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1. Dobdriznaczenie tematu

Kietki roélin majg istotne znaczenie w technologii zywnosci ze wzgledu na swoje wyjatkowe
wihaéciwosci odzywcze i prozdrowotne. S one wartosciowym dodatkiem do diety i majg potencjat do
znaczacego wptywu na zdrowie. Badania dotyczgce wptywu warunkow wzrostu i przechowywania na
zawarto$¢ zwigzkéw biologicznie czynnych oraz aktywnos¢ przeciwutleniajaca kietkdw koniczyny
(Trifolium L) majg duze znaczenie zaréwno dla nauki, jak i dla praktyki rolniczej, przemystu
spozywczego oraz zdrowia publicznego. Badania takie s niezbedne w celu identyfikacji zwigzkéw
biologicznie aktywnych (np. witaminy, polifenole, flawonoidy), ktore sa obecne w kietkach koniczyny,
poniewaz mogg wykazywac wtasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe i
inne prozdrowotne. Ocena, jak rézne warunki wzrostu (np. naswietlenie, temperatura, wilgotnos¢,
rodzaj podtoza) wptywajg na zawarto$¢ zwiazkéw bioaktywnych, pozwala na optymalizacje tych
warunkdw w celu uzyskania kietkdw o najwyzszej wartosci odzywczejii wydajnosci. Zatem stwierdzam,
7e problematyka podjeta w pracy ma duze znaczenie zarowno w zakresie rolnictwa jak i przemystu.

Zwigzki przeciwutleniajgce odgrywaja kluczowa role w ochronie organizmu przed stresem
oksydacyjnym i chorobami przewlektymi, takimi jak choroby serca, nowotwory czy choroby
neurodegeneracyjne. Zrozumienie, jak warunki wzrostu i przechowywania wplywajg na te zwigzki,

moze przyczynié¢ sie¢ do opracowania lepszych strategii prewencyjnych i dietetycznych. Podobnie
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badania wptywu metod przechowywania na stabilnos$¢ zwigzkéw biologicznie czynnych i aktywnosé
przeciwutleniajgca, jest kluczowe dla przedtuzenia trwatosci kietkdw i zachowania ich wartoéci
odzywczej. Moze to prowadzi¢ do opracowania lepszych metod pakowania i przechowywania
produktow spozywczych, co ma olbrzymie znaczenie gospodarcze i $rodowiskowe zwigzane z
marnotrawieniem zywnosci. Badania podjete w pracy moga zatem dostarczy¢ rolnikom i producentom
zywnosci informacji, jak uprawiac i przechowywac kietki koniczyny, aby osiggnaé najlepsza jakos¢
produktow, co moze wplywaé na konkurencyjnosé¢ na rynku oraz satysfakcje konsumentdw. Takie
badania dostarczajg danych, ktére mogg by¢ podstawgq dla dalszych badai w dziedzinie agronomii,
biotechnologii, zywienia jak réwniez medycyny. Informacje na temat najlepszych metod
przechowywania mogg pomac w dostarczaniu konsumentom produktdw o najwyzszej jakosci. Ponadto
wyniki badar mogg miec znaczenie dla przecigtnego konsumenta - mogg by¢ uzywane do edukowania
na temat korzysci zdrowotnych spozywania kietkéw koniczyny oraz na co zwraca¢ uwage podczas
zakupu i przechowywania tych produktéw. Edukacja na temat korzysci zdrowotnych spozywania
kietkdw koniczyny moze zacheci¢ do ich wigkszego spozycia.

W tej tematyce badawczej miesci sie przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Eweliny Grygiel,
ktérej najwazniejszym celem byta ocena wpltywu warunkéw wzrostu i przechowywania na zawartosc
zwigzkow biologicznie czynnych oraz aktywnos¢ przeciwutleniajacg kietkéw koniczyny (Trifolium L.), a
tematyke podjeta w pracy uwazam za zasadng o duizym potencjale naukowym, przemystowym i

poznawczym.

