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Streszczenie 

Pektyny są kluczowymi składnikami ścian komórkowych roślin wpływając na 

sztywność, odporność mechaniczną, a także na integrację tkankową. Spośród pektyn, 

szczególne znaczenie ma ramnogalakturonan I (RG-I) ze względu na skomplikowaną strukturę 

i zmienność w zależności od źródła. Struktura molekuł pektyn bogatych w RG-I zależy przede 

wszystkim od obecności ramnozy w łańcuchu głównym RG-I, do której przyłączone są 

pozostałe cukry proste. Wtrącenie jednostki ramnozy może powodować powstawanie ugięć 

w konformacji łańcucha głównego RG-I. W porównaniu z liniowymi łańcuchami HG, może to 

powodować mniejszą ruchliwość molekuł RG-I w roztworze i zmniejszenie stopnia 

oddziaływania z innymi cząsteczkami. W konsekwencji, może to skutkować odmiennymi 

właściwości funkcjonalnymi RG-I, zarówno sieciującymi w roztworze jak i mechanicznymi 

w ścianie komórkowej. Frakcja pektyn rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP), oprócz 

liniowego homogalakturonanu, jest bogata w RG-I. W związku z tym, w niniejszej pracy 

postawiono hipotezę, że obecność ramnozy w pektynach rozpuszczalnych w słabych 

alkaliach (DASP) ma wpływ na strukturę i właściwości sieciujące tej frakcji, a tym samym 
na właściwości mechaniczne materiałów, w których są obecne. Powyższa hipoteza została 

zweryfikowana w eksperymencie prowadzonym na pektynach DASP ekstrahowanych z dwóch 

gatunków roślin ogrodniczych (jabłko i marchew). Badano skład monosacharydowy pektyn, 

ich nanostrukturę, właściwości reologiczne w roztworze oraz właściwości mechaniczne ścian 

komórkowych oraz analogów ścian komórkowych zawierających pektyny frakcji DASP. 

Analizowano różnice wynikające z gatunku rośliny oraz powstające w wyniku modyfikacji 

enzymatycznych ukierunkowanych na usunięcie ramnozy oraz łańcuchów bocznych pektyn 

RG-I w tej frakcji. Celem rozprawy doktorskiej była ocena wpływu ramnozy oraz składu 

monosacharydowego pektyn rozpuszczalnych w słabych alkaliach (DASP) na właściwości 
sieciujące tej frakcji, a tym samym na właściwości mechaniczne materiałów, w których są 

obecne.  

Praca obejmuje trzy główne etapy badawcze. Pierwszy z nich skupiony jest na 

porównaniu strukturalnych i reologicznych właściwości frakcji DASP ekstrahowanej z dwóch 

źródeł roślinnych: jabłek (Malus domestica Borkh.) i marchwi (Daucus carota subsp. sativus). 

W kolejnym etapie zastosowano szereg enzymów degradujących region RG-I oraz hydrolizę 

chemiczną w celu uzyskania informacji o wpływie konkretnych elementów na strukturę 
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i właściwości pektyn. Ostatecznie zbadano wpływ frakcji DASP na mechanikę ścian 

komórkowych poprzez włączenie natywnego oraz zmodyfikowanego enzymatycznie DASP do 

analogów roślinnych ścian komórkowych oraz badania mechaniczne materiału ścian 

komórkowych (CWM), również modyfikowanego enzymatycznie.  

Badania wykazały, że frakcja pektyn rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP) jest 

bogata w domenę RG-I, przy czym jej udział jest znacznie większy w próbkach z marchwi niż 

jabłka. DASP z marchwi zawiera znacznie więcej ramnozy, za to mniej arabinozy niż DASP 

z jabłka.  Roztwory pektyn DASP z dwóch badanych źródeł wykazują właściwości elastyczne, 

przy czym obecność arabinozy sprzyja tworzeniu silniejszych żeli (próbki DASP z jabłek), 

natomiast obecność ramnozy może być związana z większą odpornością na odkształcenia 

mechaniczne (próbki DASP z marchwi). Wykazano, że arabinoza w łańcuchach bocznych RG-

I uczestniczy w tworzeniu sieci pektynowej i wpływa na właściwości pseudoplastyczne oraz 

lepkość roztworu pektyn DASP. Znaczący wzrost długości łańcuchów po usunięciu arabinozy 

wskazuje, że w pewnych konformacjach, mogą one ograniczać interakcje łańcuchów 

polimerowych. Wtrącenie ramnozy, obecność przyłączonej do ramnozy arabinozy oraz stopień 

acetylacji są parametrami strukturalnymi domeny RG-I odpowiedzialnymi za różnice we 

właściwościach reologicznych roztworów pektyn DASP pochodzących z owoców jabłoni 

i korzenia marchwi. Badania reologiczne pokazały, że lepkość roztworów pektyn DASP 

zmniejsza się wraz ze stopniem degradacji domeny RG-I i zależy proporcjonalnie od masy 

cząsteczkowej. Zmniejszeniu lepkości towarzyszyło powstanie polimerów o krótszych 

łańcuchach jednak o wysokim stopniu liniowości w wyniku hydrolizy kwasowej lub powstanie 

polimerów o liniowym charakterze w wyniku selektywnej degradacji enzymatycznej domeny 

RG-I. Badania mechaniczne pokazały natomiast, że pektyny frakcji DASP, bogatej w RG-I, 

odgrywają istotną rolę we właściwościach mechanicznych ściany komórkowej roślin. 

Degradacja domeny RG-I w postaci depolimeryzacji łańcucha głównego Rha-GalA oraz 

degradacji przyłączonych do ramnozy łańcuchów arabinozy powodują zmniejszenie modułu 

Younga zarówno naturalnej ściany komórkowej jak i analogów ścian komórkowych opartych 

na celulozie bakteryjnej.  

 

Słowa kluczowe: pektyny, DASP, ramnogalakturonan I, AFM, modyfikacje enzymatyczne, 

właściwości reologiczne, ściana komórkowa.  
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Abstract 

Pectins are key component of plant cell walls, influencing rigidity, mechanical 

resistance, and tissue integration. Among pectins, rhamnogalacturonan I (RG-I) is particularly 

significant due to its complex structure and variability depending on the source. The structure 

of pectin molecules rich in RG-I primarily depends on the presence of rhamnose in the main 

chain of RG-I, to which other neutral sugars are attached. The insertion of a rhamnose unit can 

cause bends in the conformation of the RG-I main chain. Compared to the homogalacturonan 

(HG) linear chains, this may lead to reduced mobility of RG-I molecules in solution and, 

therefore, a decrease in the degree of interaction with other molecules. Consequently, this may 

result in different functional properties of RG-I, both in cross-linking in solution and 

mechanically in the cell wall. The diluted alkali-soluble pectin (DASP) fraction, in addition to 

linear homogalacturonan, is rich in RG-I. Therefore, this study hypothesized that the 

presence of rhamnose in diluted alkali-soluble pectin (DASP) affects the structure and 

cross-linking properties of this fraction and, thus, the mechanical properties of the 

materials in which they are present. The above hypothesis was verified in an experiment 

conducted on DASP pectins extracted from two horticultural plant sources (apple and carrot). 

The study examined the monosaccharide composition of pectins, their nanostructure, 

rheological properties in solution, and the mechanical properties of cell walls and cell wall 

analogues containing DASP fraction. Differences resulting from the plant species and those 

arising from enzymatic modifications aimed at removing rhamnose and RG-I pectin side chains 

in this fraction were analyzed. The aim of the dissertation was to assess the impact of 

rhamnose and the monosaccharide composition of diluted alkali-soluble pectin (DASP) on 

the cross-linking properties of this fraction and, thus, on the mechanical properties of the 

materials in which they are present. 

The work comprises three main research stages. The first stage focuses on comparing 

the structural and rheological properties of the DASP fraction extracted from two plant sources: 

apples (Malus domestica Borkh.) and carrots (Daucus carota subsp. sativus). In the next step, 

a series of enzymes degrading the RG-I region and chemical hydrolysis were used to obtain 

information about the impact of specific elements on the structure and properties of pectins. 
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Finally, the impact of the DASP fraction on cell wall mechanics was examined by incorporating 

native and enzymatically modified DASP into plant cell wall analogues and mechanical testing 

of cell wall material (CWM) also modified enzymatically. 

The research showed that the diluted alkali-soluble pectin fraction is rich in the RG-I 

domain, with its proportion being significantly higher in carrot samples than in apples. Carrot 

DASP contains significantly more rhamnose but less arabinose than apple DASP. The DASP 

pectin solutions from the two studied sources exhibit elastic properties, with the presence of 

arabinose favoring the formation of stronger gels (apple DASP samples), while the presence of 

rhamnose may be associated with greater resistance to mechanical deformation (carrot DASP 

samples). It was demonstrated that arabinose in the RG-I side chains participates in the 

formation of the pectin network and affects the pseudoplastic properties and viscosity of DASP 

pectin solution. A significant increase in chain length after the removal of arabinose suggests 

that in certain conformations, they may limit the interactions of polymer chains. The insertion 

of rhamnose, the presence of arabinose attached to rhamnose, and the degree of acetylation are 

structural parameters of the RG-I domain responsible for the differences in rheological 

properties of DASP pectin solutions derived from apple fruits and carrot roots. Rheological 

studies showed that the viscosity of DASP pectin solutions decreases with the degree of 

degradation of the RG-I domain and depends proportionally on molecular weight. The decrease 

in viscosity was accompanied by the formation of polymers with shorter chains but a high 

degree of linearity due to acid hydrolysis or the formation of polymers with a linear character 

due to selective enzymatic degradation of the RG-I domain. Mechanical studies, on the other 

hand, showed that the DASP fraction pectins, rich in RG-I, play a significant role in the 

mechanical properties of the plant cell wall. The degradation of the RG-I domain by means of 

depolymerization of the Rha-GalA main chain and the degradation of arabinose chains attached 

to rhamnose, cause a reduction in the Young's modulus of both the natural cell wall and 

cellulose-based bacterial cell wall analogues. 

 

Keywords: pectins, DASP, rhamnogalacturonan I, AFM, enzymatic modifications, rheological 

properties, cell wall.  
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1. Wstęp 

1.1.  Znaczenie pektyn 

Dotychczasowe badania nie pozostawiają wątpliwości, że oprócz sieci celulozowo-

hemicelulozowej, pektyny stanowią ważny element ściany komórkowej roślin. Odgrywają one 

znaczącą rolę w strukturze i funkcjonowania ścian komórkowych roślin, co ma bezpośrednie 

znaczenie dla kształtowania jakości roślinnych produktów rolniczych oraz dla ich 

wykorzystania w przemyśle spożywczym lub do wytwarzania nowych biomateriałów (Voragen 

i in., 2009). Pektyny mają bezpośredni związek z jędrnością owoców i warzyw, który jest 

kluczowym parametrem jakościowym monitorowanym na potrzeby zbioru, technologii 

przechowania i przydatności technologicznej (Cybulska i in., 2015). Wiedza na temat wpływu 

pektyn na strukturę ścian komórkowych owoców i warzyw jest więc niezbędna do opracowania 

nowych technik rolniczych i ogrodniczych.  

Owoce i warzywa, a szczególnie odpady po produkcji soków, takich jak wytłoki 

jabłkowe i marchwiowe, są bogatym źródłem pektyn do zastosowań w przemyśle. Te produkty 

uboczne mogą być więc przetworzone na wartościowy produkt między innymi poprzez 

ekstrakcję z nich pektyn (de Oliveira i in., 2015; Jafari i in., 2017). Dlatego, wiedza na temat 

właściwości pektyn w warunkach in vitro (najczęściej w roztworze) jest niezbędna do szerszego 

wykorzystania surowców odpadowych i bardziej zrównoważonego zarządzania zasobami 

naturalnymi. 

1.2. Budowa i właściwości pektyn 

Pektyny to polisacharydy stanowiące główny składnik pierwotnej ściany komórkowej 

i blaszki środkowej roślin wyższych (Posé i in., 2012; Redgwell, Fischer, Kendal, & Macrae, 

1997). Dla roślin dwu- i jednoliściennych, zawartość pektyn może wynosić 30–35% suchej 

masy. Mniejsze ilości tych polisacharydów (2–10%) występują w ścianach komórkowych traw, 

a także w tkance drewna (5%) (Voragen i in., 2009). Głównym składnikiem pektyn jest kwas 

galakturonowy, który stanowi około 65% ich zawartości (Mierczyńska i in., 2015; Voragen 

i in., 2009). W zależności od budowy, wyróżnić można trzy główne domeny pektynowe: 

homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan I (RG-I) i ramnogalakturonan II (RG-II) 

(Cornuault i in., 2018a; Mohnen, 2008; O’Neill i in., 1990). Uważa się, że te trzy domeny 

polisacharydowe mogą być kowalencyjnie połączone, tworząc sieć pektynową w macierzy 
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pierwotnej ściany komórkowej i blaszki środkowej. Sieć ta podlega znaczącym zmianom 

w wyniku działania naturalnych enzymów (Willats i in., 2001). 

Homogalakturonan (HG) jest liniowym polimerem składającym się z monomerów 

kwasu D-galakturonowego (GalA) połączonych wiązaniami α-1→4 glikozydowymi. Ze 

względu na niepodstawiony szkielet HG jest uważany za tzw. region „gładki” (ang. smooth) 

pektyn (Mao i in., 2019). Podstawienie jednostek GalA przy C-3 resztami ksylozy, tworzy 

ksylogalakturonan (XGA) (Kikuchi i in., 1996; Le Goff i in., 2001; Renard i in., 1997; Schols 

i in., 1995). Podstawienie jednostki GalA apiozą przy C-2 lub C-3 skutkuje powstaniem 

apiogalakturonanu (Hart & Kindel, 1970; Longland i in., 1989). Wskazane modyfikacje 

biosyntetyczne regulują w sposób jeszcze nieznany funkcjonowanie HG (Willats i in., 2001). 

Grupy karboksylowe jednostek GalA w szkielecie HG mogą być poddawane estryfikacji 

metanolem w określonym stopniu i wzorze, co kształtowane jest w trakcie rozwoju rośliny 

(Wolf i in., 2009). Podstawowa struktura HG jest stosunkowo sztywna i może zmieniać swoją 

konformację helikalną w zależności od stopnia metylacji (ang. degree of methylation, DM), 

nazywanego również stopniem estryfikacji (ang. degree of esterification, DE) (Voragen i in., 

2009; Zdunek i in., 2021)  i definiowanego jako procent zestryfikowanych metanolem grup 

karboksylowych do całkowitej liczby grup karboksylowych w łańcuchu pektynowym. Stopień 

estryfikacji pektyn wpływa również silnie na jej zdolności do sieciowania oraz formowania 

struktur wyższego rzędu (Grant i in., 1973) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Warunki żelowania i właściwości żeli dla pektyn wysokoestryfikowanych 

i niskoestryfikowanych. Na podstawie Cao i in. (2020); Gawkowska i in. (2018b). 

  Pektyny 

wysokoestryfikowane 

(DE > 50%) 

Pektyny niskoestryfikowane 

(DE < 50%) 

Warunki żelowania  pH < 3,5  

stężenie cukru >55% 

pH 2–6 

obecność kationów 
dwuwartościowych, głównie Ca2+ 

Oddziaływania 
międzycząsteczkowe 

wiązania wodorowe, siły 
hydrofobowe 

oddziaływania elektrostatyczne 
pomiędzy kationami i ujemnie 
naładowanymi regionami 
utworzonymi przez łańcuchy 
polimerowe 
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Właściwości żeli elastyczne, nieodwracalne 

termicznie i odwracalne 

pod wpływem ścinania 

sztywne, wysoko lepkie, 

odwracalne termicznie 

 

Homogalakturonan jest najlepiej poznaną i opisaną domeną pektynową. Badania 

eksperymentalne (dyfrakcja promieni rentgenowskich, dichroizm kołowy, spektroskopia 

NMR) wykazały, że w stanie stałym/żelowym HG przyjmuje rozciągniętą konformację, ale 

jednocześnie jest elastyczny i może występować jako helisy 21 i/lub 31, w zależności od 

czynników takich jak stopień uwodnienia i rodzaj jonu sieciującego (Alagna i in., 1986; Jarvis 

& Apperley, 1995; Powell i in., 1982; Walkinshaw & Arnott, 1981). Oprócz konformacji 

helikalnych 21 i 31, istnieją również możliwości wystąpienia konformacji lewoskrętnej 

trzykrotnej (32) i prawoskrętnej czterokrotnej (41) (Pérez i in., 2000). 

Ramnogalakturonan II (RG-II) to złożony polisacharyd, stanowiący ~4% ściany 

komórkowej roślin dwuliściennych i mniej niż 1% w przypadku roślin jednoliściennych 

(Mohnen, 1999). Ma wysoce konserwatywną strukturę o szkielecie HG z czterema złożonymi 

łańcuchami bocznymi przyłączonymi do C-2 i/lub C-3, tworzonymi przez L-ramnozę, L-

arabinozę, D-galaktozę, kwas D-glukuronowy, a także fragmenty 2-O-metylo-L-fukozy, 2-O-

metylo-D-ksylozy, 3-C-karboksy-5-deoksy-L-ksylozy, kwasu 2-okso-3-deoksy-D-manno-

oktulozonowego, 3-C-hydroksymetylo-β-D-erytrozy oraz kwasu 2-okso-3-deoksy-

heptulozarowego (O’Neill i in., 2004; Pińkowska & Złocińska, 2014). 

Szkielet RG-I składa się z powtarzających się jednostek kwasu galakturonowego (GalA) 

i ramnozy (Rha), które są połączone w następujący sposób: [→4-α-D-GalpA-(1 →2)-α-L-

Rhap-(1 →] (Renard i in., 1997). Do jednostek ramnozy, głównie przy czwartym atomie węgla, 

dołączone są łańcuchy boczne, zawierające cukry proste, takie jak arabinany, galaktany i/lub 

arabinogalaktany (Yapo i in., 2007). RG-I i RG-II reprezentują  region „rozgałęziony” (ang. 

hairy)  pektyn. 

 

1.3.  Ramnogalakturonan I 

Ramnogalakturonan I (RG-I) został uznany za kluczowy składnik dla biomechaniki 

roślin, którego właściwości i rola zostały potwierdzone w badaniach in vitro i in vivo. Liczne 

eksperymenty ustanowiły związek między cechami strukturalnymi RG-I, a zmianami 

zachodzącymi podczas procesów dojrzewania i mięknienia owoców, modyfikacjami tekstury 

oraz mechaniką ściany komórkowej roślin, a także wykazały jego zdolności do tworzenia sieci 

i żelowania w roztworach. Z drugiej strony, badania in vivo wciąż stanowią wyzwanie, stąd 
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istnienie pewnych niejasności dotyczących organizacji strukturalnej RG-I i związku z innymi 

głównymi polisacharydami pektynowymi.  

W ogólnie przyjętym liniowym, ciągłym modelu polisacharydów pektynowych, sekcje 

liniowego homogalakturonanu (HG) przeplatają się z RG-I, tworząc zespół naprzemiennych 

„gładkich” i „rozgałęzionych” regionów pektyn (Albersheim i in., 1996). Analizy za pomocą 

mikroskopii sił atomowych (AFM), prowadzone przez Round i in. (2010) wykazały, że 

usunięcie prawie całej początkowej zawartości reszt ramnozy w drodze łagodnej hydrolizy 

kwasowej nie zmienia średniej długości szkieletu polisacharydu. Alternatywny model 

sugerował, że homogalakturonan i ksylogalakturonany są łańcuchami bocznymi RG-I 

połączonymi z łańcuchami cukrów prostych (Vincken i in., 2003). Jednakże, jak dotąd nie 

znaleziono żadnych bezpośrednich dowodów potwierdzających tę hipotezę (Coenen i in., 

2007). W obu teoriach zakłada się, że homogalakturonan i ksylogalakturonan są kowalencyjnie 

związane z RG-I, ponieważ nie można ich łatwo rozdzielić bez użycia metod enzymatycznych 

lub chromatograficznych (Albersheim i in., 1996; Coenen i in., 2007; Round i in., 2010). 

Kolejne badania doprowadziły do hipotezy dotyczącej przestrzennej organizacji pektyn, 

zgodnie z którą RG-I tworzy asocjacje z peryferyjnie zlokalizowanym szkieletem (Mikshina  

i in., 2015), a w interakcjach pośredniczą antyrównoległe pary bocznych łańcuchów galaktanu. 

Nie zostało to jednak potwierdzone danymi dotyczącymi sekwencji glikanów. Istnienie 

regionów homogalakturonanowych oddzielonych pojedynczymi jednostkami ramnozy 

zaproponowali Powell i in. (1982) w oparciu o pomiary masy cząsteczkowej częściowo 

zhydrolizowanej pektyny. Autorzy ci oszacowali długość bloków kwasu 1,4-D-

galakturonowego w takich strukturach na ~25 reszt. Modelowanie molekularne (Pieczywek 

i in., 2020) wykazało, że włączenie pojedynczej jednostki ramnozy do szkieletu HG powoduje 

„ugięcie” łańcucha pod kątem ~118°, co obserwowano również eksperymentalnie za pomocą 

AFM (Cybulska i in., 2015; Zdunek i in., 2014). Jednakże, ze względu na niejednoznaczność 

dotychczas dostarczonych wyników i brak analizy dotyczącej identyfikacji i kolejności 

jednostek monosacharydowych w łańcuchu polisacharydowym, istnienie pojedynczych reszt 

ramnozy pozostaje spekulatywne. 

 

1.3.1. Budowa chemiczna i występowanie 

Ramnogalakturonan I występuje w wielu typach ścian komórkowych i na różnych 

etapach wzrostu roślin. Najczęściej spotykany jest w pierwotnych ścianach komórkowych 

i blaszkach środkowych. RG-I stanowi 5–36% zawartości ścian komórkowych i 11–85% 
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wszystkich polisacharydów pektynowych, w zależności od rośliny źródłowej, konkretnej jej 

części i metody ekstrakcji (Houben i in., 2011). 

Stosunek molowy GalA do Rha wynoszący 1 wskazuje na naprzemienność tych 

sacharydów w szkielecie RG-I. Średnia liczba jednostek disacharydowych GalA–Rha 

tworzących szkielet RG-I wynosi 100 (Albersheim i in., 1996; Ridley i in., 2001), chociaż 

uzyskane wartości różnią się w zależności od źródła. Wskazują na to dane dla RG-I 

ekstrahowanego z różnych materiałów roślinnych, gdzie szkielety złożone były z 15–300 

jednostek disacharydowych (McNeil i in., 1980; Nakamura i in., 2001). Podobnie różni się 

również masa cząsteczkowa, która dla różnych metod ekstrakcji oraz surowca przybiera 

wartości 200–900 kDa (Gurjanov i in., 2008; Muralikrishna i in., 1987). 

