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Ocena podjetej tematyki badawczej

Midéd jest zdrowym naturalnym produktem dietetycznym o wielowiekowej tradycji
stosowania, obfitym w cenne sktadniki odzywcze i biologicznie aktywne. Profil jakosciowy
i zawartos$é tych sktadnikow w miodzie jest niezwykle zréznicowana, zalezy od pochodzenia
botanicznego (odmiany) i geograficznego miodu. Racjonalnie spozywany miéd, podnosi
odpornos¢ organizmu, uzupetnia niedobory witamin i biopierwiastkdw, a takze wspomaga
leczenie wielu schorzed. Ze wzgledu na zawarto$é¢ specyficznych biatek moze jednak
wykazywac dziatanie alergizujgce. Alergia na midd pszczeli wystepuje rzadko, silna dotyczy
<0.001% populacji, zwykle wystepuje u oséb uczulonych na pytki kwiatowe roslin, niektére
sktadniki pozywienia (alergia krzyzowa), jad owaddéw czy zarodniki grzybow plesniowych.
Uczulenie na midd moze objawiaé¢ sie w rdzny sposdb, zazwyczaj obejmuje zaburzenia
dermatologiczne i ze strony ukfadu pokarmowego, rzadziej prowadzi do zaostrzenia objawéw
astmy czy reakcji natychmiastowej -anafilaksji.

W literaturze popularnonaukowej mozna znalez¢ informacje o zréznicowanym odmianowo
dziataniu alergizujgcym miodu. Alergikdw ostrzega sie przed miodem spadziowym, za
,bezpieczny” uwazany jest midd wielokwiatowy i akacjowy. Informacje te znalazty
potwierdzenie w nielicznych badaniach naukowych. Problem alergennych sktadnikow miodu
rzadko stanowi obiekt badan naukowych, chociaz tematyka zwigzana z miodem wzbudza
coraz szersze zainteresowanie naukowcow. Liczba artykutéw naukowych indeksowanych
w bazie Scopus w latach 2018-2020 zawierajgcych stowo kluczowe ,, midd” wyniosta 7125, ale
dla kombinacji stéw ,,miéd” i ,alergia” to zaledwie 50 publikacji. Wsrdd nich pojawiajg sie



doniesienia naukowe potwierdzajgce skutecznos¢ stosowania miodu w terapiach
odczulajacych u 0sdéb cierpigcych z powodu alergii pytkowej, gtdéwnie dzieci.

W tym kontekscie tematyka podjeta przez Doktorantke dotyczy problemu naukowego,
oczekujgcego na rozwigzanie, stanowi wyzwanie analityczne i diagnostyczne, a w obliczu
rosngcej czestotliwosci wystepowania alergii ma niezwykle istotne znaczenie medyczne
i zywieniowe. Biorac to pod uwage wysoko oceniam aktualnos¢ i znaczenie podjetej
tematyki rozprawy.

Formalna ocena pracy

Przedtozona do oceny praca doktorska ma charakter eksperymentalny i zostata opracowana
w formie monografii zawartej na 165 stronach maszynopisu. Struktura rozprawy jest
poprawna, typowa dla prac o charakterze empirycznym, z podziatem na cze$é literaturowg
oraz doswiadczalng, ktérych wzajemne proporcje sg odpowiednie dla tego typu opracowan.
Tres¢ pracy poprzedzajg jednostronicowe streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim. Czesé
literaturowa, obejmujgca 10 podrozdziatdw liczy 40 stron, a cze$¢ doswiadczalna, zawierajgca
cel i hipoteze pracy, opis materiatu badanego i metod badawczych, oméwienie wynikow
potaczone z dyskusjg, podsumowanie i wnioski koricowe oraz materiaty dodatkowe (Aneks),
zostata zawarta na 103 stronach. Wykaz bibliografii obejmuje 383 pozycji, w tym 358 Zrodet
literaturowych, 14 aktéw prawnych i 11 zrodet internetowych. Ok. 50% pozycji pochodzi
z ostatnich 10 lat, a 13% to prace opublikowane w latach 2016-2020. Bogaty materiat
graficzny, obejmujacy 28 rycin i 29 tabel, stanowi cenne uzupetnienie zaprezentowanych
tresci. Dodatkowe 15 tabel i 4 przyktadowe chromatogramy Autorka zamiescita w Aneksie.
Praca jest napisana poprawnym jezykiem, z pojedynczymi btedami edytorskimi, co nie wptywa
istotnie na jakos¢ tekstu. Podsumowujgc te cze$é oceny pracy moge stwierdzié, ze
recenzowana praca spetnia wszystkie formalne wymagania stawiane rozprawom
naukowym.

