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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Grzegorza Wiszniewskiego

pt. ., Wplyw naturalnych preparatéw zawierajacych enzymy owocowe na organizm sterleta

(Acipenser ruthenus)”

wykonanej pod naukowym kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja K. Siwickiego (promotor)

i dr inz. Sylwii Jarmotowicz (promotor pomocniczy)

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dyrektora Instytutu dr inz.
Grzegorza Dietricha z dnia 04.09.2023 r. (RN-000-40/2023) w oparciu o uchwate Rady
Naukowej Instytutu Rybactwa Srédladowego im. Stanistawa Sakowicza w Olsztynie z dnia

15.12.2021 r. o powolaniu mnie na recenzenta.

W ostatnich kilkunastu latach obserwuije sig¢ postepujacy proces intensyfikacji produkcji
zwierzat akwakultury, wplywajacy na wzrost zapotrzebowania na pasze, koniecznos¢
optymalizacji wykorzystania sktadnikow pokarmowych, w tym alternatywnych Zrodel biatka
w zywieniu ryb, zwlaszcza w zamknigtych obiegach recyrkulacyjnych (RAS), przy
jednoczesnym utrzymaniu dobrego stanu zdrowia poprzez odpowiednie dzialania w zakresie
profilaktyki ogolnej oraz immunoprofilaktyki nieswoistej i swoistej. Dlatego wazrasta
zainteresowanie zwiazkami typu probiotyki, prebiotyki, synbiotyki, czy roslinne substancje
aktywne, zwlaszcza pochodzenia naturalnego. Wykazano, ze o ile w przypadku zwierzat

stalocieplnych enzymy egzogenne wplywaja na poprawe warto$ci odzywcze] paszy



i zmniejszenie zanieczyszczenia $rodowiska, w przypadku ryb zagadnienia te sg slabiej
poznane, aczkolwiek dotychczasowe wyniki sa obiecujace. Stwierdzono rowniez, ze substancje
te majg dzialanie immunostymulujace, co w dobie ograniczen w stosowaniu antybiotykow
stwarza szanse lepszego wykorzystania nieswoistej odpornosci humoralnej i komoérkowej

w ochronie zdrowia ryb.

Zatem podjecie badan przez Doktoranta nalezy uzna¢ za w pelni uzasadnione ze
wzgledow poznawczych i praktycznych, tym bardziej, ze wplyw wybranych do badan
enzymoOw na procesy fizjologiczne organizméw wodnych nie zostat do tej pory dostatecznie

zbadany.

Rozprawa doktorska mgr inz. Grzegorza Wiszniewskiego stanowi spojny tematycznie
cykl trzech wieloautorskich publikacji opatrzony wspélnym tytulem ,,Wplyw naturalnych
preparatow zawierajacych enzymy owocowe na organizm sterleta ((Acipenser ruthenus)”.

W skiad cyklu wchodza nastepujace prace:

1. Wiszniewski G., Jarmolowicz S., Hassaan M. S., Mohammady E. Y., Soaudy M. R.,
Luczynska J., Tonska E., Terech-Majewska E., Ostaszewska T., Kamaszewski M.,
Skrobisz M., Adamski A., Schulz P., Kaczorek E., Siwicki A.K.: The use of bromelain
as a feed additive in fish diets: Growth performance, intestinal morphology, digestive
enzyme and immune response of juvenile Sterlet (4cipenser ruthenus). Aquaculture
Nutrition 2019, 25(6): 1289-1299, doi.org/10.1111/anu.12949 (IF2019=2,231)

2. Wiszniewski G., Jarmolowicz S., Hassaan M.S., Soaudy M.R., Kamaszewski M.,
Szudrowicz H., Terech-Majewska E., Pajdak-Czaus J., Wiechetek W., Siwicki A.K.:
Beneficial effects of dietary papain supplementation in juvenile sterlet (4cipenser
ruthenus): Growth, intestinal topography, digestive enzymes, antioxidant response,
immune response, and response to a challenge test. Aquaculture Reports 2022, 22:
100923, doi.org/10.1016/j.aqrep.2021.100923 (IF2022=3,385)

3. Wiszniewski G., Jarmotowicz S., Hassaan M.S., Kamaszewski M, Szudrowicz H.,
Terech-Majewska E., Kowalski K., Martynow J., Szczepanski J., Siwicki A.K.: Dietary
effect of actinidin enzyme on growth, digestive enzymes acitivity, immunity, liver and
intestine histology of juvenile sterlet sturgeon (Acipenser ruthenus). Aquaculture
Reports 2022, 25: 101196, doi.org/10.1016/j.aqrep.2022.101196 (IF2022=3,385)