 

Rysunek 1. Budowa ramnogalakturonanu I z możliwymi konfiguracjami łańcuchów bocznych. 

Opracowanie własne, opublikowane w Kaczmarska i in. (2022).  

Reszty GalA w szkielecie RG-I mogą zawierać grupy acetylowe przy O-2 i/lub O-3. 

Procent acetylowanych grup karboksylowych do ich całkowitej liczby w łańcuchu pektynowym 

jest określany mianem stopnia acetylacji (ang. degree of acetylation, DA). Jednostki GalA 

w szkielecie RG-I zwykle nie są estryfikowane metanolem, jak ma to miejsce w przypadku 
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łańcuchów HG. O-metylowane reszty GalA zidentyfikowano jedynie w przypadku lnu, którego 

stopień metylacji oszacowano na 17–40% we frakcjach ekstrahowanych CDTA, które uznano 

za RG-I (Rihouey i in., 1995). Różne badania wykazały natomiast, że stopień acetylacji waha 

się od 33% do 90% dla rozgałęzionych obszarów pektyn uzyskanych z błonnika 

ziemniaczanego, gruszki, marchwi, pora i cebuli modyfikowanych w procesie hydrolizy 

enzymatycznej (Schols & Voragen, 1994). 

W zależności od pochodzenia roślinnego, 20–90% jednostek ramnozy stanowi miejsce 

przyłączenia łańcuchów bocznych (O’Neill i in., 1990; Ridley i in., 2001; Sengkhamparn i in., 

2009). Ich długość różni się w zależności od źródła roślinnego, metody ekstrakcji oraz etapu 

dojrzewania (Kaya i in., 2014; Posé i in., 2012; Vincken i in., 2003). Rysunek 1 przedstawia 

budowę RG-I z możliwymi konfiguracjami łańcuchów bocznych. Arabinoza występuje 

głównie w postaci reszt arabinofuranozylowych, połączonych wiązaniami α-(1→5), podczas 

gdy galaktoza występuje zwykle w postaci pojedynczej reszty galaktopiranozylowej lub 

połączonej wiązaniami β-(1→4) (Prade i in., 1999). Krótkie galaktanowe łańcuchy boczne 

składające się z 1–2 reszt galaktozylowych wykryto we frakcji ekstrahowanej gorącym buforem 

ze strąków okry, gdzie 65% całkowitej galaktozy było obecne w postaci końcowej reszty  

β‑D‑galaktopiranozy, a 23% jako 1,4-Galp (Sengkhamparn i in., 2009). RG-I otrzymany 

z różnych roślin wykazywał obecność rozgałęzionych łańcuchów bocznych złożonych 

z terminalnych α-Araf, 1,5-α-Araf, 1,3-, 1,2,5-, 1,3,5- oraz 1,2,3,5-połączonych reszt α-Araf.  

Oprócz rozgałęzionych arabinianów, do pozycji O-3 jednostek galaktozylowych 

przyłączone są arabinogalaktany typu I (AG I) reprezentowane przez łańcuchy 1,4-β-Galp 

z jednostkami α-L-Araf (Mackie & Perez, 1996). Arabinogalaktan typu II (AG II) zbudowany 

jest z reszt β-D-galaktopiranozy w postaci 1,3-β-D-Galp, podstawionej w położeniu 1→6 

krótkimi łańcuchami 1,6-β-D-Galp, często zakończonej resztą α-L-arabinofuralozylową 

w postaci α-L-Araf-(1→6)-[β-D-Galp-(1→6)] (Ghosh i in., 2023), rzadziej końcową resztą α-

L-Rhap, co zidentyfikowano jako część węglowodanową białek arabinogalaktanu, stanowiąca 

drugorzędny składnik polisacharydów pektynowych granatu (Shakhmatov i in., 2019). Jego 

obecność stwierdzono również w łańcuchach bocznych RG-I ekstrahowanych z żeń-szenia 

(Sun i in., 2019). Użycie przeciwciał połączonych z chromatografią wykrywania epitopów 

(ang. Epitope Detection Chromatography, EDC) wykazało również zmienność łańcuchów 

bocznych RG-I w zależności od źródła oraz rodzaju rozpuszczalnika ekstrahującego (Cornuault 

i in., 2018b). W przypadku pomidorów i truskawek, arabinan był najliczniejszym łańcuchem 

bocznym RG-I w ekstraktach fenolowych i wodnych.  Natomiast w przypadku bakłażana, 

łańcuch boczny galaktanu wykryto we frakcjach ekstrahowanych wodą oraz w środowisku 
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alkalicznym i kwaśnym. Ponadto w pomidorze wykryto znaczniki pochodzące od arabinanu 

niezależne od szkieletu RG-I. Wykazano także, że epitopy RG-I nie zawsze są powiązane z HG. 

Sugeruje to, że łańcuchy RG-I występują w ścianach komórkowych zarówno w postaci 

związanej z HG, jak i niezwiązanej z HG.  

Grupy kwasu ferulowego w RG-I mogą być połączone wiązaniami estrowymi przy  

O-2 reszt arabinozy i O-6 reszt galaktozy (Ishii & Tobita, 1993; Saulnier & Jean-Francó, 1999). 

Łańcuchy boczne mogą być również zakończone resztami fukozylowymi, glukuronozylowymi 

lub 4-O-metyloglukuronozylowymi (Munarin i in., 2012). 

 

1.3.2. Struktura i konformacja 

Metody modelowania molekularnego fragmentu pentasacharydu szkieletu RG-I 

z łańcuchem bocznym galaktozy wykazały obecność pięciu głównych rodzin konformacji 

wtórnych (Broadhurst i in., 1996). Najbardziej korzystną energetycznie konformacją RG-I jest 

potrójna (31) helisa o średnicy pojedynczego łańcucha GalA-Rha wynoszącej 0,778 nm 

(Engelsen i in., 1998). Kouwijzer i in. (1996) uzyskali konformacje disacharydu szkieletowego 

RG-I w postaci lewoskrętnej trzykrotnej i podwójnej helisy o średnicy odpowiednio 0,675 nm 

i 0,748 nm. Inne symulacje przy użyciu metod dynamiki molekularnej wykazały, że helisa RG-

I ma średnicę 1,1 nm, z okresem oszacowanym na 2,7 nm (Zdunek i in., 2021). Porównanie 

różnych frakcji pektyn z buraka cukrowego (natywnych, deestryfikowanych i pozbawionych 

łańcuchów bocznych domen RG-I) wykazało podobne wartości średniej długości persystentnej 

(ang. persistence length) na około 1,4 nm (2 jednostki GalA + 2 jednostki Rha) (Ralet i in., 

2008). Mniejsza wartość długości persystentnej oznacza większą elastyczność RG-I 

w porównaniu ze sztywniejszymi makrocząsteczkami HG, co wynika z obecności ramnozy 

w tym pierwszym przypadku. Ponadto, wyższy stopień elastyczności RG-I prowadzi do niższej 

lepkości istotnej cząsteczek przy równoważnych masach molowych. Włączanie coraz większej 

liczby jednostek ramnozy (5–25%) do głównego łańcucha nie musi mieć istotnego wpływu na 

ogólne właściwości konfiguracyjne molekuły (Cros i in., 1996), prawdopodobnie z powodu 

znoszenia się efektu spowodowanego „ugięciem” wynikającym z obecności jednostek ramnozy 

(Pérez i in., 2000). Jednakże, jak wykazały symulacje metodą dynamiki molekularnej, ugięcia 

wynikające z obecności ramnozy, powodują zwiększenie średnicy szkieletu RG-I i są miejscem 

przyłączania łańcuchów bocznych złożonych z cukrów neutralnych (Zdunek i in., 2021). 

Acetylacja i metylacja jednostek GalA nie mają znaczącego wpływu na konformację helikalną 

szkieletu RG-I (Cros i in., 1996), jednakże interakcje pomiędzy grupami acetylowymi 
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a jednostkami Rha i GalA mogą skutecznie modyfikować międzycząsteczkową siłę odpychania 

jonowego, a także wprowadzać zmiany w siłach przyciągania pomiędzy łańcuchami (Fishman 

i in., 2004; Kouwijzer i in., 1996). 

 

1.3.3. Zmiany strukturalne i funkcje w ścianie komórkowej 
rośliny 

Ze względu na swoje unikalne właściwości fizykochemiczne, pektyny odgrywają 

istotną rolę w kontrolowaniu porowatości i sztywności ściany komórkowej, pH i ładunku, 

sygnalizacji wewnątrzkomórkowej oraz adhezji komórkowej w blaszce środkowej (Moore i in., 

2008; Peña & Carpita, 2004; Renard & Jarvis, 1999). W przypadku RG-I istnieje wiele 

doniesień potwierdzających, że modyfikacje łańcuchów bocznych przyłączonych do ramnozy, 

wraz z solubilizacją szkieletu i polimeryzacją, determinują integralność strukturalną roślin, 

począwszy od blaszki środkowej i ścian komórkowych, aż do poziomu całej tkanki. Arabinany 

i galaktany obecne w łańcuchach bocznych RG-I wykazują się wysoką mobilnością, zdolnością 

do wzajemnego oddziaływania, tworząc tymczasowo splątane matryce. Łańcuchy arabinanowe 

z resztami ferulianowymi mogą również tworzyć połączenia oksydacyjne poprzez mostki 

diferulowe, łącząc sąsiednie polisacharydy RG-I. Dlatego, ze względu na szeroki zakres 

możliwych interakcji, neutralne łańcuchy boczne RG-I mają znaczący wpływ zarówno na 

integralność, jak i organizację polimerów w ścianach komórkowych roślin. Istotne zmiany 

strukturalne w pektynach mają charakter utraty łańcuchów bocznych RG-I i zmiany ich 

aranżacji, co ma istotny wpływ na jędrność owoców i ich właściwości teksturalne. Innymi 

procesami modyfikującymi strukturę są solubilizacja i depolimeryzacja. Solubilizacja jest 

efektem działania enzymu poligalakturonazy (PG), który jest odpowiedzialny za hydrolizę 

wiązań glikozydowych w pektynach. Proces ten prowadzi do zwiększenia ilości 

rozpuszczalnych poliuronidów zmniejszając stopień wiązania pektyn ze ścianą komórkową, 

a także został powiązany ze stopniem pęcznienia ściany komórkowej, co przyczynia się do 

mięknięcia owoców (Brummell, 2006; Redgwell i in., 1992; Redgwell, Fischer, Kendal, 

& MacRae, 1997). Nie potwierdzono korelacji między utratą cukrów neutralnych 

a solubilizacją, niemniej jednak uważa się, że utrata arabinozanów i galaktanów może sprzyjać 

solubilizacji pektyn poprzez osłabienie wiązań pektyn ze ścianą komórkową (Paniagua i in., 

2014). Ponadto, prowadzi to do zwiększenia porowatości ściany komórkowej, umożliwiając 

łatwiejszy dostęp do składników ściany dla innych hydrolaz (Smith i in., 2002). 
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Degradacja cukrów prostych (bocznych łańcuchów RG-I) podczas dojrzewania wiąże 

się z aktywnością enzymów β-galaktozydazy (β-Gal) i α-L-arabinofuranozydazy (α-L-Af), 

które usuwają odpowiednio reszty galaktozy i arabinozy (Goulao i in., 2007). Degradacja 

galaktanowych łańcuchów bocznych została odnotowana dla jabłek odmiany Red Delicious już 

w okresie przed uzyskaniem dojrzałości owoców – w trakcie fazy wzrostu komórek (Peña & 

Carpita, 2004). Degradacja galaktanowych łańcuchów bocznych zachodzi również w trakcie 

dojrzewania i mięknienia (Goulao i in., 2007; Gwanpua i in., 2014). Wzrost aktywności α-L-

Af i utratę arabinozy obserwowano na późnym etapie dojrzewania jabłek i gruszek (Goulao 

i in., 2007; Tateishi i in., 1996). Wzrost aktywności obu enzymów obserwowano również 

podczas trzymiesięcznego przechowywania marchwi, gdzie wiązało się to ze zmianami 

strukturalnymi w cząsteczkach pektyn (skracanie i usuwanie łańcuchów bocznych, 

obserwowanych za pomocą AFM). Wykazano to między innymi dla frakcji wyekstrahowanej 

węglanem sodu (Cybulska i in., 2015), uznanej później za RG-I (Pieczywek i in., 2020). 

Większość zmian zawartości arabinanów i galaktanów związanych z dojrzewaniem obserwuje 

się we frakcjach pektyn wyekstrahowanych za pomocą 0,05 M Na2CO3, podczas gdy we 

frakcjach luźno związanych, wyekstrahowanych za pomocą środka chelatującego – 0,05 M 

CDTA, nie zachodzą żadne zmiany (Brummell, 2006; Seymour i in., 1990). Utrata cukrów 

neutralnych z łańcuchów bocznych RG-I nie jest jednakowa dla wszystkich typów roślin (Gross 

& Sams, 1984; Redgwell, Fischer, Kendal, & MacRae, 1997) i różni się również w zależności 

od ich stadium rozwoju (Peña et al., 2004).  

Moore i in. (2008) zaproponowali model, w którym arabinany mają istotne znaczenie 

w radzeniu sobie przez roślinę z niedoborem wody i odgrywają istotną rolę w zachowaniu 

elastyczności ścian komórkowych podczas jej wzrostu. Eksperymenty na fragmentach skórki 

z liści C. communis traktowanych α-L-Af wykazały trudności w otwieraniu i zamykaniu 

aparatów szparkowych. Stwierdzono, że łańcuchy boczne arabinozy pełnią rolę w utrzymaniu 

elastyczności ścian komórkowych jako regulator wzajemnej odległości polisacharydów, 

zapobiegając tworzeniu się mostków wapniowych między domenami HG, które powodują ich 

sztywność i uniemożliwiają odkształcanie się komórek ochronnych w odpowiedzi na turgor 

komórkowy (Jones i in., 2003). Badania epitopów pektynowych w ziemniakach, wykazały 

również, że galaktany i arabinany biorą udział w procesie elongacji i proliferacji pierwotnej 

ściany komórkowej (Bush i in., 2001). 
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1.3.4. Właściwości in vitro i udział w procesie żelowania 

Właściwości reologiczne i żelujące RG-I są istotne zarówno dla przemysłu 

spożywczego, gdzie są wykorzystywane do regulowania konsystencji i tekstury żywności, jak 

i dla przemysłu farmaceutycznego, gdzie mogą być wykorzystywane w technologii produkcji 

leków (Lara-Espinoza i in., 2021). Wykazano, że RG-I aktywnie uczestniczy w mechanizmie 

żelowania, kształtując tym samym właściwości reologiczne pektyn, szczególnie w stężonych 

roztworach. Zwiększona liczba łańcuchów bocznych RG-I wzmacnia tworzenie sieci, promując 

splątywanie i ciaśniejsze konformacje dyspersji polimerów. Brak kolejnych reszt kwasu 

galakturonowego w szkielecie RG-I uniemożliwia tworzenie stref połączeń z Ca2+, które są 

typowe dla żelowania pektyn bogatych w homogalakturonan (Mikshina i in., 2017). Jednak jak 

wykazały badania, frakcja pektyn bogata w RG-I z dużą ilością łańcuchów bocznych arabinozy 

może tworzyć żele w obecności jonów dwuwartościowych i w warunkach niskiego pH poprzez 

grupy hydroksylowe w łańcuchach arabinozy (Mikshina i in., 2017; Mikshina, Petrova, i in., 

2015; Zheng i in., 2020). Splątanie łańcuchów bocznych RG-I tworzy ciaśniej upakowane 

konformacje, zwiększając obszar kontaktu i zmniejszając odległość między sąsiednimi 

łańcuchami pektyn (Gawkowska i in., 2018a; J. F. Thibault i in., 1993; Zheng i in., 2020). 

Zmniejszenie ilości i/lub długości łańcuchów bocznych galaktanu uniemożliwia tworzenia stref 

połączeń, co wskazuje na również ważną rolę łańcuchów galaktozy w żelowaniu RG-I 

(Mikshina i in., 2017). 

W porównaniu do homogalakturonanu, RG-I charakteryzuje się wyższą masą 

cząsteczkową i wykazuje większy stopień elastyczności, co potwierdzają pomiary lepkości 

istotnej. Potwierdzono to dla pektyn ekstrahowanych z limonki i cytryny, gdzie wysoki 

stosunek HG/RG-I korespondował z wyższym stopniem sztywności i lepkości istotnej, 

w porównaniu do bardziej elastycznych polimerów o wyższej zawartości RG-I z ekstraktów 

z grejpfruta i pomarańczy (Kaya i in., 2014). Badania z użyciem bogatych w RG-I pektyn okry 

wykazały zależność pH od wymiarów zwiniętego polimeru (Alba i in., 2015). Wzrost pH 

skutkował wyższymi wartościami lepkości istotnej, co było efektem dysocjacji GalA 

i odpychania elektrostatycznego. Niższe wartości pH prowadziły do protonacji GalA, 

zmniejszając siły odpychania molekularnego i umożliwiając tworzenie bardziej zwartych 

konformacji. Badania z użyciem RG-I ze śluzu liści płaszczowca wykazały znaczny wzrost 

lepkości pozornej i charakteru pseudoplastycznego wraz ze wzrostem stężenia w roztworze 

(Sims i in., 2018). Badania wykazały również, że łańcuchy boczne RG-I, do których 

przyłączone są białka i kwas ferulowy wpływają na proces adsorpcji na granicy faz olej-woda 
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(Alba & Kontogiorgos, 2017). Spadek lepkości i siły żelu pektynowego obserwowano również 

wraz z długim czasem przechowywania materiału źródłowego pektyn spowodowanym 

depolimeryzacją polisacharydów pektynowych. Efekt ten zależał od temperatury 

przechowywania, prowadząc do niższych lepkości roztworów pektynowych ekstrahowanych 

z owoców przechowywanych w temperaturze 40°C w porównaniu do 25°C (Morris, Castile, 

i in., 2010). Obserwowane zmiany elastyczności łańcucha dla pektyn niskoestryfikowanych nie 

były tak wyraźne jak dla pektyn wysokoestryfikowanych (Axelos & Branger, 1993; Morris 

i in., 1999, 2002).  

 

1.4.  Frakcja pektyn rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP) 

Frakcja pektyn rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP) jest ekstrahowana 

z materiału roślinnego za pomocą węglanu sodu po uprzednim usunięciu ze ściany komórkowej 

kolejno luźno związanych pektyn rozpuszczalnych w wodzie (tzw. frakcji WSP) oraz jonowo 

połączonych pektyn rozpuszczalnych w chelatorze (tzw. frakcji CSP). DASP jest uważana za 

frakcję związaną wiązaniami kowalencyjnymi ze ścianą komórkową. Analiza składu 

chemicznego wykazała, że głównym składnikiem frakcji DASP z jabłek odmian Golden 

Delicious i Idared był kwas galakturonowy, w związku z tym homogalakturonan był głównym 

regionem tej frakcji. Ponadto obecność cukrów obojętnych (arabinoza, galaktoza, ramnoza 

i fukoza) świadczyła o obecności ramnogalakturonanu (Gawkowska i in., 2018b, 2019; 

Pieczywek i in., 2020). Na podstawie zawartości i stosunku molowego poszczególnych 

składników frakcji DASP ekstrahowanej z jabłek i marchwi, uznano ją za bogatą 

w ramnogalakturonan typu I (Kaczmarska i in., 2024).  

 Frakcja DASP została gruntowanie przebadana pod względem struktury fizycznej 

molekuł ze względu na swoją charakterystyczną strukturę samoorganizującą się w sieć, kiedy 

zostanie osadzona i wysuszona na mice, która jest wykorzystywana jako podłoże do 

obrazowania AFM (Cybulska i in., 2015, Zdunek i in., 2014). Zaobserwowano, że DASP ulega 

dezintegracji w czasie pozbiorczego przechowywania (Cybulska et al., 2015). Przeprowadzono 

obszerne analizy struktury molekularnej DASP, wykorzystując mikroskop sił atomowych oraz 

symulacje dynamiki molekularnej (MD) (Pieczywek i in., 2020). 
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Rysunek 2. Struktura frakcji pektyn rozpuszczalnej w słabych alkaliach (DASP) na mice, 

tworząca charakterystyczne punkty zgięć i rozgałęzień. 

Molekuły frakcji DASP to stosunkowo sztywne łańcuchy o średnicy od 0,3 do 1 nm. 

Badania modelowe potwierdziły, że wtrącenia ramnozy tworzą zgięcia i rozgałęzienia 

łańcuchów w liniowym homogalakturonanie (Rysunek 2) pod charakterystycznym kątem (118 

°) (Pieczywek i in., 2020; Rees & Wight, 1971). Symulacje dynamiki molekularnej wykazały, 

że charakterystyczny motyw konformacyjny pochodzi od inkluzji ramnozy. Punkty zgięcia na 

obrazach AFM między dwoma łańcuchami najprawdopodobniej są tworzone przez dwie sekcje 

HG oddzielone pojedynczą jednostką ramnozy, jak wcześniej modelowano przez Rees i Weight 

(1971) i potwierdzono symulacjami MD (Pieczywek i in., 2020). Inne modele hipotetyczne 

sugerowały również, że punkty rozgałęzienia są tworzone, w podobny sposób do punktów 

zgięcia, przez pojedyncze wtrącenia ramnozy, które łączą trzy łańcuchy HG lub krótkie sekcje 

RG-I z bocznym rozgałęzieniem HG. Trzecią proponowaną alternatywą był kompleks dwóch 

sąsiednich łańcuchów HG, z których jeden posiada pojedyncze wstawienie ramnozy, 

powodujące zgięcie w strukturze. 

 W badaniach Gawkowska i in. (2019) wykazano, że struktura DASP jest zależna od 

warunków kwasowo-zasadowych. W środowisku o niskim pH (4) na powierzchni miki 

obserwowano typową dla tej frackji sieć, co wynikało z niskiego odpychania 

elektrostatycznego między łańcuchami posiadającymi niezjonizowane grupy karboksylowe 

oraz utworzenia wiązań wodorowych. Zwiększenie pH spowodowało wzrost stopnia dysocjacji 

grup funkcyjnych, co prowadziło do powstania krótkich łańcuchów pektynowych oddalonych 

od siebie z powodu odpychania elektrostatycznego. W warunkach zasadowych osłanianie 

zjonizowanych grup karboksylowych przez kationy sodu spowodowało powstanie sieci 

pektynowej. Agregacja przy wysokim pH (11) wynikała z wysokiego stężenia jonów w ośrodku 

dyspergującym.  W innych badaniach wykazano, że wzrost stężenia DASP powoduje obniżenie 
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pH, a co za tym idzie wzrost wiązania jonów wodorowych i skrócenie odległości 

międzycząsteczkowej (Gawkowska i in., 2019). Zjawiska te wpływają na powstanie sieci 

DASP w czystej wodzie poprzez tworzenie wiązań wodorowych. 

