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Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Podstawe opracowania niniejszej recenzji stanowito pismo Prorektora ds. Kolegium
Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego prof. dr hab. Idalii Kasprzyk z
dn.1.12.2020r. wynikajgce bezposrednio z uchwaty nr 19/11/2020 Rady Naukowej Kolegium
Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego z dnia 19 listopada 2020 roku.

Komentarz wstepny

W ostatnich latach w spoteczehstwie znacznie wzrosta swiadomosé istotnej roli jakg
odgrywa wiasciwe odzywienie i zdrowy styl zycia w codziennym funkcjonowaniu
i zachowaniu dobrej kondycji na dtugie lata. Z catg pewnos$cig wptywa to na preferencje i
gusty konsumentow, ktorzy obecnie znacznie czesSciej siegajg po produkty naturalne,
ekologiczne tylko w niewielkim stopniu przetworzone, stusznie upatrujgc w nich zrodio
sktadnikow prozdrowotnych. Do tej grupy produktéw zaliczajg sie miedzy innymi produkty
pszczele, a wsréd nich szczegolne miejsce zajmuje bogaty w liczne skfadniki bioaktywne
miod, ktorego dobroczynne dziatanie byto znane i wykorzystywane od najdawniejszych
czasOw. Zaawansowane techniki i narzedzia analityczne, ktore majg do dyspozyciji
wspotczedni analitycy pomagajg okreslac sktad do tej pory niewykorzystywanych surowcow,
bedacych czesto nieznanym, a bogatym zrédtem skifadnikow bioaktywnych. Uzyskane w ten
sposo6b informacje maja przetozenie aplikacyjne - stanowig podstawe do opracowywania i
konstruowania nowych, innowacyjnych produktow o wiasciwosciach prozdrowotnych. W ten
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sposob wychodzgc naprzeciw oczekiwaniom wspoétczesnych konsument, poszukujgcych
tego typu produktow: naturalnych, zawierajgcych sktadniki bioaktywne. Badania prowadzone
przez Doktorantke doskonale wpisujg sie w ten nurt.

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, mgr inz. Patrycja Sowa uwzgledniajgc
rozne aspekty i wykorzystujgc rozne techniki i narzedzia analityczne ocenita mozliwosc
wykorzystania nostrzyka biatego jako dodatku do miodu nektarowego pod katem
wzbogacania go w sktadniki bioaktywne. Biorgc pod uwage powyzsze, zaréowno wybor
tematyki pracy doktorskiej mgr inz. Patrycji Sowy, jak rowniez sposoéb jej realizacji
uwazam za interesujace, majace charakter nowosci naukowej.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska ma charakter eksperymentalny i zostata
opracowana w formie monografii zawartej na 174 stronach maszynopisu. Mozna w niej
wyodrebni¢ dwie zasadnicze czesci: teoretyczng (30 stron) i badawczg (100 stron), ktorych
wzajemne proporcje objetosci sg wiasciwe dla prac eksperymentalnych.

Opracowanie ma strukture, typowa dla klasycznych rozpraw doktorskich: rozpoczyna je
rozdziat zatytutowany Wstep, w ktdorym zamieszczono przeglad pismiennictwa, cel pracy
i hipotezy badawcze, uktad doswiadczenia, materiat i metody, wyniki i dyskusja,
podsumowanie i wnioski, bibliografia, aneks a na koncu zamieszczono streszczenia
w jezyku polskim i angielskim.

W pracy znajduje sie 37 tabel, w tym wyniki badan uzyskane podczas realizacji pracy
zaprezentowano w 29 tabelach, w tym 18 znajduje sie w gtdéwnej czesci pracy oraz
11 w zamieszczonym na koncu dysertacji aneksie. W manuskrypcie znajduje sie tez 49
rysunkow (rycin i fotografii), z czego 8 odnosi sie do czesci literaturowej, 6 charakteryzuje
badany materiat, a pozostate 35 dokumentujg wyniki. W zatgczonym na konhcu pracy
Aneksie Autorka w jedenastu tabelach zamiescita szczegotowe wyniki swoich analiz, w tym
wyniki analizy statystycznej. W tej czesci zamiesScita tez dwa przyktadowe chromatogramy.

