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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Piotra Zigby
p.t. . Zawarto$¢ substancji biologicznie aktywnych w mycelium i owocnikach grzybow
Pleurotus spp. uzyskanych z podiozy suplementowanych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy problematyki wykorzystania grzybow
jadalnych, a w szczegdlnosci gatunkéw rodzaju boczniak (Plewrofus), jako zrodia pierwiastkow
biogennych oraz zwiazkow biologicznie czynnych. Podstawowymi zagadnieniami poruszanymi w
pracy doktorskiej sa zaleznos¢ pomigdzy iloscig (stgZzeniem) wyzej wspomnianych pierwiastkow i
zwiagzkow a rodzajem podioza (ptynna pozywka hodowlana/podtoze do uprawy) i typem materialu
grzybowego (grzybnia/owocniki) a takze efekt, jaki wywiera suplementacja podlozy o sole trzech
pierwiastkow: selenu, cynku i magnezu, istotnych dla zdrowia czlowieka, na zmiang poziomu
akumulacji tych i szeregu innych pierwiastkow oraz produkcjg zwiazkow prozdrowotnych.
Tematyke pracy uwazam za waina z naukowego i praktycznego punktu widzenia. Wpisuje sig ona
w nurt badaf nad wykorzystaniem grzybow jako waznego zrodia substancji wplywajacych
korzystnie na zdrowie cztowieka, w tym stymulujacych i wspierajacych naturalne procesy obronne
organizmau.

Na rozprawe doktorska skladaja sig cztery anglojezyczne artykuly: jeden o charakterze
przegladowym oraz trzy o charakterze badawczym. Wszystkie prace sa wieloautorskie, w trzech z
nich (w tym dwoch badawczych) Pan Piotr Zigba jest autorem pierwszym a w jednej z prac
badawczych takze autorem korespondencyjnym. Wedlug zatgczonych oswiadczen, Doktorant byl
zaangazowany w powstawanie prac na wszystkich etapach: od tworzenia koncepcji (za wyjatkiem
pracy nr 2: Food Chemistry 327, 2020), poprzez opracowywanie metodyki, przeprowadzenie czgsci
uprawowej do$wiadczen, analizy laboratoryjne, opracowywanie i analizowanie oraz interpretacjg
danych az po tworzenie artykulow (od mansuskryptu po odpowiedzi na uwagi recenzentow). W
pracy przegladowej (Acta Mycologica 55[(2], 2020) byl jedng z dwoch osob dokonujacych
przegladu literatury oraz zbierajacych i opracowujacych dane do artykulu. Wszystkie prace
badawcze zostaly opublikowane w czasopismach posiadajacych wysoki wspoiczynnik wplywu (IF)



i wysoko punktowanych przez Ministerstwo Edukacji i Nauki. O ile czasopismo Molecules (o
charakterze otwartego dostgpu, wydawane przez wydawnictwo MDPI), w ktorym opublikowano
dwie ostatnie, kluczowe dla pracy doktorskiej artykuly badawcze, trudno uznaé za selektywne (co
oznacza, ze jego wskazniki parametryczne nie s3 dobrymi predyktorami potencjalnego znaczenia
publikacji), o tyle czasopismo Food Chemistry, (wydawane przez wydawnictwo Elsevier), w
ktorym opublikowana zostala pierwsza z prac badawczych, jest czasopismem selektywnym o
bardzo duzej renomie.

