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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego 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.):

A) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Moim osiggnieciem, bedacym podstawa do ubiegania sie o stopiert naukowy doktora habilitowanego
jest cykl pieciu publikacji naukowych powigzanych tematycznie oraz ujetych pod wspolnym tytutem:

Zastosowanie metod spektroskopii oscylacyjnej w badaniach
polisacharydéw sciany komoérkowej roslin

B) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji,
rok wydania, nazwa wydawnictwa),

H1. Szymanska-Chargot M., Cybulska J., Zdunek A., ,Sensing the structural differences of cellulose
from apple and bacterial cell wall materials by Raman and FT-IR spectroscopy”, Sensors 11(6) (2011)
5543-5560.

IFs.jetni= 2.457 [F2011 = 1,739 MNiSW = 25

H2. Szymanska-Chargot M., Zdunek A. ,Use of FT-IR spectra and PCA to the bulk characterization of
cell wall residues of fruits and vegetables along a fraction process.” Food Biophysics, 8 (2013) 29-42.

|F5-|etni= 1.551 |F3013 = 1,551 MNiISW = 30

H3. Chyliiska M., Szymanska-Chargot M., Zdunek A., 2014. ,Iimaging of polysaccharides in the tomato
cell wall with Raman microspectroscopy.” Plant Methods, 10:14 (2014) 1-9.

[Fs-jetni= 3.360 IF2014 = 3,102 MNiSW = 35

H4. Szymanska-Chargot M., Chylinska M., Kruk B., Zdunek A. , Combining FT-IR spectroscopy and
multivariate analysis for qualitative and quantitative analysis of the cell wall composition changes
during apples development.” Carbohydrate Polymers, 115 (2015) 93-103.

|F5_|em]= 4.330 |F2014 = 4,074 MNIiSW = 40

H5. Chylinska M., Szymanska-Chargot M., Kruk B., Zdunek A. ,Study on dietary fibre by Fourier
transform-infrared spectroscopy and chemometric methods.” Food Chemistry, 194 (2016) 86-94.

IFs.etni= 3.901 [F2014 = 3,391 MNiSW = 40

Wktad wnioskodawcy w wyzej wymienione prace przedstawiono w zatgczniku 3, natomiast
oswiadczenia wspotautoréow w zatgczniku 7.

Sumaryczny impact factor prac stanowigcych najwazniejsze osiggniecie w dorobku naukowym wedtug
listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 13.857, punkty
MNiSW = 170.
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C) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

W latach 2010 — 2015 realizowatam prace badawcze i wnikliwe studia literaturowe odnosnie
wykorzystania spektroskopii wibracyjnej, w szczegdlnosci podczerwieni oraz Ramana, do badan zmian
zawartosci i struktury polisacharydéw $cian komdrkowych indukowanych zmianami fizjologicznymi
owocOw oraz warzyw. Uzyskane rezultaty opublikowatam w postaci cyklu prac powigzanych
tematycznie (H1-HS), ktére uwazam za swoje najwigksze osiggniecie w dotychczasowej dziatalnosci
naukowej i przedktadam jako podstawe ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Wprowadzenie

Wiasciwosci mechaniczne $cian komérkowych ksztattujg szereg teksturalnych parametréow
owocow i warzyw, ktére sg gtéwnym wyznacznikiem ich jakosci konsumenckiej. Zaréwno podczas
proceséw metabolicznych, takich jak dojrzewanie, jak i podczas przechowywania i przetwarzania,
tkanki roslinne ulegajg zmianom prowadzgcym miedzy innymi do niepozadanego miekniecia owocu.
Z tego wzgledu struktura fizyko-chemiczna, jak i procesy ksztattujace wtasciwosci $cian komdrkowych
owocow i warzyw stanowig przedmiot licznych badan naukowych.

U roslin rozrézniamy pierwotng oraz wtérng sciane komorkowa. Pierwotna jest zbudowana
z celulozy oraz pektyn i hemiceluloz, natomiast wtérna gtéwnie z celulozy oraz ligniny. W roslinach
dwulisciennych wyrdznia sie sciany komorkowe typu | (Carpita i Gibeaut 1993). Model strukturalny
tego typu Sciany zaktada, ze mikrofibryle celulozowe s3 otoczone i powigzane przez hemicelulozy,
z ktérych najbardziej powszechnym w owocach jest ksyloglukan. Tak utworzona sie¢ celulozowo-
ksyloglukanowa jest zanurzona w przestrzennej sieci utworzonej przez wysoce uwodnione pektyny.
Celuloza jest polimerem liniowym glukozy. Peczki celulozy tworzg bardziej skomplikowane struktury
zwane mikrofibrylami, ktére stanowig rusztowanie Sciany komdrkowej u roslin. Pektyny to takze
wielocukry, ktére zapewniaja Scianie komdrkowej odpowiednia gestosé, porowatosé, odpowiadajg za
adhezje komorkowg oraz dystrybucje enzymoéw i innych biatek. Wyrézniamy trzy gtéwne rodzaje
pektyn w Scianie komdrkowej roslin: homogalakturonan oraz ramnogalakturonan typu | i Il.
Homogalakturonan jest zbudowany z meréw kwasu galakturonowego, ramnogalakturonan | jest
ztozony z dimerow ramnozy i kwasu galakturonowego, natomiast ramnogalakturonan Il jest
rozgatezionym polisacharydem. Wsrod licznej grupy zwigzkéw tworzacych hemicelulozy w owocach
najbardziej powszechny jest ksyloglukan. Ksyloglukan, tak jak celuloza jest polimerem glukozy,
odrozniajgcym sie od niej tym, ze zawiera dodatkowe grupy boczne sktadajgce sie gtéwnie z ksylozy.
Pierwotna sSciana komoérkowa formuje sie w trakcie wzrostu komorki. Na ogét pierwotna $ciana
komdrkowa rosliny sktada sie w 25% z celulozy, 25 % z ksyloglukanu, 35 % pektyn, 1-8 % biatek
strukturalnych, 1-5 % jonowo lub kowalentnie zwigzanych mineratéw i 2 % zwigzkéw fenolowych
(% suchej masy) (Taiz & Zeiger 2002). Oprocz tych sktadnikéw w $cianie komérkowej znajduja sie
rowniez: biatka, lipidy oraz woda. Oczywiscie ilos¢ poszczegolnych sktadnikéw jest zréznicowana ze
wzgledu na gatunek, a takze na odmiane danej rosliny. Lignina natomiast jest substancjg fenolowa,
ktéra odpowiada za nadanie sztywnosci wtérnej scianie komérkowej oraz ma za zadanie chronié
komorke przed chorobami.
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W zaleznosci od gatunku owocéw polisacharydy moga wykazywac liczne modyfikacje podczas
procesu ich dojrzewania (Wakabayashi 2000; Goulao i Oliveira 2008). Zmiany struktury s$cian
komérkowych sg zwigzane ze zmianami w samej strukturze pektyn, hemiceluloz i celulozy, a wigc
depolimeryzacja, rozpuszczaniem, ale takze ze zmianami w ich ukladzie przestrzennym. Wszystkie te
zmiany prowadzg do degradacji wymienionych polimerdw, co powoduje spadek integralnosci Sciany
komérkowej i w konsekwencji coraz mniejszg jedrnos¢ owocu. Na przyktad podczas dojrzewania
owocow zawartosé ksyloglukanu moze ulec spadkowi wynoszagcemu nawet do 30% (Wakabayashi
2000). Ze wzgledu na nierozpuszczalno$¢ ksyloglukanu w wodzie, spadek ten ttumaczony jest
depolimeryzacjg tego zwigzku. W przeciwienstwie do ksyloglukanu, degradacja pektyn moze by¢
rezultatem dwdch proceséw - zardéwno rozpuszczania, jak i depolimeryzacji. Procesy depolimeryzacji
polisacharydéw mogg by¢ badz enzymatyczne (enzymy produkowane przez komarke roslinng, ktére
powodujg hydrolize polisacharyddw), badz spowodowane wystepowaniem kwasu askorbinowego,
ktéry powoduje przerywanie wigzan ksyloglukan/celuloza czy pektyna/celuloza (Goulao i Oliveira
2008). Oba te procesy prowadzg do zmian wifasciwosci mechanicznych sciany komoérkowej,
a w konsekwencji do zmian jedrnosci a takze teksturalnych parametréw tkanki owocow. Jezeli zas
chodzi o zmiany w strukturze mikrofibryli celulozowych podczas dojrzewania owocu, to obserwuje sie
wzrost ilosci obszaréw amorficznych, przez co same fibryle tracg spdéjnosé i ulegajg coraz
skuteczniejszemu dziataniu enzymoéw (O’'Donoghue i in. 1994). Tak wiec, roslinne sciany komadrkowe
s3 wyjatkowo ztozong oraz dynamiczng strukturg i stanowig najbardziej obfite zrodto ziemskiej
biomasy i energii odnawialnej. Ponadto majg ogromne znaczenie w zywieniu ludzi i zwierzat, jak
réwniez sg zrodtem naturalnych widkien do wyrobu tkanin, materiatéw oraz produktéw papierowych.
Poznanie budowy, jak i proceséw zachodzacych w scianach komérkowych roslin cieszy sie, wiec duzym
zainteresowaniem ze wzgledu na ich zastosowania praktyczne, zaréwno z punktu widzenia
naukowego, jak i przemystowego.