Dodanie jonów cynku do 5% roztworu DASP spowodowało zmiany we właściwościach 

reologicznych tej frakcji (Gawkowska i in., 2018a). Zaobserwowano znaczący wzrost lepkości, 

co mogło być związane z tworzeniem się sieci pektynowej. Odnotowano róznież prawie 1,5-

krotne zmniejszenie wskaźnika charakterystycznego płynięcia (n) oraz 5-krotne zwiększenie 

wskaźnika konsystencji (K), co świadczy o wzroście charakteru pseudoplasycznego 

uzyskanych roztworów. Można podejrzewać, że te interakcje jonów cynku z grupami 

karboksylowymi i hydroksylowymi jednostek kwasu galakturonowego są do pewnego stopnia 

podobne do znanego modelu "egg-box", który opisuje, jak wielowartościowe kationy mogą 

krzyżowo łączyć polielektrolity takie jak alginian w uporządkowany sposób. W przypadku 

pektyn, jony cynku mogą w podobny sposób koordynować się z ujemnie naładowanymi 

grupami karboksylowymi kwasu galakturonowego, prowadząc do tworzenia bardziej 

uporządkowanej, sieciowej struktury żelu. 
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2.  Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej 

Hipoteza badawcza 

Jak pokazał powyższy przegląd literatury, struktura molekuł pektyn bogatych w RG-I 

zależy przede wszystkim od obecności ramnozy w łańcuchu głównym RG-I, do której 

przyłączone są pozostałe cukry proste. Wtrącenie jednostki ramnozy może powodować 

powstawanie ugięć w konformacji łańcucha głównego RG-I. W porównaniu z liniowymi 

łańcuchami HG, może to powodować mniejszą ruchliwość molekuł RG-I w roztworze 

i w wyniku tego zmniejszenie stopnia oddziaływania z innymi cząsteczkami. W konsekwencji, 

może to skutkować odmiennymi właściwości funkcjonalnymi RG-I, zarówno sieciującymi 

w roztworze jak i mechanicznymi w ścianie komórkowej. Frakcja pektyn rozpuszczalna 

w słabych alkaliach (DASP), oprócz liniowego homogalakturonanu, jest bogata w RG-I. 

W związku z tym, w niniejszej pracy postawiono hipotezę, że obecność ramnozy w pektynach 

rozpuszczalnych w słabych alkaliach (DASP) ma wpływ na strukturę i właściwości 

sieciujące tej frakcji, a tym samym na właściwości mechaniczne materiałów, w których są 
obecne.  

Powyższa hipoteza została zweryfikowana w eksperymencie prowadzonym na 

pektynach DASP ekstrahowanych z dwóch gatunków roślin ogrodniczych (jabłko i marchew). 

Badano skład monosacharydowy pektyn, ich nanostrukturę, właściwości reologiczne 

w roztworze oraz właściwości mechaniczne ścian komórkowych oraz analogów ścian 

komórkowych zawierające pektyny frakcji DASP. Analizowano różnice wynikające z gatunku 

rośliny oraz powstające w wyniku modyfikacji enzymatycznych ukierunkowanych na usunięcie 

ramnozy oraz łańcuchów bocznych pektyn RG-I w tej frakcji.  

Cele rozprawy doktorskiej 

Celem rozprawy doktorskiej była ocena wpływu ramnozy oraz składu 

monosacharydowego pektyn rozpuszczalnych w słabych alkaliach (DASP) na właściwości 

sieciujące tej frakcji, a tym samym na właściwości mechaniczne materiałów, w których są 
obecne.  

 Powyższy cel realizowano poprzez następujące cele szczegółowe: 

 Określenie struktury i składu chemicznego pektyn frakcji DASP z jabłek i marchwi oraz 

ich właściwości reologicznych.  
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 Określenie wpływu modyfikacji enzymatycznej (usunięcie ramnozy oraz łańcuchów 

bocznych pektyn) na zmiany struktury i właściwości reologicznych pektyn frakcji 

DASP. 

 Określenie wpływu RG-I na właściwości mechaniczne analogów roślinnych ścian 

komórkowych oraz naturalnych ścian komórkowych.  

 Określenie wpływu hydrolizy kwasowej na zmiany struktury i właściwości 

reologicznych pektyn frakcji DASP. 
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3. Materiały i metody 

3.1. Materiał roślinny 

Materiał badawczy w niniejsze rozprawie stanowiły jabłka odmiany Najdared (Malus 

domestica Borkh.) oraz marchew odmiany Brava (Daucus carota subsp. sativus). Zostały one 

zebrane w październiku 2020 roku i pochodzą odpowiednio z komercyjnej plantacji znajdującej 

się w Ostrowcu (52°9′59.60′′ N, 20°3′23.84′′ E) oraz z Rolniczego Zakładu Doświadczalnego 

w Żelaznej (51°51′8.38′′ N, 20°7′1.76′′ E). Po zbiorze materiał przechowywano w chłodni 

w temperaturze 2°C przez dwa dni. Próbki do badań przygotowano ze 102 kg surowych jabłek 

i 34 kg surowej marchwi. Oba materiały zostały obrane i pokrojone w plastry. Sok został 

wyciśnięty za pomocą prasy, a pozostała pulpa została zhomogenizowana i zamrożona 

w temperaturze -18°C do dalszych analiz. 

3.2.  Izolacja ścian komórkowych (CWM) 

  Pozostałości nierozpuszczalne w alkoholu (ang. alcohol insoluble residue, AIR) 

przygotowano  zgodnie z metodą zaproponowaną przez Renard (2005), z pewnymi 

modyfikacjami wprowadzonymi przez Gawkowska, Cybulska i Zdunek (2018). Pulpa była 

mieszana z ~70% etanolem (czysty, p.a., Stanlab, Lublin, Polska) w proporcji wagowej 1:10 

(pulpa-EtOH) przez 30 min, a następnie filtrowana na sączku nylonowym. Procedurę 

powtarzano do momentu odcukrzenia materiału, co sprawdzano za pomocą metody fenolowej 

według Dubois i in. (1956). Następnie próbki płukano 96% EtOH oraz acetonem (czysty, p.a., 

Stanlab, Lublin, Polska) i wysuszono w temperaturze 45°C otrzymując materiał ściany 

komórkowej (CWM) 

3.3. Ekstrakcja sekwencyjna pektyn i otrzymanie frakcji DASP 

Przeprowadzono ekstrakcję sekwencyjną zgodnie z metodą zaproponowaną przez 

Redgwell & Selvendran (1986), z pewnymi modyfikacjami opartymi na wcześniejszych 

badaniach (Gawkowska i in., 2018a; Pieczywek i in., 2020; Posé i in., 2012). Schemat ekstrakcji 

przedstawiono na Rysunku 3. Materiał ścian komórkowych AIR był mieszany z wodą 

dejonizową (stosunek 1:9, w/v) przez 24 godziny w temperaturze 21°C, a następnie poddawany 

wirowaniu (5000 obr./min). Supernatant był zbierany jako frakcja pektyn rozpuszczalna 

w wodzie (WSP). Osad był mieszaniny z 0,05 M CDTA (trans-1,2-diaminocykloheksan-

N,N,N',N'-tetraoctan, min. 99%, p.a., Roth, Chemat, Gdańsk, Polska), pH 6,5 i mieszany przez 

24 godziny w temperaturze 21°C. Po odwirowaniu, supernatant był oddzielany jako frakcja 
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rozpuszczalna w chelatorze (CSP). Do osadu dodano 0,05 M Na2CO3 (węglan sodu, czystość 

≥ 99,5%, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.o.o., Poznań, Polska) i 20 mM NaBH4 

(borowodorek sodu, czystość ≥98,0%, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.o.o., 

Poznań, Polska) i mieszano przez 24 godziny w temperaturze 21°C. Frakcja pektyn 

rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP) została zebrana jako supernatant, a następnie 

dializowana wobec wody dejonizowanej przy użyciu membran ZelluTrans/ROTH® (Carl Roth 

GmbH & Co. KG, Niemcy; MWCO 3500 Da). Ostatecznie surowiec był liofilizowany. 

 

Rysunek 3. Schemat ekstrakcji sekwencyjnej pektyn. Przygotowano z wykorzystaniem 

oprogramowania Biorender. 

3.4. Modyfikacje enzymatyczne pektyn frakcji DASP 

Część frakcji DASP pochodzącą z jabłek i marchwi poddano działaniu enzymów 

degradujących szkielet RG-I oraz jego łańcuchy boczne. Wykorzystano trzy enzymy:  
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 Acetyloestraza ramnogalakturonianowa – RGAE (BtRme NC (CE NC), BT4158, E.C. 

3.1.1) bierze udział w deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego w szkielecie RG-

I, co umożliwia dostęp innym enzymom do łańcuchów; 

 Endoliaza ramnogalakturonianu – RGL (BtRge9A (PL9), BT4183, E.C. 4.2.2.23) 

bierze udział w rozcinaniu wiązań α-1,4 między ramnozą i kwasem galakturonowym; 

 Arabinofuranozydaza – ABF (CjAbf51B (GH51), E.C. 3.2.1.55) odcina łańcuchy 

boczne zawierające arabinozę, przyłączoną za pomocą głównie wiązań α-1,2- oraz α-

1,3.  

Wszystkie enzymy pochodziły od firmy NZYTech i dostarczone były w buforze Na-

HEPES (35 mM, pH 7,5; 750 mM NaCl, 200 mM imidazolu, 3,5 mM CaCl2 oraz 25% v/v 

glicerolu). Ilości enzymów zostały dobrane na podstawie ich aktywności oraz składu 

chemicznego DASP z 10% nadmiarem. Na 1 mg DASP użyto 0,22 U RGL; 9,9 U RGAE oraz 

2,1 U ABF. Objętości zostały określone na podstawie stężeń białek enzymatycznych (RGAE: 

0,5 mg·mL−1; RGL: 0,5 mg·mL−1; ABF: 0,25 mg·mL−1). Roztwory wodne DASP były 

inkubowane w trzech różnych wariantach mieszanin  enzymów (Tabela 2). Jako kontrolę (bez 

obróbki enzymatycznej) do roztworów wodnych DASP dodano bufor, w którym dostarczono 

enzymy. 

Tabela 2. Lista kodów próbek i opis zastosowanych modyfikacji. 

Kod obróbki Opis 

E1 RGAE (9,9 U·mg−1) + RGL (0,22 U·mg−1) 

E2 ABF (2,1 U·mg−1) 

E3 RGAE (9,9 U·mg−1) + RGL (0,22 U·mg−1) + ABF (2,1 U·mg−1) 

BUFFER 35 mM Na–HEPES, pH 7,5, 750 mM NaCl, 200 mM imidazol, 3,5 mM 

CaCl2 oraz 25% (v/v) glicerol 

RGAE, acetyloestraza ramnogalakturonianowa; RGL, endoliaza ramnogalakturonianu; ABF, 

arabinofuranozydaza. 

Wartości pH wszystkich badanych roztworów mieściły się w zakresie od 7,30 do 7,60. 

Zarówno próbki kontrolne, jak i te poddane działaniu enzymów, inkubowano w łaźni wodnej 

w temperaturze 37°C przez 120 minut. Po inkubacji próbki były schłodzone w łaźni lodowej 

przez 5 minut w celu zatrzymania reakcji enzymatycznych, wymieszane i wykorzystane do 

dalszej analizy. 
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3.5.  Analiza zawartości monosacharydów i kwasów uronowych 

Zawartość poszczególnych monosacharydów i kwasów uronowych w próbkach 

oznaczono według metody opracowanej przez Zhang S. i in. (2018), z pewnymi modyfikacjami 

zgodnie z Cybulska i in. (2022). Początkowo prowadzono metanolizę 2 mg DASP z 2 M 

metanolowym roztworem HCl (~1,25 M HCl (T), do derywatyzacji GC, LiChropur™) 

w temperaturze 80°C przez 72 godziny. Następnie próbkę hydrolizowano z użyciem 2 mL 3 M 

kwasu trifluoroctowego (czystość ≥ 99,0%, p.a., Merck Life Science sp. z o.o., Poznań, Polska) 

w temperaturze 100°C przez 7 godzin. Uwolnione monosacharydy i kwasy uronowe zostały 

zderywatyzowane z użyciem PMP (3-metylo-1-fenylo-2-pirazolin-5-on (czystość 99%, p.a. 

Thermo Scientific Chemicals, Waltham, MA USA) przez dodanie 1 mL wody i 50 µL 0,3 M 

wodorotlenku sodu (czysty p.a., Avantor Performance Materials S.A., Gliwice, Polska), 

wymieszanie, a następnie dodanie 50 µL roztworu 0,5 M metanolowego PMP. Po inkubacji 

w temperaturze 70°C przez 60 minut, próbkę schłodzono, zneutralizowano 50 µL 0,3 M 

kwasem chlorowodorowym (35–38%, czysty, p.a., Avantor Performance Materials S.A., 

Gliwice, Polska), a następnie ekstrahowano chloroformem (czystość ≥99,5%, HPLC Grade, 

Thermo Scientific Chemicals, Waltham, MA USA). Następnie, 20 μL przefiltrowanych 

pochodnych PMP wstrzykiwano do systemu HPLC (Sykam GmbH, Gewerbering, Niemcy) 

wyposażonego w kolumnę Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm śr. wewn. × 250 mm, 5 μm) 

w połączeniu z kolumną ochronną Agilent Eclipse XDB-C18 (4,6 mm śr. wewn. × 12,5 mm, 5 

μm), oraz detektorem PDA S 3350 (Sykam GmbH, Gewerbering, Niemcy). Separacja 

chromatograficzna składników przeprowadzana była w temperaturze 30ºC, przy użyciu fazy 

ruchomej składającej się z A (0,1 M buforu fosforanowego (pH 6,7)) i B (50% (v/v) roztwór 

0,1 M buforu fosforanowego w acetonitrylu) w stosunku A:B 69:31% (v/v) oraz prędkości 

przepływu 1,8 mL·min-1. Detekcja odbywała się przy długości fali 246 nm. Próbki analizowano 

w trzech powtórzeniach. Identyczną procedurę analityczną zastosowano dla standardów 

monosacharydów i kwasów uronowych: arabinoza, fukoza, galaktoza, kwas galakturonowy, 

glukoza, kwas glukuronowy, mannoza, ramnoza i ksyloza (Sigma-Aldrich, Merck Life Science 

Sp.z.o.o., Poznań, Polska). Analizę przeprowadzono w trzech powtórzeniach. 
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3.6.  Chromatograficzne oznaczenie stopnia metylacji (DM) 

i acetylacji (DA) 

W celu oznaczenia DM i DA pektyn, próbki były zmydlane z użyciem 0,2 M NaOH 

w celu wytworzenia metanolu i kwasu octowego, oznaczanych następnie za pomocą HPLC 

(kolumna C18, Bionacom velocity LPH-C18, 300 Å, 4,6 × 250 mm, 5 mikronów, detektor RI), 

zgodnie z metodą zaproponowaną przez Levigne i in. (2002) z pewnymi modyfikacjami według 

Yu i in. (2021). Próbki pektyn (5 mg) roztwarzano w 0,5 mL 0,2 M NaOH i inkubowano 

w temperaturze 4 °C przez 120 minut. Następnie mieszaninę zneutralizowano przy użyciu 0,5 

mL 0,2 M H2SO4 (95–98%, Sigma Aldrich, Merck Life Science Sp.z.o.o., Poznań, Polska), 

odwirowano przez 10 minut, przefiltrowano przez filtr strzykawkowy (0,22 µm) 

i wstrzykiwano do systemu HPLC (objętość wstrzyknięcia 20 µL, faza ruchoma 4 mM kwas 

siarkowy przy przepływie 0,8 mL·min−1). W tych samych warunkach przygotowano 

i analizowano standardowe roztwory metanolu i kwasu octowego. Analizę przeprowadzono 

w trzech powtórzeniach. 

3.7.  Miareczkowe oznaczenie stopnia metylacji (DM) 

Stopień metylacji  pektyn został oznaczony również metodą zgodną z Food Chemical 

Codex (FCC, 1981) oraz USP 26 NF 21 (2003), opisaną przez Wai i in. (2010) z pewnymi 

modyfikacjami. Wysuszona próbka (500 mg) została zwilżona 2 mL 96% EtOH, a następnie 

całkowicie rozpuszczona w 100 mL wody dejonizowanej. Do mieszaniny dodawano pięć kropli 

1% etanolowego roztworu fenoloftaleiny jako wskaźnika, a następnie prowadzono 

miareczkowanie z użyciem 0,5 M roztworu wodorotlenku sodu, a wynik odnotowano jako 

objętość początkową. Następnie dodano 10 mL 0,5 M NaOH. Próbka została energicznie 

wstrząśnięta i pozostawiona w temperaturze pokojowej. Po 15 minutach dodano 10 mL 0,5 M 

HCl i mieszano do zaniku różowej barwy. Ponownie dodano fenoloftaleinę, i miareczkowano 

roztwór za pomocą 0,5 M NaOH do uzyskania lekko różowego koloru, który utrzymywał się 

po energicznym wstrząśnięciu (punkt końcowy miareczkowania), co oznaczono jako objętość 

końcową. Analiza została przeprowadzona w trzech powtórzeniach. Stopień metylacji 

obliczono według równania (1). 

 %𝐷𝑀 =  𝑜𝑏𝑗ę𝑡𝑜ść 𝑘𝑜ń𝑐𝑜𝑤𝑎 [𝑚𝐿]𝑜𝑏𝑗ę𝑡𝑜ść 𝑝𝑜𝑐𝑧ą𝑡𝑘𝑜𝑤𝑎 [𝑚𝐿] + 𝑜𝑏𝑗ę𝑡𝑜ść 𝑘𝑜ń𝑐𝑜𝑤𝑎[𝑚𝐿]  × 100 
(1) 
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3.8.  Spektroskopia w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) 

Widma liofilizatów DASP w podczerwieni zebrano w temperaturze pokojowej przy 

użyciu spektrometru FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Madison, WI, USA), 

wyposażonego w przystawkę Smart iTR ATR. Wszystkie próbki badano w tych samych 

warunkach, zgodnie z metodą opisaną wcześniej przez Chylińska i in. (2016). Widma zebrano 

w zakresie od 4000 cm-1 do 650 cm-1, z rozdzielczością wynoszącą 4 cm-1. Korektę linii 

bazowej przeprowadzono za pomocą oprogramowania OMNIC (Thermo Scientific, Madison, 

WI, USA). Finalne widma uzyskano poprzez uśrednienie wyników z pięciu kolejnych analiz, 

gdzie na każdą przypadało 200 skanów oraz znormalizowane do wartości 1,0 przy 1013 cm-1 

za pomocą programu OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). 

3.9.  Pomiary AFM 

3.9.1. Obrazowanie topograficzne 

Do przygotowania roztworów pektyn frakcji DASP użyto wody HPLC (Sigma-Aldrich 

Merck Life Science Sp.z.o.o., Poznań, Polska). Wykonano stężenia 0,02 mg·mL-1 o objętości 

30 µL. Próbki do AFM przygotowano poprzez nakroplenie na mikę wodnego roztworu DASP 

i rozprowadzenie za pomocą powlekacza obrotowego (spin coater) POLOS SPIN150i NPP 

(SPS-Europe B.V., Putten, Holandia). Następnie próbki suszono przez noc w eksykatorze 

w temperaturze 22°C. Obrazy były rejestrowane za pomocą mikroskopu sił atomowych 

Multimode 8 współpracującym z kontrolerem NanoScope V (Bruker, Billerica, MA, USA) 

z użyciem sondy ScanAsyst-Air-HR (Bruker, Billerica, MA, USA) o współczynniku 

sprężystości 0,4 N·m-1. Zastosowano następujące ustawienia skanowania: rozmiar skanu 4 × 4 

μm przy rozdzielczości 1024 × 1024 punktów i szybkości skanowania 3,91 Hz. Zebrano co 

najmniej 10 obrazów każdej próbki, reprezentujących różne obszary miki. 

3.9.2. Analiza obrazu 

Wstępne przetwarzanie obrazów zostało przeprowadzone przy użyciu oprogramowania 

Gwyddion 2.52 (Nečas & Klapetek, 2012). Ekstrakcja widocznych na obrazach 

wysokościowych molekuł, segmentyzacja oraz obliczenia parametrów geometrycznych zostały 

przeprowadzone przy pomocy aplikacji pracującej w środowisku Matlab R2011a (MathWorks, 

Natick, MA, USA). Obiekty na obrazach AFM zostały sklasyfikowane do jednego z dwóch 

typów struktur: "rozgałęzione" i "gładkie" (Rysunek 4). Jedna gałąź (segment) została 

zdefiniowana jako odcinek między najbliższymi punktami rozgałęzienia (czerwone kropki na 
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Rysunku 4) lub do końca molekuły. Wyznaczano cztery parametry: (1) całkowitą długość 

molekuł rozgałęzionych, jako suma długości ich wszystkich gałęzi, (2) długość molekuły 

gładkiej, (3) długość pojedynczej gałęzi,  (4) średnią liczbę gałęzi na molekułę. 

 
 

Rysunek 4. Schemat struktur wyodrębnionych na podstawie topologicznych obrazów AFM. 

3.9.3. Długość persystentna 

W celu oszacowania długości persystentnej (ang. persistence length), włókna 

zobrazowane na mice za pomocą AFM analizowano za pomocą oprogramowania FiberApp 

(Usov & Mezzenga, 2015) przy użyciu podejścia opartego na tzw. mean-squared end-to-end 

distance, MSED. W metodzie tej obliczana jest średnia wartość kwadratu odległości pomiędzy 

końcami łańcucha polimerowego, co umożliwia określenie jego długości persystentnej, czyli 

odległości, na jakiej zanikają korelacje w kierunku stycznym. Metoda MSED dla modelu WLC 

(ang. worm-like chain) jest opisana teoretyczną zależnością przedstawioną równaniem (2): 

 〈𝑅2〉 = 4𝜆 [𝑙 − 2𝜆(1 − 𝑒 −𝑙2𝜆)]  ,9 
(2) 

gdzie:  

λ – długość persystentna; R – bezpośrednia odległość między dowolną parą segmentów wzdłuż 

konturu, oddzielonych długością łuku l (Usov & Mezzenga, 2015). 

