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Podstawg formalng wykonania niniejszej recenzji jest pismo Dyrektora Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Pani prof. dr hab. Anny
Jarosz-Wilkotazka z dnia 13.12.2021r., w ktéorym poinformowata mnie, Ze decyzja Rady

Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych zostatem powotany na recenzenta ww. pracy.

Dobér i znaczenie tematu

Przez ostatnie dwie lub trzy dekady nauczyliSmy si¢ bardzo duzo o naszej mikrobiocie
jelitowej. Wiemy, ze odgrywa ona kluczowa role w wielu chorobach i zaburzeniach, ktore
wystepuja u ludzi. Najnowsze badania naukowe pokazuja, Ze mamy do czynienia z istotnymi
réznicami w sktadzie mikrobioty jelitowej migdzy osobami zdrowymi, a cierpigcymi, na przyktad
na nieswoiste zapalenie jelit, zespdt jelita drazliwego, nowotwory, a nawet choroby lub
zaburzenia niezwigzane bezposrednio z jelitami, takie jak alergie czy autyzm. Wynika to z
interakcji mikrobioty z gospodarzem zachodzacych na wielu r6znych poziomach. Mikrobiota ma
chocby istotny wpltyw na modulacje¢ uktadu odpornosciowego gospodarza, jest odpowiedzialna
za powstawanie wielu metabolitow, ktore mogg mie¢ wptyw siggajacy zdecydowanie poza uktad
pokarmowy, w ktorym bytuja. Sktad, a co za tym idzie aktywno$¢ mikrobioty jelitowej, zalezy
w duzej mierze od diety oraz przyjmowanych lekow. Niektore sktadniki zywnosci, takie jak
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prebiotyki, btonnik lub polifenole, mogg by¢ zrodtem prozdrowotnych metabolitow lub sprzyjac
ich biosyntezie, podczas gdy np. nadmiar biatka w diecie moze prowadzi¢ do produkcji substancji
powszechnie uwazanych za toksyczne. Odpowiednio zbilansowana dieta wzbogacona o nowe
prebiotyki moze w niedalekiej przysztosci okazac si¢ gtownym narzgdziem w walce z nekajacymi
nas chorobami cywilizacyjnymi. Majac to na uwadze za celowe nalezy uzna¢ badania naukowe
ukierunkowane na poszukiwanie oraz doglebng charakterystyke nowych badz doskonalenie
istniejacych preparatow prebiotycznych. W ten nurt doskonale wpisuje si¢ rozprawa doktorska
Pani Pauliny Adamczyk, ktora stanowi kompleksowe opracowanie na temat pozyskiwania oraz
wlasciwos$ci nowych preparatoéw prebiotycznych produkowanych na bazie hydrolizatow (1—3)-
a-D-glukanow wyizolowanych z owocnikéw zotciaka siarkowego. Biorac pod uwage te aspekty
uwazam, ze podjeta przez Panig Adamczyk tematyka badan jest bardzo aktualna i ma szeroko

zakrojony wymiar poznawczy oraz aplikacyjny.

Ocena strony formalnej pracy

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi bardzo obszerny materiat, liczacy az
182 strony maszynopisu. W pracy zamieszczono 10 tabel oraz 47 rycin, na ktore sktadajg si¢
liczne wykresy, rysunki oraz zdjecia stanowigce opracowanie wlasne dokumentujace wykonane
badania. Struktura rozprawy jest typowa dla prac o charakterze doswiadczalnym. Rozprawa
jest podzielona na 11 rozdziatow, w ktorych przedstawiono przeglad literatury, cel pracy,
materiaty i metody badawcze, omowienie wynikow badan, dyskusjg, wnioski koncowe oraz
spis literatury, rycin, tabel i krotka prezentacje dokonan naukowych Autorki. Poza tym w
rozprawie zamieszczono streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz
stosowanych w pracy skrotow. W pracy zacytowano 206 pozycji literaturowych oraz 3 zrodta
odnoszace si¢ do stron internetowych. Mimo, iz czegs¢ sposrod cytowanych pozycji pochodzi z
przed kilku dekad, to sa one wtasciwie dobrane pod wzgledem merytorycznym.

