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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz pt. ,,Wplyw
dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na sklad frakeji bialkowych,
mikrobiom Kkiszonek oraz rozkladalnos¢ zwaczowa bialka lucerny” wykonanej pod
kierunkiem Promotora prof. dr hab. Cezarego Purwina oraz Promotora pomocniczego
dr inz. Sebastiana Wojciecha Przemienieckiego w Katedrze Zywienia Zwierzat,
Paszoznawstwa i Hodowli Bydla, Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

Podstawa formalna:

Pismo przewodnie Pani Prof. dr hab. Doroty Witkowskiej, Przewodniczacej Rady
Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo, Wydziatu Bioinzynierii Zwierzat,
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 16.01.2024 r. (WBZ-
DZ.6350.2.1.2022).

Recenzj¢ pracy doktorskiej przygotowano zgodnie z wymogami okre§lonymi w art.
187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 . (tekst jednolity:
Dz. U. 22023 r. poz. 742 ze zm.).

Ocena formalna pracy doktorskiej:

Zaréwno Promotor, Promotor pomocniczy jak i Doktorantka zlozyli stosowne
oswiadczenia, co do zgodnosci opracowania naukowego z warunkami do przedstawienia jej
W postepowaniu o nadanie stopnia naukowego, w tym samodzielnego opracowania problemu
badawczego, bez naruszenia praw autorskich 0séb trzecich.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty Barbary Borsuk-
Stanulewicz pt. ,,Wptyw dodatkéw o réznych mechanizmach hamowania proteolizy na sktad
frakcji biatkowych, mikrobiom kiszonek oraz rozktadalnos¢ zwaczowa biatka lucerny”
przygotowana zostata w formie monografii naukowej zawierajacej lacznie 238
ponumerowanych stron formatu A4. Tytul dysertacji w peli odzwierciedla zagadnienia
poruszane w opracowaniu naukowym. W pracy zachowano uktad typowy dla rozpraw

doktorskich obejmujacy strone tytulows, spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie zarGwno



w jezyku polskim jak i angielskim, wstep, przeglad piSmiennictwa, hipotezy i cele badawcze,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie, uogélnienia i wnioski, spisy: literatury,
schematdw, tabel i wykreséw oraz zataczniki. Uktad pracy doktorskiej jest jasny i ldgiczny,
a kolejno$¢ rozdziatbw z wyodrebnionymi podrozdziatami nie budzi zastrzezen.
Przedstawiona do oceny dysertacja naukowa spelnia warunki formalne okreslone w w/w

ustawie oraz jest zgodna z wymogami edytorskimi okreslonymi w Jednostce Macierzyste;.

Ocena merytoryeczna pracy doktorskiej:

1. Problem naukowy i znaczenie badan

W najblizszych kilkudziesig¢ciu latach prognozowane jest zwigkszenie liczby ludnosci
na $wiecie z 7,6 do 10,5 mld, co spowoduje koniecznos¢ zwiekszenia produkcji zywnosci
o ponad 50%. Dynamicznemu rozwojowi demograficznemu towarzyszy¢ bedzie wzrost
konsumpcji produktow pochodzenia zwierzecego, w tym mleka. Dodatkowo, powaznymi
problemami spoteczno-gospodarczymi s3 postepujacy deficyt wody, duza konkurencja
o dostepno$¢ gruntéw rolnych niezbednych do produkcji zywnosci, nadmierna emisja
amoniaku oraz metanu i dwutlenku wegla (gazy cieplarniane przyczyniajace si¢ do zmian
klimatu). Dlatego w najblizszych latach produkcja zwierzgca bedzie podlega¢ dynamicznym
zmianom zaré6wno metod jak i technologii, tak aby spelniala coraz wyzsze wymagania
w odniesieniu do zywienia i dobrostanu zwierzat oraz ochrony srodowiska naturalnego.

Wspblnym mianownikiem zaréwno biezacej sytuacji w hodowli i chowie bydia
mlecznego jak i przedstawionej wizji produkcji mleka w najblizszych kilkudziesigciu latach
jest dynamiczny wzrost zapotrzebowania na sktadniki pokarmowe (energia i bialko) rosnace
wraz z wydajnoscig oraz coraz wieksze trudnosci w ich zaspokojeniu. Krowy mleczne jako
przezuwacze ze wzgledu na specyficzng budoweg uktadu pokarmowego sa doskonale
przygotowane do pobierania i produkcji energii z pasz objetosciowych zawierajacych
weglowodany strukturalne. Z drugiej strony aktualnie wyzwaniem jest maksymalizacja
wykorzystania sktadnikéw pokarmowych z wyzej wymienionych pasz w dawkach dla
wysoko wydajnych krow mlecznych w tym réwniez biatka, co pozwoliloby na lepsza
konwersje i ograniczenie niekorzystnego oddziatywania tej grupy zwierzat gospodarskich
na $rodowisko naturalne (m. in. emisja amoniaku). Majac na uwadze przytoczone zaleznosci
kluczowym dziataniem wydaje sie¢ by¢ doskonalenie technologii produkcji pasz
| objetosciowych konserwowanych biatkowych w tym z roslin bobowatych grubo-

i drobnonasiennych.