 

3.10. Statyczne rozpraszanie światła laserowego 

Metoda statycznego rozpraszania światła laserowego (ang. Static Light Scattering, SLS) 

z wykorzystaniem wykresu Debye'a została wykorzystana do określenia średnich wagowo mas 

cząsteczkowych (MW) (Hiemenz & Lodge, 2007; Puskás i in., 2013). Roztwory DASP 

w zakresie niskich stężeń (0,006–0,100% m/w) przygotowano poprzez rozcieńczenie roztworu 
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wyjściowego (2% m/w) wodą MiliQ (Typ 1; System oczyszczania wody Direct-Q® 3 UV, 

Merck Millipore, Merck Life Science Sp. z o.o., Poznań, Polska). Próbki początkowo 

wymieszano za pomocą wytrząsarki typu vortex (Velp Scientifica, Usmate, Włochy), 

a następnie pozostawiono na rotatorze (neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Niemcy) przez 

24 godziny w temperaturze 20 ± 2°C. Oznaczono współczynniki załamania światła dla czystej 

wody (rozpuszczalnika) i roztworów (Refraktometr kieszonkowy, RI 1.3306–1.5284, Atago 

Ltd., Tokyo, Japonia) w temperaturze 20°C. Toluen (standard analityczny, czystość ≥99,9% 

według GC; Merck Life Science Ltd., Poznań, Polska) został użyty jako standard. Pomiar 

rozproszenia światła pod pojedynczym kątem (173°) (633 nm) został przeprowadzony za 

pomocą aparatu Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd., Malvern, Wielka Brytania) przy co najmniej 

12 pomiarach, w trzech powtórzeniach. Oprogramowanie automatycznie obliczyło masę 

cząsteczkową (MW) oraz drugi współczynnik wiralny danego polisacharydu na podstawie 

analizy rozpraszania światła szeregu roztworów wodnych z rosnącym stężeniem DASP. 

3.11. Pomiary reologiczne 

Pomiary reologiczne przeprowadzono w temperaturze 20°C przy użyciu reometru 

hybrydowego Discovery (HR-1) firmy TA Instruments (New Castle, PA, USA) wyposażonym 

w układ pomiarowy typu stożek-płytka (o średnicy 40 mm i kącie 2,007°) z szerokością 

szczeliny 0,56 mm. 

3.11.1. Właściwości lepkosprężyste 

Test oscylacyjny przeprowadzono dla 6% (m/v) wodnych roztworów DASP. 

Wyznaczano moduł zachowawczy (G′) i moduł stratności (G′′). Pomiary przeprowadzono przy 

częstotliwości 0,5 Hz i logarytmicznym skoku amplitudy odkształcenia w zakresie od 0,1 do 

100% (25 punktów na dekadę). 

3.11.2. Krzywe płynięcia 

Zależności naprężenia ścinającego od prędkości ścinania (krzywe płynięcia) mierzono 

w zakresie prędkości ścinania 10–600 s−1 oraz 600–10 s-1 (skok logarytmiczny, 15 punktów na 

dekadę). Lepkość została zarejestrowana przy prędkości ścinania 10 s−1. Do uzyskania 

krzywych płynięcia i określenia zachowania reologicznego próbek zastosowano model 

potęgowy (model Ostwalda–de Waele'a) oraz model Herschela i Bulkleya.  

Model potęgowy Ostwalda de Waele'a jest opisany równaniem (3): 
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 𝜎 = 𝐾𝛾𝑛 (3) 

gdzie:   

σ – naprężenie ścinające (Pa); K – współczynnik konsystencji (Pa·sn); γ – prędkość ścinania 

(s-1); n – wskaźnik płynięcia.  

 

Model Herschela i Bulkleya jest opisany równaniem (4): 

 𝜎 = 𝜎0 + 𝐾𝛾𝑛  (4) 

gdzie:  σ – naprężenie ścinające (Pa); σ0 – graniczna wartość naprężenia ścinającego (granica 

płynięcia) (Pa); K – współczynnik konsystencji (Pa·sn); γ – prędkość ścinania (s-1);  

n – wskaźnik płynięcia. 

 

3.11.3. Graniczna liczba lepkościowa (lepkość istotna)  

Graniczna liczba lepkościowa (lepkość istotna) opisuje względny wzrost lepkości 

roztworu w stosunku do czystego rozpuszczalnika. Pomiarów dokonano w wodnych 

dyspersjach DASP (5 mg·mL-1 do 20 mg·mL-1)  na podstawie pomiarów lepkości przy 

zmiennej prędkości ścinania 10–400 s-1 oraz od 400–10 s-1 (skok logarytmiczny; 25 punktów 

na dekadę). Lepkość istotna (η) została wyznaczona przez ekstrapolację do stężenia równego 

zero zgodnie z równaniem (5) (Huggins, 1942): 

 𝜂𝑠𝑝𝑐 = [𝜂] + 𝑘𝐻[𝜂]2𝑐  (5) 

gdzie: ηsp – lepkość (specyficzna) właściwa, obliczona na podstawie lepkości względnej  

(ηroztworu/ηrozpuszczalnika),  c – stężenie roztworu polimeru, kH – stała Hugginsa. 

 

3.12. Analiza statystyczna 

Wszystkie analizy chemiczne i reologiczne przeprowadzono co najmniej trzykrotnie. 

Wyniki obliczano jako wartości średnie i podawano z odchyleniem standardowym lub błędem 

standardowym. Testy statystyczne (test t-Studenta, wieloczynnikowa ANOVA z testem post 

hoc Tukeya) mające na celu określenie istotnych różnic między próbami przeprowadzono przy 

użyciu pakietu „stats” (wersja 4.1.2.) firmy R (R Core Team, 2013) i Statistica 13.1 ( StatSoft, 

Kraków, Polska). Istotność statystyczną oceniano na poziomie p < 0,05. 
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4. Omówienie wyników przedstawionych w publikacjach 

4.1. Publikacja P1 (Structure and functionality of 

Rhamnogalacturonan I in the cell wall and in solution: A review) 

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Zdunek A., 2022, Structure and functionality of 

Rhamnogalacturonan I in the cell wall and in solution: A review, Carbohydrate Polymers, 278, 

118909. 

Celem publikacji przeglądowej P1 było podsumowanie wyników dotychczas badań 

struktury chemicznej i konformacji cząsteczek oraz funkcji RG-I w roślinie i w warunkach in 

vitro w roztworach. W publikacji omówiono strukturę chemiczną i fizyczną RG-I, jako 

kluczowego składnika pektyn występujących w ścianach komórkowych roślin. Zebrano 

szczegółowe informacje na temat budowy RG-I, w tym jego szkieletu oraz łańcuchów 

bocznych zbudowanych z cukrów prostych. Przeanalizowano także właściwości fizyczne RG-

I, takie jak konformacja helikalna i funkcje pełnione przez RG-I w ścianach komórkowych 

roślin, włączając w to jego rolę w strukturalnej organizacji ścian komórkowych, zmiany 

strukturalne podczas dojrzewania oraz właściwości reologiczne w warunkach in vitro. 

Dodatkowo, omówiono wpływ różnych czynników, takich jak stopień metylacji, na 

właściwości żelujące i lepkość RG-I.  

Przegląd literatury, obejmujący wyniki badań nad różnymi źródłami roślin, wskazuje na 

wysokie zróżnicowanie w składzie i funkcjach RG-I w zależności od gatunku rośliny i etapu 

jej rozwoju. Na podstawie informacji zawartych w pracy, sformułowano następujące 

podsumowanie obecnego stanu wiedzy:  

 Szkielet RG-I składa się z powtarzających się jednostek GalA-Rha. Do jednostek 

ramnozy przyłączone są łańcuchy boczne, zbudowane głównie z arabinanów i/lub 

galaktanów, a rzadko arabinogalaktanów i innych grup. Długość domen RG-I oraz 

stopień rozgałęzienia różnią się między roślinami. 

 RG-I wykazuje konformację tzw. losowego kłębka (ang. random coil) w roztworze oraz 

wysoką lepkość właściwą, tworząc sieci w określonych warunkach. Obecność RG-I ma 

wpływ na właściwości reologiczne pektyn w roztworze. Cukry obojętne wchodzące 

w skład łańcuchów bocznych mają również wpływ na tworzenie sieci podczas 

żelowania. Struktura przypominająca wygięte pręty stworzona przez wtrącenia Rha 
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może również promować większy stopień ruchliwości i interakcji molekularnych, 

natomiast inkluzje ramnozy w konformacji trzykrotnej (31) helisy powodują 

zwiększenie elastyczności i większą średnicę molekuły. Nie mają one jednak istotnego 

wpływu na ogólny kształt molekuły ze względu na samoistne znoszenie się efektu 

strukturalnego kolejnych sparowanych reszt Rha. 

 Obserwuje się istotne zmiany strukturalne w RG-I podczas dojrzewania 

i przechowywania w zależności od źródła pektyn. Łańcuchy boczne, zarówno 

galaktanowe, jak i arabinanowe są związane zarówno z jędrnością tkanki, jak 

i z fizycznymi i funkcjonalnymi właściwościami ścian komórkowych. 

 

4.2. Publikacja P2 (A mini-review on the plant sources and methods 

for extraction of rhamnogalacturonan) 

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Cieśla J., Zdunek A., 2023, A mini-review on the 

plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan I, Food Chemistry, 

403.134378. 

W publikacji przeglądowej P2 szczegółowo podsumowano czynniki związane 

z materiałem wyjściowym i technikami ekstrakcji, które determinują wydajność i skład 

chemiczny pektyn regionu RG-I. Przeanalizowano wpływ źródła pektyn, rozpuszczalnika, pH, 

temperatury, czasu oraz dodatkowych czynników związanych z zastosowanymi technikami, 

takimi jak mikrofale, ultradźwięki, wysokie i niskie ciśnienie, czy traktowanie enzymatyczne.  

Ilości RG-I wyekstrahowane ze ściany komórkowej roślin różnią się w zależności od 

źródła roślinnego i zastosowanej techniki pozyskiwania. Wysoki udział tej domeny w ogólnej 

zawartości pektyn zazwyczaj wiąże się z obecnością rozgałęzionych łańcuchów bocznych, 

wyrażonym przez większe ilości cukrów prostych. Tradycyjne metody ekstrakcji RG-I zwykle 

obejmują ekstrakcję kwasem, zasadą, wodą, chelatorem lub kombinacją tych rozpuszczalników 

w procesie sekwencyjnym. Techniki wspomagające, takie jak mikrofale, ultradźwięki, enzymy 

i wysokie ciśnienie, mogą być połączone z tradycyjnymi metodami, co prowadzi do 

zwiększenia wydajności. Najczęściej stosowaną techniką ekstrakcji frakcji bogatych w RG-I 

jest ekstrakcja w środowisku zasadowym, pozwalająca na zachowanie w stanie nienaruszonym 

łańcuchów bocznych. Jednakże wykazano, że odpowiednio dostosowane kombinacje (np. woda 

i kwas cytrynowy z enzymami) mogą zapewnić wysokie wydajności, niemalże nie naruszając 

struktury. Choć najpopularniejszymi źródłami ekstrakcji pektyn są cytrusy i jabłka, liczne 
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badania wykazały, że inne źródła mogą być równie skuteczne, wśród których szczególnie 

interesujące wydają się odpady z przemysłu przetwórczego.  

Wysoka zmienność ściany komórkowej roślin sprawia, że opracowanie uniwersalnych 

procedur ekstrakcji pektyny jest wyzwaniem. Metody te muszą być dopasowane do źródła 

pektyn aby zapewnić pożądane wydajności i właściwości strukturalne ekstrahowanych 

polisacharydów. 

4.3. Publikacja P3 (Structural and rheological properties of diluted 

alkali soluble pectin from apple and carrot) 

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Cieśla J., Zdunek A., 2024, Structural and 

rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food Chemistry, 

446, 138869. 

W publikacji P3 przedstawiono wyniki badań dotyczące analiz struktury oraz reologii 

natywnej frakcji rozpuszczalnej w słabych alkaliach (DASP), ekstrahowanej z dwóch różnych 

źródeł: jabłek i marchwi. Celem badań było zrozumienie podobieństw i różnic w składzie 

chemicznym, strukturze, a co za tym idzie właściwościach reologicznych i molekularnych 

frakcji DASP.  

4.3.1. Skład chemiczny frakcji DASP 

Analiza monosacharydów za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

wykazała, że frakcja DASP złożona jest głównie z kwasu galakturonowego, arabinozy, 

galaktozy i ramnozy w różnych proporcjach, odpowiednio 57,3 mol%, 24,9 mol%, 9,4 mol%, 

3,6 mol% dla owoców jabłoni oraz 43,3 mol%, 18,2 mol%, 27,9 mol%, 8,4 mol% dla korzenia 

marchwi. Dla pektyn z jabłka odnotowano wyższą zawartość kwasu galakturonowego 

i arabinozy, natomiast w przypadku pektyn z marchwi, frakcja była bogatsza w galaktozę 

i ramnozę, co ma swoje odzwierciedlenie w stosunku domen HG i RG-I dla tych źródeł. DASP 

ekstrahowana z jabłek wykazała wyższą zawartość HG (53,70 mol%) w porównaniu z RG-I 

(41,50 mol%), podczas gdy DASP z marchwi zawierała mniej HG (34,90 mol%) przy 

większym udziale RG-I  (62,90 mol%). 

Analiza spektroskopowa FTIR potwierdziła obecność charakterystycznych pasm dla 

pektyn z obu materiałów, jednak intensywność tych pasm różniła się ze względu na różnice 

w składzie chemicznym. Piki mające maksima przy liczbie falowej 1597 cm-1 oraz 1406 cm-1 

są charakterystyczne dla drgań odpowiednio asymetrycznych i symetrycznych jonów COO-. 
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Charakterystyczny dla pektyn pik pojawia się również przy liczbie falowej 1320 cm-1 

i odpowiada drganiom zginającym C-H w pierścieniu aromatycznym. Przy liczbie falowej 1142 

cm-1 obserwuje się drgania rozciągające C-O-C w wiązaniu glikozydowym, natomiast przy 

1094 cm-1 drgania rozciągające C-O i C-C w pierścieniu. Pik przy 1070 cm-1 odpowiada 

drganiom rozciągającym C-O oraz zginającym C-C. Sygnałowi przy długości fali 1014 cm-1 

przypisano drgania rozciągające C-O i C-C w grupie atomów C2-C3, C2-O2, C1-O1, natomiast 

piki przy długościach fali 890 i 835 cm-1 odpowiadają kolejno drganiom zginającym C-H oraz 

drganiom deformacyjnym pozapłaszczyznowym C-OH w pierścieniu aromatycznym. Brak 

piku w zakresie 1745–1700 cm−1 odpowiadającemu absorpcji zestryfikowanych grup 

karboksylowych cząsteczek pektyn, sugeruje brak metylestryfikacji w badanej frakcji pektyn 

dla obu źródeł, co spowodowane jest prawdopodobnie hydrolizą wiązań estrowych podczas 

ekstrakcji alkalicznej. Zerowy stopień estryfikacji potwierdzono metodą miareczkową. 

4.3.2. Struktura molekuł frakcji DASP 

Na obrazach AFM natywnej frakcji DASP ściany komórkowej wyizolowanej z jabłka 

oraz marchwi, pektyny tworzyły struktury złożone ze stosunkowo długich odcinków liniowych, 

rozdzielonych lokalnie występującymi punktami zgięć lub rozgałęzień. W niektórych 

miejscach obecne były również amorficzne agregaty skoncentrowane przy fragmentach 

liniowych. Na postawie topologicznych obrazów AFM wyznaczono parametry molekuł 

natywnej frakcji, dotyczące długości molekuł liniowych, rozgałęzionych oraz długości i liczby 

rozgałęzień.  

Średnia długość rozgałęzionych włókien dla DASP z jabłek wynosiła 287,3 nm, podczas 

gdy dla DASP z marchwi długość była mniejsza i wyniosła 188,6 nm. Pojedyncze rozgałęzienie 

dla DASP z jabłek miało długość 45,6 nm, w porównaniu do 36,2 nm dla DASP z marchwi. 

Cząsteczki pektyn ekstrahowane z jabłek były również bardziej rozgałęzione: średnia liczba 

gałęzi na jedną cząsteczkę wynosiła 6,1, podczas gdy dla pektyn z marchwi było to 5,1. Średnia 

długość persystentna DASP wynosiła 42,8 nm dla jabłka i 40,1 nm dla marchwi, a uzyskane 

wartości były większe niż te, które zazwyczaj podawane są w literaturze dla różnych domen 

pektynowych (4,5–15 nm). Oceniono, że możliwym powodem tych różnic jest zastosowanie 

metody AFM do oceny tego parametru, podczas gdy większość poprzednich oznaczeń 

bazowała na metodach hydrodynamicznych. 
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4.3.3. Właściwości reologiczne i molekularne frakcji DASP 

Z przebiegu krzywych uzyskanych teście oscylacyjnym przy zmiennej amplitudzie 

odkształcenia i stałej częstotliwości wynika, że oba badane żele wykazują przewagę cech 

sprężystych (G’ > G’’) oraz przebieg charakterystyczny dla układów, których łańcuchy uległy 

splątaniu. Natomiast przy wyższych wartościach odkształcenia ulegają rozplątaniu i ułożeniu 

w kierunku przepływu. Uzyskana wartość modułu G’ jest wyższa w przypadku frakcji z jabłka, 

natomiast szerszy zakres liniowej lepkosprężystości wykazywała frakcja z marchwi. Również 

punkt płynięcia był wyższy dla pektyn z marchwi – minimalna wartość odkształcenia 

powodująca zniszczenie struktury żelu wyniosła 7,57% dla jabłka oraz 9,15% dla marchwi. Dla 

uzyskanych roztworów, modelem opisującym układ z największą dokładnością był model 

Ostwalda de Waele’a. Oba płyny zakwalifikowano jako pseudoplastyczne rozrzedzane 

ścinaniem (n < 1). Oznacza to, że ich lepkość pozorna malała wraz ze wzrostem szybkości 

ścinania. Współczynnik konsystencji K związany jest z lepkością próbki. Wyższa wartość tego 

parametru w modelu odnotowana została dla marchwi (K = 1,8), natomiast niższa dla jabłka (K 

= 0,6), co wraz z niską wartością n świadczy o tym, że frakcja z marchwi wykazywała wyższą 

pseudoplastyczność roztworów. Wyznaczono również lepkość istotną pektyn - uzyskano 

wartości 194,91 mL·g-1 i 186,79 mL·g-1 odpowiednio dla jabłka i marchwi. Lepkość istotna jest 

ściśle związana z masą cząsteczkową oraz długością polimeru, a co za tym idzie sztywnością 

łańcucha. Można podejrzewać, że żele uzyskane z frakcji jabłkowej były silniej związane, 

podczas gdy te z frakcji z marchwi były bardziej odporne na odkształcenia mechaniczne. 

Silniejsze żelopodobne roztwory jabłkowego DASP mogą wynikać z wyższej zawartości 

arabinozy, która sprzyja tworzeniu zwartej struktury i większemu rozgałęzianiu cząsteczek. 

Z kolei DASP z marchwi zawierała więcej ramnozy (8,4 mol%), czyli ponad dwukrotnie w 

porównaniu do DASP z jabłka, jednakże cząsteczki marchwi były mniej rozgałęzione ((Gal + 

Ara)/Rha = 5,49). Średnia wagowo masa cząsteczkowa DASP wyniosła 895 ± 76 kDa dla 

próbek z jabłka oraz 886 ± 99 kDa dla marchwi. Nieznacznie wyższa masa cząsteczkowa oraz 

lepkość próbek z jabłka mogły być konsekwencją większej zawartości HG w DASP w 

porównaniu do frakcji marchwiowej, która zawierała więcej RG-I. 
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4.4. Publikacja P4 (Effect of enzymatic modification on the 

structure and rheological properties of diluted alkali-

soluble pectin fraction rich in RG-I) 

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Zdunek A., 2024, Effect of enzymatic modification 

on the structure and rheological properties of diluted alkali-soluble pectin fraction rich in RG-

I, Scientific Reports, 14, 11454. 

W publikacji P4 przedstawiono wyniki badań dotyczące zamian w strukturze DASP  

w wyniku działania enzymów degradujących szkielet główny oraz łańcuchy boczne RG-I: 

 Acetyloestraza ramnogalakturonianowa – RGAE (BtRme NC (CE NC), BT4158, E.C. 

3.1.1) bierze udział w deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego w szkielecie RG-

I, co umożliwia dostęp innym enzymom do łańcuchów; 

 Endoliaza ramnogalakturonianu – RGL (BtRge9A (PL9), BT4183, E.C. 4.2.2.23) bierze 

udział w rozcinaniu wiązań α-1,4 między ramnozą i kwasem galakturonowym; 

 Arabinofuranozydaza – ABF (CjAbf51B (GH51), E.C. 3.2.1.55) odcina łańcuchy 

boczne zawierające arabinozę, przyłączoną za pomocą głównie wiązań α-1,2- oraz α-

1,3.  

Enzymy stosowano w trzech kombinacjach (E1, E2, E3), opisanych rozdziale 3.4. 

Celem pracy była charakterystyka strukturalna oraz badania reologiczne właściwości 

frakcji DASP ekstrahowanych z dwóch źródeł ogrodniczych (jabłko i marchewka) 

i strukturalnie zmienionych poprzez modyfikację enzymatyczną. Modyfikacja enzymatyczna 

miała na celu zmiany struktury domeny RG-I i ocenę wpływu ramnozy i arabinozy na 

właściwości na właściwości reologiczne frakcji DASP. 

4.4.1. Zmiany struktury molekuł DASP w wyniku degradacji 

enzymatycznych 

Jak pokazano w pracy P3, natywne próbki DASP inkubowane w buforze tworzą na mice 

struktury o liniowych segmentach o zmiennej długości oddzielonymi punktami zgięć lub 

rozgałęzień. Wcześniej podobne struktury obserwowano dla frakcji DASP z jabłek, marchwi 

lub gruszek, co było tłumaczone wtrąceniami ramnozy w łańcuchach homogalakturonanu. 

