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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz pt. ,,Wplyw dodatkdw o roznych
mechanizmach hamowania proteolizy na sktad frakcji biatkowych, mikrobiom kiszonek oraz
rozkladalno$é zwaczowa biatka lucerny”, wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab.
Cezarego Purwina i promotora pomocniczego dr inz. Sebastiana Wojciecha Przemienieckiego w
Katedrze Zywienia Zwierzat, Paszoznawstwa i Hodowli Bydta, Uniwersytetu Warminsko -
Mazurskiego w Olsztynie.

Ocena formalna rozprawy
Ocena rozprawy doktorskiej zostata wykonana na podstawie pisma (WBZ-DZ.6350.2.1.2022)
Pani prof. dr hab. Doroty Witkowskiej, Przewodniczacej Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo

Uniwersytetu Warminsko - Mazurskiego w Olsztynie, z dnia 16.01.2024 r.

Problem naukowy i znaczenie badan

Zmiany klimatyczne, zachodzace w ostatnich latach na Swiecie, charakteryzujace sie
okresowymi suszami, a takze duze wahania cen pasz bialkowych, gléwnie soi, zmusity hodowcow bydta
wysokoprodukcyjnego do opracowania dawek pokarmowych z mozliwie tanich pasz. Bez watpienia
nalezy do nich kiszonka z lucerny, ktora jest bogata w biatko, tatwa w przechowywaniu i che¢tnie
pobierana przez krowy. Wysoka zawarto$¢ biatka oraz dobry sktad aminokwasowy lucerny, szczegblnie
w fazie pgkowania, czynig t¢ ro§ling bardzo dobrym komponentem uzupetniajgcym kiszonke z
kukurydzy, ktéra jak widomo w uprawie, ma m.in. duze zapotrzebowanie na wodg, ze wzgledu na
wysokg produkcje suchej masy. Lucerng mozemy réwniez wprowadzaé do dawek pokarmowych dla
bydta jako zastgpienie catkowite lub czgsciowe §rut poekstrakeyjnych. Dzigki gtegbokiemu systemowi
korzeniowemu, odporna jest na okresowe susze oraz dobrze dostosowuje si¢ do réznych Srodowisk
glebowych. Jest to gatunek wolny od genetycznie modyfikowanych organizméw, na co zwraca uwage
coraz wigksza rzesza $wiadomych konsumentow, ktorzy chca spozywaé bezpieczne produkty
pochodzenia zwierzecego (mleko, migso) o wysokiej jakosci.

Wiadciwie zakiszana lucerna jest chetnie zjadana przez krowy i zapewnia dobra stymulacje
zwacza. Jednakze ma swoje wady, jest rosling trudng do zakiszania, co wynika ze stosunkowo niskiej
ilo$ci cukréw rozpuszczalnych w wodzie, duzej pojemnosci buforowej oraz wysokiej zawartoéci biatka,
ktore podczas procesu zakiszania ulega proteolizie. Skutkuje to wysokg rozktadalnosciag w zwaczu i
duzymi stratami azotu w tym przedzolgdku, a w konsekwencji zwigkszonym wydalaniem w moczu i
dalszg emisjg do $rodowiska. W celu zmnigjszenia proteolizy podczas zakiszania lucerny, ale takze

innych roslin bobowatych drobnonasiennych, stosuje si¢ réznego rodzaju dodatki biologiczne,



chemiczne, enzymatyczne, lub naturalne. Niemniej jednak, stosowanie ich nie zawsze przynosi
oczekiwany skutek.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty B. Borsuk-Stanulewicz pt.
»Wplyw dodatkéw o roéznych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakcji biatkowych,
mikrobiom kiszonek oraz rozktadalno§é zwaczowa biatka lucerny”, dobrze wpisuje si¢ w najnowsze
trendy badan nad poszukiwaniem dodatkow ograniczajacych dynamike proteolizy podczas procesu
zakiszania lucerny. Wybér problemu badawczego przez Doktorantke wydaje si¢ w pelni zasadny,
zarowno pod wzgledem poznawczym, jak i aplikacyjnym. Badania przedstawione w rozprawie
doktorskiej, doskonale wpisujg si¢ w poszukiwanie skutecznego sposobu na poprawe warto$ci
pokarmowej kiszonki lucerny, ktéra jest doskonalg paszag biatkows, szczegélnie dla krow
wysokowydajnych. Znalezienic skutecznego sposobu poprawy warunkéw zakiszania tej ro§liny,
pozwoli na whasciwe wykorzystanie sktadnikow pokarmowych przez krowy, obnizenie kosztow ich

zywienia, a w konsekwencji otrzymanie wysokiej jakosci produktu korficowego.

