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Przedlozona do recenzji praca doktorska obejmuje szeroki zakres badan
charakteryzujacych zmiany zachodzace w $cianach komérkowych parenchymy owocow
gruszy podczas ich dojrzewania i przechowywania. Istotnym czynnikiem wplywajacym na
zmiany jedrnosci i whasciwosci mechanicznych tkanki migkiszowej oraz sztywnosci $cian
komorkowych jest aktywno$¢ enzymoéw tkanki roslinnej. Stopien i rodzaj degradacji
polisacharydéw, ktére s istotnym budulcowym skladnikiem tkanki owocéw determinuja
wlasciwosci strukturalne i teksturalne owocow. Jedrnosé to kluczowy wyréznik w ocenie
Jakosci owocow, zaréwno przez konsumentow, jak i przetworcéw w przemysle rolno-
spozywezym. W pracy doktorskiej mgr Arkadiusza Koziola podjeto innowacyjne badania
zmierzajace do okreslenia relacji pomigdzy zmianami w strukturze $ciany komorkowej a
migknieciem tkanki owocOéw w czasie. Analiza zmian struktury $cian komorkowych oraz
ich sztywno$ci zostala przeprowadzona przy wykorzystaniu precyzyjnej techniki
mikroskopii sit atomowych AFM, ktora jest metoda powszechnie stosowana w ocenie
struktury surowcow roslinnych. W recenzowanej pracy doktorskiej obserwowano

nanostruktury polisacharydow scian komorkowych, ktére pobrano z roznych faz dojrzatosci
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OWOCOW gruszy, co jest nowym podejsciem w wykorzystaniu AFM. Tak wiec, podjecie
przez mgr Arkadiusza Koziola tematu analizy dziatania enzymow pektynolitycznych i ich
wplywu na wlasciwosci mechaniczne, biochemiczne i strukturalne $ciany komoérkowej
parenchymy owocoéw gruszy, tak z punktu widzenia naukowego jak i praktycznego, jest

uzasadnione, wazne i aktualne.

Przedstawiona do recenzji dysertacja zawarta jest na 110 stronach maszynopisu wraz
z 70 rysunkami oraz 11 tabelami. Zamieszczone w pracy tabele i rysunki prawidlowo
prezentuja wyniki badan i stanowia material do dyskusji. W pracy cytowanych jest 198
pozycji literatury glownie angloj¢zycznej. Opracowanie ma charakter rozprawy naukowej,
zredagowanej w formie typowej dla prac eksperymentalnych i obejmuje wstep, przeglad
literatury, cel pracy, metodyke badan, omowienie i dyskusje wynikoéw, podsumowanie i
wnioski oraz bibliografi¢. W pracy zamieszczono réwniez streszczenie w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz najwazniejszych skrotow i oznaczen. Z formalnego punktu widzenia
struktura pracy — tj. podzial materialu na rozdzialy, ich sekwencja i wzajemne proporcje nie
budza zastrzezen. Prezentacja wynikow, a takze ich dyskusja sa przedstawione w sposob
przejrzysty a uzyskane dane opisano poprawnym jezykiem, stosujac stownictwo

charakterystyczne do tego typu opracowan naukowych.

Dysertacj¢ otwiera krotkie wprowadzenie podkreslajace istotno$¢ badan $cian
komoérkowych pod wzgledem ich wilasciwosci mechanicznych i strukturalnych oraz
czynnikow wplywajacych na te cechy w odniesieniu do wlasciwosci funkcjonalnych roslin.
W tym rozdziale Autor prezentuje przyczyny, ktore sktonily Go do sformutowania i podjecia

tego tematu badan.