Ocena merytoryczna rozprawy

Tytut pracy zostat sformutowany prawidtowo, zwiezle i adekwatnie do tresci pracy, ktéra
stanowi raport z badan nad immunoreaktywnoscig polskich miodéw nektarowych.
Streszczenie pracy w wersji polskiej i rdwnowazne] angielskiej zawiera syntetyczny opis
przeprowadzonych badan, zabrakto w nim jednak podkreslenia najwazniejszych osiggnieé
Doktorantki.

Wstep i Przeglgd literatury sprawnie wprowadzajg czytelnika w tematyke dysertacji. Ta czesé
stanowi wyczerpujgce wprowadzenie do eksperymentalnej czesci pracy i potwierdza bardzo
dobrg znajomosc¢ podjetej tematyki. Rozdziat obejmuje zwiezty przeglad literatury dotyczacej
zagadnien zwigzanych z powstawaniem miodu oraz wymagan odnos$nie jego jakosci ujetych w
obowigzujgcych regulacjach prawnych. Przedstawiono takze aktualne dane okreslajgce stan
branzy pszczelarskiej w Polsce, z podkresleniem znaczenia pszczét dla uprawy roslin. W
kolejnym podrozdziale dokonano charakterystyki sktadu chemicznego mioddw, z naciskiem na
sktadniki decydujgce o jego aktywnosci biologicznej. Szczegdlng uwage poswiecono biatkom



miodowym, opisano enzymy pochodzenia pszczelego i pytkowego oraz proteiny wystepujgce
w mleczku pszczelim (MRJP). W rozdz. 2.7 zamieszczono szczegétowg charakterystyke
podstawowych frakcji alergennych pochodzgcych od pszczoty miodnej Apis mellifera,
zarejestrowanych w banku danych o alergenach WHO/IUIS, a dalej przedstawiono stan wiedzy
nt. wystepowania alergii na midd. Przeglad literatury koncza rozwazania dotyczace
wystepowania pytkow kwiatowych w miodach, ich potencjalnego dziatania alergizujgcego, jak
rowniez znaczenia dla swoistej immunoterapii alergenowej. Zwrécono takze uwage na
problemy analityczne w badaniach immunochemicznych, zwigzane z wystepowaniem
determinant weglowodanowych CCDs w glikoproteinach miodu. Przeglad literatury zostat
wzbogacony materiatem ilustracyjnym w postaci licznych fotografii wtasnego autorstwa,
struktur biatek alergennych i ich charakterystyki zebranej w formie tabeli. W tym ostatnim
przypadku zabrakto cytowania prac, z ktérych zaczerpnieto ryc. 4 i tab. 3. Tre$é rozdziatu 2.
oparta jest na aktualnych publikacjach zamieszczonych w indeksowanych czasopismach
naukowych.

Lektura tej czesci pracy pozwala na wskazanie niescistosci, ktére pojawity sie w tekscie:

Str 3 btednie podana nazwa Zakfadu Pszczelnictwa w Putawach

Str 10 raczej ,bezpieczedstwa zywieniowego” niz ,zywnosci”’

Str 11 ,midd krystalizuje bardzo tatwo i szybko”, to zbyt duze uogdlnienie tempo krystalizacji
jest bardzo zréznicowane, zalezne od odmiany

Str 12 kwasy organiczne odpowiadajg za ,,stabilnos¢ mikrobiologiczng” a nie ,,stabilno$¢ wobec
mikroorganizmow”

Str 12 sktad mineralny miodéw nalezato poréwnywac do mioddw krajowych, jest on
determinowany gtéwnie przez pochodzenie geograficzne miodu

Str 15 Apiterapia to metoda leczenia stosowana powszechnie w medycynie naturalne;j

Str 16 raczej ,,od nektarowania” niz ,plonowania roslin”

Str 36 btad w numeracji rozdz. 2.9.2

Str 42 brak wyjasnienia skrétu PNGazy F

Podsumowujgc tg czes¢ pracy stwierdzam, ze Pani mgr Burzyriska w rzetelny i ciekawy sposob
wprowadza czytajgcego w przedmiot swoich badan, podkreslajac celowos¢ ich prowadzenia.
Dobdr merytoryczny Zrédet oraz sposob ich wykorzystania uwazam za prawidtowy.

