, D., Marchwinska, K. Jus K., Gwiazdowski R., Waskiewicz
A. (2019) Antifungal activity of selected essential oils against Fusarium culmorum
and F. graminearum and their secondary metabolites in wheat seeds. Archives
of Microbiology, 201, 1085—-1097.

IF=1,642 (2019)

4. Perczak A., Gwiazdowska D., Gwiazdowski R., Jus K., Marchwirnska K., Waskiewicz A.
(2020). The inhibitory potential of selected essential oils on Fusarium spp. growth
and mycotoxins biosynthesis in maize seeds. Pathogens, 9(1), 23.

IF=3,405 (2018)

Publikacje powstaty w latach 2016-2020. Zgodnie z deklaracja Doktoranta,
sumaryczny IF publikacji wynosi 12,317, za$ liczba punktéw MNiSW zgodnie z wykazem
z 2019 roku wynosi 275. IF skorygowany o wartosci wtasciwe dla roku publikacji jest nieco
wyzszy — 12,828.

Mgr inz. Adam Perczak we wszystkich publikacjach wieloautorskich jest pierwszym
autorem, w trzech korespondencyjnym, natomiast jego udziat % w publikacjach
zadeklarowany i potwierdzony stosownymi oswiadczeniami wspéfautoréw byt w zakresie
od 35 do 60%. W dwdch publikacjach w Frontiers in Microbiology i Pathogens wynosit 60
i 55%, odpowiednio, co jest potwierdzeniem wiodacej roli Doktoranta w powstawaniu tych
artykutow.

Rozprawa doktorska zostata wykonana w ramach dwéch projektow badawczych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki (2014 i 2018 rok) oraz dwdch zadan
badawczych finansowanych z dotacji dla mtodych naukowcéw-uczestnikéw studiow
doktoranckich na Wydziale Technologii Drewna (2016 i 2017 rok).

Przedstawiony do recenzji zbiér publikacji zostat uzupetniony o 35 stronicowe
opracowanie, komentarz, w ktérym, w 6 rozdziatach zawarto przeglad literatury, cel pracy
i hipotezy badawcze, omoéwienie i dyskusje wynikbw wraz z podsumowaniem.
Opracowanie konczy sie sformutowaniem wnioskéw i spisem literatury.

Ocena merytoryczna pracy

Zanieczyszczenie surowcow roslinnych, takich jak zboza, przez grzyby plesniowe
i ich toksyczne metabolity stanowi duzy ogdlnoswiatowy problem, zaréwno w kontekscie
strat ekonomicznych producentéw zywnosci i hodowcédw zwierzat, jak i zagrozen dla
zdrowia konsumentéw zywnosci. W$réd zboz uprawianych w warunkach klimatycznych
Polski szczegélnym zanieczyszczeniem pojawiajagcym sie juz podczas wegetacji
sg mykopatogeny, gtéwnie nalezgce do rodzaju Fusarium. Grzyby te wytwarzajg
mykotoksyny, zwiazki toksyczne, kancerogenne lub immunosupresyjne o zréznicowanej
budowie chemicznej i wtasciwosciach. Sposréd nich najczesciej identyfikowane s3
deoksyniwalenol (DON) wraz z pochodnymi oraz zearalenon (ZEA). Ochrona przed
rozwojem grzyboéw z rodzaju Fusarium i produkcja toksyn fuzaryjnych, to gtéwnie
odpowiednie zabiegi agrotechniczne oraz traktowanie ziarna i roslin na polu chemicznymi




fungicydami. Wzrost $wiadomosci ekologicznej producentéw i konsumentow oraz
zwiekszajacy sie areat upraw ekologicznych wymusza poszukiwanie alternatywnych metod |
ochrony roélin. W ten trend dobrze wpisujg si¢ badania podjete przez Doktoranta,
dotyczace oceny aktywnosci olejkéw eterycznych w  dwéch  aspektach:
(i) usuwania ze srodowiska juz wytworzonych mykotoksyn oraz (ii) oddziatywania na
rozwoj grzybow i ich toksynotwérczosé. Te dwa kierunki badan staty sig¢ nadrzednym
celem pracy.

Autor sformutowat trzy hipotezy badawcze, ktére weryfikowat w trakcie realizacji pracy.

