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Dr hab. Magdalena Kowalczyk Warszawa, 24.08.2023 r.
Pracownia Biotechnologii Bakterii Mlekowych
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgr. inZ. Michata Wtodarczyka
pt. ,Study on effects of resistant dextrin on selected health markers in vitro and in vivo”
(w tfumaczeniu na jezyk polski: “Badanie wptywu opornej dekstryny na wybrane markery
zdrowotne in vitro oraz in vivo”)

wykonanej na Wydziale Biotechnologii Nauk o Zywnosci Politechniki tédzkiej pod kierunkiem prof.
dr hab. inz. Katarzyny Slizewskiej i dr hab. Renaty Barczyriskiej-Felusiak, prof. uczelni

Przygotowana przez mgr. inz. Michata Wtodarczyka rozprawa doktorska dotyczy testowania
opornej dekstryny ze skrobi ziemniaczanej jako potencjalnego prebiotycznego dodatku do
innowacyjnych preparatéw warzywno-owocowych, ktére miatyby wspomagaé¢ odchudzanie dzieci z
nadwagg oraz pozytywnie wptywaé na wybrane markery zdrowotne poprzez indukowanie zmian w
mikrobiocie jelitowej. Podjeta przez doktoranta tematyka badawcza dotyczy bardzo istothego
problemu dzisiejszych czaséw, a mianowicie coraz czesciej obserwowanej otytosci u dzieci i mtodziezy
spowodowanej nadmiernym spozywaniem pokarmow zawierajacych tatwo przyswajalne,
wysokokaloryczne sktadniki odiywcze. Jednoczesnie przedstawiono w pracy mozliwosci
zapobiegania nadwadze i otytosci poprzez zastosowanie Zzywnosci funkcjonalnej korzystnie
oddziatujgcej na mikrobiote jelitowg i utrzymanie prawidtowej masy ciata. Szczegdlnie w krajach
wysoko rozwinigtych zaczeto ostatnio zwracaé uwage na utrzymanie zdrowych nhawykdéw
zywieniowych, m.in. poprzez wzhogacanie diety w btonnik pokarmowy. W ten kierunek wpisujg sie
badania prowadzone nad modyfikowanym btonnikiem — oporng dekstryng opisane w recenzowanej
rozprawie doktorskiej. Zaleta tego typu btonnikéw pokarmowych sg wiasciwosci prebiotyczne przy
jednoczesnym braku niekorzystnego wptywu na wiasciwosci sensoryczne zywnoéci czy na ukiad
pokarmowy cztowieka.

Celem ocenianej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu opornej dekstryny ze skrobi
ziemniaczanej in vitro i in vivo. W zwigzku z tym oceniono wptyw opornej dekstryny na wybrane
markery zdrowotne. Badania obejmowaty m.in. oznaczenie profilu krétkotaricuchowych i
rozgatezionych kwasdw ttuszczowych oraz kwasu mlekowego. Ponadto oznaczono aktywnosé
wybranych enzymdw katowych (a-glukozydazy, B-glukozydazy, a-galaktozydazy, B-galaktozydazy, B-
glukuronidazy). Badania in vitro koncentrowaty sie na oznaczaniu ww. wskaznikdw zdrowotnych w
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ptynie pohodowlanym po wspdlnej hodowli bakterii jelitowych wyizolowanych z prébek katu dzieci
w podtozu hodowlanym wzbogaconym oporng dekstryng wzgledem proby kontrolnej zawierajgcej
glukoze. Badania in vivo obejmowaty oznaczenie wspomnianych markerow zdrowotnych w prébkach
katu dzieci, ktorym podawano preparat warzywno-owocowy wzbogacony dekstryng oporna ze skrobi
ziemniaczanej.

