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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Lupkowskiej-Grygorcewicz pt.
"Wplyw mikroorganizmoéw probiotycznych wytworzonych w technologii EM® na jakos¢

mig¢sa i wybrane wyniki produkcyjne tucznikow'

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Artura Rybarczyka, prof. Uniwersytetu Przyrodniczego

we Wroctawiu

Jednym z zasadniczych celow produkcji trzody chlewnej jest wytworzenie bezpiecznej
zywnosci o jak najwyzszej jakosci, z jednoczesnym poszanowaniem dobrostanu zwierzat i
srodowiska naturalnego. Od wielu lat prowadzone sa badania nad wykorzystaniem
naturalnych prozdrowotnych dodatkéw paszowych w zywieniu $win w celu poprawy
zdrowotnosci zwierzat, ich wynikéw produkcyjnych, jak réwniez zmniejszenia emisji
szkodliwych gazéw. Z licznych badan wynika, Zze mikroorganizmy probiotyczne LAB
wywieraja korzystny wplyw na organizm $wini, poprzez przede wszystkim poprawe
réwnowagi mikroflory jelitowej u miodych zwierzat. W wielu pracach wykazano takze, ze
stosowanie probiotykdw ma wplyw na przyrosty masy ciata zwierzat, jak rowniez na jakos¢
pozyskiwanego od nich migsa, w tym profil kwaséw thuszczowych i zawartosé cholesterolu w
miesie. Jednak wyniki tych prac sg niejednoznaczne i zalezne przede wszystkim od sktadu
mikrobiologicznego zastosowanego probiotyku, a takze jego dawki. Dlatego tez niezbednym
jest prowadzenie dalszych badan majacych na celu poszerzenie wiedzy w tym zakresie.
Ponadto opracowanie wlasciwego/skutecznego standardu preparatu probiotycznego i
wdrozenie go do praktyki, a wiec wprowadzenie naturalnych, prozdrowotnych dodatkéw
paszowych do zywienia zwierzat na duza skale moze przyczynié si¢ do zmniejszenia zuzycia
antybiotykow leczniczych 1 w konsekwencji ograniczy¢ zjawisko pojawiajacej si¢
antybiotykoopornosci bakterii.

Dlatego uwazam, ze przedstawione mi do recenzji wyniki badan zwigzane z oceng
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migsa i wybrane wyniki produkcyjne tucznikow poszerzaja wiedze w tym zakresie i moga by¢
przydatne dla krajowej produkcji $win.

Rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry Lupkowskiej-Grygorcewicz liczy 119
strony maszynopisu i zawiera oprécz tekstu zasadniczego i spisu pismiennictwa, 19 tabel, 5
rysunkow oraz wykaz skrétéw i akronimow, spis tresci, spis tabel i rycin. Dysertacja napisana
jest w sposob klasyczny, z podziatem na rozdzialy i podrozdziaty. Zawiera streszczenie w j.
polskim oraz angielskim.

Tytut rozprawy doktorskiej jest poprawny.

W rozdziale "Wstep'', Autorka na 2,5 stronach maszynopisu dokonata syntetycznego
wprowadzenia w tematyke wykonanych przez Nig badan. W sposob przejrzysty omowita
problem poprawy zdrowotnosci zwierzat rzeznych i wynikéw produkcyjnych ich tuczu z
wykorzystaniem metod moggcych zastapi¢ antybiotykowe stymulatory wzrostu. Wsrod
najbardziej obiecujacych metod szczegétowo omowita zastosowanie probiotycznych bakterii
kwasu mlekowego (LAB) w zywieniu $§wifi i ich wptyw na zdrowotnos¢, przyrosty masy ciata
tucznikéw, jak réwniez na jako$¢ pozyskiwanego od nich miesa. W rozdziale tym
Doktorantka podkreslita, ze w badaniach naukowych nie ma informacji o istnieniu
uniwersalnego szczepu probiotyku oraz jego dawki dajacej najbardziej pozadane efekty w
tuczu $win. Tym samym wskazala na zasadno$¢ prowadzenia dalszych badan majgcych na
celu poszerzenie wiedzy w tym zakresie.