Badania wstepne obejmujace ocene aktywnosci przeciwgrzybowej 30 dostepnych
komercyjnie olejkéw eterycznych w stosunku do dwéch izolatéw Fusarium, pozwolity na
wytypowanie 17 olejkéw uzytych do dalszych badan. Niestety, przebieg etapu wstepnego,
w tym uzyte metody i uzyskane wyniki badan nie zostaty uwzglednione w zadnej publikacii,

ponadto nie zostaty szczegétowo opisane w opracowaniu. Prosze o uzupetnienie podczas
obrony.

Pierwszy etap badan dotyczyt oceny wtasciwosci redukcji mykotoksyn przez
wybrane olejki eteryczne w zaleznosci od czasu, temperatury, pH, stezenia mykotoksyny
i iloéci olejku. Badania prowadzono w odniesieniu do DON i ZEA. Eksperyment byt
prowadzony w prostym uktadzie — w probéwce umieszczono wszystkie reagenty, a po
uptywie okre$lonego czasu kontaktu prowadzono ekstrakcje toksyn i oznaczano ich
stezenie metodami chromatograficznymi. Wyniki podawano jako % redukcji stgzenia
toksyny w stosunku do stezenia poczatkowego. Wyniki badan zostaty zawarte w dwoch
publikacjach (1 2) o bardzo podobnym uktadzie, z ktérych kazda dotyczyta innej toksyny.

Badania skriningowe aktywnosci olejkéw eterycznych w stosunku do zearalenonu
w stezeniu 5pg/ml (publikacja 1 - Frontiers in Microbiology) prowadzono w temperaturze
20°C z wykorzystaniem 11 olejkéw eterycznych w ilosci 100ul/ml mieszaniny reakcyjnej,
pH =6. Pojawiaja sie jednak drobne niescistosci pomiedzy wykazem badanych olejkow w
,materiatach i metodach” w publikacji, a przedstawionymi w wynikach, np. brak w wykazie
olejku mietowego, a wyniki s3 na rys.1, w wykazie wymienione s3: olejek z r6zowego
grejpfruta i kory cynamonowej, natomiast w wynikach skriningowych brak tych olejkéw,
pojawiaja sie dopiero w kolejnych etapach.

Najwieksze obnizenie poczatkowej zawartosci toksyny obserwowano po
72 godzinach kontaktu z olejkiem cytrynowym, grejpfrutowym, eukaliptusowym,
mietowym, eukaliptusowym i palmarozowym (we wszystkich przypadkach powyzej 30%
poczatkowego stezenia toksyny). Do nastepnego etapu badari dotyczacego wptywu
réznych czynnikéw na poziom redukcji ZEA wytypowano, zgodnie z publikacja, pigc
olejkéw, a faktycznie siedem: cynamonowy (z kory i lisci), grejpfrutowy (z biatego
i czerwonego), cytrynowy, eukaliptusowy i palmarozowy.




Prosze o wyjaénienie: dlaczego do dalszych badan nie wybrano olejku mietowego,

ktory w badaniach skryningowych nalezat do grupy najskuteczniejszych i na jakiej

podstawie wybrano olejek cynamonowy, mimo niezbyt korzystnych wynikéw w skriningu

oraz olejek z czerwonego grejpruta, dla ktdrego z kolei brak jest wynikdw z badan

wstepnych.
W kolejnych badaniach uwzgledniono wptyw stezenia olejkéw (100 i 200 pl/ml)

i stwierdzono, iz jedynie w przypadku olejku z kory cynamonowej i biatego grejpfruta
wyzsze stezenie olejku spowodowato znacznie wiekszy ubytek ilosci ZEA w poréwnaniu ze
stezeniem nizszym. W pozostatych przypadkach réznice byly niewielkie, badZ nieistotne
statystycznie, a dla olejku cytrynowego odnotowano sytuacje wrecz odwrotna.