Badania do niniejszej rozprawy byty czesciowo realizowane w ramach grantu finansowanego
przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju pt. ,,Opracowanie i wdrozenie innowacyjnej technologii
produkcji przetwordw warzywno-owocowych nowej generacji wzbogaconych btonnikowym
preparatem ze skrobi ziemniaczanej o whasciwosciach prebiotycznych z przeznaczeniem dla dzieci i
miodziezy” Grant nr POIR.04.01.02-00-0102/17-00 (PreSTFibre4Kids). Na uwage zastuguje fakt, iz
badania prowadzono we wspdtpracy z Akademig im. Jana Dtugosza w Czestochowie, Centrum
Zdrowia Dziecka w Warszawie oraz firmg TYMBARK—MWS w Tymbarku co podkresla zainteresowanie
tematem prowadzonych badan przez przedstawicieli jednostek naukowych, medycznych oraz
przemystu spozywczego i wskazuje na rowniez aplikacyjny charakter badan.

Rozprawa doktorska przygotowana jest w formie monografii w jezyku angielskim a jej struktura
jest zgodna z ogdlnymi zasadami i wymogami stawianymi rozprawom doktorskim. Praca liczy 164
strony numerowane i zawiera 49 rycin i 28 tabel. Uktad pracy jest klasyczny z podziatem na rozdziaty
i podrozdziaty. Prace otwiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, po czym kolejno nastepujg:
Wstep, Geneza, cel i hipotezy badawcze, Metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie i wnioski
koricowe oraz Bibliografia, na ktéra sktada sie 348 pozycji.

W rozdziale 1 stanowigcym , Wstep” Autor w syntetyczny sposob przedstawit aktualny stan
wiedzy na temat mikrobioty przewodu pokarmowego opisujagc sktad mikroflory jelitowej z
uwzglednieniem réznych etapdw zycia cztowieka oraz czynnikéw odpowiedzialnych za jej tworzenie.
Wsrdd nich szczegdlng uwage poswiecit diecie, ktdra ma ogromny wptyw na populacje mikroflory, a
nieprawidtowe nawyki zywieniowe moga powodowac dyshioze jelitowa, czyli zaburzenie réwnowagi
mikrobiologicznej, co moze prowadzi¢ do powstawania szeregu chordb, w tym nowotwordw,
zaburzen metaholicznych i otytosci. Nastepnie, Doktorant przedstawit znaczenie mikrobioty w
utrzymaniu zdrowia i dobrego samopoczucia cztowieka oraz wyjasnit mechanizmy za posrednictwem
ktérych mikroorganizmy petnig szereg funkcji oddziatujacych na metabolizm, system
immunologiczny, czy utrzymanie bariery jelitowej. Ponadto, zaprezentowat rowniez potencjalnie
szkodliwy wptyw niektdrych mikroorganizméw na organizm gospodarza m.in. poprzez produkcje
zwigzkéw rakotwdrczych. W dalszej czesci ,Wstepu” Doktorant szczegétowo scharakteryzowat dwa
rodzaje bfonnika pokarmowego — skrobie oporng zdefiniowang jako skrobie i produkty uboczne jej
rozktadu, ktore nie sg wchtaniane w normalnych warunkach w ludzkim jelicie cienkim oraz dekstryny
oporne powstajgce w wyniku fizycznej i chemicznej przemiany skrobi, bedace krétkotancuchowymi
polimerami glukozy, ale wykazujgce sie wiekszg opornoscig na hydrolize enzymatyczng przez ludzkie
enzymy trawienne. W koricowej czesci ,Wstepu” Autor nakreslit skale problemu zwigzanego z
otyloscig we wspdtczesnym $wiecie oraz powigzanie przybierania na wadze ze zmianami skfadu
mikrobioty przewodu pokarmowego.
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Do tej czesci pracy mam nastepujgce uwagi:

- str. 5 — Wedtug aktualnych badan liczba komdrek bakteryjnych jest zblizona do liczby komdrek w
organizmie cztowieka (Sender R, Fuchs S, Milo R (2016) Revised Estimates for the Number of Human
and Bacteria Cells in the Body. PLoS Biol 14(8): €1002533. doi:10.1371/journal.pbio.1002533).

- str. 5 —Zdanie , The second-largest system in the human body is the digestive system, with numbers
ranging from 10* CFU/ml in the small intestine to 10'* CFU/ml in the large intestine” powinno raczej
brzmieé¢ “The second-largest system in the human body and at the same time the most dense
microbial niche in our body is the digestive system, with numbers of bacteria ranging from 10*
CFU/ml in the small intestine to 10* CFU/ml in the large intestine”.

- rycina 5 — Bifidobacterium powinno by¢ pisane kursywa.

