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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pani mgr Idy Szmigiel

pt.: ,Biotransformacja $ruty rzepakowej z wykorzystaniem Bacillus subtilis”

Przeslanki formalno-prawne przygotowania oceny pracy doktorskiej

Podstawg wykonania oceny pracy doktorskiej Pani mgr Idy Szmigiel bylo pismo Pana
dr hab. inz. Marcina Kadeja , prof. UWr z dnia 23 kwietnia 2021 r. informujgce o powotaniu
mnie na recenzenta ww pracy zgodnie z uchwatg nr 57/2021 Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne UWr z dnia 22 kwietnia 2021 r. w sprawie wyznaczenia recenzentow

w przewodzie doktorskim.

Pani mgr Ida Szmigiel przedstawita rozprawe doktorskg zatytutlowang
,.Biotransformacja $ruty rzepakowej z wykorzystaniem Bacillus subtilis” wykonang pod
kierunkiem dr hab. Anny Krasowskiej, prof. UWr. w Zakladzie Biotransformacji Wydziatu
Biotechnologii.

Prace wykonano w ramach realizacji projektow z programu Demonstrator (POIR.01.02.00-00-
0064/17) oraz Innochem (POIR.02.01.00-1Z.00-00-001/19) finansowanych przez NCBiR.

Uwagi ogélne na temat problematyki podjetej w rozprawie

Zgodnie z celem osiggniecia neutralnosci klimatycznej UE do 2050 r. zawartym w
Zielonym Fadzie, Komisja Europejska zaproponowata w marcu 2020 r. nowy plan dziatania
dotyczacy gospodarki o obiegu zamknigtym (GOZ), koncentrujagcy si¢ na zapobieganiu
powstawaniu odpadéw i gospodarowaniu nimi oraz majacy na celu pobudzenie wzrostu,
konkurencyjnosci i globalnego przywodztwa UE w tym zakresie. Gospodarka o obiegu
zamknietym jest modelem prowadzenia gospodarki, w ktdrym wszystkie produkty, materiaty

oraz surowce powinny by¢ mozliwie jak najdluzej wykorzystywane. Ideg jest, aby zuzyty

1



produkt nie stat sie odpadem, lecz surowcem do dalszej produkeji. Jest to odejscie od obecnego
systemu ,,wez — wyprodukuj — zuzyj — wyrzu¢” na rzecz modelu powtdrnego wykorzystywania
surowcéw, dgzacego ostatecznie do wyeliminowania z cyklu zycia produktu etapu ,,konca jego
zycia”. Obieg zamkniety i zrownowazony charakter muszg charakteryzowa¢ wszystkie etapy
tancucha wartosci, aby mozliwe bylo osiggnigcie gospodarki o w petni zamknigtym obiegu: od
projektu, przez produkcje, az po konsumenta.
Europejska Agencja Srodowiska w raporcie ,,The circular economy and the bioeconomy”
prezentuje koncepcje gospodarki o obiegu zamknietym w ujeciu biogospodarki oraz
przedstawia wyzwania 1 korzysci wynikajace z przeksztalcenia tradycyjnego modelu
gospodarki w gospodarke o obiegu zamknigtym. Strategia ta ma na celu przynies¢ korzysci dla
ochrony $rodowiska oraz zwiekszy¢ innowacyjnos¢ i konkurencyjnos¢ europejskich
przedsiebiorcow. Wszystko to dzigki zwigkszonej wydajnosci systemu recyklingu,
ograniczeniu ilosci odpadéw i emisji szkodliwych zanieczyszczen oraz zmniejszeniu zuzycia
energii. Zmniejszenie produkcji odpadéw, zwigkszenie uzycia komponentéw biologicznych
oraz postepy w recyklingu stanowig wyzwanie dla nowoczesnej i przyjaznej dla srodowiska
gospodarki. Zgodnie z unijng "hierarchig gospodarki odpadami" zapobieganie powstawaniu
odpadéw i ponowne wykorzystywanie sa najbardziej pozadanymi scenariuszami.
Ograniczenie zuzycia zasobow nieodnawialnych na rzecz biomateriatow jest waznym aspektem
modelu gospodarki o obiegu zamknietym, zwlaszcza ze obecnie nadmiernie eksploatujemy
nieodnawialne zasoby $rodowiska. Strategia biogospodarki obejmuje programy badawcze
i wprowadzanie innowacji, ktérych celem jest zwigkszenie wykorzystania biomaterialow
w zréwnowazony dla srodowiska sposob. Szczegdlnym wyzwaniem jest przediuzenie zycia
produktéw biologicznych poprzez wprowadzanie ich w kaskadowe cykle obiegu - recyklingu.
W calym tym systemie istotne jest promowanie ponownego uzycia i symbiozy przemystowej,
tj. przemiany produktu ubocznego jednej branzy przemystu w surowiec dla innej branzy.
Bioragc powyzsze pod uwage nalezy uzna¢ wybor tematyki pracy doktorskiej Pani mgr
Idy Szmigiel za trafny i wpisujgcy sie w trendy wspolczesnej gospodarki. Zardwno poznawcze,
jak 1 utylitarne aspekty pracy reprezentujg nurt nowoczesnych badafn i sg zgodne
z wyznaczonymi celami rozwoju gospodarki. Praca dotyczy procesu biotransformacii,
a doktadnie fermentacji podtéz statych (SSF —ang. solid-state fermentation), do przeksztatcenia
odpadu jakim jest $ruta rzepakowa do bioproduktéw. Wazng cechg tego procesy jest mozliwos¢
wykorzystywania réznych odpadéw rolno-przemystowych jako substratu do produkcji
bioproduktéw w oparciu o procesy mikrobiologiczne podobnie jak kompostowanie czy