Opis i ocena pracy

Ukfad przedstawionej do oceny dysertacji doktorskiej jest typowy dla prac o charakterze
doswiadczalnym z obszernym opracowaniem w postaci maszynopisu, liczacego 238 stron. Rozprawa
sktada si¢ z 12 rozdziatlow wraz z wykazem skrotow, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim,

spisem schematow (5), tabel (27), wykreséw (15).

Tytul pracy w mojej opinii jest poprawny i w petni odzwierciedla tresci zawarte w dysertacji,
jasno nawigzuje do ciagle aktualnej tematyki, a takze waznej problematyki poszukiwania dodatkow
ograniczajgcych proces rozktadu biatka podczas zakiszania lucerny.

W wykazie skrétow, pominigto skrot wspotezynnika fermentacji (FC).

Rozdzial Wstegp stanowi wprowadzenie w zakres badan, czytelnik zapoznaje si¢ z glownymi
problemami badawczymi podejmowanymi w ramach pracy. Do tego rozdziahu mam jedng uwage. Na
stronie 9 Doktorantka wspomina, ze obnizenie wartosci pokarmowej biatka podczas zakiszania jest
obecne w innych roslinach paszowych, ale jest mniej intensywne. Uwazam, ze trzeba w tym miejscu

podaé przyktady tych roslin.

Przeglgd pismiennictwa stanowi obszerny i wnikliwy opis istniejacej wiedzy nt. znaczenia
gospodarczego lucerny, obejmujacy warunki uprawy tej roéliny, jej szerokie zastosowanic w gospodarce
oraz sklad chemiczny. Nastgpnie Doktorantka, dokonuje ,,oméwienia” charakterystyki zwigzkéw
azotowych i ich przemian podczas procesu zakiszania, od momentu §cigcia (zbioru) po wszystkie fazy
zakiszania ro$lin paszowych wraz z opisem wskaznikow przemian proteolitycznych w zakiszanym
materiale. W dalszej czeSci znajduje si¢ wazny opis istniejgcych metod/ kombinacji metod

ograniczajgcych proteolizg bialka lucerny. Na tym etapie opisu przegladu literatury mam dwa pytania:



czy zastosowanie formaldehydu do zakiszania roslin, w tym lucerny, nie pocigga za sobg negatywnych
skutkéw na funkcjonowanie Zwacza? Czy formaldehyd jest czgsto stosowany w praktyce i czy ta forma
dodatku jest obecnie stosowana (cytacja z 2013 roku)? Na stronie 28 Doktorantka nie podala nazw
tacinskich, niektorych rodzajow roélin, bedgcych Zrédtem tanin np. dab, kasztanowiec czy
migdatecznik. Ostatni podrozdziat przegladu pismiennictwa Kandydatka po§wigcita krétkiemu opisowi
istniejacej wiedzy nt. zastosowania tanin roznego pochodzenia oraz suchego lodu, jako dodatkow
ograniczajacych proteolize podczas zakiszania roélin, a ktére zastosowata w swoich doéwiadczeniach.
Tak obszerne ujgcie problemu i przytoczenie wielu pozycji literatury przez Doktorantke, pozwala

wnioskowac o dobrej znajomosci tematu.

Hipotezy badawcze i cele pracy zostaly jasno i precyzyjne sformulowane oraz s3 zgodne z
przeprowadzonymi trzema zadaniami badawczymi, w ktorych sprawdzano mozliwoéci zastosowania
dodatk6w na proces hamowania proteolizy podczas zakiszania lucerny. We wspomnianych zadaniach
badano wptyw dodatku réznych pozioméw komonicy zwyczajnej i tuski bobiku, jako Zrédet tanin oraz
suchego lodu, jako zrodta dwutlenku wegla modyfikujgcego atmosferg gazows zakiszanej lucerny na
sktad chemiczny, frakcje weglowodanowe i biatkowe, rozktadalno§é zwaczows suchej masy (SM) i

bialka ogolnego (BO) in vitro oraz sktad mikrobiologiczny kiszonek.