Podobna struktura DASP, bez znaczących równic w stosunku do próbki umieszczonej 

w samym buforze, tworzyła się po zastosowaniu modyfikacji E1 (RGAE+RGL) powodującej 

deacetylację i następnie rozcięcie wiązania Rha-GalA. W próbce traktowanej E2 (ABF) 
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obserwowano jednak znacznie większe agregaty i dłuższe łańcuchy, szczególnie dla próbek 

z marchwi. Dodatkowo, zarówno dla traktowania E2, jak i kombinacji trzech enzymów (E3), 

zauważalne były krótkie łańcuchy i małe cząsteczki. Na podstawie analizy obrazów AFM, 

klasyfikowano różne struktury jako cząsteczki "rozgałęzione" oraz "liniowe". Długości 

molekuł rozgałęzionych przed umieszczeniem w buforze wynosiły około 585 ± 23 nm i 443 ± 

23 nm odpowiednio dla DASP z jabłek (DASP-A) i marchwi (DASP-C), co jest zgodne 

z wcześniejszymi badaniami, które wykazały długości krtesie od 20 do 1000 nm dla frakcji 

pektynowych ekstrahowanych z różnych owoców. 

Po inkubacji pektyn w samym buforze przez 120 minut, długości molekuł 

rozgałęzionych nie zmieniły się znacząco dla jabłek, podczas gdy zwiększyły się dla marchwi. 

Długości cząsteczek liniowych przed umieszczeniem w buforze były krótsze niż 100 nm, 

a inkubacja z buforem przez 120 minut spowodowała ich skrócenie dla DASP-A oraz 

nieznaczny wzrost dla DASP-C. Efekt inkubacji z buforem sugeruje, że pektyny mogą ulegać 

zmianom strukturalnym prowadzącym do samoagregacji. Biorąc pod uwagę, iż inkubacja 

prowadzona była w buforze o pH 7, wynik ten może być podobny do wcześniej uzyskanego 

dla pektyn frakcji DASP z jabłek i można go wyjaśnić mechanizmem elektrostatycznego 

odpychania między całkowicie zdysocjowanymi makrocząsteczkami, które prawdopodobnie 

blokują tworzenie się rozszerzonych konformacji łańcuchów pektynowych. 

Najbardziej wyraźny efekt na strukturę DASP w obu materiałach uzyskano po 

zastosowaniu ABF (traktowanie E2) powodującym degradację arabinozy. Po inkubacji 

obserwowano znaczny wzrost całkowitej długości cząsteczek rozgałęzionych (do prawie 1500 

nm po 120 minutach). Efekt ten był wyraźnie związany ze wzrostem liczby segmentów i ich 

nieznacznym skróceniem. W przeciwieństwie do zastosowania jedynie ABF, jednoczesne 

działanie tego enzymu wraz z RGAE i RGL (traktowanie E3) nie spowodowało agregacji i nie 

zwiększyło długości cząsteczek rozgałęzionych. Po inkubacji E3, wartości tych parametrów 

wynosiły odpowiednio 576 ± 26 nm i 356 ± 12 nm dla DASP-A i DASP-C. Obserwowano 

zmniejszenie liczby rozgałęzień na cząsteczkę, z siedmiu rozgałęzień bocznych dla obu źródeł 

do sześciu dla jabłka i pięciu dla pektyn z marchwi. Skrócenie cząsteczek rozgałęzionych oraz 

spadek liczby rozgałęzień w wyniku działania RGAE+RGL+ABF, był bardziej wyraźny dla 

DASP-C niż dla DASP-A. Większa fragmentacja łańcucha pektynowego marchwi mogła 

wynikać z większej zawartości RG-I w porównaniu do jabłka, jak opisano wcześniej w pracy 

P3, co zapewnia więcej miejsc działania enzymów ukierunkowanych na degradację tej domeny 

pektyn w DASP. Inkubacja w mieszaninie enzymów E1 nie spowodowała znaczących różnic 
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w długościach rozgałęzień w żadnym przypadku. Podejrzewa się, że funkcjonowanie enzymu 

RGL, powodującego rozcięcie wiązania Rha-GalA, mogło zostać ograniczone z powodu gęsto 

występujących łańcuchów bocznych arabinozy, które uniemożliwiają dostęp do szkieletu 

głównego RG-I. 

Zmniejszenie długości segmentu, obserwowane dla działania ABF, oznacza skrócenie 

się łańcuchów bocznych. Ponadto w przypadku kombinacji trzech enzymów (E3) spadła 

średnia długość liniowych cząsteczek, co również wskazuje na fragmentację łańcucha. Może 

to oznaczać, że jednoczesne działanie enzymów modyfikujących szkielet RG-I i enzymów 

usuwających łańcuchy boczne arabinozy pozwoliło na skuteczniejszą fragmentację łańcuchów 

pektynowych. Potwierdza to hipotezę, że przyłączona do ramnozy, arabinoza występująca 

w dużych ilościach w badanej frakcji może ograniczać dostęp do szkieletu enzymom 

modyfikującym szkielet RG-I. 

4.4.2. Zmiany grup funkcyjnych molekuł frakcji DASP w wyniku działania 
mieszaniny enzymów (E3) 

Widma FTIR uzyskano dla DASP-A i DASP-C, w formie natywnej, jak i  po 

traktowaniu kombinacją E3 przez 120 minut, dla których zaobserwowano najbardziej wyraźny 

efekt działania. Ogólny kształt widma polisacharydu jest determinowany przez skład cukrowy 

szkieletu, ale wpływ ma również budowa łańcuchów bocznych. Dla wszystkich próbek można 

wyróżnić charakterystyczne regiony absorpcji o podobnym wzorze charakterystycznym dla 

polisacharydów DASP. Brak pasma w zakresie 1745–1700 cm−1, związanego z drganiami grup 

estrowych, sugeruje brak tego ugrupowania w badanych frakcjach pektyn. Wyniki HPLC nie 

wykazały obecności grup metylowych w natywnych pektynach, co jest prawdopodobnie 

wynikiem deestryfikacji pektyn podczas ekstrakcji za pomocą węglanu sodu w środowisku 

alkalicznym. Wartości stopnia acetylacji wynosiły 5,59% i 7,48%, odpowiednio dla natywnych 

pektyn jabłek i marchwi. Sugeruje to niepełną degradację wiązania estrowego między grupą 

acetylową a resztą GalA w łańcuchach pektyn  podczas ekstrakcji. Szerokie pasmo w zakresie 

około 1260–1200 cm−1 może odpowiadać wiązaniu rozciągającemu C–O–C, jednak niższa 

intensywność tego pasma dla obu próbek traktowanych RGAE mogła być efektem częściowej 

deestryfikacji grup acetylowych. Pasmo przy długości fali 1590 cm−1 przypisano 

asymetrycznym drganiom COO– w polimerach kwasu galakturonowego, reprezentującym 

nieestryfikowane grupy karboksylowe pektyn, podczas gdy pik przy około 1407 cm−1 

reprezentował symetryczne drgania anionów karboksylowych. Na podstawie absorpcji widma 
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FTIR w zakresie 1200–900 cm−1 (region odcisku palca) możliwe jest określenie grup 

charakterystycznych dla poszczególnych polisacharydów. Głównym składnikiem 

wpływającym na zmiany w kształcie tego obszaru  w wyniku obróbki enzymatycznej jest GalA. 

Zmiany w intensywności pasm w tym regionie i/lub zanik pików obserwowanych dla 

zmodyfikowanych frakcji mogą sugerować zmiany w łańcuchu głównym DASP. Pasmom 

o liczbach falowych w zakresie 900–800 cm−1 przypisuje się region anomeryczny, co pozwala 

na rozróżnienie α- i β-konfiguracji anomerycznego węgla. Piki przy około 890–850 cm−1 

wskazują na obecność jednostek galaktopiranozy i arabinofuranozy w próbce. Dla DASP-C 

i DASP-A zaobserwowano zanik piku przy 890 cm−1 dla zmodyfikowanej próbki. Dla DASP-

A zaobserwowano zmniejszenie intensywności pasma przy 850 cm−1. Te zmiany mogą 

sugerować przekształcenie wiązań w obrębie łańcuchów bocznych w cząsteczkach. 

4.4.3. Zmiany właściwości reologicznych frakcji DASP  w wyniku degradacji 

enzymatycznej 

Podsumowanie właściwości reologicznych oraz parametrów modelu potęgowego 

(Ostwalda de Waele) i modelu Herschela–Bulkleya dopasowanych do krzywych płynięcia 

znajduje się w Tabeli 4. Współczynnik konsystencji (K) i wskaźnik płynięcia (n) były używane 

do opisu zachowania płynu. Wszystkie wartości n były mniejsze niż 1, co wskazuje na to, że 

próbki zachowywały się jak płyny pseudoplastyczne rozrzedzane ścinaniem, co jest zgodne 

z wcześniejszymi doniesieniami dla roztworów pektynowych. Ich pozorna lepkość zmniejszała 

się wraz ze wzrostem szybkości ścinania, a sieć makromolekularna była orientowana lub 

deformowana w kierunku przepływu. 

 

Tabela 3.  Właściwości reologiczne natywnego (bufor) i modyfikowanego przez 120 minut 

enzymami (E1, E2 i E3) DASP z jabłek (DASP-A) i marchwi (DASP-C). G′ – moduł 

zachowawczy; G′/G″ – stosunek modułu zachowawczego do modułu stratności; tanδ – 

współczynnik stratności; K – współczynnik konsystencji; n – indeks płynięcia; G0 – granica 

plastyczności; Punkt płynięcia – minimalna szybkość ścinania potrzebna do zainicjowania 

płynięcia materiału; Granica lepkości liniowej – graniczna wartość lepkości, powyżej której 

próbka traci liniową charakterystykę reologiczną. 
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Parametr Jednostka DASP-A DASP-C 

  BUFOR 

E1 

(RGAE + 

RGL) 

E2 

(ABF) 

E3 

(RGAE 

 + RGL 

+ABF) 

BUFOR 

E1 

(RGAE + 

RGL) 

E2 

(ABF) 

E3 

(RGAE 

+ RGL 

+ ABF) 

G′ Pa 

310,83 

±231,30
ab 

154,61 

±139,91
a 

32,29 

±17,23ab 

338,77 

±145,85
ab 

405,5 

±28,92b 

167,20 

±154,87
ab 

43,67 

±25,38
ab 

207,33 

±119,49ab 

G′/G′′  
7,52 

±3,14ab 

10,74 

±1,42b 

4,38 

±0,99ab 

8,34 

±1,43ab 

6,77 

±0,51ab 

6,44 

±1,08ab 

3,51 

±0,93a 

6,93 

±2,48ab 

tanδ  
0,14 

±0,00abc 

0,09 

±0,01bc 

0,24 

±0,05a 

0,13 

±0,03ab 

0,15 

±0,01abc 

0,16 

±0,03abc 

0,30 

±0,07c 

0,15 

±0,07ab 

Punkt 

płynięcia 
% 

6,07 

±3,83ab 

5,76 

±1,26bc 

16,09 

±4,50ab 

3,77 

±1,95a 

1,93 

±0,85a 

12,85 

±7,76abc 

20,60 

±10,64
c 

3,77 

±1,62ab 

Granica 

lepkości 
liniowej 

% 
3,72 

±1,83abc 

1,79 

±0,50bc 

5,76 

±2,20a 

1,54 

±0,75a 

1,34 

±0,90a 

3,41 

±1,47abc 

7,20 

±2,23c 

1,88 

±0,79ab 

Model 

potęgowy 
K Pa · s 

2,59 

±3,99a 

1,39 

±1,46a 

0,19 

±0,09a 

2,62 

±2,76a 

9,33 

±3,66ab 

20,40 

±3,57b 

5,42 

±2,16a 

23,56 

±12,54b 

 n   
0,56 

±0,16bc 

0,63 

±0,19cd 

0,86 

±0,07d 

0,54 

±0,13abc 

0,41 

±0,06abc 

0,32 

±0,14ab 

0,49 

±0,09a

bc 

0,29 

±0,08a 

Model 

Herschela–
Bulkleya 

G

0 
Pa 

3,63 

±5,75a 

3,21 

±4,08a 

0,06 

±0,11a 

3,71 

±5,61a 

10,79 

±6,97ab 

31,17 

±20,41b

c 

7,94 

±4,57a 

32,98 

±16,12c 

 K Pa · s 
1,07 

±1,16abc 

0,46 

±0,25ab 

0,19 

±0,09a 

1,28 

±0,9abc 

4,76 

±0,65d 

3,07 

±1,68cd 

2,79 

±0,95b

cd 

5,08 

±2,31d 

 n  
0,63 

±0,12ab 

0,73 

±0,09bc 

0,87 

±0,07c 

0,61 

±0,10ab 

0,50 

±0,03a 

0,59 

±0,14ab 

0,58 

±0,05a

b 

0,48 

±0,04a 

Lepkość (przy 
10 s-1) 

 
Pa · 
s 

0,93 

±0,89ab 

0,65 

±0,55a 

0,14 

±0,05a 

1,58 

±1,17ab 

3,13 

±0,87bc 

4,91 

±2,08c 

2,13 

±0,77a
b 

5,19 

±1,90c 

Lepkość 
istotna 

 
mL · 
g−1 

158,33 148,53 151,56 123,29 293,37 242,31 160,28 147,51 

Różne litery wskazują różnice istotne statystycznie (ANOVA, p < 0,05). 

Traktowanie E2 (ABF) prowadziło do zmniejszenia współczynnika K dla frakcji DASP 

z obu źródeł, co wskazuje na osłabienie sieci makromolekularnych przez ten enzym. Można 

więc wnioskować, że boczne łańcuchy arabinozy były zaangażowane w splątania 

makromolekularne w natywnych frakcjach, co skutkowało wyższą lepkością pektyn w buforze. 

Silny wpływ ABF na strukturę DASP i reologię może być spowodowany stosunkowo wysoką 

zawartością arabinozy w badanych frakcjach.  
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Oscylacyjne testy reologiczne wykazały, że wszystkie badane próbki wykazywały 

zachowanie bardziej ciał stałych niż cieczy, co potwierdzają wysokie wartości modułu 

zachowaczego (G′) w porównaniu do modułu stratności (G″). Wartości tanδ (współczynnik 

stratności) były mniejsze niż 1, co potwierdza, że próbki zachowywały się bardziej jak ciała 

stałe. 

Zmniejszenie modułu zachowaczego G′ było wynikiem modyfikacji E1 (RGAE+RGL) 

dla frakcji z obu źródeł. Proces ten mógł zmniejszać średnią masę cząsteczkową polimeru, co 

prowadziło do zmniejszenia stopnia splątania, a tym samym ogólnej wytrzymałości sieci. Dla 

DASP-A, traktowanie E3 (RGAE+RGL+ABF) skutkowało największym zmniejszeniem 

lepkości istotnej, co może mieć związek z zaobserwowanym zmniejszeniem się liczby 

rozgałęzień na cząsteczkę. 

Duże zmniejszenie modułu G′, które zaobserwowano po usunięciu bocznych łańcuchów 

arabinozy w modyfikacji E2. W połączeniu ze wzrostem współczynnika stratności G″, 

wskazuje to na znaczne zmniejszenie elastycznych właściwości żeli pektynowych. Może to też 

sugerować, że łańcuchy arabinozy, jako punkty wiążące w sieci pektynowej, są odpowiedzialne 

za zachowanie typowe dla ciał stałych. Wzrost lepkości po traktowaniu E3, wskazuje na 

większą możliwość interakcji cząsteczek ograniczaną przez splątania łańcuchów bocznych 

przyłączonych do jednostek ramnozy, a także grup acetylowych, które mogą utrudniać 

przyjmowanie sprzyjających wiązaniu konformacji przez polimer. 

Zmniejszenie modułu G′ w wyniku działania E1 było mniejsze dla DASP-C niż dla 

DASP-A, co sugeruje, że struktura deacetylowanego DASP-C jest bardziej odporna na 

odkształcenia. Wyniki te mogą wskazywać, że arabinoza przyłączona do ramnozy, obficie 

występująca w badanej frakcji, mogła ograniczać dostęp enzymów modyfikujących szkielet 

RG-I.  
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5. Omówienie wyników przedstawionych w badaniach 

uzupełniających 

 

5.1.  Wpływ regionu RG-I frakcji DASP na właściwości mechaniczne 
naturalnych i modelowych ścian komórkowych.  

 
5.1.1.  Wstęp 

Pektyny odgrywają kluczową rolę w mechanice ścian komórkowych roślin, wpływając 

na ich sztywność, elastyczność i integralność strukturalną. Dotychczasowe badania sugerują, 

że pektyny tworzą niezależną sieć w matrycy celulozowo-hemicelulozowej, o właściwościach 

plastyfikujących i wiążących wodę, zapewniając wytrzymałość mechaniczną roślinnych ścian 

komórkowych (Somerville i in., 2004; B. Zhang i in., 2021). Co więcej, uważa się, że pektyny 

oddziałują z celulozą poprzez interakcje regionów HG z wapniem (Lin i in., 2016) oraz 

łańcuchy boczne RG-I, złożone z arabinanu i/lub galaktanu, które silnie adsorbują się na 

mikrofibrylach celulozy (Iwai i in., 2001; Oechslin i in., 2002; Zykwinska i in., 2005). 

Podejrzewa się, że kowalencyjnie związana ze ścianą komórkową frakcja DASP jest jednym 

z głównych determinantów sztywności ścian komórkowych gruszek (Zdunek i in., 2016). 

Badania in vitro wykazały również, że usunięcie pektyn ze ścian komórkowych powodowało 

spadek jej sztywności i ujednolicenie wartości dla owoców o odmiennej teksturze (Kozioł i in., 

2017). 

Strukturalne i chemiczne podobieństwo celulozy bakteryjnej (BC) do celulozy roślinnej 

pozwala na traktowanie kompozytów stworzonych na bazie tej celulozy jako tzw. analogi ścian 

komórkowych roślin (Chibrikov, Pieczywek, & Zdunek, 2023; Cybulska i in., 2010; 

Szymańska-Chargot i in., 2011, 2017). Celem niniejszych badań była ocena wpływu domeny 

RG-I frakcji DASP na właściwości mechaniczne ścian komórkowych. Badania prowadzono na 

bakteryjnych analogach ścian komórkowych oraz na materiale ściany komórkowej z jabłek 

i marchwi. W przypadku analogów ścian komórkowych badania prowadzono z użyciem frakcji 

DASP pozyskanej z owoców jabłoni. Frakcję DASP w formie natywnej lub zmodyfikowanej 

enzymatycznie pod kątem struktury domeny RG-I dodawano do pożywki hodowlanej bakterii 

produkujących celulozę (BC), co pozwoliło na określenie wpływu tej domeny na właściwości 

mechaniczne powstałego analogu ściany komórkowej. W przypadku badań z użyciem 

naturalnych ścian komórkowych, ściany poddawano degradacji enzymatycznej z użyciem tych 

samych enzymów degradujących RG-I. Należy zaznaczyć, że przedstawione w tym rozdziale 
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analizy mają charakter porównawczy ze względu na badanie analogów i ścian komórkowych 

w stanie suchym. 

5.1.2. Materiały i metody 

5.1.2.1. Materiał ścian komórkowych (CWM) 

Ściany komórkowe (CWM) ekstrahowano z owoców jabłoni oraz korzenia marchwi 

zgodne z metodą opisaną w rozdziale 3.2 niniejszej pracy. W celu przeprowadzenia modyfikacji 

enzymatycznych CWM, przygotowano zawiesinę zmielonego materiału o stężeniu 1 mg·mL-1. 

Zastosowano degradację enzymatyczną mieszaniną enzymów E3, zgodnie z metodyką 

i konwencją opisaną w rozdziale 3.4 niniejszej pracy, z niewielkimi modyfikacjami, 

przedstawionymi na schemacie (Rysunek 5).  

5.1.2.2. Ekstrakcja frakcji DASP i modyfikacje enzymatyczne 

Frakcję DASP z jabłka ekstrahowano zgodnie z metodą opisaną w rozdziale 3.3 

niniejszej pracy, jednakże z pominięciem zastosowania 50 mM CDTA. Jest to spowodowane 

jego silnym działaniem bakteriostatycznym, nawet po usunięciu większości odczynnika 

podczas procesu dializy. Zatem w tym przypadku frakcję DASP pozyskano po usunięciu 

jedynie frakcji pektyn rozpuszczalnych w wodzie. Modyfikacje enzymatyczne frakcji DASP 

mieszaniną enzymów E3 prowadzono zgodnie z metodą opisaną w rozdziale 3.4 niniejszej 

pracy, przy użyciu następujących enzymów: 

 RGAE – acetyloestraza ramnogalakturonianowa (9,9 U·mg−1); 

 RGL – endoliaza ramnogalakturonianu (0,22 U·mg−1); 

 ABF – arabinofuranozydaza  (2,1 U·mg−1). 

Próba kontrolna – bufor (35 mM Na–HEPES, pH 7,5; 750 mM NaCl, 200 mM imidazol, 3,5 

mM CaCl2 oraz 25% (v/v) glicerol). 

5.1.2.3.Przygotowanie kompozytów celulozy bakteryjnej 

Filmy celulozy bakteryjnej (ang. bacterial celulose, BC) przygotowano na pożywce 

Hestrin–Schramm (HS) (Hestrin i Schramm, 1954) modyfikowanej według (Cybulska i in., 

2010). Czystą BC (BC-PURE) przygotowano na pożywce HS zawierającej 2% mas. glukozy 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 0,5% mas. peptonu kazeinowego (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA), 0,5% mas. ekstraktu drożdżowego (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA), 0,27% mas. bezwodnego fosforanu disodowego (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) i 0,115% mas. monohydratu kwasu cytrynowego (Chempur, 

Piekary Śląskie, Polska), rozpuszczając składniki w wodzie dejonizowanej. Następnie pH 

pożywki hodowlanej doprowadzono do 5,0 za pomocą roztworu 1 M NaOH/HCl. Kompozyt 

celulozy bakteryjnej z pektynami przygotowano poprzez dodanie do pożywki HS DASP 

natywnego (próbki oznaczono jako BC-DASP) lub wcześniej zmodyfikowanego 

enzymatycznie w mieszaninie enzymów E3 (próbki w tej części eksperymentu oznaczono jako 

BC-E3) w obu przypadkach w ilości 0,5% mas.  

Pożywkę HS autoklawowano w temperaturze 121°C przez 11 minut, a następnie 

doprowadzono do temperatury pokojowej. Inokulum przygotowano poprzez zaszczepienie ok. 

2 mg dwudniowej kolonii szczepu bakterii Komataeibacter xylinum ATCC-53524 (LGC 

Standards, Teddington, Wielka Brytania) w 50 mL pożywki. Kompozyty wytwarzano 

statycznie w temperaturze 30 ± 1°C przez 10 dni. Następnie uzyskane kompozyty płukano 

w wodzie dejonizowanej przez 72 godziny w celu pozbycia się resztek podłoża oraz innych 

zanieczyszczeń i niewbudowanych składników. Po oczyszczeniu, kompozyty suszono 

w temperaturze 40 ± 1°C do stałej masy. Wysuszone kompozyty przechowywano do dalszych 

analiz, w temperaturze 20 ± 1 °C i przy wilgotności względnej 33% ± 2%. 