Nastepny rozdzial pt. "Przeglad piSmiennictwa" liczacy 32 strony maszynopisu,
podzielony zostal na osiem podrozdzialtow. Moim zdaniem rozdzial ten, cho¢ bardzo
ciekawy, jest zbyt diugi. Jego pierwszy podrozdzial, liczacy 10 stron, zawierajgcy informacje
o dodatkach paszowych oraz o lekoopornosci bakterii, niepotrzebnie odsuwa czytelnika od
tematyki pracy doktorskiej. Ponadto Doktorantka analizujgc tak duzy zakres informacji w tym
podrozdziale, mimo widocznej proby opisu zagadnien w ukltadzie chronologicznym, nie
ustrzegla sie omawiania tematow nie dotyczacych dodatkéw paszowych (fragment dotyczacy
antybiotykoodporno$ci wynikajacej z leczenia i programéw monitorujgcych to zjawisko - na
stronie 12) oraz powtdrzeni omawianych tematow. W podrozdziale drugim liczagcym 8 stron,
Autorka skupita si¢ na zasadniczym temacie zwigzanym z dysertacjg, czyli probiotykach. Po
rzeczowym wprowadzeniu w zagadnienie, opisata w kolejnych trzech punktach wiasciwosci
mikroorganizméw probiotycznych, bakterie kwasu mlekowego i drozdze. Trzeci podrozdziat
przegladu pismiennictwa liczacy 2 strony, to "Dziatanie terapeutyczne probiotykow", ktory
moim zdaniem mozna bylo wilaczyé do punktu dotyczacego whasciwosci mikroorganizmow

probiotycznych. W czwartym podrozdziale, liczacym takze 2 strony, Doktorantka oméwita
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zastosowanie probiotykéw w produkcji trzody chlewnej. Poczatek tego fragmentu dotyczacy
zastosowania tych preparatow u prosiat jest niestety opisany dos¢ chaotycznie. W celu jego
usystematyzowania proponuje pogrupowaé opisy badan wzgledem efektéw (zmniejszenie
biegunek 1 $miertelnosci, zwiekszenie przyrostow, poprawe odpornosci), albo rodzajow
probiotykéw wykorzystanych w badaniach. Pozostala cze$¢ precyzyjnie opisuje wplyw
probiotykéw na osobniki doroste, efekt réznych dawek tych preparatow, jak i sposob ich
podawania. W pigtym podrozdziale dotyczacym produkcji migsa pani mg inz. Aleksandra
Lupkowska-Grygorcewicz nie ustrzegla sie¢ bledu wynikajacego zapewne ze skrotu

myslowego lub przejezyczenia. Napisata, ze ,Metody hodowli zwierzat rzeznych ulegaja

dynamicznym przemianom...”. Zapewne chodzito o metody produkcji zwierzat rzeznych, bo
metody hodowli stosuje si¢ w stadach zarodowych produkujacych przede wszystkim materiat
hodowlany przeznaczony do dalszego rozrodu. W ostatnim fragmencie tego punktu znalazty
si¢ informacje, ktore powinny by¢ ujete w széstym podrozdziale dotyczacym jakosci migsa
wieprzowego. W siddmym podrozdziale dotyczacym wartosci odzywczej i wihasciwosci
dietetycznych migsa wieprzowego opisanym w sposéb bardzo interesujacy, tez wkradly sie

bledy i niescistosci. Na stronie 40 na Autorka napisala, ze ,,mi¢so $win ma nizsza zawartos¢

nasyconych kwasow tluszczowych (SFA) i_wyzsza zawartos¢ wielonienasyconych kwasow

thuszczowych (PUFA), co przektada si¢ na lepsza proporcje kwasow thuszczowych.” — zdanie
to stoi w sprzecznosci do wynikow w tabeli 4, jak 1 zdania nastepujacego po nim, w ktérym

