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1. Dane personalne:

Imie i nazwisko: Justyna Cybulska

Nazwisko rodowe: Bednarczyk

Data urodzenia: 02 stycznia 1979 r.

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz

tytutu rozprawy doktorskiej

30.01.2009 stopien doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii/agrofizyki, Instytut Agrofizyki
im. B. Dobrzaniskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie.

Tytut pracy: Wybrane fizyczne i chemiczne wtasciwosci modelowych scian
komdrkowych. Promotor: prof. dr hab. Krystyna Konstankiewicz

30.09.2008 dyplom ukoniczenia studiéw doktoranckich w zakresie nauk rolniczych — agronomii —
agrofizyki w Instytucie Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie

12.11.2009 dyplom ukoniczenia studiéw podyplomowych Zarzadzanie badaniami naukowymi i
pracami rozwojowymi w jednostkach naukowych, Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana
Pawta I, Wydziat Filozofii

21.05.2013 dyplom magistra na kierunku Chemia, specjalno$¢ Chemia $rodkédw bioaktywnych i
kosmetykéw. Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Chemii.

14.07.2004 dyplom magistra inzyniera na kierunku Technologia Zywnosci i Zywienie Cztowieka w
zakresie technologii zywnosci, specjalnos¢ Inzynieria zywnosci i organizacja produkcji.
Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Technologii
Zywnosci.

31.05.1999 $wiadectwo dojrzatosci w Technikum Chemicznym w Zespole Szkét Chemicznych w
Lublinie, tytut zawodowy technik chemik o specjalnosci technologia $rodkéw
farmaceutycznych.

3. Doswiadczenie zawodowe

3.1. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

0d 01.08.2010 - obecnie Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzariskiego Polskiej Akademii Nauk w

Lublinie - opiekun Laboratorium Biochemicznego
18.02.2011-22.07.2011 urlop macierzynski
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0d 01.06 2009 - obecnie Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie - adiunkt

01.07.2007-31.05.2009 Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzarskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie - asystent

01.04.2007-30.06.2007 Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzarnskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie - technolog

15.11.2004-31.12.2005 Instytut Agrofizyki im. B. Dobrzariskiego Polskiej Akademii Nauk w
Lublinie — mtodszy technolog

4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze
zm.):

* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspdlne, nalezy przedstawiC oswiadczenia
wszystkich jej wspétautoréw, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie.

a) tytut osiggniecia naukowego:

Cykl publikacji powigzanych tematycznie pt.

Wptyw nanostruktury polisacharydéw $cian komérkowych na ich wtasciwosci funkcjonalne.

b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

H1. Cybulska J., Pieczywek P.M., Zdunek A. 2012 . The effect of Ca”** and cellular structure on apple
firmness and acoustic emission. European Food Research and Technology 235, 119-128.

”:2012:1,436, lFS—Ietni=1;863 32 pkt MNiSW
H2. Cybulska J., Zdunek A., Psonka-Antonczyk K.M., Stokke B.T. 2013. The relation of apple texture

with cell wall nanostructure studied using an atomic force microscope. Carbohydrate Polymers 92,
128-137.

IF2013=3,916, IF5 eni=4,330 40 pkt. MNiSW

H3. Cybulska J., Brzyska A., Zdunek A., Wolinski K. 2014. Simulation of force spectroscopy
experiments on galacturonic acid oligomers. PLoS ONE 9(9), e107896.

IF2014=3,234, IFs5etni=3,702 40 pkt. MNiSW

H4. Cybulska J., Zdunek A. Koziof, A. 2015. The self-assembled network and physiological
degradation of pectins in carrot cell walls. Food Hydrocolloids 43, 41-50.

|F2014=4,090, IFS—Ietni=41637 45 pkt MNiSW
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H5. Zdunek A., Koziot A., Pieczywek P.M., Cybulska J. 2014. Evaluation of the nanostructure of pectin,
hemicellulose and cellulose in the cell walls of pears of different texture and firmness. Food
Bioprocess and Technology 7, 3525-3535.

|F2014=2,691, IFS—letni=31187 40 pkt MNiSW

H6. Mierczyriska J., Cybulska J., Pieczywek P., Zdunek A. 2015. Effect of storage on rheology of water
soluble, chelate-soluble and diluted alkali-soluble pectin in carrot cell walls. Food Bioprocess and
Technology 8, 171-180.

IFy014=2,691, IFs5 etni=3,187 40 pkt. MNiSW
H7. Koziot A., Cybulska J., Pieczywek P. M., Zdunek A. Structure, assembly and mechanical properties

of xyloglucan from tamarind seed [Tamarindus indica] studied with atomic force microscopy. Food
Biophysics 10, 396-402.

|F2014=1,63, |F5_|em]=2.005 30 pkt MNiSW
H8. Cybulska J., Mierczyriska J., Pieczywek P., Stasiak M., Zdunek A. 2015. Wptyw jonédw metali

dwuwarto$ciowych na wtasciwosci reologiczne matrycy polisacharydowej z wyttokéw jabtkowych.
Zywnosé. Nauka. Technologia. Jakos¢ 2(99), 103-113.

|F2014= brak, |F5_|etni=brak 15 pkt MNiSW
H9. Mierczyniska J., Cybulska J., Sotowiej B., Zdunek A. 2015. Effect of Ca*, Fe**and Mg* on

rheological properties of new food matrix made of modified cell wall polysaccharides from apple.
Carbohydrate Polymers 133, 547-555.

IF5014=4,074, |Fs5_tni=4,568 40 pkt. MNiSW
H10. Zdunek A., Koziot A., Cybulska J., Lekka M., Pieczywek P.M. 2015. The stiffening of the cell walls
observed during physiological softening of pears. Planta. DOI 10.1007/s00425-015-2423-0.

IF2014=3,263, IFs5.etni=3,632 40 pkt. MNiSW

Liczba punktéw MNiSW* publikacji wchodzgcych w sktad osiagniecia naukowego: 362 pkt.
Catkowity IF* z roku opublikowania publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 27,025.

Catkowity 5-letni IF publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego: 31,111.

*W przypadku publikacji, dla ktérych nie okreslono IF oraz punktéw MNiISW za rok opublikowania
wykorzystano punktacje za rok poprzedni.

Wktad habilitantki w powstanie ww. prac zostat szczegétowo opisany w Zatgczniku 4. Oswiadczenia
dotyczace wspotautoréw prac, okreslajace szczegétowo indywidualny wktad w powstanie publikacji
znajdujg sie w Zataczniku 8.



Dr inz. Justyna Cybidska Zatgcznik 2

c) oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Polisacharydy $cian komdrkowych stanowia obiekt badarn naukowych od potowy XX wieku,
kiedy to zaczety ukazywaé sie pierwsze prace dotyczace analizy sktadu chemicznego i struktury tych
materiatéw. Analizujac dostepne bazy danych publikacji naukowych mozna stwierdzi¢, ze mimo
stosunkowo dtugiego okresu eksploracji tej tematyki, zainteresowanie nig nieustannie wzrasta.
W roku 2014 ukazato sie ponad 4,5 tys. prac indeksowanych w bazie Scopus, ktére dotyczg tych
biomolekut. Szerokie zainteresowanie tematyka polisacharydéw $cian komdrkowych zwigzane jest z
waznymi funkcjami, jakie te zwigzki petnia w tkance roslinnej, ale tez z charakterem samych
polisacharydéw, ktére majg ogromny potencjat praktycznego zastosowania w réznych gateziach
przemystu.

Struktura i tekstura tkanki roélinnej jest uzalezniona w znacznej mierze od S$cian
komdrkowych, ktére stanowig jej szkielet i s3 zbudowane z najbardziej wytrzymatych mechanicznie
biopolimeréw wystepujgcych w komdrce roélinnej. Interakcje migdzy biopolimerami $cian
komérkowych i ich wtasciwosci na poziomie molekularnym decydujg o zachowaniu catego uktadu
biologicznego. Polisacharydy $cian komdrkowych dzieli sie na trzy gtéwne grupy: celuloza,
hemicelulozy oraz pektyny. Zwigzki te rdéznig sie budowa i wiasciwosciami, jednak wzajemne
oddziatlywania zachodzace miedzy nimi oraz naturalne uwarunkowania ich syntezy i wystepowania
daty podstawe do wyodrebnienia ich jako jednej grupy polisacharydéw.

Celuloza jest zbudowana z D-glukozy pofgczonej wigzaniami B-(1->4)-glikozydowymi
w linowe polimery, ktére formujg wyzsze struktury w postaci mikrofibryli wskutek oddziatywan
wodorowych, liczace okoto 7-15 tys. jednostek glukozy (Gibson 2012). Mikrofibryle celulozy posiadajg
regiony krystaliczne oraz amorficzne, co w znacznym stopniu determinuje wtasciwosci materiatu
i jego zdolno$¢ do wchodzenia w réznego rodzaju reakcje. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy,
mikrofibryle celulozy, tworzace sie¢ o chaotycznie rozlokowanych elementach, sy zanurzone
w amorficznej matrycy polisacharydowej sktadajacej sie z pektyn i hemiceluloz, w ktérej znajdujg sie
takze biatka strukturalne, enzymy, zwigzki mineralne i estry fenolowe (McCann i in. 2001).
W $cianach komérkowych widkna celulozy sg zorganizowane w réwnolegte warstwy (Geitmann 2010)
i usieciowane przez hemicelulozy (McCann, Wells i Roberts 1990). Srednice mikrofibryli celulozy
w $cianach komdérkowych jabtek wynosza od 20 do 60 nm (1.A.4., H2), natomiast modut Younga zostat
okreslony na okoto 120-170 GPa (lwamoto, Kai, Isogai i Iwata 2009).

Hemicelulozy sg polisacharydami o szkieletach zlozonych z jednostek sacharydéw
potaczonych wigzaniami B—(1->4) o konfiguracji ekwatorialnej. Do grupy hemiceluloz wystepujgcych
w $cianach komdrkowych nalezg takie zwigzki jak ksyloglukany, ksylany, mannany, glukomanany,
oraz B-(1->3, 1->4)-glukany (Scheller i Ulvskov 2010). Zwigzki z grupy hemiceluloz tworzg niezaleing
sieé, ktora jest cisle potgczona z siecia celulozy poprzez wigzania wodorowe (Carpita i McCann 2000;
Cosgrove 2005). Ksyloglukany s3 typowymi zwigzkami z grupy hemiceluloz wystepujgcymi
w parenchymie owocdw, np. jabtek, w postaci dtugich taricuchowych struktur. Szkielet ksyloglukanu
sktada sie z czasteczek glukozy potgczonych wigzaniem B—(1->4), gdzie trzy z czterech reszt



Dr inz. Justyna Cybulska Zalgcznik 2

glukozowych jest podstawionych przez 1,6-a-D ksyloze (Burton, Gidley i Fincher 2010) Ksyloglukan
w $cianie komérkowe;j jest éciéle powigzany z mikrofibrylami celulozy faczac je w forme sieci i tym
samym wplywajgc na wiasciwosci mechaniczne uktadu. Nanostruktura ksyloglukanu determinuje
mechanizm sieciowania mikrofibryli celulozy, poniewaz im mniej podstawnikéw w postaci reszt
fukozylowych zawiera szkielet ksyloglukanu tym wieksza jest jego zdolno$¢ do wigzania celulozy
(Levy, York, Stuike-Prill, Meyer i Staehelin 1991; Lima, Loh i Buckeridge 2004) taficuchy ksyloglukanu
maja konformacje podwdjnej helisy (Umemura i Yuguchi 2005; 1.A.4., H7). Ksyloglukan sieciuje
celuloze pokrywajgc powierzchnie jej mikrofibryli, wykazano jednak, ze jego tancuchy moga
przechodzi¢ w gtab mikrofibryli niszczac tym samym ich krystaliczne obszary (Pauly, Albersheim,
Darvill i York 1999).

Pektyny stanowia ztozong grupe zwigzkéw bogatych w kwas galakturonowy (GalA), ktére
mozna podzieli¢ na trzy gtéwne formy: homogalakturonianu oraz ramnogalakturonianu typu I'i typu II
(Mohnen 2008). Kwas D-galakturonowy jest zwigzkiem powstatym przez utlenienie D-galaktozy,
posiada grupe aldehydowa w pozycji C1 i grupe karboksylowg w pozycji C6. W stanie naturalnym
najpowszechniej wystepuje izomeryczna forma kwasu D-galakturonowego. Homogalakturonian jest
liniowym polimerem kwasu a-D-galakturonowego pofgczonego wigzaniami a-(1->4)-glikozydowymi
z wystepujgcymi sporadycznie resztami ramnozylowymi powodujacymi skrecenie fancucha. Reszty
karboksylowe homogalakturonianéw sg czesto estryfikowane grupami metylowymi. W mniejszym
stopniu zachodzi takze jego acetylacja w pozycjach O-2 lub 0-6. Homogalakturoniany moga by¢
potaczone kowalencyjnie z ramnogalakturonianami typu | lub innymi polisacharydami. W duzych
ilosciach wystepuja przede wszystkim w parenchymie owocéw. Wykazano, ze homogalakturoniany sg
zbudowane z okoto 100 monomeréw kwasu galakturonowego (Ridley, O’Neill i Mohnen 2001).
Ramnogalakturoniany typu | s3 zbudowane z powtarzajacych sie jednostek GalA oraz o-(1->2)- L-
ramnozy o stopniu polimeryzacji okoto 2000, w ktérych boczne tancuchy przylaczone do reszt
ramnozylowych w pozycji O-4 sg zbudowane z arabinianéw, galaktandéw i arabinogalaktanéw. S3 one
szeroko rozpowszechnione w pierwotnych $cianach komérkowych oraz w blaszce srodkowe;.
Homogalakturoniany t3czg sie z ramnogalakturonianami | za pomocg wigzan kowalencyjnych
(Coenen, Bakx, Verhoef, Schols i Voragen 2007; Round, Rigby, MacDougall i Morris 2010; Morris,
Gromer, Kirby, Bongaerts i Gunning 2011). Ramnogalakturoniany typu Il posiadajg natomiast szkielet
zbudowany homogalakturonianu zawierajgcy liczne tarcuchy boczne zbudowane z okoto dziesieciu
rodzajow cukréow prostych (Mohnen 2008). Sg to molekuly o stopniu polimeryzacji okofo 60.
Stanowig niewielkg cze$¢ zwigzkéw pektynowych wystepujacych w tkankach roslinnych, petnig
jednak istotng role ze wzgledu na zdolno$¢ do tworzenia mostkéw boranowych i tym samym
sieciowania matrycy pektynowej (Schols i Voragen 1994). Do zwigzkédw pektynowych zalicza sie
ponadto arabiniany, galaktany i arabinogalaktany. Proporcje zwigzkdw pektynowych wystepujacych
w jabtkach sg nastepujgce: 36% homogalakturoniany, 27% arabiniany, 20% arabinogalaktany,
14% ramnogalakturoniany. Pektyny o duzych zdolno$ciach faczenia czasteczek wody wypetniajg
przestrzern pomiedzy wtdknami celulozy i hemiceluloz tworzac niezalezng sie¢ i petnigc role
plastyfikatora (l.A.2). Pektyny w $rodowisku o duzej zawartos$ci wody tworza strukture sieci
wzajemnie pofgczonych jonowo polimeréw. W $cianach komoérkowych sie¢ pektynowa stanowi
matryce dla makromolekut celulozy i hemiceluloz oraz innych elementéw $cian komdérkowych: biatek,
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substancji mineralnych, enzyméw. W dtugich taficuchach pektynowych wystepuja obszary ,gtadkie”
(smooth), zbudowane gtéwnie z homogalakturonianéw oraz obszary rozgatezione (hairy) sktadajace
sie gléwnie z ramnogalakturonianéw. Sieciowanie pektyn zawierajgcych znaczne ilosci
homogalakturonianéw przebiega wedtug modelu egg-box opisanego przez Granta i wsp. (Grant,
Morris, Rees, Smith i Thom 1973). Zaobserwowano, ze strefy weztowe formuja sie przez wigzanie
okoto 20 reszt karboksylowych w GalA przez wapn (Morris, Gromer Kirby, Bongaerts i Gunning 2011).
Zwigzki pektynowe w tkance roslinnej majg za zadanie przede wszystkim regulacje porowatosci
éciany komérkowej, utrzymywanie adhezji miedzykomdrkowej, kontrole pH $ciany i utrzymywanie
réwnowagi jonowej.