W krotkim wstgpie Autorka wskazuje lucerne siewna (Medicago sativa L.) wéréd
roslin bobowatych drobnonasiennych jako wieloletnia, odporng na susze, rosline paszows
umozliwiajgcg produkcje bardzo wysokiego plonu biatka ogdlnego. Z drugiej jednak strony,
ze wzgledu na niskie minimum cukrowe oraz duza pojemno$¢ buforowa lucerna siewna
klasyfikowana jest do roslinnego materiatu paszowego trudno ulegajacemu zakiszaniu.
Dodatkowo, bledy popeiniane w technologii produkeji kiszonki z lucerny wplywaja
na znaczne modyfikacje w skladzie chemicznym w tym zmianach w profilu
aminokwasowym, postaci biatka wlasciwego w formy o niekorzystnie wyzszym rozktadzie
zwaczowym lub silnie zdegradowane, co skutkuje miedzy innymi obnizeniem efektywnogci
syntezy biatka mikrobiologicznego w zwaczu zwierzat przezuwajacych. Majac na uwadze
powyzsze zaleznosci Autorka stusznie uzasadnita istote podjetych dziatan zwigzanych
z przeprowadzeniem kompleksowych badaf naukowych majacych na celu zbadanie
sposobéw hamowania proteolizy podczas zakiszania lucerny, co réwnoczesnie mogloby
zwigkszy¢ mozliwosci wykorzystania tej paszy objetosciowej konserwowanej w zywieniu
zwierzat przezuwajacych. Nalezy wigc uznad, ze tematyka podjeta przez Pania mgr inz. Marte
Barbarg Borsuk-Stanulewicz w ramach pracy naukowej jest w pelni uzasadniona o duzym
znaczeniu naukowym i praktycznym.

Autorka konsekwentnie dokonuje przegladu pismiennictwa, a jako kluczowe aspekty
poruszane w tym rozdziale rozprawy doktorskiej mozna wskaza¢ przedstawienie wiedzy
stanowigcej wprowadzenie do ogélnej problematyki badawczej w nastepujacych obszarach:

- znaczenie gospodarcze lucerny;

- charakterystyka zwiazkow azotowych i ich przemian podczas zakiszania;

- omowienie wybranych wskaznikéw charakteryzujacych zakres proteolizy w materiale
kiszonkarskim;

- wskazanie metod mozliwosci ograniczenia proteolizy biatka podczas zakiszania lucerny.

Przeglad literatury jest merytorycznie spojny, w peni odzwierciedla zagadnienia
poruszane w pracy oraz umozliwia trafny wybor kierunku, zakresu i metod prowadzenia
badan naukowych. W tym fragmencie przedstawionej do oceny pracy doktorskiej stwierdzono
nieliczne bledy stylistyczne lub uzycie sformutowan jezyka potocznego, ktére nie umniejszajg
wartosci poznawczych przedstawionych w rozdziale, np.:

- »wczesniejsze badania wykazaty, ze dodatek Lactobacillus buchnerii (....), przy czym
spadek pH byl znacznie wolniejszy w poréwnaniu do traktowania innymi dodatkami
bakteryjnymi”, s. 24;

- ,,w innych badaniach lucerna traktowana celulazg (....)”, s. 26;



»nne zréodlo tanin mozna uzyskaé poprzez dodatek rosliny zasobnych wlasnie
w te polifenole (....)", s. 28;
- »»(...), gdyz dziataly inhibitujaco na bogactwo i réznorodnos¢ mikrobiomu bakteryjnego”,
s. 29;
- ,(...) forma u$piona enzymu”, s. 29;
- ,(...) komonica zwyczajna jest réwnie wartoscia roslinng do zakiszania podobnie jak
lucerna”, s. 32;
- ,;uska, (....) jako by-product”, s. 33.
2. Zdefiniowanie hipotez i celéw badawczych