Budowa i wtasciwosci scian komérkowych réznig sie w zaleznosci od funkcji tkanek, w jakich
wystepujg dane komarki. Sciana komérkowa z jednej strony ma by¢ na tyle wytrzymata aby utrzymaé
turgor komorki oraz na tyle elastyczna aby zapewnic¢ jej prawidtowy wzrost. Na elastycznos¢ scian
komorkowych ma wptyw zawartos¢ wody, ktéra jest wigzana w amorficznych obszarach $ciany
komérkowej, a takze zawartosc i stopien estryfikacji pektyn mowigce o ich mozliwosci tworzenia zeli.
Stopienn krystalicznosci celulozy (obszary krystaliczne sg sztywniejsze na rozcigganie) oraz
uporzadkowanie fibryli, sa kolejnymi prawdopodobnymi czynnikami ksztattujgcymi wtasciwosci
mechaniczne $cian komérkowych, majacymi bezposrednie przetozenie na makroskalowe parametry
teksturalne, ktére s3 istotne dla jakosci konsumenckiej owocdéw i warzyw. Pierwotna $ciana
komarkowa dzieki substancjom matrycy polisacharydowej (pektyny i hemicelulozy) rozpietej pomiedzy
swoistym rusztowaniem sktadajgcym sie z mikrofibryli celulozowych jest strukturg wyjatkowo
elastyczng. Wtoérne sciany komoérkowe powstaja, gdy komoérka przestaje sie powieksza¢; nadaja
stabilno$¢ mechaniczng wyspecjalizowanym typom komérek, takim jak ksylem i sklerenchyma. Sciany
te stanowig kompozyt sktadajacy sie z celulozy i hemiceluloz, oraz na ogét sg impregnowane ligninami.

Sktad scian komorkowych, a takze struktura tworzacych je polisacharydéw dotychczas badane
byty za pomoca licznych metod eksperymentalnych. Wéréd nich wymieni¢ mozna zaréwno metody
analizy chemicznej, jak i zaawansowane metody instrumentalne (NMR, MS, XRD, SEM, AFM). Posréd
tych metod wybrane w moich badaniach zostaty dwie: spektroskopia Ramana oraz spektroskopia w
podczerwieni. Spektroskopia Ramana i spektroskopia w podczerwieni s3 metodami umozliwiajgcymi
badanie drgan czasteczek zwigzkéw chemicznych. Dostarczajg one informacji o ich budowie
chemicznej poprzez identyfikacje grup funkcyjnych i analize widm. Pozwalajg takze ilosciowo lub
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pofilosciowo oznaczy¢ ilos¢ badanej substancji w probce. Oba rodzaje spektroskopii s
wykorzystywane na przyktad przy kontroli przebiegu reakcji, przez analize widm produktéw lub ich
mieszanin, a takze przy badaniu oddziatywan zachodzacych pomiedzy sktadnikami roztworéw. Gtowna
zaletg spektroskopii podczerwieni jest jej duza czutos¢. Dodatkowo, potgczenie z transformata Fouriera
(FT-IR) powoduje, ze uzyskuje sie bardzo szybko wszechstronng informacje o badanej prébce, co jest
bardzo istotne w identyfikacji zwigzkéw chemicznych. Obszar srodkowy (liczb falowych od 4000 do 400
cm™) promieniowania podczerwonego jest najczesciej stosowany w badaniach obiektow biologicznych
(Katurakova i Wilson, 2001; Fellah iin. 2009; Cerna i in. 2003). Dla kazdego zwigzku widmo absorpgiji
w podczerwieni w zakresie od 1400 do 400cm™ ma swdj wiasny niepowtarzalny wzor, czesto nazywany
regionem ,fingerprint” (Alonso-Simon i in. 2004). Ponadto, analiza w regionie liczb falowych od 1800
do 1400 cm™ moze dostarcza¢ informacji na temat grup funkcyjnych wystepujacych w badanych
czagsteczkach (Kacurakova i Wilson, 2001; Alonso-Simon i in. 2004). Spektroskopia Ramana, podobnie
jak spektroskopia podczerwieni dostarcza informacji o budowie czasteczki, wigzaniach
miedzyatomowych, ktére jg tworza. Jednakie, o ile spektroskopia podczerwieni jest technika
absorpcyjng, o tyle spektroskopia Ramana opiera sie na zjawisku nieelastycznego rozproszenia
promieniowania przez prébke. Jako zrédto promieniowania wykorzystuje sie lasery emitujgce dtugosé
fali od zakresu ultrafioletu az do podczerwieni. W badaniach roslinnej sciany komdrkowej i jej
polisacharydéw najczesciej wykorzystuje sie lasery o dtugosci fali 532 nm lub 1064 nm.

Cel naukowy

Wspdlnym celem naukowym wymienionych prac stanowigcych moje osiggniecie naukowo-
badawcze byto opracowanie szybkich metod identyfikacji i lokalizacji zmian w zawartosci oraz
strukturze polisacharydéw scian komarkowych w owocach.

Dodatkowo zostaty okreslone nastepujgce cele szczegétowe:

e okredlenie charakteru zmian w strukturze celulozy pod wptywem nie-celulozowych
polisacharyddw scian kamorkowych (pektyn i ksyloglukanu) — praca H1;

e opracowanie szybkiej metody identyfikacji zmian zawartosci polisacharydéw s$cian
komadrkowych z zastosowaniem analizy widm podczerwieni — prace H2, H4 oraz H5;

e potacznie identyfikacji poszczegbélnych polisacharydéw z ich przestrzenng lokalizacjg
w $cianie komdrkowej — praca H3.

Omowienie wynikow badan

Spektroskopowe badania struktury celulozy pochodzgcej z r6znych irédet (H1)

Celuloza jest najbardziej rozpowszechnionym, wystepujacym naturalnie polimerem na Ziemi.
Jest gtownym sktadnikiem budulcowym $cian komérkowych roélin, gdzie taricuchy celulozy powigzane
s3 w mikrofibryle. Kazda molekuta celulozy jest liniowym polimerem sktadajagcym sie od tysigca do
miliona jednostek cukru, D-glukozy, pofaczonych ze soba wigzaniem pB-1,4-glikozydowym.
Z punktu widzenia sktadu chemicznego celuloza pochodzaca z réznych zrodet sktada sie z tych samych
pierwiastkow, jednakze biorgc pod uwage jej budowe w skali mikro moze ona przejawiaé rding
strukture krystaliczng. Czysta forma celulozy istnieje w kilku odmiennych rodzajach uporzagdkowania
krystalicznego, takiego jak celuloza I, II, Ill czy IV. Najbardziej rozpowszechniong w naturze forma
celulozy jest celuloza I. Celuloza Il jest wytwarzana przez niektdre bakterie lub algi, ale w wiekszosci
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jest wytwarzana, podobnie jak celuloza Ill i IV, metodami chemicznymi z celulozy | (Brett i Waldron
1990; Saxena i Brown 2005).

Celuloza | wykazuje dwa rodzaje uporzadkowania: la oraz I3. Obie fazy krystaliczne wykazuja te
same konformacje, ale réznig sie strukturg krysztatu elementarnego: tréjskosng w przypadku celulozy
low oraz jednoskosng w przypadku celulozy IB. Celulozy lo i If wystepujg w przyrodzie w rdznych
proporcjach: rosliny wyzsze bogate sg w celuloze rodzaju I3, natomiast celuloza lo. wystepuje gtownie
w $cianach komérkowych niektdrych glonéw i bakterii (Atalla 1999; Saxena i Brown 2005; Sturcova
iin. 2004). Dodatkowo celulozy la oraz I maja te sama budowe molekularng oraz wykazujg identyczne
wigzanie wodorowe wewnatrz taficucha polimeru (03-H — 05), ale rdéznig sie wigzaniem wodorowym
pomiedzy dwoma taricuchami celulozy (03-H — 06). Komodrka elementarna celulozy I zawiera dwa
tancuchy, natomiast celuloza la zawiera jeden fafncuch (Festucci-Buselli i in. 2007; Glumiskaya
i in. 2003). Celuloza lo. moze by¢ konwertowana poprzez zginanie w celuloze If podczas tworzenia
fibryli (Jarvis, 2000).

Zatozeniem badan prezentowanych w publikacji H1 byto zbadanie struktury polimorficznej
(stopien uporzadkowania, stopier krystalicznosci) oraz alomorficznej (la i IB) celulozy réznego
pochodzenia: natywnej celulozy wyizolowanej z migzszu jabtka (Malus domestica cv Ligol) oraz celulozy
produkowanej w postaci biofilmu przez bakterie Gluconacetobacter xylinus ze szczepu ATCC 10245
(NRRL B-759, NCIB 8034, USDA National Center of Agricultural Research).

Celami szczegdtowymi byto zbadanie:

e czy struktura celulozy natywnej rozni sie od celulozy produkowanej przez bakterie,

e czy ksyloglukanu oraz pektyny, jako polisacharydy matrycy $ciany komérkowej majg wptyw

na strukture celulozy.

Celuloza bakteryjna oprocz wielu zastosowar w medycynie oraz przemysle w przypadku badan
podstawowych moze stuzy¢ jako materiat modelowy symulujacy zachowanie $ciany komoérkowej. W
zwigzku z tym w powyiszej pracy zostaly uzyte nastepujace kompozyty celulozy bakteryjnej oraz
ksyloglukanu i pektyn:

e BC: celuloza bakteryjna,

e BCX: celuloza bakteryjna inkubowane w obecnosci ksyloglukanu (0,5 %),

e BCP: celuloza bakteryjna inkubowane w obecnosci pektyn (0,5 %),

e BCPX: celuloza bakteryjna inkubowane w obecnosci ksyloglukanu (0,25 %) i pektyn (0,25 %).
Wszystkie materiaty byly oczyszczane metodami chemicznym w celu uzyskania czystej celulozy.

Widma Ramana oraz podczerwieni zostaly uzyskane dla wysuszonego i rozdrobnionego
materiatu, zaréwno celulozy natywnej wyizolowanej z migzszu owocu jabtoni, jak i celulozy bakteryjnej
BC, BCP, BCX oraz BCPX. Dodatkowo uzyskano widma prébek referencyjnych — celulozy
mikrokrystalicznej Avicel PH 101 i PH 302 (pochodzenie pulpa drzewna, PMC Biopolymer, Belgia)
o wielkosci krysztatéow odpowiednio: 50 um oraz 100 um, a takze wyizolowanej z bawetny o wielkosci
krysztatow celulozy wynoszgcej 20 um (Sigma Aldrich).
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Rys.1. Widma Ramana uzyskane dla celulozy natywnej (wyizolowanej z migzszu owocu jabtoni), bakteryjnej oraz
mikrokrystalicznej z zaznaczonymi charakterystycznymi pasmami uzytecznymi w badaniach struktury celulozy.