Wiele wifasdciwoéci makroskopowych materiatéw roslinnych i Zzywnoséci pochodzenia
ro$linnego, zalezy od miko- i nanostruktury (Brummell i Harpster 2001; Aguilera 2005). Sciany
komoérkowe, obok ciénienia turogorowego, s3 gtownym elementem tkanki migkiszowej
odpowiedzialnym za jej wiasciwosci mechaniczne. Struktura molekularna polisacharydéw w $cianie
komérkowej determinuje jej wtasciwosci mechaniczne (Geitmann 2010; Gibson 2012), dyfuzyjnos¢
(Fanta i inni 2012) oraz funkcjonalnosé¢ tych biopolimeréw jako sktadnikdéw zywnosci (Willats, Knox
i Mikkelsen 2006) i produktéw niezywnosciowych (Eichhorn i wsp. 2010). Polisacharydy Scian
komdrkowych sg zorganizowane w forme wielowymiarowej sieci, stanowigcej swoistg matryce,
okreslang w literaturze jako materiat $cian komérkowych (CWM - cell wall material) (Massiot, Rouau
i Thibault 1987; Redgewell i Hansen 2000). Nalezy jednak podkresli¢, ze kompletny opis funkcji
poszczegdlnych polisacharydéw w tym uktadzie oraz interakcji migdzy nimi nie zostat jeszcze
dokonany i wcigz ukazujg sie nowe prace naukowe poswiecone tym zagadnieniom. Najnowsze
modele budowy pierwotnej Sciany komdrkowej opieraja sie na zatozeniu, ze polisacharydy
wchodzgce w sktad $ciany tworzg niezalezne, ale powigzane wzajemnie poprzez rézne interakcje
struktury (Jarvis 2011). W alternatywnym modelu Sciany komérkowej pektyny oddziatujg réwniez
z celuloza w sposéb konkurencyjny do hemiceluloz (Zykwinska, Thibault i Ralet 2008). Rzeczywista
struktura polisacharydéw w $cianie komdrkowej zalezy od jej pochodzenia (Ridley, O’Neil
i Mohnen 2001).

Wiasciwosci mechaniczne parenchymy sg determinowane gféwnie przez turgor, rozmiar,
ksztatt i rozmieszczenie komdérek, grubosé scian komaérkowych i stopiert adhezji miedzykomoérkowej
(Toivonen i Brummell 2008). Wyzszy turgor powoduje usztywnienie i wzrost kruchosci tkanki (.A.1).
Mechaniczne wiasciwoséci $cian komdrkowych zalezg gtéwnie od struktury polisacharydéw (l.A.2)
oraz ich utozenia i wzajemnych oddziatywan (Jarvis 2011). Adhezja miedzykomérkowa, ktéra zalezy
od stopnia polimeryzacji i usieciowania pektyn, odgrywa bardzo wazng role w biomechanice migkkich
tkanek roélinnych (Jarvis, Briggs i Knox 2003) i warunkuje inne strukturalne wtasciwosci tkanki
(Toivonen i Brummell 2008). Chrupkie owoce pekaja poprzez rozerwanie $cian komdrkowych (Harker,
Stec, Hallett i Bennett 1997), natomiast oddzielanie sie komdrek bez ich uszkodzer zachodzi w
przypadku dojrzatych, maczystych tkanek (De Belie, Hallett, Harker i De Baerdemaeker 2000).

Podczas cyklu rozwojowego roslin, a takze — w przypadku owocéw i warzyw — podczas ich
pozbiorczego przechowywania, polisacharydy $cian komérkowych ulegajg intensywnym przemianom
wskutek dziatania enzyméw (Brummell, Dal Cin, Crisosto i Labavitch 2004). W czasie rozwoju rosliny

glukany matrycowe stabo zwigzane z witéknami celulozy, takie jak glukomannany i ksylany, podlegaja
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nieznacznej depolimeryzacji, natomiast nie zaobserwowano tego procesu w przypadku
ksyloglukanéw, $ciéle zwigzanych z mikrofibrylami celulozy (Redgwell, Curti i Gehin-Delval 2008).
Istotne przemiany zachodzg jednakze w przypadku zwigzkéw pektynowych, ktére podlegaja znacznej
depolimeryzacji i cze$¢ z nich staje sie rozpuszczalna (Redgwell, Curti i Gehin-Delval 2008).
Depolimeryzacja zwieksza porowato$éé écian komorkowych, ktéra w przypadku niedojrzatych owocow
jest niska i ogranicza dostep enzyméw hydrolitycznych do komponentéw $cian komorkowych.
Deestryfikacja pektyn prowadzi do utraty integralnosci $cian komédrkowych, adhezji
miedzykomdérkowej oraz zmienia strukture tkanki. Na skutek aktywnosci enzyméw pektynolitycznych
nastepuje utrata jedrnosci i obnizenie jakosci owocéw. lIstniejg trzy gtdwne klasy enzymow
degradujacych pektyny obecne w przyrodzie: pektynometyloesterazy (PME), poligalakturonazy (PG)
i liazy (PL) (Jayani, Saxena, i Gupta 2005; Wei i in. 2010). Pektynometyloesteraza katalizuje hydrolize
estrow metylowych tworzac faricuchy niskometylowanych pektyn. Poligalakturonaza katalizuje
hydrolityczny rozpad wigzan a-(1,4) glikozydowych, natomiast liaza pektynowa (PL) degraduje te
wigzania bez wprowadzania wody przez proces beta-eliminacji. R-galaktozydaza (B-Gal)
i a-L-arabinofuranozydaza (o-L-AF) sg odpowiedzialne za usuwanie bocznych fafcuchéw
galaktozylowych i arabinozylowych z polisacharyddw Sciany komérkowej (Jayani, Saxena, i Gupta
2005; Wei i in. 2010). Aktywno$¢ tych enzymow wzrasta istotnie w czasie pozbiorczego dojrzewania
(Goulao, Santos, de Sousa i Oliveira 2007). W efekcie aktywnosci enzyméw pektynolitycznych sie¢
pektynowa ulega fragmentacji, dtugie faricuchy zostajg zdegradowane, nastepuje odciecie bocznych
tafcuchéw oraz grup metylowych potaczonych wigzaniem estrowym z grupami karboksylowymi (Sila
i in. 2008). Funkcjonalno$é¢ polimeréw pektynowych jest pofaczona z ich strukturg. Stopier metylacji
i stopien acetylacji okre$laja zdolno$¢ do zelowania i wtasciwosci reologiczne produktéw na bazie
pektyn. Gdy grupy karboksylowe GalA nie sg estryfikowane metanolem w pozycji C-6 posiadaja
tadunek ujemny i w ten sposéb s3 zdolne do wchodzenia w reakcje z niektérymi jonami, takimi jak
jony wapnia, formujac miedzyczasteczkowe sieci, co jest powszechnie wykorzystywane w przemysle
spozywczym (Caffall i Mohnen 2009). W zaleznosci od stopnia estryfikacji, pektyny mozna podzieli¢
na dwie gtéwne grupy: pektyny wysokometylowane (HMP — high-methoxyl pectin) i
niskometylowane (LMP — low-metoxyl pectin).

Obserwacja rzeczywistej nanostruktury polisacharydéw jest mozliwa przede wszystkim dzieki
zastosowaniu mikroskopii elektronowej lub mikroskopii sit atomowych. Mikroskopia sit atomowych
(AFM) umozliwia obrazowanie powierzchni probki o wymiarach rzedu kilkuset nanometréw z duzg
rozdzielczo$cia, a takze wykonanie charakterystyki wiasciwosci mechanicznych. Podczas skanowania
powierzchni prébki nastepuja wychylenia sondy przymocowanej do elastycznej dzwigni, ktore s
rejestrowane i przeksztatcane w celu otrzymania informacji m.in. o topografii powierzchni prébki,
nieréwnosciach, adhezji. Badania nad nanostrukturg scian komérkowych rozpoczeto w latach 90. XX
wieku (Kirby, Gunning, Waldron, Morris i Ng 1996, Morris i in. 1997, Round i in. 1997), ale
dotychczas tylko kilka grup na $wiecie zajmuje sie badaniami nanostruktury tego uktadu (Marszatek,
Oberhauser, Pang i Fernandez 1998; Yang, Feng, An i Li 2006; Zhang i in. 2010; Pose, Kirby, Mercado,
Morris i Quesada 2012). AFM byt wykorzystywany do obserwacji struktury $cian komérkowych (Kirby,
Gunning, Waldron, Morris i Ng 1996; I.A.4; H2) oraz pojedynczych taficuchéw polisacharydowych
(Kirby, Gunning i Morris 1995; Kirby, Gunning, Morris i Ridout 1995), w szczegélnosci pektyn
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pochodzacych ze $cian komérkowych owocéw (Kirby, MacDougall i Morris 2008; Liu i in. 2009; Yang,
An, Feng, Li i Lai 2005; Zhang i in. 2010, Zhang i in. 2012; Pose, Kirby, Mercado, Morris i Quesada
2012). Te badania pokazaty, ze rozdzielczo$¢ AFM, uzalezniona géwnie od geometrii sondy, jest
wystarczajgca do obserwacji pojedynczych molekut i wymaga preparatyki probki, ktéra stosunkowo
nieznacznie ingeruje w naturalng posta¢ biomolekut. Rozdzielczos¢ AFM w osi Z jest znacznie lepsza
w poréwnaniu z rozdzielczoécig w osi X-Y, ograniczang przez zjawisko konwolucji sondy (Yang, Chen,
An i Lai 2009). Poprzez analize obiektéw na obrazach AFM mozliwe jest takze rozpoznanie efektu
nakfadania sie molekut od rzeczywistego rozgatezienia polimeréw (Round, Rigby, MacDougall, Ring
i Morris 2001). W pfaszczyznie XY otrzymuje sie natomiast wartosciowe informacje dotyczace
struktury molekularnej, w szczegdlnosci w przypadku dtugich czasteczek, gdzie konwolucja sondy nie
odgrywa tak znaczacej roli (Round, Rigby, MacDougall, Ring i Morris 2001; Round, Rigby, MacDougall
i Morris 2010). Pomiar mniejszych wielkosci, o $rednicy lub grubosci rzedu kilku-kilkunastu
nanometréw, jest obarczony do$¢ wysokim btedem procentowym. Jednakze pomiar dfugosci réwniez
moze by¢ problematyczny, jezeli wystepuje skrecenie lub zapetlenie taricuchéw. W takich
przypadkach mozna zastosowaé analize obrazu (I.A H4), ktéra dodatkowo zapewnienia szybka
i obiektywng ocene reprezentatywnej liczby molekut.

AFM stosowano miedzy innymi do obserwacji mikrofibryli celulozy w prébkach modelowej
roéliny dwuliéciennej Arabidopsis thaliana oraz jednolisciennej — cebuli (Davies i Harris 2003), a takze
w komdrkach izolowanych z ogérkéw (Marga, Grandbois, Cosgrove i Baskin 2005). Geometryczne
wymiary widkien celulozowych w duzej mierze zalezg od ich uwodnienia (Thimm, Burritt, Ducker
i Melton 2000). W oparciu o obserwacje AFM biosyntezy komdrek parenchymy kukurydzy,
zaproponowano model mikrofibryli sktadajacy sie z 36 pojedynczych taricuchéw celulozy (Ding
i Himmel 2006). AFM byt takze stosowany do obserwacji enzymatycznej degradacji wtdkien
celulozowych (Liu, Fu, Zhu, Li i Zhan 2009). Charakterystyka nanostruktury zwigzkéw pektynowych
jest zadaniem znacznie trudniejszym w poréwnaniu z obrazowaniem sieci celulozowych ze wzgledu
na mniejsze wymiary, zfozono$¢ budowy oraz adhezyjnos$¢ pektyn. Zaobserwowano rdznice
w nanostrukturze pektyn pozyskanych z réznych owocéw cytrusowych (Fishman, Cooke i Coffin
2006). Obrazowano réwniez proces degradacji pektyn rozpuszczalnych w wodzie (Yang, An, Feng, Li
i Lai 2005), kompleksy ztozone z pektyn i biatek, ktére znaleziono w niedojrzatych pomidorach (Kirby,
MacDougall i Morris 2008), zmiany spowodowane dziataniem Ca”" na pektyny (Liu i in. 2009; Chen
i in. 2011) oraz hydrolize enzymatyczng taricuchéw pektynowych (Round, Rigby, MacDougall
i Morris, 2010). Badania AFM nanostruktury pektyn ekstrahowanych ze $cian komérkowych pokazaty
skale réznic strukturalnych na poziomie molekularnym pomiedzy odmianami (Yang, Chen, An i Lai
2009; Chen i in. 2009), przemiany zachodzace podczas hydrolizy kwasowej (Round, Rigby,
MacDougall i Morris 2010) i podczas przechowywania pozbiorczego (Zhang i in. 2010; Yang, An, Feng,
Li i Lai 2005; Yang, Feng, An i Li 2006; Xin i in. 2010). Te wyniki pokazaty, ze AFM umozliwia ilosciowq
charakterystyke dowolnych polisacharydéw i w ten sposéb przyczynia sie do zrozumienia réznic
odmianowych w zakresie tekstury owocéw z perspektywy budowy ich $ciany komoérkowej. AFM
stosowano réwniez do badan wtasciwosci mechanicznych materiatéw biologicznych za pomoca testu
nano-indentacji (Radmacher, Cleveland, Fritz i Hansma 1994; Radmacher, Fritz i Hansma 1995;
Kuznetsova, Starodubtseva, Yegorenkov, Chizhik i Zhdanov 2007; Lekka i Laidler 2009; Lekka 2012;
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Kurland, Drira i Yadavall 2012). Ta technika stanowi polaczenie obrazowania topografii powierzchni
probek i wykorzystanie sondy jako indentera w celu okreslenia nano-mechanicznej charakterystyki
materiatu. Przez dopasowanie modelu matematycznego opisujgcego oddziatywanie sondy i materiatu
mozliwe jest okreslenie modutu Younga prébki. Jednym z najczesciej wykorzystywanych do tego celu
modeli jest model Hertza-Sneddona (Sneddon 1965).

