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Streszczenie

Pektyny sa kluczowymi skladnikami $cian komoérkowych roslin wplywajac na
sztywno$¢, odporno$¢ mechaniczng, a takze na integracj¢ tkankowa. Sposrod pektyn,
szczegblne znaczenie ma ramnogalakturonan I (RG-I) ze wzgledu na skomplikowang strukturg
1 zmienno$¢ w zaleznosci od zrodta. Struktura molekul pektyn bogatych w RG-I zalezy przede
wszystkim od obecnos$ci ramnozy w tancuchu gléwnym RG-I, do ktoérej przylaczone sa
pozostate cukry proste. Wtracenie jednostki ramnozy moze powodowaé powstawanie ugigé
w konformacji tancucha gtéwnego RG-I. W poréwnaniu z liniowymi tancuchami HG, moze to
powodowa¢ mniejsza ruchliwo$¢ molekut RG-I w roztworze i zmniejszenie stopnia
oddziatywania z innymi czgsteczkami. W konsekwencji, moze to skutkowaé¢ odmiennymi
wlasciwos$ci funkcjonalnymi RG-I, zaré6wno sieciujagcymi w roztworze jak i mechanicznymi
w Scianie komorkowe;j. Frakcja pektyn rozpuszczalna w stabych alkaliach (DASP), oprocz
liniowego homogalakturonanu, jest bogata w RG-I. W zwiazku z tym, w niniejszej pracy
postawiono hipotezg, Zze obecno$¢ ramnozy w pektynach rozpuszczalnych w slabych
alkaliach (DASP) ma wplyw na strukture i wlasciwosci sieciujace tej frakcji, a tym samym
na wlasciwosci mechaniczne materialéw, w ktérych sa obecne. Powyzsza hipoteza zostala
zweryfikowana w eksperymencie prowadzonym na pektynach DASP ekstrahowanych z dwoch
gatunkow roslin ogrodniczych (jablko i marchew). Badano sktad monosacharydowy pektyn,
ich nanostrukture, wlasciwosci reologiczne w roztworze oraz wlasciwosci mechaniczne $cian
komorkowych oraz analogéw $cian komorkowych zawierajacych pektyny frakcji DASP.
Analizowano réznice wynikajace z gatunku rosliny oraz powstajace w wyniku modyfikacji
enzymatycznych ukierunkowanych na usunigcie ramnozy oraz fancuchow bocznych pektyn
RG-I w tej frakcji. Celem rozprawy doktorskiej byta ocena wplywu ramnozy oraz skladu
monosacharydowego pektyn rozpuszczalnych w stabych alkaliach (DASP) na wlasciwosci
sieciujace tej frakcji, a tym samym na wlasciwosci mechaniczne materialow, w ktorych sa

obecne.

Praca obejmuje trzy gltowne etapy badawcze. Pierwszy z nich skupiony jest na
poréwnaniu strukturalnych i reologicznych wlasciwosci frakcji DASP ekstrahowanej z dwoch
zrédet roslinnych: jabtek (Malus domestica Borkh.) i marchwi (Daucus carota subsp. sativus).
W kolejnym etapie zastosowano szereg enzymoéw degradujacych region RG-I oraz hydrolizg
chemiczng w celu uzyskania informacji o wplywie konkretnych elementow na strukture
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i wlasciwosci pektyn. Ostatecznie zbadano wplyw frakcji DASP na mechanikg $cian
komorkowych poprzez wlaczenie natywnego oraz zmodyfikowanego enzymatycznie DASP do
analogow roslinnych $cian komoérkowych oraz badania mechaniczne materialu $cian

komoérkowych (CWM), réwniez modyfikowanego enzymatycznie.

Badania wykazaty, ze frakcja pektyn rozpuszczalna w stabych alkaliach (DASP) jest
bogata w domen¢ RG-I, przy czym jej udziat jest znacznie wickszy w probkach z marchwi niz
jabtka. DASP z marchwi zawiera znacznie wig¢cej ramnozy, za to mniej arabinozy niz DASP
z jablka. Roztwory pektyn DASP z dwdch badanych zrodet wykazuja wtasciwosci elastyczne,
przy czym obecno$¢ arabinozy sprzyja tworzeniu silniejszych zeli (probki DASP z jablek),
natomiast obecno$¢ ramnozy moze by¢ zwigzana z wigksza odpornoscia na odksztalcenia
mechaniczne (prébki DASP z marchwi). Wykazano, ze arabinoza w tancuchach bocznych RG-
I uczestniczy w tworzeniu sieci pektynowej i wptywa na wilasciwosci pseudoplastyczne oraz
lepkos¢ roztworu pektyn DASP. Znaczacy wzrost dtugosci tancuchdow po usunigciu arabinozy
wskazuje, ze w pewnych konformacjach, moga one ogranicza¢ interakcje tancuchéw
polimerowych. Wtracenie ramnozy, obecno$¢ przylaczonej do ramnozy arabinozy oraz stopien
acetylacji sg parametrami strukturalnymi domeny RG-I odpowiedzialnymi za réznice we
wlasciwosciach reologicznych roztworow pektyn DASP pochodzacych z owocow jabtoni
1 korzenia marchwi. Badania reologiczne pokazaty, ze lepko$¢ roztworow pektyn DASP
zmniejsza si¢ wraz ze stopniem degradacji domeny RG-I i zalezy proporcjonalnie od masy
czasteczkowej. Zmniejszeniu lepkosci towarzyszyto powstanie polimeréow o krotszych
fancuchach jednak o wysokim stopniu liniowo$ci w wyniku hydrolizy kwasowej lub powstanie
polimeréw o liniowym charakterze w wyniku selektywnej degradacji enzymatycznej domeny
RG-I. Badania mechaniczne pokazaty natomiast, ze pektyny frakcji DASP, bogatej w RG-I,
odgrywaja istotng role we wilasciwosciach mechanicznych $ciany komorkowej roslin.
Degradacja domeny RG-I w postaci depolimeryzacji tancucha gléwnego Rha-GalA oraz
degradacji przytaczonych do ramnozy tancuchow arabinozy powoduja zmniejszenie modutu
Younga zar6wno naturalnej §ciany komoérkowej jak 1 analogow $cian komoérkowych opartych

na celulozie bakteryjne;j.

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

wlasciwosci reologiczne, $ciana komorkowa.



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 thamnose, 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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Uzupetnieniem opublikowanych badan sa wyniki przedstawione w rozdziale 5 niniejszej

rozprawy.

5.1: Badanie wptywu degradacji regionu ramnogalakturonanu I na wtasciwos$ci mechaniczne

analogow $cian komorkowych (celulozy bakteryjnej) oraz materiatu §cian komoérkowych.