Rysunek 1. przedstawia widmo Ramana uzyskane dla celulozy natywnej, celulozy bakteryjnej BC

oraz celulozy mikrokrystalicznej Aldrich. Zidentyfikowano pasma charakterystyczne dla tych rodzajéw

celulozy, na przyktad swiadczgce o ich stopniu krystalicznosci. Na podstawie tych widm wyciggnieto

nastepujgce wnioski:

1)

2)

3)

Celuloza natywna ma mniejszy stopienn uporzadkowania niz celuloza mikrokrystaliczna czy
celuloza bakteryjna, o czym swiadczg naktadajgce sie pasma, a takze brak niektérych z pasm.
Najbardziej charakterystycznymi pasmami byty pasma identyfikowane dla drgan nozycowych
H-C-H z maksimum okoto 1462 cm™ (celuloza amorficzna) oraz 1481 cm™ (celuloza
krystaliczna). Rozne proporcje intensywnosci tych pasm $wiadczag o roznym stopniu
krystalicznosci celulozy.

Celuloza natywna oraz mikrokrystaliczna posiadajg przewage form alomorficznych 13,
w stosunku do celulozy bakteryjnej. Swiadczy o tym uktad pasm w obszarze 3100 — 3400 cm?
odpowiadajgcy drganiom rozciggajgcym O-H. Charakterystycznymi cechami widma dla
celulozy o strukturze alomorficznej lo. jest pojawienie sie w obszarze tego pasma dodatkowego
wierzchotka okoto 3240 cm™ oraz przesuniecie pozostatych wierzchotkdw w kierunku
wiekszych liczb falowych o okoto 20 cm™.

Widma Ramana (rysunek 2) celulozy bakteryjnej inkubowanej z dodatkiem ksyloglukanu
i pektyn wskazujg na réznice zaréwno w stopniu krystalicznoséci (uktad pasm 1462 cm™ oraz
1481 cm?), jak i we wptywie nie-celulozowych polisacharydéw na strukture alomorficzna
celulozy lat i IP.
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Rys.2. Widma Ramana uzyskane dla celulozy bakteryjnej inkubowanej w obecnosci nie-celulozowych
polisacharyddw scian komdrkowych (BCP, BCX, BCPX) lub bez (BC) z zaznaczonymi charakterystycznymi pasmami
uzytecznymi w badaniach struktury celulozy. Wyjasnienie skrotow w tekscie.

Zaobserwowano rdwniez réznice w szerokosci oraz intensywnosci pasma wystepujgcego okoto
913 cm’l. Pasmo to jest zwigzane zaréwno ze stopniem krystalicznoéci celulozy, jak i wielkoscia
krystalitow. Jego poszerzenie i spadek intensywnosci w przypadku celulozy bakteryjnej moze swiadczy¢
o zmianie wielkosci krystalitow pod wptywem dodatku pektyn i ksyloglukanu, a takie wskazywac
na zmiany w stopniu ich uporzadkowania (stopniu krystalicznosci). Atalla i Wiley (1987) wykazali,
ze intensywnos¢ tego pasma moze korelowac ze stopniem krystalicznosci badanej celulozy.

Biorgc pod uwage powyisze przestanki o réznicach w strukturze celulozy, dokonano obliczen

RAMAN

stopnia krystalicznosci badanych celuloz %Xc w oparciu o zebrane widma Ramana. Stopien

krystalicznosci zdefiniowany zostat wg nastepujgcego wzoru (Schenzel i in. 2005):

%X AN = L 00%. (1)

1481 + 1462
gdzie l1462and lisg1 S intensywnoscia pasm Ramana z maksimum przy odpowiednio 1462 i 1481 cm™.

Roznice w strukturze alomorficznej badane byty na podstawie uzyskanych widm podczerwieni.
Na ich bazie udato sie wykaza¢, ze dwa pasma z maksimum okoto 750 i 710 cm™ sg charakterystyczne
dla struktury alomorficznej odpowiednio lo i IB. Stosunek wzgledny alomorfow celulozy lo. i I} moze
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wiec by¢ policzony jako stosunek pdl tychie pasm. Procentowy udziat struktury %Iz wyznaczany byt

wedtug nastepujacego wzoru (Giumiiskaya iin. 2003):
A?IO

%l, = ——— (2)
: Agig +Asgs

gdzie Ay i Asso 53 polem powierzchni pasm z maksimum okoto 710 750 cm™.
Otrzymane wyniki zostaty zebrane w tabeli 1.
Tabela 1. Policzone wartosci stopnia krystalicznosci celulozy, procentowej zawartosc celulozy 1B, FHWM (full

width at half maximum - szeroko$¢ potéwkowa) oraz intensywno$é pasma Ramana okoto 913 cm™ dla réznych
typow celulozy. W nawiasach umieszczono wartosc¢ odchylenia standardowego.

PROBKI %X RAMAN %lp FHWM ~913 cm™ | INT~913 cm?

BC 49.5 (3.2) 66.6 (2.6) 36.9 (3.4) 0.042 (0.012)

CELULOZA BCP 44.1(5.1) 50.8 (6.4) 27.9 (9.0) 0.072 (0.045)
BAKTERYJNA BCX 47.6 (2.7) 85.2(5.5) 33.5(2.8) 0.081 (0.025)
BCPX 50.2 (1.4) 87.4 (9.4) 45.9 (9.9) 0.071 (0.018)

- PH101 53.8 (1.4) 96.0 (3.1) 28.4(2.9) 0.068 (0.015)
ikt R H302 51.8 (2.4) 84.6 (4.5) 28.2(2.2) 0.064 (0.010)
Aldrich 53.8 (1.4) 94.2 (5.3) 29.0(2.5) 0.063 (0.012)

celuloza natywna 25.3 (1.8) 62.3 (4.6) 14.8 (0.8) 0.067 (0.007)

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyciggnieto nastepujgce wnioski:

1) Celuloza natywna ma postac praktycznie amorficzng o przewadze struktur Ip.

2) Obecnos¢ ksyloglukanu powoduje zmiane struktury celulozy bakteryjnej z o na 1B, a struktura
alomorficzna BCX i BCPX jest podobna do struktury alomorficznej celulozy natywnej. W
przypadku obecnosci pektyn celuloza BCP wykazuje, podobnie jak BC, strukture lo.

3) Najwyzszy stopien krystalicznosci zostat otrzymany dla trzech rodzajéw celulozy
mikrokrystalicznej (51-53%). Natomiast bardzo ciekawe wnioski mozna wysnuc na podstawie
wynikéw otrzymanych dla celulozy bakteryjnej: dodatek pektyn (BCP) lub ksyloglukanu (BCX)
powodowat nieznaczne obnizenie stopnia krystalicznosci w stosunku do celulozy bakteryjnej
inkubowanej bez dodatku tego polisacharydu (BC). Jednakie juz dodanie mieszaniny
ksyloglukanu i pektyn (BCPX) powodowato wzrost wartosci %Xc*MAN badanej celulozy do
poziomu poréwnywalnego z wartosciami otrzymanymi dla celulozy mikrokrystalicznej.

4) Analiza szerokosci potdowkowej pasma ~913 cm™ oraz korelacja tej wielkosci z wartoscia
stopnia krystalicznosci wskazuje na przydatnos¢ tego pasma w monitorowaniu stopnia
uporzadkowania badanej celulozy. Nalezy tu dodaé, ze nie uzyskano satysfakcjonujgcych
wynikéw jezeli chodzi o korelacje intensywnosci tego pasma i stopnia krystalicznosci.

Wyniki przedstawione w H1 wskazuja na przydatnosé¢ zaréwno analizy widm podczerwieni,
jak i w szczegdlnosci widm Ramana do badan zmian strukturalnych celulozy. Dodatkowo pokazano,
ze dodatek nie-celulozowych polisacharydéw, naturalnie wystepujacych w $cianie komdrkowej
owocow i warzyw, w nietrywialny sposéb wyptywa na strukturg celulozy bakteryjnej. Obserwacje te
pozwalaja w dalszej kolejnosci wnioskowaé, ze zardwno zmiany zawartosci nie-celulozowych
polisacharydow, a takze ich wptyw na strukture celulozy mogg mie¢ wplyw na wiasciwosci
mechaniczne i fizyko-chemiczne $ciany komdrkowej owocédw i warzyw.
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Charakterystyka scian komodrkowych owocoéw i warzyw za pomocq spektroskopii podczerwieni oraz
analiz wielowymiarowych (H2, H4 i H5)

Konsekwencjg wynikéw badan opisanych w pracy H1 byta préoba odpowiedzi na pytanie, czy i jak
obecnosc nie-celulozowe polisacharydéw (pektyn i hemiceluloz) wptywa na naturalnie wystepujaca
celuloze oraz jaki wptyw ma ona na wiasciwosci mechaniczne (jedrnos¢) badanych owocow i warzyw.
Praktyczna realizacja tego zagadnienia wymagata opracowania metodycznych podstaw szybkiej
identyfikacji i oceny sktadu scianach komérkowych.

Prace badawcze przeprowadzone zostaty na bazie analizy widm podczerwieni materiatu Scian
komérkowych. Zakiada sie, ze sciana komédrkowa jako swoistego rodzaju mieszanina réznych
polisacharyddéw, posiadac bedzie charakterystyczne widmo w podczerwieni, w zaleznosci od proporcji
wystepujacych polisacharyddéw. Jest to wynikiem unikalnego uktadu pasm w widmie poszczegélnych
polisacharyddw, co jest odzwierciedleniem ich budowy chemiczne;.