Polisacharydy $cian komérkowych sg wykorzystywane w znacznym stopniu jako zagestniki,
stabilizatory tekstury, wypetniacze, co jest zwigzane z ich wodochtonnoscig, a w przypadku pektyn ze
zdolnosciami do zelowania. W przetwdrstwie zywnosci polisacharydy te s3 stosowane w produkcji
sokow, zelkéw, dzeméw, napojéw, syropow, produktéw piekarniczych oraz mleczarskich (Arancibia
i Motsenbocker 2006; Jayani, Saxena i Gupta 2005; Mesbahi, Jamalian i Farahnaky 2005). Zelowanie
pektyn moze odbywac sie wedtug dwéch mechanizméw. W przypadku pektyn o stopniu estryfikacji
powyzej 50% zachodzi strukturyzowanie taricuchéw pektynowych poprzez oddziatywania wodorowe
oraz hydrofobowe pomiedzy grupami metoksylowymi. Sieciowanie w tym przypadku zachodzi w
wysokim stezeniu cukru i niskim pH. Natomiast pektyny o niskim stopniu estryfikacji s zdolne do
tworzenia mostkéw wapniowych pomiedzy wolnymi grupami karboksylowymi. Pektyny mogg takze
ulega¢ depolimeryzacji nieenzymatycznej pod wptywem rodnikéw hydroksylowych lub obrébki
termicznej w srodowisku kwasnym lub zasadowym (Sila i in. 2008).

Zdolnodci do strukturyzowania roztworéw przez polisacharydy mozna zaobserwowaé za
pomoca monitorowania ich wtasciwosci reologicznych (Tabilo-Munizaga i Barbosa-Cénovas 2005;
Juszczak, Witczak, Zigba i Fortuna 2012; Espinosa-Mufioz, Renard, Symoneaux, Biau i Cuvelier 2013).
Okreslenie charakteru ptynu oraz jego zachowania w réznych warunkach przeptywu lub mieszania ma
wptyw na projektowanie proceséw technologicznych (Ma, Lin, Chen, Zhao i Zhang 2014). Badania
reologiczne polisacharydéw $cian komérkowych byty prowadzone gtéwnie dla roztworéw zwigzkéw
pektynowych (Alonso-Mongén, Meijide, Jover., Rodrigez-Nirfiez i Vazquez-Tato 2002; Schmelter,
Wientjes,Vreeker i Klaffkeal 2002, Espinosa-Mufioz, Renard, Symoneaux, Biau i Cuvelier 2013),
a w mniejszym stopniu dla systeméw opartych na celulozie (Agoda Tandjawa i in. 2010)
i hemicelulozach (Séderqvist, Albertsson, Ranucci, Laus i Giani 2005). Dotychczas nie publikowano
jednak badan dotyczacych opisu zmian wiasciwosci reologicznych zwigzkéw pektynowych w czasie
pozbiorczego dojrzewania owocéw, chociaz pokazano, ze w tym czasie zachodza istotne zmiany
strukturalne (Yang, An, Feng, Li i Lai 2005, Yang, Feng, An i Li 2006; Zhang i in. 2012).

Polisacharydy $cian komérkowych z zywieniowego punktu widzenia stanowig bardzo istotny
sktadnik diety jako btonnik pokarmowy. Od wielu lat spozycie btonnika pokarmowego jest $rednio
nizsze niz zalecane w krajach rozwinietych, gdzie dominuje zywno$é wysoko przetworzona wynoszac
zaledwie 20 g/dobe/osobe przy zaleceniach 30-45 g/dobe/osobe (Bach Knudsen 2001; Colin-Henrion,
Mehinagic, Renard, Richomme i Jourjon, 2009; McCann, Fabre i Day 2011). Polisacharydy wchodzace
w skfad btonnika pokarmowego majg szerokie prozdrowotne dziatanie, uczestnicza bowiem
w obnizaniu poziomu cholesterolu we krwi, redukcji absorbcji cukru, obnizaniu poziomu lipidéw we
krwi czy tez redukcji ryzyka otytosci (Brownlee 2011; Colin-Henrion, Mehinagic, Renard, Richomme
i Jourjon, 2009; Comino, Collins, Lahnstein, Beahan i Gidley 2014; Kahlon i Smith 2007; Kendall,
Esfahani i Jenkins 2010; Zhu, Du, Zheng i Li 2014).
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Cel naukowy oraz oméwienie wynikéw badan

Celem naukowym badan prac stanowigcych Osiggniecie byto powigzanie nanostrukturalnych
cech polisacharydéw écian komérkowych z wybranych owocéw i warzyw z ich makroskopowymi
wilasciwoéciami  funkcjonalnymi,  gtdwnie  chemicznymi,  reologicznymi,  teksturalnymi
i mechanicznymi. Powyzszy cel naukowy podjeto ze wzgledu na:

1. Brak petnej charakterystyki struktury polisacharydéw scian komérkowych owocédw i warzyw,
tj. pektyn, hemiceluloz i celulozy, a szczegdlnie ich organizacji w $cianach komérkowych, jak
réwniez brak wyczerpujgcego opisu dynamiki ich przemian na skutek aktywnosci natywnych
enzymow.

2. Luki w wiedzy na temat funkcji kazdego z tych polisacharydéw w ksztattowaniu wtasciwosci
makroskopowych, w szczegdlnosci tekstury i whasciwosci mechanicznych owocéw i warzyw.

3. Mozliwo$é funkcjonalizacji polisacharydéw $cian komdrkowych pozyskiwanych z owocow
i warzyw w celu modyfikacji produktéw zywnosciowych, co dotychczas byto wykorzystane

w bardzo nieznacznym stopniu.
W odniesieniu do powyzszych motywow, badania byty realizowane w nastepujacych etapach:

1. Charakterystyka nanostruktury polisacharydéw $cian komdrkowych z wybranych owocéw

i warzyw.
2. Wptyw budowy molekularnej polisacharydéw $cian komérkowych na ich wtasciwosci funkcjonalne.

3. Zdolno$¢ polisacharydéow $cian komorkowych (pektyn) do sieciowania jonami metal

dwuwartosciowych.

1. Charakterystyka nanostruktury polisacharydéw scian komérkowych (H2, H4, H5, H7)

Badania bedace przedmiotem Osiggniecia poprzedzitam badaniami nad nanostrukturg
modelowych $cian komérkowych opartych na celulozie bakteryjnej w ramach realizacji mojej pracy
doktorskiej. Wykorzystanie AFM do badan tych analogéw pozwolito mi zdobyé niezbedng wiedze
i umiejetnosci do realizacji prac zwigzanych z naturalnymi scianami komdérkowymi. W swojej pracy
doktorskiej udato mi sie zobrazowa¢ przy pomocy AFM réwniez $ciany komdrkowe z jabtek. Pomimo,
ze badania te na naturalnych $cianach miaty charakter wstepny, spowodowaty podjecie decyzji
o dalszym rozwoju tej techniki w Zaktadzie Mikrostruktury i Mechaniki Biomateriatéw |APAN,
w ktérym jestem zatrudniona. W tym celu odbytam dwumiesieczny staz naukowy na Wydziale Fizyki
w The Norwegian University of Science and Technology (NTNU) w Trondheim, gdzie miatam
mozliwo$¢ pracy w jednym z najbardziej doswiadczonych zespotédw na $wiecie wykorzystujgcych AFM
do badania struktur biologicznych pod kierunkiem Biorna T. Sokke. Na bazie zdobytej wiedzy
opracowatam metode przygotowania prébek materiatéw Scian komoérkowych do obserwacji za
pomocg AFM wykorzystujac rozne trybu pracy tego mikroskopu (Rys. 1). Nastgpnie bratam udziat w
tworzeniu Laboratorium Mikroskopii w Zaktadzie Mikrostruktury i Mechaniki Biomateriatéw IAPAN,
gdzie zakupiono dwa AFM-y: Bioscope Catalyst Il oraz Multimode 8, ktére umozliwity dalszy rozwdj
preparatyki prébek, obrazowania, analizy obrazu i badan mechanicznych réznych biomolekuf, w tym

szczegOlnie polisacharydéw i $cian komdrkowych owocdw i warzyw.

11

UL



Dr inz. Justyna Cybulska Zalgcznik 2

W badaniach wykonanych czesciowo podczas mojego stazu w NTNU nad teksturalnymi
wiasciwosciami jabtek réznych odmian wykazano (H2), ze nanostruktura $cian komorkowych ma
wplyw na teksture jabtek oceniang instrumentalnie oraz sensorycznie. Badania obejmowaty szes$¢
odmian jabtek: Cortland, Honeycrisp, Jonagold, Ligol, Mutsu i Rubin. Poza charakterystyka
nanostruktury materiatéw $cian komérkowych (CWM) oraz celulozy wyizolowanej z tych materiatow,
wykonano réwniez oznaczenia krystalicznosci celulozy metoda szerokokatnej dyfrakcji
rentgenowskiej i oznaczenia zawartosci kwasu galakturonowego metoda kolorymetryczng. Rowniez,
w celu sprawdzenia, czy istnieje zwigzek z nanostrukturg $cian komérkowych a makroskopowymi
wiasciwoséciami tkanki jabtek wykonano testy makroskopowe: test przebicia z rejestracjg emisji
akustycznej oraz analize sensoryczng parametrow teksturalnych jabtek. Wysokosciowe obrazy AFM
poddano analizie komputerowej w celu iloéciowego opisu ich parametréw topograficznych.
Okre$lano $rednig $rednice mikrofibryli celulozy na podstawie analizy ich przekrojéw, a takze Sredni
btad kwadratowy (RMS) chropowatosci na podstawie histograméw wysokoéci elementéw
strukturalnych obrazéw wysokosciowych.

sonda AFM /

fragment CWM
«“

Rys. 1. Skanowanie prébki materiatu $cian komérkowych (CWM) sondg AFM w trybie kontaktowym.

Materialy $cian komoérkowych (CWM) ekstrahowane z prébek parenchymy jabtek
charakteryzowaly sie typowag struktura wyraznie zaznaczonych mikrofibryli w matrycy
hemicelulozowo-pektynowej. Analiza $redniego btedu chropowatosci pokazata, ze chropowato$é
CWM uzyskanego z jabtek odmiany Honeycrisp byta istotnie wigksza w poréwnaniu z chropowatoscia
innych prébek. W celu okreélenia, czy réznice chropowatosci, automatycznie obliczonej z obrazow
AFM, wynikaly z réznic w budowie molekularnej, usunigto z CWM pektyny i hemicelulozy
pozostawiajac jedynie czystg sie¢ celulozowa. Stwierdzono na tej podstawie, ze istniejg réznice
pomiedzy réznymi odmianami jabtek w orientacji, uporzadkowaniu i wymiarach geometrycznych
mikrofibryli. Na Rys. 2 pokazano przyktadowe obrazy nanostruktury celulozy dwéch odmian
Honeycrisp i Ligol. Celuloza izolowana z tkanki jabtek odmiany Honeycrisp cechowata sig $rednig
$rednica mikrofibryli okoto 38 nm, odmiana Mutsu okofo 33 nm, natomiast pozostate odmiany
w granicach 26-28 nm.

Stopien krystalicznosci celulozy wyznaczony na podstawie usrednionych dyfraktogramow byt
natomiast najnizszy dla odmiany Honeycrisp, najwyzszy za$ dla odmiany Jonagold i wynosit
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odpowiednio 13 i 24 %. StopieA krystalicznosci okresla stosunek obiektéw krystalicznych do
amorficznych i w przypadku celulozy jest rézny dla réznych materiatéw, np. kilkanascie % dla celulozy
pochodzacej z tkanek rodlinnych i okoto 60 % dla celulozy syntetyzowanej przez bakterie. Aby okreslic
zaleznoé¢ parametréw nanostruktury z parametrami opisujacymi sktad chemiczny, wtaéciwosci
mechaniczne i sensoryczne, zostata wykonana analiza gtdwnych sktadowych (PCA - principal
component analysis). Wykazatam miedzy innymi, ze odmiany o grubszych wiéknach celulozy, ale
0 najnizszym stopniu krystalicznosci, charakteryzowaty sie wyzszg liczba zdarzen w tescie emisji

akustycznej i kruchoscia sensoryczna.

77.64 nm

Rys. 2. Nanostruktura celulozy ekstrahowanej sekwe(;iogn;}nie z tkanki miekiszowej jabtek odmiany Hc;)goenzlcrisp
i Ligol. Obrazy wysoko$ciowe AFM wykonane w trybie tapping o wymiarach 2x2pm.

W kolejnej pracy (H4) podjetam prébe charakterystyki nanostruktury pektyn ekstrahowanych
na drodze ekstrakcji sekwencyjnej ze $cian komdrkowych marchwi. Pektyny mozna podzieli¢ na
frakcje pod katem ich rozpuszczalnosci. W badaniach zastosowatam ekstrakcje sekwencyjng
wg Selvendrana i O’Neilla (1987), w wyniku ktdrej otrzymatam nastepujace frakcje pektyn: -

1. WSP- water soluble pectin- pektyny rozpuszczalne w wodzie,

2. CSP - chelator soluble pectin — pektyny rozpuszczalne w chelatorach wapnia takich jak EGTA
(kwas etyleno-glikolo-bis aminoetylo-eterowy), szczawian amonu, EDTA (kwas
etylenodiaminotetraoctowy), CDTA (kwas cykloheksanodiaminotetraoctowy). Chelator
wapnia ma za zadanie usung¢ wapn z usieciowanych jonowo pektyn, powodujgc tym samym
ich uwalnianie ze $cian komdérkowych

3. DASP - diluted alkali soluble pectin — pektyny rozpuszczalne w stabych zasadach, takich jak
Na,CO;, ktére powoduja uwolnienie z CWM pektyn zwigzanych kowalencyjnie (Brummell

i Harpster, 2001).

Ten schemat ekstrakcji pektyn stosowano w kolejnych pracach H5, H6 i H10. Stosujac AFM wykonano
charakterystyke nanostruktury frakcji pektyn umieszczonych na mice, wysuszonych i obrazowanych
w powietrzu.

Struktura molekularna pektyn rozpuszczalnych w wodzie (WSP)

Za pomoca oprogramowania do analizy obrazu wyodrebniono ponad 50 tys. elementéw
strukturalnych na obrazach AFM frakcji WSP. Srednia érednica tych obiektéw wynosita 22 + 6 nm,
przy czym w tej grupie zarejestrowano réwniez ponad 1500 obiektéw wigkszych niz 1000 nm?>.