- str. 16 — Fragment ,,comparing an individual whose diet is high in fiber and low in fat with an
individual on the opposite diet (high in fiber and low fat)” powinien brzmieé: “comparing an individual
whose diet is high in fiber and low in fat with an individual on the opposite diet (low in fiber and high
fat)”.

- str. 22 — Zdanie ,B vitamins, vitamin K, folic acid, and biotin can all be synthesized by the gut
bacteria” powinno by¢ poprawione. Kwas foliowyi biotyna to réwniez witaminy z grupy B.

- str. 38 — W pierwszej czesci zdania “Additionally, Fibersol-2 was capable to restrict
the development of a number of probiotic species while indirectly promoting the growth
of numerous probiotic species” chodzito chyba o “pathogenic species”?

- str. 46 — Prawidtowa pisownia: Fecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila.

W rozdziale 2 ,,Geneza, cel i hipotezy badawcze” oprécz jasno sformutowanych celéw badan na
uwage zastuguja dobrze postawione hipotezy badawcze (po trzy dotyczace badan in vitro i in vivo),
ktére konsekwentnie sg weryfikowane w wyniku realizowanych badan.

Do tej czesci rozprawy nie mam zadnych uwag.

Rozdziat ,Metody” opisany zostat bardzo szczegétowo, w sposéb pozwalajgcy na wykonanie
analogicznych eksperymentéw. Oprécz materiatu  biologicznego, podtozy i odczynnikéw
wykorzystanych w badaniach, opisano metody hodowli i analizy wzrostu poszczegdlnych grup
drobnoustrojow; oznaczanie stezenia kwasu mlekowego, SCFA i BCFA metoda HPLC oraz
spektrofotometryczne metody analizy aktywnosci wybranych enzymoéw bakteryjnych . Na szczegdlng
uwage zastuguje zaprezentowanie wielu informacji w formie czytelnych tabel oraz klarowne
przedstawienie opisu metod wykorzystanych do analizy statystyczne;.

Do tej czesci pracy mam tylko drobne uwagi:

- str. 50 — Wartosci pH nie wyraza sie w %.
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- tabela 14 — Niejasne sformutowanie "of which” w komdrkach tabeli dotyczgcych ttuszczow i
weglowodandw.

- tabela 15 — W tytule tabeli nalezatoby napisa¢ “Culture media and solutions...” poniewaz s6l
fizjologiczna (NaCl) nie jest podtozem mikrobiologicznym.

- tabela 15/str. 62 — Rozbiezno$¢ w nazwie podtoza: odpowiednio ,Rogosa”/”"MRS”.

- Zastanawia mnie jednak fakt wykorzystania pojedynczych izolatow z poszczegdlnych oséb
stanowigcych zrédto szczepdow. Tylko w przypadku 4 gospodarzy do badan wytypowano wiecej niz
jeden izolat bakteryjny, w tym tylko dla jednego dziecka byto to wiecej niz 5 szczepdw. Czy nie lepiej
bytoby zamiast jednej bardzo duzej grupy szczepow stworzy¢ hodowle mieszang z reprezentatywnych
dla poszczegdlnych grup taksonomicznych izolatdw pozyskanych od jednego gospodarza, lub w miare
mozliwosci kilka takich odrebnych hodowli szczepdw wyizolowanych od kilkorga dzieci? Czy taki
uproszczony model nie bytbhy tatwiejszy do interpretacji i nie wykluczytby zmiennosci wynikéw
wynikajacej z konkurencyjnosci i ztozonosci interakeji miedzy szczepami? Prositabym, aby Doktorant
ustosunkowat sie do powyiszej kwestii podczas obrony pracy.