2. Ocena formalna rozprawy

Przedtozona do recenzji praca doktorska jest bardzo obszerna i skfada sie z 210 stronnicowego
opracowania. W pracy zawarto niezbedne rozdziaty takie jak: wstep, cel i zakres pracy, metodyka
badan, wyniki badan i dyskusja, wnioski, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), spis tabel, spis
rysunkdw, bibliografia.

Rozdziat zatytutowany wstep poprzedzony jest dwustronicowym wprowadzeniem. Czes¢
literaturowa (opisana jako wstep) sktada sie z 10 podrozdziatdéw opisanych na 59 stronach
maszynopisu. W pierwszych 5 czesciach Doktorantka przedstawita aspekty zwigzane z uprawa kietkdw
koniczyny. W kolejnych czeséciach opisata aktualny stan wiedzy w zakresie zawartosci zwigzkow
aktywnych kietkdw koniczyny, a w dwdch ostatnich przedstawita kwerende literatury na temat wptywu
przechowywania na ich jakos¢.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita cel pracy i zakres badarn. W tej wiasnie czesci

przedstawita hipotezy badawcze i wskazata 7 obszardw badawczych, ktére zostaty podjete w pracy.
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UWAGA 1. W pracy zabrakto mi graficznego przedstawienia modelu doswiadczenia. Wizualizacja

modelu utatwitaby odbidr przekazu danych na temat wynikéw poszczegdinych eksperymentow.

Kolejna cze$¢ to metodyka badan. Opis metodyki jest bardzo szczegétowy i umozliwia odtworzenie

poszczegodlnych eksperymentow.

PYTANIE 1. W pracy zabrakto opisu parametréw procesu liofilizacji (strona 69). Doktorantka wskazata,
ze préby zamrazata w temperaturze -46°C. Tutaj prosze o doprecyzowanie parametrow suszenia.
Prosze tez o wyjasnienie czy materiat przed suszeniem przechowywano w stanie zamrozenia w
temperaturze -18° czy przechowywano zamrozony liofilizat, poniewaz zapisy w tym zakresie nie s3

jednoznaczne.

Kolejny rozdziat to wyniki i dyskusja, a kazdy z 6 podrozdziatéw wynikowych zostat
podsumowany. Kolejny rozdziat to wnioski, ktéry zawiera 11 wnioskow, nawigzujacych do
postawionych celdéw i hipotez. Kolejna cze$¢ to spis literatury, ktory obejmuje ponad 360 pozycji, a
zatem jest bardzo obszerny i stanowi dojrzatg kwerende dostegpnej literatury w zakresie przedmiotu
pracy. Wiekszoé¢ cytowanych prac pochodzi ze znaczacych czasopism naukowych, ktére zostaty
opublikowane w ostatnich 10 latach.

Podsumowujac ocene formalng pracy, stwierdzam, ze uszeregowanie rozdzialdw oraz forma
prezentacji wynikow sg logiczne i klarowne. Doktorantka starannie wyselekcjonowata materiat
faktograficzny, co sprawia, ze praca jest przejrzysta i zrozumiata. Swiadczy to o duzym zaangazowaniu

i wysokim poziomie profesjonalizmu Doktorantki.

3. Ocena metodyczna i merytoryczna rozprawy

Rozprawa zostata przygotowana na wysokim poziomie zaréwno pod wzgledem metodycznym, jak
i merytorycznym. Doktorantka wykazata sie doskonata znajomoscia tematu, a takze umiejetnoscia
dogtebnej analizy i syntetyzowania informacji. Wykonata szerokg i wszechstronna analize literatury,
ktora przedstawita we wstepie w sposob przemyslany i klarowny. Ta czg$¢ pracy wyroznia sig wysoka
jakoscia merytoryczng, $wiadczaca o dogtebnym zrozumieniu tematu. Uwazam, ze moze ona stanowic
doskonaty materiat do publikacji w wysokopunktowym czasopi$émie naukowym.