13



Dr inz. Justyna Cybulska Zatgcznik 2

Zauwazono réwniez znikomg ilo$¢ wydtuzonych obiektéw o dtugosci powyzej 50 nm, ktore stanowity
okoto 3% wszystkich wykrytych czgsteczek. Pomiary pozwolity stwierdzi¢, ze pektyny frakcji WSP
izolowane z marchwi sktadajg sie gtéwnie z bardzo krétkich polimeréw pektynowych o $rednicy okoto
22 nm. Wysoko$¢ czgstek WSP wynosita od 0,05 nm do okofo 3,2 nm, jednak wiekszos¢ z nich
miescita sie w zakresie pomiedzy 0,2 a 0,4 nm. Struktura frakcji WSP marchwi posiadata podobne
cechy strukturalne do opisanych w literaturze dla brzoskwin (Yang, An, Feng, Li i Lai 2005; Yang,
Chen, An, Lai 2009; Zhang i in. 2012). W badaniach opisanych przez Yanga i wsp. (Yang, An, Feng, Li
i Lai 2005) zidentyfikowano duzg liczbe struktur tancuchowych, wynikato to jednak z wytgczenia
matych polimeréw z analizy z powodu ograniczeri wynikajgcych z oprogramowania. Podobnie w pracy
Zhanga i wsp. (Zhang i in. 2012) wymiary agregatéw byly wieksze (91 — 217 nm $rednicy) niz
w naszych badaniach (16-140 nm $rednicy). Roznice te wynikaly z réznego pochodzenia pektyn,
ale przede wszystkim z zastosowania przez nas komputerowej analizy obrazu, ktdra umozliwita
zwiekszenie dokfadnosci detekcji. W kolejnej pracy (H7) w badaniach wykonanych dla gruszek
parametry geometryczne agregatéw WSP byty podobne do tych czasek ekstrahowanych z marchwi,
wynoszac $rednio 30 nm dla $rednicy (ptaszczyzna XY) i 0,5 nm wysokosci (08 Z). W naszych
badaniach udowodnili§my, ponownie stosujgc automatyczng analize obrazu, ze okoto 80-90% czastek
WSP wystepuje w postacie matych polimeréw o powierzchni mniejszej niz 1000 nm?. Frakcja WSP
zawierata mniejsze ilosci kwasu galakturonowego (12,1 mg/g AIR dla marchwi) w poréwnaniu
z innymi frakcjami pektyn, z czego wynika, ze prawdopodobnie tworzyly jg réwniez inne
oligosacharydy bedgce wynikiem depolimeryzacji rozgatezionych pektyn i oddzielenia ich bocznych
taricuchdw. W przypadku gruszek zawarto$¢ kwasu galakturonowego w WSP byta wieksza
w poréwnaniu z frakcjg CSP i rdznita sie znacznie w zaleznosci od odmiany. Odmiana Konferencja,
okreélana jako miekka, posiadata wiecej GalA we frakcji WSP (56,76 mg/g AIR) niz odmiana Xenia,
o jedrnej teksturze (20,17 mg/g AIR).

Struktura molekularna pektyn rozpuszczalnych w chelatorach wapnia (CSP)

Frakcja CSP ekstrahowana przez CDTA zawierata w przypadku marchwi mieszanine struktur
taricuchowych oraz agregatéw sktadajacych sie z krétkich polimeréw podobnych do tych nielicznych
wydtuzonych uzyskanych we frakcji WSP. W przypadku gruszek, zdecydowanie dominujgcymi
formami byty natomiast dtugie rozgatezione polimery. Podobne wyniki uzyskali inni autorzy dla
pektyn ekstrahowanych z pomidoréw, burakéw cukrowych i truskawek (Round, Rigby, MacDougall,
Ring i Morris 2001; Kirby, MacDougall i Morris 2008; Round, Rigby, MacDougall i Morris 2010; Pose,
Kirby, Mercado, Morris i Quesada 2012). Dla tej frakcji analizowaliémy obiekty diuzsze niz 30 nm,
biorgc pod uwage catkowitg dtugo$¢ molekut tacznie z faricuchami bocznymi. Wyniki analizy obrazu
pokazaly, ze we frakcji CSP znaczgcg ilos¢ obiektéw stanowig molekuty diuzsze niz 400 nm, a nawet
przekraczajgce 1 um. Ponizej 30% obiektéw miato dtugos¢ szkieletu od 30 do 100 nm. Wysokos¢
faricuchéw, bedaca miarg ich $rednicy zgodnie z zasadg, ze wysoko$¢ na obrazach AFM wierniej
odzwierciedla wymiary geometryczne probki, byta nizsza niz w przypadku frakcji WSP i wynosita
$rednio 0,21 nm dla marchwi i pomiedzy 0,3 a 0,4 nm dla gruszek. Analiza profilu molekut pokazata,
ze w miejscach rozgatezieri nie nastepowato podwajanie wysokosci, co Swiadczyto o rzeczywistych
rozgatezieniach, a nie o przypadkowym naktadaniu sie taricuchéw pektyn. W ten sposob
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potwierdzono, ze molekuty frakcji CSP maja faktycznie rozgateziong strukture, ktérg zaproponowali
wczeéniej Round i wsp. (Round, Rigby, MacDougall, Ring i Morris 2001). Uwaza sie, ze frakcja CSP jest
zbudowana gtéwnie z czesciowo estryfikowanych homogalakturoniandw pochodzgcych z blaszki
érodkowej (Redgwell, Melton i Brasch 1992; Willats, Knox i Mikkelsen 2006). Wyniki pomiaréw
zawartosci kwasu galakturonowego dla marchwi wykazaty, ze ilos¢ GalA byta znacznie wieksza niz dla
frakcji WSP i wynosita okofo 52 mg/g AIR, natomiast w przypadku gruszek wartos¢ ta wynosita
zaledwie kilkanascie mg/g AIR. Traktowanie probki chelatorem wapnia miato za zadanie usunigcie
jondw Ca®*, w zwigzku z tym widoczne rozgatezienia nie mogty by¢ zwigzanie z obecnosciag mostkéw
wapniowych. Zaproponowano wiec, e rozgatezione struktury mogg by¢ zbudowane
z homogalakturonianéw zwiazanych kowalencyjnie z ramnogalakturonianami typu | (RG-I) (Coenen,
Bakx, Verhoef, Schols i Voragen 2007; Round, Rigby, MacDougall i Morris 2010). Zostato to
potwierdzone przez analize widm FT-IR, gdzie stwierdzono obecnos$¢ pasm 1040, 975 i 945 cm™
charakterystycznych dla obszaru daktyloskopowego RG-lI zawierajgcego jednostki galaktozy
i arabinozy (Coimbra, Barros, Barros, Rutledge i Delgadillo 1998; Kacurdkova, Capek, Sasinkova,
Wellner i Ebringerova 2000).

Struktura molekularna pektyn rozpuszczalnych w stabych zasadach (DASP)

Frakcja DASP ekstrahowana z marchwi oraz gruszek za pomoca weglanu sodu cechowata sig
odmienng strukturg w poréwnaniu do frakcji WSP i CSP. Molekuty DASP tworzyty na mice regularna,
samoorganizujgca sie sie¢. Wyjatkowa organizacja tej frakcji zostata potwierdzona takze dla innych
owocow, takich jak jabtka, cytryny, truskawki, sliwki. Wiekszo$¢ czasteczek pektyn tworzacych ta
frakcje posiadato wysokoé¢ okoto 0,8 nm. Ta warto$¢ odpowiada spodziewanej S$rednicy
pojedynczego taricucha polisacharydowego o konformacji helisy (Round, MacDougall, Ring i Morris
1997). Pomimo wczeéniejszych badar tej frakcji przy pomocy AFM w podobnych warunkach (Pose,
Kirby, Mercado, Morris i Quesada 2012, Round, Rigby, MacDougall i Morris 2010) samoorganizujgce
sie wiasciwosci tej frakcji nie byly wczesniej prezentowanie. Nalezy podkresli¢, ze charakterystyczna
samoorganizujgca sie struktura wystepowata w terminie dojrzatosci zbiorczej, po ktérym nastepowat
jej rozpad. Prawdopodobnie precyzyjne okreslenie terminu dojrzatosci zbiorczej oraz wykonanie
badan na $wiezych prébkach pozwolito nam na uchwycenie tych wtasciwosci. Badania FT-IR pokazaty,
ze DASP zawierata poza kwasem galakturonowym takze taricuchy galaktozy i arabinozy oraz inne
cukry proste. Zawarto$¢ kwasu galakturonowego byta znacznie wieksza niz w przypadku WSP i CSP.
Szczegbtowa analiza obrazéw AFM pokazata, ze dtugie, proste molekuty, posiadajagce miejscami
wyraznie pogrubione odcinki, sa potaczone przez tancuchy boczne. Zaobserwowano réwniez, ze
dtugie i proste molekuty posiadajg liczne zgiecia pod charakterystycznym katem okofo 118° + 11°.
Natomiast faficuchy boczne taczyly sie z prostymi polimerami poprzez miejsca weztowe pod katem
okoto 119 * 11,7°, czyli podobnym do kata zginania. Te charakterystyczne katy byly odpowiedzialne
za tworzenie regularnej struktury sieci na mice. Srednia odlegtos¢ pomiedzy dtugimi molekutami
wynosita okofo 50-70 nm. Diugie proste molekuty prawdopodobnie mozna uzna¢ za odcinki
liniowego homogalakturonianu, podczas gdy pogrubione obszary moga by¢ rozgatezionymi. RG-l,
pofaczonymi wigzaniami kowalencyjnymi zgodnie z modelem zaproponowanym przez Rounda i wsp.
(Round, Rigby, MacDougall i Morris 2010). Struktury agregatowe widoczne pomigdzy liniowymi
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czasteczkami moga byé czasteczkami ramnogalakturonianéw typu I. Samoorganizujgca sie budowa
frakcji DASP moze ttumaczy¢ wiele proceséw zachodzacych w Scianach komérkowych. Przestrzenie
tworzone miedzy usieciowanymi biopolimerami sg wystarczajgce do pomieszczenia wiékien celulozy i
hemiceluloz, mogg zatem stabilizowaé, a nawet warunkowaé przestrzenng budowe S$ciany
komadrkowej.

Wiasciwoéci nanostrukturalne frakcji pektyn, opisane po raz pierwszy w tych publikacjach,
mozna uznaé za uniwersalne dla pektyn ekstrahowanych z tkanek miekiszowych owocéw i korzeni
roélin (Rys. 3). Rozdzielone w opisany sposéb frakcje WSP, CSP i DASP moga mie¢ znaczenie takze
w inzynierii materiatowej. Istotne réznice miedzy budowa pektyn poszczegdlnych frakcji pociagajq za
sobg takze réinice w ich wifasciwosciach, m.in. reologicznych, co moze skutkowa¢ nowymi
zastosowaniami tych zwigzkédw w zywnosci lub redefiniowaniem ich roli we wiasciwosciach $cian

komodrkowych.

Rys. 3. Obrazy AFM nanostruktury frakcji pektyn ekstrahowanych z tkanki miekiszowej jabtek odmiany
Szampion w terminie dojrzatosci zbiorczej, A) WSP, B) CSP, C) DASP. Wyniki niepublikowane, komplementarne
do opublikowanych w pracach H4 i H5.

Struktura molekularna hemiceluloz

Frakcje hemiceluloz otrzymywano w wyniku sekwencyjnej ekstrakcji, traktujgc osad po
etapach izolacji frakcji pektyn wodorotlenkiem potasu. Hemicelulozy sporadycznie wystepowaty
réwniez w formie prostych, dtugich molekut we frakcji DASP formujac niezalezng sie¢, istotnie
réznigcg sie od samoorganizujgcej sie sieci pektynowej (H4). Wtasciwe frakcje hemiceluloz,
ekstrahowane z tkanki miekiszowej gruszek, miaty strukture odcinkéw o dtugosci od 20 do 400 nm.
W przypadku dwéch odmian gruszek zaobserwowano rdznice w budowie czgstek hemiceluloz,
poniewaz dla odmiany Xenia te polimery miaty sktonnosci do wygie¢ i formowania splatanej sieci, co
nie miato miejsca w przypadku odmiany Konferencja. Wysokos¢ tych molekut byta znacznie wieksza
niz wysoko$¢ taricuchéw pektynowych i wynosita pomiedzy 1 a 4 nm dla Konferencji i okoto 1 nm dla
odmiany Xenia (H5). W pracy H7 podjeto probe opisu nanostruktury ksyloglukanu, ktéry jest
dominujacym zwigzkiem z grupy celuloz w tkance miekiszowej jabtek. Jako model wybrano jednak
komercyjny ksyloglukan z tamaryndowca stosowany jako standard poréwnawczy w tego typu
badaniach. Badania AFM pokazaty, ze molekuty ksyloglukanu miaty budowe prostoliniowych
odcinkdw o $redniej $rednicy 2,3+0,5 nm i $redniej dtugosci 640+ 360 nm utozonych w wiekszosci
jako indywidualne i odseparowane molekuty. Z analizy obrazéw topograficznych wynikato, ze
taricuchy ksyloglukanu majg konformacje helikalng o skoku 115,8429,2 nm. Czasteczki miejscami byty
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ugiete pod katem 127,8+ 25,6°. Molekuty ksyloglukanu byty zdolne do formowania agregatow
poprzez krzyzowanie sie czasteczek pod preferowanym katem 114,2+36,3°. Scharakteryzowano dwa
alternatywne sposoby faczenia sie taricuchéw ksyloglukanowych. Pierwszy polegat na tgczeniu korca
jednego faricucha do drugiego w $rodku tego drugiego poprzez ich naktadanie sig, co stwierdzono
przez analize profilu utworzonego wezfa. Drugi sposéb agregacji polegat na wzdtuznym taczeniu
réwnolegle biegngcych taficuchdw przez pewien odcinek, ktére takie powodowato podwojenie
wysokosci profilu potgczonych czastek. Réwnolegte pofaczenie sasiadujacych taricuchéw byto
analogicznym sposobem sieciowania, jaki wystepuje dla ugrupowan ksyloglukan-celuloza, gdzie
proste odcinki ksyloglukanu taczg sie z celuloza za pomoca oddziatywan wodorowych. Badania
przeprowadzone na modelowym ksyloglukanie z tamaryndowca pokazaty nowe cechy strukturalne

tego polisacharydu oraz jego zdolnosci do formowania regularnych struktur.

Naturalne przemiany zwiqzkéw pektynowych

W $cianach komdérkowych najszybszym zmianom fizjologicznym ulegajg zwigzki pektynowe,
ktére podlegajg degradacji enzymatycznej. W celu zbadania charakteru tych zmian w odniesieniu do
ich nanostruktury oraz parametrow biochemicznych wykonano trzymiesieczny eksperyment
przechowalniczy marchwi, w miesiecznych odstepach (H4).

