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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Eweliny Sylwii Sidor pt.:
»Analiza skladu chemicznego i aktywnos$ci biologicznej preparatéw z czerwiu
trutowego oraz mozliwosci ich wykorzystania w projektowaniu suplementéow diety”

1. Uwagi formalne

Podstawa opracowania recenzji stanowi pismo prof. dr hab. ldalii Kasprzyk Prorektor
Uniwersytetu Rzeszowskiego ds. Kolegium Nauk Przyrodniczych z dn. 27.04.2023 r.
skierowane do mnie w sprawie dokonania oceny rozprawy  doktorskiej
mgr inz. Eweliny Sidor pod tytutem: ,,Analiza sktadu chemicznego i aktywnosci biologiczne;j
preparatdéw z czerwiu trutowego oraz mozliwosci ich wykorzystania w projektowaniu
suplementow diety”. Opini¢ opracowano na podstawie przestanej dokumentacji stanowigcej
zwarte opracowanie sktadajace si¢ z: charakterystyki podejmowanego problemu, przyjetych
hipotez badawczych, opisu wykorzystanych materiatéw i zastosowanych metod badawczych
oraz omowienia wynikéw, podsumowania i wnioskow wraz z literaturg — w sumie 54 stron.
Opracowanie zawiera aneks, w ktorym zamieszczono: Spis pozostatych osiagnig¢ haukowych
(publikacje, monografie i rozdziaty w monografiach oraz wygloszone referaty konferencyjne).
Dodatkowo w zwartym opracowaniu znajduja sie¢ w aneksie wydruki publikacji
w czasopismach naukowych wchodzace w sktad rozprawy doktorskie;j:

e Publikacja I. Ewelina Sidor (80%), Matgorzata Dzugan. Drone Brood Homogenate as
Natural Remedy for Treating Health Care Problem: A Scientific and Practical
Approach. Molecules 2020, 25 (23), 5699, doi.org/10.3390/molecules25235699.

e Publikacja II. Ewelina Sidor (50%), Michat Milek, Grzegorz Zaguta, Aleksandra
Bocian, Malgorzata Dzugan. Searching for Differences in Chemical Composition and
Biological Activity of Crude Drone Brood and Royal Jelly Useful for Their
Authentication. Foods 2021, 10 (9), 2233, doi.org/10.3390/fo0ds10092233.

e Publikacja IIl. Ewelina Sidor (60%), Michat Mitek, Monika Tomczyk, Malgorzata
Dzugan. Antioxidant Activity of Frozen and Freeze-Dried Drone Brood Homogenate
Regarding the Stage of Larval Development. Antioxidants 2021, 10 (5), 639,
doi.org/10.3390/antiox10050639.

e Publikacja IV. Ewelina Sidor (70%), Monika Tomczyk, Michal Mitek, Matgorzata
Dzugan. The effect of storage time on the antioxidant activity and polyphenolic profile
of frozen and lyophilized drone brood fixed in honey. Food. Science. Technology.
Quality 2022, 29 (2), 45-56, doi.org/10.15193/zntj/2022/131/415.

e Publikacja V. Malgorzata Dzugan, Ewelina Sidor (40%), Michat Milek, Monika
Tomczyk. The possibility of using bee drone brood to design novel dietary supplements
for apitherapy. Applied Sciences 2023, 13 (8), 4687, doi.org/10.3390/app13084687.

Przed kazda publikacja znajdujg si¢ oswiadczenia autorki i wspotautorow o wktadzie pracy w
poszczegolnych artykutach.



