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 $rednicy czastki 24,2 + 2,4 nm i 27,5 + 4,8
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z NPs stymulowaly tworzenie si¢ pedéw i zwickszaly mase roslin. Korzenie ro$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.
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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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