Integralng czgScig pracy jest obszerne podsumowanie w Jjgzyku polskim, zawierajace
najwazniejsze informacje, w tym dotyczace tha problematyki badawczej, celow pracy, stosowane;
metodyki oraz najwazniejszych wynikéw i wnioskow. W czegci te), liczacej ponad 25 stron (w tym
tych z rycinami i tabelami), zawarte s tez podstawowe cele pracy doktorskiej. Cele pracy, chociaz
wymienione w komplecie, w moim przekonaniu zostaly sformulowane nieprawidtowo. Cele
powinny w zwigzly sposob wskazywaé na pytania badawcze, nie powinny jednak zawieraé
wynikow (patrz akapit |, wersy 6 i 7) ani streszczac pracy. W pierwszym akapicie pada
stwierdzenie, ze ,Celem pracy bylo otrzymanie kultur in vitro szesciu gatunkow boczniakow. ..
oraz opracowanie optymalnej metody uprawy tych gatunkow...”. Mogt to by¢ jeden z celow, ale na
pewno nie byl to cel gléwny (na co nie wskazuje rowniez tytut rozprawy doktorskiej). Dalsza czesé
rozdzialu ,,Cele pracy” ma charakter streszczenia/podsumowania (,,Nastgpnie otrzymang biomase
mycelium. ..poréwnano..."”), po czym Autor zauwaza, ze ,Waznym celem... badan bylo tez
okreslenie czy mozliwe jest fortyfikowanie kultur in vitro oraz substratu uprawowego w
biopierwiastki...” - oczywiscie, Ze jest to mozliwe, nie to jest jednak najwazniejsze; najwazniejsze
Jest pytanie jak taka fortyfikacja wplywa na akumulacj¢ pierwiastkow i produkcje substancji
biologicznie czynnych. Uzycie stowa ,tez” powoduje, ze ma si¢ wrazenie, Ze jest to cel dodatkowy
doktoratu, podczas gdy tak naprawde jest to cel glowny i podstawowy. Cele pracy moga by¢
gtowne oraz dodatkowe, powinny tez by¢ wymienione w logicznej kolejnosci. Tak wige celami
pracy bylo: (1) otrzymanie plynnych kultur myceliarnych szesciu gatunkéw boczniakéw oraz
modyfikacja i optymalizacja (to m.in. nowatorski skiad podioza, opracowany przez Doktoranta)
metody ich uprawy w celu uzyskania surowca o najwyzszej jakoéci (publikacja 2), (2) porownanie
owocnikéw uzyskanych w uprawie oraz grzybni uzyskanej w hodowli plynnej pod katem
jakosciowego i ilosciowego skladu pierwiastkow i substancji biologicznie czynnych (publikacja 2),
(3) sprawdzenie, czy i w jaki spos6b fortyfikacja podiozy hodowlanych oraz substratu uprawowego
wybranymi pierwiastkami wplywa na polepszenie wlasciwosei prozdrowotnych surowca
grzybowego (owocnikéw i grzybni) dwoch gatunkow boczniakow: P djamor i P eryngii
(publikacja 3).

W rozdziale poswigconym metodom, powtérzono opisy metod z artykuléw wehodzacych w
sklad pracy doktorskiej, uzupehniono je jednak o kilka szczegolow 1 aspektow, ktdre ze
zrozumialych wzgledow nie mogly znalez¢ sie w publikacjach. Tu migdzy innymi znalaz} si¢ pelen
sktad pozywki Oddoux, co jest o tyle istotne, ze w zadnej z publikacji ten sklad nie zosta} podany a
dostep do oryginalnej publikacji z jego skladem jest bardzo mocno utrudniony. O ile metody analiz
chemicznych podano skrétowo, ale wymieniajac je wszystkie, o tyle metody statystyczne w
zasadzie nie zostaly w ogole wymienione (chociaz sq dostgpne w publikacjach). W rozdziale tym
(podrozdziat ,Metoda pozyskania owocnikow Plewrotus "), pada informacja o autorsko
opracowanym skiadzie podlozy hodowlanych oraz optymalizacji warunkéw uprawy, tymezasem ani
W tym miejscu ani w zadnym z artykutow badawczych (co jest zrozumiate, poniewaz nie dotyczyty
one tego aspektu) i w artykule przegladowym (z definicji nie ma w nim wlasnych danych) nie zostat
przedstawiony sposob opracowywania uprawy (od momentu wyj$ciowego, poprzez do$wiadczenia
prowadzace do uzyskania pozadanego, najlepszego wyniku uprawy, korzystanie z konkretnych



inspiracji i Zrodet itd.), a jedynie koncowy efekt, a szkoda, poniewaz bylaby to cenna informacja,
tym bardziej, Ze Autor wiasng pracg doszedt do spektakularnych wynikow. Polskojezyczne
podsumowanie byloby odpowiednim migjscem do zaprezentowania doswiadezenia Doktoranta jako
specjalisty uprawy grzybéw. Dodatkowo, opracowanie autorskich metod uprawy jest wymieniane
jako jeden ze (wstgpnych) celow pracy.