Doktorantka zawarla cztery zalozenia badawcze zakladajace mozliwos¢ zakiszania
lucerny z komonica zwyczajna lub tuska bobikowa jako Zrédel tanin oraz ditlenkiem wegla
jako metody skrocenia fazy tlenowej fermentacji na ograniczenie procesu proteolizy,
wskazniki przebiegu fermentacji i mikrobiomu kiszonek. Autorka podczas formutowania
hipotez badawczych nie unikneta jednak przeoczen, majacych znaczenie merytoryczne — nie
wspomniala o rozkladzie zwaczowym in vitro biatka lucerny, ktéry wystepuje zaréwno
w tytule pracy doktorskiej jak i celach badawczych. W kolejnym rozdziale zostaly
przedstawione cztery cele badawcze, ktére w mojej opinii moglyby zostaé wyrazone
w dwoch, gdyz zardwno drugi jak i czwarty w sposob ogdlny zostal zawarty w pierwszym.

3. Material i metody badan

Weryfikacja zatozonych hipotez badawczych zostata przeprowadzona w formie trzech
zadan doswiadczalnych zrealizowanych w latach 2020-2022. W poszczegdlnych zadaniach
analizowano wptyw réznych pozioméw dodatku komonicy zwyczajnej, tuski bobikowej oraz
suchego lodu (ditlenek wegla) na sklad chemiczny, wskazniki jakosciowe przebiegu
fermentacji, rozktad zwaczowy in vitro zaréwno suchej masy jaki i biatka ogblnego oraz
mikrobiom kiszonek z lucerny. Opis doswiadczen zostat wzbogacony przygotowanymi przez
Doktorantke przejrzystymi, autorskimi schematami zastosowanych ukladéw doswiadczen,
co znacznie ulatwia ocen¢ merytoryczna.

Badania zostaly przeprowadzone w komercyjnych plantacjach zlokalizowanych
na terenie péinocnej Polski w obrebie jednej gminy, co umozliwito przygotowanie kiszonek
z roslinnego materiatu kiszonkarskiego pozyskanego z obszaru o zblizonych warunkach
glebowo-klimatycznych. Ponadto, w opisie wszystkich zadan badawczych podano
szczegblowe informacje dotyczace charakterystyki roslinnego materiatu do$wiadczalnego
zawierajace numer pokosu i fazy rozwojowej ro$lin (poczatek paczkowania) w momencie

zbioru oraz postgpowania podczas przygotowania kiszonek zgodnie z przyjetymi zalozeniami



doswiadczalnymi. W okresie realizacji badan wykonano w prébach materiatoéw paszowych
szereg analiz chemicznych, mikrobiologicznych oraz rozktadu zwaczowego in vitro suchej
masy 1 biatka ogélnego. W tym miejscu nalezy podkreslié, ze Doktorantka wykazala si¢
bardzo duzym zaangazowaniem i zdolnosciami organizacyjnymi, co potwierdza wykonanie
zréznicowanych i ambitnych zadan badawczych oraz bardzo szerokiego spektrum analiz
laboratoryjnych.

Uzyskane wyniki poddano wiasciwie dobranej, przeprowadzonej analizie statystycznej
1 interpretacji graficznej przy uzyciu programéw komputerowych XLSTAT (XLSTAT,
Addinsoft, UK), Statistica ver. 13.3 (StatSoft, 2013), a takze SigmaPlot ver. 12 (SigmaPlot,
San Diego, CA, USA). Jedyna uwaga do tej czesci pracy sprowadza sie do braku
wyszczegllnienia precyzyjnych modeli statystycznych przeprowadzonej jedno- (zadanie
badawcze I) lub dwuczynnikowej (zadanie badaweze I i III) analizy wariancji.

Majac na uwadze nowatorski charakter zatozefi doswiadczalnych (jak w przypadku m.
in. zastosowania ditlenku wegla w postaci suchego lodu, co potwierdza nieliczne
piSmiennictwo w tym zakresie) oraz szerokie spektrum przeprowadzonych analiz
laboratoryjnych i statystycznych jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze Autorka w bardzo
dobrym stopniu opanowata warsztat badawczy i wykazuje si¢ duza dojrzatoscig naukowa.
W ocenie merytorycznej tego rozdzialu z mysla o dalszej pracy naukowej Doktorantki
1 kontynuacji podjetej tematyki badawczej nasuwa sie réwniez sugestia dotyczgca poszerzenia
zakresu analizowanych czynnikéw do$wiadczanych i podjecia badan majacych na celu
okreslenie wptywu zakiszania lucerny z réznymi zrédtami tanin w zaleznodci od zawartosci
suchej masy ro$linnego surowca kiszonkarskiego.