5.1.2.4. Testy mechaniczne 

Testy mechaniczne kompozytów celulozy bakteryjnej (BC) z pektynami 

Właściwości mechaniczne celulozy bakteryjnej z pektynami w skali określono w teście  

jednoosiowego rozciągania przy stałej prędkości odkształcania (Chibrikov i in., 2024). 

Uzyskane próbki w postaci błony cięto na paski o szerokości około 3 mm i długości 20 mm. 

Szerokość wyciętej próbki mierzono za pomocą mikroskopu Olympus SZX16 (Olympus 

Corporation, Tokio, Japonia) wyposażonego w obiektyw SDF PLAPO 0,5XPF i kamerę DMK 

21 AU04 AS (The Imaging Source, Charlotte, Karolina Północna, USA). Grubość każdego 

próbki mierzono za pomocą mikrometru cyfrowego BAKER IP54 (Baker Gauges Private 

Limited, Maharasztra, Indie). Próby jednoosiowego rozciągania przeprowadzono przy użyciu 

mikrotestera (Deben Microtest, Suffolk, Wielka Brytania) wyposażonego w głowicę 200 N. 

Odległość pomiędzy zaciskami mikrotestera ustalono na 10 mm (efektywna długość 

rozciąganej próbki). Próbki rozciągano ze stałą prędkoscią wynoszącą 1,67·10-6 m·s-1 do 

momentu jej rozerwania. Wykonano minimum 3 powtórzenia dla każdej próbki. Moduł Younga 

próbki, wyznaczono za pomocą procedury Python TDA (Pieczywek, 2022a) jako stosunek 

napięcia do naprężenia dla początkowego odcinka nachylenia krzywej (Rysunek 5). 
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Testy mechaniczne ścian komórkowych (CWM) 

Badania właściwości mechanicznych ścian komórkowych (CWM) wykonano przy 

użyciu mikroskopu sił atomowych (pomiar w nano-skali) w teście indentacji. Próbki CWM 

nakraplano (około 300 µL zawiesiny wodnej) na szkiełko mikroskopowe. Następnie suszono 

je przez 48 godzin na powietrzu (22°C, RH 26–30%). Po tym czasie z próbek wypłukiwano 

glicerol, będący pozostałością po roztworach enzymów, poprzez moczenie w metanolu. 

Następnie próbki suszono w takich samych warunkach przez 24 godzin. Do wykonania testów 

nanoindentacji próbek CWM w stanie suchym wykorzystano mikroskop sił atomowych 

Bioscope Catalyst II  z kontrolerem Nanoscope V oraz sondę RTESPA-525 AFM z krzemu 

domieszkowanego antymonem o sztywności 200 N·m-1 (Bruker, Billerica, MA,USA), 

promieniu ostrza 8 nm oraz częstotliwości nominalnej 525 kHz. Dla każdej próbki 

wykonywano 10 pomiarów losowo wybranych skrawków CWM. Indywidualny pomiar 

obejmował rejestrację 25 krzywych „siła-przemieszczenie” (25 punktów pomiarowych w siatce 

5 × 5 na obszarze 4 µm²). 
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Rysunek 5. Schemat eksperymentów mechanicznych: test rozciągania jednoosiowego 

analogów ścian konórkowych przy pomocy mikrotestera oraz nanoindentacja CWM za pomocą 

AFM, wraz z przykładowymi krzywymi eksperymentalnymi. Przygotowano z wykorzystaniem 

oprogramowania Biorender.  

Do wyznaczenia modułu Younga materiału ścian komórkowych zastosowano model 

Hertza-Sneddona (Równanie 6) (Sneddon, 1965), będący rozwinięciem modelu Hertza, 

poprzez wpisanie tego modelu w eksperymentalne krzywe siła-indentacja. Moduł Younga 

oszacowano przy użyciu oprogramowania NanoPlot (środowisko Matlab R2011a, Pieczywek, 

2022b).  Przyjęto współczynnik Poissona równy 0,3 jako wartość zalecaną dla polimerów 

anizotropowych i materiałów pochodzenia biologicznego (Niklas & Spatz, 2012). 

 𝐹(𝛿) = 2 ∙ tan 𝛼𝜋(1 − 𝜐2) 𝐸 ∙ 𝛿2 

 

(6) 

gdzie: 𝐹 – siła indentacji (nacisku stożkowej końcówki); 𝐸 – wartość modułu Younga badanego materiału; 𝜐 – współczynnik Poissona  badanego materiału; 𝛼 – kąt otwarcia stożkowej końcówki; 𝛿 – wartość indentacji. 

 

5.1.3. Wyniki i dyskusja 

5.1.3.1. Zmiany właściwości mechaniczny analogów ścian komórkowych w 

wyniku degradacji RG-I 

Dodanie DASP do pożywki hodowlanej BC wpłynęło na właściwości mechaniczne 

powstałych kompozytów (Rysunek 6a). Wartość modułu Younga dla celulozy bakteryjnej bez 

dodatku pektyn (BC-PURE) była w zakresie wartości podawanych w literaturze (Chibrikov 

i in., 2024; Chibrikov, Pieczywek, Cybulska, i in., 2023; Cybulska i in., 2023) i wynosiła 5,18 

± 0,78 GPa, natomiast dodatek natywnego DASP (BC-DASP), spowodował istotny jego wzrost  

do 7,51 ± 1,04 GPa. Uzyskany wzrost modułu Younga jest zgodny z wcześniejszymi badaniami 

BC z różnymi frakcjami pektyn: zarówno frakcja pektyn rozpuszczalna w wodzie jak 

i komercyjny RG-I powodowały wzrost wartości modułu Younga oraz ogólne usztywnienie 

kompozytów, co sugerowało pewną zdolność do łączenia się z celulozą (Cybulska i in., 2023; 
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Lin i in., 2016). Potwierdzają to również badania Gu & Catchmark (2012) obejmujące pektyny, 

gdzie pokazano, że na mechaniczne właściwości kompozytów celulozy bakteryjnej ma wpływ 

między innymi RG-I poprzez tworzenie bardziej elastycznych struktur kompozytowych. 

 

Rysunek 6. Wyniki testów mechanicznych modelowych (a) i naturalnych (b) ścian 

komórkowych. Słupki błędów na rys. a przestawiają odchylenie standardowe, natomiast na rys. 

b, błąd standardowy. Znak (*) wskazuje na różnice istotne statystycznie (ANOVA, p < 0,05). 

Dodatek do pożywki zmodyfikowanych enzymatycznie pektyn DASP (próbka BC-ET) 

spowodowała spadek wartości modułu Younga do 4,97 ± 0,60 GPa czyli do poziomu 

zbliżonego do sztywności czystej celulozy bakteryjnej. Świadczy to o tym, że struktura regionu 

RG-I frakcji DASP ma istotny wpływ na właściwości mechaniczne uzyskanych kompozytów. 

Zmiana cech strukturalnych pod wpływem mieszaniny enzymów (jak to opisano w publikacji 

P4 dla mieszaniny E3) spowodowała też utratę mechanicznej funkcji RG-I w obecności 

celulozy bakteryjnej. Wynik ten sugeruje, że RG-I jest elementem, który odpowiada 

w znaczącym stopniu za właściwości mechaniczne ściany komórkowej. Może być to związane 

z obficie występującymi we frakcji DASP łańcuchami bocznymi, szczególnie dołączonej do 

ramnozy arabinozy, które wzmacniają interakcje między włóknami w sieci przede wszystkim 

poprzez opisane powyżej splątania (Silveira i in., 2014). 

 

5.1.3.2.  Zmiany właściwości mechanicznych CWM w wyniku degradacji 

RG-I 

Próbki CWM nie poddane traktowaniu enzymami (zastosowano sam bufor) w stanie 

suchym z owoców jabłoni charakteryzują się wyraźnie wyższym modułem Younga (14,80 ± 

0,37 GPa) w porównaniu do próbek z marchwi (8,38 ± 0,25 GPa) (Rysunek 6b). Uzyskane 

różnice pokazują po raz pierwszy międzygatunkowe różnice w sztywności ściany komórkowej. 
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Jest to też wynik zgodny z ogólnie przyjętą hipotezą, że makroskopowe właściwości 

mechaniczne tkanek roślinnych zależą od struktury, w tym struktury i właściwości ścian 

komórkowych, co zostało pokazane między innymi na przykładzie dwóch odmian owoców 

gruszy o skrajnie odmiennej jędrności (Zdunek i in., 2014) oraz dla szeregu odmian owoców 

jabłoni (Cybulska i in., 2013).  

Modyfikacja materiału ścian komórkowych mieszaniną enzymów E3 spowodowała 

obniżenie wartości modułu Younga o około 1,7 GPa dla próbek z jabłka oraz o około 2 GPa 

dla próbek z marchwi. Uzyskane wyniki zmniejszenia się sztywności ściany komórkowej 

w wyniku degradacji enzymatycznej są zgodne z poprzednimi badaniami o podobnym 

charakterze oraz wynikami badań dla BC wzbogaconej o DASP. We wcześniejszych badaniach 

spadek wartości modułu Younga odnotowano w wyniku ekstrakcji kolejnych frakcji pektyn 

(WSP, CSP, DASP) ze ściany komórkowej gruszy (Kozioł i in., 2017). Zgodnie z przyjętą tam 

interpretacją, obserwowany spadek sztywności CWM próbek z jabłka oraz marchwi w tym 

eksperymencie można tłumaczyć tworzeniem się pustych przestrzeni w sieci celulozowo-

hemicelulozowej. W  przypadku zestawu enzymów E3, spadek ten należy przypisać degradacji 

domeny RG-I w pektynach zawartych w CWM. 

5.1.4. Podsumowanie 

W tej części badań stosowano mieszaninę enzymów E3. Pektyny frakcji DASP 

poddawane były więc jednocześnie deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego 

w szkielecie RG-I, rozcinaniu wiązań α-1,4 między ramnozą i kwasem galakturonowym oraz 

odcinaniu arabinozy z łańcuchów bocznych. 

Pokazano, że dodatek pektyn frakcji DASP, bogatej w RG-I, wpływa na mechaniczne 

właściwości błon celulozy bakteryjnej podwyższając ich sztywność. Jednak dodatek pektyn 

DASP ze zdegradowanym RG-I nie powodował już znaczących różnic sztywności kompozytu 

w stosunku do czystej błony celulozy bakteryjnej. Wynik ten sugeruje, że RG-I może wchodzić 

w interakcje z celulozą powodując usztywnienie kompozytu. Pokazano również, że degradacja 

RG-I natywnej ściany komórkowej (CWM) prowadzi do nieznacznego spadku jej  sztywności. 

Wynik ten jest zgodny z obserwowanym we wcześniejszych pracach spadkiem sztywności 

CWM podczas naturalnej degradacji pektyn w owocach gruszy podczas dojrzewania lub 

enzymatycznej degradacji in vitro.  Z przeprowadzonych badań w niniejszej pracy można więc 

wysnuć wniosek, że struktura łańcucha głównego Rha-GalA oraz obecność przyłączonych do 
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ramnozy łańcuchów arabinozy odgrywają istotną rolę w kształtowaniu sztywności ściany 

komórkowej u roślin.  
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5.2. Badania wpływu regionu RG-I frakcji DASP na właściwości 
pektyn poprzez enzymatyczne i chemiczne modyfikacje 

 

5.2.1. Wstęp 

Modyfikacje enzymatyczne oraz chemiczne pektyn są powszechnie stosowane w celu 

kontrolowania ich właściwości reologicznych i funkcjonalnych. Strukturę poszczególnych 

domen pektynowych można ujawnić poprzez ich chemiczne i/lub enzymatyczne rozdzielenie, 

a następnie charakterystykę fizykochemiczną (Santiago i in., 2018). Aby w pełni rozwinąć 

potencjał modyfikacji pektyn, kluczowe jest dogłębne zrozumienie mechanizmów działania 

czynników modyfikujących oraz opracowanie metod precyzyjnego dostosowywania 

właściwości do konkretnych zastosowań. Kontrolowana modyfikacja lepkości i właściwości 

żelujących może być wykorzystana do produkcji bardziej stabilnych i funkcjonalnych żeli 

spożywczych oraz innych zastosowań przemysłowych, gdzie kluczowe są specyficzne 

właściwości reologiczne. 

 Jiao i in. (2023) przeprowadzili przegląd różnych metod modyfikacji pektyn, 

podkreślając potencjalne bioaktywności zmodyfikowanych pektyn, takie jak zwiększone 

właściwości antyoksydacyjne i przeciwbakteryjne. Fragmentacja łańcucha RG-I może 

prowadzić do znaczącego obniżenia lepkości pektyn w wyniku depolimeryzacji łańcuchów, jak 

wykazano w badaniach nad modyfikowanymi pektynami z jabłek (Ngouémazong i in., 2015). 

Modyfikacje enzymatyczne za pomocą pektynaz w regionach łańcuchów bocznych pektyn 

prowadziły do uzyskania polimerów o znacznie niższej lepkości przy braku obecności jonów 

wapnia. Z drugiej strony, lepkość próbek w tych samych warunkach wzrastała po deestryfikacji 

szkieletu pektynowego za pomocą metylestrazy pektynowej (PME). W obecności wapnia, 

pektyny poddane deestryfikacji wykazywały 35-krotny wzrost wartości modułu 

przechowywania (G'), co oznaczało znaczny wzrost siły uzyskanych sieci żeli (Schmelter, 

2002). 

 J.-F. Thibault i in. (1993) wyizolowali frakcję homogalakturonanu pektyn z różnych 

źródeł za pomocą łagodnej hydrolizy kwasowej w temperaturze 80°C przez 72 godziny, a jej 

charakterystyka wykazała różną wrażliwość wiązań glikozydowych na hydrolizę kwasową. 

Sugeruje się, że łagodna hydroliza kwasowa w temperaturze 80°C przez 24 godziny wystarcza 

do izolacji frakcji HG różnych pektyn cytrusowych oraz niedojrzałej okrywy nasiennikowej 

pomidora (Kaya i in., 2014; Round i in., 2010), umożliwiając rozdzielanie degradowanycch 
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fragmentów RG-I, rozpuszczalnych w kwasie, oraz nienaruszonych domen HG, które pozostają 

nierozpuszczalne w kwasie. Należy mieć na uwadze, że używanie metod chemicznych lub 

enzymatycznych do rozdzielania subdomen pektyn często może wiązać się z obecnością 

resztkowych ilości jednej frakcji w innej (Santiago i in., 2017). Domena HG związana jest 

najczęściej z wysoką masą cząsteczkową, lepkością oraz sztywnością makromolekuł (Kaya 

i in., 2014; Morris, Ralet, i in., 2010).  

Cechy strukturalne polimerów pektynowych są kształtowane głównie przez ich źródło 

oraz zastosowaną metodę ekstrakcji. Frakcja DASP, opisywana jest jako mieszaniona domen 

HG i RG-I, jednakże poprzednie badania sugerują istotną rolę RG-I w kształtowaniu 

właściwości strukturalnych i reologicznych.  

W celu dokładniejszej charakterystki roli regionu RG-I frakcji DASP na właściwości 

pektyn, pogłębiono zakres modyfikacji enzymatycznych, stosując degradację zarówno 

łańcuchów bocznych arabinozy, jak i galaktozy. Bez zmian pozostał rodzaj reszty enzymów, 

zastosowamo je jednak w modelu sekwencyjnym, co miało na celu wzmocnienie działania 

degradującego łańcuchy boczne oraz deacetylację, poprzedzające wycięcie jednostek ramnozy. 

Poprzednie badania sugerowały bowiem, że eliminacja wszystkich czynników sterycznych 

w postaci łańcuchów bocznych, może być konieczna do prawidłowego działania enzymu RGL. 

Dodatkowo zastosowano metodę hydrolizy kwasowej w celu degradacji chemicznej RG-I, ze 

względu na możliwość skutecznej, jednak nieselektywnej degradacji pektyn. Hydroliza 

kwasowa pozwala na efektywne usunięcie czynników sterycznych i rozdzielenie domen 

pektynowych. Pozwala to na dokładniejsze zbadanie wpływu poszczególnych regionów na ich 

właściwości reologiczne i funkcjonalne. Porównanie dwóch metod degradacji regionu RG-I, 

selektywnej metody enzymatycznej oraz kompleksowej hydrolizy kwasowej, pozwala na 

uzyskanie szerszego obrazu wpływu regionu RG-I na właściwości pektyn, co jest kluczowe dla 

zrozumienia ich funkcjonalności i potencjalnych zastosowań. 

 

5.2.2. Materiały i metody  

5.2.2.1. Ekstrakcja frakcji DASP ze ściany komórkowej 
 Ekstrakcję frakcji DASP z owoców jabłoni i korzenia marchwi przeprowadzono 

zgodnie z metodyką opisaną w rozdziale 3.3 niniejszej pracy.   
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5.2.2.2. Modyfikacje pektyn frakcji DASP 

Frakcję DASP z jabłek i marchwi poddano modyfikacjom enzymatycznym lub 

hydrolizie kwasowej. W tej części badań mieszankę enzymów E3 uzupełniono o enzym 

odpowiedzialny za degradację galaktozy, łańcucha bocznego przyłączonego, podobnie jak 

arabinoza, do ramnozy w pektynach RG-I. W celu zwiększenia efektywności degradacji 

enzymatycznej enzymy stosowano w sekwencji GAL>RGAE>ABF>RGL (oznaczenia zawarto 

w Tabeli 6). Przygotowując próbkę, dodatkowo zastosowano demineralizację. Tabela 6 

przedstawia szczegóły zastosowanych modyfikacji i ich oznaczenia. 

Tabela 6. Opis oznaczeń zastosowanych modyfikacji pektyn.  

Oznaczenie  Opis 

M Macierzysta próbka pektyn 

D Demineralizacja: H2O:EtOH 1:4 v/v pH 2,0 

ET Modyfikacje enzymatyczne: GAL (0,19 U·mg-1) + RGAE 

(19,8 U·mg-1) + ABF (4,2 U·mg-1) + RGL (0,44 U·mg-1)  

AH Hydroliza kwasowa pH 1,0 80°C 

M, próbka macierzysta; D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne; AH, hydroliza kwasowa; GAL, β-

galaktozydaza; RGAE, acetyloestraza RG-I; ABF, arabinofuranozydaza; RGL, endoliaza ramnogalakturonanu. 

Demineralizacja 

Liofilizowane próbki pektyn mieszano w roztworze woda-etanol (1:4 v/v) o pH 2,0 

przez godzinę, po czym przefiltrowano za pomocą jednostki do filtracji próżniowej. Proces 

płukania powtarzano trzykrotnie. Następnie mieszaninę pozostawiano na mieszadle 

magnetycznym przez noc w temperaturze 4°C. Ciało stałe oddzielano za pomocą filtracji 

próżniowej. Pozostałość rozpuszczono w wodzie MiliQ i mieszano przez około 1 godzinę. 

Finalnie próbki pektyn liofilizowano po zamrożeniu w ciekłym azocie. 

Reakcje enzymatyczne 

Demineralizowaną frakcję DASP traktowano enzymami degradującymi szkielet RG-I 

oraz jego łańcuchy boczne. Użyto czterech rodzajów enzymów: Acetyloestraza RG-I BtRme 

NC (CE NC), BT4158, E.C. numer 3.1.1. (Nzytech) (RGAE); Endoliaza ramnogalakturonanu 

BtRge9A (PL9), BT4183, E.C. numer 4.2.2.23 (Nzytech) (RGL); Arabinofuranozydaza 

CjAbf51B (GH51), E.C. numer 3.2.1.55 (Nzytech) (ABF); β-Galaktozydaza GH35, E.C. numer 
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3.2.1.23 (Megazyme) (GAL). Enzymy były stosowane sekwencyjnie. Tabela 6  przedstawia 

dokładne ilości użytych enzymów.  

Liofilizowane pektyny rozpuszczano przez noc w buforze octanowym (100 mM, pH 

4,5). Następnie pH dostosowano do 5,0 i dodawano GAL. Próbki inkubowano z wytrząsaniem 

w kąpieli wodnej w temperaturze 60°C przez 120 minut. Następnie temperatura kąpieli wodnej 

była zmniejszana do 37°C. W drugim etapie dostosowano pH próbek do 7,5 za pomocą 0,1 M 

NaOH, po czym dodawano enzymy RGAE i ABF i inkubowano przez 120 minut. Na koniec 

dodawano enzym RGL i próbki inkubowano przez kolejne 120 minut. Po upływie zadanego 

czasu próbki schładzano w łaźni lodowej przez 5 minut, a następnie dializowano wobec wody 

demineralizowanej przez 48 godzin (Spektra/Por® Dialysis Membrane, 0.1–0.5 kDa MWCO) 

i liofilizowano (Alpha 2–4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, 

Niemcy). 

Hydroliza kwasowa 

Hydroliza kwasowa próbek frakcji DASP była przeprowadzana zgodnie z metodą 

opisaną przez Neckebroeck i in. (2021). Na wstępie 200 mg zdemineralizowanej próbki 

rozpuszczano przez noc w 4°C w 60 mL wody MiliQ. pH dostosowano do 1,0 za pomocą 1 M 

HCl i roztwór inkubowano w temperaturze 80°C przez 24 godziny w kąpieli wodnej. Następnie 

roztwór schładzano do temperatury pokojowej i dodawano etanol do końcowego stężenia 80% 

(v/v). Zawiesinę filtrowano przy użyciu filtra szklanego (filtry membranowe Durapore®, 0,1 

μm, Merck Millipore ltd., Irlandia). Uzyskane pozostałości rozpuszczano w 40 mL wody 

MiliQ, a następnie dodawano 12 mL 0,1 M HCl. Następnie pH roztworu dostosowano do 6,1 

przy użyciu 0,5 M LiOH. Ostatecznie roztwór pektyny dializowano wobec wody 

demineralizowanej przez 48 godzin (Spektra/Por® Dialysis Membrane, 3500 Da MWCO) 

i liofilizowano (Alpha 2–4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, 

Niemcy). 

5.2.2.3. Zawartość kwasu galakturonowego 

W celu oznaczenia zawartości kwasu galakturonowego (GalA) przeprowadzono 

hydrolizę próbek kwasem siarkowym (10 mg próbki z 8 mL stężonego H2SO4), zgodnie 

z metodą Ahmed & Labavitch (1978). Następnie próbki analizowano w trzech powtórzeniach 

metodą spektrofotometryczną (spektrofotometr (GENESYS™ 30 Visible Spectrophotometer, 

Thermo Scientific, Boston, MA, USA), zgodnie z metodą Blumenkrantz & Asboe-Hansen 

(1973), przy długości fali 520 nm i temperaturze 23°C. 
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5.2.2.4. Zawartość cukrów prostych 

Zawartość monosacharydów określano za pomocą wysokosprawnej chromatografii 

jonowymiennej sprzężonej z detektorem pulsacyjno-amperometrycznym (HPAEC-PAD), 

zgodnie z metodą opisaną przez Houben i in. (2011) modyfikowaną przez Neckebroeck i in. 