Analizujac wptyw wartosci pH, temperatury i stezenia ZEA mozna zaobserwowac,
zréznicowany i niejednoznaczny wptyw tych parametréw na efekt koricowy. Stwierdzono,
ze efektywnos$¢ procesu w wiekszosci przypadkow jest wyzsza w temperaturze 20°C niz
w 4°C, jak rowniez przy zastosowaniu 10-krotnie wyzszych stezen ZEA. W kazdym
z wariantéow doswiadczen byt rézny profil wptywu pH na stopien redukcji toksyny. Przy
stezeniu 0,5 pg/ml, w obydwu badanych temperaturach dla wigkszosci olejkéw byto to
pH=9, w przypadku zas$ wyzszego stezenia ZEA byto to pH 6 lub 9 (20°C). Przyktadowo, olejek
palmarozowy najlepiej dziatat na ZEA w pH =3 (temp 20°C, A), natomiast w temp 4°C
w pH=9, podczas gdy przy wyzszym stezeniu ZEA w pH=6 (temp. 20°C i 4°C).

Rozumiem, ze przy takim nagromadzeniu wynikéw i wariantéow doswiadczenia
i braku wyraZnie widocznej tendencji, trudno jest wybraé¢ najbardziej korzystny wariant
prowadzenia procesu. Autor sprobowat to zrobi¢ w tabeli 1 w publikacji i ponownie okazato
sie, Ze najbardziej obiecujace rezultaty daje olejek palmarozowy. Znalezienie i zastosowanie
odpowiedniej metody statystycznej, chociazby PCA lub two-way Anova by¢ moze
pozwolitoby przyblizyé sie do bardziej jednoznacznych rezultatow.

W publikacji 1 pojawita sie pewna niescistos¢. Na rys. 1 (20°C, 100ul/ml olejku,
5ug/ml ZEA i pH=6) wyniki redukcji ZEA nie przekraczaja 50%, podczas gdy na rys. 3 B
wartoéci dla tych samych warunkéw s3 znacznie wyzsze (powyzej 70%, a nawet 99%).
Prosze o wyjasnienie tej dysproporcji.

Badania dotyczace deoksynowalenolu zostaly przedstawione w publikacji
2 — Foods. Autorzy wykazali, ze najbardziej efektywny w usuwaniu tej toksyny jest olejek
z biatego grejpfruta; eliminuje ponad 90% DON, przy poczatkowym stezeniu toksyny
5 pg/ml. W przypadku pozostatych olejkoéw lepsze rezultaty osiggnieto przy stezeniu DON
1 pg/ml lub nizszym. Wykazano réwniez, ze proces redukcji zachodzi bardzo szybko; juz po
24 godzinach inkubacji uzyskano znaczny spadek ilosci toksyny, a przedfuzenie kontaktu
spowodowato juz niewielkie zmiany, nieistotne statystycznie. Odnotowano réwniez,
ze olejek z biatego i rozowego grejpfruta oraz palmarozowy wykazywat lepsze dziatanie przy
nizszym stezeniu. Dla pozostatych olejkoéw réznice byly statystycznie nieistotne. Wykazano,
ze niezaleznie od temperatury inkubacji w pH=9 redukcja tej toksyny byta najnizsza.




Uzyskane wyniki dla DON byty bardziej powtarzalne i jednoznaczne niz te dla ZEA,
szczegolnie jesli chodzi o wptyw pH. By¢ moze wynika to z natury chemicznej ZEA i zmiany
jej konfiguracji w wysokim pH, a w tych samych warunkach DON byt bardziej stabilny.
Szkoda, ze autor, majac tak dobre narzedzie analityczne jakim jest LC-MS/MS nie pokusit
sie 0 zbadanie struktury toksyn w réznych warunkach prowadzenia eksperymentu i w

odniesieniu do wybranych olejkdw, co pozwolitoby lepiej przedyskutowac uzyskane wyniki.

Doktorant wyjasnit, ze wynikato to z uzycia kolumn powinowactwa
immunologicznego do oczyszczania probek. Jednak takie badanie bytoby bardzo ciekawe i
mogto przyblizy¢ do wyjasnienia mechanizmu usuwania mykotoksyn przy zastosowaniu
olejkéw eterycznych, tym bardziej, ze jak autor pisze o braku literatury na ten temat.

W komentarzu do publikacji autor przytacza dane literaturowe dotyczaca wptywu czasu

inkubaciji, pH, temperatury i stezenia toksyny na usuwanie DON przez bakterie, czy drozdze.