Prezentowane hadania przedstawione w rozdziale 4 ,,Wyniki i dyskusja” podzielono na dwie
czesci: in vitro i in vivo, ktére okreslajg wplyw opornej dekstryny ze skrobi ziemniaczanej na wzrost i
wydzielane metabolity mikroflory jelitowej w ptynie pohodowlanym (in vitro) oraz w prébkach katu
dzieci z nadwaga lub otytoscig (in vivo). Wyniki badan in vitro wykazaly, ze oporna dekstryna ze skrobi
ziemniaczanej selektywnie zwieksza zywotnosé bakterii Lactobacillus, Bifidobacterium i
Enterococcus, w niewielkim stopniu wptywajgc na Clostridium i Bacteroides, o czym Swiadczy
dodatnia warto$¢ Indeksu Prebiotycznego. Ponadto, dodatek opornej dekstryny powodowat
obnizenie pH hodowli wspdlnej w czasie. Zastosowanie opornej dekstryny ze skrobi ziemniaczanej
spowodowat zwiekszenie stezenia kwasu mlekowego i SCFA, przy jednoczesnym obnizeniu stezenia
BCFA oraz pozytywnie wplywat na aktywnosé enzymaw katowych: powodujac wzrost aktywnosci a-
glukozydazy i a-galaktozydazy, a zmniejszajgc aktywnos¢ B-glukozydazy, B-galaktozydazy i B-
glukuronidazy. Wyniki badan in vivo wykazaty, ze dodatek opornej dekstryny do preparatow
warzywno-owocowych powodowat po 6 miesigcach ich spozywania wzrost stezenia badanych
kwasdw i miat rowniez pozytywny wptyw na aktywnosé¢ enzymow fekalnych. Stwierdzono rowniez
pozytywny wptyw dodatku opornej dekstryny do preparatow na utrzymanie pozytywnych efektow 3
miesigce po zaprzestaniu ich spozywania. Najwazniejsze wnioski z badan przedstawiono syntetycznie
w rozdziale 5 ,Podsumowanie i wnioski koncowe”.

Uwagi do tej czesci pracy:

- str. 84 — W podsumowaniu podrozdziatu 4.1.2 napisano, ze mozliwe jest, ze wielokierunkowe
oddziatywania miedzy mikroorganizmami s3 powodem znaczaco wyzszej liczby bakterii
probiotycznych zidentyfikowanych w kokulturze. Czy nie warto bytoby sprawdzi¢ jak jedne szczepy
wptywajg na inne, wykonaé tzw. test na koegzystencje?
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- str. 85 — We fragmencie ,production of acidic metabolites (such as SCFA)” powinno sie uwzglednic
nie tylko SCFA, ale rdwniez kwas mlekowy. Podobnie w podsumowaniu podrozdziatu 4.1.4 na str. 96.

- Podrozdziat 4.1.5. — Na str. 97 przedstawiono a-glukozydaze i a-galaktozydaze jako enzymy o
pozytywnym lub neutralnym wptywie na zdrowie cztowieka, a B-glukozydaze, B-galaktozydaze i B-
glukuronidaze o potencjalnie szkodliwym dziataniu. W dyskusji na str. 103 przywotano prace [van den
Heuvel i wsp., 2005], wg ktorej a- i B-glukozydaza sg enzymami o korzystnym wptywie na zdrowie.
Prosze o wyjasnienie tej rozbieznosci. Prositabym rédwniez Doktoranta o odniesienie sie w tym
kontekscie do postulowanej probiotycznej wiasciwosci niektérych szczepéw posiadajgcych
aktywnos¢ B-galaktozydazy w zastosowaniu u ludzi z nietolerancjg laktozy.

- str. 114 — Zdanie ,,In contrast, the Placebo group had a lower percentage of L-lactic acid and higher
percentage of D-lactic acid” jest nieprawdziwe.

-str. 125 — Skrét dla ,,branched chain amino acids” jest BCAA, a nie BCFA.

- str. 128 — Prawdopodobnie powinno byé ,Thus, it can be concluded that tested resistant dextrin has
comparable effects to known prebiotics such as inulin”.

- str. 136 — W rozdziale dotyczacym [-galaktozydazy prawdopodobnie zamieniono nazwe tego
enzymu na B-glukozydaze. Powinno by¢: “there was a higher percentage of participants who
experienced decrease in activity of B-galactosidase, which suggests a positive effect of resistant
dextrin”.

- str. 145 — Btedny numer ryciny. Powinno by¢: ,Figure 49”.