Podczas przechowywania w warunkach chtodniczych stwierdzono wzrost zawartosci kwasu
galakturonowego ogétem z poziomu 224 mg/g w terminie zbioru do 265 mg/g po trzech miesigcach
przechowywania (Rys. 4). W poszczegdlnych frakcjach pektyn zaobserwowano wzrost zawartosci GalA
w WSP i CSP, a spadek dla DASP. Zmiany zawartosci GalA powigzano z dwoma procesami:
przeksztatceniach zwigzkéw pektynowych pod wptywem dziatalnosci enzymdw oraz biosynteza nowych
pektyn. Enzymatyczna degradacja powodowata transfer czesci kowalencyjnie zwigzanych pektyn frakcji

DASP oraz pektyn nierozpuszczalnych do frakcji rozpuszczalnych w wodzie i chelatorze wapnia.
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Rys. 4. Zmiany zawartosci kwasu galakturonowego we frakcjach pektyn ekstrahowanych z marchwi podczas
pozbiorczego dojrzewania. AIR — materiat $cian komdrkowych ekstrahowany etanolem. T1 - termin zbioru, T2,
T3, T4 -1, 2, i 3 miesigc przechowywania. Wykres zaadaptowany z H4. ‘
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W badanym okresie nastapit wzrost ilosci i rozmiaréw czasteczek frakcji WSP, co byto
spowodowane najprawdopodobniej przez agregacje zdepolimeryzowanych fragmentéw pektyn na
skutek dziatalnosci pektynaz. Jednoczesnie nastapity znaczne zmiany w nanostrukturze pektyn CSP:
skrocenie faficuchéw, spadek ilosci taricuchéw bocznych i spadek wysokoéci molekut. Podczas
pozbiorczego dojrzewania nastapita catkowita dekompozycja samoorganizujacej sie sieci frakcji DASP
(Rys. 5). Po trzech miesigcach przechowywania pektyny tej frakcji wystepowaty w formie
pojedynczych molekut o znacznie skréconych wymiarach. Zmiany strukturalne we frakcji CSP byty
spowodowane najprawdopodobniej aktywnoscia pektynometyloesterazy i poligalakturonazy, a we
frakcji DASP réwniez B-galaktozydazy i a-arabinofuranozydazy, co potwierdzity zmiany widm FT-IR.

pozbiorcze

| dojrzewanie
e
3 miesiace
4°C

Rys. 5. Transformacje frakcji pektyn DASP w wyniku pozbiorczego dojrzewania w czasie 3-miesiecznego okresu
przechowywania marchwi w warunkach chtodniczych. Obrazy AFM o wymiarach 2x2um. Analogiczne wyniki
zaprezentowano w pracy H4.

Wykazano, ze zmiany nanostruktury zwigzkéw pektynowych skutkujg zmianami ich
wiasciwosci reologicznych, co pokazano w pracy H6 oraz nanomechanicznych, opisanych w pracy
H10. Procesy te zostaty opisane w kolejnej czesci Autoreferatu.

2. Wptyw budowy molekularnej polisacharydéw scian komérkowych na ich wiasciwosci
funkcjonalne (H2, H3, H4, H5, H6, H10)

Zaleznosc tekstury i nanostruktury scian komdrkowych

W pracy H2 pokazano, ze molekularna budowa sieci celulozowej, tworzacej szkielet écian
komérkowych, ma istotny wplyw na wiasciwosci makroskopowe tkanki jabfek. Analiza PCA
parametrow nanostruktury, takich jak stopieri krystalicznoéci celulozy, chropowatoéé, érednica
mikrofibryli celulozy, wykazata, ze majg one istotny zwigzek z kruchoscig i jedrnoscig owocéw.

Badania pokazaly, ze pomiedzy r6znymi odmianami owocéw tego samego gatunku, w tym
przypadku jabtek, wystapity znaczace réznice w budowie $ciany komérkowej. Jabtka odmiany
Honeycrisp charakteryzowaty sie istotnie odmienng nanostrukturg od pozostatych odmian, posiadaty
najgrubsze mikrofibryle celulozy i najnizszy stopien ich krystalicznosci. Odmiany Cortland i Rubin
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posiada’fy natomiast najcierisze mikrofibryle i stosunkowo wysoki stopieri krystalicznosci. Poréwnujac
wtaéciwosci makroskopowe, odmiana Honeycrisp zostata oceniona jako bardzo krucha, soczysta
i twarda, podczas gdy Cortland i Rubin zostaty okreslone jako migkkie i o niskiej chrupliwosci. Owoce
okreélane jako kruche, twarde i soczyste posiadaty grubsze mikrofibryle i nizsza krystalicznos¢. Takie
owoce emitowaly silny dzwiek podczas testu przebicia, co zostato zmierzone jako wysoka liczba
zliczerh emisji akustycznej, jakkolwiek nie stwierdzono réwnie silnej zaleznoéci z jedrnoscia okreslang
w teécie przebicia. Krucho$¢ i soczysto$é owocéw jest powigzana z pekaniem $cian komorkowych
(Waldron, Smith, Parr, Ng i Parker 1997). Podczas $ciskania komérki o wysokim ci$nieniu turgorowym
éciany komdrkowe pekajg generujac fale dzwiekowe, ktérych amplituda jest proporcjonalna do
naprezenia w momencie pekania (Malecki i Opilski 1994). Na podstawie wynikéw eksperymentu
wysunieto wiec przypuszczenie, ze grubsze fibryle celulozy powodujg wyzsze naprezenie podczas
pekania $cian komérkowych i wzrost odczucia kruchosci oraz ilosci zliczeh emisji akustycznej.
Hipoteza, ze érednica mikrofibryli celulozy wptywa na teksture, jest poparta takze wynikami testu
mechanicznego (H2). Grubsze mikrofibryle korespondowaty bowiem z twardszg tkankg ze wzgledu na
wzrost wytrzymatosci na rozcigganie $ciany komdrkowej. Grubsze mikrofibryle cechowaly sie nizszg
krystalicznoscia. Na podstawie analizy PCA stwierdzono, ze stopief krystalicznoéci korelowat
negatywnie z parametrami charakteryzujagcymi teksture tkanek (Rys.6). Wyniki eksperymentu
sugeruja, ze grubo$¢ mikrofibryli celulozy wptywa na wytrzymato$¢ mechaniczng tkanki, co z kolei ma
odbicie we wilaéciwoéciach teksturalnych mierzonych sensorycznie i instrumentalnie. Na podstawie
tych wynikéw wysunieto wniosek, ze w biomechanicznym modelu tkanki roélinnej nalezy uwzglednic

réwniez nanostrukturalne wiasciwosci $cian komérkowych.
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Rys. 6 . Analiza gtéwnych sktadowych (PC1i PC2) dla parametréw oceny sensorycznej (chrupkos¢, twardo$é
i soczystosc), wasciwosci mechanicznych (jedrno$é i ogdlna liczba zliczer emisji akustycznej), oraz parametrow
nanostruktury $cian komérkowych (chropowato$é CWM, srednica mikrofibryli celulozy, krystalicznosc,
zawartoéé pektyn) dla szeéciu odmian jabtek, (a) wykres przypadkdw, (b) wykres tadunkéw czynnikowych.

Opublikowano w H2: Cybulska J., Zdunek A., Psonka-Antoriczyk K.M., Stokke B.T. 2013. The relation of apple
texture with cell wall nanostructure studied using an atomic force microscope. Carbohydrate Polymers 92, 128—
137/,
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W publikacji H5 analizowano zwigzek pomiedzy nanostrukturg gruszek dwdch odmian -
Konferencja i Xenia, z ich wiaéciwosciami teksturalnymi. Odmiany réznity sie istotnie pod wzglgdem
tekstury okreélanej poprzez jedrno$¢, zliczenia emisji akustycznej oraz sensorycznie. Odmiana Xenia
charakteryzowata sie wyzszg jedrnoscig oraz kruchoscia (wyrazang sensorycznie oraz instrumentalnie
jako ilog¢ zliczen emisji akustycznej podczas testu przebicia) w poréwnaniu z odmiang Konferencja.
Cechy makroskopowe zostaty poréwnane z budowa molekularng $cian komodrkowych, ktére
warunkujg makroskopowg teksture. Frakcja WSP sktadata sie z pektyn luZno zwigzanych oraz
powstatych w wyniku depolimeryzacji materiatu $écian komérkowych (H4). Wysoko$¢ tych obiektow
strukturalnych wynosita okofo 0,5 nm, co jest zgodne z teoretyczng $rednicg jednostki kwasu
galakturonowego (H3), okreslong na okoto 0,4-0,6 nm. Wigkszg ilos¢ WSP (5,7 % AIR) znaleziono
w $cianach komérkowych odmiany Konferencja, natomiast w przypadku odmiany Xenia frakcja ta
byta mniej liczna (2 % AIR). Analiza obrazéw AFM pokazata, ze odmiana Xenia posiadata grubsze
molekuty frakcji CSP, ktére byly réwniez bardziej rozgatezione (branching index) niz analogiczne
struktury odmiany Konferencja, ktére cechowaty sie ponadto bardziej homogenicznym rozktadem
grubodci. Mniejsza $rednica widkien stwierdzona dla odmiany Konferencja korespondowata
z teoretyczng $rednicg szkieletu homogalakturonianu. Natomiast $rednica okoto 1,3 nm widkien CSP
izolowanych z odmiany Xenia $wiadczyta najprawdopodobniej o obecnosci obojetnych cukréow
przytaczonych do szkieletu homogalakturonianu w postaci faicuchéw bocznych. Bardziej
rozgateziona struktura CSP odmiany Xenia powinna zapewnia¢ wieksza adhezje miedzykomdrkowsa,
co prowadzi do wiekszej jedrnosci oraz nizszej maczystosci. Frakcja DASP ekstrahowana z gruszek
posiadata zdolno$¢ do samoorganizacji na mice, jednak w przypadku odmiany Xenia zaobserwowano
wiekszg zdolnoé¢ do zageszczenia polimerow w tej strukturze w poréwnaniu do odmiany
Konferencja, co takie powigzano z wyzszg jedrnoscia odmiany Xenia. Frakcje hemiceluloz,
ekstrahowane wodorotlenkiem potasu takze byty rézne dla badanych odmian gruszek. We frakcji
hemiceluloz z gruszek odmiany Konferencja zaobserwowano pogrubienie widkien, natomiast
hemicelulozy pochodzgce z odmiany Xenia byty bardziej skrecone i cierisze, z tendencjg do tworzenia
splatanej, ale homogenicznej sieci. Z tyéh obserwacji wywnioskowano, ze hemicelulozy o cieriszych
i bardziej gietkich faricuchach prawdopodobnie tatwiej sieciujg mikrofibryle celulozy w Scianie
komédrkowej, uczestniczac w podwyzszeniu jej sztywnosci. Nie znaleziono natomiast istotnych réznic
w budowie sieci celulozowej, tj. grubo$¢ wiékien byta podobna na granicy btedu. Badania wykazaty,
ze tekstura oceniana makroskopowo jest powigzana z cechami nanostrukturalnymi polisacharydéw
écian komdrkowych, w szczegélnosci pektyn i celulozy. Mniej zdegradowane, grubsze i bardziej
rozgatezione czgsteczki pektyn wystepowaty w odmianie o wigkszej jedrnosci i lepiej ocenianej
sensorycznie teksturze. Z kolei struktura hemiceluloz zapewniajaca wieksze mozliwosci sieciowania
mikrofibryli celulozy byta charakterystyczna dla odmiany o wigkszej jedrnosci.

Symulacja eksperymentu AFM na czgsteczkach homogalakturonianu (H3)

Ze wzgledu na kluczowe znaczenie wtasciwosci nanomechanicznych pektyn dla ich funkcji
w systemie $ciany komdrkowej, ale rowniez dla ich charakterystyki materiatowej, rozpoczeto badania
teoretyczne symulacji testu mechanicznego na czasteczkach modelowego homogalakturonianu (H3).
Fisher i wsp. (Fischer, Marszatek i Fernandez 2000) wykazali, ze rozcigganie monomeréw
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polisacharydéw takich jak celuloza i kwas poligalakturonowy pozwala na opisanie transformacji
przestrzennych tych zwigzkéw oraz opracowanie teoretycznego modelu ich sprezystosci.
Eksperymenty AFM z zakresu manipulacji pojedynczymi molekutami moga by¢ symulowane przy
zastosowaniu modelowania molekularnego. Poprzez oddziatywanie kocdéwka sondy na czasteczke,
mozna przyktadaé do niej dowolng site w dowolnym kierunku. W praktyce oznacza to, ze mozliwe jest
Sciskanie lub rozcigganie molekut. Pod wptywem oddziatywar z sondg AFM nastepuje szereg roznego
rodzaju przeksztatcen, takich jak zmiana geometrii molekuty, pekanie wigzan chemicznych lub
powstawanie nowych wigzan, ktére mogg wptywa¢ na makroskopowe procesy biologiczne.
Przeprowadzane byly badania sit umozliwiajgcych rozcigganie pojedynczych molekut zwigzkéw
cyklicznych, polisacharyddéw, biatek oraz kwaséw nukleinowych (Fischer, Marszatek i Fernandez 2000,
Woliriski i Baker 2009). Wolifski i Baker (2009) zaproponowali kwantowy model EGO (enforced
geometry optimisation)symulujacy rozcigganie czasteczki w mikroskopie sit atomowych. W ramach
teoretycznego eksperymentu, w pracy H3 wykonano model homogalakturonianu i opisano
parametry tej czasteczki (Rys. 7).

LLELL LTS TTTYY,

"'*""&1" -

= 2So Y $ 551 = zso

Rys. 7. Struktury molekularne otrzymane w wyniku symulacji eksperymentu AFM homogalakturonianu
sktadajgcego sie z szesciu jednostek kwasu galakturonowego przed i po procesie relaksacji struktury otrzymanej w
wyniku dziatania sit zewnetrznych. Symulacje EGO pokazujg zmiane konformacji jednostek kwasu a-D-
galakturonowego z konformacji krzestowej na konformacje odwrdconego krzesta przez struktury skreconej f6dki.

Opublikowano w H3: Cybulska J., Brzyska A., Zdunek A., Woliriski K. 2014. Simulation of force spectroscopy
experiments on galacturonic acid oligomers. PLoS ONE 9(9), e107896.
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Podczas symulacji EGO rozciggania biopolimeréw przy uzyciu AFM (H3), wykazano, ze
czasteczki kwasu poligalakturonowego przechodza z konformacji krzestowej *C, do postaci
odwréconego krzesta *C, poprzez niestabilne struktury skreconej tédki (°S; i 2So). Okreslono wartos¢
sit zewnetrznych, ktére sg wymagane do wywotania takich nieodwracalnych przemian, a takze do
rozerwania wigzania glikozydowego. Modelowanie kwantowochemiczne tych proceséw pozwolito na
opis zjawisk obserwowanych do$wiadczalnie, a do tej pory nie zinterpretowanych. Ponadto,
teoretycznie udowodniono zmniejszenie stopnia skrecenia helisy kwasu poligalakturonowego jako
skutek przytozenia sit zewnetrznych.

Pokazano, e pozycja pojedynczego pierScienia monosacharydu w fafcuchu
poli/oligosacharydowym ma istotny wptyw na charakter zmian konformacyjnych wywotaniem sitami
zewnetrznymi (Tabela 1). Wymuszone przejscie konformacyjne “c, = ¢, zachodzito we wszystkich
terminalnych jednostkach kwasu galakturonowego posiadajacych niezwigzany atom 04°. Jednostki
terminalne posiadajgce niezwigzany atom O1° podlegaty natomiast w takich samych warunkach
konwersji *C;>?S, pierécienia. W pozostatych jednostkach kwasu a-D-galakturonowego
ulokowanych wewnatrz faficuchéw oligomeréw zachodzito przejscie *C,=>°S,. Przeprowadzone
symulacje rozciggania homogalakturoniandw pokazaty, ze reprezentatywng strukturg, wystarczajacy
do przeprowadzania badan teoretycznych wiasciwosci nanomechanicznych jest struktura tetrameru,
zbudowanego z czterech jednostek kwasu galakturonowego. Opracowany teoretyczny model
molekularny odwzorowywat prawidtowo liniowe i nierozgatezione struktury homogalakturonianu.
Opracowany model ma znaczenie dla dalszych badan nad zmianami w strukturze pektyn w wyniku
oddziatywania z biatkami oraz ich sieciowania, np. jonami metali, ktére moze zaleze¢ od aktualnej
konformaciji czasteczki.

