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Podstawe formalna opracowania recenzji stanowi uchwala Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzarniskiego PAN w Lublinie powotujgca mnie, w dniu 23 wrzesnia
2024 r., na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol.

Przewdd zostal wszczety w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Ocena zasadno$ci podje¢cia tematu

Pektyny naleza do heteropolisacharydow i sa gléwnym komponentem $cian
komoérkowych wielu roslin. Pod wzgledem struktury chemicznej wyréznia sig pieé klas pektyn:
homogalakturonan,  ksylogalakturonan apiogalakturonan, ramnogalakturonan I i
ramnogalakturonan II. Sposréd wymienionych pektyn, jedynie ramnogalakturonan I jest
polimerem kwasu galakturonowego i a-1,2-L-ramnozy. Jego silnie rozgaleziona i ztozona
struktura pozostaje w sferze wielu badan. Z kolei, homogalakturonan, ktérego liniows strukture
tworzg jednostki kwasu galakturonowego polaczone wigzaniami glikozydowymi a-1,4, jest
lepiej scharakteryzowana w literaturze pektyna. Biosynteza i modyfikacje enzymatyczne
pektyn in muro to kluczowe czynniki determinujace nie tylko reologig $ciany komérkowej i
mechanizm rozwoju rosliny, ale takze wlasciwosci 1 jakos¢ roslinnych surowcéw rolniczych,
ktére w konsekwencji decyduja o ich wykorzystaniu w przemysle spozywczym.



W podjetych przez Doktorantke badaniach, gloéwna idea sprowadza si¢ do szczegétowe;j
analizy zaleznosci pomiedzy nanostruktura a wlasciwosciami reologicznymi i mechanicznymi
frakcji pektyn bogatych w homogalakturonan (HG) i ramnogalakturonan I (RG-D),
ekstrahowanych za pomocg stabych alkaliow (DASP) z roslinnych $cian komoérkowych.
Szeroki i szczegdtowo przedstawiony przeglad literatury wskazuje, ze badania nad strukturg
molekularng pektyn bogatych w RG-I wymagaja poszerzenia wiedzy szczegblnie w aspekcie
oddziatywan molekularnych monosacharydéw i ich pochodnych (ramnozy) na konformacj¢
przestrzenng taficucha gtownego RG-11 wlasciwosci fizykochemiczne. Doktorantka podejmuje
si¢ weryfikacji nastepujacej hipotezy: ,,...obecno$¢ ramnozy w pektynach rozpuszczalnych w
stabych alkaliach (DASP) ma wplyw na strukture i wlasciwosci sieciujgce tej frakcji, a tym
samym na wlasciwosci mechaniczne materiatdw, w ktérych sg obecne”. Do weryfikacji
hipotezy postuzyly 4 gtéwne cele badawcze, w ktorych okreslono: strukture i sktad chemiczny
pektyn frakcji DASP z jablek i marchwi oraz ich wlasciwosdci reologiczne (1), wplyw
modyfikacji enzymatycznej na zmiany struktury i wlasciwosci reologiczne pektyn frakeji
DASP (2), wptyw RG-I na wlasciwos$ci mechaniczne analogéw roslinnych scian komorkowych
oraz naturalnych $cian komérkowych (3), wptyw hydrolizy kwasowej na zmiany struktury i
wlasciwosci reologiczne pektyn frakcji DASP (4).

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze wybor tematyki pracy jest wazny zarGwno
ze wzgledow poznawczych jak i utylitarnych. Z tego powodu uwazam, ze badania podjete przez
Pania mgr Adrianne Kaczmarska-Kr6l sa3 w pelni zasadne. Na podkreslenie zastuguje
innowacyjno$¢ badan, w ktérych Doktorantka m.in. charakteryzuje wptyw domeny RG-I na
whasciwoséci mechaniczne naturalnych i modelowych $cian komoérkowych. Ponadto,
zastosowany w badaniach surowiec, tj.. owoc jabloni i korzen marchwi jest doskonatym

wyborem z uwagi na bogate Zrédlo pektyn.

Ogolna charakterystyka rozprawy

Na rozprawe skiada si¢ cykl czterech publikacji wydanych w czasopismach naukowych
o lacznej punktacji MNiSW wynoszacej 680 punktéw i sumarycznym wskazniku Impact Factor
31,5. Dwie publikacje z cyklu prac sg pracami przegladowymi i stanowig wprowadzenie do
aktualnego stanu wiedzy z zakresu realizowanego problemu badawczego. Prace te
opublikowano w Carbohydrate Polymers i Food Chemistry. Kolejne dwie prace, to oryginalne
publikacje naukowe opublikowane w czasopismach Food Chemistry i Scientific Reports. We
wszystkich tych pracach Doktorantka pelni funkcje pierwszego autora. W zatgczonych
o$wiadczeniach wspotautoréw ww. publikacji, nie okreslono jednak wiodgcego udziatu Pani
mgr Kaczmarskiej-Krol w powstaniu cyklu prac stanowigcych osiggnigcie naukowe.