Hipotezy badawcze i cel pracy

Gtéwny cel pracy zostat sformutowany bardzo precyzyjnie, jako ,ldentyfikacja i ustalenie
zrodta pochodzenia immunoreaktywnych frakcji biatkowych w badanych polskich
odmianowych miodach nektarowych”. Do jego realizacji wyodrebniono 4 cele szczegétowe,
ktére wytyczyly poszczegdlne etapy prowadzonych badan: 1- ocena jakosci odmianowych
miodéw nektarowych z réznych regiondéw Polski, 2- analiza melisopalinologiczna badanych
miodéw, 3 -porédwnanie frakcji biatkowych réznych odmian miodéw nektarowych, 4- analiza
immunoreaktywnosci polskich miodéw odmianowych. Do weryfikacji postawiono jedng
hipoteze badawczg, skoncentrowang na wykazaniu, ze ,Alergenno$é polskich miodow



nektarowych jest silnie zwigzana z odmiang miodu i stezeniem aeroalergendw w okolicy
pasieki”. Tak sformutowana hipoteza jest spdjna z wyznaczonym celem pracy.

Metodyka pracy

W tej czesci pracy Doktorantka opisata materiat badany, dokumentujagc pochodzenie
geograficzne prébek miodu na mapie Polski i przedstawiajgc je na fotografii (ryc. 6). Nastepnie
opisata materiaty stosowane w badaniach nad immunoreaktywnoscia mioddéw,
scharakteryzowata stosowane surowice pacjentéw z alergia wg testu RAST i przeciwciata
komercyjne. W dalszej czesci szczegdtowo opisata stosowane metody analityczne, dzielgc je
na trzy grupy, stuzace realizacji okreslonych celéw pracy, jakimi byty: analiza jakosci miodéw
(zawartos¢ wody, kwasowos$é, barwa wg skali Pfunda, zawartos¢ cukrow prostych i analiza
pytkowa), analiza biatek wystepujgcych w miodach (biatko ogdlne i frakcja rozpuszczalna,
profil aminokwasowy metodg UPLC i profil biatkowy metodg SDS-PAGE) oraz
immunoreaktywne wiasciwosci miodéw (metoda Western-blotting i Slot-blot). Rozdziat
konczy opis zastosowanych metod statystycznych.

Lektura tej czesci pracy nasuwa nastepujgce uwagi:

1. Jak dtugo przechowywano miody pochodzace z sezonu pszczelarskiego 2017 do czasu
prowadzenia analiz, z zatgczonej fotografii wynika, ze wszystkie miody (w tym akacjowe)
ulegty naturalnej krystalizacji?

2. Mimo zrdinicowanej lokalizacji pasiek, niektére odmiany miodéw pozyskano z tych
samych regiondw kraju, co mogto wptyna¢ na wyniki analizy aeroalergenéw w miodach.

3. Zawarto$¢ aminokwasdw w miodzie wyrazono na 100 mg biatka. W sytuacji, gdy
zawarto$é biatek w miodzie zwykle nie przekracza 1%, taka jednostka utrudnia
interpretacje uzyskanych wynikéw np. w pod wzgledem spetniania wymogéw odnosnie
zawartosci proliny.

Wyniki i dyskusja

Ta czes¢ stanowi najobszerniejszy fragment rozprawy, zawarty na 64 stronach. W tym
rozdziale Autorka zaprezentowata i oméwita wyniki przeprowadzonych badan, w kolejnosci
zgodnej z zatozonymi do realizacji celami szczegétowymi. W mojej ocenie potgczenie
omowienia osiggnietych rezultatdw z ich dyskusjg w oparciu o dane literaturowe, przy tak
duzej liczbie wynikow i zréznicowaniu metod analitycznych, stanowito karkotomne zadanie.
Takie potgczenie czesto prowadzi do skoncentrowania sie na opisie uzyskanych wynikéw,
ogranicza ich konfrontacje z ustaleniami innych autoréw oraz utrudnia wycigganie wnioskéw.
Rozdziat ,Wyniki oraz dyskusja” zostat podzielony na cztery podrozdziaty, wyniki sg
przedstawione w logiczny i uporzadkowany sposéb, a rezultaty przeprowadzonych analiz
statystycznych zamieszczono gtéwnie w Aneksie. W rozdziale (6.1) dokonano oceny jakosci
handlowej 35 prébek badanych miodéw (5 odmian z 7 pasiek) wg wskaznikow ujetych
w odpowiednich regulacjach prawnych. Za szczegdlnie cenne uwazam dodatkowe analizy
polegajgce na okresleniu barwy mioddw w skali Pfunda, nie ujete w przepisach, ktére mogg
stuzy¢ jako narzedzie uzupetniajgce dla analizy melisopalinologicznej. Szkoda, ze Autorka