Czgs$¢ teoretyczna rozprawy zawiera 6 podrozdzialdéw, w ktorych omoéwiono
najwazniejsze zagadnienia dotyczace problematyki pracy. Autor w pierwszym z
podrozdzialow krotko przedstawil budowe komorki roslinnej oraz funkcje jakie pelnia
poszczegodlne jej elementy. W kolejnym rozdziale Doktorant szczegétowo omowil budowe i
funkcje pierwotnej $ciany komorkowej ze szczegdlnym uwzglednieniem polisacharydowych
skladnikow $cian: celulozy, hemicelulozy oraz pektyn. Nastepnie scharakteryzowano
funkcje strukturalne i mechaniczne jakie pelnia w $cianie komdrkowej polisacharydy.
Szczegdlng uwage zwrocono na budowe i funkcje enzymow wstepujacych w Scianie
komorkowej. Ostatnim poruszanym zagadnieniem w przegladzie literatury byta mikroskopia

sit atomowych z opisem metody oraz jej zastosowaniem w badaniach polisacharydow i $cian
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komorkowych roslin. W tej czgéci pracy Autor przekrojowo przedstawil zakres prac
naukowych poswigconych wykorzystaniu AFM w badaniach tkanki roslinnej, uwzgledniajac
wyniki wlasnych badan strukturalnych dotyczacych nasion tamaryndowca i tkanki marchwi.
Zagadnienie to zostalo opisane w interesujacy sposob, wskazujac na szeroka znajomoscé
pismiennictwa oraz stanowi dobrg narracj¢ do zaplanowanych eksperymentéw w pracy

doktorskiej.

Zasadniczy cel pracy zostal okre$lony czytelnie jako analiza zmian nanostruktury
pektyn oraz zmian wlasciwosci mechanicznych $cian komorkowych wywolanych przez
enzymy pektynolityczne. Natomiast wymienione w tej cze¢sci cele szczegolowe sg raczej

punktami odnoszacymi si¢ do zakresu pracy.

Material badawczy, metody eksperymentalne, analityczne stosowane w pracy zostaly
opisane w rozdziale Metodyka badan. Uklad rozdziahu jest przejrzysty i w przewazajgcej
czegsci zawiera wszystkie niezbedne informacje. Szczegdélowe uwagi zamieszczono w

oddzielnej sekcji recenzji.

Rozdzial 4 przedstawia wyniki uzyskanych eksperymentow, ktorych czgs¢ zostala
opublikowana w uznanych czasopismach listy JCR: Food and Bioprocess Technology,
Planta oraz Carbohydrate Polymers. W tych trzech artykutach, Doktorant jest pierwszym

autorem w jednym z nich a dwdch pozostatych publikacjach jest drugim autorem.

W pierwszej czgsci omowienia wynikow scharakteryzowano nanostrukture roznych
frakeji polisacharydow wyekstrahowanych ze scian komorkowych owocéw gruszy odmiany
..Konferencja” i ,,Xenia” bezposrednio po zbiorze. Przeprowadzono analize obrazéw
uzyskanych za pomoca mikroskopu sit atomowych. Podczas badan stwierdzono istotne
roznice w ksztalcie i wymiarach oraz rozgalezieniu molekul roznych frakcji polisacharydow.
W przypadku pektyn rozpuszczalnych w wodzie (WSP) dominowaly molekuly owalne,
czgsto zagregowane, natomiast pektyny rozpuszczalne w chelatorze wapnia (CSP)
charakteryzowaly dlugimi rozgal¢zionymi fancuchami. W pracy uzyskano charakterystyczne
obrazy molekul frakcji pektyn rozpuszczalnych w weglanie sodu (DASP), strukture taka
obserwowano w przypadku innych surowcow roslinnych. Wartym podkreslenia jest fakt, ze
w publikacji, ktorej Doktorant byt wspotautorem takg usieciowana strukture molekut frakcji
DASP zlokalizowano po raz pierwszy w materiale pochodzacym ze $ciany komorkowe;j
tkanki marchwi. W dalszej czesci pracy okreslono wymiary molekul frakcji polisacharydow

pochodzacych z obu odmian owocdw gruszy. Zauwazono roznice w wysokosci molekul, nie
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tylko pomigdzy poszczegélnymi frakcjami polisacharydéow ale rowniez pomigdzy
odmianami. W mojej opinii wyliczanie S$redniej wartoSci poszezegdlnych wielkosci
geometrycznych, w przypadku gdy rozklady tych wielkosci maja charakter raczej
logarytmiczny z przesunigciem maximum w lewo jest obarczone duzym bledem ze wzgledu
na zréznicowanie wielkosci molekul w rozkladzie. Wilasciwszym podejéciem, ktore
zaprezentowal rowniez Doktorant jest podanie wartosci danego parametru dla maksimum

takiego rozktadu.