(2021). Początkowo przeprowadzono hydrolizę kwasową polisacharydów. Liofilizaty w ilości 

2 mg rozpuszczano w 2,8 mL wody MiliQ przez noc. Następnie dodawano 100 µL 72% H2SO4 

w celu uzyskania 4% H2SO4. Hydrolizę prowadzono przez 1 godzinę w 121°C. Następnie 

próbki neutralizowano dodając 1 M NaOH i rozcieńczano do końcowego stężenia 0,02% (w/v). 

Przed analizą próbki przepuszczono przez filtr strzykawkowy 0,45 μm (Chromafil A-45/25, 

Macherey-Nagel, Duren, Niemcy). System HPLC Dionex (DX600) był wyposażony w pompę 

gradientową GS50, kolumnę CarboPac™ PA20 (150 × 3 mm, zakres pH = 0–14) 

z przedkolumną CarboPac™ PA20 (30 × 3 mm). Detektor elektrochemiczny ED50 (Dionex, 

Sunnyvale, USA), używany w trybie PAD z czterokrotną falą potencjałową, był wyposażony 

w referencyjną elektrodę pH (Ag/AgCl) i złotą elektrodę.  

Analiza HPAEC-PAD obejmowała dwuetapowe płukanie z użyciem 100 mM NaOH 

przez 5 minut i 4 mM NaOH przez 5 minut, po czym wstrzykiwano 10 μL hydrolizatu 

i eluowano (0,5 mL·min-1) metodą izokratyczną z użyciem 4 mM NaOH przez 20 minut 

w temperaturze 30°C. Na koniec regenerację kolumny przeprowadzano za pomocą 500 mM 

NaOH przez 10 minut (Arnous & Meyer, 2008). 

Do ilościowego oznaczania i identyfikacji monosacharydów w analizowanych próbkach 

używano krzywych kalibracyjnych standardów (L-fukoza, L-ramnoza, L-arabinoza, D-

galaktoza, D-glukoza, D-ksyloza i D-mannoza) w różnych stężeniach (1–6 ppm). Analizy 

przeprowadzano trzykrotnie. 

5.2.2.5. Zawartość białka 

Całkowitą zawartość azotu określano metodą Dumasa, jak opisano przez Kyomugasho 

i in. (2017) przy użyciu analizatora elementarnego (EA 1108 CHNS–O, CE 

Instruments/Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Ilość białka obliczano na podstawie 

całkowitej zawartości azotu przy użyciu współczynnika konwersji 6,25. Analizę 

przeprowadzano czterokrotnie dla każdej próbki. 

5.2.2.6. Zawartość jonów Fe2+, Na+, Mg2+, K+, Zn2+, Ca2+
 

Określenie zawartości minerałów przeprowadzono zgodnie z metodą opisaną przez 

Moens i in. (2020). Liofilizowaną próbkę (10 mg) zwilżano za pomocą 1 mL wody MiliQ 
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i suszono w 100°C przez 24 godziny. Następnie przeprowadzano spalanie w piecu muflowym 

w 550°C przez 24 godziny. Następnie próbki rozpuszczano w wodzie MiliQ (9,9 mL) 

z dodatkiem 100 μL 65% HNO3. Po 24 godzinach próbki filtrowano (Chromafil A-45/25, 

porowatość 0,45 μm, Macherey-Nagel GmbH, Duren, Niemcy) i poddawano analizie przy 

użyciu optycznej spektrometrii emisyjnej z analizą w indukcyjnie sprzężonej plazmie (ICP-

OES) (spektrometr iCAP 7400 ICP-OES Duo, Thermo Scientific, USA). Analizę 

przeprowadzano trzykrotnie dla każdej próbki.  

5.2.2.7. Pomiar rozkładu masy cząsteczkowej 

Rozkład masy cząsteczkowej (ang. molecular mass, MM) próbek pektyn analizowano 

zgodnie z procedurą opisaną przez Neckebroeck i in., (2021) oraz Shpigelman i in. (2014) przy 

użyciu wysokosprawnej chromatografii wykluczania (HPSEC) sprzężonej z detektorem 

wielokątowego rozpraszania światła laserowego (MALLS) (PN3621, Postnova analytics, 

Niemcy), detektorem refraktometrycznym (RI) (Shodex RI-101, Showa Denko K.K., 

Kawazaki, Japonia) oraz detektorem diodowym (DAD) (G1316A, Agilent Technologies, 

Diegem, Belgia). Próbki (0,2% w/v) rozpuszczano przez noc w wodzie MiliQ, filtrowano 

(Chromafil A-45/25, porowatość 0,45 μm, Macherey-Nagel GmbH, Duren, Niemcy) 

i wstrzykiwano do aparatury (100 μL). Użyto serii trzech kolumn: Ultrahydrogel 250, 1000 

i 2000, z granicami wykluczenia wynoszącymi odpowiednio 8·10⁴, 4·10⁶ i 1·10⁷ g·mol-1 

(Waters, Milford, MA), które były utrzymywane w temperaturze 35°C. Elucja polimerów 

pektynowych była prowadzona przy przepływie 0,5 mL min-1 z użyciem buforu octanowego 

(0,1 M; pH 4,4) zawierającego 0,1 M NaNO3 przez 103 minuty. Wartość dn/dc użyta do 

obliczenia stężenia wynosiła 0,146 mL·g-1. Masa cząsteczkowa była obliczana przy użyciu 

metody dopasowania Debye'a (drugiego rzędu) za pomocą oprogramowania dostarczonego 

przez producenta (NovaMals, wersja 1.2.0.0, Postnova analytics, Niemcy). 

5.2.2.8. Lepkość 

Pomiary reologiczne przeprowadzono w temperaturze 20°C przy użyciu reometru 

hybrydowego Discovery (HR-1) firmy TA Instruments (New Castle, PA, USA) wyposażonym 

w układ pomiarowy typu stożek-płytka (o średnicy 40 mm i kącie 2,007°) z szerokością 

szczeliny 0,56 mm. Lepkość mierzono przy prędkości ścinania wynoszącej 100 s−1  dla 

roztworów o stężeniu 1% w/v.  
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5.2.2.9. Obrazowanie AFM 

Obrazowanie AFM przeprowadzono zgodnie z metodyką opisaną w rozdziale 3.9.1 

niniejszej pracy.   

5.2.2.10. Analiza obrazów 

Topologiczne obrazy AFM były przetwarzane i analizowane za pomocą 

oprogramowania SPIP 6.0.9 (Image Metrology, Hørsholm, Dania). Wykonano operacje takie 

jak: przetwarzanie wstępne – wyrównywanie i korekcja tła metodą wpasowania wielomianu 

drugiego rzędu, segmentacja ze względu na próg wysokościowy metodą progowania (ang. 

tresholding) z wartością progu wysokościowego 0,2 nm powyżej poziomu tła. Moduł „Particle 

& Pore Analysis” był używany do wyodrębniania cząsteczek pektyn z obrazów AFM oraz 

określania ich parametrów geometrycznych. Dane były następnie filtrowane w celu usunięcia 

obiektów krótszych niż 2 nm i o wysokości ponad 1 nm. 

5.2.2.11. Analiza statystyczna 

Wszystkie analizy przeprowadzono co najmniej trzykrotnie. Wyniki obliczano jako 

wartości średnie i podawano z odchyleniem standardowym lub błędem standardowym. Testy 

statystyczne (jednoczynnikowa lub wieloczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya) 

mające na celu określenie istotnych różnic między próbami przeprowadzono przy użyciu 

Statistica 13.1 ( StatSoft, Kraków, Polska). Istotność statystyczną oceniano na poziomie  

p < 0,05. 

 

5.2.3. Wyniki 

5.2.3.1. Charakterystyka chemiczna 

Skład monosacharydowy (Tabela 7) uzyskany przy pomocy wysokosprawnej 

chromatografii jonowymiennej sprzężonej z detektorem pulsacyjno-amperometrycznym 

(HPAEC-PAD) sugeruje, że macierzyste frakcje pektyn DASP składały się głównie z kwasu 

galakturonowego, galaktozy, arabinozy i ramnozy w różnych proporcjach dla badanych źródeł 

pektyn, jak opisano wcześniej (Kaczmarska i in., 2024). Niemodyfikowana frakcja DASP 

z jabłek (M-apple DASP) zawierała więcej kwasu galakturonowego i arabinozy, podczas gdy 

DASP z marchwi (M-carrot DASP) wykazywała wyższą zawartość galaktozy i ramnozy. 

Skutkowało to wyższym stosunkiem Rha/GalA w próbkach marchwi, czyli wyższą zawartością 

RG-I w strukturze frakcji. Mimo większego udziału RG-I w pektynach marchwi, stopień 
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rozgałęzienia w tym regionie pozostał wyższy dla pektyn jabłek. Wyniki te są zgodne pod 

względem jakościowym z uzyskanymi wcześniej i opublikowanymi w pracy P3 analizami tych 

samych próbek przy pomocy HPLC. 

Próbki pektyn DASP, czego nie badano wcześniej, wykazywały wysoką zawartość 

białka (nawet do 80,5 mg·g-1 próbki). Demineralizacja znacząco zmniejszyła zawartość białka 

do około 10–12 mg·g-1  próbki oraz spowodowała wzrost procentowy zawartości 

poszczególnych komponentów pektyn (próbki D-carrot-DASP i D-apple-DASP).  

Zarówno modyfikacje enzymatyczne (próbki ET-carrot-DASP i ET-apple-DASP), jak 

i hydroliza kwasowa (próbki AH-carrot-DASP i AH-apple-DASP) powodowały zmiany 

zawartości monosacharydów, przy czym wielkość zmian była zależna od źródła pektyn. 

W przypadku próbek marchwi w wyniku modyfikacji enzymatycznych (ET-carrot-DASP) 

zaobserwowano niewielkie zmiany zawartości monosacharydów, głównie związane ze 

spadkiem zawartości kwasu galakturonowego i arabinozy. W przypadku próbek jabłka (ET-

apple-DASP), degradacja enzymatyczna była bardziej efektywna. Powodowała znaczący 

spadek zawartości GalA oraz monosacharydów budujących łańcuchy boczne – arabinozy, 

ramnozy i galaktozy. Zarówno dla próbek z jabłek jak i marchwi, zmiany te pociągały za sobą 

spadek stopnia rozgałęzienia regionu RG-I, jednak były one szczególnie istotne dla próbek  

z owoców jabłoni. Hydroliza kwasowa spowodowała również znaczące zmiany w profilu 

monosacharydowym pektyn DASP z obu źródeł (próbki AH-carrot-DASP i AH-apple-DASP). 

Degradacja cukrów prostych (arabinozy, ramnozy i galaktozy) spowodowała procentowy 

wzrost zawartości kwasu galakturonowego i wzbogacenie próbki w region homogalakturonanu. 

W rezultacie próbki AH-carrot DASP i AH-apple DASP uzyskały wysoki stopień liniowości. 
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Tabela 7. Właściwości chemiczne wygenerowanych próbek pektyn, w tym zawartość kwasu 

galakturonowego, cukrów obojętnych, proporcje składników i zawartość białka. Wyniki są 

wyrażone jako wartości średnie ± odchylenie standardowe.  

 

M-

carrot-

DASP 

D-

carrot-

DASP 

ET-

carrot-

DASP 

AH-

carrot-

DASP 

M-

apple-

DASP 

D-apple-

DASP 

ET-

apple-

DASP 

AH-

apple-

DASP 

Zawartość monosacharydów (g/100g próbki) 

Kwas 

galakturono

wy 

37,71 

±0,23c 

52,59 

±1,11a 

45,43 

±0,54d 

79,27 

±3,68g 

50,21 

±1,58a 

58,73 

±1,98e 

27,51 

±0,37b 

70,46 

±3,49f 

Arabinoza 
7,15 

±3,97a 

14,21 

±9,76cd 

9,40 

±0,59ac 

0,02 

±0,01b 

19,06 

±3,8d 

39,44 

±2,67e 

7,15 

±1,40a 

0,33 

±0,30b 

Ramnoza 
2,43 

±0,19e 

3,17 

±0,31d 

3,05 

±0,18bd 

0,95 

±0,04ab 

1,00 

±0,05ab 

1,21 

±0,12b 

0,64 

±0,11ac 

0,23 

±0,03c 

Galaktoza 
10,41 

±0,66e 

17,57 

±2,67a 

16,97 

±1,00a 

1,55 

±0,07bc 

7,91 

±1,44de 

15,30 

±0,68a 

4,76 

±1,26cd 

1,07 

±0,29b 

Glukoza 
0,13 

±0,08a 

1,02 

±0,82abc 

0,71 

±0,05ab 

0,34 

±0,04ab 

1,38 

±0,32bc 

2,36 

±0,20c 

0,75 

±0,44ab 
- 

Ksyloza - - - - 
0,72 

±0,05a 

0,97 

±0,11b 

0,34 

±0,08c 

0,42 

±0,09c 

Mannoza - - 
0,44 

±0,02a 

0,42 

±0,02a 
- - - - 

Zawartość RG I 

Rha/GalA 0,06 0,06 0,07 0,01 0,02 0,02 0,02 0 

Stopień rozgałęzienia RGI 

(Ara+Gal)/ 

Rha 
7,23 10,03 8,65 1,65 17,05 29,36 18,61 6,09 

Stopień liniowości pektyn 

GalA/(Rha+

Ara+Gal 

+Xyl) 

1,89 1,50 1,54 31,46 2,58 1,52 2,08 28,53 
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Zawartość białka (mg białka/g próbki) 

 
76,91 

±8,91b 

10,52 

±0,62a 

27,88 

±1,68c 

11,58 

±1,95a 

80,47 

±4,12b 

12,81 

±1,17a 

16,67 

±2,88a 

12,38 

±0,81a 

Różne oznaczenia literowe wskazują istotne różnice (p < 0,05). M, próbka macierzysta; D, demineralizacja; ET, 

traktowanie enzymatyczne (GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza kwasowa; Rha, ramnoza; GalA, kwas 

galakturonowy; Ara, arabinoza; Gal, galaktoza; Xyl, ksyloza. 

 

W eksperymencie zmierzono również zawartość jonów, która jest istotna w kontekście 

badań właściwości reologicznych. Dwuwartościowe kationy wpływają na właściwości pektyn 

w roztworze, szczególnie dla frakcji DASP o zerowym stopniu metylacji, która wykazuje 

wysoką zdolność wiązania jonów przez grupy karboksylowe (Kyomugasho i in., 2017, 2018). 

Jony wapnia i żelaza poprawiały właściwości reologiczne matrycy polisacharydów 

ekstrahowanych z jabłek (Mierczyńska i in., 2015) oraz pektyn frakcji DASP (Gawkowska i in., 

2018a). Moduł zachowawczy (G’) próbek z jonami wapnia i żelaza był większy niż moduł 

stratności (G’’), co wskazuje na wytworzenie trwałego żelu. W przypadku dodatku jonów 

magnezu obserwowany efekt na proces żelowania i zagęszczania zawiesin matrycy 

polisacharydowej był odwrotny i właściwości reologiczne uległy pogorszeniu. Obecność 

jednowartościowych jonów, szczególnie Na+, również wpływa na pewne funkcjonalne 

właściwości pektyn, takie jak tworzenie żelu, odwracalność procesu żelowania przez pektyny 

o niskim DE i zdolność wiązania kationów (Humerez-Flores, Kyomugasho, i in., 2022; Kastner 

i in., 2020; Munarin i in., 2012).  

Tabela 8. Zawartość jonów Fe²⁺, Na⁺, Mg²⁺, K⁺, Zn²⁺, Ca²⁺ w badanej frakcji dla obu źródeł 

przed (M-carrot-DASP, M-apple-DASP) i po procesie demineralizacji (D-carrot-DASP,  

D-apple-DASP).  

 M-carrot-DASP D-carrot-DASP M-apple-DASP D-apple-DASP 

Zawartość minerałów (mg·g-1 próbki) 

Fe2+ 0,04±0,00a 0,04±0,04a 0,08±0,0a 0,01±0,00a 

Na+ 42,73±2,61c 0,59±0,23a 41,40±5,66c 0,85±0,15a 

Mg2+ 0,15±0,03a 0,05±0,02a 0,20±0,10a 0,03±0,00a 

K+ 3,47±1,81ab 0,34±0,19a 6,01±1,56b 0,42±0,11a 

Zn2+ 0,01±0,00a 0,00±0,00a 0,01±0,00a 0,00±0,00a 

Ca2+ 0,54±0,09a 0,40±0,15a 0,66±0,09a 0,53±0,09a 

Różne oznaczenia literowe wskazują istotne różnice (p < 0,05) między zawartością określonego składnika 
w obrębie danego źródła pektyn. 
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Natywna frakcja pektyn, uzyskana zarówno z marchwi, jak i z jabłek, wykazywała 

obecność minerałów, co przedstawiono w Tabeli 8. Wśród jonów dwuwartościowych, 

w najwyższym stężeniu występował wapń (0,54 mg·g-1 i 0,66 mg·g-1 odpowiednio dla próbek 

z marchwi i z jabłka). Jednak w obu testowanych materiałach najwyższą zawartość odnotowano 

dla jonów sodu (42,73 ± 2,61 mg·g-1 dla M-carrot-DASP i 41,40 ± 5,66 mg·g-1 dla M-apple-

DASP) oraz potasu (3,47 ± 1,81 mg·g-1 dla M-carrot-DASP i 6,01 ± 1,56 mg·g-1 dla M-apple-

DASP). Obecność tych jonów w dużych ilościach może wynikać z użytych podczas ekstrakcji 

sekwencyjnej reagentów – Na2CO3, NaBH4 i KOH, które nie zostały dokładnie usunięte 

pomimo procesu dializy. Próbki poddane procesowi demineralizacji (próbki D-carrot-DASP 

i D-apple-DASP) wykazały znaczne zmniejszenie zawartości minerałów, w tym sodu, do 

poziomu, który jest nieistotny w kontekście dalszych modyfikacji. 

 

5.2.3.2. Zmiany struktury pektyn DASP  

Frakcje z obu źródeł tworzyły w badanym stężeniu struktury przypominające te 

uzyskane w poprzednich badaniach, opublikowanych w pracach P3 i P4, z charakterystycznymi 

lokalnie występującymi punktami zgięć i rozgałęzień. Rysunek 8 przedstawia reprezentatywne 

obrazy wysokościowe AFM pektyn DASP obu materiałów poddanych modyfikacjom w tej 

części pracy. Demineralizacja spowodowała, że w stosunku do obrazów tej frakcji w stanie 

natywnym opublikowanych w P3 i P4, w przypadku jabłkowej pektyny DASP (D-apple-DASP) 

nie zaobserwowano istotnych jakościowych różnic. Odmiennie, w przypadku pektyn DASP 

z marchwi (D-carrot-DASP), demineralizacja spowodowała tendencję włókien do agregacji 

w roztworze. Zastosowanie modyfikacji enzymatycznych (próbki ET) spowodowały, że 

włókna próbek ET-apple-DASP i ET-carrot-DASP przybierały formę krótszych, bardziej 

liniowych polisacharydów i/lub oligosacharydów na mice, z tendencją do lokalnej agregacji.  
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Rysunek 8. Reprezentatywne obrazy wysokościowe AFM frakcji pektyn rozpuszczalnej 

w słabych alkaliach (DASP) na mice jako efekt różnych traktowań: D – demineralizacja; ET – 

GAL+RGAE+ABF+RGL ; AH – hydroliza kwasowa. 

 Średnia długość szkieletu (Tabela 9) zmniejszała się po działaniu enzymów 

w przypadku obu źródeł, jednak bardziej znaczącą zmianę zaobserowano dla próbek z marchwi 
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(ET-carrot-DASP). Na wykresach rozkładu długości szkieletu (Rysunek 9), pojawia się więcej 

cząstek o średniej długości, nie obserwuje się za to molekuł o długości 400 nm i dłuższych. 

Wzrasta również znacząco szerokość włókien (Tabela 9), co może być spowodowane 

reorientacją i zbliżeniu włókien w wyniku utworzenia bardziej uporządkowanych struktur. 

Rozkład długości szkieletu (Rysunek 9) analizowanych włókien wskazuje na obecność 

zarówno dużej liczby bardzo krótkich odcinków, jak i dłuższych cząsteczek, co w połączeniu 

z analizą rozkładu masy molowej (Rysunek 10) sugeruje wzbogacenie w oligomery o niskiej 

masie cząsteczkowej i mniejszą ilość polimerów o średniej MM w wyniku degradacji 

enzymatycznej.  

Tabela 9. Parametry strukturalne frakcji pektyn rozpuszczalnej w słabych alkaliach (DASP) po 

różnych traktowaniach. 

 Próbka 

 
D-carrot-

DASP 

ET-carrot-

DASP 

AH-carrot-

DASP 

D-apple-

DASP 

ET-apple-

DASP 

AH-apple-

DASP 

Długość 

szkieletu (nm) 

73,34 

±2,16a 

31,91 

±1,76b 

72,15 

±1,77a 

67,14 

±2,10a 

49,72 

±1,54c 

96,59 

±1,23d 

Długość 

włókna (nm) 

59,14 

±1,53a 

29,67 

±1,25b 

61,66 

±1,26a 

58,90 

±1,48a 

44,96 

±1,09c 

77,98 

±0,87d 

Szerokość 

włókna (nm) 

9,41 

±0,25c 

15,54 

±0,20a 

16,69 

±0,20d 

8,01 

±0,24b 

15,49 

±0,18a 

15,21 

±0,14a 

Średnia 
wysokość (nm) 

0,94 

±0,00f 

0,32 

±0,00b 

0,38 

±0,00d 

0,43 

±0,00e 

0,36 

±0,00c 

0,28 

±0,00a 

n 2164 3251 3176 2280 4364 6561 

Wartości są wyrażone jako średnia ± S.E.M. (standardowy błąd średniej); Różne oznaczenia literowe wskazują 

istotne różnice statystyczne (ANOVA, p < 0,05). D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne 

(GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza kwasowa; n oznacza liczbę molekuł. 

