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1. Wprowadzenie

Opornos¢ mikroorganizmdéw w hodowli zwierzat stanowi powazny problem zaréwno ze wzgledu na
zagrozenie dla zdrowia konsumenta jak rdwniez ze wzgledu na zanieczyszczenie srodowiska. Wynika to
miedzy innymi z naduzywania lub niewtasciwego stosowania antybiotykdéw, ktére prowadzi do
pojawienia sie opornych szczepéw bakterii. Szereg badan wskazuje na powigzanie rozwoju bakterii
antybiotykoopornych z praktykg stosowania antybiotykdw jako stymulatoréw wzrostu u zwierzat, co
w konsekwencji moze stanowi¢ powazine zagrozenie dla zdrowia ludzi. Stosowanie antybiotykdw
w hodowli zwierzat réwniez budzi obawy, poniewaz moze prowadzi¢ do skazenia produktow miesnych
opornymi bakteriami, co utrudnia ich leczenie w przypadku infekcji. Aby rozwigzac ten problem, wiele
krajéw wdrozyto przepisy i wytyczne majace na celu ograniczenie stosowania antybiotykéw w hodowli
zwierzat i promowanie odpowiedzialnego zarzgdzania srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Ponadto
badane s3 alternatywne podejscia, takie jak probiotyki, prebiotyki i dodatki paszowe pochodzenia
rodlinnego, jako potencjalne alternatywy dla antybiotykéw w hodowli zwierzat. Szczegdlng uwage
zwraca sie na ekstrakty ziotowe, ktére majg witasciwosci antybakteryjne i mogg by¢ stosowane jako
zamiennik antybiotykdw w paszach dla zwierzat. Miedzy innymi duze nadzieje poktada sie w stosowaniu
olejkéw eterycznych z roslin takich jak oregano, tymianek i lawenda, ktdre majg wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, i ktére mozna stosowac jako alternatywe dla antybiotykéw. Z tego wzgledu
uwazam, ze zadanie, ktore postawit przed sobg mgr inz. Hubert Iwinski, a mianowicie opracowanie
sktadu, formulacji i wdrozenie do produkcji preparatow o wtasciwosciach przeciwpasozytniczych
i przeciwpierwotniaczych opartych na wybranych sktadnikach pochodzenia roslinnego, jest w petni

uzasadnione zarowno ze wzgledéw poznawczych jak i aplikacyjnych.



2. Ogdlna charakterystyka ocenianej pracy:

Praca doktorska zostata zrealizowana w ramach Il edycji programu ,Doktorat Wdrozeniowy”
(MNIiSW) we wspodtpracy z firmg AdiFed, w ktdérej Doktorant wykonat czes¢ badan.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata napisana w formie zbioru 3 publikacji oraz
6 patentéw zebranych na stronach 21-124, ktére stanowig czes¢ wynikowg rozprawy oraz wdrozenia,
ktore zostato opisane na stronach od 126 do 140. Dysertacja obejmuje 165 stron, na ktére sktadaja sie:
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep teoretyczny, cel, wyniki i dyskusja, w ktorej zawarto
kopie 3 publikacji, testy toksycznosci oraz zbiér 6 patentdow, wdrozenie, wnioski, o$wiadczenia
wspotautoréw publikacji, dorobek naukowy oraz spis literatury. Cytowane pismiennictwo obejmuje
21 pozycji literaturowych, w tym wiekszo$¢ z ostatnich 15 lat co $wiadczy o dobrym rozeznaniu
Doktoranta w aktualnej tematyce badawczej. W uktadzie pracy zastosowano dos¢ nietypowe podejscie,
gdzie syntetyczny opis wynikow znajduje sie jedynie w streszczeniu a w opinii recenzentki mozna byto
sie podja¢ nieco szerszego opisu w czesci dotyczgcej wynikow i dyskusji. Pewnym utatwieniem w analizie
uzyskanych wynikéw mogtby by¢ réwniez zamieszczony w pracy schemat przeprowadzonych badan.