Tabela 1. Odlegtosci pomiedzy kolejnymi atomami tlenu zaangazowanymi w kolejne wigzania
glikozydowe (04° 01° i 0% czasteczki heksameru kwasu of a-D-galakturonowego poczatkowej, po
teécie rozciggania i po procesie relaksacji otrzymane jako wynik przytozenia sit zewnetrznych f=0,07au
(5,77 nN). Tabela zaadoptowana z H3.

04°01” 0102 0203  03%04%  oa%05"  ostor®  L(#Mgos¢
czgsteczki)
[A]

struktura poczqtkowa
heksamer 4,486° 4,518°¢ 4,501° 4,493°¢ 4,503°¢ 4,618° 25,329
struktura powstata w wyniku rozciggania z f=0,07 au
heksamer 6,090 5,964 5,971 5,968 5,968 6,066 35,830
struktura po relaksacji :
heksamer s A T 4,340" 4,389" 4,.376" 5,123 20,964

¢ — konformacja krzestowa (e

b1 - konformacja skreconej tédki (1)

b2 - konformacja skreconej todki (2)

ic — konformacja odwrdconego krzesta o)
0%*=01° - dla skrajnego atomu tlenu
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Zmiany wtasciwosci mechanicznych scian komdrkowych podczas pozbiorczego dojrzewania (H10)

Na postawie zaobserwowanych zmian nanostruktury poszczegélnych polisacharydéw $cian
komdrkowych wysunieto hipoteze, ze podczas fizjologicznych transformacji, zmianom podlegaja
takze wihaéciwosci mechaniczne écian komdrkowych. Opracowano metode pomiaru modufu Younga
z wykorzystaniem AFM dla écian komérkowych ekstrahowanych etanolem z parenchymy gruszek
w $rodowisku ultraczystej wody (H10). Wykorzystano badane wczesniej odmiany Konferencja i Xenia,
w tym przypadku uwzgledniajac okres dojrzewania przed- jak i pozbiorczego. Modut Younga
materiatu $cian komérkowych malat linowo w okresie przedzbiorczymz3,2+1,8do 1,1 +0,7 MPa dla
odmiany Konferencja i z 1,9 + 1,2 do 0,2 + 0,1 MPa dla odmiany ‘Xenia’, co byfo skorelowane
z liniowym spadkiem jedrnosci owocéw. Natomiast podczas pozbiorczego przechowywania modut
Younga écian komérkowych wzrastat, podczas gdy jedrno$¢ owocéw nadal sie¢ zmniejszata. Analiza
korelacji z catego okresu eksperymentu pokazata brak bezposredniej relacji pomigdzy modutem
Younga pierwotnych $cian komdrkowych a jedrnoscig owocéw. Modut Younga Scian komérkowych
korelowat natomiast ujemnie z zawartoscig kwasu galakturonowego we frakcji DASP Konferencji oraz
we frakcji pektyn nierozpuszczalnych w odmianie Xenia, a takie dodatnio z aktywnoscig
poligalakturonazy w obu odmianach. Uznano, ze jest to dowdd na to, ze kowalentnie zwigzane
pektyny odgrywaja kluczowa role w ksztattowaniu sztywnosci $cian komérkowych owocéw, tj. ich
degradacja powoduje zwiekszenie sztywnosci. W oparciu o otrzymane eksperymentalne wyniki
zaproponowano model przemiany owocéw podczas pozbiorczego przechowywania. Usztywnianie
$cian komdérkowych powoduje, ze wraz z degradacjg blaszki sSrodkowej proces pekania zmienia si¢ na
miedzykomérkowy, co skutkuje spadkiem kruchosci i wzrostem maczystoéci owocdéw. Jest zgodne
z wezeéniejszymi hipotezami i wynikami eksperymentéw (Zdunek 2008, H1).

Wtasciwosci reologiczne polisacharydéw Scian komdrkowych (H6)

Wiasciwosci reologiczne naleza do gtéwnych cech polisacharydéw, w szczegdlnosci pektyn,
ktére sa wykorzystywane w praktyce. Dotychczas byly one badane przede wszystkim dla pektyn
ekstrahowanych za pomocg jednego czynnika, zwykle kwasu solnego, azotowego lub szczawiowego.
W moich badaniach postawitam hipoteze, ze frakcje pektyn, ktére znacznie réznig sie nanostruktura,
beda posiadaty réwniez odmienne wtasciwosci reologiczne. W celu jej weryfikacji wykonano analize
wiasciwosci reologicznych na 2% wodnych roztworach frakcji WSP, CSP i DASP ekstrahowanych
z korzenia marchwi podczas pieciomiesiecznego okresu przechowywania. Wyznaczono lepkos¢
roztworéw oraz krzywe ptyniecia (zalezno$¢ naprezenia stycznego od predkosci $cinania) i krzywe
lepkosci (zaleznos$¢ lepkosci od predkosci $cinania). W terminie dojrzatosci zbiorczej lepko$é
wszystkich frakcji byta na podobnym poziomie, natomiast wraz z postepujacymi transformacjami
molekularnymi, zmieniata sie charakterystyka reologiczna kazdej frakcji (Rys. 8). Najwyzszg lepkoscig
charakteryzowaly sie pektyny frakcji WSP (maksymalna lepko$¢ wynosita 0,045 Pa-s) w poréwnaniu
do CSP (0,023 Pa-s) i DASP (0,011 Pa-s).

Pektyny zwigzane kowalencyjnie w $cianach komdrkowych (DASP) wykazywaty witasciwosci
tiksotropowe. Zjawisko tiksotropii mozna opisac¢ jako odwracalne przejscia ptynu ze stanu Zelu w zol

pod wptywem przytozone;j sity, po czym powr6t do stanu zelu nastepuje po usunieciu dziatania sity.
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W ptynach tiksotropowych lepkos¢ maleje pod wptywem naprezenia stycznego, po czym po
zakoriczeniu procesu $cinania ptyn pozostawiony w spoczynku powraca do poczatkowej lepkosci.
W celu okreélenia wielkosci efektu tiksotropowego wykorzystano metode obliczenia pola
powierzchni petli tiksotropowej (petli histerezy). Efekt tiksotropowy frakcji DASP wzrastat w czasie
pozbiorczego dojrzewania i wynosit 14% po pieciu miesigcach, w poréwnaniu do 3% w terminie
zbioru. Frakcja DASP ztozona z polisacharydéw zwigzanych ze $ciang komérkowa za pomoca
kowalencyjnych wigzar i wykazujgca zdolno$¢ samoorganizacji wykazywata wiekszg zdolnoé¢ do
odbudowy struktury zelu niz luzno potgczone wigzaniami wodorowymi polisacharydy frakcji WSP czy
tez usieciowane za pomocg wigzar jonowych frakcji CSP.W oparciu o model Ostwalda (Power law
model) okreslono specyficzne dla kazdej frakcji wtasciwosci ptyniecia. Ustalono, ze parametry
ptyniecia frakcji DASP (wspdtczynnik konsystencji oraz wskaznik ptyniecia) nie zalezaty od czasu,
natomiast analiza WSP i CSP pokazata zmiane przeptywu z dylatacyjnego na pseudoplastyczny. Te
zmiany byly zwigzane z indukowanymi enzymatycznie transformacjami molekularnymi, ktére
prowadzity do osiggniecia zdolnosci zelowania. Wyniki tych badari pokazaty, ze w zaleznosci od
uzytego rozpuszczalnika do ekstrakcji pektyn oraz od stopnia dojrzatosci, w tym konkretnym
przypadku korzeni marchwi, witasciwosci pektyn moga by¢ dostosowywane do specyficznych

zastosowan.
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Rys. 8. Krzywe ptyniecia (krzywe wstepujgce) wyznaczone wg modelu Ostwalda dla frakcji pektyn WSP, CSP
i DASP z marchwi w terminie zbioru (HT, zielone symbole) oraz po pieciu miesigcach pozbiorczego dojrzewania
(TS5, czerwone symbole). Na podstawie Hé.

3. Zdolno$¢ polisacharydéw $cian komérkowych do sieciowania jonami metali dwuwartosciowych
(H1, H8, H9)

Pektyny wykazujg specyficzng reaktywnos$¢ chemiczng ze wzgledu na swojg budowe. Przy
spetnieniu odpowiednich warunkéw moga tworzy¢ kompleksy z dwuwartosciowymi kationami,
w naturalnym stanie z jonami wapnia. Wtasciwo$¢ ta ma znaczenie praktyczne, gdyz usieciowane
w ten sposéb pektyny tworzg zel bez koniecznosci dodatku cukru oraz utrzymywania niskiego pH.

Mechanizm tworzenia zeli przez niskoestryfikowane pektyny przy udziale mostkéw wapniowych jest
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oparty na modelu egg-box dotyczacym sieciowania polisacharydéw przez dwuwartosciowe kationy
(Grant i inni, 1973). Formacja tzw. stref weztowych (junction zones) wedtug modelu egg-box odbywa
sie poprzez tworzenie wigzan jonowych przez jony Ca”* pomiedzy przyleglymi, nieestryfikowanymi
resztami karboksylowymi kwasu galakturonowego czasteczek pektyn.

Wplyw traktowania mleczanem wapnia o réznych stezeniach (0-6%) oraz budowy
komdrkowej na parametry mechaniczne tkanki opisano w pracy H1. Eksperyment zostat
przeprowadzony na pieciu odmianach jabtek przechowywanych przez dziewie¢ miesiecy w normainej
i kontrolowanej atmosferze. Po tym okresie z jabtek pobrano jednakowe prébki tkanki i umieszczano
w roztworach mleczanu wapnia, a nastepnie wykonywano test mechaniczny przebicia z rejestracjq
emisji akustycznej. Mikrostruktura tkanki byta charakteryzowana ilosciowo jako wynik analizy
obrazéw rejestrowanych za pomocg konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego (CLSM -
confocal laser scanning microscope). Do charakterystyki mikrostruktury uzyto takich parametréw jak
érednia powierzchnia oraz obwod obiektéw, bedacych komérkami badZz przestrzeniami
miedzykomérkowymi, oraz oszacowana zawarto$¢ Scian komérkowych. Traktowanie roztworami
wapnia o wzrastajagcym stezeniu prébek parenchymy jabtek powodowato istotny wzrost jedrnosci
oraz iloéci zdarzeri emisji akustycznej. Zmiany byty wyraZzniejsze w przypadku emisji akustycznej,
ktéra lepiej oddawata wzrost kruchosci tkanki jabtek niz mechaniczny test jedrnosci. Ten efekt byt
szczegblnie korzystny w przypadku bardzo migkkich jabtek z powodu ich mniejszego stopnia
deestryfikacji (Rys. 9). Wapn istotnie zmienit sposéb uszkadzania tkanek, z miedzykomdérkowego
odklejania na pekanie $cian komérkowych. Jedrnos¢ i ogdlna liczba zliczert emisji akustycznej byty
ujemnie powigzane z rozmiarami obiektéw i dodatnio z oszacowang zawartoscig scian komérkowych.
Przyblizona ilo$é rozerwanych komérek korespondowata z catkowitg iloscig zliczeh emisji akustycznej,
co pokazalo, ze ta metoda moze by¢ z powodzeniem stosowania do charakterystyki parametréw
zwigzanych z procesem pekania, takich jak chrupkos¢, twardos¢ czy soczystosc.
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Rys. 9. Zmiana jedrnosci (a) oraz ilosci zliczen emisji akustycznej (b) dla prébek jabtek odmiany Topaz
przechowywanych w atmosferze normalnej (NA) lub kontrolowanej (KA) pod wptywem traktowania
roztworami mleczanu wapnia. Na podstawie H9.

Wykazano zwigzek pomiedzy strukturg komdrkowg parenchymy a jej wiaéciwoéciami
mechanicznymi. Tkanki posiadajgce wieksze komorki (tkanki z mniejszym udziatem $cian
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komdrkowych) charakteryzowata mniejsza ilo$¢ rejestrowanych zliczed emisji akustycznej podczas
testu przebicia oraz nizsza jedrno$é. Zageszczenie mikrostruktury powodowato wzrost zliczeh emisji
akustycznej i wzrost jedrnosci. Rys. 10 pokazuje zmiany mikrostruktury pod wptywem Ca** odmiany

Topaz przechowywanej w normalnej atmosferze przez dziewie¢ miesiecy.

Topaz NAO0% , v Topaz NA©%

Rys. 10. Mikrostruktura parenchymy jabtek odmiany Topaz przechowywanych przez dziewieé miesiecy
w normalnej atmosferze (NA), prébka kontrolna (0%) oraz prébka traktowana 6% roztworem mleczanu wapnia.
Wyniki niepublikowane, towarzyszace pracy H9.