Wydaje sig, Ze zupelnie niepotrzebne bylo wprowadzanie rozdziahu wotreszezenia
zalgczonych publikacji”, skoro we wezesniejszych rozdziatach podano metodyke wszystkich prac a
w kolejnym ich wyniki. W rozdziale ,,Wyniki” znalazty sig tez metody, co nie bylo konieczne,
poniewaz wymienione zostaly we wczesniejszych rozdziatach (@ w kazdym razie wszystkie
konieczne informacje na ten temat powinny byly si¢ tam znalezé).

W rozdziale podsumowujgcym wyniki nie jest dla mnie zrozumiale zestawianie ze soba
danych o najwyzszej i najnizszej zanotowanej zawartoéci pierwiastka/substancji, kiedy obydwie te
wartosci wystapily u réznych gatunkéw Plewrotus i dotyczyly zupelnie innych pierwiastkow/
substancji (np. Rozdziat 8.1, wersy 10-12). Moje zastrzezenia budzi réwniez podstawa, na ktorej
oparto wybor dwoch gatunkow Pleurotus do do$wiadczen, ktérych wyniki zaprezentowano w
publikacjach nr 3 i nr 4, a wige kluczowych dla pracy doktorskiej. W rozdziale 8.2 Autor bardzo
ogolnie zaznacza, Ze podstawq byly dane oraz wyniki analiz zaprezentowane w pracy nr 2, ale nie
wskazuje na konkretne powody. Z pewnoscia powodem wyboru P eryngii do doswiadczen z
suplementacjg zwigzkiem selenu nie byta najwyzsza zanotowana wartosé stgzenia tego pierwiastka,
poniewaz zarowno w przypadku grzybni jak i owocnikéw najwyzsze wartoéci zanotowano dla P
florida. Podobna sytuacja jest w przypadku wyboru gatunku do do$wiadczen z suplementacja
zwigzkiem magnezu - wsrod gatunkow o najwyzszych stezeniach tego pierwiastka nie znalazl sie
wybrany do badan P. diamor - byly nimi P. citrinopileatus, P. eryngii i P. pulmonarius. W
przypadku suplementacji zwigzkiem cynku rzeczywiscie podstawa mogla by¢ duza akumulacja
tego pierwiastka w grzybni P. eryngii, chociaz najwyzsze warto$ci dla owocnikéw stwierdzono juz
dla P. diamor i P. ostreatus a nie P. eryngii.

Pomimo, ze dyskusja wynikow jest zawarta w kazdym z trzech badawczych artykulow
wehodzaeym w sklad pracy doktorskiej, w polskojezycznym podsumowaniu najbardziej zwraca
uwage wiasciwie catkowity brak dyskusji spajajacej catos¢ opublikowanych w oddzielnych pracach
wynikow,

Polskie podsumowanie zawiera tez w szeregu miejscach bledy jezykowe i stylistyczne,
wyrazenia kolokwialne i zargonowe (zostaly zaznaczone na manuskrypcie pracy, dostepnym dla
Doktoranta), co powoduje wrazenie, ze zostalo ono napisane w pewnym pospiechu. W tej czesci
znalazlo si¢ rowniez kilka nieznacznych bledow merytorycznych, m.in. blednie przettumaczono
angielska nazwe ,,malt extract” jako ,.ekstrakt maltozowy™ - chodzi, oczywiscie, o ekstrakt stodowy
(Tabela 1, sktad pozywki hodowlanej).

