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Ocena Pracy doktorskiej Idy Szmigiel
nt. ,Biotransormacja sruty rzepakowej z wykorzystaniem Bacillus subtilis"
wykonanej

w Zakiadzie Biotransformaciji na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

pod kierunkiem dr. hab. Anny Krasowskiej

W Polsce, podobnie jak w przypadku wielu innych krajéw cztonkowskich UE, problematyka
dotyczaca pozyskiwania, wprowadzania do obrotu i stosowania w Zywieniu zwierzat
wysokojakosciowych komponentdw paszowych wytwarzanych zgodnie z zasadami gospodarki obiegu
zamknigtego jest ciggle aktualna. Waznym obszarem jest takie pokierowanie produkcjg wytwércza, by
zagwarantowac wykorzystywanie surowcdw odnawialnych przy jednoczesnym zagospodarowaniu
wszystkich pétproduktéw i produktéw ubocznych, w tym zapewnienie zréwnowazonego
gospodarowania zasobami. W ten trend wpisujg sie zagospodarowanie produktéw ubocznych
przemystu rolno-spozywczego, takich jak $ruta rzepakowa, otreby, wystodki buraczane czy wyttoki
owocowo-warzywne. W zaleznosci od gatezi przemystu, z ktérego pochodzi biomasa odpadowa,
dostarcza ona bardzo szerokiej gamy produktéw zaréwno objetosciowych, jak i tresciwych. Produkty
te charakteryzuja sig zréznicowanymi walorami, a ich zastosowanie, w wielu przypadkach, pozwala
zminimalizowa¢ koszty zywienia zwierzat gospodarskich. Niewatpliwg jednak wadg ubocznych
produktéw przemystu rolno-spozywczego jest fakt, ze s3 one dostepne dla ograniczonej liczby
gospodarstw, w okredlonych porach roku i jedynie dla tych producentéw, ktérzy znajduja sie dosé
blisko zaktadéw przetwdrczych. Opracowanie technologii bio-przetwarzania oraz utrwalania surowca
odpadowego poprawi¢ moze dostepnos¢ surowca w ciggu roku oraz pozwoli¢ na wyeliminowanie w/w
probleméw. O wartoéci paszowej stanowi gléwnie sktad chemiczny, w tym przede wszystkim
jakosciowy i ilosciowy udziat weglowodandw, biatek i ttuszczéw, ale réwniez zwigzkéw o charakterze

anty-zywieniowym.

Podjete przez Panig mgr Ide Szmigiel badania zwigzane z realizacjg pracy doktorskiej sg studium
opisujgcym proces biotransformacji $ruty rzepakowej, ktéry prowadzony byt z udziatem szczepu

Bacillus subtilis 87Y wyizolowanego z dzdzownicy kalifornijskiej, charakteryzujgcego sie aktywnosciami
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ksylolitycznymi oraz celulolitycznymi, a takze zdolnoécig do biosyntezy surfaktyny. Doktorantka
podjeta sie weryfikacji sktadu fermentowanej oraz niefermentowanej biomasy roslinnej pod katem
wiasciwoséci odzywczych analizujgc zmiany zachodzace po przeprowadzeniu procesu biotransformacii.
W zatozeniu, badania te mialy zweryfikowaé poprawe podstawowych parametréw z zakresie
zawartoéci wiékna oraz substancji antyzywieniowych (w szczegélnosci redukcji zawartosci
mykotoksyn). Jak podaje doktorantka éruta rzepakowa ma dobrze zbilansowany skiad niezbgdnych
aminokwaséw, korzystny stosunek wielonienasyconych kwaséw tluszczowych, znaczng zawartosc
mineratéw, szeroka game witamin oraz jest najwazniejszym zrodtem biatka wykorzystywanym w
komercyjnych dietach dla $wir i drobiu zaraz po maczce sojowej. Przedstawiona do oceny praca
doktorska wpisuje sie zatem w priorytetowe obszary dziatari wskazane przez Ministerstwo Rolnictwa i
Rozwoju Wsi. W drodze uchwaty nr 222/2015 Rady Ministréw z dnia 15 grudnia 2015 r ustanowiono
bowiem na lata 2016--2020 realizacje programu pt. ,Zwigkszenie wykorzystania krajowego biatka
paszowego dla produkcji wysokiej jakosci produktéw zwierzecych w warunkach zréwnowazonego

rozwoju”.