Rozdzial Material i metody zostal szczegdélowo i przejrzyscie opisany. Doktorantka
przedstawita trzy uklady do§wiadczen, w ktorych sporzadzono kiszonki z lucerny wraz z dodatkami.
Wszystkie uktady zaopatrzono schematami.

W doéwiadczeniu I sporzgdzono 6 kiszonek z lucerny, kazda w 3 powtérzeniach z 0, 10, 20, 30,
401 50% udzialem komonicy zwyczajnej. W doswiadczeniu II zrobiono 17 kiszonek z lucerny, réwniez
w 3 powtdrzeniach, gdzie zastosowano dodatek - tuske bobiku w iloéci 1,2; 2,4; 3,6; 4,8; 6,0; 12,0; 18,0;
24,0% lub w takiej same;j ilo$ci stomg pszenng traktujgc jg jako grupg kontrolng ,,pozytywng”. Kiszonka

z lucerny bez dodatkéw stanowita grupg kontrolng ,negatywng”. Doswiadczenie Il obejmowato

sporzadzenie 12 kiszonek, w 3 powtdrzeniach, uwzgledniajac dodatek suchego lodu w ilosci 0,5; 1 g; 2g
lub bez tego dodatku do lucerny przewigdnigtej po 12; 24 h lub §wiezej (nieprzewiedniete;).

W dalszej czesci rozdziatu Doktorantka dokonuje zwartego opisu przygotowania kiszonek oraz
zastosowanych analiz chemicznych, gdzie zakres tych ostatnich w zielonkach, kiszonkach i lusce bobiku
przedstawia w formie tabeli, co zdecydowanie ulatwia prace recenzentowi. W calej pracy (w tym m.in.
na str. 43), Doktorantka uzywa okreélenia ,lotne kwasy thuszczowe (LKT)”, jako jednego ze
wskaznikéw fermentacji kiszonek. W przyszlej publikacji uzywatabym nazwy ,krétkotancuchowe
kwasy thuszczowe (SCFA)” (short chain fatty acid), ktéra jest obecnie coraz czgécicj stosowana.

Naste¢pnie Doktorantka opisuje oznaczenie rozkladalnosci zwaczowej SM i BO zielonek i
kiszonek metodg in vitro. Tu warte rozwazenia jest pytanie (szczeg6lnie na rzecz przysztych badan),

czy ptyn zwacza (jako inokulum), ktéry byt pobierany od zwierzat 1,5 h po karmieniu, pobieraé jednak



przed karmieniem? Moja sugestia dotyczy mikroorganizméw zasiedlajacych zwacz, ktére przed
karmieniem zwierzat nie do konca sg ,,wypelnione czasteczkami pasz”, a po przeniesieniu ich do
»sztucznego zwacza” bedg efektywniej wykorzystywaly skladniki pokarmowe badanych pasz,
szczegolnie w poczgtkowych czasach inkubacji prob. W opisie tego podrozdziatu, nasuwa mi sig jeszcze
jedno pytanie. Dlaczego okreslajac dynamike rozkladu SM i BO zielonek i kiszonek in vitro nie
uwzgledniono rozktadu po 16 h. W badaniach in situ rozklad sktadnikéw pokarmowych pasz
objetosciowych obejmuje wlasnie jeszcze te godzing (dodatkowo jeszeze 72 h) i wydaje sie, ze powinien
by¢ wykonany rowniez w badaniach in vitro.

W koncowych podrozdziatach Doktorantka szczegdlowo opisuje analizy mikrobiologiczne
kiszonek, obejmujace catkowity liczbe bakterii: Lactobacillus spp., Clostridium spp. i Bacillus spp.,
oraz catkowitg liczbg grzybow i drozdzy, a takze analiz¢ sekwencjonowania nanoporowego mikrobiomu
bakteryjnego kiszonek. Na uwagg zastuguje réwniez bardzo staranny i zwigzly opis wszystkich obliczen

wskaznikow z podaniem wzordw, a takze opis zastosowanych analiz statystycznych.