W pierwsze) publikacji badawczej (nr 2) analizowany byl poziom zawartosci szeregu
pierwiastkow oraz zwigzkoéw biologicznie czynnych w grzybni hodowanej na plynnej pozywce
Odoux oraz w pochodzacych z uprawy owocnikach boczniakow. Duza wartos¢ poznawcza ma
analiza pod tym katem wigkszosci (o ile nie wszystkich) uprawianych gatunkéw boczniakow (szesé
gatunkOw). Przy okazji nasuwa si¢ pytanie: jak duzo szczepéw poszezegdlnych gatunkow
boczniakow jest uprawianych w Polsce? Czy sa to pojedyncze szczepy czy tez jest ich wiele? Jesli
wiele, to jaki jest to rzad wielko$ci? Najwazniejszymi wynikami tej pracy bylo stwierdzenie, ze
sklad biochemiczny zalezny jest od gatunku grzyba, a ponadto, Ze poziom produkowanych i
akumulowanych zwiazkow i pierwiastkow jest w wigkszoéci odmienny u grzybni i owocnikow w
przypadku tego samego gatunku, co dotyczy m.in. zwiazkéw fenolowych, istotnych
antyoksydantow. W pracy wskazano rowniez na owocniki boczniaka mikotajkowego, jako cenne



zrodio zwigzkow indolowych. W przeciwiefstwie do owocnikéw to grzybnia boczniakéw (glownie
b. mikolajkowego i b. r6zowego) jest cenniejszym zrodiem ergoteiny i lowastatyny a takze witamin
z grupy B. Bardzo cenng informacja jest stwierdzenie, ze to owocniki sa lepszym zrodlem
makroelementow, natomiast grzybnia rosnaca w podiozu hodowlanym akumuluje wieksze ilosci
mikroelementow. Odmienne wladciwosci biochemiczne owocnikow i grzybni zostaly potwierdzone
rowniez chemometrycznymi analizami statystycznymi w tym przede wszystkim grupujgcymi. Moja
uwagg zwrdcilo kilka aspektow szczeg6lowych: (1) brak analizy stezenia pierwiastkow w pozywce
(co uniemozliwia zbadanie zdolnosci grzybni do bioakumulacji tych pierwiastkow), (2) brak
podanej liczby powtérzen w metodyce (jedynie w uwadze do tabeli znajduje sig¢ lakoniczna uwaga o
N=6, nie wiemy jednak, czy chodzi o replikacje czy autoreplikacje - ta kwestia powinna byla zosta¢
Jednoznacznie wyjasniona w opisie metod), (3) sposéb pobierania prob do badan owocnikow (czy
zastosowano probg zbiorcza ze wszystkich zmielonych owocnikéw z danego worka, czy pobierano
jedynie niewielki wycinek jednego z owocnikéw - co byloby mniej prawidtowe), (4) blad w nazwie
»maltose extract” - chodzi oczywiscie o ,,malt extract” (ekstrakt stodowy) oraz (5) brak szeregu
informacji dotyczacych analiz statystycznych - pojawiajg sie one dopiero w rozdziale poswigconym
wynikom i dyskusji, co nie powinno mie¢ miejsca. Szkoda, ze w artykule brak jest tez odniesienia
uzyskanych wynikow do potrzeb czlowieka w zakresie suplementacji badanymi pierwiastkami oraz
substancjami bioaktywnymi (nie wiemy, czy uzyskane wartosci to duzo czy mato w kontekscie
zapotrzebowania organizmu czlowieka).