Polimery wchodzgce w sktad $cian komodrkowych roslin posiadajg unikalny sktad czasteczkowy
oraz w szczegolny sposéb oddziatujg ze sobg. Ztozonos$¢ budowy scian komdrkowych jest widoczna
w widmach podczerwieni: objawia sie ona w postaci zréznicowania intensywnosci pasm oraz braku lub
przesunieciu niektérych z pasm. Stad analiza widm podczerwieni daje przyblizony obraz budowy $cian
komorkowych. Dodatkowo wykorzystane jest tutaj prawo Lamberta-Beera méwigce, ze absorbancja
jest wprost proporcjonalna do stezenia danej substancji oraz grubosci analizowanej warstwy.
Absorbancja uzyskana dla poszczegdlnych pasm jest proporcjonalna do ilosci drgajacych wigzan
i mozna jg odnies¢ do ilosci danej substancji w probce.

Widma podczerwieni (FT IR) wybranych polisacharydéw: celulozy, ksyloglukanu oraz pektyn
o wysokim i niskim stopniu metylacji zostaty przedstawione na rysunku 3. Naktadanie sie widm
podczerwieni dla celulozy i ksyloglukanu, jest odzwierciedleniem ich podobnej budowy molekularnej:
szkielet ksyloglukanu, tak jak i celulozy sktada sie z potgczonych ze sobg wigzaniem B-glikozydowym
jednostek D-glukozy. Jednakze w przeciwienstwie do celulozy, ktéra jest liniowym polimerem, w
przypadku ksyloglukanu dodatkowo dotaczone s3 podstawniki w postaci cukrow prostych, takich jak
ksyloza. Mimo tego, mozna wyrdzni¢ pasma roznigce oba polisacharydy, takie jak 941 cm™
charakterystyczne dla drgan pierscienia dla ksyloglukanu, czy 1428 oraz 1313 cm™ — symetryczne
drganie zginajace CH,, czy 899 cm™ — drganie zginajgce C1-H charakterystyczne dla celulozy. Pektyny
sy rozgatezionym polimerem (1,4)-a-D-galakturonanu z  podstawnikami w  postaci
o-D-galaktopiranozy, a-L-arabinofuranozy oraz (1,2)-a-ramnopiranozy. Najbardziej charakterystyczne
i wyrdzniajace posréd innych polisacharydéw, dla pektyn 53 pasma:
1330 832 cm™ — charakterystyczne dla drgan pierécienia oraz 954 cm™ — charakterystyczne dla drgan
zginajacych C-0. W przypadku pektyn w roslinach mamy do czynienia z ich réznym stopniem metylacji.
W widmach podczerwieni widoczne sg pasma 1740 - 1730 cm™ charakterystyczne dla drgania
rozciggajacego C=0, w obrebie estrow karbonylowych oraz pasmo 1630 - 1600 cm™ charakterystyczne
dla drgania rozciggajgcego COO" jonow karboksylowych. Ze stosunku tych pasm mozna obliczy¢ stopien
metylacji pektyn znajdujacych sie w prébce badanych $cian komdrkowych.
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Rys. 3. Widma podczerwieni polisacharydéw scian komarkowych tkanki miekiszowej owocdw i warzyw (celuloza,
ksyloglukanu, pektyny wysoko- i niskometylowane).

Metody chemometryczne, jakie zostaty uzyte do analizy widm podczerwieni to przede wszystkim
analiza gtéwnych sktadowych (PCA - principal component analysis) oraz analiza regresji czeéciowych
najmniejszych kwadratow (PLS — partial least squares), ale takze analiza skupien — metoda
hierarchiczng (HCA - hierarchical cluster analysis) oraz k-$rednich.

PCA jest technika redukcji danych, w ktérej jako wynik otrzymujemy najczeéciej dwa typy
parametrow: fadunki czynnikowe oraz wektory tadunkéw. Wektory tadunkéw to wspétczynniki
pokazujgce wktad poszczegélnych zmiennych bazowych w tworzeniu skfadowych gtéwnych. Im
wartos$¢ bezwzgledna z tadunku wigksza tym zmienna ma wigkszy wktad w budowe sktadowej giéwnej.
tadunki czynnikowe sg wspdtrzednymi obserwacji w nowym ukfadzie wspétrzednych utworzonym
przez sktadowe gtéwne, to one najczesciej podlegajg wizualizacji na wykresie typu biplot. Metoda uzyta
w celu znalezienia réznic pomigdzy prébkami oraz stwierdzenia, ktére wielkosci widmowe stuzg do
najlepszej ich identyfikacji.

PLS jest technika tworzenia modelu kalibracyjnego w oparciu o kilka ukrytych zmiennych (latent
variables), ktére sa wzajemnie ortogonalne. Otrzymujemy dwie macierze zmiennych: macierz X
predyktorow (widma podczerwieni) oraz macierz Y deskryptoréw (referencyjne analizy chemiczne).
tadunki pokazujg, ktére zmienne majg najwiekszy wptyw na budowe modelu. Wielkosci, ktdre
charakteryzujg jakos¢ modelu PLS to:

e Sredni bitad kwadratowy zbioru modelowego RMSEC (root-mean-square-error of
calibration);

e sredni bfad kwadratowy walidacji krzyzowej RMSECV (root-mean-square error of cross-
validation);

11
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e R? jest miarg jakosci dopasowania modelu oraz Q? jest miarg jakosci przewidywania dla
przysztych modeli; R? i Q? przyjmujg wartosci od 0 do 1, ale model z wartosciami R? oraz Q2
réownymi 0.9 uwazany jest za bardzo dobry.

Metody HCA oraz k-srednich s3 metodami analizy skupien, czyli narzedziem do eksploracyjnej
analizy danych, ktdrej celem jest utozenie obiektéw w grupy w taki sposob, aby stopien powigzania
obiektow z obiektami nalezgcymi do tej samej grupy byt jak najwiekszy, a z obiektami z pozostatych
grup jak najmniejszy. Analiza skupiern moze by¢ wykorzystywana do wykrywania struktur wséréd
danych.

Do badar wstepnych zostaty wybrane nastepujace owoce i warzywa: bulwa ziemniaka
jadalnego (Solanum tuberosum cv. Irga), owoc pomidora (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Plomien),
korzern marchwi (Daucus carota L. cv. Finezja), korzen selera (Apium graveolens L. var. rapaceum Mill.
cv. Edward) oraz owoc dyni (Curcurbita L. cv. Bambino) (praca H2). Nastepnie zostata przeprowadzona
sekwencyjna ekstrakcja wedtug schematu przedstawionego na rysunku 4. Kolejnym krokiem byto
otrzymanie widm podczerwieni frakcji CWM, frakcji CDTA, frakcji Na,CO; oraz frakcji KOH. Otrzymane
widma byly analizowane przy pomocy analizy gtéwnych sktadowych (PCA, Principal Component
Analysis), aby zidentyfikowa¢ liczby falowe pozwalajgce na dyskryminacje prébek ze wzgledu na
zawartos¢ poszczegblnych polisacharydéw w $cianie komadrkowej (praca H2).

EKSTRAKCJA ALKOHOLEM
ETYLOWYM
materiat §ciany komérkowej
FRAKCIA CWM
TR T . Ekstrakclia za pomolca CDTA
ZAWARTOSE PEKTYN pektyn jonowo zwigzanych
FRAKCJA CDTA
= Ekstrakcja za pomocg Na,CO;4
l pektyn kowalentnie zwigzanych
FRAKCJA Na,CO
MATERIAt O quiﬂ
ZAWARTOSCH — Ekstrakcja hemiceluloz za pomoca
HEMICELULOZ | KOH
CELULOZY
|[FRAKCIA KOH = CELULOZA]

Rys.4. Schemat przygotowania prébki oraz sekwencyjnej ekstrakcji polisacharyddw.

Widma podczerwieni uzyskane dla frakcji CWM oraz CDTA kazdej z probek zawieraty bardzo
podobny zestaw pasm, ktdre zostaty przypisane, jako charakterystyczne odpowiednio dla pektyn:
1740, 1600, 1230, 1019 cm’, ksyloglukanu: 1370, 1147 cm™® oraz celulozy: 895 cm™. Co
charakterystyczne, dla kazdej z badanych prébek uktad tych pasm byt inny, co moze sugerowaé rézny
sktad i strukture polisacharydéw dla badanych probek. Na przyklad, rézny stosunek intensywnosci oraz
ksztattu pasm z maksimum okoto 1740 i 1600 cm™ moze wskazywac na rozny stopieri metylacji pektyn
zawartych w $cianach komérkowych badanych owocéw i warzyw. Natomiast w przypadku widm
podczerwieni frakcji Na,COs; wystepujg pasma charakterystyczne dla ksyloglukanu (1147 cm™) oraz
celulozy (1030 cm™). Pasma te byty niewidoczne na widmach podczerwieni frakcji CWM oraz CDTA w
wyniku przestonigcia ich przez pasma pochodzace od pektyn. Zgodnie z procedurg ekstrakcji
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sekwencyjnej frakcja KOH powinna sktadac sie celulozy, jednakze w widmie podczerwieni tej frakcji
widoczne sy pasma charakterystyczne dla innych, nie-celulozowych polisacharydéw. Moze to by¢
spowodowane pozostatoscia rozgatezionych pektyn i hemiceluloz, ktérych usuniecie wymaga
silniejszych metod ekstrakciji.

W wyniku analiz technikami spektralnymi uzyskiwana jest duza ilo$¢ danych, ktérych analiza w
postaci surowej jest wyjatkowo trudna. Z tego wzgledu do analizy danych z widm podczerwieni, uzyto
wielowymiarowej techniki eksploracji danych, jakg jest analiza gtéwnych sktadowych (PCA). Celem
analizy PCA byto znalezienie na podstawie widm podczerwieni:

1) réznic pomiedzy poszczegdlnymi frakcjami Scian komodrkowych pod katem zawartosci
polisacharydow,
2) rdéznic pomiedzy kompozycjg scian komdrkowych poszczegélnych owocow i warzyw.
Widma analizowane byty w dwdch zakresach: 1800 — 1200 cm™ oraz 1200 — 800 cm™. Do wyjaénienia
wszystkich roznic wybrane zostaty trzy pierwsze gtéwne sktadowe (PC1, PC2 i PC3).

