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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Magister Moniki Chylinskiej

pt. ..Badania zawartosci polisacharydéw w $cianie komérkowej owocu pomidora w réznych stadiach
Jjego dojrzatosci™ wykonanej pod kierunkiem prof. dra hab. Artura Zdunka — promotora rozprawy
oraz dr Moniki Szymanskiej-Chargot — promotora pomocniczego w Zakladzie Mikrostruktury
i Mechaniki Biomaterialéw Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w Lublinie.

Dnia 10.06.2016 Rada Naukowa Instytutu Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w Lublinie podjela

uchwatg o powolani recenzentow rozprawy.

Dobor, znaczenie tematu i cel pracy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Chylinskiej dotyczy badan
spektroskopowych i mikroskopowych z zakresu podczerwieni pektyn oraz innych polisacharydow
zawartych w $cianach komérek dwoch odmian pomidora w réznych stadiach jego dojrzatosci.
Autorka zastosowala spektroskopie w podezerwieni oraz spektroskopie i mikroskopie Ramana w celu
poznania struktury i dystrybucji molekularnej badanych polisacharydow w scianie komérkowej. W
celu pordwnania tej nowatorskiej metody Autorka zastosowata takze klasyczne metody analiz
polisacharydéw w badanych probkach, ktére zwigzane sa z zastosowaniem metod biochemicznych
oraz immunofluorescencyjnych.

Wspomniane powyzej badania wychodza naprzeciw poszukiwaniom nowych (szybkich

i nieniszczacych) metod badania tkanek roslinnych. Badania te maja znaczenie nie tylko poznaweze,
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lecz takze aplikacyjne. Spektroskopia FTIR i Ramana moze znalezé szerokie zastosowanie
w przechowalnictwie owocéw i warzyw jako bardzo czula metoda detekcji  procesow
przyczyniajacych si¢ do pogorszenia jakosci przechowywanych produktéw. Gléwny cel badan
Autorka  zrealizowala poprzez dwa cele szczegélowe zwigzane z opracowaniem metodyki
obrazowania ramanowskiego do oceny zawartosci i lokalizacji polisacharydéw w  $cianach
komérkowych pomidorow. Drugi cel szezeglowy dotyczyl poszukiwan korelacji pomiedzy
parametrami biochemicznymi, wiasciwosciami mechanicznymi oraz zmianami w mikrostrukturze
sciany komérkowej dojrzewajacych owocow. W mojej opinii dobér tematu oraz cele pracy zostaly

sformutowane prawidlowo.
Ocena formalna i merytoryczna pracy:

Rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Chylinskiej ma uklad typowy dla prac
doswiadczalnych. Praca liczy 110 stron. na ktére sklada sie 5 rozdzialow zakofczonych
podsumowaniem. W Bibliografii Autorka zacytowala 127 publikacji. W glownej czesei pracy
zawarto 26 rysunkow oraz 12 rysunkdw w materiatach dodatkowych, zamieszczono réwniez 4 tabele.
Strong graficzng rozprawy oceniam wysoko. Rozprawa napisana jest starannie, ta ocena dotyczy
zardwno rysunkéw, schematow jak i wykresow zamieszezonych w opracowaniu pracy. Dyskusje
wynikow przeprowadzonych przez Autorke oceniam takze bardzo dobrze.

We Wstepie do rozprawy doktorskiej uzasadniajagcym cel podjetych badan. Autorka
zamiescifa syntetyczny opis wprowadzajacy czytajacego w  problematyke znaczenia metod
spektroskopii i mikroskopii oscylacyjnej w badaniach analizy struktury tkanek owocow. Przeglad
literatury stanowi syntetyczng charakterystykg budowy roslinnej $ciany komorkowej oraz wplywu
procesu dojrzewania na jej morfologi¢. Nastgpnie Autorka prezentuje wybrane metody badania
roslinnej $ciany komdrkowej omawiajac metody spektroskopowe z zakresu sredniej podezerwieni
(spektroskopia FTIR i Ramana). Autorka opisuje takze metode obrazowania ramanowskiego