Materiat badany zostat odpowiednio opisany. Stanowity go nasiona dostepne w specjalistycznych
placowkach handlowych i uzyskane z nich kietki pieciu odmian koniczyny: koniczyny czerwonej
(Trifolium pratense L.) Rozeta i Nike, koniczyny biatej (Trifolium repens L.}, koniczyny egipskiej
(Trifolium alexandrinum L.) i koniczyny bladorézowej (Trifolium hybridum L.). Gtownym celem pracy
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byto poréwnanie skiadu ilosciowego i jakosciowego izoflawondw, zwigzkdéw polifenolowych oraz
kwasu L-askorbinowego w wybranych odmianach kietkéw koniczyny (Trifolium L.) oraz okreélenie
aktywnosci przeciwutleniajgcej podczas wzrostu i kietkowania w zréznicowanych warunkach.

Metodyka badawcza zostatfa starannie dobrana i odpowiednio uzasadniona. Zastosowane metody
badawcze sg adekwatne do celéw rozprawy i pozwalajg na uzyskanie rzetelnych wynikéw. Doktorantka
wykorzystata w badaniach nowoczesne techniki analityczne i uznane w s$rodowisku naukowym
metody. Ponadto skrupulatnie przedstawita proces badawczy, co $wiadczy o jej solidnym
przygotowaniu naukowym.

W pracy przedstawiono poddano weryfikacji 4 hipotezy tj.:

* wydajnosc ekstrakcji zwigzkow polifenolowych oraz izoflawonow z kietkéw koniczyny zalezy od
zastosowanego rozpuszczalnika oraz jego stezenia

* dostep do rozproszonego Swiatta dziennego oraz jego brak wptywa na synteze wybranych
izoflawonéw oraz witamin, a takze na aktywno$é¢ przeciwutleniajacg podczas kietkowania nasion
koniczyny;

* sktad ilosciowy i jakosciowy izoflawondw zmienia sie w czasie kietkowania oraz zalezy od
odmiany nasion i kietkow koniczyny;

e przechowywanie kietkéw koniczyny czerwonej w zrdznicowanych warunkach wplywa na
stabilnos¢ wybranych izoflawonéw, witamin, chlorofili, karotenoidéw, aktywno$é przeciwutleniajgca

oraz ich cechy sensoryczne.

UWAGA 2. Weryfikacja hipotez badawczych jest kluczowym elementem procesu badawczego.
Proces ten obejmuje kilka etapdw, ktére pomagaja okresli¢, czy hipoteza jest prawdziwa, czy fatszywa.
Na podstawie wynikow testow statystycznych nalezy zdecydowaé o odrzuceniu hipotezy zerowej. Jesli
wyniki s3 statystycznie istotne, hipoteza zerowa jest wéwczas odrzucana na korzysc hipotezy
alternatywnej. Dlatego Doktorantka w wyniku swoich badarn powinna ustosunkowac¢ sie literalnie do
wszystkich zatozonych w pracy hipotez po poszczegdlnych etapach pracy lub na korncu w czesci

podsumowanie.

W pierwszym etapie Doktorantka okreslita wydajno$¢ ekstrakcji zwigzkéw polifenolowych oraz
izoflawondw w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika i jego steienia z wykorzystaniem

ekstraktora ci$nieniowego.

PYTANIE 2. Prosze uzasadni¢, dlaczego w tym etapie badania realizowano dla 2 odmian koniczyny