We wstepie Doktorant przedstawit skrécony opis problemu stosowania antybiotykéw w hodowli
zwierzat, definicje i sposoby eliminacji kokcydiozy za pomocg alternatywnych do antybiotykéw terapii.
Dodatkowo wstep zawiera informacje na temat firmy AdiFeed ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na
doswiadczenia pracownikéw w zakresie wykorzystywania naturalnych roslinnych substancji do produkcji
mieszanek paszowych, ktére polegato na prowadzeniu badan wstepnych z wykorzystaniem ekstraktow
z m.in. berberysu zwyczajnego, czgbra ogrodowego, tataraku zwyczajnego, katalpy zwyczajnej, paulowni
omszonej, wortycza pospolitego. W badaniach tych okreslano sktad jakosciowy ekstraktow (wyniki nie sg
przedstawione w pracy doktorskiej) oraz ich dziatanie pierwotniakobdjcze (wyniki réwniez nie sg
dotgczone), co w efekcie sktonito pracownikéw firmy do podjecia dalszych badan nad mozliwoscig
stworzenia nowych kompozycji przeciwdrobnoustrojowych opartych na olejkach eterycznych
pozyskanych innych roslin oraz kwasach organicznych i jonach metali. We wstepie, w ostatnim akapicie
zamieszczono cze$¢ osiggnie¢ Doktoranta, co jest dosy¢ nietypowym podejsciem. Zwykle wstep konczy
sie uzasadnieniem wyboru tematyki badawczej i wyznaczeniem celu pracy. We wstepie wspomniano, ze
wyniki zostaty zamieszczone w 4 publikacjach, jednak przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
zostata napisana w formie zbioru 3 publikacji. Dodatkowo we wstepie pojawia sie zdanie:
»,Zaobserwowano, iz najwiekszym potencjatem przeciwdrobnoustrojowym charakteryzowaty sie
ekstrakty pozyskane z roslin zawierajgce olejki eteryczne i uzyskane z nich destylaty.”, w tym miejscu
nasuwa sie pytanie, gdzie byly wykorzystywane ekstrakty pozyskane z rodlin, gdzie destylaty a gdzie
komercyjnie dostepne olejki eteryczne?

Podsumowujac ogdlng charakterystyke pracy, uwazam, ze rozprawa jest zredagowana poprawnie

z niewielky liczbg bteddw literowych i stylistycznych, niektdre z obowigzku recenzentki pozwole sobie



wymienic: str. 14 jest ,,ilos¢ zgtoszen” a powinno by¢ ,liczba zgtoszen”, str. 15 jest ,ilosci incydentéw”,
powinno by¢ ,liczby incydentéw” (,,ilos¢” — do rzeczownikdéw niepoliczalnych a ,liczba” do policzalnych).
W publikacji 3 zamieniono strone 14 i 15 (strona 15 wstawiona jest przed 14), str. 19 jest ,, wtasciwosci”
powinno by¢ ,wtasciwosciach”, str. 142. Jest , efektywnosé kontekscie”, powinno byc¢ ,efektywnosc

w kontekscie”.

3. Ocena merytoryczna pracy

W oparciu o dokonany przeglad pismiennictwa oraz badania wstepne Doktorant okresla cel prac
badawczych, ktérym byto opracowanie sktadu, formulacji oraz wdrozenie do produkcji preparatow
o wiasciwosciach przeciwpasozytniczych i przeciwpierwotniaczych opartych na wybranych sktadnikach
pochodzenia roslinnego. Za pewne niedociggniecie mozna uznac¢ brak hipotezy badawczej, ktérej
postawienie zwykle utatwia uzyskanie odpowiedzi na pytanie badawcze. Nastepnie Doktorant okresla
parametry, ktore byty brane pod uwage w czasie opracowywania preparatu: skutecznosé bdjczg wobec
pierwotniakdéw, brak skutkéw ubocznych dla zwierzat, pozostatosci sktadnikéw aktywnych, w tym
zapachowych w miesie, dostepnos¢ komponentéw do jego produkcji, powtarzalnos¢ sktadu surowca,
cene jednostkowg surowca, prawne aspekty wprowadzania na rynek oraz stabilnosé¢ otrzymanych
formulaciji.

Cze$¢ doswiadczalng pracy stanowig trzy publikacje pochodzace =z lat 2022-2023,
w ktdrych Doktorant jest pierwszym i korespondencyjnym autorem, co zastuguje na pozytywng uwage.
Prace zostaly opublikowane w czasopismach znajdujgcych sie na liscie JCR, a ich sumaryczny
wspotczynnik Impact Factor wynosi 15,371. Wczesniejsza publikacja wynikéw oznacza, ze ich wartosc
naukowa zostata zweryfikowana przez recenzentéw w/w czasopism. Do czesci wynikowej rozprawy
doktorskiej nalezg rowniez testy toksycznosci oraz patenty (6 sztuk) zebrane na 33 stronach.