Wykaz piSmiennictwa obejmuje 223 pozycje literaturowe i dwa Zrodla z zasobow
internetowych. Wsrdd zacytowanych pozyciji prawie 70% stanowig prace opublikowane w
ciggu ostatnich 10 lat a okoto 40% przypada na lata 2016-2020. Praca jest napisana tadnym
jezykiem, bardzo starannie przygotowana edytorsko z pojedynczymi btedami edytorskimi, co
w zadnym wypadku nie wptywa jakos¢ tekstu.

Podsumowujac te czes¢ oceny pracy moge stwierdzi¢, ze recenzowana praca spetnia
wszystkie formalne wymagania stawiane rozprawom naukowym.

Ocena merytoryczna rozprawy

Po zapoznaniu sie z trescig pracy stwierdzam, ze tytut pracy zostal sformutowany
w sposob prawidtowy, zwiezle i adekwatnie do jej tresci. Zastrzezen nie budzi takze
zamieszczone na koncu opracowania streszczenia (zaréwno polska, jak i angielska
wersja), ktéore w syntetyczny sposob opisujg badania wykonane przez Doktorantke
uwzgledniajgc wynikajgce z nich najwazniejsze wnioski.
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Przeglad pismiennictwa

W pierwszej czesci pracy (Rozdziat WSTEP) Autorka dokonuje przegladu
piSmiennictwa i wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji. Adekwatnie do niej
i do prowadzonych badan, w logiczny sposob, wyodrebnita cztery gtéwne podrozdziaty.
W pierwszym szczegdétowo omowita sktad chemiczny miodéw odmianowych, uwzgledniajgc
cechy organoleptyczne, witasciwosci fizykochemiczne, zwracajac szczegdélng uwage na
zawartos¢ sktadnikow bioaktywnych. W kolejnym rozdziale omowita sposoby otrzymywania
oraz wiasciwosci miodow o podwyzszonej zawartosci sktadnikéw bioaktywnych,
uwzgledniajgc ziotomiody, jak réwniez miody wzbogacane w rozne dodatki. Nastepnie
bardzo szczegotowo scharakteryzowata nostrzyk nalezacy do rodziny roslin motylkowych,
ktory wykorzystywata w swoich badaniach. Ostatni podrozdziat tej czesci pracy poswiecony
zostat charakterystyce miodu nostrzykowego.

Podsumowujac te czes¢ pracy stwierdzam, ze Pani Magister w rzetelny i ciekawy
sposob, korzystajgc z wtasciwie dobranych zrédet, wprowadza w przedmiot swoich
badan ukazujac ich zasadnosé. Ta czes¢ pracy zostala opracowana, na podstawie
trafnie dobranej bibliografii, wskazujac na duza wnikliwos¢ pani mgr inz. Patrycji
Sowy. Dobér merytoryczny zrédet oraz sposob ich wykorzystania uwazam za
prawidiowy.

Cel pracy i hipotezy badawcze

Doktorantka jasno sprecyzowata gtéwny cel pracy, ,analiza wptywu dodatku nostrzyka
biatego (Melilotus albus) na zawartos¢ zwigzkéw bioaktywnych i aktywnos$¢ biologiczng
miodow nektarowych”, ktory jest spojny z tytutem rozprawy. Dodatkowo bardzo trafnie
sformutowata cztery cele szczegotowe, ktore wytyczyly logiczne etapy badan,
konsekwentnie prowadzgce do realizacji gtbwnego celu rozprawy.

W oparciu o aktualny stan wiedzy, ktéry zostat przedstawiony w przeglgdzie literatury,
Doktorantka trafnie sformutowata trzy hipotezy badawcze. Weryfikacja ich jest spdjna z
wyznaczonym celem pracy.

Metodyka pracy

Ta czes¢ pracy obejmuje dwa gtdwne rozdziaty: Uklad doswiadczenia oraz Materiat i
metody.