5.2: Badanie wplywu segmentow RG-I na wilasciwosci pektyn poprzez enzymatyczne

i chemiczne modyfikacje frakcji rozpuszczalnej w stabych alkaliach (DASP)
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1. Wstep
1.1. Znaczenie pektyn

Dotychczasowe badania nie pozostawiaja watpliwosci, ze oprocz sieci celulozowo-
hemicelulozowej, pektyny stanowig wazny element §ciany komorkowej ro§lin. Odgrywaja one
znaczacg rolg w strukturze i1 funkcjonowania $cian komérkowych roslin, co ma bezposrednie
znaczenie dla ksztaltowania jakosci ro$linnych produktow rolniczych oraz dla ich
wykorzystania w przemysle spozywczym lub do wytwarzania nowych biomaterialow (Voragen
1 in., 2009). Pektyny maja bezposredni zwigzek z jedrnosciag owocoOw 1 warzyw, ktory jest
kluczowym parametrem jakoSciowym monitorowanym na potrzeby zbioru, technologii
przechowania i przydatnosci technologicznej (Cybulska i in., 2015). Wiedza na temat wptywu
pektyn na strukture §cian komorkowych owocow i warzyw jest wiec niezbedna do opracowania

nowych technik rolniczych i ogrodniczych.

Owoce 1 warzywa, a szczegllnie odpady po produkcji sokow, takich jak wytloki
jabtkowe i marchwiowe, sg bogatym zrédtem pektyn do zastosowan w przemysle. Te produkty
uboczne moga by¢ wigc przetworzone na wartosciowy produkt miedzy innymi poprzez
ekstrakcje z nich pektyn (de Oliveira i in., 2015; Jafari i in., 2017). Dlatego, wiedza na temat
wlasciwosci pektyn w warunkach in vitro (najczesciej w roztworze) jest niezbedna do szerszego
wykorzystania surowcéOw odpadowych 1 bardziej zrownowazonego zarzadzania zasobami

naturalnymi.
1.2.Budowa i wlasciwosci pektyn

Pektyny to polisacharydy stanowiace gléwny sktadnik pierwotnej $ciany komorkowej
1 blaszki srodkowej roslin wyzszych (Posé 1 in., 2012; Redgwell, Fischer, Kendal, & Macrae,
1997). Dla ro$lin dwu- 1 jednolisciennych, zawarto$¢ pektyn moze wynosi¢ 30-35% suche;j
masy. Mniejsze ilo$ci tych polisacharydow (2—10%) wystepuja w scianach komorkowych traw,
a takze w tkance drewna (5%) (Voragen i in., 2009). Gtownym sktadnikiem pektyn jest kwas
galakturonowy, ktory stanowi okoto 65% ich zawartosci (Mierczynska 1 in., 2015; Voragen
1in., 2009). W zaleznosci od budowy, wyrdézni¢ mozna trzy gtowne domeny pektynowe:
homogalakturonan (HG), ramnogalakturonan I (RG-I) i ramnogalakturonan II (RG-II)
(Cornuault i in., 2018a; Mohnen, 2008; O’Neill i in., 1990). Uwaza sie, ze te trzy domeny

polisacharydowe mogg by¢ kowalencyjnie polaczone, tworzac sie¢ pektynowa w macierzy
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pierwotnej $ciany komorkowej i blaszki srodkowej. Sie¢ ta podlega znaczagcym zmianom

w wyniku dzialania naturalnych enzymow (Willats i in., 2001).

Homogalakturonan (HG) jest liniowym polimerem sktadajagcym si¢ z monomerdw
kwasu D-galakturonowego (GalA) potaczonych wigzaniami o-1—4 glikozydowymi. Ze
wzgledu na niepodstawiony szkielet HG jest uwazany za tzw. region ,,gltadki” (ang. smooth)
pektyn (Mao i in., 2019). Podstawienie jednostek GalA przy C-3 resztami ksylozy, tworzy
ksylogalakturonan (XGA) (Kikuchi i in., 1996; Le Goffi in., 2001; Renard i in., 1997; Schols
1 in., 1995). Podstawienie jednostki GalA apioza przy C-2 lub C-3 skutkuje powstaniem
apiogalakturonanu (Hart & Kindel, 1970; Longland i in., 1989). Wskazane modyfikacje
biosyntetyczne reguluja w sposob jeszcze nieznany funkcjonowanie HG (Willats 1 in., 2001).
Grupy karboksylowe jednostek GalA w szkielecie HG moga by¢ poddawane estryfikacji
metanolem w okreslonym stopniu i wzorze, co ksztalttowane jest w trakcie rozwoju rosliny
(Wolf'i in., 2009). Podstawowa struktura HG jest stosunkowo sztywna i moze zmienia¢ swojg
konformacje helikalng w zaleznos$ci od stopnia metylacji (ang. degree of methylation, DM),
nazywanego rowniez stopniem estryfikacji (ang. degree of esterification, DE) (Voragen 1 in.,
2009; Zdunek i in., 2021) i definiowanego jako procent zestryfikowanych metanolem grup
karboksylowych do catkowitej liczby grup karboksylowych w tancuchu pektynowym. Stopien
estryfikacji pektyn wptywa rowniez silnie na jej zdolno$ci do sieciowania oraz formowania

struktur wyzszego rzedu (Grant i in., 1973) (Tabela 1).

Tabela 1. Warunki Zelowania 1 wlasciwosci zeli dla pektyn wysokoestryfikowanych

1 niskoestryfikowanych. Na podstawie Cao 1 in. (2020); Gawkowska 1 in. (2018b).

Pektyny Pektyny niskoestryfikowane
wysokoestryfikowane (DE < 50%)
(DE > 50%)
Warunki zelowania ~ pH <3,5 pH 2-6
stezenie cukru >55% obecnos¢ kationow

dwuwartosciowych, gtownie Ca**

Oddziatywania wigzania wodorowe, sily oddziatywania elektrostatyczne

migdzyczasteczkowe hydrofobowe pomiedzy kationami 1 ujemnie
naladowanymi regionami
utworzonymi przez tancuchy
polimerowe
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Wiasciwosci zeli elastyczne, nieodwracalne  sztywne, wysoko lepkie,
termicznie i odwracalne odwracalne termicznie
pod wptywem S$cinania

Homogalakturonan jest najlepiej poznang i opisang domeng pektynowa. Badania
eksperymentalne (dyfrakcja promieni rentgenowskich, dichroizm kotowy, spektroskopia
NMR) wykazaty, ze w stanie statym/zelowym HG przyjmuje rozciggnieta konformacje, ale
jednoczesnie jest elastyczny 1 moze wystgpowac jako helisy 21 i/lub 31, w zaleznosci od
czynnikow takich jak stopien uwodnienia i rodzaj jonu sieciujacego (Alagna i in., 1986; Jarvis
& Apperley, 1995; Powell 1 in., 1982; Walkinshaw & Arnott, 1981). Oprocz konformacji
helikalnych 27 1 3i, istniejg réwniez mozliwo$ci wystgpienia konformacji lewoskretnej
trzykrotnej (32) 1 prawoskretnej czterokrotnej (41) (Pérez i in., 2000).