W dwoch kolejnych artykulach badawczych (nr 3 i 4), kluczowych z punktu widzenia
tematu pracy doktorskiej, zbadano wplyw suplementacji zwiazkami cynku i selenu (publikacja 3)
oraz magnezu (publikacja 4) na produkcjg zwiazkéw biologicznie aktywnych oraz akumulacje
szeregu makro- i mikroelementéw w grzybni z hodowli plynnej (tu uzyto pozywki identycznej jak
w artykule nr 2) oraz w owocnikach pochodzacych z uprawy (w tym przypadku zastosowano
podioza i warunki zmodyfikowane i zoptymalizowane indywidualnie dla kazdego z badanych
gatunkow pod katem maksymalnej biomasy produkowanych owocnikow). Do najciekawszych
wynikow tych prac z pewnoscig nalezy stwierdzenie, 7e suplementacja tym samym zwiazkiem daje
bardzo rézne efekty w przypadku grzybni hodowanej na pozywce plynnej oraz w przypadku
owocnikow (i prawdopodobnie rowniez grzybni) uzyskanych na podtozach uprawowych, przy
czym na podstawie uzyskanych wynikéw wydaje sie, e wigksze perspektywy ma pozyskiwanie
substancji biologicznie czynnych w formie grzybni niz owocnikéw, Jak pisza autorzy, nie dotyczy
to jednak lowastatyny, ktérej poziom negatywnie reaguje na suplementacje zastosowanymi
dawkami zwiazkow cynku i selenu. Uzyskany efekt rézni sig¢ rowniez w zaleznoéci od zastosowane;
formy zwiazku (dane dla cynku i magnezu) oraz dawki (dane dla magnezu). Suplementacja solami
magnezu spowodowala wyrazne polepszenie jakodci surowca, w tym owocnikéw pod katem
zawartosei nie tylko magnezu ale réwniez zwiazkéw o dziataniu antyoksydacyjnym. W przypadku
tego pierwiastka, jedynie najwyzsza dawka soli powodowata wyrazne obniZenie plonowania.

Dobér zaréwno obiektu badan jak i metodyki a przed wszystkim uktadu doswiadczalnego
Jest czyms$ subiektywnym i nalezy do decyzji autorow, chociaz powinna ona by¢ poparta
konkretnymi motywami. Jednym ze slabszych punktow pierwszej pracy (nr 3) dotyczace]
suplementacji solami cynku i selenu jest brak w nigj elementu doswiadczalnego, ktory
wskazywalby na kierunkowe zmiany w produkcji konkretnych biologicznie czynnych zwigzkow
chemicznych czy akumulacje konkretnych pierwiastkéw w zaleznosci od dawki suplementowane;j
soli. Stad Autor na podstawie otrzymanych danych mogt jedynie stwierdzi¢, jakie efekty niesie
zastosowanie jedynej zastosowanej dawki zwiazku, ale nie mogl da¢ juz zadnych rekomendacji co
do kierunku sterowania dawka dla uzyskania optymalnych wynikéw czy to dla grzybni czy dla
owocnikow. Jest to o tyle istotne, ze wéréd wynikow znajduje si¢ rowniez obnizenie plonowania



owocnikow, co raczej z punktu widzenia ich produkeji byloby nieoplacalne, nawet jeli zawieraja
one podwyzszona zawarto$¢ niektérych substancji. Zastosowane dawki spowodowaly réwniez
obniZenie zawartoéci niektorych z analizowanych zwiazkéw i pierwiastkow. Wydaje sie, ze
najbardziej obiecujace wyniki uzyskano dla suplementowanej grzybni, ale tu nasuwa si¢ pytanie,
czy w takim razie mozliwe jest zastosowanie pozywki Oddoux do produkcji grzybni na skale
zapewniajacg oplacalnos¢? Zastosowanie pozywek o innym skladzie moze daé zupetnie inne efekty.
Rozumiem, ze analiza chemiczna (identyfikacja i zbadanie poziomu) badanych zwigzkéw i
pierwiastkow jest bardzo czaso- i kosztochlonna. Czy zatem nie nalezalo raczej ograniczy¢ analiz
do wybranych, najbardziej cennych czy reprezentatywnych zwiazkow/pierwiastkéw na rzecz
wprowadzenia do doswiadczen roznych dawek soli selenu i cynku? Zastosowany ukiad badawczy
odpowiedzialby na pytanie o kierunkowo$¢ zmian w zawartosci substanciji, ale tez zawierat
konkretne wskazowki do dalszych badan a by¢ moze rowniez mial wartoéé praktyczng poprzez
wskazanie optymalnych dawek (jesli istnieja). Szczegolnie, ze w punkcie 11 Wnioskéw Autor
pisze, ze ,mozliwe jest sterowanie metabolizmem grzybow i skladem biochemicznym surowca
poprzez dodanie do pozywki lub substratu soli i zwigzkow pierwiastkow”, jednak na podstawie
uzyskanych wynikow nie mozna stwierdzi¢, w jaki sposob jest to mozliwe. W ostatniej pracy (nr 4),
dotyczgcej suplementacji solami magnezu, uklad eksperymentalny jest bardziej interesujacy i
problemowy - zastosowano w nim nie tylko dwie rozne sole magnezu ale rowniez rozne dawki, co
dato juz mozliwos¢ bardziej ukierunkowanych wskazowek i przewidywania zmian w skladzie
owocnikow i grzybni.