W pierwszym Doktorantka grupuje zadania badawcze wyodrebniajgc trzy etapy, w
ramach ktérych bedzie realizowaé badania, jednoczesnie wskazujgc analizy, ktére beda
realizowane na poszczegolnych etapach. Ten rozdziat pozwala czytelnikowi zapoznac sie z
uktadem doswiadczenia, co jest szczegdlnie istotne przy wielowgtkowych, szczegotowych
badaniach i analizach, jakie prowadzita Doktorantka. Podsumowujac te czes¢
stwierdzam, ze uklad doswiadczenia zostal przez mgr inz. Patrycje Sowe
przemyslany, prawidtowo i logicznie zaplanowany. W kolejnym rozdziale bardzo
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starannie i szczegdétowo opisany zostat badany materiat, ktorym byt miod nostrzykowy,
rosliny nostrzyka biatego i zoitego oraz miody rzepakowy i lipowy wzbogacane suszonym
dodatkiem nostrzyka lub jego liofilizowanym ekstraktem. Ta cze$¢ pracy zostata dodatkowo
udokumentowana ciekawym materiatem fotograficznym. W dalszej cze$ci tego rozdziatu
skrupulatnie i prawidtowo opisano poszczegolne metody analityczne, ktére byty stosowane
w trakcie realizacji pracy. Te czes¢ kohczy opis zastosowanych metod statystycznych i
programow komputerowych. Uwazam, ze metodyka pracy zostata przedstawiona w
sposo6b wiasciwy, nie budzacy zadnych zastrzezen.

Wyniki i ich oméwienie

Najobszerniejszg czes¢ dysertacji, stanowigca az 73 strony, stanowi rozdziat, w ktérym
Autorka zaprezentowata i oméwita wyniki swoich badan. Ta cze$¢ dysertacji zostata
podzielona na cztery czesci — analogicznie do wyznaczonych celéw szczegotowych.

Pierwsza czesC dotyczy szczegOtowej analizy mioddw nostrzykowych. Autorka
analizowata 30 mioddéw, ktére zgodnie z deklaracjg pszczelarzy, od ktorych je bezposrednio
pozyskata, zostaty zakwalifikowane jako miody odmianowe. W ramach badan wykonano
analize melisopalinologiczng, okreslono parametry fizyko-chemiczne, aktywnos¢
antyoksydacyjng oraz zawartos¢ zwigzkow fenolowych. Wyznaczono takze profil biatkowy,
profil zwigzkéw fenolowych i zwigzkéw lotnych. Po przeprowadzeniu analizy pytkowej tylko
w przypadku 14 sposrod 30 dostarczonych do badan probek potwierdzono prawidtowag
klasyfikacje odmianowg. Pozostate nie zawieraty wymaganej ilosci pylku przewodniego i
dlatego zostaly niewtasciwie zakwalifikowane jako nostrzykowe. Taka sytuacja nie jest
wyjatkowa, btedna klasyfikacja odmiany miodu jest czestym zjawiskiem. Brakuje bowiem
specyficznych, prostych narzedzi analitycznych, ktére umozliwiatyby klasyfikacje odmianowa
miodéw. Obecnie odbywa sie ona najczesciej na podstawie deklaracji pszczelarzy
przypisujgcych odmiane w zaleznosci od terminu zbioru i kwitnienia roslin miododajnych na
danym terenie. Niestety takie postepowanie jest niewystarczajgce i czesto moze byc¢
przyczyng zafatszowan. Na zawarto$¢ pytku przewodniego w miodzie mogg wptywac rézne
czynniki, np. wielko$¢ obszaru zajmowanego przez miododajny pozytek, ale takze obecnosc¢
w poblizu innych roslin nektarujgcych, czy tez roslin wiatropylnych. Mimo, ze od wielu lat
poszukuje sie parametrow fizykochemicznych rdznicujgce poszczegdlne odmiany miodow
nektarowych, mogacych stanowi¢ podstawe do opracowania metod instrumentalnych
identyfikujgcych odmiane miodu, ciggle brakuje takiej metody. Jedyng metodg odwotawczg
w sprawach spornych jest analiza pytkowa, ktéra ze wzgledu na ztozonos¢ interpretacji jest
akredytowana zaledwie w Kkliku laboratoriach analitycznych w Polsce. Takze dziatania
podjete przez Doktorantke nie pozwolily w oparciu o przeprowadzane analizy na
jednoznaczne odréznienie probek zafatszowanych odmianowo. Jak zauwazyta w
podsumowaniu tej czesci pracy Doktorantka, bez analizy pytkowej nie mozna jednoznacznie
okresli¢ autentycznosci odmianowe;.