W przedstawionym cyklu, opublikowanym w latach 2019 — 2022, wszystkie publikacje to

prace oryginalne, opublikowane w jezyku angielskim w renomowanych czasopismach



znajdujacych sie w bazie JCR — Aquaculture Nutrition (1 praca) i Aquaculture Reports
(2 prace). Wspotczynnik wptywu (Impact Factor — IF) tych publikacji wynosi 2,231 i 3,385,
a sumaryczny IF prac tego cyklu - 9,001.

Wszystkie prace sg opracowaniami zbiorowymi, we wszystkich Doktorant jest pierwszym
autorem, a Jego wklad pracy w ich powstanie w ujgciu procentowym zostat okreslony na 50%,
co znalazio potwierdzenie w stosownych o$wiadczeniach wspétautorow. Stanowi to dowod
pierwszoplanowej roli Doktoranta w opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu czgsci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikéw oraz przygotowaniu

publikacji.

Opracowanie przedstawione przez Doktoranta, zawierajgce publikacje stanowiace
rozprawe doktorska, liczy 31 stron maszynopisu i obejmuje, poza strong tytulowa w jezykach
polskim i angielskim oraz podzigkowaniami, Wykaz przedmiotowych publikacji, Spis tresci,
Streszczenia w jezykach polskim i angielskim, Wstep i cel pracy, Material i metody, Wyniki,
Dyskusje, Wnioski, Literatur¢ oraz zalaczniki w postaci oswiadczen Doktoranta

i wspolautoréw o udziale w publikacjach i kopie publikacji.

We ,,Wstepie” Doktorant szczegétowo uzasadnit potrzebe podjecia badafi, wynikajaca
z intensyfikacji produkcji w akwakulturze, poszukiwania nowych rozwigzan w zywieniu ryb,
zwlaszcza w systemach zamknietych oraz koniecznosci wspierania wrodzonej odpowiedzi
immunologiczne]j jako alternatywa konwencjonalnych srodkéw profilaktyczno-leczniczych.
Omo6wil whasciwosci i zastosowanie enzymoéw owocowych — bromelainy, papainy i aktynidyny
zwracajac uwage, ze wplyw tych enzymow na procesy fizjologiczne zwierzat akwakultury

zostat jak dotychczas stabo poznany i wymaga dalszych badan.

Cel pracy zostat jasno okreslony i obejmowal oceng wptywu podawania z pasza 1% 1 2%
dodatku enzyméw owocowych — bromelainy (z fodyg i owocow ananasa), papainy (z lateksu
papai) i aktynidyny (z owocoéw kiwi) na tempo wzrostu, histologi¢ watroby i przewodu
pokarmowego, aktywno$¢ wybranych enzyméw trawiennych oraz wybrane parametry
nieswoistej odpornosci humoralnej i komoérkowej. Badania przeprowadzono na mtodocianych
formach sterleta (Acipenser ruthenus), ryby rozpowszechnionej w akwakulturze, opornej na

manipulacje i stres oraz latwo adaptujacej si¢ do mowych warunkéw srodowiskowo —

zywieniowych.

W ,Materiatach i metodach” oméwiono skrétowo warunki prowadzenia doswiadczen,

zasady przygotowywania paszy doswiadczalnej, oceniane wskazniki hodowlane, metody badan



aktywnosci enzymoéw trawiennych, analizy histologicznej wybranych tkanek oraz badane

wskazniki immunologiczne.