Pierwsza z zatgczonych publikacji (Antibiotocs, z 2022 roku) dotyczyta okreslenia dziatania
przeciwpierwotniakowego 48 mikstur zawierajgcych w réznych uktadach ilosciowych kombinacje
olejkéw eterycznych, kwasdw organicznych oraz jondw metali takich jak mangan, cynk i miedz. Uzyskane
wyniki wskazaty, ze najwyzszg skutecznoscia wobec modelowych pierwotniakéw (Euglena gracilis,
Gregarina blattarum, Amobea proteus, Paramecium caudatum oraz Pentatrichomonas hominis)
cechowaty sie formulacje zawierajace olejek z drzewa herbacianego oraz cedru w potgczeniu z kwasami
organicznymi oraz jonami manganu i cynku. Wyniki te uwazam za cenne od strony aplikacyjnej jako
mozliwos¢ potencjalnego zastosowania opracowanych mieszanin do hamowania rozwoju
pierwotniakdw. Jednoczesnie, wykorzystujagc zaawansowane technik GC/MS, Doktorant okreslit sktad
poszczegoblnych olejkdw eterycznych, wykazujgc sie umiejetnosciami analitycznymi. W tej czesci pracy

nasuwajg mi sie nastepujace pytania:



e Poniewaz sktad jakosciowy i iloSciowy olejkdw eterycznych zalezy od wielu czynnikéow (m.in. miejsca
uprawy, odmiany) powstaje pytanie czy w pracy badano stabilnos¢ sktadu zakupionych olejkéw? Czy
wedtug Doktoranta jest to problem i czy moina go rozwigza¢ chociazby poprzez monitoring
za pomoca analizy GC/MS, GC/FID lub ewentualnie stosowanie wtasnych olejkéw uzyskanych
bezposrednio w firmie?

e W analizie ilosciowej GC/MS wykorzystano standard wewnetrzny, prosze podac jaki.

e (Czy dodatek silnie pachngcych olejkéw eterycznych do paszy moze wptywaé na zwiekszenie lub
zmniejszenie apetytu karmionych zwierzat?

Podobny do pierwszej publikacji schemat zastosowano w trzeciej publikacji (Molecules, 2023) gdzie
analizowano skuteczno$¢ przeciwpierwotniakowego dziatania formulacji zawierajgcych olejek
gozdzikowy, cynamonowy, rozmarynowy i czosnkowy w potgczeniu z jonami metali oraz kwasami
organicznymi. Uzyskane wyniki wskazaty, ze najefektywniejsze wobec modelowych pierwotniakow bylty
mieszaniny zawierajgce olejek gozdzikowy lub rozmarynowy. Ponownie stwierdzono synergistyczny
efekt jednoczesnego zastosowania olejkow eterycznych, jondw metali oraz kwaséw organicznych
na zwiekszenie dziatania przeciwpierwotniakowego. Poniewaz zastosowano kombinacje trzech kwasow:
mlekowego, octowego oraz propionowego, pojawito sie pytanie:

e (Czy na podstawie przeprowadzonych badan mozna uznaé, ze uzyskany efekt jest wynikiem
jednoczesnego dziatania dodatku wszystkich trzech kwaséw czy tez moze jeden z nich by wystarczyt?

Dodatkowo w niniejszej publikacji przedstawiono wyniki potwierdzajgce brak cytotoksycznosci
otrzymanych formulacji oraz zaproponowano nowatorskie rozwigzanie okreSlenia sktadu olejku
eterycznego z czosnku za pomocg analizy NMR co Swiadczy réwniez o swoistych umiejetnosciach
analitycznych Doktoranta.
Trzecia publikacja prezentuje nieco odmienne wyniki, mianowicie skupia sie na badaniach zwigzanych
z zastosowaniem mieszaniny sktadajacej sie pojedynczych terpendw: salicylanu metylu, 1,8-cyneolu,
trans-anetolu, tymolu, mentolu, linalolu oraz p-cymenu do okreslenia skutecznosci dziatania bdjczego
wobec wybranych gatunkéw z rodzaju Sallomonella. Wyniki uzyskane przez Doktoranta wskazujg na
wysoka skutecznosé béjczg opracowanej mieszaniny wobec zaréwno wyizolowanych z zainfekowanych
brojleréow kurzych szczepdw Sallmonelli jak i szczepéw referencyjnych. Poniewaz mieszanine stworzono
mieszajgc w réwnowaznych stezeniach 7 poszczegélnych zwigzkdw, prosze o wyjasnienie:

e Dlaczego te konkretne zwigzki zostaty wybrane?

e Czy w opinii Doktoranta lepiej stosowac¢ mieszanine czystych zwigzkdw czy jednak lepiej stosowaé
ekstrahowane z roslin olejki eteryczne?