Zamierzeniem pracy doktorskiej Pani Idy Szmigiel byto wzbogacenie lignocelulozowej biomasy
roélinnej w surfaktyne, a takze enzymy ksylano- oraz celulolityczne. Ze wzgledu na duzg aktywnos¢
biologiczng oraz wtasciwoéci antyadhezyjne biosurfaktanty stanowi¢ mogg naturalne konserwanty
pasz dla zwierzat, i obok enzyméw (poprawiajagcych trawienie i przyswajanie sktadnikow
pokarmowych), cenny ich skfadnik. Jako substrat dla biosyntezy biosurfaktantu oraz enzymoéw
zewnatrzkomadrkowych stosowano érute rzepakowa, ziarna owsa, plewki owsa, mielony owies oraz
mieszanki $ruty rzepakowej oraz mielonego owsa. Dla wybranych wariantéw eksperymentalnych
poréwnano produktywnosci surfaktyny oraz aktywnosci ksylanaz. Autorka rozprawy pojgfa sig rowniez
préby wyjagnienia mechanizméw procesowych, w tym indukcji proceséw biosyntezy, a w szczeg6Inosci
zaleznoéci zawartosci hemicelulozy z podwyiszong produkcjga ksylanaz i biosurfaktantu w
fermentowanych mieszankach $ruta rzepakowa : owies oraz analizy ekspresji genéw kodujacych
specyficzne enzymy ksylanolityczne. Stosujgc min. techniki mikroskopii konfokalnej oraz znakowania
immunologicznego wykazano, Ze pochodne ksylanu obecne w $cianie komdrkowej owsa s3
prawdopodobnie przyczyng zwiekszonej produktywnoséci surfaktyny, przy czym znacznie
efektywniejsze okazato sie stosowanie mieszanek S$ruty rzepakowej i mielonego owsa niZ
wprowadzanie ksylanu do $rodowiska, zaréwno jako jedynego irédta wegla jak i wraz z sacharoza.
Otrzymywany zwigzek zidentyfikowany zostat jako aktywny biologicznie wzgledem Staphylococcus
aureus ATCC 6538, potencjalnego patogennego dla zwierzat, w tym drobiu. W mojej opinii cennym
bytoby réwniez sprawdzenie aktywnosci otrzymywanego biosurfaktantu wzgledem mikroflory wiasnej

surowca oraz jego najczestszych zakazen. Badanie takie mogtoby wskazac role zwigzku w stabilizacji



biologicznej otrzymywanego komponentu. Aspekt , konserwacji” Autorka przywotuje w rozdziale 4.4
komentujgc wyniki analiz dotyczacych redukcji zawartosci mykotoksyn zwigzanej z prowadzonymi
procesami biotransformacji sruty rzepakowej. W toku badari odnotowano obnizenie zawartosci
deoxyniwalenonu, zearelanenonu, aflatoksyny B1 oraz B2 po procesach fermentacyjnych odpowiednio
0 22,5%, 77,7 %, 9,3 % oraz 11,8%. Na potrzeby prezentowanego eksperymentu wprowadzono do
srodowiska badane mykotoksyny w ilosci 2 pg /mL, przy czym Autorka nie podaje wartosci oznaczonych
po tym zabiegu, stanowigcych podstawe do obliczen. Tym samym brak jest informacji o poziomie
zanieczyszczenia materiatu wyjsciowego tymi zwigzkami i skali problemu. Nieco przedwczesne jest wg.
Recenzenta réwniez wnioskowanie o zabezpieczeniu przed skazeniem mykotoksynami. Ten obszar
wymaga dalszych eksperymentéw. Ewentualny péiniejszy rozwdj zakazen wtornych (w postaci
grzybow plesniowych) mégtby doprowadzi¢ do zwiekszenia stezenia tych zwigzkéw. Nalezatoby ustali¢
jak dtugo utrzymuje sie aktywnos¢ zwigzana z redukcja zawartosci toksyn. Pod uwage wzigc nalezy
rowniez fakt, iz o aktywnosci lakkazy rozktadajacej aflatoksyne B1 wnioskowano jedynie na postawie
wystepowania gendw kodujgcych ten enzym, a nie metabolitéw uwalnianych podczas lizy. Ponadto
warto pamietaé, ze przypuszczalna adsorpcja deoxyniwalenonu i zearelanenonu na powierzchni

komorek B. sublilis 87Y nie dezaktywuje tych zwigzkow.