Badania przeprowadzono w Zakladzie Ichtiologii, Hydrobiologii i Ekologii Wod IRS-PIB
w Olsztynie. Utworzono trzy oddzielne obiegi recyrkulacyjne (RAS), zlozone z trzech basenow
o pojemnosci 280 dm?® kazdy. Do badan uzyto Iacznie 180 ryb podzielonych na trzy grupy —
dwie doswiadczalne i jedng kontrolng (trzy warianty zywieniowe) w trzech powtorzeniach,
kazdorazowo poddawanych 7-dniowej aklimatyzacji. W trakcie doswiadczenia, trwajacego 56
dni stale monitorowano wiasciwosci fizyko-chemiczne wody (temperatura, zawartos¢ tlenu
i azotu amonowego, pH). Stosowano komercyjng pasze¢ Nutra T-2.0 (Skretting, Francja)
z dodatkiem bromelainy, papainy lub aktynidyny odpowiednio 1g i 2g/100g paszy (grupy
dos$wiadczalne) lub bez dodatku enzyméw w grupie kontrolnej, ktorg przechowywano w temp.
+4°C i podawano rybom 12x/dobg, raz w tygodniu korygujac dawke pokarmowa. Dokonywano
pomiaréw masy ciata i dtugosci catkowitej oraz okreslano wskazniki wzrostu i wykorzystania
paszy — dobowy i wzgledny przyrost masy ciata (DGR i SGR) oraz wspotczynniki — kondycji
ryb  (CF), pokarmowy pasz (FCR), wydajnosci wzrostowej bialka (PER),
watrobowosomatyczny (HSI) i trzewiowosomatyczny (VSI). Pobierano wycinki jelita
przedniego i tylnego i oceniano aktywno$¢ enzymow endogennych — fosfatazy alkalicznej
i kwasnej, aminopeptydazy leucynowej, trypsyny, lipazy i amylazy. W ostatnim dniu
do$wiadczenia pobrano watrobe i srodkowy odcinek przewodu pokarmowego celem oceny
wielkosci hepatocytow i ich jader, a w jelicie mierzono grubos$¢ migsniowki, wysokos¢ fatdow
jelitowych, enterocytow i przestrzeni nadjadrowej oraz wielkos¢ jader enetrocytow. W zakresie
wskaznikéw immunologicznych w plazmie krwi mierzono poziom biatka catkowitego
i immunoglobulin, aktywno$¢ lizozymu i zawarto$¢ ceruloplazminy (wskazniki nieswoistej
odpowiedzi humoralnej), a w $ledzionie okreslano aktywnos¢ metaboliczng i fagocytarng
makrofagéw oraz aktywnos¢ proliferacyjna limfocytow T i B. Szczegoty metodyczne zostaly

przedstawione w publikacjach stanowigcych rozprawg doktorska.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy pomocy programu GraphPad Prism
lub SAS (Soft. Inc., USA), a réznice miedzy grupami oceniano jednoczynnikowg analizg
wariancji ANOVA oraz testami post hoc Tukeya lub Duncana. Wartosci przedstawiono jako

$rednie + odchylenie standardowe.

W kolejnym podrozdziale ,Wyniki” Doktorant przedstawil skrétowo, opisowo
i tabelarycznie uzyskane w trzech eksperymentach wyniki badan, oddzielnie w zakresie
wskaznikéw wzrostowych i wykorzystania skladnikéw pokarmowych, wplywu enzymow



owocowych na aktywnos¢ enzymoéw trawiennych, analizy histologicznej watroby i jelita

cienkiego oraz parametréw nieswoistej odpowiedzi humoralnej i komérkowe.

Kolejny rozdzial ,,Dyskusja” obejmuje syntetyczna, krytyczna analiz¢ wynikow badan
wiasnych w Swietle tych uzyskanych przez innych badaczy u réznych gatunkow ryb.

Z przeprowadzonych badari Doktorant sformutowat 6 wnioskow, ktére w petni pokrywaja

wytyczony obszar badan i dowodzg spelnienia zatozonych celéw badawezych.

Opracowanie konczy wykaz 64 pozycji starannie dobranego, numerowanego,
anglojezycznego pismiennictwa. W przypadku stosowania numeraciji pozycji pi$miennictwa
nie ma potrzeby podawania w opracowaniu nazwisk autoréw cytowanych prac, wystarcza

numery.

Na koricu opracowania przedstawiono kopie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska,

przeplatane o$wiadczeniami wspotautorow.

Tematyka publikacji wchodzacych w skiad cyklu stanowigcego rozprawe doktorska jest
merytorycznie spojna. Umiejetnie okreslone i zaplanowane, a nastepnie konsekwentnie
wykonane eksperymenty, przy uzyciu réznorodnych metod i technik badawczych, z udzialem
zespolu wspdlpracownikéw, przyniosty szereg bardzo interesujgcych i wartosciowych
wynikéw o znaczeniu zaréwno poznawczym, jak i aplikacyjnym, mogacych znalezé szerokie

zastosowanie w akwakulturze.