W przypadku analizy réznic miedzy prébkami ze wzgledu na frakcje polisacharyddéw najlepsze
wyniki zostaty otrzymane dla zakresu 1800 — 1200 cm™. Gtéwna sktadowa PC1 odzwierciedlata
wariancje wystepujacg pomiedzy widmami otrzymanymi dla danej prébki i frakcji. Natomiast wyrazne
grupowanie wynikow zostato otrzymane wzdtuz osi PC2: frakcje zawierajgce pektyny (CWM i CDTA)
znajdowaty sie po dodatniej stroni osi PC2, natomiast prébki nie zawierajgce pektyn (Na-CO; i KOH) po
ujemnej stronie osi PC2. Analiza wektorow tadunkéw otrzymanych dla tych sktadowych pozwolita na
okreslenie liczb falowych, ktére sa najbardziej charakterystyczne dla poszczegdlnych frakcji: majgce
dodatni wplyw na tadunki gtéwnej sktadowej PC2: 1740, 1610 i 1317 cm™ (charakterystyczne dla
pektyn) oraz majace ujemny wptyw: 1370 1317 cm™ (charakterystyczne dla ksyloglukanu i celulozy).

W przypadku analizy widm w obrebie tej samej frakcji, ale réinych owocdéw i warzyw
(rozréznienie ze wzgledu na rodzaj owocow i warzyw) najlepsze grupowanie zostato otrzymane dla
sktadowych PC2 oraz PC3 (dla obu wybranych zakreséw widmowych). Analizujac wektory tadunkéw
majgce wptyw na ich grupowanie mozna wyrdzni¢ nastepujace liczby falowe charakterystyczne dla
pektyn: 1740, 1600, 1410, 1240, 970 i 951 cm, celulozy: 1360, 1100 i 1040 cm™ oraz ksyloglukanu:
1070 i 1020 cm™. Stad wywnioskowano, ze najwiekszy wptyw na rozréznienie prébek ma zawartoéé
pektyn. Potwierdzone to zostato na drodze laboratoryjnych oznaczer zawartosci pektyn (jako
zawartosci kwasu galakturonowego w mg/g sciany komadrkowej) w otrzymanych prébkach. Najnizsza
zawartos$¢ pektyn zostata zmierzona dla prébki sciany komérkowej ziemniaka, ktory tworzy najlepiej
odseparowang grupe punktdw na wykresach PC2xPC3. Prébki, ktore wykazywaty podobng zawartosc
pektyn, na wykresie PC2xPC3 tworzg grupy potozone blisko siebie.

Badania te pokazaty (praca H2), ze mozliwa jest dyskryminacja prébek $cian komdrkowych
réznych owocow i warzyw jedynie na podstawie ich widm podczerwieni. Dodatkowo wykazano,
ze analizujgc widma podczerwieni poszczegdlnych frakcji pozostatych po ekstrakcji sekwencyjnej
mozliwe jest dokonanie ilosciowej charakterystyki probek ze wzgledu na zawartosc polisacharydéw.

Kolejnym krokiem byto sprawdzenie, czy mozliwa jest jakosciowa i ilosciowa analiza widm
podczerwieni pod katem zawartosci polisacharydéw w Scianie komdrkowej owocu jabtoni, podczas
jego fizjologicznego rozwoju (praca H4).

W tym celu zostaly zebrane owoce jabtoni dwéch odmian Ligol i Szampion (Malus domestica
Borkh. cv Ligol, Szampion) w terminie od poczatku lipca az do poczatku pazdziernika w odstepach
poczatkowo dwu-, a nastepnie jednotygodniowych. Uzyskano w ten sposdb osiem termindw
probkowania (LT1-LT8, SZT1—-SZT8), w czasie ktdrych izolowano materiat scian komdrkowych (CWM).
Rownolegle wykonywane byly analizy chemiczne (oznaczenie zawartosci kwasu galakturonowego,
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hemiceluloz oraz celulozy) oraz rejestrowane widma podczerwieni $cian komdrkowych. Widma
podczerwieni zostaty uzyte jako predyktory, natomiast wyniki analiz chemicznych jako dane
referencyjne do budowy modelu PLS zawartosci kwasu galakturonowego (GalA), hemiceluloz (H) oraz
celulozy (C) (rysunek 5). Do wstepnej analizy widm wykorzystano analize gtéwnych sktadowych (PCA)
oraz analize k-srednich. Aby uwypukli¢ réznice widmowe pomiedzy probkami wykonano operacje
rézniczkowania (pierwsza pochodna) widm.

migisz
owocu jabloni

L EKSTRAKCJA
LKOHOLEM ETYLOWYM
anaiiza chemicina G —> IEEET

ﬂ l

| DANE REFERENCYJNE ‘ | PREDYKTORY l

- =
[cata |[][<]

Rys.5. Schemat otrzymania probki oraz analizy danych spektralnych metoda PLS.

W wyniku analizy PCA zostat otrzymany wykres PC1xPC2 wyjasniajacy 89% zmiennosci widm.
tadunki czynnikowe otrzymane dla kazdej probki (LT1 — LTS8, SZT1 —SZT8) zostaty pogrupowane wzdtuz
osi PC2 wg odmiany (L lub SZ), natomiast wg terminu zbioru (T1 — T8) wzdtuz PC1. Przy czym fadunki
czynnikowe odpowiadajgce LT1 oraz SZT1 lezg blisko siebie, co moze wskazywac na podobieristwa w
sktadzie polisacharydéw obu prébek, podobny wniosek moze by¢ wysuniety dla SZT3 i LT2. Wykonano
réwniez wykresy tadunkow czynnikowych PC1 w funkcji zawartosci kwasu galakturonowego oraz
celulozy, ktére wykazywaty ujemna korelacje, co wskazuje na najwiekszy wptyw na rozrzut wynikow
wzdtuz osi PC1 wtasnie zawartosci tych polisacharydéw. Analiza wektoréw tadunkow otrzymanych dla
fadunkéw PC1 oraz PC2 ujawnia liczby falowe, ktére majg najwiekszy wptyw na ich potozenie. Wptyw
dodatni majg gtéwnie liczby falowe charakterystyczne dla pektyn (830, 888, 1230 and 1440 cm!), ale
takze dla celulozy (1319 and 1340 cm™) i hemiceluloz (1374 and 1417 cm'). Natomiast wptyw ujemny
maja te charakterystyczne dla hemiceluloz (870 i 941 cm™) i celulozy (1000, 1030 1205, 1360
i 1427 cm™). Dzieki analizie skupien k-$rednich otrzymano dwie grupy: grupa 1 zawierajaca LT1, LT2,
LT3, SZT1, SZT2, SZT3 iSZT7, oraz grupa 2 - LT4, LTS, LT6, LT7, LT8, SZT4, SZT5, SZT6 i SZT8.

Na koncu na podstawie widm podczerwieni i przy uzyciu regresji metodg najmniejszych
kwadratéw (PLS) zostaty stworzone modele kalibracyjne. Modele te z duzg zgodnoscig opisywaty
zmiany zawartosci kwasu galakturonowego oraz celulozy w sktadzie $cian komdrkowych tkanki
miekiszowej owocéw jabtoni. W obu przypadkach zostata osiggnieta bardzo dobra zgodnos$¢ modelu
w pordwnaniu z wynikami referencyjnymi (R?> 0.9). Wysoka warto$é Q? wskazywata na przydatnosé
obu modeli dla przysztych predykcji zaréwno kwasu galakturonowego, jak i celulozy. Jedynie w
przypadku modelu kalibracyjnego opisujagcego zmiany w zawartosci hemiceluloz, pomimo dobrej
zgodnosci modelu w poréwnaniu z wynikami referencyjnymi (R?> > 0.9), nie otrzymano wysokiej
wartoséci Q? (Q? = 0.35) co wskazuje niestety na brak przydatnoéci modelu w przysztosci. Natomiast
$redni bfgd kwadratowy walidacji krzyzowej RMESCV otrzymany odpowiednio dla modeli
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kalibracyjnych kwasu galakturonowego, hemiceluloz oraz celulozy byt na poziomie: 8.30 mg/g,
4.08 % oraz 1.74 %.

Podsumowaujac, osiggnieciem pracy H4 byto pokazanie, ze na podstawie widm podczerwieni
wyizolowanych $cian komoérkowych mozliwe jest opracowanie modelu kalibracyjnego, ktory
z powodzeniem moze by¢ zastosowany w badaniach nad zawartoscig poszczegdinych polisacharydéw
scian komorkowych.

Celem pracy H5 byto zastosowanie i uogdlnienie metod opracowanych w pracy H4 do
okreslenia zawartosci i sktadu btonnika pokarmowego w réinych owocach. A w szczegélnosci
odpowiedz na pytanie czy na podstawie widm podczerwieni mozliwa jest:

e klasyfikacja roznych frakcji btonnika;
e okreslenie zrodta btonnika (rodzaju owocu);
e przewidzenie ilosci poszczegdlnych frakcji btonnika/polisacharydéw?

Btonnik pokarmowy jest zdefiniowany jako ogét substancji znajdujacych sie w roslinnej écianie
komérkowej. Mozna je podzieli¢ na rozpuszczalne w wodzie: pektyny i cze$¢ mniej rozgatezionych
hemiceluloz oraz nierozpuszczalne w wodzie: celuloza, hemicelulozy ekstrahowane przez roztwory
o odczynie kwasowym, a takze lignina i inne sktadniki towarzyszace (kutyna, suberyna, krzemionka).
Drugim podziatem jest rozrdézinienie bfonnika pokarmowego jako substancji o charakterze
polisacharydowym (celuloza, hemicelulozy, pektyny) i niepolisacharydowym (ligniny, kutyny). Jak
powszechnie wiadomo jednym z najwiekszych zrédet btonnika sa owoce i warzywa.

Do badan wybrano 16 owocéw (cytrusy, owoce jagodowe, jabtka, pestkowe, awokado),
a eksperyment przebiegat wg schematu przedstawionego na rysunku 5. Dodatkowo oprécz uzyskania
widm frakcji CWM uzyskano dodatkowo widma frakcji NDF (neutral detergent fibre) oraz frakcji ADF
(acidic detergent fibre). NDF powstaje po wyptukaniu z materiatu $ciany komdrkowej wszystkich
polisacharydéw rozpuszczalnych w detergencie neutralnym. Natomiast ADF uzyskuje sie przez
wyptukanie substancji rozpuszczalnych w detergencie kwasowym z frakcji NDF.