W kolejnej czesci scharakteryzowano nostrzyk jako zrodio bioaktywnych zwigzkow
fenolowych. Gtéwnym celem tej czesci pracy byto wytypowanie materiatu roslinnego do
wytworzenia miodu wzbogaconego w sktadniki bioaktywne. Doktorantka z wnikliwoscig
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podeszta do rozwigzania tego problemu. W badaniach uwzglednita dwa gatunki (zotty i
biaty), dwie formy (jednoroczny i dwuletni), r6zne czesci rosliny (kwiaty, todygi, liscie), a
takze rézne fazy jej wegetacji. Okreslita tez wptyw procesu suszenia kwiatéw i lisci nostrzyka
na zawartos¢ zwigzkow bioaktywnych. Aby zapewni¢ wiarygodnos¢ uzyskiwanym wynikom
przed przystgpieniem do wtasciwych oznaczen profilu zwigzkéw fenolowych metodg HPLC-
PDA w badanym materiale Autorka przeprowadzita dwie optymalizacje: wyodrebniania
zwigzkéw fenolowych z roslinnej matrycy i warunkéw prowadzenia rozdziatu
chromatograficznego. W uzyskanych ekstraktach stwierdzita wystepowanie 11 substanc;ji
bioaktywnych, ktore zakwalifikowata do trzech grup: zwigzki kumarynowe (kumaryna,
umbeliferon), kwasy fenolowe (kwas melolitowy, kwas o- i p-kumarowy, glikozyd kwasu
o-kumarowego) i flawonoidy (kwercytyna, hiperozyd, luteolina, oraz glikozydy kwercytyny
i kemferolu). W tej czesci pracy scharakteryzowano takze aktywnos¢ antyoksydacyjng
nostrzyka. Uzyskane wyniki poddano wielowymiarowej analizie statystycznej (analiza
gtébwnych skfadowych, analiza skupien, mapa cieplna), ktoéra pozwolita wytypowac¢ materiat
roslinny ktéry postuzyt do wzbogacania miodéw w sktadniki bioaktywne. Na podstawie
uzyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci zwigzkoéw bioaktywnych
w badanych dwoch gatunkach nostrzyka biatym i zottym, a do wzbogacania miodéw
wytypowano kwiaty i liscie nostrzyka biatego dwuletniego oraz nostrzyka jednorocznego.

W kolejnych rozdziatach mgr Patrycja Sowa zaprezentowata wyniki badan zwigzane
z przygotowaniem (ustalenie proporcji i formy dodatku i odmiany miodu) i oceng wtasciwosci
miodu wzbogaconego dodatkiem nostrzyka biatego. W tej czedci pracy szczegodlnie
interesujgce sg wyniki oceny jakosci miodu wzbogaconego nostrzykiem, zawierajgce miedzy
innymi analize sensoryczng, ocene bezpieczenstwa spozycia, a takze analize aktywnosci
biologicznej obejmujgcg aktywnosé przeciwdrobnoustrojowag, metaboliczng i proliferacyjng
komorek IPEC-1 i wiasciwosci przeciwzakrzepowe.
Niewatpliwie mocnym elementem podczas prezentacji wynikow pracy jest ich dyskusja. Pani
mgr inz. Patrycja Sowa wnikliwie analizuje, wyjasnia i dyskutuje swoje wyniki z wynikami
uzyskanymi przez inne zespoty. Bez watpienia osiggnieciem Doktorantki jest opracowanie
i wytworzenie innowacyjnego produktu jakim jest midd wzbogacony nostrzykiem o dobrych
cechach sensorycznych i potwierdzonej badaniami zwiekszonej aktywnosci biologiczne;.
Czes$¢ badawczg dysertacji kohczy rozdziat Podsumowanie i wnioski, w ktérym Autorka na
podstawie uzyskanych wynikow poprawnie sformutowata 10 wnioskéw. Na zakonczenie
zamiescita krotkie podsumowanie, ktore moim zdaniem jest w tym miejscu zbedne, powinno
pojawic¢ sie przed sformutowaniem ostatecznych wnioskow.