pomineta korelacje pomiaréw barwy i analizy pytkowej miodéw, mogtoby to potwierdzié
celowosc¢ stosowania tego wskaznika w ocenie jakosci miodu. Niezwykle cenng i wymagajaca
ogromnego naktadu pracy czes¢ wynikdw zawarto w podrozdziale ,Mikroskopowa analiza
pytkowa” (btednie zanumerowany jako 6.1.2), ktéra dotyczy autentykacji odmiany miody
w oparciu o zawarto$¢ pytku przewodniego. Obecnie taka analiza jest jedynym pewnym
narzedziem do weryfikacji odmiany miodu zadeklarowanej przez pszczelarza. Obraz
mikroskopowy osadu pytkow w miodzie ze wzgledu na duze ich zréznicowanie jest bardzo
trudny do oceny, niewielka grupa analitykow w kraju taka analize wykonuje. Przedstawione
wyniki pozwalajg dotaczy¢ Doktorantke do grona ekspertow w zakresie analizy
melisoplinologicznej mioddw.

Przeprowadzone badania potwierdzity, raportowang czesto na rynku miodéw niewtfasciwg
deklaracje pochodzenia botanicznego (odmiany) miodéw oferowanych przez pszczelarzy,
szczegblnie wysoka dla mioddow. Ta czes¢ badan pozwolita na wyodrebnienie miodéw
o wiasciwie sklasyfikowanej odmianie, w mojej opinii tylko te miody powinny by¢
przeznaczone do badan nad immunoreaktywnoscia.

W rozdziale 6.2 dokonano oceny profilu pytkdow roslin wiatropylnych i wskaznikéw spadzi
w analizowanych miodach, wykazujac duze zréznicowanie obecnosci w osadach miodowych
potencjalnie alergennych pytkéw, szczegdlnie w miodach gryczanych i lipowych. Stwierdzono,
ze polskie odmianowe miody nektarowe zawierajg aeroalergeny, o zréznicowanym profilu,
bardziej zaleznym od lokalnej szaty roslinnej niz odmiany miodu. Wydaje sie, ze szczegdétowa
analiza uzyskanych wynikéw mogtaby pozwoli¢ na wyselekcjonowanie miodéw o wysokiej i
niskiej zawartosci aeroalergendw do kolejnego etapu badan.

W kolejnym rozdziale scharakteryzowano biatka zawarte w analizowanych miodach, tak pod
wzgledem ilosciowym jak i jakoSciowym Analiza zawartosci biatka ogdlnego i frakcji biatek
rozpuszczalnych potwierdzita znang zalezno$é, ze miody jasne zawierajg znacznie mniej biatka
niz miody ciemne. Podobnych obserwacji dostarczyta analiza SDS-PAGE, gdzie znacznie wiecej
frakcji biatkowych obserwowano w profilu miodéw ciemnych. Metodg UPLC-PDA okreslono
takze profil aminokwasowy badanych miodéw. Te wyniki, po przeliczeniu na zawartos¢ w
miodzie, nalezy uznac za szczegdlnie cenne, gdyz jest to pierwsza tego typu charakterystyka
krajowych miodéw nektarowych, stanowigca niewatpliwe osiggniecie Doktorantki.
Immunoreaktywne witasciwosci miodédw oceniano stosujgc techniki Western-blotting i Slot-
blot (rozdz. 4.4), takze te analizy zostaty przeprowadzone dla polskich miodéw w tak szerokim
zakresie po raz pierwszy. Szkoda, ze nie udato sie zréznicowaé alergennych wtasciwosci
miodéw w zaleznos$ci od odmiany, wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze wszystkie
krajowe miody nektarowe zawierajg immunoreaktywne frakcje biatkowe, rozpoznawane
przez przeciwciata obecne w surowicach alergikdow oraz przeciwciata komercyjne. Koncowy
etap badan, dotyczacy deglikozylazji glikoprotein miodéw wskazuje, ze Doktorantka ma
watpliwosci odnosnie uzyskanych wynikéw analiz immunochemicznych, na ktérych magt
zawazy¢ wysoki stopien glikozylacji biatek miodu warunkujacy mozliwos¢ wystepowania
niespecyficznych reakcji krzyzowych z determinantami weglowodanowymi CCDs.