Tytut rozprawy doktorskiej doskonale odzwierciedla jej tres¢. Wprowadzenie do pracy
jest bezposrednio powigzane z celem badan. Omoéwienie wynikéw badan jest bardzo
szczegotowe, natomiast dyskusje mozna okresli¢ jako rzeczowa i dojrzatg. Pod wzglgdem
redakcyjnym oraz graficznym praca jest przygotowana bardzo starannie, cho¢ w kilku miejscach
zdarzyly si¢ Autorce drobne bledy w postaci literowek, niepoprawnych koncowek wyrazow, czy
blednych oznaczen rycin (np. strony: 15, 42, 137), co w zaden sposOb nie umniejsza
merytorycznej warto$ci recenzowanej pracy.

W mojej opinii oceniana rozprawa spetnia wymagania formalne stawiane pracom
dysertacyjnym na stopien naukowy doktora, ma bowiem charakter eksperymentalny i zawiera
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wszystkie niezbedne rozdziaty, ktore uszeregowano w sposob typowy dla prac o charakterze

doswiadczalnym.

Ocena merytoryczna pracy

Recenzowana praca autorstwa mgr Pauliny Adamczyk dotyczy otrzymania preparatu
(1—3)-a-D-glukooligosacharydéw na drodze kontrolowanej hydrolizy (1—3)-a-D-glukanow
wyizolowanych z owocnikow zotciaka siarkowego oraz charakterystyki uzyskanego preparatu
pod katem wymagan stawianych prebiotykom. Prace rozpoczyna 28 stronicowy wstep
literaturowy, ktory wprowadza czytelnika w problematyke rozprawy. Wstep sktada si¢ szesciu
podrozdziatow. W pierwszej czgsci Autorka przedstawita charakterystyke zotciaka siarkowego
stanowigcego przedmiot badan oraz jego wlasciwosci terapeutyczne. W opisie Autorka zwrécita
szczegolng uwage na to, ze grzyby wielkoowocnikowe, do ktorych nalezy zotciak siarkowy,
dostarczaja wielu réznorodnych metabolitow wykazujacych nie tylko znaczng aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa, ale takze przeciwutleniajaca. Szczegdétowo omowita takze budowe
grzybowych (1—3)-a-D-glukanéw oraz mechanizm ich biosyntezy i potencjalng rolg w
funkcjonowaniu mikroorganizméw. Ze wzgledu na tematyke badan ten fragment pracy uwazam
za bardzo wartosciowy. Podkre$la on duzy potencjat aplikacyjny substancji obecnych w grzybach
wielkoowocnikowych i wskazuje aktualne kierunki badan zwigzane z ich wykorzystaniem. Tutaj
nasuwa si¢ pytanie do Autorki, czy ktorykolwiek sposrod poznanych juz metabolitow
grzybowych pochodzacych =z Zolciaka siarkowego 1lub podobnych mu grzyboéw
wielkoowocowych doczekat si¢ wdrozenia?

W dalszej czegsci wstepu doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy na temat
mikroflory przewodu pokarmowego. W opisie wspomniata, ze wsrod mikroorganizméw
bytujacych w przewodzie pokarmowym cztowieka znajdujg si¢ zardwno bakterie pozyteczne dla
jego zdrowia (paleczki z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus), oportunistyczne (pateczki z
rodzaju Bacteroides), jak i chorobotworcze (bakterie z rodzaju Clostridium, Staphylococcus i
Pseudomonas). Na zakonczenie tej czesci wstepu Autorka stusznie podkreslita, ze nicocenione w
utrzymaniu korzystnego dla zdrowia sktadu mikrobiomu, sa probiotyki, prebiotyki i synbiotyki,
produkty zaliczane do zZywno$ci funkcjonalnej, definiowanej jako zywnos¢ o -
udokumentowanym badaniami naukowymi - korzystnym wpltywie na zdrowie. Szczegolnie wiele
miejsca Autorka poswiecita omowieniu prebiotykow, stanowigcych przedmiot badan
recenzowanej rozprawy. W opisie uwzglednita wszystkie kryteria, jakie muszg spelnia¢ badane
substancje, by mozna bylo je zaklasyfikowac¢ do prebiotykéw. Autorka trafnie zauwazyla, ze
oprocz pozytywnego wplywu na zdrowie gospodarza, prebiotyki charakteryzujg si¢ cennymi, z
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punktu widzenia technologii produkcji zywnosci, wlasciwosciami fizykochemicznymi. Autorka
wiele miejsca poswigcila takze oméwieniu nazewnictwa badanych zwigzkow chemicznych,
podkreslajac przy tym, ze proponowana w dostepnej literaturze nomenklatura jest dosy¢
niejednoznaczna, co dodatkowo pokazuje, ze podjeta tematyka badawcza jest nowa i wiele jest
tutaj jeszcze do zrobienia. Podsumowujgc uwazam, ze tres¢ przegladu literaturowego wskazuje
na doskonale przygotowanie merytoryczne Pani Pauliny Adamczyk do realizacji badan, a
nieliczne btedy edytorskie nie umniejszajg warto$ci merytorycznej tej cze$ci rozprawy
doktorskiej.