Po przeczytaniu pracy nasuwaja sie nastepujace drobne uwagi i pytania

1.  Watpliwosci budzg wyniki analizy elektroforetycznej, ktére mam nadzieje, bede mogta
przedyskutowac z Doktorantkg w trakcie obrony:
Na stronie 109 w omodwieniu wynikow elektroforezy znajduje sie stwierdzenie
,W oparciu o przeprowadzone rozdziaty elektroforetyczne stwierdzono, ze midd
nostrzykowy zawiera wiecej biatka w porownaniu do analizowanych miodow
wzbogaconych (najwyzsza intensywnos¢ zaobserwowanych pasm biatkowych),
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zarbwno w elektroforezie natywnej i jak i SDS-PAGE”, ktére jest niezrozumiate.
Elektroforegramy nie informujg o zawartosci biatka, a jedynie o zawartosci okreslonych
frakcji biatkowych w ekstrakcie. W zalezno$ci od zastosowanej techniki, o frakcjach
réznigcych sie ruchliwoscig elektroforetyczng, ktéra wynika z wypadkowego tadunku
oraz ksztattu czasteczki (natywna PAGE) lub wielkoscig czasteczki, bezposrednio
zwigzana z masg czgsteczkowg (SDS-PAGE). Widok prazkéw biatkowych na zelu
wynika tez ze sposobu przygotowania probek bezposrednio nanoszonych na Zzel.
W przypadku elektroforezy SDS-PAGE — zgodnie z metodykg opisang w na stronie 52
(pkt. 4.2.7.2) prébki te byly denaturowane, a do kazdej studzienki nanoszono
standaryzowang, jednakowg ilos¢ 20ug biatka. Dlaczego miatyby w takim razie réznic
sie zawartoscig biatka?

Prosze wyjasni¢ cel przeprowadzenia elektroforezy PAGE (w warunkach natywnych)
z barwieniem Coomassiego? Jakich dodatkowych informacji w stosunku do
elektroforezy SDS-PAGE miaty dostarczy¢?

W  trakcie interpretacji  elektroforegarméw  warto  zastosowa¢  analize
densytometryczna, ktéra utatwitaby jednoznaczng interpretacje wynikow — poréwnanie
intensywnos$ci prgzkéw, czy wyznaczanie mas czgsteczkowych odbywa sie na
podstawie obiektywnych zmierzonych parametrow, a nie subiektywnej oceny
wzrokowe;j.

2. Bardzo drobne btedy edytorskie: na stronie 59 btednie wpisano analiza ciepna,
zamiast cieplna, na str. 74 btednie wskazano nr tabeli, w ktdrej zamieszczono wyniki
analizy zwigzkow lotnych metodg GC (jest A5, powinno byé A4), w rozdziale 4.
MATERIAL | METODY btednie podano numer podrozdziatu 4.1.3. Odczynniki
chemiczne, ktéremu nadano taki sam numer jak poprzedniemu 4.1.3. Midd
wzbogacany.

Przedstawione powyzej uwagi majg jedynie charakter dyskusyjny i nie wptywajg na warto$¢
ocenianej pracy.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Problematyka badawcza poruszana w przedstawionej do oceny dysertacji doskonale
wpisuje sie w bardzo aktualny nurt badan zwigzanych z produkcjg zywnosci o podwyzszonej
aktywnosci biologicznej, a uzyskane wyniki majg znaczenie poznawcze, ale réwniez
aplikacyjne.

Rozprawa doktorska mgr inz. Patrycji Sowy jest dowodem kompetencji Autorki do
planowania badan, ich wykonania, nastepnie analizowania, omawiania i dyskutowania
uzyskanych rezultatbw z wynikami innych autoréw w formie przyjetej dla publikacji
naukowych. Mnogos¢ technik analitycznych zastosowanych przez Doktorantke w trakcie
realizacji pracy i w konsekwencji uzyskanych ogrom uzyskanych wynikow sg imponujgce.
Swiadczg one o bardzo wnikliwym podejsciu do rozwigzania postawionego problemu
badawczego. Kompetentna analiza wynikow roznych analiz i potgczenie ich w logiczng
cato$¢ swiadczg o dojrzatosci naukowej mgr inz. Patrycji Sowy.
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Podsumowujgc stwierdzam, ze dysertacja mgr inz. Patrycji Sowy spetnia
wszystkie wymagania ustawowe stawiane pracom na stopien doktora (art. 13 ust.1
ustawy z dnia 14.03.2003r. Dz.U.nr 65, poz.595, z p6zn. zm. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki) i wnosze do Rady
Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego

o dopuszczenie pani mgr inz. Patrycji Sowy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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Prof. UPP dr hab. inz. Dorota Piasecka-Kwiatkowska
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