Lektura tej czesci dysertacji nasuwa pytania, na ktére mam nadzieje Doktorantka udzieli
odpowiedzi podczas obrony:

1. Czy weryfikacja odmiany miodu deklarowanej przez pszczelarza jest mozliwa
wyfacznie w oparciu o analizy fizykochemiczne, bez przeprowadzania analizy
pytkowej? Czy prébowano korelowac wyznaczone parametry sktadu chemicznego
z zawartoscia pytku przewodniego?

2. Czy pogrupowanie wynikow analizy densytometrycznej wedtug odmian miodu
(a nie pochodzenia pasiecznego) pozwolitoby na stworzenie odmianowych profili
biatkowych jako tzw. ,fingerprint” odmiany miodu?

3. Czy porédwnanie miodéw w obrebie danej odmiany o relatywnie niskiej i wysokiej
zawartosci  aeroalergenéw nie  pozwolitoby na  zrdinicowanie ich
immunoreaktywnosci? Czy bazujagc na przeprowadzonych doswiadczeniach
mozna wskaza¢ miody bardziej bezpieczne dla alergikdw, np. zawierajgce mniej
aeroalergenéw?

4, Jakie mogty by¢ przyczyny niepetnej deglikozylacji glikoprotein z udziatem
PNGazyF? Czy w opinii Autorki zastosowanie inhibitoréw CCDs mogtoby zmienic¢
charakter uzyskanych wynikow?

W koncowej czesci pracy znajduje sie czterostronicowe Podsumowanie, w ktérym Autorka
ujeta syntetycznie najwazniejsze osiggniecia pracy i 9 wnioskéw, z ktédrych w mojej ocenie
tylko czes¢ wynika z przeprowadzonych w pracy badan. Zabrakto w nich wskazania gtéwnego
osiggniecia badawczego Doktorantki i bezposredniej weryfikacji postawionej hipotezy
badawcze;j.

Zamieszczony na koncu Aneks zawiera 15 tabel oraz 4 rysunki, stanowigce uzupetnienie
wynikéw prezentowanych w zasadniczej czesci pracy o wyniki analiz statystycznych. Na koniec
zamieszczono niezwykle starannie opracowang bibliografie, z utrzymaniem jednolitej formy
zapisu, co przy blisko 400 pozycjach wskazuje na wysitek edytorski Doktorantki.

Reasumujac, nalezy podkreslié, ze w zwigzku z olbrzymia liczbg wynikéw prezentowanych
w pracy doktorskiej syntetyczne ich przedstawienie stanowito spore wyzwanie edytorskie.
Zwraca uwage staranne i przejrzyste opracowanie graficzne pracy. Wymienione z obowigzku
Recenzenta nieliczne btedy edytorskie, literaturowe i interpunkcyjne, nie majg znaczenia dla
oceny merytorycznej rozprawy.

Podsumowanie i wniosek korncowy

Problematyka badawcza poruszana w przedstawionej do oceny dysertacji wpisuje sie
w niezwykle istotny problem wystepowania alergendéw w zywnosci, a uzyskane wyniki maja
duzg wartos¢ poznawczg. Rozprawa doktorska mgr inz. Marty Burzynskiej jest dowodem
kompetencji Autorki do prowadzenia analiz w zakresie oceny jakosci handlowej miodow,
w tym analizy pytkowej, co stawia ja w gronie nielicznych analitykdw w kraju, ktorzy taka
analize wykonujg. Poziom przygotowanej rozprawy S$Swiadczy o dojrzatosci naukowej



Doktorantki, praktycznej znajomosci wielu metod badawczych oraz obszernej wiedzy
teoretycznej zwigzanej z podjetym zagadnieniem.

Podsumowujac stwierdzam, ze dysertacja mgr inz. Marty Burzynskiej spetnia wszystkie
wymagania ustawowe stawiane pracom na stopief doktora (art. 13 ust.1 ustawy z dnia
14.03.2003r. Dz.U.nr 65, poz.595, z pdzn. zm. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki) i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
zywnosci i Zywienia Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty Burzynskiej do dalszych etapdéw przewodu
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Rzeszéw, 14.09.2021 dr hab. inz. Ma’rgorzata Dzugan, prof. UR

doktorskiego.