Ramnogalakturonan II (RG-II) to zlozony polisacharyd, stanowigcy ~4% S$ciany
komorkowej roslin dwuliSciennych i mniej niz 1% w przypadku roslin jednolisciennych
(Mohnen, 1999). Ma wysoce konserwatywng strukture o szkielecie HG z czterema ztozonymi
fancuchami bocznymi przylaczonymi do C-2 i/lub C-3, tworzonymi przez L-ramnozg, L-
arabinoze, D-galaktoze, kwas D-glukuronowy, a takze 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-B-D-erytrozy = oraz  kwasu  2-okso-3-deoksy-
heptulozarowego (O’Neill i in., 2004; Pinkowska & Ztocinska, 2014).

Szkielet RG-I sktada si¢ z powtarzajacych si¢ jednostek kwasu galakturonowego (GalA)
1 ramnozy (Rha), ktore sa potaczone w nastepujacy sposob: [—4-a-D-GalpA-(1 —2)-a-L-
Rhap-(1 —] (Renard i in., 1997). Do jednostek ramnozy, gldwnie przy czwartym atomie wegla,
dotaczone sg tancuchy boczne, zawierajace cukry proste, takie jak arabinany, galaktany i/lub
arabinogalaktany (Yapo 1 in., 2007). RG-I 1 RG-II reprezentujg region ,,rozgateziony” (ang.
hairy) pektyn.

1.3. Ramnogalakturonan I

Ramnogalakturonan I (RG-I) zostal uznany za kluczowy sktadnik dla biomechaniki
roslin, ktorego wiasciwosci 1 rola zostaty potwierdzone w badaniach in vitro 1 in vivo. Liczne
eksperymenty ustanowily zwigzek miedzy cechami strukturalnymi RG-I, a zmianami
zachodzacymi podczas procesoOw dojrzewania i migknienia owocow, modyfikacjami tekstury
oraz mechanika $ciany komorkowej roslin, a takze wykazaty jego zdolno$ci do tworzenia sieci

1 zelowania w roztworach. Z drugiej strony, badania in vivo wcigz stanowig wyzwanie, stad
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istnienie pewnych niejasnosci dotyczacych organizacji strukturalnej RG-I i zwigzku z innymi
glownymi polisacharydami pektynowymi.

W ogolnie przyjetym liniowym, cigglym modelu polisacharydéw pektynowych, sekcje
lintowego homogalakturonanu (HG) przeplataja si¢ z RG-I, tworzac zespot naprzemiennych
»gladkich” 1 ,rozgatezionych” regionéw pektyn (Albersheim i in., 1996). Analizy za pomoca
mikroskopii sit atomowych (AFM), prowadzone przez Round i in. (2010) wykazaty, ze
usuni¢cie prawie catej poczatkowej zawartosci reszt ramnozy w drodze tagodnej hydrolizy
kwasowe] nie zmienia S$redniej dlugosci szkieletu polisacharydu. Alternatywny model
sugerowal, ze homogalakturonan i ksylogalakturonany sg tancuchami bocznymi RG-I
potaczonymi z tancuchami cukréw prostych (Vincken i in., 2003). Jednakze, jak dotad nie
znaleziono zadnych bezposrednich dowodow potwierdzajacych t¢ hipoteze (Coenen i in.,
2007). W obu teoriach zaktada si¢, ze homogalakturonan i ksylogalakturonan sa kowalencyjnie
zwigzane z RG-I, poniewaz nie mozna ich tatwo rozdzieli¢ bez uzycia metod enzymatycznych
lub chromatograficznych (Albersheim i in., 1996; Coenen i in., 2007; Round i in., 2010).

Kolejne badania doprowadzity do hipotezy dotyczacej przestrzennej organizacji pektyn,
zgodnie z ktorag RG-I tworzy asocjacje z peryferyjnie zlokalizowanym szkieletem (Mikshina
iin., 2015), a w interakcjach posredniczg antyréwnolegte pary bocznych tancuchow galaktanu.
Nie zostato to jednak potwierdzone danymi dotyczacymi sekwencji glikandow. Istnienie
regiond6w homogalakturonanowych oddzielonych pojedynczymi jednostkami ramnozy
zaproponowali Powell i1 in. (1982) w oparciu o pomiary masy czasteczkowej cze§ciowo
zhydrolizowanej pektyny. Autorzy ci oszacowali diugos¢ blokéw kwasu 1,4-D-
galakturonowego w takich strukturach na ~25 reszt. Modelowanie molekularne (Pieczywek
11in., 2020) wykazato, ze wiaczenie pojedynczej jednostki ramnozy do szkieletu HG powoduje
»ugiecie” fancucha pod katem ~118°, co obserwowano réwniez eksperymentalnie za pomoca
AFM (Cybulska i in., 2015; Zdunek i in., 2014). Jednakze, ze wzgledu na niejednoznacznos¢
dotychczas dostarczonych wynikow 1 brak analizy dotyczacej identyfikacji 1 kolejnosci
jednostek monosacharydowych w tancuchu polisacharydowym, istnienie pojedynczych reszt

ramnozy pozostaje spekulatywne.

1.3.1. Budowa chemiczna i wyst¢powanie

Ramnogalakturonan I wystepuje w wielu typach $cian komoérkowych 1 na réznych
etapach wzrostu roslin. Najczesciej spotykany jest w pierwotnych §cianach komoérkowych

i blaszkach $rodkowych. RG-I stanowi 5-36% zawartosci $cian komorkowych 1 11-85%
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wszystkich polisacharydow pektynowych, w zaleznos$ci od rosliny zrodtowej, konkretnej jej
czesci 1 metody ekstrakcji (Houben i in., 2011).

Stosunek molowy GalA do Rha wynoszacy 1 wskazuje na naprzemienno$¢ tych
sacharydow w szkielecie RG-I. Srednia liczba jednostek disacharydowych GalA—Rha
tworzacych szkielet RG-I wynosi 100 (Albersheim i in., 1996; Ridley i in., 2001), chociaz
uzyskane warto$ci roznig si¢ w zaleznosci od zrodta. Wskazuja na to dane dla RG-I
ekstrahowanego z réznych materialéw roslinnych, gdzie szkielety ztozone byly z 15-300
jednostek disacharydowych (McNeil i in., 1980; Nakamura i in., 2001). Podobnie r6zni si¢
roOwniez masa czasteczkowa, ktora dla réznych metod ekstrakcji oraz surowca przybiera

warto$ci 200900 kDa (Gurjanov i in., 2008; Muralikrishna i in., 1987).

6 kwas D-galakturonowy

AGII A L-ramnoza
O D-galaktoza
4 A L-fukoza
& 00010 L-arabinoza

e kwas D-glukuronowy

;
@ &
OG-0 A kwas ferulowy
O & O-0-0-0 &
5 AG
O ®
3
© =0
® ® AGI
® O
O

Rysunek 1. Budowa ramnogalakturonanu [ z mozliwymi konfiguracjami tancuchoéw bocznych.