w badaniach komérek roslinnych. Na zakonczenie rozdzialu Autorka dokonuje charakterystyki
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metodologii badan  immunofluorescencyjnych. Informacje literaturowe zebrane przez Autorke
pozwalaja czytajacemu na osadzenie w temacie i zapoznanie si¢ z obecnym stanem wiedzy. Dowodza
réwniez rozpigtosci zagadnien pozostajacych do rozwigzania chociazby w temacie selektywnego
poszukiwania metodami spektroskopii FTIR i Ramana réznych form polisacharydéw, ktérych
zawartosci ulegaja zmianie w procesie dojrzewania owocow.

Badania wlasne Doktorantki rozpoczynaja si¢ od Rozdziatu 5 (,Wyniki i dyskusja™),
w ktorym na poczatku zaprezentowala wyniki analiz biochemicznych oraz testéw mechanicznych dla
odmian pomidoréw: Czeresniowy i Pink King. W nastepnej kolejnosci Autorka przeprowadzila
badania spektroskopowe za pomoca spektroskopii FTIR wyekstrahowanej roztworem KOH frakcji
pektyn sciany komorkowej. Wyniki zostaly poddane analizie PCA, ktorej celem bylo uchwycenie
roznic strukturalnych w budowie wybranych polisacharydow. W dalszej czgsei rozdzialu Autorka
dokonuje analizy widm Ramana zawartych w probkach pektyn, celulozy i hemiceluloz. co ze
wzgledu na podobienistwo widm bylto bardzo utrudnione. Jednakze Autorka poradzila sobie w tym
bardzo trudnym zadaniu. W oparciu o otrzymane wyniki bylo mozliwe dokonanie analizy obrazow
ramanowskich oraz otrzymanie widm z map ramanowskich, ktére wyraznie wskazuja na réznice
w dystrybucji polisacharydow w scianach komorkowych owocow pomidora w zaleznosci od stadium
jego rozwoju.

Za bardzo wazne osiagni¢cic Autorki uwazam wyznaczenie i przyporzadkowanie liczb
falowych charakterystycznych dla pektyn. hemiceluloz, celulozy. zwiazkéw fenolowych oraz ich
wspolnych pasm. Jest to istotne w poszerzeniu wiedzy diagnostycznej dla innych badaczy tematu.

Dalsze badania Doktorantki skupity si¢ wokot zastosowania metod immunofluorescencyjnych
Jjako referencyjnych  w celu poréownania otrzymanych rezultatow z metoda obrazowania
ramanowskiego. Metody oparte na przeciwciatach cechuja si¢ duza selektywnoscia w stosunku do
poszukiwanego antygenu, co daje pewnos¢, ze znakowane fluorescencyjnie probki wskaza jego
dystrybucje w materiale biologicznym. Natomiast mankamentem tej metody jest czesciowa
destrukcja chemiczna prébki oraz czas, po ktorym mozna wykona¢ analizg. Przeprowadzone przez

Doktorantk¢ badania potwierdzaja podobnie jak technika ramanowska, dystrybucje zwiazkow
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pektynowych w $cianie komérkowej obu odmian owocow. W ostatnim rozdziale Autorka zawarla
najwazniejsze wnioski i krotkie podsumowanie.

Doktorantka wykazata ponad wszelka watpliwo$¢ wyzszos¢ technik  spektroskopii
i mikroskopii oscylacyjnej nad klasycznymi metodami stosownymi w analityce jakosSci owocow.
Otwiera to mndstwo mozliwosci wykorzystania tych technik w celu opracowania szybkich (nawet
kilkuminutowych) testéw do analizy nie tyko owocdw, ale takze zywnosci przetworzonej. Uwazam tg
prace za bardzo cenny wklad Doktorantki nic tylko dla badan agrofizycznych, ale takze nauk

0 ZYWNosci.

Podczas czytania rozprawy doktorskiej zauwazylem drobne uchybienia redakcyjne
i stylistyczne o charakterze tzw. ,skrotow myslowych™ nie majace jednak wplywu na ostateczna
oceng pracy:

1. Na stronie 19 (P. 2.3.1.) ..Spektroskopia w podczerwieni bada absorpcje promieniowania™ —
Powinno by¢ raczej. ze .spektroskopia w podezerwieni umozliwia badanie procesu
absorpcji”, ktore zawsze wykonuje badacz.