kiszenie.



Ocena ukladu pracy i ocena merytoryczna

Uklad rozprawy jest typowy dla prac doktorskich, eksperymentalnych prac
badawczych, z wydzielonymi rozdziatami: streszczenie, wstgp stanowigcy przeglad literatury
i obejmujacy 5 podrozdziatéw (30 stron), nastgpnie cel i zakres pracy, czgs¢ eksperymentalng
(21 stron), wyniki badan i dyskusje, podsumowanie i wnioski, bibliografia (284 pozycje
literaturowe) oraz spisy tabel (25) i ilustracji (21). Ogoétem, praca liczy 149 stron i zredagowana

jest wedtug ogodlnie przyjetego, w tej dziedzinie nauki, schematu.

W czesci teoretycznej Doktorantka, w oparciu o najnowsze pozycje piSmiennictwa,
przedstawila stan wiedzy zwigzany z tematyka pracy i nawigzujgcy do jej czesci
eksperymentalnej, tj. biorafinerie jako nowoczesne zaklady pracy oparte o biosurowce
i realizujace zasady gospodarki o obiegu zamknietym, proces fermentacji na podtozu stalym
ijego zastosowanie w biorafineriach, odpady organiczne, w tym Srut¢ rzepakows, jako
surowiec do produkcji bioproduktow i paszy w zywieniu drobiu. W nastgpnym podrozdziale
przedstawiono bakterie z rodzaju Bacillus, a szczeg6lnie gatunek Bacillus subtilis 1 jego
szerokie zastosowanie w réznych galeziach przemystu, ze wzgledu na produkcje réznych
bioproduktéw, w tym enzymoéw hydrolizujgcych polisacharydy i biosurfaktanty — surfaktyng
wykazujaca szereg biologicznych aktywnosci (przeciwbakteryjnych, przeciwwirusowych,
przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych), udziat tych bakterii w rozktadzie mykotoksyn.
Ostatni podrozdzial dotyczy roli fermentowanych pasz w Zzywieniu drobiu, wpltywu
probiotykéw i fermentowanych pasz na mikrobiom ukladu pokarmowego i uktad
odpornosciowy drobiu.