autorka stusznie podkreslita, ze ,Ponadto, wieprzowina pomimo mniejszej calkowitej

zawartosci kwasdw tluszczowych PUFA ....”. Niescistoscig jest natomiast stwierdzenie, w

akapicie na tej samej stronie, poréwnujace Srednig zawarto$¢ cholesterolu w czgsciach
jadalnych tuszy wieprzowej do konkretnych wyrebdéw tj. szpondra wotowego, podudzia i
udZca indyczego, czy uda kurczaka. Porownanie takie jest bardzo optymistyczne, ale jednak
nieprecyzyjne i przez to mylace. Wlasciwszym jest zaprezentowane przez doktorantke
poréwnanie tego parametru do $redniej zawartosci cholesterolu w migsie baranim i tuszce
kurczaka. W ostatnim 6smym podpunkcie tego rozdzialu liczacym jedng strong, Doktorantka
opisala badania wskazujace na niejednoznaczny wplyw probiotykow na jako$¢ miegsa
wieprzowego. Ostatni akapit tego punktu jest powtdrzeniem tresci dotyczacych dziatan
terapeutycznych probiotykéw opisywanych na stronie 29.

Ponadto wsréd drobnych btedéw technicznych nalezy wskaza¢ blad na rysunku 1,
gdzie w przedostatnim rzedzie wszystkie prostokaty (biale i szare) zawieraja stowo NIE, a
prawdopodobnie w prostokatach biatych powinno by¢ stowo TAK. Ponadto btednie zapisano
rok cytowanej pracy Adamberg i in. (2001) na stronie 11 oraz danych EUROSTAT (2020),
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(w wykazie piSmiennictwa praca ma wpisany rok 2003, a EUROSTAT 2021). Na uznanie
zashuguje wykorzystanie w tym rozdziale wigkszosci pozycji literatury przedstawionej w
spisie piSmiennictwa, przy czym 45% cytowanego piSmiennictwa dotyczy bezposrednio
zagadnienia zwigzanego z tematem dysertacji.

W rozdziale "Cel pracy", Autorka jasno sprecyzowata cel naukowy podjetych badan
oraz przedstawila pigciopunktowy plan jego realizacji. Dodatkowo Doktorantka wskazata
jaki zamierza osiggna¢ cel praktyczny. W moim odczuciu piaty cel szczegdtowy jest zbedny,
bowiem zawiera sie w pierwszych czterech celach szczegétowych. Ponadto w rozdziale tym
(jak i w tytule pracy) pojawilo sie hasto ,,w technologii EM®. Skrot EM zostal rozwinigty w
spisie skrotéw, natomiast nie znalaztam w calej dysertacji opisu samej technologii. Warto ta
technologi¢ choéby w ogdlnym zarysie opisac.

Kolejny rozdziat ,,Hipoteza badawcza”, napisany jest poprawnie.

Nastepny rozdzial Autorka zatytulowata '"Material, organizacja i metody badan",
tytul rozdziatu jest niepotrzebnie rozbudowany o stowo ,,organizacja”, ktére zawiera si¢ w
stwierdzeniu ,,metody badan”. Generalnie rozdzial ten wymaga uporzadkowania i uzupetnien.
Pierwszy z czterech podpunktéw tego rozdziatu (5.1 Material badawczy), jest zbyt
lakonicznie opisany. W podpunkcie tym brakuje przede wszystkim informacji o ogdlnej
liczbie zwierzat biorgcych udziat w doswiadczeniu. Natomiast kolejne informacje o
zwierzetach objetych badaniami, ktére powinny znalez¢ si¢ w tym miejscu, opisane sa w
podpunkcie trzecim (5.3) tego rozdzialu pt. ,,Uklad doswiadczenia”. Generalnie, w celu
uporzadkowania tego rozdziatu warto tez pogrupowac informacje zawarte w podpunktach pt.
,,Postepowanie badawcze” (5.2) i ,Uklad doswiadczenia” (5.3) w jednym podpunkcie pt
,,Uklad do$wiadczenia”, oczywiscie z zachowaniem chronologii postepowania.