2. Ogolna charakterystyka zawartosci rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Sylwii
Sidor pt.: ,,Analiza skladu chemicznego i aktywnos$ci biologicznej preparatéw z czerwi
trutowego oraz mozliwosci ich wykorzystania w projektowaniu suplementow diety”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter empiryczny i dotyczy badan
sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej preparatow otrzymanych z czerwiu trutowego
oraz mozliwosci ich wykorzystania w projektowaniu suplementéw diety. Zawartos$¢ pracy jest
zgodna ze sformulowanym tematem. Autorka deklaruje, ze zrealizowata badania w trzech
etapach. Pierwszy etap zwigzany byt z analizg zawartosci sktadnikow bioaktywnych w czerwiu
z uwzglednieniem jego fazy rozwoju i pochodzenia. Na tym etapie przeprowadzita rowniez
poszukiwania markerow pozwalajagcych jednoznacznie odroézni¢ homogenat trutowy od
mleczka pszczelego. Badania te zostaly zawarte w publikacjach oznaczonych numerami I1i [11.
Drugi etap stanowi analiza wptywu réznych metod utrwalania czerwiu trutowego na zmiany
potencjatu antyoksydacyjnego, catkowitej zawarto$ci zwigzkow polifenolowych 1 profil
polifenolowy. Wyniki tych badan zostaly opublikowane w publikacji III i IV. Etap trzeci
dotyczyt oceny biodostepnosci sktadnikow czerwiu z zaprojektowanych suplementéw diety i
ocena bezpieczenstwa ich stosowania. Uzupetieniem tych badan jest publikacja I, ktora w
powyzszej chronologii mozna uzna¢ za etap zerowy, gdyz zawiera przeglad literatury
dotyczacy analizowanych problemow.

Pierwsza czg$¢ pracy stanowig studia literaturowe dotyczace pochodzenia, sktadu
chemicznego, stabilno$ci, aktywno$ci preparatéw uzyskiwanych na bazie czerwiu trutowego.

Studia literaturowe pozwolity Autorce sformutowac nastepujace hipotezy badacze:

1. Homogenat trutowy jest obfitym Zroédtem sktadnikéw bioaktywnych.

2. Faza rozwoju larwy istotnie wplywa na aktywnos$¢ biologiczng homogenatu
czerwiu trutowego.

3. Liofilizacja pozwala zachowa¢ cenne sktadniki czerwiu trutowego o dobrej
biodostepnosci.

4. Czerw trutowy moze by¢ rekomendowany jako wartosciowy suplement diety o
dobrej przyswajalnosci sktadnikow odzywczych i bioaktywnych.

W dalszej czgsci Autorka charakteryzuje badany materiat 1 zastosowane metody badawcze.
Transparentnym zakonczeniem tej czg$ci pracy jest zestawienie wykorzystanych technik
badawczych do realizacji badan, przedstawione w tabeli 1 (str. 20).

Glowng cze$¢ pracy stanowi omowienie wynikow badan. Autorka rozpoczela od
przedstawienia aktywno$ci biologicznej czerwiu trutowego. Wykazala wplyw stadium
rozwojowego czerwiu na zawarto$¢ sktadnikow bioaktywnych. Stwierdzita wyzsza zawarto$¢
biatka rozpuszczalnego oznaczonego metodg Bradforda dla czerwiu trutowego w wieku 11 i 14
dni w stosunku do larw 7-dniowych. Dodatkowo metoda SDS-PAGE zidentyfikowata duze
zréznicowanie profilu biatkowego w zaleznosci od wieku czerwiu. Przeprowadzita analize
aktywnosci enzymow hydrolitycznych w homogenacie trutowym w zaleznosci od fazy rozwoju
I stwierdzila szczegélnie wysoka dla a-glukozydazy (a-GLU) i heksozaminidazy (HEX),
ktorych ekstremum wystepuje w 11-dniowym czerwiu. Wyniki badan zawarto$ci hormonow
ptciowych wykazaly wzrost poziomu testosteronu i spadek estradiolu w trakcie rozwoju
czerwiu. Kolejnym parametrem identyfikowanym przez autorke byt potencjat antyoksydacyjny
wodnych i etanolowych ekstraktow uzyskiwanych z mrozonego czerwiu trutowego, badanych
metodami kolorymetrycznymi: DPPH, ABTS i FRAP. Najwyzsza aktywnos$¢ zmiatania