Opracowanie wlasne, opublikowane w Kaczmarska 1 in. (2022).

Reszty GalA w szkielecie RG-I moga zawiera¢ grupy acetylowe przy O-2 i/lub O-3.
Procent acetylowanych grup karboksylowych do ich catkowitej liczby w tancuchu pektynowym
jest okreslany mianem stopnia acetylacji (ang. degree of acetylation, DA). Jednostki GalA

w szkielecie RG-I zwykle nie sg estryfikowane metanolem, jak ma to miejsce w przypadku
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tancuchéw HG. O-metylowane reszty GalA zidentyfikowano jedynie w przypadku Inu, ktérego
stopien metylacji oszacowano na 17-40% we frakcjach ekstrahowanych CDTA, ktére uznano
za RG-I (Rihouey i in., 1995). Rozne badania wykazaly natomiast, ze stopien acetylacji waha
si¢ od 33% do 90% dla rozgalezionych obszarow pektyn uzyskanych z btonnika
ziemniaczanego, gruszki, marchwi, pora i cebuli modyfikowanych w procesie hydrolizy
enzymatycznej (Schols & Voragen, 1994).

W zaleznosci od pochodzenia roslinnego, 20-90% jednostek ramnozy stanowi miejsce
przytaczenia tancuchow bocznych (O’Neill i in., 1990; Ridley i in., 2001; Sengkhamparn i in.,
2009). Ich dlugos¢ rozni si¢ w zalezno$ci od zrodia roslinnego, metody ekstrakcji oraz etapu
dojrzewania (Kaya i in., 2014; Posé i in., 2012; Vincken i in., 2003). Rysunek 1 przedstawia
budow¢ RG-I z mozliwymi konfiguracjami tancuchéw bocznych. Arabinoza wystepuje
gléwnie w postaci reszt arabinofuranozylowych, potaczonych wigzaniami a-(1—5), podczas
gdy galaktoza wystepuje zwykle w postaci pojedynczej reszty galaktopiranozylowej lub
potaczonej wigzaniami B-(1—4) (Prade i in., 1999). Krétkie galaktanowe tancuchy boczne
sktadajace si¢ z 1-2 reszt galaktozylowych wykryto we frakcji ekstrahowanej goragcym buforem
ze strakOw okry, gdzie 65% calkowitej galaktozy bylo obecne w postaci koncowej reszty
B-D-galaktopiranozy, a 23% jako 1,4-Galp (Sengkhamparn i in., 2009). RG-I otrzymany
zréznych roslin wykazywal obecno$¢ rozgatezionych tancuchow bocznych ztozonych
z terminalnych a-Araf, 1,5-0-Araf, 1,3-, 1,2,5-, 1,3,5- oraz 1,2,3,5-potaczonych reszt a-Araf.

Oprécz rozgalgzionych arabinianéw, do pozycji O-3 jednostek galaktozylowych
przytaczone sg arabinogalaktany typu I (AG I) reprezentowane przez tancuchy 1,4-B-Galp
z jednostkami a-L-Araf (Mackie & Perez, 1996). Arabinogalaktan typu II (AG II) zbudowany
jest z reszt B-D-galaktopiranozy w postaci 1,3-B-D-Galp, podstawionej w potozeniu 1—6
krotkimi tancuchami 1,6-B-D-Galp, czesto zakonczonej reszta a-L-arabinofuralozylowa
w postaci a-L-Araf-(1—6)-[B-D-Galp-(1—6)] (Ghosh 1 in., 2023), rzadziej koncowg reszta o-
L-Rhap, co zidentyfikowano jako cz¢s¢ weglowodanowa biatek arabinogalaktanu, stanowigca
drugorzedny sktadnik polisacharydéw pektynowych granatu (Shakhmatov 1 in., 2019). Jego
obecno$¢ stwierdzono rowniez w tancuchach bocznych RG-I ekstrahowanych z Zen-szenia
(Sun 1 in., 2019). Uzycie przeciwciat potaczonych z chromatografia wykrywania epitopoéw
(ang. Epitope Detection Chromatography, EDC) wykazalo rowniez zmienno$¢ tancuchow
bocznych RG-I w zalezno$ci od Zrodta oraz rodzaju rozpuszczalnika ekstrahujgcego (Cornuault
1in., 2018b). W przypadku pomidoréw i truskawek, arabinan byl najliczniejszym tancuchem
bocznym RG-I w ekstraktach fenolowych i wodnych. Natomiast w przypadku baktazana,

fancuch boczny galaktanu wykryto we frakcjach ekstrahowanych woda oraz w $srodowisku
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alkalicznym i kwasnym. Ponadto w pomidorze wykryto znaczniki pochodzace od arabinanu
niezalezne od szkieletu RG-1. Wykazano takze, ze epitopy RG-I nie zawsze sa powigzane z HG.
Sugeruje to, ze tancuchy RG-I wystepuja w $cianach komorkowych zarowno w postaci
zwiazanej z HG, jak 1 niezwigzanej z HG.

Grupy kwasu ferulowego w RG-I moga by¢ polaczone wigzaniami estrowymi przy
O-2 reszt arabinozy i O-6 reszt galaktozy (Ishii & Tobita, 1993; Saulnier & Jean-Francd, 1999).
Lancuchy boczne mogg by¢ réwniez zakonczone 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 tancuchem bocznym galaktozy wykazaly obecno$¢ pigciu gtownych rodzin konformacji
wtornych (Broadhurst i in., 1996). Najbardziej korzystng energetycznie konformacja RG-I jest
potrdjna (31) helisa o $rednicy pojedynczego tancucha GalA-Rha wynoszacej 0,778 nm
(Engelsen i in., 1998). Kouwijzer i in. (1996) uzyskali konformacje disacharydu szkieletowego
RG-I w postaci lewoskretnej trzykrotnej 1 podwojnej helisy o srednicy odpowiednio 0,675 nm
10,748 nm. Inne symulacje przy uzyciu metod dynamiki molekularnej wykazaty, ze helisa RG-
I ma $rednice 1,1 nm, z okresem oszacowanym na 2,7 nm (Zdunek 1 in., 2021). Porownanie
réznych frakeji pektyn z buraka cukrowego (natywnych, deestryfikowanych i pozbawionych
tancuchéw bocznych domen RG-I) wykazato podobne wartosci $redniej dtugosci persystentne;j
(ang. persistence length) na okoto 1,4 nm (2 jednostki GalA + 2 jednostki Rha) (Ralet 1 in.,
2008). Mniejsza warto$¢ dhlugosci persystentnej oznacza wigksza elastyczno$s¢ RG-I
w porownaniu ze sztywniejszymi makroczasteczkami HG, co wynika z obecnosci ramnozy
w tym pierwszym przypadku. Ponadto, wyzszy stopien elastyczno$ci RG-I prowadzi do nizszej
lepkosci istotnej czasteczek przy rownowaznych masach molowych. Wigczanie coraz wigkszej
liczby jednostek ramnozy (5-25%) do gtdéwnego tancucha nie musi mie¢ istotnego wptywu na
ogolne wihasciwosci konfiguracyjne molekuty (Cros i in., 1996), prawdopodobnie z powodu
znoszenia si¢ efektu spowodowanego ,,ugieciem” wynikajacym z obecnosci jednostek ramnozy
(Pérez 1 in., 2000). Jednakze, jak wykazaly symulacje metodg dynamiki molekularnej, ugiecia
wynikajace z obecnosci ramnozy, powoduja zwiekszenie Srednicy szkieletu RG-11 sg miejscem
przytaczania tancuchow bocznych ztozonych z cukréw neutralnych (Zdunek i in., 2021).
Acetylacja i metylacja jednostek GalA nie maja znaczacego wplywu na konformacje helikalng