W pracy okreslono podstawowe wielkosci biochemiczne w tym aktywnosé
enzymatyczna, ktorej wartosci w przypadku poligalakturonazy w probece kontrolnej byly

wyzsze dla odmiany ,,Xenia”.

W kolejnej czesci dysertacji analizowano zmiany aktywnosci enzymatycznej
(poligalakturonazy PG 1 pektynometyloesterazy PME) oraz zawartosci kwasu
galakturonowego w S$cianach komdrkowych owocow podczas ich dojrzewania i
przechowywania pozbiorczego. Wyniki wskazywaly na roznice w aktywnosci dwoch
analizowanych enzyméw w okresie przechowywania chlodniczego, aktywno$¢ PME malata
a PG rosla w czasie przechowywania owocow. Interesujace sa zmiany aktywnosci PG w
czasie przechowywania owocow odmiany ,,Xenia” w warunkach chlodniczych, do 85 dnia
dochodzi do spadku aktywnos$ci enzymu, po dalsze przechowywanie powoduje wzrost
aktywnosci, w czym mozna upatrywac przyczyn tak istotnych zmian aktywnosci PG w
czasie. W przypadku wszystkich frakcji pektyn obserwowane zmiany zawartosci kwasu
galakturonowego w czasie przebiegaly zgodnie z trendem obserwowanym przez innych

autorow.

Waznym etapem badan bylo okreslenie zmian sztywnosci i jedrnosci owocow
podczas dojrzewania i przechowywania. W okresie przedzbiorczym sztywno$¢ $cian malala
do terminu zbioru po czym rosta w okresie przechowalniczym, natomiast jedrno$¢ w
analizowanym przedziale czasu malata. Badanie korelacji wykazalo brak zalezno$ci miedzy
jedrnoscia owocow a modutem Younga. Autor, ten brak korelacji thumaczyt zastosowaniem
innej skali pomiarowej tych wielkosci. Mierzono jedrnos¢ tkanki, a w przypadku sztywnosci
pomiar obejmowal male odksztalcenia jedynie $ciany komoérkowej. W mojej opinii w
przypadku planowania kolejnych eksperymentow warto okresli¢ modul Younga w tescie

mechanicznym odksztalcajac tkanke.
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W trakcie dojrzewania 1 przechowywania owocOw analizowano wymiary
geometryczne molekut roznych frakcji i pomigdzy nimi dostrzezono roznice. Doktorant
podjal probe interpretacji zmian wysokosci, dlugosci molekul poszczegolnych frakeji w
okresie przedzbiorczym i w czasie przechowywania. Ta cze$¢ pracy jest w mojej opinii
trudna do analizy ze wzglgdu brak wyraznego trendu zmian wielkosci geometrycznych i ich

skokowy charakter.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorant opisal model przejscia owocow ze

stanu wysokiej twardodci i chrupkosci do stanu migkkosci w okresie przechowywania.

Ostatnia bardzo interesujaca czg$¢ pracy charakteryzuje wyniki uzyskane w
eksperymencie in vitro degradacji enzymatycznej wyekstrahowanego materialu $cian
komodrkowych z wykorzystaniem czterech enzymow i roznych st¢zen. Nastgpnie poréwnano
dzialanie enzymow w $cianie komorkowej w warunkach in vitro i in vivo. W tym tej czesci
pracy Doktorant przeprowadzil szczegdtowa analize¢ wynikow 1 szerokg dyskusje w
odniesieniu do danych literaturowych. W pracy wykazano, ze w warunkach in vitro
usuwanie poszczegélnych frakeji pektyn ze $cian komorkowych powoduje spadek modutu
Younga, natomiast podczas dojrzewania owocoOw (eksperyment in vivo) sztywnos$¢ rosnie.
To rozne dzialanie enzyméw Doktorant tlumaczyl m.in. brakiem wplywu cisnienia

turgorowego w eksperymencie in vitro.

Warto podkresli¢, ze prezentacja wynikow szerokiego spectrum eksperymentow jest
przejrzysta a opis zwiezly i logiczny, zas dyskusja skupia sie na istotnych wynikach.
Dysertacje zamyka podsumowanie i czytelne wnioski odnoszace sie do przeprowadzonych

badan.