rodnikéw wyznaczong testem DPPH stwierdzono dla wodnych roztworow czerwiu w wieku 11
dni. Poziom aktywnos$ci ekstraktow etanolowych byl istotnie nizszy. Podobne zalezno$ci
jakosciowe uzyskano metodg FRAP a odwrotne metoda ABTS. Na tej podstawie autorka
wyciggneta wniosek, ze dominujaca frakcja antyoksydantdw czerwiu stanowia zwigzki
hydrofilowe. Wykazata tez maksymalny poziom zwigzkow polifenolowych i1 flawonoidow
w 11-dniowym czerwiu trutowym. Kolejnym celem badan byta charakterystyka profili:
polifenolowego, cukrowego i aminokwasowego za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej HPTLC. Metoda ta zostata wybrana ze wzgledu na krotki czas badan wielu
probek jednoczesnie co jest szczegolnie wazne w stosunku do nietrwalych preparatow
uzyskiwanych na bazie czerwiu trutowego. Wykazano réznice jakosciowe i ilosciowe w profilu
polifenolowym badanych prébek czerwiu trutowego w réznym wieku zidentyfikowanych
wczesniej kwasow fenolowych i1 flawonoidow. Nie stwierdzono wptywu wieku czerwiu na
profil cukrowy w przeciwienstwie do sktadu aminokwasowego, ktory charakteryzowat sie
zmianami ilosciowymi. Autorka podkreslita, ze w tych badaniach byta (wraz z zespotem
autorskim) pionierem w wykorzystaniu techniki HPTLC do czerwiu trutowego. W dalszej
czesci oznaczajac potencjat antyoksydacyjny (DPPH), ABTS i FRAP), catkowitg zawarto$¢
polifenoli (TPC) i flawonoidéw (TFC), wykazata istotny wpltyw warunkow pasiecznych na te
parametry nie uszczegotowiajac co pod tym stwierdzeniem si¢ kryje. Kolejnym problemem
badawczym przedstawionym w rozprawie byto poréwnanie parametrow charakteryzujacych
wiasciwosci fizykochemiczne homogenatu trutowego i mleczka pszczelego. Wykazata
podobnie jak inni autorzy, ze zaréwno wilasciwosci fizyczne jak i sktad chemiczny tych
produktow pszczelich jest bardzo podobny, niemniej wskazata zidentyfikowane biatka o masie
28 kDa i 12 kDa specyficzne dla czerwiu trutowego, jako markery pozwalajace jednoznacznie
rozrozni¢ te substancje. W dalszej czg$ci pracy analizowata sposoby utrwalania preparatow
uzyskiwanych na bazie czerwiu trutowego 1 wykazata, ze najkorzystniejsza forma utrwalania
jest liofilizacja wodnego ekstraktu czerwiu, z ktorego przez odwirowanie odseparowano
nierozpuszczalne struktury komorkowe. Wytworzenie suchego osadu ekstraktu wodnego
wplyneto na zwigkszenie jego wiasciwosci antyoksydacyjnych i poprawito rozpuszczalnosé
w wodzie. Straty spowodowane procesem liofilizacji wynosity okoto 10% aktywnos$ci
antyoksydacyjnej i 7-11 % calkowitej zawarto$ci zwigzkow fenolowych. W dalszej czesci
weryfikowata sposob utrwalenia poprzez mieszanie z miodem co znaczaco ulatwia
zagospodarowanie preparatow trutowych, jak i ich dystrybucje oraz transport. Potwierdzono
zachowanie pelnej aktywnosci miodu z dodatkiem czerwiu do 6 miesigcy przechowywania
I synergizm we wzmocnieniu wlasciwosci antyoksydacyjnych i profilu polifenolowego. Tym
samym wykazano, ze midd z dodatkiem czerwiu moze by¢ uznany za wartosciowy suplement
diety o wysokiej trwatosci przechowalniczej a co wazne mozliwy do wytworzenia w warunkach
pasiecznych. Ostatnim etapem badan przedstawionych przez Autorke bylo zaprojektowani
I Wytworzenie na bazie czerwiu trutowego suplementow diety. Przedstawiono trzy propozycje
w formie rozpuszczalnych kapsulek, ktore zawieraly: 300 mg liofilizatu siedmiodniowego
homogenizowanego czerwiu (DB), 300 mg DB i 250 mg wapnia organicznego i 300 mg DB
1250 mg wapnia nieorganicznego. Wykorzystujac laboratoryjny model przewodu
pokarmowego analizowano biodostepno$¢ gtdéwnych sktadnikow przygotowanych preparatow
1 strawnos$¢ biatka podczas symulowanego trawienia W warunkach in vitro. Definiowano
biodostepnos¢ sktadnikow jako procent spozytych sktadnikow. W wyniku badan stwierdzono,
ze dodatek wapnia zwigksza biodostgpnos¢ testosteronu, ktéry wchianiany byl w fazie
zotadkowej i jelitowej trawienia. Estragon uwalniat si¢ dopiero w jelicie. Wykazano wysoki
wskaznik biodostgpnosci wapnia zarowno czystego preparatu trutowego, jak i z wapniem