Pierwszym rozdzialem pracy jest wstep, w ktorym Doktorantka bardzo szczegétowo
wprowadza czytelnika w tematyke struktury i wasciwosci fizykochemicznych pektyn. Wiele
podobnych informacji odno$nie struktury pektyn, szczegélnie RG-1 odnalezé mozna w
podrozdziatach 1.2. (Budowa i wlasciwosci pektyn), 1.3.1. (Budowa chemiczna i
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wystepowanie) czy 1.3.2. (Struktura i konformacja). Zdaniem Recenzentki znacznie lepszym
rozwigzaniem byloby uporzadkowanie zebranych informacji i przedstawienie ich w formie
syntetycznego opisu, tym bardziej, ze dwie z zalaczonych prac przegladowych, stanowiacych
rozprawe doktorskg, przedstawiaja niemal identyczne wiadomosci. Z kolei, pewne informacje
cytowane przez Doktorantke we wstegpie pracy wymagaja doprecyzowania, np.: w podrozdziale
1.2. (Budowa i wilasciwosci pektyn, str.14) Autorka pisze, ze ,,Grupy karboksylowe jednostek
GalA...mogg by¢ poddawane estryfikacji metanolem. .., co ksztattowane jest w trakcie rozwoju
rosliny...”. W pracy Wolf i wsp. 2009, na ktéra zresztg powoluje si¢ Doktorantka, bardzo
precyzyjnie wyjasniono biosynteze i metyl-estryfikacj¢ pektyn (HG) in muro, za ktéra
odpowiada kompleks enzymoéw komoérkowych, w tym metylotransferazy pektynowe. Stad tez,
niezrozumiale jest kolejne stwierdzenie Doktorantki, ze ,,Jednostki GalA w szkielecie RG-I
zwykle nie sg estryfikowane metanolem...” (str. 17). Prosze o wyjasnienie tych kwestii. Prosze
takze o wyjasnienie uzytego przez Doktorantke okreSlenia: ,konserwatywna struktura o
szkielecie HG...” (str.15). Podobnie, zastosowanie w tytule podrozdzialu 1.3.4., pojecie
wwlasciwosci in vitro” uwazam za malo precyzyjne. Bardziej wilasciwym bylby tytut
wlasciwosci reologiczne i zelujace pektyn, na ktorych skupita sie gtéwna uwaga Doktorantki
w trakcie opracowywania ww. podrozdziatu. Pewng niescisloscig jest takze zastosowanie w
pracy okreslenia cukry obojetne/ cukry neutralne (podrozdzial 1.3.2. i 1.4.). Na przyktad
wymieniona w opisie galaktoza wykazuje wlasciwosci redukujace. Wobec powyzszego nie
moze by¢ okreslana mianem cukru obojetnego. Pozostale wymienione cukry takze posiadaja
grupy funkcyjne, ktore mogg generowa¢ ugrupowanie hemiacetalowe, obecnosé ktérego moze
Swiadczy¢ o ww. wlasciwosciach cukrow.

Rozdzial 2 pracy poswigcony jest hipotezie badawczej, celowi pracy i celom
szczegblowym. W kolejnym rozdziale Doktorantka szczegbltowo opisuje zastosowane w
badaniach metody analityczne i charakteryzuje material badawczy, z ktérego pozyskano
pektyny. W tym miejscu prosz¢ o doprecyzowanie, czy pektyny pozyskano z pulpy czy z
otrzymanych wytlok6w? Prosze takze o wyjasnienie, czy w czasie ekstrakcji i pozyskania
frakcji DASP stosowano 0,05 M CDTA, czy 0,1 M roztwér — tak jak wykazano w publikacjach
P3 1 P4? Kolejne pytanie dotyczy postepowania po modyfikacji enzymatycznej pektyn frakcji
DASP (podrozdziat 3.4.). Czy weryfikowano aktywno$¢ enzyméw po schtodzeniu prébek w
lazni lodowej? Pewna uwaga dotyczy takze pomiaréw statycznego rozpraszania $wiatla
laserowego (podrozdziat 3.10.). Zastosowanie statycznego rozpraszania $wiatla laserowego w
celu okreslenia Srednich wagowo mas czasteczkowych praktycznie ogranicza si¢ do probek
bardzo jednorodnych. Szacowanie masy molowej przy pojedynczej dtugosci fali i przy tak
duzym kacie pomiaru $wiatla rozproszonego mozliwe jest dla makromolekul o promieniu
mniejszym niz 1/20 dlugosci fali. Natomiast, z przeprowadzonych analiz AFM wynika, ze
badane czgsteczki charakteryzowala duza niejednorodno$¢ odnosnie ich rozmiaréw. Prosze o

ustosunkowanie si¢ do ww. kwestii.