Analizy zawartosci poszczegdlnych polisacharyddéw pokazaty duze zréznicowanie:

e zawartos$¢ kwasu galakturonowego wahata sie od 113+1,81 mg/g wagi Sciany komorkowe;j

w przypadku jabtka az do powyzej 300 mg/g wagi sciany komérkowej w przypadku owocow

cytrusowych;

e zawartos¢ hemiceluloz oscylowata pomiedzy 10 g/100g i 16 g/100g wagi $ciany komdrkowej,
jednakze dla jabtka osiggneta wartos¢ 33,52+1,33 g/100g wagi Sciany komodrkowej,

a dla truskawki jedynie 4,33+1,25 g/100g wagi Sciany komdrkowej;

e zawarto$¢ celulozy wahata sie od okoto 10 g/100g wagi Sciany komdrkowej (jabtko),
az do okoto 40 g/100g wagi sciany komorkowej (ogorek i melon).

Zaréwno analiza HCA, jak i PCA widm podczerwieni trzech frakcji (CWM, NDF oraz ADF) dla
wszystkich badanych prébek pokazata wyraznie grupowanie wg frakcji btonnik, a w obu przypadkach
otrzymane zostaty trzy grupy: CWM, ADF, NDF. Dodatkowo na podstawie wektoréw tadunkéw
otrzymanych w analizie PCA mozliwe bylo wykazanie, tak jak i w pracach H2 oraz H4, ze najwiekszy
wptyw na grupowanie przypadkéw majg liczby falowe charakterystyczne przede wszystkim dla pektyn:
1093, 1047, 1240, 951, 902 cm™ oraz celulozy: 1160, 1106, 1030 cm™, a w mniejszym stopniu dla
hemiceluloz: 1064 i 1041 cm™.

Natomiast biorgc pod uwage jedynie dendrogram HCA otrzymany w wyniku analizy widm
podczerwieni materiatu scian komorkowych (frakcja CWM) otrzymane zostaty cztery gtdwne grupy
owocow. Po uwzglednieniu analiz chemicznych, mozna je podzielic na: grupe owocéw o niskiej
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zawartosci pektyn, grupe owocdow o wysokiej zawartosci pektyn, grupe owocow o wysokiej zawartosci
frakcji hemiceluloz oraz takie, ktore zawierajg poréwnywalne ilosci kazdego z tych polisacharydéw.

Na koncu na podstawie widm podczerwieni i przy uzyciu regresji metodg najmniejszych
kwadratéw (PLS) zostaty stworzone modele kalibracyjne zawartosci kwasu galakturonowego,
hemiceluloz oraz celulozy. Modele te z duzg zgodnoscig opisywaly zmiany zawartosci kwasu
galakturonowego oraz celulozy w skiadzie scian komérkowych badanych owocow. We wszystkich
przypadkach zostata osiggnieta bardzo dobra zgodno$¢ modelu w pordwnaniu z wynikami
referencyjnymi (R2> 0.9), a takie stosunkowo wysoka wartos¢ Q> = 0,70, ktdra wskazywata na
przydatno$¢ otrzymanych modeli dla przysztych predykcji zaréwno kwas galakturonowego,
jak i celulozy oraz hemiceluloz. Otrzymane zostaty réwniez niskie wartosci zaréwno s$redniego btedu
kwadratowego RMSEC oraz sredniego btedu kwadratowego walidacji krzyzowej RMESCV.

Metody determinacji sktadu $cian komdrkowych mozna podzieli¢ na metody chemiczne
(analiza kolorymetryczna) oraz enzymatyczno-grawimetryczne. Jednakze metody te wymagajg
zaréwno stosunkowo drogich odczynnikow, jak i rdwniez sa obarczone duzym biedem. Dlatego,
podsumowujac osiggniecia prac H2, H4 oraz H5, pokazane zostato, ze na podstawie jedynie widm
podczerwieni wyizolowanych $cian komdrkowych mozliwe jest opracowanie modelu kalibracyjnego,
ktéry z powodzeniem moze by¢ zastosowany w szacowaniu zawartosci poszczegdlnych polisacharydéw
scian komdérkowych. Dodatkowo pokazane zostaty mozliwosci tych metod w monitorowaniu zmian
sktadu scian komadrkowych zaréwno podczas zmian fizjologicznych, jak takze do okreslenia zawartosci
i frakcji btonnika pokarmowego.

Przestrzenna analiza sktadu biochemicznego $cian komérkowych tkanek roslinnych metodg
mikrospektroskopii Ramana (H3)

Dotychczas zostato rozwinietych wiele metod chemicznych oraz mikroskopowych
(imunocytochemia), ktére pozwalaja na zbadanie sktadu scian komérkowych, a tym samym obserwacje
dynamicznych procesdw w niej zachodzacych. Wiekszo$¢ tradycyjnych metod analizy budowy $cian
komorkowych to analizy chemiczne, ktore wymagaja degradacji tkanki roslinnej. Metody te mogg
powodowac zmiany struktury i konformacji makroczgsteczek. Dodatkowo, zadna z tych metod nie daje
jednoznacznych informacji na temat rozmieszczenia, ilosci oraz strukturalnego uporzadkowania
substancji budujacych pierwotne oraz wtdrne $ciany komorkowe w skali mikrometrowej. Luke te moze
zapetni¢ uzycie konfokalnego mikrospektroskopu ramanowskiego, ktory dostarcza informacji
o sktadzie chemicznym oraz rozmieszczeniu poszczegdlnych substancji w sposéb niedestrukcyjny
i niewymagajgcy dos¢ kiopotliwego barwienia. Dotychczas techniki obrazowania ramanowskiego
z powodzeniem zostaty wykorzystane do obserwacji réznic pomiedzy tkankami wystepujgcymi w
drewnie, czy obserwacji zmian w rozkfadzie substancji aktywnych w innych roslinach (Gierlinger i in.
2010; Qiniin. 2011; Richteriin. 2011; Schmidt i in. 2009; Schmidt i in. 2010). Mapowanie ramanowskie
jest jedng z najbardziej rozwijanych w ostatnich latach technik spektroskopii Ramana. Jednakze
dotychczas nie obserwowano tg technikg zmian w sktadzie i rozmieszczeniu substancji budulcowych
scian komoérkowych parenchymy owocow i warzyw.

Dlatego tez, réwnoczesnie z badaniami, ktére zostaty opisane w pracach H1, H2, H4 i H5,
rozwijane byly przeze mnie zagadnienia zwigzane z identyfikacja i lokalizacja polisacharydéw
w Scianach komérkowych owocow i warzyw przy pomocy mikroskopu Ramana (praca H3).

Metoda ta polega na zbieraniu widma Ramana w wielu, przestrzennie rozdzielnych punktach
na powierzchni probki. W wyniku, czego otrzymujemy tzw. obraz chemiczny, a jego analize mozemy
przeprowadzi¢ poprzez wybor odpowiednich pasm odpowiedzialnych za okre$lone drgania. Dzieki
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czemu otrzymujemy informacje na temat rozmieszczenia zwigzkéw chemicznych na powierzchni
skanowanego materiatu. Zastosowanie mikroskopii ramanowskiej w badaniach materiatéw pozwala
otrzymac informacje o ich strukturze molekularnej oraz sktadzie wraz z lokalizacjg poszczegdlnych
substancji (Agarwal 2006, Gierlinger i in. 2008, Qin i in. 2011, Richter i in. 2011, Schmidt i in. 2009,
Schmidt i in. 2010). Zastosowano jg z duzym powodzeniem nie tylko do okreslania ogdlnego stanu
tkanki roslinnej, ale takie do analizy zmian strukturalnych polisacharydéw podczas deformacji
mechanicznych (Gierlinger i in. 2010).

W pracy H3 otrzymano mapy ramanowskie 2D, ktore obrazowaty rozmieszczenie substancji
budulcowych $cian komdrkowych owocu pomidora jadalnego (Lycopersicon esculentum Mill. cv
Conqueror). Na rysunku 6. przedstawiony jest obraz mikroskopowy tkanki pomidora oraz mapa
intensywnosci pasma charakterystyczne dla drgania rozciggajgcego C-H z maksimum przy 2940 cm™.
Pasmo to jest charakterystyczne dla kazdego z polisacharydéw obecnych w $cianie komdrkowej roslin,
dlatego tez otrzymany obraz chemiczny Ramana jest obrazem $cian komérkowe;.
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Rys. 6. Obraz mikroskopowy tkanki pomidora (300x400um) oraz obraz Ramana z rozlokowaniem polisacharydéw
w scianie komorkowej (46 um x 54 um, 2940 cm™ v(CH)) (a). Srednie widmo Ramana uzyskane dla $ciany
komorkowej owocu pomidora (b).

Wstepna analiza badanego materiatu zostata wykonana metodg tzw. ,single band imaging”,
ktéra polega na otrzymaniu mapy ramanowskiej dla wybranego pasma, ktdre jest charakterystyczne
dla danego polisacharydu. Pasma charakterystyczne sg wybierane na podstawie widm Ramana
uzyskanych dla scian komoérkowych lub poszczegélnych polisacharydéw. Na tej podstawie wybrano
poszczegblne pasma wykorzystane w dalszej identyfikacji i obrazowaniu rozlokowania poszczegélnych
polisacharyddéw:

- 2940 cm™ - drganie rozciggajace C-H charakterystyczne dla wszystkich polisacharydéw;
- 1742 cm™ - drganie rozciggajace C=H w grupach estrowych pektyn i hemiceluloz;
- 11211098 cm™ — symetryczne i asymetryczne drganie rozciggajgce wigzania glikozydowego

w celulozie;

- 854 cm™ - drganie C-O-C drgania szkieletowe a — anomeréw w pektynach;

- 380 cm™ - drganie deformujace wigzanie C-C-C w szkielecie celulozy.
W  wyniku analizy widm S$ciany komorkowej tkanki owocu pomidora wybrano pasma
1121 i 1098 cm™ oraz 854 cm™ do obrazowania rozlokowania odpowiednio celulozy i pektyn. W
przypadku innych pasm otrzymane mapy charakteryzowaty sie zbyt niskim stosunkiem sygnatu do
szumu.
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Nalezy jednak pamieta¢, ze kazdy z polisacharyddw jest reprezentowany nie przez pojedyncze
pasma, ale przez caty ich zestaw. Aby wiec zidentyfikowac dany polisacharyd na podstawie catego bgdz
fragmentu zakresu widmowego konieczne jest wykorzystanie wielowymiarowych metod analizy
statystycznej uzyskanych map, takich jak analiza gtéwnych sktadowych (PCA), wieloczynnikowy rozktad
krzywej (MCR - Multivariate Curve Resolution) lub metoda analizy skupien k-srednich.