organicznym. Niezaleznie od badanego preparatu stwierdzono trawienie biatek gtownie w fazie
zotadkowej. W fazie jelitowej zidentyfikowano wyzszy stopien strawienia biatka z wapnem
organicznym. Postep w trawieniu bialek potwierdzono analizujac profil wolnych aminokwasow
w poszczegblnych etapach trawienia za pomocg chromatografii cienkowarstwowej HPTLC.
Okreslono réwniez biodostepnos¢ zwigzkdéw przeciwutleniajgcych z badanych suplementow
metoda FRAP. Biodostepnos¢ polifenoli z czystego czerwiu byla najwieksza i w obecnosci
wapnia spadata. W podsumowaniu autorka zwrécita uwage, ze suplement diety taczacy
liofilizowany czerw trutowy z organicznym wapniem moze znalez¢ zastosowanie w
profilaktyce i leczeniu osteoporozy. Niemniej Autorka stwierdzita konieczno$¢ prowadzenia
dalszych badan zwigzanych z okre§leniem bezpieczenstwa stosowanych preparatow dla
cztowiek np. ryzyko schorzen uktadu sercowo-naczyniowego spowodowane wysokim
poziomem testosteronu, obnizenie odpornosci po choroby nowotworowe i depresje. Zwrocita
uwage, ze stosowanie 3x1 kapsutka proponowanych suplementéw daje catkowite
bezpieczenstwo stosowania. Na zakonczenie wskazata pierwsze proby wykorzystania czerwiu
trutowego w hodowli zwierzat. Pokazata rowniez pierwsze badania w terapii nowotworow oraz
wskazalta perspektywy wykorzystania homogenatu trutowego jako ,,nowa zywnos$¢”.

W podsumowaniu Autorka zamie$cita wnioski wskazujace na czerw trutowy jako cenne
zrodto: biatka i aminokwaséw, testosteronu i estradiolu, zwigzkow polifenolowych, kwasow
fenolowych 1 flawonoidow. Zawarto$¢ tych zwigzkéw jest optymalna w 11 dniu rozwoju
czerwiu trutowego. Podkreslita, ze aktywno$¢ hormonalna, enzymatyczna i antyoksydacyjna
czerwiu trutowego jest istotnie wyzsza w poréwnaniu z mleczkiem pszczelim. Surowiec ma
niestety niskg stabilno$§¢ wigc natychmiast po pozyskaniu powinien by¢ utrwalony
a najkorzystniejszg forma konserwacji jest liofilizacja ekstraktu wodnego po odseparowaniu
nierozpuszczalnych struktur komoérkowych. Preparaty uzyskane w ten sposob moga byc
utrwalane w miodzie przy maksymalnym dodatku do 4% a uzyskane produkty zachowuja
wlasciwosci antyoksydacyjne przez 6 miesiecy przechowywania. Sktadniki czerwi trutowego
wykazuja wysokg biodostepnos¢ co potwierdzono w warunkach symulowanego trawienia.
Hormony uwalniajg si¢ glownie w jelicie, biatko natomiast jest trawione w zotadku. Wystepuje
przy tym synergizm pomie¢dzy biodostgpnoscia testosteronu i biatka przy obecnosci wapnia
organicznego, co moze by¢ wykorzystane w profilaktyce osteoporozy. Autorka podkresla,
ze przed wprowadzeniem preparatow na rynek koniecznos¢ przeprowadzenia dodatkowych
badan toksykologicznych. Istotnym wnioskiem jest potwierdzenie po raz pierwszy wysokiej
przydatnosci techniki wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej HPTLC w badaniu
czerwiu pszczelego. Metoda jest szybka, tania i ma mozliwos$¢ jednoczesnego pordéwnania
kilkunastu probek.

3. Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Sylwii Sidor pt.: ,,Analiza skladu
chemicznego i aktywnosci biologicznej preparatow z czerwi trutowego oraz mozliwosci
ich wykorzystania w projektowaniu suplementow diety”

Temat podjety przez Autorke jest bardzo ambitny 1 ma ogromne znaczenie utylitarne.
Zakres przeprowadzonych badan bardzo szeroki i taczy pomyst z konkretng propozycja
zastosowania w praktyce poprzez zaproponowanie trzech suplementoéw diety na bazie czerwiu
trutowego.

Zdaniem recenzenta szczego6lnymi osiagnieciami naukowymi Doktorantki sa:



8.

9.

Zaplanowanie i przeprowadzenie szerokich badan fizykochemicznych preparatow
uzyskiwanych na bazie czerwiu trutowego z wykorzystanie zréznicowanych technik
badawczych.

Wykazanie, ze optymalng faza wykorzystania czerwiu trutowego o najwigkszej
wypadkowej bioaktywnosci jest 11 dzien rozwoju.

Opracowanie metody utrwalania czerwiu trutowego poprzez liofilizacj¢ ekstraktu wodnego
czerwiu po usunigciu struktur komorkowych.

Udowodnienie, ze mozliwe jest stosunkowo proste z technologicznego punktu widzenia
utrwalanie i wykorzystywanie preparatow uzyskiwanych z czerwiu trutowego w miodzie.
Zidentyfikowanie specyficznych dla czerwiu trutowego biatek 0 masie 28 kDa i 12 kDa,
ktore moga by¢ wykorzystane jako markery pozwalajace jednoznacznie rozrdznic
homogenat trutowy od mleczka pszczelego i tym samym wykrywac zafatszowania mleczka
homogenatem.

Zaproponowanie trzech suplementéow wykonanych na bazie czerwiu trutowego
i przeprowadzenie badan biodostepnosci ich glownych sktadnikéw i strawnosci biatka
podczas symulowanego trawienia in vitro w laboratoryjnym modelu przewodu
pokarmowego.

Istotnym wktadem autorki do badan preparatow czerwiu trutowego jest wykazanie,
ze wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa cieczowa HPTLC daje dobre wyniki
w badaniu profilu aminokwasowego, polifenolowego i cukrowego homogenatu czerwiu
trutowego.

Na uwage zasluguje umiej¢tno$¢ organizacji pracy w zespole i tworzenia zespotow
badawczych do poszczegdlnych etapow badan.

Zdobyte doswiadczenie w realizacji zawansowanych badan naukowych przy
wykorzystaniu szerokiego wachlarza technik badawczych.

Uwagi krytyczne, ktore nasunely sie¢ recenzentowi w trakcie zapoznania si¢ z wynikami
badan o charakterze merytorycznym przedstawiono ponizej w formie trzech pytan.

1.

Dlaczego przy badaniu dodatku czerwiu mrozonego do miodu nie okreslano aktywnosci
wody? Parametr ten determinuje trwatos¢ mikrobiologiczng uzyskiwanych produktow i jest
prosty w wykonaniu.

Dlaczego w zaproponowanych suplementach wykorzystano czerw siedmiodniowy, podczas
gdy z badan wynika, ze optymalnym wiekiem czerwiu jest jedenastodniowy?

W czesSci wstepne] pracy zdaniem recenzenta brakuje odniesienia si¢ Autorki
do stosowanych metod badawczych we wczesniejszych badaniach preparatow
otrzymanych z czerwiu trutowego. Ten problem nie jest tez analizowany w publikacji I.
Czy Doktorantka si¢ zgadza z tym stwierdzeniem?

Uwagi krytyczne o charakterze redakcyjnym:

1.

Istotnym btedem redakcyjnym jest postawienie hipotez badawczych 1 braku
jednoznacznego odniesienia si¢ do nich w podsumowaniu i wnioskach. Potwierdzenia
hipotez mozna doszukac¢ si¢ w tresciach sformutowanych wnioskéw niemniej Doktorantka
powinna to jednoznacznie sformutowac.