Opis zastosowanych materialéw oraz metod badawczych, analitycznych i statystycznych
zostal zawarty w rozdziale ,,Materiaty i metody”. Autorka podzielita go na osiem podrozdziatow,
w ktorych bardzo precyzyjnie opisata poszczegodlne metody stosowane na kolejnych etapach
realizacji swojej pracy doktorskiej. W mojej opinii dobor metod oraz sposob ich wykorzystania
jest prawidlowy. Na szczegdlng uwage zashuguje fakt wykorzystania bardzo nowoczesnych
metod analitycznych pozwalajacych na kompleksowg analize¢ nierozpuszczalnych w wodzie
frakcji polisacharydowych wyizolowanych z owocnikéw zolciaka siarkowego za pomoca
zastosowanej w pracy ekstrakcji alkalicznej. Autorka w sposob kompleksowy podeszta takze do
charakterystyki uzyskanych preparatow prebiotycznych. Poza metodami pozwalajacymi na
weryfikacj¢ czy badany preparat spelnia wymogi stawiane prebiotykom, okreslita takze ich
wpltyw na rozwdj mikroflory odpowiedzialnej za prochnice zebow. Dokonala takze oceny
chemoprewencyjnych i immunomodulacyjnych wtasciwosci wspomnianych preparatow. W tym
miejscu nasuwajg mi si¢ dwa pytania, z ktorych jedno dotyczy wyboru metody hodowli
paciorkowcow prochniczotworczych opisanej w pkt. 3.7.3.1.c. Dlaczego na tym etapie badan nie
wykorzystano do hodowli automatycznego czytnika wzrostu mikroorganizméw Bioscreen C
Microbiology Reader, pozwalajacego na ciggly monitoring wzrostu komoérek? Drugie pytanie
zwigzane jest opisanym w pkt. 3.7.3.3.a sposobem przygotowania do badan roztworéw cukrow,
w tym takze wytworzonych w trakcie realizacji pracy doktorskiej (1—3)-a-GOS. Zaktadam, ze
skoro filtracje sterylng poprzedzato wirowanie przy 12 000 x g, to probki badanych substancji
charakteryzowaty sie¢ obnizong rozpuszczalnoscig. Czy analizowano ten parametr i jaki to mogto
mie¢ wpltyw na rzeczywiste st¢zenie badanych substancji w roztworach wykorzystywanych do
badan?

Poprawne zaplanowanie badan i1 konsekwentna ich realizacja przez doktorantke
dostarczyta wielu bardzo ciekawych 1 oryginalnych wynikéw, istotnych nie tylko pod wzgledem
poznawczym, ale takze aplikacyjnym. Punktem wyjScia podjetych badan byl dobor
odpowiedniego zrédla (1—3)-a-D-glukandw, ktére miaty by¢ baza do otrzymania mieszaniny
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oligosacharydow. Autorka przedstawila szczegotowa charakterystyke 29 réznych owocnikow
z6lciaka siarkowego, ktore pozyskano zarowno ze $rodowiska naturalnego, jak i1 uprawy
kontrolowanej. Za pomoca zaawansowanych technik instrumentalnych wykazata, ze
nierozpuszczalne w wodzie polisacharydy wyizolowane na drodze ekstrakcji alkalicznej, to
liniowe (1—3)-a-D-glukany o niewielkim stopniu rozgale¢zienia. Stwierdzita takze, ze
otrzymanie preparatdw o podobnym sktadzie oligosacharydéw, wymaga uzycia glukandéw
izolowanych z owocnikéw zotciaka siarkowego pochodzacych ze stanowisk naturalnych. W tym
miejscu cheialbym zauwazy¢, ze bardzo cieckawym elementem pracy byta proba hodowli zétciaka
siarkowego w warunkach kontrolowanych. Bardzo czesto w pracach naukowych pojawiajg si¢
informacje dotyczace ciekawych wlasciwosci nowoodkrytych substancji izolowanych z Zrodet
naturalnych takich jak rosliny, czy grzyby. Niestety w wielu przypadkach sg to gatunki zagrozone
wygini¢ciem lub majace ograniczong liczbe naturalnych stanowisk. Rzadko kiedy pojawia si¢
refleksja na temat dostgpnosci badanych substancji w przypadku ewentualnego wprowadzenia
ich do obrotu na szeroka skale. Podjete przez Autorke rozprawy badania majace na celu
wyhodowanie zotciaka siarkowego w warunkach kontrolowanych stanowity swego rodzaju probe
udowodnienia, ze mozliwa jest hodowla tego grzyba na skale przemystowa i tym samym
zapewnienie statej dostepnosci surowca do produkcji opisywanych prebiotykow. Niestety w
pracy zabrakto mi zdecydowanych konkluzji zwigzanych z tymi badaniami. W oparciu o
przedstawione wyniki moge jedynie zaktadac, ze probe te nalezy zaliczy¢ do nieudanych i ze
ostateczne rozwigzanie problemu hodowli zotciaka siarkowego wymaga dalszych badan.