 W przypadku hydrolizy kwasowej (próbki AH) na obrazach AFM widoczne są włókna 

o średniej długości z tendencją do zwiększania ich szerokości. Analiza obrazu wykazała, że 

hydroliza kwasowa nie spowodowała znaczących zmian w parametrach związanych 
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z długością włókien w przypadku próbek z marchwi, natomiast dla próbek z jabłek 

zaobserowano włókna o około 50% dłuższe. W przypadku obu materiałów zaobserwowano 

blisko dwukrotny wzrost szerokości obiektów przy znacznym zmniejszeniu ich wysokości 

(Tabela 9). Histogramy rozkładu (Rysunek 9) pokazują, że w wyniku hydrolizy kwasowej 

rozkład długości szkieletu dla obu materiałów przesuwa się w stronę wyższych wartości, 

wskazując na obecność głównie cząsteczek o długości 20–100 nm, pomimo braku zmiany 

wartości średniej dla AH-carrot-DASP w Tabeli 9. Wydłużenie włókien po hydrolizie 

kwasowej koresponduje z wcześniejszym wnioskiem, że hydroliza kwasowa spowodowała 

zwiększenie udziału HG w próbce. W natywnej strukturze DASP, bogatszej w RG-I, interakcje 

między sąsiadującymi łańcuchami zachodzą prawdopodobnie przez łańcuchy boczne, podczas 

gdy w strukturze złożonej w większości z liniowego HG interakcje nabierają charakteru 

oddziaływań pomiędzy łańcuchami głównymi. Może to sprawiać, że struktura jest bardziej 

zwarta, co wydaje się być widoczne na obrazach AFM (Rysunek 8) dla próbek po hydrolizie 

kwasowej. 

 

Rysunek 9. Rozkład częstości występowania długości szkieletu dla poszczególnych próbek.  

D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne (GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza 

kwasowa. 
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5.2.3.3. Właściwości molekularne 

Rozkład masy cząsteczkowej wygenerowanych próbek pektyn z marchwi i jabłek 

przedstawiony jest na Rysunku 10. Profil elucji D-carrot-DASP obejmował szeroki zakres, 

sugerując, że frakcja składa się zarówno z polimerów o wyższej, jak i również niższej masie. 

Ostry pik przy 63 min. może reprezentować frakcję najmniejszych cząsteczek w tej próbce, 

jednakże były one obecne w stosunkowo niewielkich ilościach. Dla frakcji D-apple-DASP 

profil elucji był stosunkowo szeroki, monomodalny i obejmował głównie polimery o średniej 

masie cząsteczkowej, co sugerowała analiza składu monosacharydowego. Ramiona pików po 

obu stronach wskazywały na obecność frakcji odpowiednio o wyższej lub niższej masie 

molekularnej (Humerez-Flores, Kyomugasho, i in., 2022; Van Audenhove i in., 2021). 
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Rysunek 10. Rozkład masy cząsteczkowej różnych wygenerowanych próbek pektyn z marchwi 

i jabłek. Masa cząsteczkowa (pełne linie) i stężenie (linie przerywane) są przedstawione jako 

funkcja czasu elucji. D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne 

(GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza kwasowa. 

 

Zarówno modyfikacje enzymatyczne, jak i chemiczne, którym poddano DASP z obu 

źródeł, przyczyniły się do wyraźnych zmian strukturalnych widocznych na Rysunku 10. 
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Produkcja próbek pektyn o niższej masie cząsteczkowej niż frakcje demineralizowane została 

wykazana przesunięciem profilu rozkładu masy w prawo, dla obu próbek traktowanych 

enzymami lub poddanych hydrolizie kwasowej. 

Profil stężenia rozkładu masy cząsteczkowej próbki ET-apple-DASP (Rysunek 10) 

wskazywał na znaczne wzbogacenie w oligomery o niskiej masie, które eluowały między 60 

a 70 minutą analizy HPSEC-MALLS, oraz mniejszą ilość polimerów o średniej masie 

cząsteczkowej. Pik stężenia około 68 minuty może wskazywać na obecność jednostek GalA, 

pochodzących z depolimeryzacji HG, lub na obecność resztkowych soli (Humerez-Flores i in., 

2021). Na podstawie niewielkiej ilości kwasu galakturonowego w próbce i rozkładu masy 

cząsteczkowej można założyć, że wiązania między Rha a GalA zostały skutecznie rozcięte, 

a krótkie segmenty HG i jednostki GalA lub zdegradowane monosacharydy z łańcuchów 

bocznych pozostały w próbce. Na podstawie krzywych stężenia ET-carrot-DASP można 

zauważyć, że próbka ta eluowała wcześniej, co oznacza, że generowane były cząsteczki pektyn 

o wyższej średniej masie moleklularnej. Pik przy około 68 minuty, obserwowany dla obu źródeł 

jest znacznie niższy w porównaniu z próbką pochodzącą z jabłek. Sugeruje to, że degradacja 

enzymatyczna mogła być mniej skuteczna dla pektyn z marchwi. 

 

Tabela 10. Średnia masa cząsteczkowa oraz lepkość roztworów (1% w/v) pektyn frakcji DASP 

po zastosowaniu różnych modyfikacji.  

Próbka Średnia masa 
cząsteczkowa (kDa) 

Lepkość (mPa·s) 

D-carrot-DASP 656±76,22 1414,88±294,22 

ET-carrot-DASP 61,50±13,61 51,97±8,78 

AH-carrot-DASP 17,40±7,74 3,98±0,17 

D-apple-DASP 213,33±5,69 1791,27±127,03 

ET-apple-DASP 5,92±0,49 2,18±0,10 

AH-apple-DASP 13,17±2,54 2,42±0,12 

D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne (GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza 

kwasowa. 

Dla próbek DASP po hydrolizie kwasowej (próbki AH) obserwowano bimodalny 

rozkład masy cząsteczkowej dla obu próbek. Pierwszy pik z maksimum przy 55 minutach 

wskazywał na obecność małych i wysoce liniowych fragmentów pektyn (Neckebroeck i in., 

2020), co potwierdza wysoka zawartość GalA i niższa zawartość głównych cukrów obojętnych. 
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Drugi pik na profilu stężenia, przy 68 minucie, pokrywa się z tym uzyskanym dla modyfikacji 

enzymatycznych, jednak stężenie monomerów jest w tym przypadku niższe. Uzyskane wyniki 

wskazują na obecność zarówno polimerów kwasu galakturonowego, jak i krótkich łańcuchów 

arabinozy i/lub galaktozy wraz z resztami ramnozy, które pozostały w próbce po procesie 

dializy. 

Jak sugerują wcześniejsze badania, lepkość roztworów pektyn silnie zależy od długości 

łańcucha pektynowego (Cuevas-Bernardino i in., 2016; Hua i in., 2018; Humerez-Flores, 

Verkempinck, i in., 2022). Depolimeryzacja łańcuchów powoduje zmiany w oddziaływaniach 

międzycząsteczkowych pomiędzy ich łańcuchami. W przypadku badanych polisacharydów, 

zmiana lepkości w wyniku zastosowanych modyfikacji frakcji jest wyraźna dla obu źródeł. 

Zarówno modyfikacje enzymatyczne, jak i hydroliza kwasowa spowodowały znaczny spadek 

lepkości na skutek spadku średniej masy cząsteczkowej (Tabela 10). Podobne wyniki uzyskano 

wcześniej dla otrzymanych w wyniku reakcji β-eliminacji, pektyn bogatych w RG-I, gdzie 

fragmentacja łańcucha poprzez hydrolizę kwasową prowadziła do zmniejszenia lepkości 

próbek pektyn, co miało istotne znaczenie w kontekście obniżenia właściwości emulgujących 

i stabilizujących emulsje (Humerez-Flores i in., 2021). Na podstawie wyników średniej masy 

cząsteczkowej zestawionych w Tabeli 10 nie można wykazać liniowej zależności między masą 

molową a lepkością próbek o natywnej strukturze. D-apple-DASP wykazała niemal trzykrotnie 

niższą masę cząsteczkową w porównaniu do pektyn z marchwi D-carrot-DASP, przy 

jednoczesnym zachowaniu wyższej lepkości. Można podejrzewać, że masa cząsteczkowa dla 

natywnego DASP z jabłka jest w rzeczywistości wyższa, a uzyskany wynik jest efektem użycia 

filtra o porowatość 0,45 μm, co z dużym prawdopodobieństwem zatrzymało najdłuższe 

polimery przed dozowaniem do systemu chromatograficznego. 

Najniższa lepkość jest obserwowana dla próbek ET-apple-DASP i AH-apple-DASP, co 

jest zgodne z uzyskanymi niskimi wartościami średniej masy cząsteczkowej (5,92 ± 0,49 kDa 

dla ET-apple-DASP oraz 13,17 ± 2,54 kDa dla AH-apple-DASP). Zarówno niższa średnia MM, 

jak i lepkość dla ET-apple-DASP, w porównaniu do ET-carrot-DASP, może wynikać ze 

znaczniej mniejszej zawartości kwasu galakturonowego w próbce z jabłka modyfikowanego 

enzymami, co przekłada się na niską zawartość HG, mającego znaczny wpływ na lepkość 

pektyn (Chan i in., 2016; Ngouémazong i in., 2015). 
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5.2.4. Podsumowanie 

Dalsze badania frakcji DASP wykazały, że modyfikacja segmentów RG-I ma znaczący 

wpływ na właściwości funkcjonalne tej frakcji. Przeprowadzone analizy przy pomocy 

wysokosprawnej chromatografii jonowymiennej sprzężonej z detektorem pulsacyjno-

amperometrycznym (HPAEC-PAD) próbek DASP z jabłek i marchwi z uwzględnieniem 

demineralizacji potwierdziły wyniki uzyskane w publikacji P3, że frakcja ta jest bogata w RG-

I z pewnymi różnicami wynikającymi ze źródła pektyn. Przeprowadzono również odmienne 

modyfikacje frakcji DASP mające na celu bardziej znaczące zmiany w domenie RG-I 

w stosunku do zmian obserwowanych w pracy P3. W wyniku procesu demineralizacji 

zredukowano zawartość takich jonów jak Fe²⁺, Na⁺, Mg²⁺, K⁺, Zn²⁺, oraz Ca²⁺. Frakcja 

pektynowa z jabłek zawierała więcej kwasu galakturonowego i arabinozy, podczas gdy pektyny 

z marchwi charakteryzowały się wyższą zawartością galaktozy i ramnozy, co wskazuje na 

większy udział RG-I w pektynach marchwi.  

Degradacja enzymatyczna próbek po demineralizacji prowadzona w sposób 

sekwencyjny z dodaniem kolejnego enzymu degradującego galaktozę spowodowało znaczące 

skrócenie molekuł na obrazach AFM. Analizy HPAEC-PAD pokazały spadek stopnia 

rozgałęzienia molekuł próbek ze zdegradowanym RG-I w stosunku do próbek po 

demineralizacji.  

Hydroliza kwasowa nie spowodowała znaczących zmian w parametrach związanych 

z długością włókien w przypadku próbek z marchwi, natomiast dla próbek z jabłek 

zaobserwowano włókna wyraźnie dłuższe. Jednak analiza rozkładu długości pokazała, że 

w wyniku hydrolizy kwasowej rozkład długości szkieletu dla obu materiałów przesuwa się 

w stronę wyższych wartości, wskazując na obecność głównie cząsteczek o długości 20-100 nm, 

pomimo braku zmiany wartości średniej dla zhydrolizowanej próbki DASP z marchwi. 

Wydłużenie włókien po hydrolizie kwasowej koresponduje z wcześniejszym wnioskiem, że 

hydroliza kwasowa spowodowała zwiększenie udziału HG w próbce. Wynik ten można 

tłumaczyć tym, że w natywnej strukturze DASP, bogatszej w RG-I, interakcje między 

sąsiadującymi łańcuchami zachodzą prawdopodobnie przez łańcuchy boczne, podczas gdy 

w strukturze złożonej w większości z liniowego HG interakcje nabierają charakteru 

oddziaływań pomiędzy łańcuchami głównymi. 

Również profil elucji HPSEC-MALLS potwierdził zmiany rozkładu masy 

cząsteczkowej zmodyfikowanych pektyn, z tendencją do wzbogacania frakcji w oligomery 
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o niskiej masie. Modyfikacje enzymatyczne i hydroliza kwasowa prowadziły do 

depolimeryzacji łańcuchów pektynowych, szczególnie łańcuchów bocznych domeny RG-I, co 

skutkowało zmniejszeniem lepkości próbek DASP.   
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6. Podsumowanie i wnioski 

 W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono szereg eksperymentów, w których 

badano frakcję pektyn rozpuszczalną w słabych alkaliach (DASP), bogatą w RG-I, 

ekstrahowaną z dwóch różnych źródeł (jabłko i marchew). Głównym celem było zrozumienie 

mechanicznej roli jednostek ramnozy w łańcuchu głównym pektyn. Dlatego badania 

obejmowały analizy składu monosacharydowego próbek, nanostruktury oraz właściwości 

reologicznych pektyn w roztworze i właściwości mechanicznych ścian i analogów ścian 

komórkowych. By ocenić rolę ramnozy, do której przyłączone są pozostałe cukry proste, 

dokonywano modyfikacji enzymatycznych ukierunkowanych na degradację pektyn domeny 

RG-I oraz hydrolizę kwasową powodującą degradację łańcuchów bocznych RG-I.  

W wyniku przeprowadzonych badań udowodniono, że struktura domeny RG-I, 

w szczególności wiązanie w łańcuchu głównym ramnozy z kwasem galakturonowym oraz 

obecność łańcuchów bocznych przyłączonych do ramnozy, szczególnie arabinozy, kształtuje 

właściwości reologiczne w roztworze oraz właściwości mechaniczne ścian komórkowych. 

Wyniki przeprowadzonych badań mogą zostać wykorzystane w praktyce. Wykazano, 

że jednostki ramnozy umieszczone naprzemiennie pomiędzy pojedynczymi jednostkami kwasu 

galakturonowego lub ich polimeru (homogalakturonanu) mają kluczowe znaczenie dla 

elastyczności i zdolności żelujących pektyn frakcji DASP. Wykazano również, że modyfikacje 

enzymatyczne i chemiczne RG-I znacząco wpływają na strukturę i właściwości reologiczne 

frakcji DASP. Wiedza ta może być wykorzystana do modyfikacji pektyn w celu specyficznych 

zastosowań w przemyśle. Badania wykazały również istotną rolę RG-I w mechanice 

kompozytów z celulozą i hemicelulozą. Wynik ten może być wykorzystany do projektowania 

inspirowanych ścianą komórkową naturalnych kompozytów o różnych właściwościach 

mechanicznych.  

 Na podstawie uzyskanych wyników sformułowano następujące główne wnioski:  

1. Frakcja pektyn rozpuszczalna w słabych alkaliach (DASP) jest bogata w domenę RG-

I, przy czym jej udział jest znacznie większy w próbkach z marchwi niż jabłka. DASP 

z marchwi zawiera znacznie więcej ramnozy, za to mniej arabinozy niż DASP z jabłka.   

2. Roztwory pektyn DASP z dwóch badanych źródeł wykazują właściwości elastyczne, 

przy czym obecność arabinozy sprzyja tworzeniu silniejszych żeli (próbki DASP 
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z jabłek), natomiast obecność ramnozy może być związana z większą odpornością na 

odkształcenia mechaniczne (próbki DASP z marchwi).  

3. Arabinoza w łańcuchach bocznych RG-I uczestniczy w tworzeniu sieci pektynowej 

i wpływa na właściwości pseudoplastyczne oraz lepkość roztworu pektyn DASP. 

Znaczący wzrost długości łańcuchów po usunięciu arabinozy wskazuje, że w pewnych 

konformacjach, mogą one ograniczać interakcje łańcuchów polimerowych. 

4. Wtrącenie ramnozy, obecność przyłączonej do ramnozy arabinozy oraz stopień 

acetylacji są parametrami strukturalnymi domeny RG-I odpowiedzialnymi za różnice 

we właściwościach reologicznych roztworów pektyn DASP pochodzących z owoców 

jabłoni i korzenia marchwi.  

5. Lepkość roztworów pektyn DASP zmniejsza się wraz ze stopniem degradacji domeny 

RG-I i zależy proporcjonalnie od masy cząsteczkowej. Zmniejszeniu lepkości 

towarzyszyło powstanie polimerów o krótszych łańcuchach, jednak o wysokim stopniu 

liniowości w wyniku hydrolizy kwasowej lub powstanie polimerów o liniowym 

charakterze w wyniku selektywnej degradacji enzymatycznej domeny RG-I. 

6. Pektyny frakcji DASP, bogatej w RG-I, odgrywają istotną rolę we właściwościach 

mechanicznych ściany komórkowej roślin. Degradacja domeny RG-I w postaci 

depolimeryzacji  łańcucha głównego Rha-GalA oraz degradacji przyłączonych do 

ramnozy łańcuchów arabinozy powodują zmniejszenie modułu Younga zarówno 

naturalnej ściany komórkowej jak i analogów ścian komórkowych opartych na celulozie 

bakteryjnej.  
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7. Tekst publikacji P.1 
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9. Tekst publikacji P.3 
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9.1. Materiały uzupełniające publikacji P.3 

Supplementary materials 

 

Figure S1. Representative examples of mechanical spectra as a function of the elastic (G’) and 

viscous (G”) parameters for 6% (w/v) apple and carrot DASP (diluted alkali soluble pectin) 

fraction solutions. Measurements were performed using a frequency of 0.5 Hz and logarithmic 

sweep (strain 0.1–100%, 25 points per decade). 
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Figure S2. Flow curves plotted as the shear stress vs. shear rate relation, were measured over 

the variable shear rate of 10–600 s-1; 600–10 s-1 (logarithmic sweep, 15 points per decade) and 

changes in viscosity (constant shear rate of 10 s-1) at the different shear rates for 6% (w/v)  apple 

and carrot DASP (diluted alkali soluble pectin) fraction solutions. 
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Figure S3. Intrinsic viscosity vs. concentration plots for apple and carrot DASP (diluted alkali 

soluble pectin). The viscosity of the solution was measured using a variable shear rate of 10–

400 s-1; 400–10 s-1 (logarithmic sweep; 25 points per decade). The intrinsic viscosities of both 

samples were determined by extrapolating to a zero concentration. 
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10. Tekst publikacji P.4
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10.1. Materiały uzupełniające publikacji P.4 

Supplementary Information 

Effect of enzymatic modification on the structure 

and rheological properties of diluted alkali-soluble 

pectin fraction rich in RG-I 

Adrianna Kaczmarska, Piotr M. Pieczywek, Justyna Cybulska, Artur Zdunek* 

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Doświadczalna 4, 20-270 Lublin 
*Corresponding author: Artur Zdunek (a.zdunek@ipan.lublin.pl, phone: +48 81 744 50) 

 

1. Supplementary Materials and Methods 

Monosaccharide composition 

Monosaccharides were determined as 1-phenyl-3- methyl-5-pyrazolone (PMP) 

derivatives according to the method developed by Lv et al. (2009) and Zhang et al. 

(2018) with some modifications. Lyophilized pectin fractions were treated with 2 M 

methanolic HCl at 80 ºC for 18 h, and then with 2 ml of 3 M trifluoroacetic acid (TFA) 
solution at 100 °C for 3 h. Then derivatization of the resulted monosaccharides and 

uronic acids with PMP was carried out by adding 1 ml of water and 50 µL of 0.3 M 
NaOH, mixing and finally adding 50µl of a 0.5 M solution of PMP in methanol. Samples 
were incubated at 70 °C for 60 min, cooled, neutralized with 50 µl of 0.3 M HCl and 
extracted thrice with chloroform. Before injection into the HPLC system, each sample 

was filtered through a 22-µm membrane. Standards of the monosaccharides and 
uronic acids (arabinose, fucose, galactose, galacturonic acid, glucose, glucuronic acid, 

mannose, rhamnose, and xylose) were treated in the same way as pectin samples. 

The PMP-labelled samples were analysed using a Young Lin 9300 HPLC system with 

UV/VIS detector (Young Lin Bldg, Anyang, Korea) equipped with a Zorbax Eclipse 

XDB-C18 (4.6 mm i.d. ×  250 mm, 5 µm) analytical column coupled with an Agilent 
Eclipse XDB-C18 guard column (4.6 mm i.d. × 12.5, 5 μm). The mobile phase was 
composed of A: 0.1 M phosphate buffer (pH 6.7) and B: 50 % v/v solution of 0.1 M 

phosphate buffer in acetonitrile,  at a ratio A:B of 69:31 % (v/v) under isocratic elution 

mode. The injection volume was 20 μl, with a flow rate of 1.8 ml∙min-1 at 30 ºC and the 
detection wavelength was 246 nm. Analysis was performed in three independent 

repetitions. 

 

2. Chemical composition of samples 

Table S1. Monosaccharides and uronic acids composition of generated DASP samples 

from apple and carrot. Man, mannose; Rha, rhamnose; GlcA, glucuronic acid; GalA, 
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galacturonic acid; Glc, glucose; Gal, galactose; Xyl, xylose; Ara, arabinose; Fuc, 

fucose; nd, not detected.  

 

  

Pectin 
source 

Treatmen
t  

Man Rha GlcA GalA Glc Gal Xyl Ara Fuc 

mol% 

Apple BUFFER 1.6±0.2 3.3±0.1 0.3±0.6 56.1±0.6 0.3±0.1 12.8±0.7 1.8±0.2 23.6±0
.1 

0.3±0.
1 

E1 1.7±0.2 3.6±0.3 0.3±0.1 57.5±3.2 0.4±0.1 12.4±1.1 1.4±0.1 22.4±2
.6 

0.2±0.
1 

E2 1.6±0.1 3.4±0.5 0.3±0.2 55.4±0.9 0.5±0.2 12.3±1.0 1.1±0.3 25.3±1
.1 

0.1±0.
0 

E3 1.2±0.3 3.5±0.7 0.7±0.1 56.3±2.2 0.6±0.2 11.7±1.3 1.5±0.3 24.3±1
.4 

0.2±0.
1 

Carrot BUFFER 0.6±0.2 7.0±0.7 0.2±0.1 44.8±2.9 0.2±0.1 27.2±0.3 nd 19.8±2
.3 

0.2±0.
1 

E1 0.7±0.1 8.2±1.1 0.1±0.1 44.4±1.5 0.2±0.1 26.7±1.0 nd 19.4±0
.5 

0.3±0.
1 

E2 0.9±0.0 7.4±2.1 0.3±0.1 45.1±1.2 0.5±0.2 24.8±1.1 nd 20.7±2
.1 

0.4±0.
2 

E3 0.8±0.2 7.1±1.6 0.2±0.1 45.0±1.2 0.2±0.1 29.9±1.4 nd 16.8±1
.9 

0.2±0.
1 
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