Wyniki badan podsumowane sg szeScioma wnioskami bedgcymi odpowiedzig na przedstawiony

w pracy cel oraz zadania badawcze. Doktorant stwierdza w pierwszym wniosku, Ze najbardziej



efektywne okazaty sie potgczenia olejkéw eterycznych gozdzikowego, cynamonowego oraz cedrowego,
brakuje tu jednak informacji w stosunku do czego byty te mieszaniny efektywne, co pewnie mozna
ttumaczyé zastosowaniem skrétu myslowego. Drugi wniosek podsumowuje przeciwpierwotniacze
dziatanie opracowanych fitoncydéw w stosunku do okreslonych grup pierwotniakéw (Euglena gracilis,
Gregarina blattarum, Amobea proteus, Paramecium caudatum oraz Pentatrichomonas hominis) oraz
przeciwbakteryjne dziatanie w stosunku do szczepdw Sallmonella spp. oraz Escherichia coli. Trzeci
whniosek wskazuje na potencjalne dziatanie przeciwnowotworowe opracowanych mieszanin, przy
jednoczesnej niskiej cytotoksycznosci wobec zdrowych komorek. Przy tym wniosku brakuje informacji,
ktorych mieszanin dotyczy niniejsze stwierdzenie. W czwartym wniosku odniesiono sie do badan in vivo
prowadzonych na brojlerach kurzych, ktére wykazaty brak negatywnego wptywu (tu ponownie
przydataby sie informacja czego) na organy wewnetrzne i parametry produkcyjne. Dodatkowo
zaznaczono, ze sktadowe produktu, jak i potencjalne metabolity nie akumulujg sie w miesniu
piersiowym, miesniu udowym, ttuszczu okotojelitowym czy tez watrobie. Tu poprosze o krétkie
wyjasnienie, na podstawie ktorych badan sformutowano niniejszy wniosek? Ostatnie dwa wnioski (5 i 6)
odnoszg sie do stworzenia technologii produkcji, opracowania metody standaryzacji oraz wdrozenia
trzech preparatéw o witasciwosciach przecidrobnoustrojowych przeprowadzonego w firmie AdiFeed,
ktore jest efektem wspétpracy z UP we Wroctawiu. We wniosku 6 prosze o wyjasnienie, czy rzeczywiscie
»skuteczno$¢ opracowanych i wdrozonych produktéw” mozna potwierdzi¢ na podstawie rosngcej

produkgcji, a w konsekwencji sprzedazy?

4, Podsumowanie

W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Huberta lwanskiego
pt. ,Analiza wtasciwosci przeciwpasozytniczych i przeciwpierwotniakowych wybranych ekstraktow
ziofowych”, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Antoniego Szumnego oraz opiekuna
pomocniczego dr n. biol. Henryka Rézanskiego, jest opracowaniem wartosciowym i oryginalnym,
jednoczesnie tgczy aspekty naukowe z praktycznymi stanowigc istotny wktad w dyscypline technologii
Zywnoscig i zywienia. Zawarte w trzech publikacjach wyniki badan poszerzajg wiedze naukowg z zakresu
wykorzystania naturalnych substancji do hamowania rozwoju drobnoustrojéw oraz wskazujg na szerokie
umiejetnosci analityczne Doktoranta zardwno z zakresu badan toksycznosci jak réwniez analiz
sprzezonych tj. GC/MS. Rezultatem praktycznego podejscia Doktoranta do uzyskanych wynikéw badan
byto powstanie 6 zgtoszen patentowych, w ktérych zdefiniowano sktad mieszanin opartych na olejkach
eterycznych, kwasach organicznych i jonach metali oraz okreslono zastosowanie do zapobiegania
i/lub leczenia choréb wywotanych przez pierwotniaki. Korcowym efektem doktoratu byto

wprowadzenie do produkcji w firmie AdiFeed Sp. z o0.0. serii preparatéow takich jak adiBiotic®,



naturBiotic®, adiNext® bazujgcych na mieszaninach naturalnych fitoncydéw, opracowanych w czesci
doswiadczalnej niniejszego doktoratu. Do przekazanej do recenzji pracy wigczony zostat takze dorobek
naukowy Doktoranta, na ktdry sktada sie 5 publikacji, 6 monografii oraz informacja o wystgpieniach
i posterach prezentowanych na konferencjach naukowych. Wymienione przeze mnie pytania i uwagi
majg charakter dyskusyjny, i nie umniejszajg wartosci naukowej i aplikacyjnej pracy. Stwierdzam, ze
przedstawiona do recenzji praca odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim i wnosze
do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologii Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu o dopuszczenie mgr inz. Huberta Iwanskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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