Nalezy tez doprecyzowaé, czy lepiej objasni¢ zapis na str. 46. Autorka podaje:
.,Zgodnie z uktadem doswiadczenia zaprezentowanym na rysunku 3 i w tabeli 6, od 78 dnia
zycia tuczniki z grup doswiadczalnych byty suplementowane w paszy (T1 i T2) preparatem
EM® Probiotyk™”, Niestety ani na rysunku 3, ani w tabeli 6 nie widnieje zadna informacja o
wieku zwierzat. Nie podano tez jak dtugo prosieta byly utrzymywane przy matkach. Ponadto
w punkcie dotyczacym oceny sensorycznej, prosze o wyjasnienie, jak byla przeprowadzana
ocena sensoryczna wodnistosci i sprezystosci migsa surowego. Nie mam dostepu do
cytowanej przez Doktorantk¢ pracy Rézyczka i in. [1968], a jej tytul wskazuje, ze dotyczy
oceny koloru migsa surowego.

W odniesieniu do analiz statystycznych, Doktorantka sprawdzita czy analizowane

cechy majg rozktad normalny, jednak nie podata w pracy wyniku przeprowadzonych testow.
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W zwigzku z tym przy zalozeniu, ze analizowane cechy miaty rozktad normalny uwazam, ze
przeprowadzone podstawowe analizy statystyczne sg prawidlowe. Sugeruje, by dla
wzbogacenia pracy, przy publikacji uzyskanych wynikow w czasopismach naukowych, przy
okresleniu wptywu preparatu probiotycznego na efektywnos¢ tuczu oraz cechy jakosci tuszy i
mie¢sa oraz cechy funkcjonalne migsa i stoniny, model analizy wariancji rozbudowaé o efekty
plci, a w przypadku cech sensorycznych dodatkowo o efekt osoby z panelu. Z obowigzku
recenzenta nadmieniam, ze w pierwszej publikacji z pracy badawczej Doktorantki w 2020
roku, zastosowany model statystyczny uwzglednial obydwa efekty. Szkoda, ze w
przedstawionej mi do oceny dysertacji nie uwzgledniono tej poprawki.

W rozdziale "Wyniki i ich oméwienie'" pani mgr inz. Aleksandra tFupkowska-
Grygorcewicz szczegbtowo omodwita wyniki badan starajac si¢ zachowaé chronologie
omawianych zagadnien. W tym celu podzielila rozdzial na osiem podpunktéw, ktére
zasadniczo odpowiadajg czterem zatozonym w dysertacji celom szczegdélowym tj. okresleniu
wplywu dawki i1 sposobu podania probiotyku na analizowane cechy. Wyniki badan
przedstawione sg w wiekszosci prawidtowo, a drobne btedy, niescistosci, czy moje sugestie
zaznaczylam w manuskrypcie. Jedng mojg uwagg odnosnie prezentacji danych w tabeli 17
jest wynik proporcji kwasoéw tluszczowych n6/n3. Moim zdaniem lesze bylo by
przedstawienie tej proporcji w formie liczby rzeczywistej, co pozwoliloby na statystyczne
porownanie jej wielkosci w analizowanych grupach i pordwnanie uzyskanego wyniku z
pracami innych autoréw. Sugeruje tez by przy przygotowaniu publikacji naukowej, w
rozdziale tym omawiaé¢ wyniki badan bez przywotywania danych umieszczonych w tabelach.
Warto tez zastanowi¢ si¢ nad omdéwieniem wynikéw w formie poréwnania efektu czynnika
doswiadczalnego do grupy kontrolnej, a nastepnie poréwnania wynikéw w obrebie
czynnikéw doswiadczalnych.