Nie jest wtaéciwe pordwnywanie oddziatywania organizméw zywych z oddziatywaniem

substancji chemicznych.

Autor w konkluzji odnosi sie do zréznicowanej budowy chemicznej czgsteczek
mykotoksyn, jako czynnika wptywajgcego na proces ich usuwania. Nakresla rowniez, ze
mechanizmem odpowiedzialnym jest ,,...dziatanie substancji czynnych olejkéw eterycznych
na grupy funkcyjne mykotoksyn, czesto odpowiedzialne za ich toksycznosc¢”. Nie precyzuje

jednak, o jakie odziatywania chodzi w przypadku konkretnego uktadu toksyna-olejek.

Zaskakuje mnie brak gtebszej dociekliwosci naukowej Doktoranta i proby
wyjasnienia uzyskanych wynikow. Stwierdzenie, ze brak takich informacji w literaturze
wydaje mi sie niewystarczajgce. We wszystkich badaniach jednym z najlepszych okazat sie
olejek palmorozowy. Czy olejek ten ma jakas wyjatkowa substancje czynng w_sktadzie,

czego nie maja inne olejki lub majg w mniejszej ilosci, co sprawia, ze oddziatuje na obydwie

toksyny, mimo ich réznej budowy chemicznej. Jakiego rodzaju moga to by¢ oddziatywania,

czy jest to reakcja chemiczna, czy przyczyna s3, np. wiasciwosci powierzchniowe

wytworzonej emulsji olejku z wodg i Tween i odziatywania fizyczne?

W kolejnych dwéch zblizonych tematyka publikacjach (Archives of Microbiology
i Pathogens) Doktorant przedstawit wyniki badann wptywu olejkéw eterycznych na wzrost
i wytwarzanie mykotoksyn przez grzyby nalezace do rodzaju Fusarium na matrycy
naturalnej, jaka byty, odpowiednio, pszenica i kukurydza. Ponadto ocenit wptyw olejkéw na
zdolnos¢ kietkowania ziaren kukurydzy (publikacja nr 4).

W badaniach zastosowano osiem olejkow eterycznych: cynamonowy z kory,
oregano, palmarozowy, pomarariczowy, werbenowy, migtowy, z drzewa rézanego oraz
z kopru wtoskiego. Sposrdéd nich jedynie tylko dwa (cynamonowy i palmarozowy) byty
réwniez wykorzystywane w poprzednich publikacjach.

Wykazano, ze wszystkie analizowane olejki aplikowane zaréwno na ziarno pszenicy, jak
i kukurydzy skutecznie hamowaty wzrost Fusarium graminearum i F.culmorum. Zawartos$c




ergosterolu jako wskaznika zagrzybienia w ziarnach zaprawianych olejkami byta na bardzo
niskim poziomie w poréwnaniu z ziarnem niezaprawianym. Jedynie olejek pomaranczowy
wykazywat mniejsze dziatanie na Fusarium culmorum na ziarnie pszenicy. Potwierdzeniem
wynikéw ilosciowych byty obserwacje makroskopowe — ziarno niezaprawiane byfo
porosniete grzybami, podczas gdy na ziarnie potraktowanym olejkami nie zaobserwowano
zmian. Zahamowanie wzrostu grzybdw na ziarnie pszenicy skutkowato réwniez
zahamowaniem syntezy zearalenonu (ZEA) i trchotecen (DON, NIV, 3-AcDON, 15-AcDON
i FUS-X).

W przypadku ziarna kukurydzy obserwowano catkowity redukcje tworzenia
deoksynowalenolu. Natomiast synteza ZEA byta zahamowana po aplikacji czterech olejkow
(cynamonowy, palmarozowy, pomaranczowy, mietowy). Dla olejkdw z oregano, werbeny,
kopru i drzewa rézanego, mimo znacznego zahamowania wzrostu grzybéw, obserwowano
produkcje ZEA na ziarnie kukurydzy, ale w ilosci mniejszej niz dla ziarna kontrolnego.
Jaka, wedtug Doktoranta, mogta by¢ w tym przypadku przyczyna braku korelacji miedzy

wzrostem plesni a ich toksynotworczoscia?