W rozdziale Wyniki Doktorantka opisuje bardzo dokladnie otrzymane efekty swoich badan.
Whszystkie wyniki zamieszczone sg w czytelnych tabelach. Dodatkowo na wykresach przedstawiono
regresje liniowg analizy kowariancji oraz interakcji dla frakcji biatkowych badanych kiszonek.
Doktorantka na wykresach pokazata kinetyke rozktadu SM i BO zielonek i kiszonek z dodatkami a
wskazniki dynamiki modelu rozkladu ww. skladnikéw chemicznych w tabelach. Bardzo dokladnie
opisala i przedstawila graficznie wyniki dotyczace catkowitej liczebnoéci bakterii, grzybow i drozdzy
oraz bakterii Lactobacillus spp., Bacillus spp. i Clostridium spp. oraz procentowg strukture mikrobiomu
bakteryjnego.

Analizujgc wyniki dopatrzytam si¢ kilku nieScisfodci. Na str. 69 Doktorantka podaje, Ze
najwyzszy tadunck bakterii Clostridium spp. stwierdzono w kiszonce z 10% udzialem komonicy.
Natomiast z Tab. 7 wynika, Ze najwyzszy byt w kiszonkach z 30% udziatem tej roéliny. Nie ma to jednak
duzego znaczenia, poniewaz nie wykazano (u réznic statystycznych. Na str. 100 zauwazytam, ze podano
wartosci (20,28 i 4,32) stosunku kwasu mlekowego do kwasu octowego, ktérych nie ma w Tab. 19.
Najnizszy stosunek stwierdzono dla kiszonki z lucerny przewigdnigtej po 12 h z dodatkiem 2 g suchego
lodu (Tab. 19), a nie jak jest w opisie po 24 h przewigdnigcia roélin i dodatku 1 g lodu.

Mam jedng generalng uwagg do Doktorantki dotyczacg opisu tej czesci rozdziahu. Przy tak duzej
ilodci otrzymanych wynikéw oraz pokazaniu réznych zalezno$ci, zrezygnowatabym z opisu
niepotwierdzonych statystycznie efektow. Jesli nie ma statystycznych réznic w omawianym wskazniku
pomigdzy grupami, to znaczy, ze czynnik do§wiadczalny nie miat wptywu lub jego wplyw byt niewielki
na omawiany parametr. Uwaga ta nie rzutuje na jako$§¢ dysertacji, a moze jedynie §wiadczy¢ o bardzo

wnikliwej analizie wynikéw przez Doktorantke.



Na uwagg zashiguje, bardzo dobrze napisany rozdzial Dyskusje, w ktérym Doktorantka
porownuje uzyskane wyniki z efektami do$wiadczen innych badaczy. Wiadomym jest, Ze rozdziat ten
jest najtrudniejszym do opracowania fragmentem rozprawy doktorskiej. Napisany jest obszernie i liczy
51 stron maszynopisu. Doktorantka, w moim przekonaniu, poradzita sobie z tg czescig dysertacji
znakomicie. Wykazata si¢ duzy znajomoécig tematu, przeprowadzajac logiczne wyjasnienia swoich
wynikéw i spostrzezen. Po przeczytaniu tej czgsci rozdziatu rozprawy, a szczegdlnie podrozdzialow
poswigconych rozktadowi in vitro zielonek 1 kiszonek, nasuwa sie¢ uwaga: w warunkach ,,sztucznego
zwacza”, rozklad sktadnikow pokarmowych zawartych w paszach, przebiega w stabilnych i
optymalnych warunkach. Nie docierajg tu bodzce fizyczne lub biochemiczne, czy tez czynniki
zewngtrzne np. pobieranic pokarmu i wody przez zwierzgta, powodujgce fluktuacje (nie koniecznie
negatywne) tempa rozkladu skfadnikoéw pokarmowych, jakie majg miejsce w Zwaczu. Dlatego tez,
badania prowadzone metodg in vitro lub wykonywane w mikroskali m.in. zakiszanie materiatu
ro§linnego w mikrosilosach, powinny by¢ potwierdzone na zwierzetach lub w warunkach
produkcyjnych, co shisznie zauwazyta Doktorantka w koficowej czgéci dyskusji, w odniesieniu do

oceny mikrobiomu kiszonek.

