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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE)J
mgr. Arkadiusza Koziota
pt. ,Analiza zmian struktury polisacharydow oraz wtasciwosci mechanicznych Scian

komorkowych owocéw pod wptywem enzymow pektynolitycznych”

Niniejsza recenzja sporzadzona zostata na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Agrofizyki
im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie. Promotorem rozprawy doktorskiej
jest prof. dr hab. Artur Zdunek, Kierownik Zaktadu Mikrostruktury i Mechaniki
Biomateriatow, Instytutu Agrofizyki PAN, natomiast promotorem pomocniczym — dr hab. inz.

Justyna Cybulska.

Rozprawa doktorska mgr. Arkadiusza Koziota poswiecona jest zagadnieniom wptywu
enzymow pektynolitycznych na wtasciwosci strukturalne i mechaniczne $cian komdérkowych
owocow dwdch odmian gruszy: ,Konferencja” i ,Xenia”. Zmiany, zaréwno strukturalne jak
i mechaniczne, mierzone byty gtéwnie za pomocg mikroskopu sit atomowych (AFM). Pomiary
wykonywano dla owocéw w czasie ich fizjologicznego dojrzewania, a nastepnie
przechowywania w warunkach chtodniczych (2°C) oraz symulowanych warunkach obrotu
handlowego (20°C). Przeprowadzono rdéwniez badania degradacji enzymatycznej
w warunkach in vitro. Chociaz podobne pomiary zmian strukturalnych i mechanicznych byty
wykonywane za pomocg AFM dla komdrek roslinnych, w tym migzszu owocdw, np.
truskawek, brzoskwin czy jabtek, niewatpliwg zaletg pracy jest wykonanie systematycznych
pomiaréw zmian w czasie dojrzewania owocow oraz ich przechowywania, a nastepnie

szczegotowa analiza korelacji pomiedzy wyznaczonymi parametrami strukturalnymi
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zalety — rzeczywiscie, jak dotad, jest najczesciej uzywanym trybem pomiarowym AFM do
badania materiatéw pochodzenia biologicznego. Choé, w tym miejscu warto wspomnieé, ze
w ostatnich latach pojawit sie opracowany przez firme Bruker tzw. PeakForce Tapping,
oferujacy znacznie wiecej mozliwosci niz klasyczny ,tapping”, czyli tryb przerywanego
kontaktu. Z lektury dalszej czesci rozprawy wynika, ze Doktorant czeéciowo wykorzystywat
rowniez ten tryb obrazowania. W kolejnym podrozdziale (1.6) Autor przegladowo opisuje
zastosowanie AFM w badaniach polisacharydow i $cian komdrkowych roslin, przytaczajac
odpowiednie Zrodta literaturowe.

Rozdziat drugi przedstawia cel gtowny pracy oraz cele ,czastkowe” stanowiac najkrotszy
ze wszystkich rozdziatow. Zwigzte sformutowanie celu i jego wyeksponowanie jest niezwykle
istotne, jednak, czy rzeczywiscie konieczne bylo  wyodrebnienie niespetna
jednostronicowego tekstu jako osobnego rozdziatu? Moze lepiej bytoby umiesci¢ opis celu
w ramach Wstepu?

W rozdziale trzecim opisana zostata metodyka badan, obejmujaca opis preparatyki,
metodologii pomiaréw za pomocg AFM oraz analizy statystycznej wynikow. W pierwszym
z podrozdziatow umieszczony zostat wykaz termindéw pobierania prébek owocéw dla obu
odmian gruszy. Wspomniane zostato, ze kazda partia gruszek sktadata sie z co najmniej
dziesigciu owocow. Niestety nie znalaztem informacji, ile konkretnie prébek byto badanych;
czy z kazdego owocu jedna, czy wigcej? Czy taka sama liczba probek byta wykorzystana do
oznaczania kwasu D-galakturonowego, aktywnosci enzymatycznej oraz pomiaréw za pomoca
AFM?

Podrozdziat 3.8 zawierajagcy opis pomiarow AFM jest szczegblnie istotny
z metodologicznego punktu widzenia. W ilosciowych pomiarach tzw. spektroskopii sit,
prawidtowe okreslenie wartosci sity jest kluczowe. W tym celu nalezy precyzyjnie wyznaczyé
wspofczynnik sprezystosci mikrobelki. Metoda, ktérg wybrat Doktorant jest prosta, ale
obarczona duzg niepewnoscia, gdyz opiera sie na dyskusyjnym zatozeniu o réwnosci masy
nominalnej z rzeczywista masg mikrobelki. Znacznie precyzyjniejszag metoda wyznaczania
wspotczynnika sprezystosci mikrobelki jest tzw. metoda belki referencyjnej. Kwestie te
mozna przedyskutowac szerzej podczas publicznej obrony.

W opisie obrazowania topograficznego znajduje sie informacja o uzytej w pomiarach
sondzie SCANASYST-AIR. Czy nie doszto tu do pomytki? Sonda ta bowiem, wykorzystywana

jest gtéwnie do pomiarow w technice spektroskopii sit lub w PeakForce Tapping, a nie
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XY bez uwzglednienia wielkosci ostrza skanujgcego. Jedli intencjg Autora byt pomiar
catkowitej szerokosci molekut z uwzglednieniem tacuchéw bocznych (czego nie mozna
wywnioskowac z pomiaru wysokosci), to nalezato: po pierwsze, uwzgledni¢ wielko$¢ ostrza,
a po drugie, rozrozni¢ i zdefiniowa¢ dwie szerokosci, tj. taricucha gtéwnego i catkowita
ztaicuchami bocznymi. O trzeciej niescistosci wspomniatem juz wczesniej, dotyczy
okreslenia niepewnosci pomiaru. W przypadku wysokosci struktur podawane jest odchylenie
standardowe, natomiast w przypadku dtugosci — btad standardowy.