szkieletu RG-I (Cros 1 in., 1996), jednakze interakcje pomigdzy grupami acetylowymi
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a jednostkami Rha i GalA moga skutecznie modyfikowa¢ migdzyczasteczkowa sit¢ odpychania
jonowego, a takze wprowadza¢ zmiany w sitach przyciggania pomi¢dzy tancuchami (Fishman

11n., 2004; Kouwijzer i in., 1996).

1.3.3. Zmiany strukturalne i funkcje w Scianie komorkowej
rosliny

Ze wzgledu na swoje unikalne wilasciwosci fizykochemiczne, pektyny odgrywaja
istotng role w kontrolowaniu porowatosci 1 sztywnos$ci $ciany komorkowej, pH i tadunku,
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej oraz adhezji komorkowej w blaszce srodkowej (Moore i in.,
2008; Pefia & Carpita, 2004; Renard & Jarvis, 1999). W przypadku RG-I istnieje wiele
doniesien potwierdzajacych, ze modyfikacje tancuchow bocznych przylaczonych do ramnozy,
wraz z solubilizacja szkieletu i polimeryzacja, determinuja integralno$¢ strukturalng roslin,
poczawszy od blaszki §rodkowej 1 $cian komorkowych, az do poziomu calej tkanki. Arabinany
i galaktany obecne w tancuchach bocznych RG-I wykazuja si¢ wysoka mobilnoscia, zdolnoscia
do wzajemnego oddziatywania, tworzac tymczasowo splatane matryce. Lancuchy arabinanowe
z resztami ferulianowymi mogg rowniez tworzy¢ potaczenia oksydacyjne poprzez mostki
diferulowe, laczac sasiednie polisacharydy RG-I. Dlatego, ze wzgledu na szeroki zakres
mozliwych interakcji, neutralne tancuchy boczne RG-I majg znaczacy wptyw zardwno na
integralnos¢, jak 1 organizacj¢ polimeréw w Scianach komorkowych roslin. Istotne zmiany
strukturalne w pektynach maja charakter utraty tancuchow bocznych RG-I i zmiany ich
aranzacji, co ma istotny wptyw na jedrno$¢ owocdéw 1 ich wiasciwosci teksturalne. Innymi
procesami modyfikujacymi strukture sa solubilizacja 1 depolimeryzacja. Solubilizacja jest
efektem dziatania enzymu poligalakturonazy (PG), ktory jest odpowiedzialny za hydrolize
wigzan glikozydowych w pektynach. Proces ten prowadzi do zwigkszenia ilosci
rozpuszczalnych poliuronidéw zmniejszajac stopien wigzania pektyn ze $ciang komorkowa,
a takze zostal powigzany ze stopniem pecznienia $ciany komorkowej, co przyczynia sie do
migknigcia owocow (Brummell, 2006; Redgwell 1 in., 1992; Redgwell, Fischer, Kendal,
& MacRae, 1997). Nie potwierdzono korelacji miedzy utrata cukrow neutralnych
a solubilizacja, niemniej jednak uwaza si¢, ze utrata arabinozandw i galaktanow moze sprzyjac
solubilizacji pektyn poprzez ostabienie wigzan pektyn ze $ciang komodrkowa (Paniagua i in.,
2014). Ponadto, prowadzi to do zwigkszenia porowatosci sciany komodrkowej, umozliwiajac

fatwiejszy dostep do sktadnikéw $ciany dla innych hydrolaz (Smith 1 in., 2002).
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Degradacja cukréw prostych (bocznych tancuchéw RG-I) podczas dojrzewania wiaze
si¢ z aktywnoscig enzymow B-galaktozydazy (B-Gal) i a-L-arabinofuranozydazy (a-L-Af),
ktore usuwajg odpowiednio reszty galaktozy i arabinozy (Goulao i in., 2007). Degradacja
galaktanowych tancuchow bocznych zostata odnotowana dla jablek odmiany Red Delicious juz
w okresie przed uzyskaniem dojrzato$ci owocoOw — w trakcie fazy wzrostu komorek (Pefia &
Carpita, 2004). Degradacja galaktanowych tancuchow bocznych zachodzi rowniez w trakcie
dojrzewania i migknienia (Goulao i in., 2007; Gwanpua i in., 2014). Wzrost aktywnosci a-L-
Af 1 utrat¢ arabinozy obserwowano na poznym etapie dojrzewania jabtek i gruszek (Goulao
iin., 2007; Tateishi i in., 1996). Wzrost aktywnos$ci obu enzymoéw obserwowano réwniez
podczas trzymiesigcznego przechowywania marchwi, gdzie wigzato si¢ to ze zmianami
strukturalnymi w czgsteczkach pektyn (skracanie 1 usuwanie tancuchow bocznych,
obserwowanych za pomoca AFM). Wykazano to migdzy innymi dla frakcji wyekstrahowanej
weglanem sodu (Cybulska i in., 2015), uznanej p6zniej za RG-I (Pieczywek i in., 2020).
Wigkszo$¢ zmian zawarto$ci arabinandw i galaktanow zwigzanych z dojrzewaniem obserwuje
si¢ we frakcjach pektyn wyekstrahowanych za pomoca 0,05 M Na;COs, podczas gdy we
frakcjach luzno zwigzanych, wyekstrahowanych za pomoca $rodka chelatujacego — 0,05 M
CDTA, nie zachodzg zadne zmiany (Brummell, 2006; Seymour i in., 1990). Utrata cukrow
neutralnych z tancuchdéw bocznych RG-I nie jest jednakowa dla wszystkich typow roslin (Gross
& Sams, 1984; Redgwell, Fischer, Kendal, & MacRae, 1997) i r6zni si¢ rowniez w zaleznosci
od ich stadium rozwoju (Pena et al., 2004).