Przy okazji trzeba zauwazy¢, Ze w Zadnym miejscu (ani w podsumowaniu ani w
poszczegolnych pracach) nie zostal podany powdd zastosowania takich a nie innych dawek soli
wybranych metali. Zatem: czym spowodowany byt wybér takich dawek? W podsumowaniu pada
jedynie lakoniczne stwierdzenie, Ze zostaly one dobrane na podstawie doéwiadczen (jakich? Jakie
byty ich wyniki?).

Bardzo interesujaca czgécia analiz wynikéw obydwu prac byly analizy statystyczne.
Stwierdzono w nich migdzy innymi, Zze pewne grupy zwiazkow chemicznych oraz pierwiastkow
cechuje podobna reakcja na zastosowane w suplementacji dawki pierwiastkéw. Bylaby to
interesujaca wskazowka co do dalszych badan, pozwalajaca na przewidzenie kierunkowych zmian
nie tylko dla pojedynczych pierwiastkow/zwiazkow, ale dla grup substancji. W tym miejscu nalezy
zauwazyc, ze w polskojgzycznym streszczeniu niemal nieobecne sg wyniki analiz statystycznych.

Przedstawione do recenzji prace otwieraja szereg pytan badawczych i1 nowych perspektyw
dalszych badan. Bardzo jestem ciekaw, jak widziatby Doktorant rozwiniecie swoich
dotychczasowych badan, w jakim kierunku powinny pojs¢ wedhug niego dalsze doswiadczenia?

Podsumowujac, mimo pewnych krytycznych uwag, z ktorych cze$¢ na pewno ma charakter
polemiczny, uwazam przedstawione do recenzji publikacje za znaczacy i oryginalny wkiad do
poznania zagadnienia wykorzystania grzybéw z rodzaju Pleurotus jako Zrodia substancji
prozdrowotnych oraz wskazania kierunku dalszych badan o charakterze aplikacyjnym. Na
podkre§lenie zastuguje szeroki zakres badanych zwigzkéw biologicznie czynnych i pierwiastkow,
stwierdzenie, ze suplementacja solami wybranych metali o charakterze prozdrowotnym moie
wplywaé w odmienny sposéb na produkcje pozadanych zwigzkéw chemicznych i akumulacje
pierwiastkéw a ponadto zmiany te mogg zalezec od typu zastosowane] soli danego metalu oraz
mie¢ inny charakter w zaleznosci od typu surowca i podioza (grzybnia z hodowli ptynnych i
owocniki z upraw). Za wazny, chociaz poboczny aspekt pracy, niestety stabo w niej rozwinigty,
uwazam zmodyfikowanie i zoptymalizowanie uprawy dwéch badanych gatunkéw boczniakéw.



Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia warunki okres$lone w art. 13
Ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (z pdéZniejszymi zmianami). Wnioskuje zatem do Rady dyscypliny rolnictwo i
ogrodnictwo Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie o dopuszczenie Pana

mgr. inZ. Piotra Zigby do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo,

Piotr Mleczko