Cenny element pracy stanowig badania zwigzane z okresleniem potencjalnego dziatania
probiotycznego szczepu B. subtilis 87Y zaréwno in vitro jak i in vivo. W toku badan okreslono
przezywalnos¢ w obecnosci kwasnego srodowiska i soli 2otci; wptyw na przezywalno$¢ wybranych
bakterii Gram+: S. aureus, S. epidermigis, E.hirae, E. faecium; wptyw dodatku do paszy fermentowanej
sruty rzepakowej na mikrobiom kurczat typu brojler. Na postawie przeprowadzonych eksperymentéw
Doktorantka wskazuje na cechy probiotyczne zastosowanego w procesach fermentacyjnych szczepu.
S3 one w duzej mierze zwigzane z zahamowaniem rozwoju mikroflory niepozgdanej i patogennej, w
szczeg6lnosci  Blastocitis hominis. Mojg watpliwo$é budzi jednak interpretacja wynikow
przedstawionych na llustracjach 20-24. Jak podaje Autorka monitoring wzrostu i zywotnosci szczepow
prowadzony byt w oparciu o badania densytometryczne. Zmetnienie $srodowiska wystepuje jednak
zaréwno w przypadku komérek aktywnych jak i nie aktywnych oraz obecnosci innych komponentéw
zawiesin. Dlatego tez nie mozna mowic o przezywalnosci szczepdw opierajac sie o takiego rodzaju
dane. Ponadto wedtug Recenzenta termin ,przezywalnos¢” zarezerwowany jest do opisu zjawisk
zwigzanych z dziataniem czynnikdw stresowych - letalnych lub subletalnych i w takim znaczeniu
stosuje sie go powszechnie. Niepoprawnym zatem jest odnoszenie go do eksperymentow, w ktdrych
obserwuje sie intensyfikacje wzrostu. Potwierdzenie wzrostu liczebnosci komdrek, zaréwno dia
szczepu Bacillus subtilis jak i Lactococcus lactis ATCC19435, Lactococcus lactis ATCC 49032, Lactococcus

lactis ATCC 11454 powinno by¢ wykonane z wykorzystaniem metod hodowlanych i wyrazone w jtk.



W zakresie liczby jednostek tworzacych kolonie ciekawo$¢ Recenzenta budzi réwniez stopien
namnozenia komoérek Bacillus sublitilis w hodowlach SSF prowadzonych z wykorzystaniem biomasy

$ruty rzepakowej i ich zywotnos¢ w momencie aplikacji do diety kurczat.

Na podkreslenie zastuguje wieloaspektowe podejscie do tematu oraz szeroki warsztat badawczy.
Przeprowadzenie eksperymentéw wymagato znajomosci przez Doktorantke zaréwno standardowych
technik analizy mikrobiologicznej i histologicznej, jak i metod genetyki molekularnej (w tym
metagenomiki), a takie obok rutynowych analiz chemicznych, umiejetnosci postugiwania sig
zaawansowanymi technikami mikroskopowymi oraz instrumentalnej analizy chemicznej. W trakcie
realizacji prac wykorzystano m.in. techniki: chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem
mas, optycznej spektroskopii emisyjnej, spektroskopii bliskiej podczerwieni, MaLDi-TOF-MS,
mikroskopii stereoskopowej i konfokalnej, izolacji DNA i RNA oraz reakcji odwrotnej transkryptazy,

sekwencjonowania genomowego DNA czy kohodowli mikroorganizméw metodg insertow.