W dalszej czeSci pracy Autorka opisuje wyniki badan zwiazanych z kwasng hydroliza
(1-3)-a-D-glukanow za pomoca 0,1 M H2SO4. Analiza iloSciowa 1 jakosciowa produktow
hydrolizy wykonana w oparciu o techniki HPLC oraz MALDI-TOF MS wykazata, ze preparat
zawieral 14,4% glukozy, 84,2% oligosacharydow o stopniu polimeryzacji od 2 do 9 i 1,4%
(1—-3)-a-D-glukooligosacharydéw o SP wickszym od 9. Mimo, iz proces hydrolizy (1—3)-a-D-
glukanéw wyizolowanych z owocnikow zolciaka siarkowego byt prowadzony 3-krotnie to
koncowy odzysk preparatu w formie liofilizatu wynosit niespetna 12% w stosunku do wyjsciowej
ilosci polisacharydéw obecnych w surowcu. W tym miejscu na uwage zastuguje zaprezentowana
przez Autorke rozprawy bardzo wnikliwa analiza potencjalnych przyczyn uzyskania relatywnie
niskiej wydajnosci procesu hydrolizy.

Bardzo oryginalny charakter mialy tez kolejne badania doktorantki, ktorych
przedmiotem bylta ocena wyprodukowanego preparatu prebiotycznego pod katem jego
potencjatu kariogennego. W tym celu doktorantka okreslita wplyw preparatu na wzrost
wybranych bakterii prochnicotworczych oraz ocenita ich zdolno$¢ do biosyntezy mutanu i
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formowania sztucznej plytki nazebnej w postaci biofilmu sacharozo-zaleznego. Na uwage
zashuguje fakt, iz w badaniach poza preparatem (1—3)-a-GOS wykorzystano takze powszechnie
stosowane zamienniki cukru oraz dostepny komercyjnie preparat prebiotyczny zawierajacy w
swoim sktadzie fruktooligosacharydy (FOS). Jak wykazano stymulacja wzrostu bakterii
prochnicotwoérezych przez (1—3)-a-GOS byta stabsza niz stymulacja po zastosowaniu podtoza
z glukoza lub komercyjnymi zamiennikami. Udowodniono takze, ze zastosowanie w hodowlach
komercyjnego preparatu FOS, w przypadku wszystkich badanych bakterii, powodowato
zdecydowanie silniejszg stymulacje wzrostu mikroorganizmow niz w przypadku zastosowania
hydrolizatu (1—3)-a-D-glukanow. Ocena wptywu (1—3)-a-GOS na syntez¢ mutanu oraz
formowanie biofilméw sacharozo-zaleznych przez paciorkowce prochnicotwoércze, wykazata
jednoznacznie, ze cukry zawarte w tym preparacie nie biorg udzialu w tych procesach. Tym
samym Autorka udowodnita, Ze uzyskany w trakcie realizacji pracy doktorskiej preparat moze

by¢ z powodzeniem stosowany w réznego rodzaju produktach spozywczych.