2. W tym samym paragrafie .foton ulega absorpcji. a czasteczka przechodzi w stan

”

wzbudzony...” nalezy pami¢ta¢. ze omawiamy w tym miejscu zakres energii oscylacyjnej
zwigzane] ze zmiana dlugosci wiazan chemicznych oraz rotacji wzdluz wiazan a nie
wzbudzeniach elektronowych gdzie wzbudzeniu ulega cala czasteczka. Autorka chyba przez
pomylke¢ napisata, ze .rotacje sg czesciowo lub catkowicie zahamowane przez oddziatywania
migdzyczasteczkowe™. Mowiae o drganiach rotacyjnych Autorka miata chyba na mysli
energie rotacji (skr¢cania) wzdluz wiazan chemicznych, a nie rotacj¢ catych molekut, ktore
zwigzane sa z ich ruchem dyfuzyjnym.

3. Stwierdzenie (paragraf j.w.) .,w podczerwieni intensywne sg glownie pasma pochodzace od
drgan grup polarnych™ jest dla mnie niezrozumiale. W takim razie prosz¢ wytlumaczy¢ jak
powstaja bardzo intensywne w IR pasma od drgan niepolarnych grup CH2, CH3 np.

w lipidach?
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Nie rozumiem stwierdzenie z Paragrafu 2.3.2 (str. 22) .U podstaw tej techniki lezy
wzbudzenie oscylacji molekuly (dotyczy cial stalych)... Wiadomo, ze mozna bez problemu
mierzy¢ widma Ramana roztwordw i gazow.

Na str. 35 (P.4.2.2.) jest .,przesadzono™ a powinno by¢ przesaczono.

We wzorze 6 (str. 43) jest 1479 cm-1 a powinno by¢ 1749¢m-1.

Szkoda, ze Autorka nie pokazala widma czystego KOH na Rys. 15 (str. 60). KOH posiada
widmo w obszarze pomigdzy 1100-800cm-1 i moze podbudowywaé prezentowane na w/w
Rys. pasma.

Liczby falowe pasm z Rys. 16C (str. 64) sa inne niz dyskutowane w tekscie: 833, 1029,
1008cm-1. Podobnie na Rys. 17 i str. 69.

Rysunek 16C (str. 64) jest identyczny jak Rys. 18C (str. 72).

Szkoda, ze dla dobrego poréwnania nie zaprezentowano wykonanych w tym samym formacie

(rozszerzonym o celulozg i zwiazki fenolowe) Rys. 20 (str. 75) i 22 (str. 77).

11. W jaki sposéb dokonano normalizacji widm z obszaru 1200-970cm-1 na Rys. 23 (str. 78)?

Wskazane powyzej uchybienia nie umniejszaja jednak wartosci pracy i jej wysokiej merytorycznej

oceny.

Whioski koncowe:

Podsumowujac rozprawe doktorska Pani mgr Moniki Chylinskiej oceniam ja bardzo dobrze.

Rozprawa posiada elementy nowosci naukowej i stanowi oryginalny wkiad do nauki w zakresie

agrofizyKki.

Na uwage zasluguje takze fakt, ze cz¢s¢ wynikow uzyskanych przez Pania mgr Monike

Chylinska zostala opublikowana w siedmiu wspotautorskich artykulach zamieszezonych w wysoko

punktowanych czasopismach z bazy JCR. Artykuly dotychczas cytowano 17 razy (baza web of
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knowledge), indeks H=3. Doktorantka uczestniczyla takze w realizacji grantu NCN oraz otrzymala
zagraniczne stypendium wyjazdowe.
Wobec powyzszego stwierdzam, ze praca spelnia wymagania stawiane rozprawom

doktorskim i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Moniki Chylinskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

prof. dr hab. Mariusz Gagos