4. Wyniki badan wraz z dyskusja

Autorka w kolejnym, objetosciowo najobszerniejszym rozdziale dysertacji doktorskiej
liczagcym tgcznie 68 stron przedstawita uzyskane wyniki w formie opisu oraz licznych tabel
1 wykreséw. Ponadto, w obrebie rozdzialu wyznaczyla w spos6b spdjny i logiczny trzy
podrozdzialy zawierajace rezultaty poszczegdlnych zadan badawczych, ktérych opis
merytoryczny wskazuje na konsekwentng weryfikacje zatozen i celow badawczych. Wsréd
najwazniejszych osiagnie¢ naukowych uzyskanych w ramach realizacji poszczeg6lnych
zadaniach badawczych przedstawionych réwniez w dalszych rozdziatach w tym
podsumowaniu oraz uogélnieniach i wnioskach nalezy wskazaé:

- zakiszanie lucerny z komonica zwyczajng w relacji 50:50 wplynelo pozytywnie
na ograniczenie hydrolizy biatka wladciwego oraz mikrobiom kiszonki (eudominanta bakterie

kwasu mlekowego);



- zakiszanie lucerny z dodatkiem tuski bobikowej od 18,0 do 24 % wplyneto pozytywnie na
ograniczenie proteolizy, przy jednoczesnym negatywnym wplywie na zawarto$¢ niestrawnej
frakcji biatka ogdlnego i warto$¢ pokarmowa kiszonki;
- wplyw Zrédta tanin na efektywnos¢ ograniczenia hydrolizy biatka wlasciwego lucerny —
wyzsza z komonicy zwyczajnej w poréwnaniu do tuski bobikowej;
- zastosowanie suchego lodu podczas zakiszania zielonki z lucerny wplyneto pozytywnie
na ograniczenie przemian proteolitycznych;
- zardwno zastosowana dawka suchego lodu (1 g i/lub 2) jak i stopien przewiedniecia zielonki
(po 12 h i 24 h) wplynely na skiad frakcji biatka ogélnego kiszonki z lucerny, jednakze ich
najkorzystniejsza kompilacja (obnizenie PA1 i PA2 przy jednoczesnym podwyzszeniu PB1)
zostata stwierdzona w kiszonce sporzadzonej z przewiednietej lucerny (po 24 h) niezaleznie
od poziomu zastosowanego suchego lodu;
- stopien przewigdnigcia zielonki z lucerny niezaleznie od zastosowanej dawki suchego lodu
wplynely na strukture mikrobiomu kiszonki z dominacjg bakterii kwasu mlekowego.

Dobre przygotowanie merytoryczne do prowadzenia badan naukowych Pani mgr inz.
Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz potwierdza kolejny rozdziat pracy doktorskiej
zawierajacy szczegoélowa dyskusje uzyskanych wynikéw, poparta wiasciwie dobrang
bibliografia zaréwno polsko- jaki anglojezyczng liczaca tacznie 393 pozycje literaturowe.
W obrebie tego rozdzialu wyznaczono réwniez trzy podrozdzialy, ktére konsekwentnie
w swoim brzmieniu odpowiadaja podrozdzialom zawartym w sekcji ,,Wyniki” i odnoszg si¢
do charakterystyki chemicznej, przemian zwiazkéw azotowych, rozktadalnosci zwaczowej
in vitro zaréwno zielonek jak i kiszonek oraz ich mikrobiomu. Autorka zestawiajac liczne
piSmiennictwo przedstawiajace aktualny stan wiedzy w zakresie przeprowadzonych badan
naukowych nie unikneta przeoczen (wymienione ponizej), ktére nie umniejszajg wartosci
merytorycznych przedstawionej do oceny dysertacji doktorskiej i majg jedynie charakter
edytorski:
- piSmiennictwo zawarte w tresci pracy doktorskiej — brak w spisie literatury (Li i in., (2023),
s. 11; Hymes-Fecht i in., (2003), s. 32; Pagella i in., (2017), s. 156; Sousa i in., (2019), s. 176;
Broderick, (2018), s. 177; Wilson i Kennedy (1996), s. 179);
- piSmiennictwo zawarte w spisie literatury — brak w tresci pracy doktorskiej (Grabber (2008),
poz. 103; Pagella i in., (2018), poz. 266).