W pracy H3 zostaty wykorzystane metody PCA oraz MCR. W wyniku analizy skladowych
gtéwnych (PCA) otrzymane zostaty wykresy wektorow tadunkéw i wynik analizy w postaci rozlokowania
gtéwnych sktadnikéw PC na 2-wymiarowym obrazie. Na podstawie analizy wektorow fadunkéw mozna
byto okresli¢, ktére pasma majg najwiekszy wptyw na zrdéznicowanie polisacharydéw w prébce.
Zaobserwowano, ze wektory tadunkéw majace dodatni wptyw na wyniki odpowiadajg pasmom
charakterystycznym dla pektyn, natomiast wektory tadunkéw majgce wptyw ujemny - pasmom
charakterystycznym dla celulozy. Na tej podstawie wywnioskowano, ze otrzymany sktadnik PC2 to
gtéwnie pektyny, a sktadnik PC3 to gtéwnie celuloza (rysunek 7.).
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Rys. 7. Wyniki i tadunki analizy PCA a) PC2 reprezentuje gtownie pektyny, b) PC3 reprezentuje gtdwnie celuloze,
c) Wyniki PC2 i PC3, d) Wykres tadunkow PC2, e) Wykres tadunkdéw PC3 (praca H3).

W przypadku analizy MCR nie otrzymuje sie wykresu fadunkéw, a nowe widma, ktére
konstruowane sg na podstawie wszystkich widm sktadajacych sie na mape ramanowska. Sg to widma
nowych gitownych skfadnikéw prébki wynikajacych z modelu MCR. Na podstawie pasm z tych widm
mozna zidentyfikowa¢ komponenty probki. W przypadku analizowanej sciany komoérkowej owocu
pomidora uzyskano trzy nowe komponenty, z ktérych widmo pierwszego komponentu zostato uznane
za widmo pektyn, natomiast widm komponentéw 2 i 3 nie udato sie jednoznacznie okresli¢ poniewaz
w obu zawarte sg pasma charakterystyczne zaréwno dla celulozy, jak i hemiceluloz.

Podsumowujgc, w pracy H2 zostaly opracowane metody dotyczgce zaréwno otrzymywania
map Ramana, jak i ich analizy takie jak metodyka przygotowania materiatu roslinnego do mikroskopii
Ramana, analiza map Ramana metodgq ,single band imaging” oraz uzycie analiz wielowymiarowych
takich jak PCA oraz MCR.
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Podsumowanie

Podsumowujac catoé¢ omowionych powyzej badan opublikowanych w cyklu prac H1 — H5 nalezy
podkredli¢, ze zostaly opracowane nowe metody analizy polisacharydéw scian komérkowych, ich
zawartosci oraz struktury na podstawie widm oscylacyjnych, podczerwieni i Ramana. Badania te majg
charakter podstawowy, ale z powodzeniem moga by¢ zastosowane do badan aplikacyjnych, wszedzie
tam, gdzie istotne jest poznanie struktury polisacharydéw. Do najwazniejszych osiagnie¢ moina
zaliczy¢:

1. opracowanie metod analizy widm Ramana, na podstawie ktérych okreslona zostata struktura
celulozy réinego pochodzenia, a takze wpltyw jaki majg nie-celulozowe polisacharydy na
strukture polimorficzng i alomorficzng celulozy (praca H1);

2. okreslenie na podstawie widm podczerwieni i analiz wielowymiarowych zmiany w zawartosci
polisacharydéw scian komdrkowych owocow jabtoni (Malus domestica Borkh.) podczas ich
fizjologicznego rozwoju (praca H4);

3. wykorzystano metody analizy chemometrycznej do okreslenia sktadu btonnika pokarmowego
w réznych owocach i warzywach na podstawie widm podczerwieni $cian komadrkowych lub ich
frakcji (prace H2 i H5);

4. opracowano metode przygotowania probek tkanek owocéw i warzyw do mikroskopii Ramana,
metode otrzymywania map Ramana, a takze metode ich analizy na przykfadzie tkanki owocu
pomidora jadalnego (Lycopersicon esculentum Mill. cv Conqueror) (praca H3).
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

a) przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem wspéfautored 9 oryginalnych prac w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal
Citation Reports (wykaz poz. lIA 1-9), ktére ukazaly sie przed obrong rozprawy doktorskiej, a ktérych
sumaryczny impact factor zgodnie z rokiem publikacji wynosi 11.748, a liczba punktéw MNiSW 176.

Po studiach magisterskich na kierunku fizyka podjetam prace na Politechnice Lubelskiej, gdzie
przez rok prowadzitam badania masowo-spektrometryczne grafitu mielonego w atmosferze
wodorowej pod katem mozliwosci jego wykorzystania jako komdrki paliwowe w silnikach wodorowych
(pracall.Al). A takze bratam udziat w badaniach przy pomocy spektroskopii Mssbauera stopow metali
powstatych w wyniku mielenia mechanicznego (praca 1.A2).

Nastepnie zostatam stuchaczkg Studidow Doktorancki w Instytucie Fizyki na Wydziale
Matematyki, Fizyki i Informatyki, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Zaktadzie Fizyki
Molekularnej, gdzie badania prowadzitam poczatkowo pod kierunkiem prof. dr hab. Leszka Michalaka,
a po jego $mierci pod kierunkiem dr hab. Krzysztofa Bederskiego. Tematem mojej pracy doktorskiej
byto opracowanie nowych metod tworzenia sie klasterow srebra (tj elektrochemiczne,
promieniowanie UV, chemiczne, ablacja laserowa) (prace Il.A4, II.A7). Bratam réwniez udziat
w badaniach wykorzystujgcych spektrometrie mas z pomiarem czasu przelotu jondw jako metody
do badania powstawania klasteréw srebra z réinych soli srebra oraz klasterow wegla przy uzyciu
laserowej desorpcji/jonizacji (LDI) i desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matrycg (MALDI) (prace
1LA3, 1.A4, 1.A5, 1I.LA7). Dodatkowo uczestniczytam réwniez w innych badaniach zespotu, takich jak
badania klasterow insuliny, mieszanin gazéw, czy jonéw metastabilnych (prace 11.A6, 11.A8 oraz 11.A9).

Podczas studiéw doktoranckich wzietam udziat w 4 konferencjach naukowych: ELTE 2007, ION
2008, ION 2010, IV Kongresie PTP oraz VIl Krajowa Konferencja Techniki Prézni, gdzie prezentowatam
zaréwno referaty, jak i bratam udziat w sesjach posterowych.

W zakresie dziatalnosci dydaktycznej prowadzitam zajecia z fizyki ogélnej i pracowni fizycznej
dla kierunkéw inzynieryjnych (Politechnika Lubelska) oraz z podstaw fizyki na kierunkach
przyrodniczych (Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki oraz Wydziat Chemii, UMCS). Dodatkowo
przygotowatam i bratam czynny udziat w projektach popularyzatorskich w ramach Lubelskiego
Festiwalu Nauki w 2006 i 2008, a takze w Pokazach Fizyki organizowanych przez Polskie Towarzystwo
Fizyczne (wrzesien 2006 i 2008).
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b) po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronieniu rozprawy doktorskiej w marcu 2010 roku, podjetam prace w Instytucie Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Zakfadzie Mikrostruktury i Mechaniki
Biomateriatow w grupie dr hab. Artura Zdunka, prof. IAPAN.

Do chwili obecnej jestem wspdtautorem w sumie 20 oryginalnych prac naukowych,
w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Report, ktérych sumaryczny impact factor
zgodnie z rokiem publikacji wynosi 36.244, a liczba punktow MNiSW — 511, z czego po uzyskaniu
stopnia doktora jest to 11 prac, dla ktérych wartosci te to odpowiednio IF = 24.496,
MNiSW = 335 (z wytgczeniem dorobku habilitacyjnego odpowiednio 10.884 oraz 165). Liczba cytowan
moich prac wedtug bazy Web of Science wynos 90 (bez autocytowan 81),
a indeks Hirscha 5. Uczestniczytam, badz uczestnicze w realizacji 5 projektéw finansowanych ze zrodet
zewnetrznych, w tym 2 jako kierownik.

Oprocz badan opisanych w pracach H1 — H5 bratam réowniez udziat w badaniach nad uiyciem
zjawiska biospeckli do monitorowania stopnia dojrzatosci owocéw jabtoni (praca 11.B5) oraz badaniach
nad zmianami konformacyjnymi glutenu pod wptywem btonnika pokarmowego metodami
spektroskopii Ramana (prace 11.B1, 11.B2, 11.B3). W tym czasie ukazaty sie jeszcze dwie prace zwigzane
z badaniami prowadzonymi przez mnie w czasie doktoratu (prace 1.B4 i 11.B6). W sumie jestem
wspotautorem 6 publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation
Reports (wykaz IIB 1-6), ktdre ukazatly sie juz po obronieniu rozprawy doktorskiej, a ktére nie wliczaja
sie do osiaggniecia wymienionego w czesci I.