Osiggniecia badawcze Doktorantki opisano w rozdziale 4 pracy. W oparciu o dane
literaturowe, zebrane w publikacjach P1 i P2, syntetycznie podsumowano wyniki
dotychczasowych badan na temat struktury i funkcji RG-I w roslinie oraz zaleznosci pomigdzy
wlasciwosciami chemicznymi RG-I a materiatem wyjsciowym i technikami ekstrakcji. W tej
czeSci pracy Doktorantka omowila takze rezultaty badan wlasnych, ktére opisala w
publikacjach (P3 i P4). Sa to prace eksperymentalne o charakterze czysto naukowym, spojnie
nawigzujgce do podjetego problemu naukowego. Doktorantka dokonuje analizy wyznaczonych
wlasciwosci chemicznych, reologicznych i molekularnych frakcji DASP ekstrahowanej z
dwoch réznych Zrodet (jabtek i marchwi). Charakteryzuje takze zmiany w jej strukturze i
wlasciwosciach reologicznych na skutek degradacji enzymatycznej domeny RG-1. Zaznaczy¢
nalezy, iz prace eksperymentalne sg obszerne, a cz¢$¢ analityczna i opracowanie otrzymanych
wynik6w wymagaly od Doktorantki nie tylko znacznych nakladoéw pracy ale przede wszystkim
znajomosci warsztatu badawczego i dojrzatosci naukowej.

W rozdziale 5 przedstawiono wyniki badan eksperymentalnych, ktére stanowia
uzupelnienie ocenianej dysertacji. W tej czgsci pracy, Doktorantka scharakteryzowata zmiany
wlasciwosci mechanicznych analogdéw $cian komdrkowych i naturalnych $cian komoérkowych
w wyniku degradacji enzymatycznej RG-I. Zdaniem recenzentki zaplanowane badania
modelowe charakteryzuje nie tylko wartos¢ naukowa ale takze duzy potencjat aplikacyjny. W
kolejnej czgsci rozdzialu okreS$lono rolg regionu RG-I frakecji DASP w ksztaltowaniu
wlasciwosci pektyn stosujgc rozszerzong modyfikacje enzymatyczng i hydroliz¢ kwasowa. Na
uwage zastuguje fakt, ze poza analiza chemiczng i badaniem nanostruktury przeprowadzono
réwniez pomiar rozkladu mas czasteczkowych z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii wykluczenia sprzezonej z trzema detektorami. Nalezy zatowaé, ze nie
zastosowano detektora wiskozymetrycznego, ktory w polaczeniu z detekcja RI i LS
dostarczytby dodatkowych informacji odnos$nie parametréw hydrodynamicznych, na podstawie
ktérych mozliwa bylaby charakterystyka struktury liniowej/ rozgal¢zionej badanego materiatu
i tym samym, potwierdzenie obserwacji AFM. Natomiast, otrzymane wyniki zostaly
szczegbtowo przedyskutowane z wykorzystaniem trafnie dobranej i aktualnej literatury
przedmiotu.

Podsumowanie i wnioski z przeprowadzonych badan przedstawiono w rozdziale 6.
Prace podsumowuje 6 wnioskow, ktére stanowia odpowiedZ na postawione cele szczegdtowe
badan ocenianej dysertacji. Otrzymane wyniki pozwolity Doktorantce dowies¢, ze struktura
domeny RG-I i obecno$¢ tancuchéw bocznych przylaczonych do ramnozy, szczegoélnie
arabinozy, determinuje wtasciwosci reologiczne i mechaniczne $cian komérkowych oraz, ze
RG-I pelni istotng role w mechanice kompozytéw z celuloza i hemicelulozg. Natomiast,
modyfikacja enzymatyczna i hydroliza kwasowa skutkuje depolimeryzacjg tancuchow
bocznych domeny RG-I, co w konsekwencji decyduje o spadku lepkosci frakcji DASP i1

powstaniu liniowych polimeroéw.



Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Adrianny
Kaczmarskiej-Krol pt.: ,,Mechaniczna rola ramnozy w pektynach ekstrahowanych za pomoca
stabych alkaliéw (DASP) z roélinnych $cian komérkowych” stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w
ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
(Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6ézn. zm.), zgodnie z ustawa dnia 20 lipca 2018 roku. Zgodnie z
przepisami wprowadzajacymi — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668
z pozn. zm.) i rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20-go wrzesnia
2018 roku, w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin artystycznych.

Problematyka badawcza, podjeta przez Pania mgr Adriann¢ Kaczmarskg-Krdl, stanowi
istotny wktad dla rozwoju nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo. Ponadto,
analiza otrzymanych wynikéw i ich dyskusja w oparciu o literatur¢ tematu dowodzg o
poglebionej ogblnej wiedzy teoretycznej Doktorantki w zakresie nauk rolniczych, a takze
umiejetnosci prowadzenia samodzielnie pracy naukowej. Oceniana praca ma duze znaczenie
poznawcze i aplikacyjne oraz jest oryginalnym i wartoSciowym osiggni¢ciem naukowym, a
przedstawione uwagi nie umniejszaja jej wartosci. Dlatego tez, zwracam si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie o
dopuszczenie Pani mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol do dalszych etapéw w postgpowaniu w

sprawie nadania stopnia doktora.