Aktorka jest niekonsekwentna w podziale pracy na etapy. Na str. 10 autorka deklaruje, ze
pierwszym etapem pracy byto zgromadzenie dostgpnych informacji na podejmowany temat
— co jest zgodne z prawda. Studia literaturowe sg bardzo istotnym pierwszym etapem
badawczym, przy czym skupiajg si¢ na przyswajaniu wynikow uzyskanych przez innych
autorow. Na stronie 16 wyszczegdlniajac etapy badan autorka nie uwzglednia tego elementu
w realizacji badan.



5. Analiza dorobku naukowego mgr inz. Eweliny Sylwii Sidor

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w latach
2020 — 2023. Ich sumaryczny IF wynosi 20,485 a suma punktéw wg Ministerstwa Edukacji i
Nauki wynosi 430 pkt.

Analiza dorobku publikacyjnego doktoranta nie jest obligatoryjnie wymagana.
Niemniej jest wyznacznikiem aktywnosci naukowej oraz wagi podejmowanych problemow
badawczych. Mgr inz. Ewelina Sylwia Sidor jest wspotautorkg 12 publikacji naukowych, jednej
monografii i 6 rozdziatbw w monografiach. Sumaryczny wspoétczynnik publikacji wynosi
IF=54,26, h-index=6, a suma punktow wg MEiIN=1585. Niemniej szczegolng aktywnos¢
Doktorantka wykazuje w udziale w konferencjach naukowych. W latach 2019 — 2023 byta
autorka 35 doniesien konferencyjnych zardwno jako prelegent (25 razy) i wspotautor posteru
lub prezentacji (10 razy).

Dorobek publikacyjny i aktywno$¢ konferencyjna jednoznacznie pokazuja, ze autorka
rozprawy doktorskiej jest aktywnym pracownikiem naukowym, podejmujacym istotne
zagadnienia naukowe i realizujagcym badania na wysokim poziomie naukowym.

4. Whioski koncowe

Reasumujgc stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Analiza
sktadu chemicznego 1 aktywnos$ci biologicznej preparatdw z czerwiu trutowego oraz
mozliwo$ci ich wykorzystania w projektowaniu suplementow diety” autorstwa Pani
mgr inz. Eweliny Sylwii Sidor jest oryginalnym opracowaniem aktualnego problemu
naukowego w zakresie dziedziny nauk rolniczych i dyscypliny technologia Zzywnosci
i zywienia. Doktorantka w oparciu 0 zaawansowane techniki badawcze zaplanowata, wykonata
i opublikowata wyniki badan 0 duzym znaczeniu dla nauki i praktyki zwigzanej z technologia
zywnosci 1 zywienia. Autorka pracy wykazata si¢ wiedzg teoretyczng oraz umiejetnosciami
pracy samodzielnej i w zespolach badawczych. Rozprawa opiera si¢ na obszernym materiale
zroédlowym zwigzanym z tematyka pracy a wyniki zostaty opublikowane i sa juz wielokrotnie
cytowane. Drobne uwagi krytyczne nie umniejszaja wynikow przeprowadzonych badan. Strong
redakcyjng opracowania i jej struktura jest wtasciwa a autorka sprostata zadaniu przedstawienia
rozprawy w sposob poprawny i zwiezly. Autorka wykazala si¢ znajomoscia wiedzy ogélnej
i szczegbtowej dotyczacej szeregu zaawansowanych technik analitycznych. Rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1688). Praca przygotowana przez
mgr inz. Eweling Sylwi¢ Sidor zawiera wiele nowych cennych informacji, ktore w przysztosci
beda mogly by¢ wykorzystane w praktyce do zagospodarowania czerwiu trutowego i
przygotowania na jego bazie suplementéw diety. Wyniki badan stanowig cenng wiedze
odkrywajacg nowe obszary jakze starych produktow pszczelich.

Whnosze o dopuszczenie rozprawy do publicznej obrony i jej wyroéznienie.

Prof. dr hab. inz. Stawomir Bakier