- Interpretacja czesci in vivo badan niewatpliwie nie byta tatwa. Cze$¢ wnioskdow odnosnie
korzystnego wptywu opornej dekstryny byé moze w niektérych miejscach pracy interpretowana jest
hieco na wyrost gdyz jak sam Autor podkresla samo regularne spozywanie preparatu warzywno-
owocowego prawdopodobnie réwniez przyczynito sie do wzrostu stezer SCFA (i spadku BCFA) oraz
wzrostu aktywnosci enzymow katowych. Trzeba podkresli¢ jednak fakt, iz Doktorant przeanalizowat
wyniki réwniez na poziomie indywidualnym (kazdego uczestnika badan osobno) co pozwolito na
zaobserwowanie pewnych pozytywnych tendencji oraz podkreslit istotnos¢ prowadzenia dalszych
badann w celu okreslenia znaczenia klinicznego i zbadania potencjalnych korzysci zdrowotnych
wynikajgcych z zaobserwowanych korzystnych efektéw.

Uwagi ogdlne do pracy:

- W pracy stosowane jest stare nazewnictwo w odniesieniu do typdw bakterii Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Acinetobacter (btednie podana nazwa, Autorowi chodzito
prawdopodobnie o Actinobacteria). Powinno sie podad (przynajmniej raz w tekscie pracy)
obowigzujgce od 2021 r. nowe nazwy taksonomiczne, odpowiednio: Bacillota, Bacteroidota,
Pseudomonadota, Actinomycetota, ktére mozna sprawdzi¢ na stronie: https://lpsn.dsmz.de.
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- Btedne uzycie nazwy ,Lactobacillus”. Zgodnie z wytycznymi przedstawionymi w pracy Zheng i wsp.
2020 (10.1099/ijsem.0.004107) bakterie nalezgce do dawnego gatunku Lactobacillus (przed 2020 r.)
powinny by¢ okreslane jako ,lactobacilli”. Wg aktualnie obowiazujacej klasyfikacji rodzaj
Lactobacillus odnosi sie do Scisle okreslonych gatunkéw przystosowanych do zycia w organizmie
gospodarza.

- Brak konsekwencji w prezentowaniu nazw gatunkow i skrotow.

- Brak listy skrotéw, ktéra utatwitaby lekture pracy, jednoczesnie wielokrotne powtarzanie znaczenia
niektérych skrétéw.

- Wielokrotnie nieprawidtowa pisowni bez spacji pomiedzy wartosciami a jednostkami miar.

- Drobne btedy edytorskie, np. brak jednolitosci w pisowni liczh: ,,1000”/”1,000”, ,what” zamiast
»~Wheat”, in vitro napisane nie kursywa.

Pragne podkresli¢, ze wskazane przeze mnie uwagi nie wptywaja na moja pozytywna ocene
pracy Doktoranta ze wzgledu na wysoki poziom naukowy i range wynikdw, ktorych czes¢ moze w
przysztosci postuzy¢ do lepszego zrozumienia wptywu mikrobioty na otytos¢ (w szczegdlnosci
korelacji pomiedzy stezeniem metabolitéw bakteryjnych a masg ciata dzieci) oraz do opracowania
zapobiegajace] nadwadze zywnosci funkcjonalnej opartej o innowacyjne produkty prebiotyczne.

Wartym podkresélenia jest rowniez catoSciowy dorobek naukowy Doktoranta, ktdry obejmuje 4
publikacje naukowe i 8 doniesien konferencyjnych, w tym 1 poster zatytutowany ,Wptyw opornej
dekstryny na wybrane markery oddziatywania zdrowotnego w badaniach in vitro”, ktdry uzyskat w
2023 r. nagrode za najlepszy poster naukowy na VI Sesji Mtodych Mikrobiologéw Srodowiska
todzkiego.

Podsumowujac stwierdzam, iz przedstawiona do recenzji praca mgr. inz. Michata Wiodarczyka
pt. ,,Study on effects of resistant dextrin on selected health markers in vitro and in vivo" spetnia
wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (tekst jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6:zn. zm.). Praca
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wskazuje na znaczacg wiedze teoretyczng
Doktoranta oraz umiejetnosc samodzielnego prowadzenia prac eksperymentalnych in vitro i in vivo.
Zwracam sie zatem do Rady ds. Stopni Naukowych Politechniki todzkiej o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie mgr. inz. Michata Wtodarczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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