(koniczyna czerwona Nike i koniczyna egipska Alex), a nie wszystkich odmian analizowanych w pracy.
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Drugi etap badan obejmowat analizy podczas uprawy i wzrostu kietkow koniczyny w warunkach z
dostepem do rozproszonego S$wiatta dziennego i w ciemnosci. Uprawe prowadzono w
zautomatyzowanych kietkownicach Mikrofarm EasyGreen. W ekstraktach z nasion i kietkdw oznaczono
zawarto$¢ polifenoli ogétem metodg Folina-Ciocialteu’a, zawartos¢ kwasu L-askorbinowego metoda
Tillmansa, zdolnoé¢ zmiatania wolnych rodnikéw DPPH, a takze skilad ilosciowy i jakosciowy
izoflawondw oraz kumestrolu. Poréwnano takze sktad podstawowy kietkow poszczegdinych odmian w
tym zawarto$¢ wody, biatka i ttuszczu. Dokonano oceny wptywu przechowywania chtodniczego, w tym
w modyfikowanej atmosferze, na zawartos¢ i stabilno$¢ wybranych zwigzkéw biologicznie czynnych
oraz na aktywnos¢ przeciwutleniajgcg kietkow koniczyny réinych odmian. Jednoczesnie wykonano

analize cech sensorycznych kietkow podczas przechowywania.

PYTANIE 3. Czy Doktorantka badata/ zwracata uwage na jako$¢ mikrobiologiczng uzyskanych kietkow
w trakcie procesu produkcji oraz w trakcie przechowywania? Wiadomym jest, ze warunki pakowania
wplywaja na aspekt jakosci mikrobiologicznej tego typu produktéw. Zrozumiate dla mnie jest, ze cel
pracy nawigzywat do wartosci odzywczej i wlasciwosci, ale czy Doktorantka moze wypowiedziec sie na

ten temat na podstawie swoich obserwacji i/lub danych literaturowych.

PYTANIE 4. Jak moina wyttumaczy¢ kilkukrotnie wyzsza zawartos¢ flawonoidéw w nasionach
koniczyny czerwonej w poréwnaniu ich zawartosci w kietkach oznaczong przez innych badaczy
(przedstawiong w czesci literaturowej w Tabeli 7, str 41) vs zawartosc polifenoli w pracy (Tabela 18, str

89), gdzie zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych jest kilkukrotnie wyzsza w kietkach niz w nasionach.

Pod wzgledem merytorycznym rozprawa wnosi istotny wktad w rozwdj dyscypliny technologia
zywnosci i zywienia. Uzyskane w trakcie eksperymentéw wyniki potwierdzity, ze warunki wzrostu, a w
szczegdlnosci dostep do $wiatta dziennego wptywa na syntezg izoflawondw, zwigzkdw polifenolowych,
kwasu L-askorbinowego oraz aktywno$¢ przeciwutleniajaca kietkow koniczyny. Ponadto Doktorantka
wykazata, ze zawarto$¢ w/w sktadnikéw i zdolno$¢ przeciwutleniajaca kietkbw sg istotnie
determinowane przez odmiane kietkow oraz dtugos¢ okresu kietkowania.

W mojej ocenie duze znaczenie majg wyniki badan, w ktérych Doktorantka wykazafa, ze
zawartoé¢ zaréwno izoflawondw jak i kumestrolu w nasionach jak i kietkach koniczyny zalezata od
odmiany. Najwyzszym stgzeniem analizowanych izoflawonow ogoétem charakteryzowaty sig kietki i
nasiona koniczyny czerwonej odmiany Rozeta, za$ najnizsze ilosci tych zwigzkow okreslono w kietkach
i nasionach koniczyny biatej. Nasiona koniczyny biatej zawieraly najwigksze ilosci genistyny, a nasiona
koniczyny biatorézowej obfitowaty w genisteine i formononetyng. Efekty przeprowadzonych analiz
dowiodty, ze zaréwno profil jakosciowy izoflawonéw jak i dynamika ilosciowa akumulacji tych
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zwigzkéw w kietkach koniczyny uzaleznione byty od warunkéw prowadzenia uprawy, a takze zmieniaty
sie znaczgco w czasie kietkowania. Co wazne, Doktorantka wskazata, ze nie mozna ustali¢ jednego
wspdinego dnia, ktéry mégtby by¢ najkorzystniejszym dniem zbioru kietkéw koniczyny pod wzgledem
najwyzszego stezenia wszystkich badanych izoflawondéw. Maksymalna zawartosé poszczegdlnych
substancji wystepuje w innych dniach, w zaleznosci od odmiany, gatunku i warunkéw prowadzenia

uprawy oraz jest cechg indywidualng kazdego zwiazku.