Podsumowujac, czes¢ teoretyczna napisana jest w sposob wyczerpujacy, wskazujgcy na
duza wiedze Doktorantki z tego zakresu i §wiadczy o tym, ze Doktorantka opanowata bardzo
dobrze teoretyczne podstawy danego zagadnienia i na tej podstawie sformutowata poprawnie
cel i zakres pracy oraz doskonale przygotowata si¢ do realizacji czgsci badawcze;.

Cel i zakres pracy zostaly sformutowane poprawnie, jasno i precyzyjnie, co przyczynito sig¢ do
zaplanowania czgsci doswiadczalnej w sposéb spdjny i logiczny.
Praca koncentruje si¢ na 5 podstawowych aspektach, majacych charakter zarowno badan
podstawowych jak i aplikacyjnych: E
1. Opracowanie parametréw hodowli B. subtilis 87Y na podtozu statym z Srutg rzepakowa
w celu zoptymalizowania produkcji surfaktyny i enzymow: ksylanaz i celulaz.
2. Identyfikacja genéw kodujgcych specyficzne enzymy degradujace nie skrobiowe
polisacharydy (NSP) w genomie B. subtilis 87Y oraz okreslenie poziomu ich ekspresji.



3. Pordéwnanie wartosci odzywezych $ruty rzepakowej niefermentowanej i fermentowanej
B. subtilis 87Y w celu wykorzystania jej jako paszy dla zwierzat monogastrycznych.

4. Badanie rozktady mykotoksyn podczas fermentacji statej biomasy Sruty rzepakowej oraz
identyfikacja genow biorgcych udzial w rozktadzie mykotoksyn w genomie B. subtilis
87Y; zaproponowanie mechanizméw biodegradacji badanych mykotoksyn.

5. Badanie probiotycznych wilasciwosci szczepu B. subtilis 87Y in vitro metodami
kohodowli mikroorganizmoéw i in vivo poprzez zywienie kurczat typu broiler
fermentowang $rutg rzepakowa i analize mikrobiomu ich przewodu pokarmowego.

6. Produkcja dodatku paszowego do zywienia kurczat — fermentacja Sruty rzepakowej

w skali poltechnicznej w bioreaktorze fermentacji state;j.

Zaréwno cze$é eksperymentalna, jak opis wynikow i ich dyskusja sa podzielone wedlug wyzej

wymienionych zagadnien.

Doktorantka podjeta sie¢ rozwigzania bardzo trudnych, a jednoczesnie ciekawych problemow
naukowych zwigzanych z badaniem procesu fermentacji stalej Sruty rzepakowej
i wykorzystaniu biomasy powstatej z odpadu jako surowca do produkcji wartosciowych
bioproduktéw - enzymdw i biosurfaktantu oraz jako wysokowartosciowy dodatek do pasz.

W pracy Autorka zaprezentowala badania o charakterze interdyscyplinarnym z zakresu
mikrobiologii, biochemii, chemii, biologii molekularnej. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
Autorka w swoich badaniach wykorzystata wiedze i warsztat badawczy obejmujacy tradycyjne
metody mikrobiologiczne (metody hodowlane) oraz metody wspotczesne — sekwencjonowanie,
metagenomika, mikroskopia fluorescencyjna, konfokalna, chromatografia cieczowa sprz¢zona
ze spektrometrem mas (LC-MS/MS). Zastosowanie roéznych metod badawczych z zakresu
biologii, mikrobiologii, chemii §wiadczy o szerokim spojrzeniu Doktorantki na zagadnienie
przedstawione w pracy i ich wielowatkowo$¢, co nalezy doceni¢ w pracy naukowe;j. Niektore
badania byly realizowane przy wspodtudziale osrodkéw zewnetrznych, co tez Swiadczy
o otwartosci Doktorantki na rozwigzywanie probleméw naukowych w aspekcie
interdyscyplinarnym. Wiedza i do$wiadczenie Doktorantki z biologii i chemii pozwolity
réwniez na wnikliwg i naukowg interpretacj¢ otrzymanych wynikow.