Moore 1 in. (2008) zaproponowali model, w ktorym arabinany majg istotne znaczenie
w radzeniu sobie przez rosling z niedoborem wody 1 odgrywaja istotng role¢ w zachowaniu
elastycznosci $cian komorkowych podczas jej wzrostu. Eksperymenty na fragmentach skorki
zlisci C. communis traktowanych a-L-Af wykazaty trudno$ci w otwieraniu i zamykaniu
aparatow szparkowych. Stwierdzono, Ze tancuchy boczne arabinozy petnig rol¢ w utrzymaniu
elastycznosci $cian komodrkowych jako regulator wzajemnej odlegtosci polisacharydow,
zapobiegajac tworzeniu si¢ mostkdw wapniowych migdzy domenami HG, ktore powodujg ich
sztywno$¢ 1 uniemozliwiaja odksztalcanie si¢ komoérek ochronnych w odpowiedzi na turgor
komoérkowy (Jones i in., 2003). Badania epitopow pektynowych w ziemniakach, wykazaty
roOwniez, ze galaktany 1 arabinany biorg udzial w procesie elongacji i proliferacji pierwotne;j

sciany komorkowej (Bush 1 in., 2001).
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1.3.4. WlasciwoSci in vitro i udzial w procesie zelowania

Wiasciwosci reologiczne 1 zelujace RG-1 sg istotne zaré6wno dla przemyshu
spozywczego, gdzie sa wykorzystywane do regulowania konsystencji i tekstury zywnosci, jak
1 dla przemystu farmaceutycznego, gdzie moga by¢ wykorzystywane w technologii produkc;ji
lekow (Lara-Espinoza i in., 2021). Wykazano, ze RG-I aktywnie uczestniczy w mechanizmie
zelowania, ksztattujac tym samym wtasciwosci reologiczne pektyn, szczegdlnie w st¢zonych
roztworach. Zwigkszona liczba tancuchéw bocznych RG-I wzmacnia tworzenie sieci, promujac
splatywanie i1 ciasniejsze konformacje dyspersji polimeréw. Brak kolejnych reszt kwasu
galakturonowego w szkielecie RG-I uniemozliwia tworzenie stref polaczen z Ca**, ktore sa
typowe dla zelowania pektyn bogatych w homogalakturonan (Mikshina i in., 2017). Jednak jak
wykazaty badania, frakcja pektyn bogata w RG-I z duzg ilo$cig tancuchoéw bocznych arabinozy
moze tworzy¢ zele w obecnosci jondéw dwuwarto$ciowych 1 w warunkach niskiego pH poprzez
grupy hydroksylowe w lancuchach arabinozy (Mikshina i in., 2017; Mikshina, Petrova, 1 in.,
2015; Zheng i in., 2020). Splatanie tancuchéw bocznych RG-I tworzy ciasniej upakowane
konformacje, zwickszajac obszar kontaktu i zmniejszajac odleglto$¢ miedzy sasiednimi
fancuchami pektyn (Gawkowska 1 in., 2018a; J. F. Thibault i in., 1993; Zheng i in., 2020).
Zmniejszenie ilo$ci i/lub dtugos$ci tancuchdéw bocznych galaktanu uniemozliwia tworzenia stref
polaczen, co wskazuje na réwniez wazng role lancuchoéw galaktozy w zelowaniu RG-I
(Mikshina 1 in., 2017).

W porownaniu do homogalakturonanu, RG-I charakteryzuje si¢ wyzsza masg
czasteczkowa 1 wykazuje wigkszy stopien elastycznos$ci, co potwierdzaja pomiary lepkosci
istotnej. Potwierdzono to dla pektyn ekstrahowanych z limonki i1 cytryny, gdzie wysoki
stosunek HG/RG-I korespondowal z wyzszym stopniem sztywnosci 1 lepkos$ci istotne;,
w porownaniu do bardziej elastycznych polimerow o wyzszej zawartosci RG-I z ekstraktow
z grejpfruta i pomaranczy (Kaya i in., 2014). Badania z uzyciem bogatych w RG-I pektyn okry
wykazaly zalezno$¢ pH od wymiarow zwinigtego polimeru (Alba 1 in., 2015). Wzrost pH
skutkowat wyzszymi wartosciami lepkosci istotnej, co bylo efektem dysocjacji GalA
1 odpychania elektrostatycznego. Nizsze wartosci pH prowadzily do protonacji GalA,
zmniejszajac sity odpychania molekularnego 1 umozliwiajac tworzenie bardziej zwartych
konformacji. Badania z uzyciem RG-I ze §luzu lisci plaszczowca wykazaty znaczny wzrost
lepkos$ci pozornej 1 charakteru pseudoplastycznego wraz ze wzrostem stg¢zenia w roztworze
(Sims 1 in., 2018). Badania wykazaly réwniez, ze lancuchy boczne RG-I, do ktorych

przytaczone sa biatka i kwas ferulowy wplywaja na proces adsorpcji na granicy faz olej-woda
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(Alba & Kontogiorgos, 2017). Spadek lepkosci i sity zelu pektynowego obserwowano réwniez
wraz z dlugim czasem przechowywania materialu zréodlowego pektyn spowodowanym
depolimeryzacjag polisacharydow pektynowych. Efekt ten zalezal od temperatury
przechowywania, prowadzac do nizszych lepkosci roztworow pektynowych ekstrahowanych
z owocow przechowywanych w temperaturze 40°C w poréwnaniu do 25°C (Morris, Castile,
11in., 2010). Obserwowane zmiany elastycznosci tancucha dla pektyn niskoestryfikowanych nie
byly tak wyrazne jak dla pektyn wysokoestryfikowanych (Axelos & Branger, 1993; Morris
iin., 1999, 2002).

1.4. Frakcja pektyn rozpuszczalna w slabych alkaliach (DASP)

Frakcja pektyn rozpuszczalna w stabych alkaliach (DASP) jest ekstrahowana
z materiatu ros$linnego za pomoca weglanu sodu po uprzednim usunigciu ze $ciany komorkowe;j
kolejno luzno zwigzanych pektyn rozpuszczalnych w wodzie (tzw. frakcji WSP) oraz jonowo
polaczonych pektyn rozpuszczalnych w chelatorze (tzw. frakcji CSP). DASP jest uwazana za
frakcje zwigzang wigzaniami kowalencyjnymi ze $ciang komorkows. Analiza skladu
chemicznego wykazata, ze gldéwnym skladnikiem frakcji DASP z jabtek odmian Golden
Delicious i Idared byt kwas galakturonowy, w zwigzku z tym homogalakturonan byt gléwnym
regionem tej frakcji. Ponadto obecnos$¢ cukrow obojetnych (arabinoza, galaktoza, ramnoza
1 fukoza) $wiadczyla o obecnosci ramnogalakturonanu (Gawkowska 1 in., 2018b, 2019;
Pieczywek 1 in., 2020). Na podstawie zawarto$ci 1 stosunku molowego poszczegdlnych
sktadnikow frakcji DASP ekstrahowanej z jabtek 1 marchwi, uznano ja za bogatg
w ramnogalakturonan typu I (Kaczmarska 1 in., 2024).