Na podstawie analizy i oceny dysertacji doktorskiej nasuwajg sie ponizsze sugestie
i pytania, wyrazajac réwnoczesnie swoje oczekiwania dotyczace sformutowania odpowiedzi

1 opinii przez Doktorantke podczas publicznej obrony:



1. Czy oprécz fazy rozwojowej uwzgledniono réwniez inne wskazniki np. zawartos¢ suche;j
masy zardwno w lucernie jak i komonicy zwyczajnej w dniu zbioru zielonek?

2. Jakie zastosowano odmiany lucerny i komonicy zwyczajnej w pierwszym zadaniu
badawczym?

3. Dlaczego w drugim zadaniu badawczym zastosowano stome pszennag jako absorbent
stanowiacy grupy kontrolne pozytywne dla grup doswiadczalnych zawierajacych
zréznicowane poziomy tuski bobikowe;j?

4. Na jakiej podstawie okreslono poziomy dodatku (od 0 % do 24 %) tuski bobikowe;j
podczas sporzadzania kiszonek z lucerny?

5. Dlaczego w trzecim zadaniu badawczym zastosowano suchy 16d o konkretnej $rednicy
16 mm?

6. Dlaczego nie wykonano analizy zawartosci tanin w kiszonkach sporzadzonych z lucerny
zakiszanej z komonicg zwyczajng oraz tuskg bobikowa?

W praktyce podawanie tanin w dawkach pokarmowych dla kréw mlecznych spowalnia pasaz
tresci przez uklad pokarmowy, co moze pozytywnie wplywaé na strawnosé sktadnikow
pokarmowych i poprawi¢ wykorzystanie biatka (mniejszy rozktad w zwaczu, wigce]j biatka
by-pass), a tym samym posrednio ograniczy¢ emisje azotu do S$rodowiska naturalnego.
Z drugiej jednak strony podawanie nadmiaru tego dodatku fitobiotycznego moze negatywnie
wplywaé na pobranie suchej masy dawki pokarmowej i skorelowanymi z nim wynikami
produkcyjnymi (wydajnos¢, ptodnosé). Majac na uwadze powyzsze zaleznosci optymalizacja
dawki tanin pochodzacych z kiszonek przygotowanych zgodnie z przedstawionymi
zatozeniami badawczymi bylaby szczegélnie intersujaca w aspekcie praktycznym, gdyz
aktualna technologia produkcji mleka opiera sie na zywieniu wysoko wydajnej krowy
mlecznej w laktacji dawka pokarmows o znacznym udziale pasz objetosciowych
konserwowanych.

7. Tematyka badawcza podjeta przez Doktorantke w ramach pracy naukowe;j jest nowatorska
o duzym znaczeniu naukowym i praktycznym. Dlatego prosze o wskazanie rezultatéw
bedacych efektem realizacji przeprowadzonych badaf, ktére mozna bezposrednio

zaimplementowa¢ do szeroko pojetej praktyki rolniczej?

Ocena koncowa:

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze uzyskane przez Autorke osiagniecia dotyczace
okreslenia réznych mechanizméw hamowania proteolizy podczas zakiszania lucerny Wnosza

nowe wartosci poznawcze do aktualnego stanu wiedzy oraz wptywaja na rozwoj dyscypliny



zootechnika i rybactwo. Ponadto, stwierdzam, ze przedtozona do oceny dysertacja doktorska
Pani mgr inz. Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz odpowiada warunkom okre§lonym w art.
187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (tekst jednolity:
Dz. U. z 2023 1. poz. 742 ze zm.). W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo, Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty Barbary Borsuk-
Stanulewicz do dalszego procedowania postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie biorac pod uwage warto$§¢ merytoryczng i nowatorski charakter
przeprowadzonych badan oraz mozliwos¢ wykorzystania w praktyce wnosze do Wysokiej
Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo, Wydziatu Bioinzynierii Zwierzat, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o wyréznienie dysertacji doktorskiej Pani mgr inz.
Marty Barbary Borsuk-Stanulewicz. W uzasadnianiu chciatabym podkresli¢ dociekliwo$é
badawcza Doktorantki, ktéra od momentu sformulowania zatozen i celow badawczych
konsekwentnie realizowala swoje zamierzenia, wykazujac sie przy tym bardzo dobra
znajomoscia nowatorskich metod i technik badawczych oraz statystycznych. Na uznanie
zastuguje réowniez fakt duzej pracochtonnosci podjetych badan oraz rzetelna i doglebna
analiza uzyskanych wynikow, ktére w przysztosci z pewnoscia beda podstawa

do przygotowania wartosciowych, oryginalnych publikacji naukowych.
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