Imponujacy jest rowniez zakres wspotpracy jaka nawigzata Doktorantka z zewnetrznymi jednostkami
naukowymi: z Katedrg Mikrobiologii Przemystowej Uniwersytetu tddzkiego, Katedrg Biofizyki i
Morfogenezy Roélin Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, Laboratorium Katedry Zywienia Zwierzat i
Paszoznawstwa, Stacjg Badawczo-Dydaktyczng oraz Katedrg Biostruktury i Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Laboratorium Spektroskopii Mass i Chromatografii
Polskiego Osrodka Rozwoju Technologii (PORT) we Wroctawiu oraz firmami InventionBio SA i

niemiecka Eurofins Genomics.

Pani Ida Szmigiel zatozone cele konsekwentnie realizowata poprzez zaplanowanie i realizacje
szerokiego zakresu logicznego ciggu eksperymentéw. O skali i réznorodnosci badar swiadczy
rozbudowany rozdziat metodyczny, w ktérym Recenzent odnalazt niewielkie uchybienia. Wielorazowo
podajgc warunki wirowania Autorka wskazuje jedynie wartosci predkosci obrotowej (rpm) - brak jest
jednak wartosci sity (g). Nie znalaztam réwniez szczegétéw metodycznych odnoszacych sig do oznaczen
MICso oraz zawartosci hemiceluloz (frakcji NDF oraz ADF). Ponadto w rozdziale 3.2.9 nie podano
objetosci w jakiej prowadzono eksperyment, sposobu pomiaru gestosci optycznej oraz przygotowania

préby kontrolnej.

Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze Pani Ida Szmigiel wykazata niezbedng w badaniach
naukowych, umiejetno$¢ analizy wynikdw oraz ich uogdlniania z wykorzystaniem metod
statystycznych. Podjete przez Doktorantke badania maja rowniez wysokg wartos¢ aplikacyjng,
dostarczajac wartoéciowej wiedzy i gotowych rozwigzan. Na potrzeby pracy wykonano bowiem proby

w skali poétprzemystowej otrzymujac 50 kg preparatu, z ktérego sporzadzono wtasciwg mieszanke



paszowa. Ogolny praktyczny cel dziatan jest wiec mocno zarysowany i co bardzo wazne wpisuje sig w

strategie gospodarki obiegu zamknietego.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje 149 stron, w tym 104 strony tekstu i 17 stron wykazu
literatury. Rozprawa zawiera nastepujace czesci: Streszczenie (w jezyku polski i angielskim), Wstep, Cel
pracy, Materiaty i metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Bibliografia, Wykaz ilustracji i
tabel, Dorobek naukowy. Opracowanie charakteryzuje sie wifasciwym uktadem, proporcja
poszczegolnych czesci jest odpowiednia. Potaczenie oméwienia wynikéw z ich dyskusjg stanowi trzon
rozprawy, liczacy 60 stron. W czesci tej zaprezentowano 31 ilustracji oraz 15 tabel z wynikami. Wyniki
badar wtasnych zostaty przedstawione na tle przytaczanych danych literatury swiatowej, stanowigc
uzupetnienie wiedzy w obszarze tematycznym rozprawy i wiasciwie podsumowujgc rezultaty
eksperymentow. Tekst zostat dobrze przygotowany pod wzgledem edytorskim, a drobne btedy

literowe i stylistyczne, ktére wymieniam ponizej, nie wptywajg na wartos¢ naukowa rozprawy.
OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Przeglad literatury jest zwigzty i écisle dotyczy zagadnien zwigzanych z podjetg tematykg badawcza
wynikéw czyli: proceséw fermentacyjnych typu solid-state prowadzonych w nich podtozach,
charakterystykg szczepdéw gatunku Bacillus subtilis, a takze enzymdw hydrolizujgcych polisacharydy
oraz surfaktyny jako dodatkéw paszowych. Doktorantka przybliza réwniez role substancji

antyzywieniowych oraz komponentéw probiotycznych w zywieniu drobiu.

Cel i zakres pracy zostaty sformutowane wiasciwie, w petni wprowadzajac w koncepcje pracy
doktorskiej. Cze$¢ metodyczna jasno opisuje dobdr materiatu do badan i sposéb poboru prébek.
Dobér materiatu, liczba préobek i powtérzer eksperymentéw umozliwiajg ocene statystyczng, ktéra

podnosi wartos¢ pracy.