W czesci doswiadczalnej, Autorka zamiescit opis badan przeprowadzonych w pracy
i propozycje rozwigzan eksperymentalnych decydujace o warto$ci opiniowanej pracy. Warsztat
metodyczny zaproponowany przez Doktorantke byt optymalny dla realizacji celéw pracy,

nowoczesny, odpowiadajgcy wspétczesnym standardom badan w tej dziedzinie. Ilos¢ i jakos¢
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zaplanowanych i przeprowadzonych badan w pracy §wiadczy o opanowaniu przez Doktorantke
w stopniu bardzo dobrym warsztatu pracy doswiadczalnej oraz umiejetnosci samodzielnego
my$lenia. Odpowiednio zaplanowane badania umozliwily Doktorantce uzyskanie
odpowiednich wynikéw 1 na ich podstawie osiaggnigcie celow oraz sformulowanie
odpowiednich wnioskéw.

Nastepng cze$¢ pracy, zajmujgcg ponad 50% objetosci, stanowig rozdzialy dotyczace
przedstawienia wynikéw badan i ich dyskusji oraz wnioski konicowe. Ta czgs¢ pracy jest bogato
ilustrowana dobrej jakosci rysunkami oraz tabelami (ilo$¢ tabel 25; ilo$¢ rysunkéw 42).
Dyskusja przestawionych wynikow zostala napisana poprawnie, Doktorantka analizuje
uzyskane wyniki na tle danych ze wspolczesnego pismiennictwa. Dyskusja jest szczegdtows,
inteligentng i krytyczng analizg wynik6w na tle innych, opublikowanych doniesien. Ta czes¢
pracy wystawia dobre $wiadectwo o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Doktorantka podczas pisania pracy korzystata z 284 najnowszych pozycji literaturowych
zgodnych z tematykg pracy.

Wilasciwe proporcje objetosciowe pomigdzy poszczegdlnymi czesciami pracy, logiczny
i przejrzysty uklad kolejnych rozdziatéw, poprawny technicznie i stylistycznie jezyk stanowig
o pozytywnej formalnej opinii pracy.

Dokonujac oceny pracy doktorskiej stwierdzam, ze tes¢ pracy odpowiada jej tytutowi
i sformutowanym na poczatku pracy celom. Analiza otrzymanych w trakcie badan wynikéw
pozwolita Doktorantce na wysunigcie odpowiednich wnioskéw. Przedstawiona do oceny
rozprawa w pelni odpowiada warunkom stawianym dysertacjom doktorskim.

Podsumowujac recenzje, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Idy Szmigiel jest
napisana na bardzo wysokim poziomie, a tematyka badawcza aktualna. Dobrze zostal
sformulowany cel rozprawy, Doktorantka doszta do konkretnych i jasnych wnioskow.
Dodatkowo chciatabym jeszcze raz podkresli¢ bardzo wysoka jakos¢ prowadzonych badan
przez Doktorantke pod wzgledem zastosowanych technik analitycznych. Umiata Ona
wykorzysta¢ szereg najnowoczesniejszych aparatow badawczych takich jak chromatografy
cieczowe i gazowe sprzezone ze spektrometrami mas, r6zne analizy mikroskopowe, czy tez
techniki biologii molekularnej do osiggniecia zalozonego celu pracy.

Podczas realizacji pracy doktorskiej opublikowano 5 artykutléw naukowych, w tym w trzech
Doktorantka jest pierwszym autorem, w czasopismach o wysokim IF: Bioorganic Chemistry,
Biomass Conversion and Biorefinery, Microorganisms, Biomolecules, Dalton Transactions.

Sumaryczny IF: 19,719. h-index — 2 (Web of Science, 24.05.2021)



Wyniki otrzymane w ramach realizacji projektow Doktorantka prezentowata na konferencjach

polskich i zagranicznych w formie wystapien ustnych i plakatow (10 doniesien

konferencyjnych). Doktorantka jest rowniez wspolautorem zgloszenia patentowego

(P.430111).

Uwagi do rozprawy doktorskiej

Jak juz kilka razy wspominatam rozprawe doktorskg Pani mgr Idy Szmigiel oceniam

bardzo wysoko. Jednoczesnie chciatabym przedstawi¢ kilka uwag/niejasnosci o réznym

charakterze z prosba o ich komentarz.