Rownie interesujace byly szeroko zakrojone badania majace na celu weryfikacje
podstawowych wymagan stawianych prebiotykom. Doktorantka wykazata miedzy innymi, ze
badany preparat (1—3)-0-GOS nie promuje wzrostu bakterii patogennych takich jak
Escherichia coli i Enterococcus faecalis. Przeprowadzone analizy wykazaty ponadto czesciowa
oporno$¢ preparatu na trawienie w gornych odcinkach przewodu pokarmowego. Co istotne
badany hydrolizat (1—3)-a-D-glukanow silniej stymulowat wzrost bakterii fermentacji
mlekowej nalezacych do rodzajow Bifidobacterium oraz wigkszosci z rodzaju Lactobacillus
anizeli komercyjne prebiotyki takie jak inulina i wspomniane wcze$niej FOS. Ponadto, badany
preparat wykazywal korzystny wptyw na zdrowie gospodarza, m. in. stymulowat wytwarzanie
kwasu mlekowego oraz krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych (SCFA) przez bakterie
nalezace do rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium. Warto zauwazy¢, ze preparat (1—3)-a-
GOS scharakteryzowano takze pod katem jego wlasciwosci chemoprewencyjnych i
immunomodulacyjnych. Udowodniono, ze zmniejszal on zywotno$¢ i podzialy komorek raka
okreznicy linii LS180 i HT-29 nie bedac jednocze$nie toksycznym wzgledem komorek
nabtonka jelita grubego linii CCD 841CoN. W trakcie badan wykazano ponadto, Ze preparat
istotnie zwigkszal zdolnos¢ ludzkich komoérek NK linii NK-92 do rozpoznawania i
eliminowania komorek raka okr¢znicy linii LS180 i HT-29, co sugeruje jego
immunomodulacyjne wilasciwosci. Podsumowujac t¢ czgs¢ rozprawy pragne stwierdzié, ze
omoéwienie wynikéw badan jest bardzo szczegolowe, a jedyng wada tego rozdziatu
przyczyniajaca si¢ do nadmiernego powigkszenia objetosci catej rozprawy sg powtdrzenia

opisow metodyk stosowanych na niektorych etapach badan.



W kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Dyskusja" Doktorantka przeprowadzita
szczegbtowa dyskusje zaprezentowanych danych eksperymentalnych, trafnie nawiazujac do
badan innych naukowcow zajmujacych si¢ podobng tematykg. Sposob dyskusji wskazuje na
dojrzatos¢ naukowa Doktorantki oraz bardzo dobrg znajomos$¢ literatury naukowej dotyczacej
zagadnien stanowigcych przedmiot rozprawy. Ostatnim elementem rozprawy sg dos$¢ obszerne
wnioski, ktore stanowig kompleksowe podsumowaniem uzyskanych wynikéw. Liczba
wnioskow jest zgodna z liczbg szczegdlowych celéw badan zaprezentowanych wczesniej w

rozdziale ,,Cel pracy”.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa zawiera wiele elementéw nowosci
naukowej, ktére wyraznie rozszerzaja wiedze¢ na temat preparatow prebiotycznych
produkowanych na bazie hydrolizatow (1—3)-a-D-glukanéw wyizolowanych z owocnikoéw
z6tciaka siarkowego. Oprocz istotnych waloré6w poznawczych rozprawa doktorska mgr
Pauliny Adamczyk ma wyrazne praktyczne ukierunkowanie, co stanowi jej niezaprzeczalny
atut. Tre$¢ rozprawy pokazuje tez wyraznie, jak trudnym zadaniem jest otrzymanie aktywnego

preparatu prebiotycznego przeznaczonego do praktycznych zastosowan.

Whioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Adamczyk pt. ,,Ocena wiasciwosci
prebiotycznych hydrolizatu (1—3)-a-D-glukanéw wyizolowanych z owocnikow zodtciaka
siarkowego (Laetiporus sulphureus)", spelnia warunki okreslone w art. 13. Ust. 1 z dnia 14
marca 2013 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U z 2016, poz. 882). W zwiagzku z tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o przyjecie tej pracy i
dopuszczenie Pani mgr Pauliny Adamczk do dalszych etapéw postgpowania zwigzanego z
ubieganiem si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie majac na uwadze bardzo wysoka warto$¢ naukows ocenianej pracy
wnioskuj¢e do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych o jej wyréznienie.
Rozprawa Pani mgr Pauliny Adamczak doskonale taczy aspekty naukowe i praktyczne.
Proponowane wyr6znienie jest poza tym wyrazem mojego uznania dla doktorantki za ilo$é
pracy wlozone] w powstanie recenzowanej rozprawy oraz duze umiejetnosci analityczne

wymagajace zapewne szczegdlnego zaangazowania.
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