W podrozdziale 4.2 opisane zostaty zmiany aktywnosci enzymatycznej poligalakturonazy
i pektynometyloesterazy oraz zawartosci kwasu D-galakturonowego w $cianach
komorkowych owocéw podczas ich dojrzewania i przechowywania pozbiorczego. Doktorant
szczegotowo opisuje zarejestrowane zmiany i wyjasnia je w kontekscie aktualnej wiedzy na
ten temat. Szczegodlnie intrygujacy jest jeden z wynikdw, ktory akurat nie zostat bezposrednio
wyjasniony; a mianowicie, dlaczego aktywnos$é poligalakturonazy w przypadku obu odmian
gruszy (rys. 27) jest wieksza dla owocéw przechowywanych w warunkach chtodniczych (2°C)
niz w warunkach obrotu handlowego (20°C)? Biorgc pod uwage tylko czynnik
temperaturowy powinno by¢ odwrotnie.

W podrozdziale 4.3 Doktorant przedstawit zmiany sztywnosci scian komoérkowych oraz
zmiany jedrnosci owocow podczas ich dojrzewania i przechowywania pozbiorczego.
Omowienie korelacji wystepujacej pomiedzy obu wielkosciami ma miejsce w podrozdziale
4.5, w ktérym przedstawiona zostata macierz korelacji wszystkich wyznaczonych wielkosci
(tabela 7). Co ciekawe, uzyskane korelacje pomiedzy modutem Younga $cian komérkowych
a jedrnoscia owocow sg zupetnie rézne dla obu odmian gruszy. Dla odmiany ,Xenia”
uzyskano istotng dodatnig korelacje (0,52), natomiast dla odmiany ,Konferencja” -
nieistotng statystycznie korelacje ujemng (-0,23). Autor dopatruje sie przyczyn roznicy
w makroskopowym charakterze jedrnosci — parametru zwigzanego z witasciwosciami wielu
grup strukturalnych owocu i tym samym wieloma procesami zachodzacymi w tych
strukturach. Stusznie zauwaza, ze sztywnos¢ scian komorkowych mierzona jest dla matych
odksztatcen w tescie indentacji (100 nm), co nie odzwierciedla duzych nieliniowych
odksztatcern w tescie przebicia mierzacym jedrnosé. W kolejnym podrozdziale Doktorant
opisuje relacje miedzy naturalnymi zmianami biochemicznymi i mechanicznymi w scianie
komorkowej, czesto odnoszac sie do danych literaturowych, co jest niewatpliwg zaletg tej

czesci rozprawy. Czy jednak Doktorant nie zastanawiat sie, by podzieli¢ obliczane korelacje
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usprawiedliwienie ostatniego przypadku mozna podac fakt, ze jest to wynik bezposredniego
ttumaczenia z jezyka angielskiego, a terminologia nie jest jednoznacznie ustalona nawet
wsrod osob od lat zajmujgcych sie technikg AFM.

Przydarzyty sige rowniez techniczne btedy redakcyjne, ktérych kilka najwazniejszych,
z obowigzku recenzenta, przytaczam:

- na rys. 30 nie ma rysunkéw c i d, ktére sg opisane w podpisie tego rysunku
(prawdopodobnie chodzito o rys. 31 a, b);

- na wielu rysunkach (np. rys. 47, 54, 70) pojawiaja sie oznaczenia literowe od ,a” do
»h”, ale nie mozna znalez¢ ich objasnien ani w podpisie rysunkéw, ani w tekscie rozprawy;

- na str. 70 inna jest warto$¢ korelacji dla odmiany ,Xenia” w tekscie (-0,23), a inna
w tabeli (0,52).

Przytoczone niescistosci oraz usterki, a takze zawarte, podczas omawiania
poszczegolnych rozdziatdw rozprawy, krytyczne uwagi i komentarze, nie umniejszajg
znaczaco wartosci rozprawy, ktéra oceniam wysoko. O duiym znaczeniu uzyskanych
wynikéw $wiadczy réwniez fakt ich opublikowania w postaci trzech artykutéw (w jednym
Doktorant byt pierwszym autorem) w uznanych miedzynarodowych czasopismach
specjalistycznych. Ponadto w rozprawie pojawiaja sie odwotania do dwdch innych prac
z udziatem Doktoranta.

Podsumowujac, Doktorant jasno przedstawit problem naukowy i sformutowat cel
badawczy, ktéry potrafit z sukcesem zrealizowaé, wykazujac sie przy tym dobrym
opanowaniem warsztatu badawczego oraz interdyscyplinarng wiedzg teoretyczna.
Poprawnie zastosowat metody eksperymentalne, w szczegélnosci oparte na technice AFM,
uzyskujac obszerny zestaw wynikdw pomiarowych. Nastepnie starannie je przeanalizowat
stosujac typowe metody analizy statystycznej. W opisach poruszanych zagadnien oraz
dyskusji wynikéw odnosit sie do szeroko i trafnie wybranych irédet literaturowych.
Ostatecznie, poprawnie sformutowat wnioski majgce uzasadnienie w wynikach
eksperymentalnych.

Biorgc pod uwage powyiszg ocene stwierdzam, ze rozprawa spetnia wymogi stawiane
pracom doktorskim przez ,Ustawe o stopniach naukowych i tytule naukowym” i wnosze

o dopuszczenie mgr. Arkadiusza Koziota do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, w tym
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publicznej obrony rozprawy doktorskiej.
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