W pracach H8 i H9 przedstawiano wptyw jonéw dwuwartosciowych na matryce
polisacharydowe MPS i MPSN otrzymane ze $cian komérkowych. Matryce polisacharydowe powstaty
z wyttokéw jabtkowych przetworzonych poprzez zastosowanie takich proceséw jak suszenie fluidalne
w niskich temperaturach, odcukrzenie i suszenie rozpytlowe. Matryca MPSN zawierata tez, w
odréznieniu od matrycy MPS, komponent skfadajacy sie z pektyn o obnizonym stopniu estryfikacji
poprzez traktowanie weglanem potasu. Matryce to opracowatam w ramach projektu, ktérym
kierowatam i sg przedmiotem zgtoszen patentowych ZP.2 i ZP.3. Celem opracowania tych matryc byto
zagospodarowanie odpadowych materiatow przemystu rolno-spozywczego i przeksztatcenie ich
w dodatek do zywnosci o wtasciwosciach stabilizujgcych teksture produktéw spozywczych. Jony
metali dwuwartosciowych wprowadzano do matryc poprzez zawieszanie ich w roztworach
wodorotlenku wapnia, wodorotlenku magnezu i mleczanu zelaza () o stezeniach 3, 6,9, 12 i 15 mM.
Badania wykonywano na 5% roztworach matryc polisacharydowych. Dodatek kazdego czynnika
sieciujgcego powodowat wzrost lepkosci pozornej roztworéw matryc MPS i MPSN. Dla matrycy MPSN
najwiekszy wzrost lepkosci byt wywotany dodatkiem jonéw wapnia. Byto to zwigzane z obecnoscig
niskometylowanych pektyn w matrycy, ktérych stopien metylacji wynosit 37,9%. Zaobserwowano
takze efekt sieciowania matryc polisacharydowych wywotany jonami Zzelaza |l, dotychczas nie
przedstawiany w dostepnej literaturze. Lepko$¢ pozorna 5% zawiesiny MPSN w wodzie wynosita
0,076 Pa's, a w 15mM roztworze mleczanu zelaza — 0,121 Pa's, co $wiadczyto o sieciowaniu
polisacharydéw matrycy réwniez przez jony Fe?*. Wptyw wodorotlenku magnezu na lepko$¢ pozorna
zawiesiny MPSN byt mniejszy, ale réwniez statystycznie istotny. Analiza krzywych ptyniecia pokazata,

ze formuja one petle histerezy, charakterystyczng dla ptyndéw tiksotropowych.
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W przypadku matrycy MPS podobnie zauwazono wzrost lepkosci pozornej oraz modutéw
zachowawczego (G’) i stratnosci (G”) pod wptywem jondw wapnia i zelaza, natomiast w przypadku
jondw magnezu nastapito’ rozrzedzenie prébki. Modut zachowawczy okreslany dla prébek
zawierajacych jony wapnia i zelaza (Il) byt wiekszy niz modut stratnosci, co oznaczato, ze otrzymane
mieszaniny maja charakter zeli. Dopasowanie modelu Herschela-Bulkleya do krzywych ptynigcia
pokazato, ze jony wapnia i zelaza powodowaty wzrost pseudoplastycznosci i lepkosci w sposob
proporcjonalny do ich stezenia (Rys. 11). Kazdy jon dwuwartosciowy powodowat wzrost efektu
tiksotropowego. Temperatura punktu zelowania wzrastata ze wzrostem stezenia kationdw do 9 mM,
a nastepnie nastepowat jej spadek. Opierajac sie na podobnych efektach reologicznych w przypadku
dodatku jonéw wapnia i zelaza wysunieto wniosek, ze jony zelaza (Il) mogg sieciowac pektyny
w podobny sposéb do jonéw wapnia, czyli zgodnie z modelem egg-box. Wykonane badania
pokazaty, ze opracowana matryca polisacharydowa moze by¢ efektywnym modyfikatorem tekstury
réznorodnych produktéw dzieki mozliwosci kontroli lepkosci przez dodatek jondw wapnia, zelaza czy
nawet magnezu. Ze wzgledu na wymiane jonowg zachodzaca w ukfadzie zotgdkowo-jelitowym
matryca moze by¢ takie wykorzystana jako potencjalny system dostarczania tych deficytowych
substancji dla organizmu cztowieka.
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Rys. 11. Lepko$¢ 5% roztworu matrycy polisacharydowej MPS w roztworach Ca(OH)2, C6H10FeO6, Mg(OH)2.
Srednie wartosci przedstawiono z odchyleniami standardowymi. Symbole literowa oznaczajg réznice
statystycznie istotne (p<0,05).

Opublikowano w H9. Mierczyriska J., Cybulska J., Sotowiej B., Zdunek A. 2015. Effect of Ca”, Fe’ and Mg”* on
rheological properties of new food matrix made of modified cell wall polysaccharides from apple. Carbohydrate
Polymers 133, 547-555.

27



Dr inz. Justyna Cybulska Zatgcznik 2

Podsumowanie

Analiza nanostruktury polisacharydéw $cian komdrkowych i powiazanie jej z teksturalnymi,
mechanicznymi i reologicinymi wihaéciwoéciami materiatowymi stanowi gtéwny nurt badani
przedstawionych jako Osiggnigcie w pracach H1-H10. Prezentowane podejscie faczy w sobie badania
o charakterze podstawowym, do ktérych nalezy charakterystyka nanostruktury polisacharydéw oraz
rozwazania teoretyczne na temat wiasciwosci mechanicznych pojedynczych molekut, z badaniami,
ktére mozna zakwalifikowaé do aplikacyjnych, obejmujacych wtasciwosci reologiczne i mechaniczne.
Badania te zostatly wykonane na rzeczywistym materiale roslinnym, samodzielnie izolowanym (poza
ksyloglukanem, praca H7) z parenchymy owoc6w i warzyw. Niewiele grup na $wiecie podejmuje taka
szeroka tematyke, ktéra w prezentowanym podejsciu wypetnia luke istniejgcg w dziedzinie badan
rolniczych pomiedzy molekularng charakterystyka biopolimerdw a ich wtasciwosciami w skali makro,
oznaczanymi na tych samych obiektach. Do najbardziej istotnych uzyskanych przeze mnie wynikéw
nalezy:

- charakterystyka nanostruktury polisacharydéw $cian komdrkowych: pektyn trzech frakcji,
ksyloglukanu i celulozy na podstawie obrazowania AFM,

- wykazanie zréznicowania wtasciwosci reologicznych frakcji pektyn i powigzania go z ich budowa
molekularng,

- opis zmian konformacyjnych homogalakturonianéw pod wptywem sit zewnetrznych dziatajacych na
pojedyncze molekuty na podstawie symulacji kwantowochemicznych,

- opis nanostruktury i wtasciwosci samoorganizujacej sie frakcji pektyn ekstrahowanych weglanem
sodu,

- wykazanie, ze sieciowanie pektyn, poza tworzeniem komplekséw z jonami Ca”, nastepuje takze
poprzez jony Fe**,

- wykazanie, ze przemiany fizjologiczne podczas pozbiorczego dojrzewania wybranych roélin
powodujg zmiany nanostruktury zwigzkéw pektynowych.
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Dziatalno$é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowg rozpoczetam w 2004 r. kiedy to wstgpitam na Studia Doktoranckie
w Instytucie Agrofizyki im. B. Dobrzariskiego PAN w Lublinie. Zostatam wigczona w prace badawcze

~ zespotu kierowanego przez prof. dr hab. Krystyne Konstankiewicz. Poczatkowo zajmowatam sie

badaniami mikrostruktury tkanek ro$linnych z wykorzystaniem metod mikroskopowych, m. in.
konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej (CLSM). Jako pracownik IA PAN kontynuowatam
réwniez wspodtprace z macierzysta uczelnig, SGGW, w wyniku ktdérej opublikowatam dwie prace
dotyczgce problematyki opakowar zywnosci (1.D.1 i I.D.2). Poczatkowo pracowatam w IA PAN na
stanowisku technologa bedac zatrudniona w projekcie Centrum Doskonatosdci Fizyki Stosowanej
w Zréwnowazonym Rolnictwie ,,AGROPHYSICS” w ramach 5 Programu Ramowego UE. Podczas
studidw Doktoranckich bytam stypendystka EFS w ramach projektu ,Stypendia dla miodych
naukowcOw szansg agrorozwoju Lubelszczyzny". Od poczatku pracy naukowej wspotpracowatam z dr
hab. Arturem Zdunkiem, prof. IA PAN, realizujgc badania w ramach dziatalnosci statutowej pt. Zmiany
mikrostruktury materiatéw rolniczych podczas deformacji. W ramach tego tematu opublikowane
zostaty prace na temat wptywu turgoru na emisje akustyczng tkanek roslinnych (1), automatycznej
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analizy obrazéw mikroskopowych (1.D.5), wptywu deformaciji na strukture komérkowa tkanek jabtka
(1.D.7), wptywu turgoru i temperatury na wtasciwosci mechaniczne tkanek ziemniaka (1.D.8) oraz
metod badarn wiaéciwosci teksturalnych owocow i warzyw (1.D.6). Bytam wspétautorem i wykonawca
w dwdch projektach miedzynarodowych dotyczacych wspdtpracy przygranicznej pomiedzy Polska,
Ukraing i Biatorusig w ramach programu Programu Sasiedztwa Polska-Biatorus-Ukraina Interreg IlIA/
TACIS CBC 2004-2006, w ktérych nawigzaliémy wspdtprace i przeprowadzilismy badania naukowe
z naukowcami z tych krajéw. Jako asystent w projekcie ,interregionalne Centrum Badawczo-
Edukacyjne w Instytucie Agrofizyki PAN w Lublinie” zajmowaftam sie m.in. organizacjq stazy
dtugoterminowych dla stypendystéw zagranicznych i konferencji, a takze realizacjg badar naukowych
dotyczacych mikrostruktury tkanek roslinnych, czego wynikiem jest publikacja 1.D.7. W projekcie
“Szkolenia i adaptacja laboratoriow w Instytucie Agrofizyki dla podniesienia jakosci zywnosci na
terenach przygranicznych PL-BY-UA” petnitam funkcje auditora wewnetrznego, a do moich
obowigzkéw nalezat m.in. nadzér nad modernizacja Laboratorium Mikroskopii i Laboratorium Analizy
Sensorycznej i Wtasciwosci Mechanicznych. Poza tymi projektami uczestniczytam jako wykonawca w
projekcie naukowym NCBR pt. ,Prototyp urzqdzenia opartego na metodzie emisji akustycznej do
oceny kruchosci i tekstury jabtek”, gdzie zajmowatam sie analiza biochemiczng i sensoryczng jabtek o
réznych wiasciwosciach teksturalnych.

W latach 2005 i 2006 zdobytam kwalifikacje auditora wewnetrznego i eksperta technicznego
oceniajgcego laboratoria zgodnie z normg PN EN ISO/IEC 17025, nadane na podstawie zdanego
egzaminu przez Polskie Centrum Badan i akredytacji w Warszawie. Te kompetencje daty mi podstawy
do organizacji Laboratorium Biochemicznego, ktérego jestem obecnie opiekunem.

Okres studidow doktoranckich byt dla mnie czasem zdobywania doswiadczenia w pracy
naukowej w laboratoriach zagranicznych. Pierwszy staz zagraniczny odbyfam w 2003 r. bedac
studentkg SGGW, kiedy spedzitam trzy miesigce w przedsiebiorstwach przemystu spozywczego
w Niemczech poznajgc zasady pracy w zawodzie technologa zywnosci. W 2006 r. odbytam pétroczny
staz na Katolickim Uniwersytecie Leuven w Belgii, gdzie pod kierownictwem prof. Barta Nicolai
i dr Els Vanstreels rozpoczetam badania nad modelowymi $cianami komérkowymi opartymi na
celulozie bakteryjnej w projekcie pt. ,Physics of fruit and vegetable tissue in postharvest handling”.
Staz w KU Leuven odbytam jako stypendysta programu Marie Curie Fellowship w ramach 6 Programu
Ramowego UE. Opracowatam wéwczas metode otrzymywania modelowych $cian komdrkowych na
bazie celulozy bakteryjnej wzbogacanej o inne polisacharydowe komponenty S$cian: pektyny
i hemiceluloze. Wykorzystujgc mikrotester do badania wtasciwosci mechanicznych wykonatam serie
pomiaréw wytrzymafoéci modelowych materiatéw w réznych warunkach wilgotnosci. Wykonatam
takze charakterystyke chemiczng tych materiatbw metoda chromatografii gazowej oraz analizg
przepuszczalnosci gazéw za pomocy autorskiej aparatury wytworzonej w KU Leuven. Ta tematyka
stafa sie przedmiotem mojej pracy doktorskiej i rozpoczeta nowy zakres badan w Zaktadzie Mechaniki
Materiatéw Rolniczych (obecnie Zaktad Mikrostruktury i Mechaniki Biomateriatéw). Opublikowatam
wowczas prace pokazujgce znaczenie $cian komdrkowych dla tekstury i jakosci zywnosci roélinnej
(.D.3 i I.D.4). W roku 2006 r. rozpoczetam badania we wspétpracy z Laboratorium Analitycznym
UMCS w Lublinie nad zastosowaniem mikroskopu sit atomowych do analizy nanostruktury

modelowych $cian komérkowych. Opracowatam réwniez protokoty automatycznej analizy obrazéw
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AFM przy wykorzystaniu oprogramowania do analizy obrazéw topograficznych. Dnia 10.11.2006 r.
nastapito otwarcie przewodu doktorskiego przez Rade Naukowg IA PAN. W dniu 01.07.2007 r.
otrzymatam stanowisko asystenta w Instytucie Agrofizyki. W celu rozwinigcia badan nad $cianami
komérkowymi w 2007 r. odbytam trzymiesieczny staz naukowy w INRA Nantes we Francji w ramach
projektu pt. "Cellular structure, mechanical properties and acoustic emission of plant tissues” , gdzie
we wspbtpracy z dr. Marcem Lahaye i dr. Marie-Francoise Devaux prowadzitam analizy biochemiczne
naturalnych $cian komérkowych izolowanych z tkanki miekiszowej jabtka wykorzystujac metody
chromatograficzne i enzymatyczne. Odbycie tego stazu byto mozliwe dzieki uzyskania na drodze
konkursowej stypendium rzadu francuskiego. Staz zostat przedtuzony dzigki przyznaniu mi
dodatkowego stypendium INRA. Badania te kontynuowatam po powrocie do IA PAN, bedac
wykonawcg projektu promotorskiego pt. Wybrane fizyczne i chemiczne wtasciwosci modelowych
roslinnych $cian komdérkowych.

Przed obrong pracy doktorskiej opublikowatam tgcznie 9 recenzowanych prac, z czego jedna
w czasopi$mie indeksowanym na liécie JCR. Sumaryczny Impact Factor prac opublikowanych przed
doktoratem wynosi 1,308, a sumaryczna liczba punktéw MNiSW - 51.

Podczas studiow doktoranckich bratam udziat w wielu konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, wygtositam na nich 9 referatéw. Ponadto przygotowatam w tym okresie 10
seminariéw dla pracownikéw naukowych, przedstawionych w jednostkach krajowych i zagranicznych.
Bratam woéwczas aktywny udziat w organizacji 5 miedzynarodowych konferencji naukowych dla
miodych naukowcow.

Rezultaty moich badan nad modelowymi $cianami komérkowymi przedstawitam w pracy
doktorskiej pt. ,Wybrane fizyczne i chemiczne wtasciwosci modelowych roslinnych Scian
komérkowych”. Do najwiekszych osiggnie¢ mojej pracy doktorskiej nalezy wykazanie, ze sktad
chemiczny modelowych $cian komérkowych ma istotny wplyw na wiaéciwosci mechaniczne oraz
parametry topograficzne. Promotorem pracy byta prof. dr. hab. Krystyna Konstankiewicz, a jej
recenzentami dr hab. Malgorzata Brzezifiska, prof. IA PAN oraz prof. dr hab. Piotr P. Lewicki. Na
podstawie publicznej obrony pracy doktorskiej, ktéra odbyta sie dn. 17.12.2008 r. Rada Naukowa
Instytutu Agrofizyki PAN nadata mi tytut doktora nauk rolniczych w zakresie agronomii/agrofizyki dn.
30.01.2009 r. Decyzjg Rady Naukowej praca doktorska otrzymata wyrdznienie.

Dziatalno$é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

W roku 2009 rozpoczetam prace jako zastepca kierownika projektu ds. organizacyjno-
naukowych w projekcie strukturalnym pt. Rozbudowa i doposazenie laboratoriow Centrum
Doskonato$ci AGROPHYSICS, w ktérym zajmowatam sie organizacjg zakupéw nowoczesnej aparatury
naukowo-badawczej dla IA PAN. W tym projekcie zakupiono m.in. mikroskop sit atomowych, jedno
z moich gtéwnych narzedzi pracy. Bytam takze koordynatorem ds. merytorycznych w projekcie pt.
Srodowiskowe Laboratorium Energii Odnawialnej, w ramach ktérego powstato Laboratorium
Biochemiczne, ktorego jestem opiekunem.