W czasie czytania pracy nasungly mi si¢ pewne uwagi, spostrzezenia oraz pytania ktore

podaje¢ ponizej:

- Tabela 1 przedstawia etapy eksperymentu i terminy pobierania owocow, termin 0
scharakteryzowano jako optymalny termin dojrzatosci fizjologicznej owocodw gruszy,
w jaki sposéb go okreslano?

- Ile wykonano serii pomiarowych- czy badano owoce tylko z jednego sezonu zbioru?

- W metodyce przy opisie metod analitycznych, w wigkszosci przypadkéw nie podano
liczby powtdrzen poszczegdlnych oznaczen.

- We wzorach 5 1 6 nie podano jednostek parametrow.
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- Ze wzgledu na badania dwoch odmian owocoéw gruszy w mojej opinii w celu pefnej
charakterystyki surowca wlasciwe byloby réwniez okreslenie zawartosci wody,
kwasowosci ogdlnej czy ekstraktu.

- Dlaczego w przypadku niektorych parametrow wartosci srednie podawano z
odchyleniem standardowym a inne z blgdem standardowym np. $rednig dlugos¢ frakcji
WSP podawano z odchyleniem standardowym a juz jej dlugo$¢ z bledem
standardowym (Tabela 5).

- W tabeli 5 blednie wprowadzono indeksy oznaczen, przy zaproponowanym zapisie nie
wiadomo jaki parametr jest w nawiasach bez indeksu. Prawidlowy zapis jest
zamieszczony w publikacji Doktoranta z 2017 w Carbohydrate Polymers.

- W rozdziale  analiza statystyczna ~ wynikow podano, ze przeprowadzono
jednoczynnikowa analize wariancji, co byto tym czynnikiem. W publikacjach na ktore
powoluje  si¢  Doktorant  wynika, ze  analizowano  wplyw  czasu
dojrzewania/przechowywania, czy tylko ten czynnik analizowano. Przy tym planie
eksperymentu mozliwe bylo zastosowanie dwuczynnikowej analizy wariancji przy
czynnikach odmiana owocow oraz czas dojrzewania/przechowywania.

- Na rysunkach 30 i 31 umieszczono symbole okreslajace grypy jednorodne badanych
parametrow, taki sposob prezentacji danych obrazuje rdéznice statystycznie istotne
pomiedzy $rednimi. Szkoda, ze Autor nie zastosowal tej formy prezentacji danych na
innych rysunkach.

- Whioski 1, 2 i 3 sa stwierdzeniami i maja charakter informacyjny.

Podsumowanie

Oceniana dysertacja mgr Arkadiusza Koziola pt. ,,Analiza zmian struktury polisacharydow
oraz wlasciwosci mechanicznych scian komérkowych owocow pod wplywem enzymow
pektynolitycznych” jest kompleksowym, wyrézniajacym si¢  wysokim poziomem
opracowaniem naukowym. Praca stanowi oryginalne opracowanie, ktére w mojej opinii
przyczynia si¢ do rozszerzenia stanu wiedzy z zakresu badan struktury scian komérkowych
materialéw roslinnych i umozliwia powigzanie wynikow tych badan z wlasciwosciami
biochemicznymi i mechanicznymi. Uzyskane wyniki maja istotny potencjal aplikacyjny w
tworzeniu wielkoskalowych modeli tkanki roslinnej czy w kontrolowaniu jakosci owocow

podczas przechowywania. Zaplanowanie eksperymentu, jego realizacja i umiej¢tna
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interpretacja $wiadcza o duzym do$wiadczeniu badawczym mgr Arkadiusza Koziola i jego
dojrzatosci naukowej. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, publikacji czesci wynikow

badan przez Doktoranta w renomowanych czasopismach.

Zgloszone do pracy uwagi i zastrzezenia nie umniejszajg jej wartosci i maja w duzej mierze
charakter dyskusyjny. W mojej opinii . praca pt. ,,Analiza zmian struktury polisacharydéw
oraz wihasciwosci mechanicznych $cian komorkowych owocow pod wplywem enzymow
pektynolitycznych”, wykonana przez mgr Arkadiusza Koziola, spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim na stopien naukowy doktora zgodnie z Ustawq o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki. Stawiam
wniosek o dopuszczenie pana mgr Arkadiusza Koziota do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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