Uczestniczytam takze jako wykonawca w kilku projektach miedzy innymi finansowanych przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (luventus Plus), czy Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
(Lider). Moje zadanie w tych projektach polegato na charakterystyce spektroskopowej polisacharydéw.
A takze w latach 2011-2015 kierowatam projektem SONATA uzyskanym z Narodowego Centrum Nauki
zatytutowanym ,,.Badania nad zmianami w strukturze mikrofibryli celulozowych i ich uporzagdkowania
w roslinnej scianie komorkowej oraz ich wptyw na wiasciwosci mechaniczne $cian komérkowych
w czasie rozwoju, dojrzewania i przechowywania owocow”. Podczas realizacji projektu osiggniete
zostaty nastepujgce miedzy innymi rezultaty:

1. opracowano metode okre$lania zmiany zawartosci polisacharydéw $cian komdrkowych
owocow jabtoni (Malus domestica Borkh.) podczas ich rozwoju oraz dojrzewania (praca H2 i H4),

2. okreslono zmiany w teksturze owocéw podczas ich rozwoju, a takie wptyw zawartosci
polisacharyddéw $cian komdrkowych na nie (praca I1.B5),

3. okreslono strukture i uporzagdkowanie mikrofibryli celulozowych oraz stopien krystalicznosci
celulozy podczas wzrostu, dojrzewania i przechowywania owocow jabtoni i jego wptyw na teksture
owocow,

4. okreslono wptyw nie-celulozowych polisacharyddw sciany komodrkowej na uporzadkowanie
oraz strukture samych mikrofibryli celulozowych,

5. okreslono zmiany adsorpcji nie-celulozowych polisacharydéw na mikrofibrylach celulozowych,

6. okreslono wiasciwosci mechaniczne, a takze wplyw na nie struktury i uporzadkowania
polisacharyddw na przykiadzie kompozytow celulozy bakteryjnej oraz ksyloglukanu i pektyn.

Badania prowadzone w projekcie miaty charakter multidyscyplinarny i taczyty w sobie zaréwno
naukowe podstawy ogrodnictwa, jak i nauki o zywnosci, czy biologie. Celem projektu byto
stwierdzenie, czy struktura celulozy jest ksztattowana w czasie rozwoju owocu, czy pozostaje
niezmienna podczas przechowywania. Takze nie bez znaczenia bylo okreslenie jaki wplyw maja
wiasciwosci mechaniczne $cian komérkowych na teksture owocéw, ktora jest gtéwnym wyznacznikiem
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jakosci konsumenckiej owocow i warzyw. W projekcie tym podjeto sie poznania zagadnienia
czy struktura celulozy, jej budowa mikrokrystaliczna i jej ewentualne zmiany majg wplyw réwniez
na cechy makro, czyli mechanike $cian komorkowych. W czasie realizacji projektu po raz pierwszy
uzyskano tak kompleksowe dane, ktore okreslajg wptyw zawartosci oraz struktury polisacharydow
$cian komorkowych na teksture catego owocu, a takze badajg ich zmiany podczas rozwoju owocu.
Pomiedzy innymi stwierdzono najwiekszg zmiennos¢ w zawartosci poszczegolnych frakeji pektyn oraz
samej celulozy, a niewielkg zawartosci hemiceluloz oraz ich wptywu na jedrnos¢ owocow, czy emisje
akustyczng (jako wyznacznik wiasciwosci sensorycznych).

Co wiecej ze wzgledu na to, ze rosliny sg wykorzystywane rowniez w wielu gateziach przemystu
stopien uporzadkowania mikrofibryli celulozowych, ich stopien krystalicznosci w Scianie komadrkowej
rowniez majg ogromny wplyw na procesy przetworcze i zarzadzanie odpadami. Celuloza jest
wyjatkowo mocnym polimerem, ktéry ulega hydrolizie pod wptywem enzymu (celulazy) lub dziataniu
stezonych kwasdw (siarkowego, azotowego). Opracowywanie optymalnych technologii hydrolizy
celulozy ma na celu zwiekszenie jej efektywnosci oraz zmniejszenie naktadanych kosztéw. Dlatego tez
badania nad strukturg krystaliczng mikrofibryli celulozowych oraz ich uporzagdkowaniem w $cianach
komérkowych sg takie istotne z punktu widzenia optymalizacji proceséw przetworczych,
zagospodarowania odpaddw i ich rafinacji. Podczas realizacji projektu opracowano metody ekstrakcji
oraz analizy struktury celulozy, ktére z powodzeniem mogg by¢ zastosowane réwniez w skale
przemystowa np. w produkcji wypetniaczy nanocelulozowych stosowanych w kompozytach. Okazuje
sie, ze krystaliczno$¢ celulozy jest znacznie wyisza niz poczatkowo sie spodziewano, stad istnieje
przestanka, ze celuloza uzyskana z odpadow przetworczych jabtek moze by¢ dalej wykorzystywana do
tworzenia nanocelulozy.

W roku 2015 uzyskatam wsparcie finansowe w programie Lider (NCBR), ktérego realizacja
rozpocznie sie w styczniu 2016 r. Projekt ten zatytutowany jest ,Opracowanie metody wytwarzania
biodegradowalnego nanokompozytu na bazie nanocelulozy uzyskanej z odpadu owocowo-
warzywnego”, a jego celem funkcjonalizacja celulozy uzyskanej z materiatu odpadowego z zakladow
przetworstwa owocowo-warzywnego. Funkcjonalizacja celulozy nanoczgsteczkami metalicznymi lub
nanoczgsteczkami tlenkéw metali ma na celu uzyskanie materiatu antybakteryjnego Nastepnie, tak
zmodyfikowana celuloza bedzie uzyta jako wypetniacz w powszechnie stosowanych w opakowaniach
biopolimerdw, co pozwoli uzyska¢ bezpieczny dla zdrowia i $rodowiska nanokompozyt
o wiasciwosciach antybakteryjnych.

W roku 2014 odbytam dwumiesieczny staz w Instytucie Chemii Fizycznej Uniwersytetu Friedricha
Schillera w Jenie, w ramach stypendium badawczego z Niemieckiej Centrali Wymiany Akademickiej
(DAAD). Przedmiotem moich badan byta obserwacja przy pomocy mikroskopu Ramana zmian
zachodzacych w $cianie komodrkowej tkanki owocu jabtoni podczas rozwoju i przechowywania.
W grupie profesora Jurgena Poppa poszerzytam swoje umiejetnosci, jezeli chodzi o uzyskiwanie
i analize danych spektroskopowych: widm oraz map Ramana. Takze w roku 2014 w ramach programu
SIMS (Wsparcie zarzadzania infrastrukturg badawczg, Narodowe Centrum Badan i Rozwoju) odbytam
tygodniowe staze na Politechnice Drezdenskiej, Fraunhofer MOEZ (Lipsk, Niemcy), Fraunhofer IZI
(Instytut Terapii Komdrkowej i Terapii, Lipsk, Niemcy), IBM T.J. Watson Research Center w Yorktown
Heights oraz Research Center w Somers (USA), gdzie odbytam szkolenie w zakresie zarzgdzania
infrastrukturg badawczg.

W mojej dziatalnosci dydaktycznej i popularyzujgcej nauke w latach 2010-2015 petnitam funkcje
opiekuna studentéw-stazystéw oraz bratam udziat w Lubelskim Festiwalu Nauki (LFN 2010 oraz LFN
2015). W roku 2015 projekt festiwalowy pt.: "Detektyw w kuchni” kierowany przeze mnie zdobyt
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nagrode za Najciekawszy Projekt Wspotorganizatoréw. Petnie réwniez funkcje pomaocniczego opiekuna
naukowego stuchacza Studiéw Doktoranckich Instytutu Agrofizyki oraz promotora pomocniczego
w przewodzie doktorskim.

W latach 2010-2015 moje badania byly prezentowane na fgcznie 20 konferencjach gtéwnie
o zasiegu miedzynarodowym, gdzie bytam autorem lub wspétautorem 15 wystapien ustnych
i 15 prezentacji posterowych. Na podkreslenie zwtaszcza zastuguje konferencja
Polysaccharides-Glycoscience 2014, ktéra odbyta sie w Pradze, na ktdrej to poster prezentowany przez
mgr Monike Chylinska, a zatytutowany: Hyperspectral imaging in identyfication the plant cell wall
polysaccharides, (autorzy: M. Chyliriska, M. Szymariska-Chargot, A. Zdunek) zdobyt pierwsze miejsce
i zostat wyrézniony nagroda ufundowang przez Czeskie Towarzystwo Chemiczne.

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biofizycznego, w ktérym obecnie petnie funkcje cztonka
zarzgdu Oddziatu Lubelskiego Polskiego Towarzystwa Biofizycznego.

Ponadto wykonatam w sumie 17 recenzji artykutdéw naukowych, wszystkie ztozone do czasopism
z listy Journal Citation Report, takich jak Carbohydrate Polymers, Food Research International, Food
and Bioprocess Technology, Journal of Agricultural and Food Chemistry, International Journal of Food
Properties, Biotechnology for Biofuels.

Zestawienie liczbowe mojego dorobku naukowego znajduje sie w tabeli ponizej. Ponadto wykaz
opublikowanych prac naukowych oraz informacje o osiggnieciach dydaktycznych, wspodtpracy
naukowej i popularyzacji nauki dotgczam do dokumentéw.

Przed uzyskaniem Po uzyskaniu
Dorobek naukowy . ¥ .V Razem
stopnia doktora stopnia doktora

Oryginalne prace tworcze 9 11 20
Sumaryczny IF 11.748 24.496 36.244
Punkty MNiSW 176 335 511
K ikat k +

omuni a‘y naukowe wygloszone na 2 15 17
konferencjach:
- krajowych 2 5 7
- miedzynarodowych 0 10 10
Komunikaty naukowe prezentowan

or R WG OWCRS 7 15 22

w formie posteréw na konferencjach:
- krajowych 1 3 4
- miedzynarodowych 6 12 18
Zespoty badawcze: 0
- kierowanie projektami badawczymi 0 2
- wykonawstwo w projektach badawczych 0
Recenzje artykutéw naukowych 0 | 17 | 17
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