Przez poczatkowy okres po uzyskaniu stopnia doktora skupitam sig¢ na publikacji wynikow
uzyskanych w ramach pracy doktorskiej. Wyniki zamieszczone w rozprawie doktorskiej dotyczace
modelowych $cian komérkowych opartych na celulozie bakteryjnej zostaty opublikowane w czterech
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publikacjach w czasopismach indeksowanych w JCR (L.A.2, I.A.3, I.A.4, .A.7), ktorych faczny Impact
Factor wynidst 6,789 (102 pkt. MNiSW). Prace te spotkaty sie z zainteresowaniem czytelnikow,
dotychczas cytowano je 78 razy.

Aby pogtebi¢ swoje umiejetnosci obstugi mikroskopu sit atomowych oraz analizy obrazéw
AFM nawiagzatam kontakt z prof. Bjornem T. Stokke z The Norwegian University of Science and
Technology (NTNU), ktérego grupa nalezy do najlepszych i najbardziej doswiadczonych zespotow w
zakresie badan AFM obiektéw biomedycznych. Uzyskatam projekt finansowany przez The Research
Council of Norway, w ramach ktérego odbytam dwumiesigczny staz w laboratorium prof. Stokke.
Podczas tego stazu wspdlnie z dr Katarzyng M. Psonka-Antoriczyk z NTNU wykonatam badania AFM
materiatu écian komérkowych oraz celulozy ekstrahowanych z jabtek szesciu odmian. Nasze wspélne
badania zostaty opublikowane w pracy H2.

W celu poszerzenia wiedzy chemicznej, niezbednej do rozwoju moich badan, podjetam studia
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, ktére ukoriczytam w 2013 r.
obrong pracy magisterskiej z zakresu chemii teoretycznej.

Po przerwie w pracy naukowej spowodowanej urlopem macierzyiskim, realizowatam jako
kierownik dwa projekty badawcze finansowane w ramach programu luventus Plus: ,Spektroskopia
mechaniczna AFM amorficznych i krystalicznych form celulozy w srodowisku biopolimeréw scian
komérkowych” oraz ,Analiza procesu deestryfikacji zwigzkéw pektynowych przy zastosowaniu
obrazowania i spektroskopii sit AFM”. Projekty te dotyczyly badarn AFM polisacharydéw Scian
komérkowych i modelowania ich wtasciwosci metodami chemii obliczeniowej. Badania teoretyczne
realizowatam we wspétpracy z prof. Krzysztofem Woliiskim z UMCS oraz dr Agnieszkg Brzyska
z Instytutu Fizykochemii i Katalizy Powierzchni PAN. Wynikiem realizacji tych projektow byty
publikacje H3, H4 i H6. Do najwiekszych osiagniec tych projektdw nalezy powigzanie nanostruktury
$cian komdrkowych z wtasciwosciami teksturalnymi jabtek, teoretyczny opis eksperymentu AFM i
nastepujgcych w  jego wyniku zmian konformacji jednostek wchodzacych w  skfad
homogalakturonianu, a takze opis zmian nanostruktury pektyn w wyniku pozbiorczego dojrzewania
na podstawie obserwacji AFM. Na postawie analizy nanostruktury zwigzkéw pektynowych
pokazatam, ze poszczegélne ich frakcje majg specyficzne wtasciwosci w poszczegdlnych fazach
fizjologicznego rozwoju roélin. W momencie dojrzatosci zbiorczej rozmieszczona na mice
dwuwymiarowa warstwa pektyn frakcji rozpuszczalnej w stabych zasadach posiada zdolnosci
samoorganizacji w regularng, uporzadkowang sie¢. Wowczas formuje przestrzenie o wymiarach
okoto 50-70 nm pomiedzy usieciowanymi wiéknami, ktdre s wystarczajgce do pomieszczenia w nich
widkien hemiceluloz i celulozy. Wykazana zdolno$¢ do systematycznej konfiguracji pektyn jest
jednym z czynnikéw ksztattujgcych strukture i mechanike rzeczywistych $cian komérkowych (H2, H4,
H6). Badania teoretyczne nad zmianami modelowych pektyn — fragmentu homogalakturonianu,
pokazaly, ze okre$lone sity przytozone do taricuchéw kwasu poligalakturonowego powoduja zmiany
konformacyjne w poszczegéinych pierscieniach tego zwiazku. Podczas symulacji rozciggania
pojedynczych biomolekut przy uzyciu AFM, wykazano, ze czasteczki kwasu poligalakturonowego
przechodzg z konformacji krzestowej *C, do postaci odwréconego krzesta ¢, poprzez struktury
skreconej tédki (°S; i °Sy). Okreslono warto$¢ sit zewnetrznych, ktére sg wymagane do wywaania

takich nieodwracalnych przemian, a takze do rozerwania wigzania glikozydowego. Modelowanie
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kwantowochemiczne tych proceséw pozwolito na opis zjawisk obserwowanych doswiadczalnie, a do
tej pory nie zinterpretowanych. Ponadto, teoretycznie udowodniono zmniejszenie stopnia skrecenia
helisy kwasu poligalakturonowego jako skutek przytozenia sit zewnetrznych (H3).

W latach 2011-2014 realizowatam jako kierownik projekt finansowany przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu Lider pt. ,Nowy teksturotwdrczy dodatek do Zywnosci
na bazie odpadéw przemystu rolno — spozywczego”. Projekt ten zakonczyt sie trzema zgtoszeniami
patentowymi (ZP.1, ZP2, ZP.3) i kilkoma recenzowanymi publikacjami (H6, H8, H9, I.D.9, 1.D.10,
1.D.11). Jestem wspdtautorem zgioszenia patentowego na suszarke laboratoryjng, ktéra zostata
skonstruowana i wykonana w ramach projektu. Suszarka taczy w sobie trzy rodzaje suszenia: suszenie
w warstwie fluidalnej, suszenie rozpytowe i suszenie fluidalne z natryskiem powierzchniowym
umozliwiajgce enkapsulacje. Dwa kolejne zgtoszenia patentowe dotyczg opracowanych technologii
produkcji matrycy polisacharydowej MPS i MPSN, ktdrej nazwa i logo zostaty zarejestrowane réwniez
jako znak towarowy TexAp' (ZT.1). W technologii produkcji matrycy wykorzystywane sa takie procesy
jak suszenie fluidalne wyttokéw jabtkowych, ich odcukrzanie i mikronizacja, obnizanie stopnia
metylacji komponentu pektynowego a takie suszenie rozpytowe. Pokazano, ze wiasciwosci
reologiczne opracowanych matryc MPSN i MPS mogg by¢ modyfikowane poprzez jony Fe?* w sposéb
podobny do jondw Ca®. Stwierdzono, 7e dodatek teksturotwérczy powoduje znaczacy wzrost
lepkosci m.in. sokéw owocowych i warzywnych, produktéw mleczarskich, koncentratow
spozywczych, pozytywnie wptywa na wartosci odzywcze, parametry teksturalne i sensoryczne
snackéw ekstrudowanych, chleba oraz pieczywa cukierniczego oraz powoduje ograniczenie wycieku
termicznego i obnizenie pH produktéw miesnych. Badania marketingowe wykonane w kilkudziesigciu
przedsiebiorstwach spozywczych i farmaceutycznych pokazaty znaczne zainteresowanie
opracowanym dodatkiem zwtaszcza wsrdd technologéw, ktérzy podkreslali potrzebe zastgpienia
obecnie stosowanych zagestnikéw produktami pochodzenia naturalnego. Dzigki realizacji projektu
miatam mozliwoé¢ uczestnictwa w wielu konferencjach krajowych i miedzynarodowych, co znacznie
wzbogacitfo méj warsztat naukowy. Wyniki podjetych badarn nad funkcjonalizacjg polisacharydéw
$cian komédrkowych do celéw zywnosciowych uzyskaty réwniez nagrody na konferencjach
miedzynarodowych. Na sympozjum CIGR (International Commission of Agricultural and Biosystems
Engineering) w Kantonie oraz konferencji ISEKI-Food Association w Atenach, prezentowane wyniki
zdobyty wyréznienie za najlepszy poster. Wyniki projektu byty publikowane réwniez w prasie oraz
wydawnictwach o charakterze popularno-naukowym (Zatacznik 4, str.26-27). Projekt umozliwit mi
zorganizowanie wtasnego zespotu badawczego a takie wymiane doswiadczen z przedstawicielami
przemystu rolno-spozywczego.

Znaczna cze$é pracy badawczej realizowanej po doktoracie dotyczyta zagadnien zwigzanych
z oceny jakoéci owocdw i warzyw, rozwijaniem metod oceny jakosci, szczegélnie tekstury oraz
nowych urzadzen przemystu rolno-spozywczego. Badania te byly realizowane w ramach dwdéch
projektéw rozwojowych kierowanych przez dr hab. Artura Zdunka, prof. IA PAN (,Wytworzenie
aparatury do niedestrukcyjnej oceny jakosci warzyw i owocow na podstawie zjawiska biospeckli” oraz
.Prototyp urzqdzenia opartego na metodzie emisji akustycznej do oceny kruchosci i tekstury jabtek”)
i jednego projektu PBS kierowanego przez dr hab. Dorote Konopacka, prof. Instytutu Ogrodrﬁctwa
(,Wykorzystanie ultradzwiekéw do wspomagania proceséw suszenia materiatow biologicznych

36



Dr inz. Justyna Cybulska Zalgcznik 2

szczegdlnie wrazliwych na termiczne warunki suszenia”). Moja rola w tych projektach polegata na
projektowaniu, wykonaniu i analizie badan biochemicznych, sensorycznych i mikroskopowych tkanek
roélinnych. Wynikiem tych badan sa cztery prace opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej
(LA.3, LLA.6, .A.8, I.A.9). Pracowatam réwniez w projekcie Sonata kierowanym przez dr Monike
Szymariskg-Chargot pt. “The studies of cellulose microfibrils organization and structure and their
influence on mechanical properties of cell wall during the development, ripening and storage of
fruits”, w ktérym przygotowywatam materiaty kompozytowe oparte na celulozie bakteryjnej.

Obecnie jestem wykonawcg w projekcie luventus Plus kierowanym przez dr Andrzeja
Kurende pt. ,Detekcja mechanicznych i chorobowych uszkodzeri jabtek za pomocq czasoprzestrzennej
analizy biospecklowych obrazéw interferencyjnych” w ktérym odpowiadam za mikrobiologiczng
strone eksperymentu.

W roku 2011 otrzymatam Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych
mtodych naukowcéw na lata 2011-2014.

0d 2012 roku petnitam funkcje opiekuna pomocniczego mgr inz. Joanny Mierczynskiej i mgr
Arkadiusza Koziota, stajgc sie po otwarciu przewoddéw doktorskich w 2014 r. promotorem
pomocniczym. Doktoranci pracowali jako wykonawcy w kierowanych przeze mnie projektach,
a podjeta w ramach tych projektéw tematyka stanowi znaczng czes$¢ ich prac doktorskich.
0Od 2015 r. jestem opiekunem pomocniczym kolejnych doktorantéw IAPAN: mgr Diany Ganczarenko
i mgr Michata Schultza.

Jako opiekun Laboratorium Biochemicznego organizowatam praktyki studenckie oraz
absolwenckie. Badania prowadzone w Laboratorium ciszg sie duzym zainteresowaniem, dotychczas
praktykowato pod mojg opiekg 14 osdéb. Oferta Laboratorium, ktdra staram sie dostosowywaé do
biezagcych potrzeb zleceniodawcéw, pozwolita na wykonanie kilkunastu ekspertyz dla przemystu
i innych laboratoriéw badawczych.

Od 2014 roku prowadze wspoétprace z dr Peterem Capkiem z Instytutu Chemii Stowackiej
Akademii Nauk dotyczgcg analizy nanostruktury polisacharydéw zewngtrzkomérkowych
wydzielanych przez mikroalgi. Dotychczas opublikowalismy wspélnie jedna prace (I.A.13), w ktdrej
opisatam nanostrukture i budowe chemiczng na podstawie analizy widm FT-IR egzopolisacharydu
wytwarzanego przez Dictyosphaerium chlorelloides. Wspotpraca z naukowcami z krajowych
jednostek, m.in. Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, czy
tez Uniwersytetu Medycznego w Lubinie réwniez zaowocowata kilkoma publikacjami z listy JCR.
Prace te dotyczyty gtéwnie analiz mikroskopowych, reologicznych oraz FT-IR réznych biomateriatow.

Od pieciu lat znaczagcym elementem mojej pracy jest dziatalno$¢ w charakterze recenzenta.
Dotychczas wykonatam 58 recenzji, gtéwnie dla Carbohydrate Polymers (29 recenzji), Journal of Food
Engineering (12) oraz RSC Advances (5). Od Edytoréw Journal of Food Engineering otrzymatam
“Certificate of Outstanding Contribution in Reviewing”. Wykonuje réwniez oceny projektéw i
raportéw dla Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, dotychczas wykonatam 7 takich recenzji.

Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowatam tacznie 27 recenzowanych prac, z ktérych 23 w
czasopismach z listy filadelfijskiej. taczny Impact Factor prac opublikowanych po doktoracie, tj. od
2009 r., wynosi 53,628. Suma punktéw MNiSW za prace opublikowane po doktoracie wynosi 688. W
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tym okresie bytam kierownikiem 5 projektow naukowo-badawczych oraz pracowatam jako

wykonawca w 6 projektach naukowych i 2 projektach strukturalnych.

Zestawienie dorobku naukowego przed i po uzyskaniu stopnia doktora

Przed :
j Po uzyskaniu .
uzyskaniem 3 Catkowity
Dorobek naukowy ¥ stopnia
stopnia dorobek
doktora
doktora

OrngaIne opublikowane naukowe prace 9 26 35
tworcze, w tym:

Oryginalne prace twdrcze w czasopismach z IF o 9 9
stanowigce cze$¢ osiggniecia naukowego

Oryginalne prace twdrcze bez IF stanowigce o 1 1
cze$¢ osiggniecia naukowego

Pozostz.a’re oryginalne prace twércze w 1 )3 24
czasopismach z IF

Pozostate oryginalne prace twércze bez IF 8 4 12
Sumaryczny IF 1.308 53.628 54.936
Punkty MN|SYV za publikacje naukowe (z roku 51 688 739
opublikowania)

Zgtoszenia patentowe i znaki towarowe 0 4 4
Kierowanie projektami badawczymi

- N 0 5 5
finansowanymi ze Zrédet zewnetrznych
Wykonawca w projektach badawczych

: ) 5 6 11
finansowanych ze Zzrédet zewnetrznych

Referaty wygtoszone na konferencjach

: L 9 11 20

miedzynarodowych i krajowych

Komunikaty opublikowane w krajowych i

; " 3 16 61 77

miedzynarodowych materiatach konferencyjnych

Recenzje publikacji 0 58 58
Recenzje projektow 0 6 6

- e
b JA- 401 N i
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