Uwazam, ze wyniki badan zostaly opisane syntetycznie i wystarczajgco, a bogaty materiat
ilustracyjny znacznie ufatwia analize danych doswiadczalnych. Na podkreslenie zastuguje przejrzystosc
opisu, co przy tak rozbudowanej analitycznie pracy nie jest tatwe. Whnioski zostaty sformutowane

logicznie i prawidtowo, w oparciu o dane eksperymentalne.

Prace uzupetnia zestawienie 284 pozycji bibliografii, obejmujacych zaréwno pozycje sztandarowe
dia omawianego tematu, jak i najnowsze doniesienia naukowe (jedng szdstg pismiennictwa stanowig
pozycje pochodzgce z ostatnich pigciu lat). Spis literatury zostat przygotowany starannie, bez istotnych

uchybien.



UWAGI NATURY EDYTORSKIEJ
Z obowiazku recenzenta wymieniam ponizej potkniecia edytorskie i drobne niescistosci:

Str. 21 — ostatnia linia — jest ,zawartos¢” powinno by¢ , wartos¢”
Str. 22 - tytut w drugiej kolumnie tabeli powinien by¢ bardziej precyzyjny (do ,, produktéw” nie naleza
m.in. ,garbarnie i rzeznie”

Str. 22 — zamiast , przemyst cukierniczy” powinno byé¢ , przemyst cukrowniczy”

Str. 24 — przed ,,brojlery” powinno by¢ ,na”

Str. 26 — dolny akapit — zamiast ,,wytwarzanych metabolitow” powinno by¢ wytwarzanych
zewnatrzkomarkowo metabolitéw i biatek” (enzymdw nie zalicza sie do metabolitéw)

Str. 74 - 5 linia od dotu — zamiast ,efektywniej” powinno by¢ ,efektywnego”

Str. 80 — pierwszy akapit — powtorzenie ze strony 79

Str. 86 — brak oznaczen ,,A” i ,,B” na ilustracji

Str. 90 — trzecia linia pod tabela — dodatkowy ,enter”

Str. 91 — Tabela 16 — brak opisu kolumn

Str. 93 — 8 linia od gory — zamiast ,,Kolonie” powinni by¢ , Bakterie” lub ,Szczepy”

Str. 93 — 10 linia od géry — powinno by¢ ,W wysiewach wykonanych z tresci jelitowej kurczat
karmionych pasza z dodatkiem ......”

Str. 93 — 9 linia od dotu — powinno by¢ ,w treéci jelitowej czwérki kurczat ...”

Str. 93 =5 linia od dotu, Str. 94 - 7 linia od géry, Str. 94 — 3 linia od dotu nieprawidtowe jest uzycie
stowa ,morfologia”

Str. 96 — 3 linia od dotu — zamiast ,kolonie” powinno by¢ ,szczepy”

Str. 99 —17 linia od dotu — stowo , probiotycznych” powinno zostac zastgpione innym —dla tego szczepu

wtasciwosci probiotyczne nie zostaty sprawdzone
llustracje 35, 36 — w podpisie znajduje sie rozwiniecie skrétu MO nieobecnego na ilustracji
llustracja 39 — w podpisie znajduje sie rozwinigcie skrétéw PO, SR, PNFLZO nieobecnych na ilustracji,
nie wyjasniono skrétéw LMO, RSM, PNFL, PFL

KONKLUZJE RECENZJI

Podsumowujac, stwierdzam, ze cele pracy zostaty w petni zrealizowane, a zatozenia i tezy badawcze
zweryfikowane w toku badan. Podkreslam walor aplikacyjny badar, ktérych wymiernym rezultatem
jest opracowanie sposobu otrzymywania komponentu paszowego. Zamieszczone w tekscie recenzji

moje uwagi i sugestie, nie umniejszajg wartosci pracy doktorskiej Pani mgr Idy Szmigiel.

Stwierdzam, ze bedgca przedmiotem oceny rozprawa Pani mgr Idy Szmigiel spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim i przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowe Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani Idy
Szmigiel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz przyznanie rozprawie doktorskiej mgr Idy

Szmigiel wyrdznienia.
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