PYTANIE 5. Czy w zwigzku z powyzszym mozna dokona¢ ogdlnego zalecenia dla producentow kietkow
koniczyny odnosnie technologii uprawy tak, aby wskaza¢ warunki najbardziej korzystne z punktu

widzenia ekonomiki procesu i wartosci odzywczej?

W mojej opinii najwyzszg wartos¢ naukowa posiada ostatni etap badan, ktéry obejmowat analizy
jakosci i wtasciwosci kietkéw koniczyny czerwonej z nasion odmiany Rozeta przechowywanych w
warunkach chtodniczych w folii LDPE oraz pakowanych w zmodyfikowanym skitadzie atmosfery.
Doktorantka wskazata, ze niska temperatura nie powoduje degradacji polifenoli, a dla zachowania
wzglednie wysokiego poziomu zwigzkéw polifenolowych najlepiej nie przekracza¢ 10 dni
przechowywania w warunkach chtodniczych oraz zastosowaé MAP o zmniejszonej zawartoéci tlenu -
5% i zwigkszonej zawartoéci dwutlenku wegla (réwniez 5%), ktore w czasie przechowywania kietkéw
koniczyny czerwonej jest korzystniejszym stezeniem dla zachowania wiasciwogci antyoksydacyjnych
anizeli jego zwigkszenie do 10%. Najlepszym wariantem przechowywania kietkéw koniczyny dla
spowolnienia degradacji kwasu L-askorbinowego byto potgczenie niskiej temperatury wraz z MAP o
sktadzie 5% 0, 5% CO,, 90% N,. Natomiast wzrost zawartosci CO; do 10% nie powodowat jui lepszej

stabilizacji tego sktadnika.

PYTANIE 6. Doktorantka wykazata wysoki potencjat przeciwutleniajacy kietkéw koniczyny. Prosze o
informacje, jaka ilos¢ spozytych kietkéw w ciggu dnia mogtaby mie¢ znaczenie dietetyczne. Czy mozna
wiasciwosci kietkdw koniczyny poréwnaé do innych znanych surowcéw stosowanych w diecie o

znaczeniu przeciwutleniajgcym?

PYTANIE 7. Doktorantka wykazata, ze przechowywanie kietkéw koniczyny czerwonej w zastosowanych
warunkach MAP wptywa na ich wzrost bioaktywnosci. Zawarto$¢ izoflawonéw wzrosta kilkukrotnie w
czasie 14 dni przechowywania. Jak mozna wyttumaczyé¢ wzrost zawartoéci izoflawonéw w czasie
przechowywania? Czy literatura przedmiotu wskazuje na takie tendencje réwniez w przypadku innych
sktadnikéw / innych kietkow? Czy zawartos¢ tych sktadnikéw jest tozsama z bioaktywnoscig? Na jakie]
podstawie Doktorantka wnioskuje o wzroscie bioaktywnosci?
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Dokonana ocena sensoryczna kietkdw pokazata, ze kietki przechowywane w MAP 2 wyrdzniaty sig
korzystniejszymi cechami sensorycznymi, w poréwnaniu do tych przechowywanych jedynie w
warunkach chtodniczych (K) oraz w MAP 1. Stwierdzono, ze przechowywanie kietkow koniczyny
czerwonej w modyfikowanej atmosferze o sktadzie 5% 0z, 5% CO;, 90% Ny, gdzie zastosowano
obnizenie zawartosci tlenu z jednoczesnym zwigkszeniem stezenia dwutlenku wegla, wptywa
pozytywnie na ich walory sensoryczne w czasie od 7 do 9 dni przechowywania.