Frakcja DASP zostala gruntowanie przebadana pod wzgledem struktury fizycznej
molekul ze wzgledu na swoja charakterystyczng struktur¢ samoorganizujaca si¢ w sie¢, kiedy
zostanie osadzona i1 wysuszona na mice, ktora jest wykorzystywana jako podtoze do
obrazowania AFM (Cybulska i in., 2015, Zdunek i in., 2014). Zaobserwowano, ze DASP ulega
dezintegracji w czasie pozbiorczego przechowywania (Cybulska et al., 2015). Przeprowadzono
obszerne analizy struktury molekularnej DASP, wykorzystujac mikroskop sit atomowych oraz

symulacje dynamiki molekularnej (MD) (Pieczywek 1 in., 2020).
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Rysunek 2. Struktura frakcji pektyn rozpuszczalnej w stabych alkaliach (DASP) na mice,

tworzaca charakterystyczne punkty zgi¢¢ i rozgalezien.

Molekuty frakcji DASP to stosunkowo sztywne tancuchy o $rednicy od 0,3 do 1 nm.
Badania modelowe potwierdzily, ze wtracenia ramnozy tworza zgigcia i rozgalezienia
fancuchow w liniowym homogalakturonanie (Rysunek 2) pod charakterystycznym katem (118
°) (Pieczywek 1 in., 2020; Rees & Wight, 1971). Symulacje dynamiki molekularnej wykazaty,
ze charakterystyczny motyw konformacyjny pochodzi od inkluzji ramnozy. Punkty zgiecia na
obrazach AFM miedzy dwoma tancuchami najprawdopodobniej sg tworzone przez dwie sekcje
HG oddzielone pojedyncza jednostka ramnozy, jak wcze$niej modelowano przez Rees i Weight
(1971) 1 potwierdzono symulacjami MD (Pieczywek 1 in., 2020). Inne modele hipotetyczne
sugerowaly roOwniez, ze punkty rozgalezienia sa tworzone, w podobny sposéb do punktow
zgiecia, przez pojedyncze wtracenia ramnozy, ktore tacza trzy tancuchy HG lub krotkie sekcje
RG-I z bocznym rozgatezieniem HG. Trzecig proponowang alternatywa byt kompleks dwoch
sasiednich tancuchéw HG, z ktérych jeden posiada pojedyncze wstawienie ramnozy,
powodujace zgigcie w strukturze.

W badaniach Gawkowska 1 in. (2019) wykazano, ze struktura DASP jest zalezna od
warunkow kwasowo-zasadowych. W §rodowisku o niskim pH (4) na powierzchni miki
obserwowano typowa dla tej frackji sie¢, co wynikatlo z niskiego odpychania
elektrostatycznego migdzy tancuchami posiadajacymi niezjonizowane grupy karboksylowe
oraz utworzenia wigzan wodorowych. Zwigkszenie pH spowodowato wzrost stopnia dysocjacji
grup funkcyjnych, co prowadzito do powstania krotkich tancuchéw pektynowych oddalonych
od siebie z powodu odpychania elektrostatycznego. W warunkach zasadowych ostanianie
zjonizowanych grup karboksylowych przez kationy sodu spowodowalo powstanie sieci
pektynowej. Agregacja przy wysokim pH (11) wynikata z wysokiego st¢zenia jondw w osrodku
dyspergujacym. W innych badaniach wykazano, ze wzrost stezenia DASP powoduje obnizenie
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pH, a co za tym idzie wzrost wigzania jonéw wodorowych i skrocenie odleglosci
migdzyczasteczkowej (Gawkowska 1 in., 2019). Zjawiska te wplywaja na powstanie sieci
DASP w czystej wodzie poprzez tworzenie wigzan wodorowych.

Dodanie jonow cynku do 5% roztworu DASP spowodowato zmiany we wlasciwosciach
reologicznych tej frakcji (Gawkowska i in., 2018a). Zaobserwowano znaczacy wzrost lepkosci,
co mogto by¢ zwigzane z tworzeniem si¢ sieci pektynowej. Odnotowano rozniez prawie 1,5-
krotne zmniejszenie wskaznika charakterystycznego ptyniecia (n) oraz 5-krotne zwigkszenie
wskaznika konsystencji (K), co $wiadczy o wzroscie charakteru pseudoplasycznego
uzyskanych roztworow. Mozna podejrzewaé, ze te interakcje jonoOw cynku z grupami
karboksylowymi i hydroksylowymi jednostek kwasu galakturonowego sa do pewnego stopnia
podobne do znanego modelu "egg-box", ktory opisuje, jak wielowartosciowe kationy moga
krzyzowo laczy¢ polielektrolity takie jak alginian w uporzadkowany sposob. W przypadku
pektyn, jony cynku moga w podobny sposéb koordynowaé si¢ z ujemnie natadowanymi
grupami karboksylowymi kwasu galakturonowego, prowadzac do tworzenia bardziej

uporzadkowanej, sieciowej struktury zelu.
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2. Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej

Hipoteza badawcza

Jak pokazat powyzszy przeglad literatury, struktura molekul pektyn bogatych w RG-I
zalezy przede wszystkim od obecnosci ramnozy w tancuchu gléwnym RG-I, do ktorej
przylaczone sg pozostate cukry proste. Wtracenie jednostki ramnozy moze powodowac
powstawanie ugie¢ w konformacji tancucha gltéwnego RG-I. W poréwnaniu z liniowymi
fancuchami HG, moze to powodowa¢ mniejsza ruchliwos¢ molekut RG-1 w roztworze
1 w wyniku tego zmniejszenie stopnia oddzialywania z innymi czasteczkami. W konsekwencji,
moze to skutkowa¢ odmiennymi wlasciwosci funkcjonalnymi RG-I, zaréwno sieciujagcymi
w roztworze jak 1 mechanicznymi w S$cianie komodrkowej. Frakcja pektyn rozpuszczalna
w stabych alkaliach (DASP), oprécz liniowego homogalakturonanu, jest bogata w RG-L.
W zwigzku z tym, w niniejszej pracy postawiono hipotezg, ze obecno$¢ ramnozy w pektynach
rozpuszczalnych w stabych alkaliach (DASP) ma wplyw na strukture i wlasciwosci
sieciujace tej frakcji, a tym samym na wlasciwosci mechaniczne materialow, w ktorych sa

obecne.