W koficowej czgsci dysertacji Doktorantka dokonuje zwiczlego Podsumowania zadan
badawczych. Recenzentowi zdecydowanie ulatwia to koficowa oceng pracy. W do$wiadczeniu I
Kandydatka stwierdza m.in., Ze najwyzsza jako$¢ fermentacyjng i ograniczenie degradacji biatka
wiasciwego uzyskaly kiszonki z 40 i 50% udziatem komonicy zwyczajnej. W dos$wiadczeniu II
wykazano, ze dodatek tuski bobiku do zakiszanej lucerny obnizyl warto$¢ pokarmowa kiszonek,
poprzez zmnigjszenie iloSci BO i zwigkszenie udziah ligniny. Natomiast dodatek 12, 18 i 24% tuski
bobiku obnizyl tempo rozkladu BO in vitro. W ostatnim do$wiadczeniu Doktorantka zwrécila uwage,
ze zastosowanie suchego lodu w zakiszaniu lucerny nie wptynglo na przebieg fermentacji. Stwierdzono
natomiast wptyw czasu przewig¢dnigeia lub interakcj¢ obu czynnikéw doswiadczalnych. Na konice
opracowania, Doktorantka zredagowala 10 poprawnych wmnioskéw, w ktorych odniosta si¢ do
postawionych hipotez i ktore sg logicznie zwigzane z uzyskanymi wynikami badan. Bibliografia liczy

393 pozycje, z czego ponad 16% stanowig artykuly opublikowane w ostatnich pigciu latach.

Podsumowanie oceny rozprawy doktorskiej

Problematyka poruszona w rozprawie doktorskiej pt. ,Wplyw dodatkéw o réznych
mechanizmach hamowania proteolizy na skiad frakcji biatkowych, mikrobiom kiszonek oraz
rozkladalno$¢ zwaczows bialka lucerny” przez mgr inz. Mart¢ B. Borsuk-Stanulewicz jest aktualna i
niezwykle wazna, z punktu widzenia, poprawy efektu procesu zakiszania lucerny i uzyskania dobrej
jakosci paszy biatkowej. Dobrze wpisuje si¢ w nurt badafi nad poszukiwaniem dodatkéw do kiszonek
wplywajgcych na podniesienie wartosci pokarmowej i jakoSci pasz konserwowanych. Przeprowadzenic

badan, wymagato od Doktorantki, ale réwniez od cztonkéw zespohu, duzego zaangazowania, czasu i



naktadu pracy. Bez watpienia, rozprawa doktorska posiada potencjal poznawczy, a uzyskane wyniki
mogg by¢ wykorzystane w praktyce. Przedstawione przeze mnie uwagi i sugestie do poszezegolnych
rozdzialow dysertacji, majg przede wszystkim na celu przygotowanie pracy do druku. Wyrazam rowniez
nadziejg, ze Doktorantka ustosunkuje si¢ do moich komentarzy i wskazéwek podczas publicznej

obrony.

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr inz. Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz pt.
» Wplyw dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakcji biatkowych,
mikrobiom kiszonek oraz rozkladalnos¢ zwaczowa bialka lucerny”, wnosi znaczgcy wklad w
rozwoj dyscypliny naukowej zootechmika i rybactwo, posiada duzg warto$¢ zaréwno pod
wzgledem naukowo-poznawezym jak i aplikacyjnym. Zostaly spelnione warunki okre$lone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyziszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. 7
2023 r. poz. 742 ze zm.). W zwigzku z powyzszym przedkladam Radzie Dyscypliny Zootechnika i
Rybactwo Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o przyjecie rozprawy
doktorskiej i dopuszezenic mgr inz. Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz do dalszych etapéw

postepowania o nadanie stopnia doktora.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Doktorantke majg charakter badan
kompleksowych, na ktére skladaja si¢ prace badawcze nad poprawieniem warunkow fermentacji
podczas zakiszania lucerny, prowadziace do polepszenia wartoSci pokarmowej oraz jakosci
uzyskanych pasz. W konsekwencji, otrzymanie dobrej kiszonki, rzutuje na uzyskanie wysokiej
jako$ci produktu koncowego pochodzenia zwierzgcego, na Kktéry jest coraz wieksze
zapotrzebowanie konsumentéw. Badania przeprowadzone przez Doktorantke¢ bez watpienia,
mogg znalez¢ zastosowanie w Zywieniu zwierzat gospodarskich, w szczegélnoSci bydla
wysokoprodukcyjnego. Na szczegding uwage zasluguja wyniki prac badawezych po$wieconych
okresleniu liczebnosci i struktury mikrobiomu kiszonek. Biorgc powyzsze pod uwage, wnosze do
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu Warmiiisko-Mazurskiego w Olsztynie
wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr inz Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz pt.
»Wplyw dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakeji bialkowych,

mikrobiom Kiszonek oraz rozkladalnos¢ zwaczows bialka lucerny”.
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