W kolejnym rozdziale pt. ,,Dyskusja” Doktorantka starata si¢ uzyskane wyniki badan
poréwnaé z wynikami badan innych autoréw, w wiekszosci piSmiennictwa anglojezycznego,
co $wiadezy o znajomos$ci Doktorantki tematyki badawczej realizowanej na $wiecie z tego
zakresu. Niestety w omoéwieniu tym brakuje chronologii zgodnej z omawianymi wczesniej
wynikami badan. Pojawiajg si¢ rowniez fragmenty nie zwigzane z prezentowanymi w
dysertacji badaniami wlasnymi np. dotyczace wplywu suplementacji prebiotykéw u loch i
prosiat, a nast¢pnie warchlakéw na liczb¢ odsadzonych prosiat czy przyrosty warchlakow, a
takze $Smiertelnos¢ w czasie tuczu. Fragmenty te bardziej pasuja do przegladu literatury. W

moim odczuciu dyskusja uzyskanych wynikow bylyby bardziej przejrzysta, gdyby byla

o

podzielona na podrozdziaty zbiezne z celami szczegoétowymi.




Ponadto nie mogg sie zgodzi¢ ze stwierdzeniem na stronie 72, cytat ,,Do niedawna, selekcji
réznych cech u $win dokonywano na podstawie informacji rodowodowej i genomowej...”.
Zdanie jest zbyt duzym skrotem myslowym. Nadmieniam, ze w Polsce nie prowadzi si¢
selekcji $win zarodowych tylko w oparciu o rodowdd, lecz o wyniki oceny wartosci
hodowlanej, ponadto nie prowadzi si¢ tez selekcji genomowej w obrebie tego gatunku. Poza
tym Dyskusja uzyskanych wynikéw badan dotyczacych wodnistosci, marmurkowatosci 1
smakowito$§ci miesa wymaga szerszego wyjasnienia. Dlaczego oceniana sensorycznie
wodnisto$¢ miesa surowego w grupie EM-3 jest najwyzsza (tabela 16), podczas gdy wyciek
swobodny migsa §wiezego w tej grupie prezentowany w tabeli 14 jest najnizszy. Statystycznie
istotnie wyzsze wyniki dotyczace marmurkowatosci w grupach kontrolnej i EM-3, zgodnie z
badaniami wielu autoréw, powinny przetozy¢ si¢ na wiekszg smakowito$ci migsa, a tak nie
jest (uzyskaty wartosci najnizsze), dlaczego?. Brakuje rowniez lepszego odniesienia wynikow
badan wiasnych dotyczacych wplywu suplementacji probiotykiem na zawarto$¢ cholesterolu
w miegsie. Doktorantka swoje wyniki poréwnuje jedynie z wynikami badan dotyczacymi
zawartosci cholesterolu w surowicy krwi, podczas gdy mozna bylo poroéwna¢ je do badan
Rybarczyk i in. (2015), gdzie prezentowany jest wptyw analogicznej mieszaniny probiotykow
na zawarto$¢ cholesterolu w migsie. Pozostate uwagi dotyczace chronologii, czy niescistosci
zaznaczylam w manuskrypcie.

W rozdziale ,,Stwierdzenia i wnioski” Autorka zawarla 14 punktéw bedacych moim
zdaniem wnioskami z przeprowadzonych badan. Wnioski w wiekszosci skonstruowane sa
prawidlowo i odzwierciedlajg uzyskane wyniki badan. Konieczne jest jednak ich
uporzadkowanie zgodnie z chronologig rozdziatu ,,Wyniki”. Nalezy réwniez doda¢ wniosek o
braku wptywu suplementacji probiotykiem na pH migsa. Ponadto wniosek pierwszy jest
nieprecyzyjny, nie zawiera informacji, ze korzystny efekt suplementacji probiotykiem wraz z
zamglawianiem jest przede wszystkim w pierwszym okresie tuczu. We wniosku 7 jest biad,
grupy EM-Z3 i EM-5 zgodnie z tabelg nr 15, cechuja si¢ migsem o najnizszych wartosciach
tonu barwy. Podobnie w punkcie 10, powinno by¢ ,,najnizszy udziat kwaséw ttuszczowych n-
3...”. Kolejny akapit tego rozdziatu to ,,Wnioski”’, w ktérym w siedmiu punktach, moim
zdaniem, zawarte sg przede wszystkim stwierdzenia. Przy czym pierwsze stwierdzenie jest
zbyt optymistyczne i nie do konca zgodne z uzyskanymi wynikami badan. Po pierwsze
suplementacja i zamglawianie probiotykiem nie ma statystycznie istotnie korzystnego
wplywu na wartos$¢ rzezng tusz w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Po drugie nie mozna tez
powiedzie¢ o zachowaniu satysfakcjonujacej jakosci technologicznej i sensorycznej migsa,