L.
2.
3.

10.
11.

Prosze przedstawi¢ koncepcj¢ biorafinerii i ich podzial — przyktady

Przyktady biorafinerii w Polsce

Prosze wymieni¢ inne biosurfaktanty produkowane przez bakterie Bacillus; w pracy Pani
o nich nie wspomina — czy byly identyfikowane ?

Prosze wyjasni¢ eksperyment kohodowli mikroorganizméw metodg insertow (Rysunek
11)

Prosze omowi¢ w jaki sposdb przeprowadzono sekwencjonowanie i analize genomu B.
subtilis 87Y (Podrozdziat 3.2.15) — jakie programy uzyto do analizy genomu; Czy
sekwencje zdeponowano w bazie NCBI. Jest bardzo dobre czasopismo Microbiology
Resource Announcements, w ktérym mozna ztozy¢ artykul dotyczacy charakterystyki
genomoOw bakterii 1 metagenomow.

Tabela 8 (str. 53) — prosze oméwié do jakich genéw byly projektowane startery — brak
informacji w tabeli; w tekscie tylko niektore opisano

Uwaga do tekstu str. 66 i ilustracji 12 — produkcja surfaktyny na modyfikowanych
podiozach ptynnych; stwierdzono, ze w rozdziale chromatograficznym standardu SU
obserwowano piki nalezgce do analogéw C12-C17 — brak na ilustracji 12

Uwaga jak wyzej do tekstu str. 66 i ilustracja 14.

Uwaga ogolna — w rozdziale Wyniki i Dyskusja znajduja si¢ elementy pracy, ktore naleza
do sekcji Materiaty i Metody (powtorzenia lub nowe informacje)

Tabela 16 (str. 91) — brak oznaczen grup kurczat — prosze to wyjasni¢ i omowi¢ wyniki
Rozdziat 4.6 dotyczacy procesu fermentacji statej mieszanki $ruty rzepakowej i owsa oraz
produkcji surfaktyny i aktywnosci ksylanaz na zmodyfikowanych podtozach — gdzie jest
opis metodyki doswiadczen, z ktorych przedstawiono wyniki w rozdziale 4.6. Jaki byt cel

zamieszczenia wynikow badan przedstawionych w rozdziale 4.6 w pracy doktorskiej ?



12. Ze wzgledu na duzg ilo$¢ badan i uzyskanych wynikéw prezentowanych w pracy korzystne
byloby zamieszczenie schematu badan w formie graficznej
13. Drobna uwaga do rozdziatu 5 — Podsumowanie i Wnioski (str. 123) — zdanie pierwsze

powinno sie zakonczyc ,,....zadania, z ktorych sformutowano nastepujgce wnioski:”

Przedstawione powyzej uwagi o charakterze dyskusyjnym nie majg wpltywu na mojg bardzo

wysokg ocene niniejszej rozprawy doktorskiej.
WNIOSEK KONCOWY

Na podstawie recenzowanej pracy doktorskiej Pani mgr Idy Szmigiel pt.:

,,Biotransformacja $ruty rzepakowej z wykorzystaniem Bacillus subtilis” stawiam wniosek
o przyjecie przez Rade Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne UWr pracy doktorskiej Pani
mgr Idy Szmigiel i dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Praca doktorska przedstawiona przez Panig mgr Id¢ Szmigiel, w oparciu o oryginalny materiat
badawczy, spetnia wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DzURP nr 65, poz.
595) z pdzniejszymi zmianami.

Jednoczeénie, z catlym przekonaniem skladam wniosek rekomendujacy Radzie
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne UWr podjgcie uchwaty o wyrdéznienie niniejszej
rozprawy doktorskiej biorgc pod uwage nowatorski charakter badan, bardzo wysoka jakos¢
prowadzonych badan, ich interdyscyplinarno$¢ oraz sposob przedstawienia i interpretacje

otrzymanych wynikow.
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