Badania wykazaly, Ze suplementacja paszy enzymami owocowymi, uzyskanymi z owocow
ananasa (bromalaina), papai (papaina) i kiwi (aktynidyna) ma korzystny wplyw na poprawe
wykorzystania skladnikéw pokarmowych i tempa wazrostu sterleta. Badane substancje
stymulowaly sekrecje enzyméw trawiennych w jelicie cienkim wspomagajac trawienie
pokarmu oraz mialy wplyw na zwigkszenie powierzchni absorpcyjnej enterocytow
1 wehtanianie sktadnikow odzywezych. W trakcie badan nie stwierdzono zmian patologicznych
w narzagdach wewng¢trznych ryb oraz negatywnego wplywu na wybrane parametry fizyko-
chemiczne wody. Podkreslenia wymaga stymulujacy wplyw wszystkich badanych substancji
na wybrane parametry nieswoistej odpornosci humoralnej i komérkowej ryb. Dowiedziono
zatem przydatnosci enzyméw owocowych — bromelainy, papainy i aktynidyny jako dodatkow
funkcjonalnych w zywieniu ryb, mogacych jednoczeénie stanowi¢ wazny element

immunoprofilaktyki nieswoistej w akwakulturze.



Reasumujgc nalezy stwierdzic, ze spojny tematycznie cykl trzech publikacji, stanowiacy
rozprawe doktorskg, wigkszosciowego wspolautorstwa mgr inz. Grzegorza Wiszniewskiego
w opracowaniu zalozeni badawczych, wykonaniu badan, analizie i interpretacji wynikéw,
przygotowaniu dokumentacji oraz tworzeniu i korekcie publikacji jest oryginalnym,
kompleksowym i wartosciowym opracowaniem dotyczacym oceny wykorzystania naturalnych
preparatow zawierajacych enzymy owocowe na wzrost produkcyjnosci i stan zdrowia form
miodocianych sterleta. Opracowanie to moze przyczynic si¢ optymalizacji wykorzystania pasz
i skuteczniejszej ochrony zdrowia ryb poprzez stymulacje odpowiedzi immunologicznej.
Przeprowadzone badania zawieraja szereg elementow nowatorskich, zostaly wykonane
metodycznie poprawnie, z zastosowaniem metod i technik wiasciwych dla tego typu badan,
a Doktorant przy ich wykonywaniu i opracowywaniu wynikéw wykazal sie odpowiednig
wiedza merytoryczng oraz umiejgtnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

i wspotpracy w zespotach badawczych.

Prace stanowiace rozprawe doktorska byly przed opublikowaniem recenzowane, dlatego
ich ponowna recenzja jest nieuzasadniona. Przedstawione przez Doktoranta opracowanie jest
elementem pomocniczym, stanowigcym pewne uzupelnienie i podsumowanie samych
publikacji. W moim przekonaniu recenzja tego jednorazowego opracowania, ktére nie bedzie
podlegato publikacji na wzér monograficznych rozpraw doktoranckich nie jest konieczna,

aczkolwiek powinno ono by¢ przygotowane poprawnie.

Szczegblowa analiza przedstawionego opracowania zawiera pewne usterki czy
niedociggnigcia, zaznaczone w tekécie w trakcie czytania, ktérych w recenzji nie begd¢
wyszczegblnial. Istotniejsze w mojej ocenie sg odpowiedzi na pytania dotyczace celu
wykonania tych badan, opracowania publikacji tworzacych cykl jednotematyczny, elementow
nowatorskich, jakie wnosza one do nauki, wykonawstwa zgodnego z przyjetymi zalozeniami
badawczymi przy pomocy nowoczesnych metod i technik badawczych i ewentualnie wskazanie
nowosci w badanym obszarze, jakie pojawily si¢ od momentu opublikowania prac
wchodzacych w skiad cyklu. Odpowiedzi na te pytania mozna znalez¢ w tekscie opracowania,

dlatego moja ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Grzegorza Wiszniewskiego jest wysoce

pozytywna.

We wniosku konczacym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska,
stanowigca spdjny tematycznie cykl trzech publikacji pod wspdlnym tytulem ,,Wplyw
naturalnych preparatéw zawierajacych enzymy owocowe na organizm sterleta (Acipenser

ruthenus)” odpowiada warunkom okre§lonym w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo



o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 . poz. 1668 z pézn. zm.), dlatego przedkiadam
Radzie Naukowej Instytutu Rybactwa Srodladowego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie mgr

inz. Grzegorza Wiszniewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr/hab. Wojciech Szweda