jesli w grupie tej migso $Swieze cechuje si¢ wigkszym wyciekiem w 24h oraz wigksza




twardoscig, sprezystoscig, mniejszg marmurkowatoscig, ponadto ma tez niekorzystnie wyzsza
proporcje kwasow tluszczowych n6/n3. Stwierdzenie w punkcie 3 nie wynika z
przeprowadzonych analiz, bowiem w dysertacji nie szacowano korelacji pomigdzy stopniem
umigsnienia tusz a jakoscig miesa i zawartoscig thuszczu $rédmiesniowego. Ponadto w
rozdziale brakuje wniosku dotyczacego praktycznego wykorzystania wynikow badan tj.
zastosowania dawki czy sposobu podania probiotyku w tuczu $§win, co byto jednym z celow
rozprawy doktorskiej.

W rozdziale ,,Streszczenie” rOwniez wystepujg te same wskazane wczesniej bledy i
niescistosci, zaznaczytam je w manuskrypcie.

Rozdziat pt. "Literatura" jest bardzo obszerny i starannie przygotowany. Obejmuje
306 pozycji literatury, wsrdd ktorych 202 to opracowania obcoj¢zyczne. Nalezy zaznaczy¢, ze
ponad 40% cytowanych pozycji literatury zostatlo opublikowane w okresie ostatnich 10 lat.
Przy tak obszernym spisie literatury sugeruj¢ by poming¢ prace opublikowane przed 2000
rokiem.

Tabele i rysunki, zostaly starannie przygotowane. Proponuj¢ jednak by rysunki
przedstawiajace wykresy, nazwaé wykresami. Ponadto w tabelach 8 i 9 prezentowane sa
$rednie + blgd standardowy, a w catej dysertacji $rednie + odchylenie standardowe. Brakuje
informacji o tej roznicy. W pozostatych tabelach 10-19, kolumna oznaczona jako F
empiryczne dla analizy wariancji wraz z poziomem istotnosci, jest zbedna. Poniewaz w
wierszach precyzyjnie przedstawione sg, za pomoca oznaczen literowych, réznice pomigdzy
wartosciami $rednimi analizowanych grup. W tabeli 15 wystepuje blad w oznaczeniach
wartos$ci statystycznych zaznaczylam w manuskrypcie.

Podsumowujac, prace oceniam pozytywnie, a uwagi ktére zamiescitam w recenzji
oraz zaznaczylam w maszynopisie nie umniejszajg jej wartosci merytorycznej. Stwierdzam,
ze praca zostala napisana poprawnym jezykiem, w sposob staranny, a zakres prowadzonych
badan oraz podjeta aktualna problematyka badawcza wnosi nowe wartosci poznawcze 1
praktyczne. Zastosowano poprawne metody badawcze i wlasciwie dokonano doboru
materialu badawczego, jak rowniez prawidlowo przeprowadzono omoéwienie uzyskanych
wynikéw wraz z ich dyskusja. W mojej opinii przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
mgr inz. Aleksandry Lupkowskiej-Grygorcewicz w petni odpowiada wymogom jakie stawia
dysertacjom doktorskim ,,Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65 poz. 595 z pdzniejszymi

zmianami). Wnosze zatem do Wysokiego Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
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Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Eupkowskiej-

Grygorcewicz do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

%ﬁg// &)~ ﬁ//”M i