Uwazam, ze ten fragment pracy zawiera interesujgce wnioski, ktére mogg byc inspiracjg do dalszych
badan, np. dotyczacych wptywu warunkdw przechowywania na jakos¢ mikrobiologiczna.
Przedstawione wyniki badan potwierdzity wptyw $wiatia dziennego na syntezg izoflawonow oraz
witamin, a takze na aktywno$é¢ przeciwutleniajacg podczas kietkowania nasion koniczyny. Pdiniejsze
przechowywanie kietkéw koniczyny czerwonej w zréznicowanych warunkach w rozny sposob wptywaty
na stabilno$¢ wybranych izoflawonéw, witamin, chlorofili, karotenoidow, aktywnos¢
przeciwutleniajaca oraz ich cechy sensoryczne. Tu Doktorantka podkreslita, ze warto analizowad réine
warunki wzrostu kietkéw oraz ich przechowywania w celu zapewnienia mozliwie najwyzszych

pozioméw zwigzkéw bioaktywnych, z czym catkowicie sig zgadzam.

UWAGA 3. W tabelach w pracy niekonsekwentnie opisano istotnosc¢ roznic. Przyktadem moze by¢
Tabela 40 kolumna prezentujgca zawarto$¢ biatka. W podpisie wskazano, ze literami oznaczono
istotnoé¢ réznic w ramach kolumny, a nie pomiedzy kolumnami. Zatem kietki powinny by¢ oznaczone
literg ,a” a nie ,,c” — tak jak ma to miejsce np. w tabeli 39 str. 156. To samo dotyczy pozostatych tabel

— widze wiele niekonsekwentnych oznaczen w zakresie istotnosci roznic w prezentowanych wynikach.

UWAGA 3. Nazwy taciniskie powinny by¢ zapisane czcionka italic. Uwaga dotyczy spisu literatury na

wszystkich stronach spisu.

UWAGA 4. W spisie tabel na stronie 170 nie ma potrzeby, aby podawac zrodto przedstawianych

informacji — tabele od 1 do 47.

Podsumowujac ocene merytoryczng stwierdzam, ze Doktorantka wykazata sie dojrzatosciag naukowa
w swojej pracy. Jej wnioski, oparte na rzetelnej analizie wynikow, majg istotne znaczenie nie tylko
w kontekécie naukowym, ale réwniez technologicznym i dietetycznym. Wskazowki i sugestie zawarte
w recenzji, mimo ze sa cenne, maja charakter porzadkowy, wyjasniajacy lub dyskusyjny i nie wpltywaja

na wysokg warto$¢ merytoryczng pracy.
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4. Wniosek koficowy

Przediozong do recenzji prace doktorska oceniam pozytywnie. Tematyka pracy doktorskiej
stanowi istotne novum w dyscyplinie technologii zywnoé$ci i Zzywienia, wnoszac swieze spojrzenie na
aktualne trendy badan nad wtasciwosciami funkcjonalnymi zywnosci. Badania zostaty starannie
zaplanowane oraz przeprowadzone przy uzyciu precyzyjnie dobranej metodologii i zaawansowane;j
aparatury. Wyniki pracy przyczyniaja si¢ do pogtebienia wiedzy w tej dziedzinie i stanowig cenny wkiad
w rozwoj nowoczesnych rozwiazan technologicznych oraz dietetycznych.

Stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Grygiel pn.
»Wplyw warunkéw wzrostu i przechowywania na zawartosé zwigzkéw biologicznie czynnych oraz
aktywno$¢ przeciwutleniajaca kietkéw koniczyny (Trifolium L.) spetnia wszystkie wymagania stawiana
rozprawom doktorskim okre$lone w ustawie z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz. 595 z pdéi. zm.),
Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r w sprawie
szczegotowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora oraz Ustawg z dnia 3
lipca 2018 (Dz. U. 2018 poz. 261) oraz Przepisami wprowadzajacymi ustawe — Prawo o szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z péz. zm.).

Dlatego sktadam wniosek do Rady Dyscypliny Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki tédzkiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Eweliny Grygiel do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego prowadzonego w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i

zywienia.

prof. dr hab. Joarma Kobus-Cisawska
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