Bardzo cenna w publikacji 4 (Pathogens), ze wzgledu mozliwo$¢ aplikacji tego
sposobu ochrony do ziarna siewnego, jest ocena wptywu olejkéow eterycznych na
kietkowanie ziarna kukurydzy. Stwierdzono, ze wiekszo$¢ analizowanych olejkéw nie ma
wptywu na poziom skietkowania (95% ziaren kietkuje). Olejki cynamonowy i migtowy
powodowaty spowolnienie kietkowania (powyzej 90% ziaren kietkuje dopiero po 7 dniach),
natomiast ziarno traktowane olejkiem palmarozowym kietkuje w 84% po 7 dniach, co jest
rezultatem znacznie odbiegajgcym od prébki kontrolnej, co w pewnym stopniu ogranicza
jego zastosowanie, mimo bardzo obiecujacych rezultatéw w poprzednich badaniach.

Uzyskane wyniki badan na matrycach naturalnych sg obiecujgce; zastosowanie
olejkéw eterycznych moze byé ekologiczng alternatywa do zaprawiania chemicznego ziarna
siewnego. Nie zabezpieczy to niestety zbdz podczas wegetacji, gdzie narazone sg na atak
patogendw, gtéwnie z rodzaju Fusarium. Ponadto, oprdcz aspektu ekologicznego, wazny
jest tez aspekt ekonomiczny, ktéry w recenzowanej pracy nie zostat poruszony. Jaki bytby
rachunek ekonomiczny zaprawiania ziaren olejkami eterycznymi, czy ten proces bedzie

optacalny w duzej skali?.

Autor w podsumowaniu pisze »wykorzystanie potencjatu
przeciwdrobnoustrojowego naturalnych olejkéw eterycznych zaréwno w rolnictwie jak
i sektorze zywnosciowym stwarza mozliwos¢ uzyskania wysokiej jakosci surowca do
produkcji bezpiecznej, wolnej od zanieczyszczern zywnosci”. Jednak w mojej opinii
zastosowanie olejkow eterycznych jest mozliwe jedynie w zaprawianiu ziarna siewnego.
Wiasciwosci zapachowe olejkéw dyskwalifikuja je do zastosowaniu w surowcu
(np. magazynowane zboze przeznaczone na przemiat czy na pasze). Ponadto mimo
pozytywnych rezultatébw zmniejszania ilosci juz wytworzonych toksyn fuzaryjnych
w badaniach modelowych, mam watpliwosci co do mozliwosci dekontaminacji surowcéw




i produktéw zywnosciowych, co nie jest prawnie dopuszczone i akceptowalne przez

konsumentéw. W ograniczonym zakresie mozna dekontaminowac surowce paszowe. |
Dlatego tez widze zastosowanie olejkow eterycznych jedynie w rolnictwie, pod warunkiem,
ze bedzie to uzasadnione ekonomicznie. Prosze Doktoranta o odniesienie sie do

powyzszych kwestii.

Przyjeta przez Doktoranta forma rozprawy doktorskiej opartej na opublikowanych
i uprzednio zrecenzowanych artykutach, nie pozostawia wiele miejsca na uwagi.
Z obowigzku Recenzenta przedstawitam jednak moje watpliwosci i komentarze (tekst
podkre$lony) z prosba o odniesienie sie Doktoranta do nich.

Ocena konicowa

Uwazam, iz rozprawa doktorska Pana mgr inz. Adama Perczaka na temat
,Zastosowanie wybranych olejkéw eterycznych w procesie inhibicji wzrostu grzybow
rodzaju Fusarium oraz redukcji stezeri mykotoksyn w uktadach modelowych” dotyczy
aktualnej tematyki, zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i praktycznych i wnosi
elementy nowosci w zakresie omawianych zagadnier. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie probleméw naukowych. Pan mgr inz. Adam
Perczak wykazat sie znajomoscia swojej tematyki badawczej, umiejgtnoscia interpretacii
wynikéw i formutowania wnioskéw. Przedstawione uwagi majg charakter dyskusyjny i nie
wplywaja na pozytywny odbidr rozprawy doktorskiej.

Wobec powyiszego, stwierdzam, iz recenzowana praca spetnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim wynikajace ze stosownych przepiséw i wnosze do Rady
Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz. Adama Perczaka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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