Powyzsza hipoteza zostala zweryfikowana w eksperymencie prowadzonym na
pektynach DASP ekstrahowanych z dwoch gatunkow roslin ogrodniczych (jabtko 1 marchew).
Badano sktad monosacharydowy pektyn, ich nanostrukture, wiasciwosci reologiczne
w roztworze oraz wilasciwosci mechaniczne $cian komoérkowych oraz analogow Scian
komorkowych zawierajace pektyny frakcji DASP. Analizowano réznice wynikajace z gatunku
ro$liny oraz powstajace w wyniku modyfikacji enzymatycznych ukierunkowanych na usunigcie

ramnozy oraz tancuchow bocznych pektyn RG-I w tej frakcji.
Cele rozprawy doktorskiej

Celem rozprawy doktorskiej byla ocena wpltywu ramnozy oraz skladu
monosacharydowego pektyn rozpuszczalnych w stabych alkaliach (DASP) na wlasciwosci
sieciujace tej frakcji, a tym samym na wlasciwosci mechaniczne materialow, w ktorych sa

obecne.
Powyzszy cel realizowano poprzez nastgpujace cele szczegotowe:

e Okreslenie struktury i sktadu chemicznego pektyn frakcji DASP z jabtek i marchwi oraz

ich wlasciwosci reologicznych.
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Okreslenie wplywu modyfikacji enzymatycznej (usuni¢cie ramnozy oraz tancuchow
bocznych pektyn) na zmiany struktury i wilasciwosci reologicznych pektyn frakcji
DASP.

Okreslenie wpltywu RG-I na wiasciwosci mechaniczne analogdéw roslinnych $cian
komoérkowych oraz naturalnych $cian komoérkowych.

Okreslenie wptywu hydrolizy kwasowej na zmiany struktury i1 wiasciwosci

reologicznych pektyn frakcji DASP.
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3. Materialy i metody

3.1. Material roslinny

Material badawczy w niniejsze rozprawie stanowity jabtka odmiany Najdared (Malus
domestica Borkh.) oraz marchew odmiany Brava (Daucus carota subsp. sativus). Zostaty one
zebrane w pazdzierniku 2020 roku i pochodza odpowiednio z komercyjnej plantacji znajdujace;j
si¢ w Ostrowcu (52°9'59.60" N, 20°3"23.84" E) oraz z Rolniczego Zaktadu Doswiadczalnego
w Zelaznej (51°51'8.38” N, 20°7'1.76" E). Po zbiorze material przechowywano w chlodni
w temperaturze 2°C przez dwa dni. Probki do badan przygotowano ze 102 kg surowych jabtek
1 34 kg surowej marchwi. Oba materiaty zostaty obrane i pokrojone w plastry. Sok zostat
wycisniety za pomocg prasy, a pozostala pulpa zostala zhomogenizowana i zamrozona

w temperaturze -18°C do dalszych analiz.
3.2. Izolacja scian komorkowych (CWM)

Pozostato$ci nierozpuszczalne w alkoholu (ang. alcohol insoluble residue, AIR)
przygotowano  zgodnie z metoda zaproponowang przez Renard (2005), z pewnymi
modyfikacjami wprowadzonymi przez Gawkowska, Cybulska i Zdunek (2018). Pulpa byla
mieszana z ~70% etanolem (czysty, p.a., Stanlab, Lublin, Polska) w proporcji wagowej 1:10
(pulpa-EtOH) przez 30 min, a nastgpnie filtrowana na sgczku nylonowym. Procedure
powtarzano do momentu odcukrzenia materiatu, co sprawdzano za pomocg metody fenolowe;j
wedhlug Dubois 1 in. (1956). Nastgpnie probki ptukano 96% EtOH oraz acetonem (czysty, p.a.,
Stanlab, Lublin, Polska) 1 wysuszono w temperaturze 45°C otrzymujac materiat Sciany

komorkowej (CWM)
3.3. Ekstrakcja sekwencyjna pektyn i otrzymanie frakcji DASP

Przeprowadzono ekstrakcje sekwencyjng zgodnie z metoda zaproponowana przez
Redgwell & Selvendran (1986), z pewnymi modyfikacjami opartymi na wczesniejszych
badaniach (Gawkowska 1 in., 2018a; Pieczywek 11in., 2020; Posé i in., 2012). Schemat ekstrakcji
przedstawiono na Rysunku 3. Materiat §cian komoérkowych AIR byl mieszany z woda
dejonizow3 (stosunek 1:9, w/v) przez 24 godziny w temperaturze 21°C, a nast¢pnie poddawany
wirowaniu (5000 obr./min). Supernatant byt zbierany jako frakcja pektyn rozpuszczalna
w wodzie (WSP). Osad byt mieszaniny z 0,05 M CDTA (trans-1,2-diaminocykloheksan-
N,N,N',N'-tetraoctan, min. 99%, p.a., Roth, Chemat, Gdansk, Polska), pH 6,5 i mieszany przez

24 godziny w temperaturze 21°C. Po odwirowaniu, supernatant byl oddzielany jako frakcja

28



rozpuszczalna w chelatorze (CSP). Do osadu dodano 0,05 M Na,COs (weglan sodu, czystos¢
>99,5%, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.0.0., Poznan, Polska) i 20 mM NaBH4
(borowodorek sodu, czystos¢ >98,0%, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.0.0.,
Poznan, Polska) 1 mieszano przez 24 godziny w temperaturze 21°C. Frakcja pektyn
rozpuszczalna w stabych alkaliach (DASP) zostata zebrana jako supernatant, a nast¢pnie
dializowana wobec wody dejonizowanej przy uzyciu membran ZelluTrans/ROTH® (Carl Roth

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

“e o WSP - frakcja pektyn

rozpuszczalna w wodzie ~ "~
A

‘; 50 mM CDTA

'

- CDTA - frakcja pektyn  .*
.-=  rozpuszczalnaw -
e chelatorze
’
50mM Na,CO; -
+ 20mM NaBH, .,
. DASP - frakcja pektyn

ey rozpuszczalna w
stabych alkaliach

Rysunek 3. Schemat ekstrakcji sekwencyjnej pektyn. Przygotowano z wykorzystaniem

oprogramowania Biorender.
3.4. Modyfikacje enzymatyczne pektyn frakcji DASP

Czes¢ frakcji DASP pochodzaca z jabtek i marchwi poddano dzialaniu enzymow
degradujacych szkielet RG-I oraz jego tancuchy boczne. Wykorzystano trzy enzymy:
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e Acetyloestraza ramnogalakturonianowa — RGAE (BtRme NC (CE NC), BT4158, E.C.
3.1.1) bierze udziat w deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego w szkielecie RG-
I, co umozliwia dostep innym enzymom do tancuchow;

e Endoliaza ramnogalakturonianu — RGL (BtRge9A (PL9), BT4183, E.C. 4.2.2.23)
bierze udzial w rozcinaniu wigzan a-1,4 miedzy ramnozg i kwasem galakturonowym;

e Arabinofuranozydaza — ABF (CjAbf51B (GHS51), E.C. 3.2.1.55) odcina tancuchy
boczne zawierajace arabinoze, przylaczong za pomoca gltéwnie wigzan a-1,2- oraz a-

1,3.

Wszystkie enzymy pochodzity od firmy NZYTech i dostarczone byly w buforze Na-
HEPES (35 mM, pH 7,5; 750 mM NacCl, 200 mM imidazolu, 3,5 mM CaCl, oraz 25% v/v
glicerolu). Ilo$ci enzymow zostaly dobrane na podstawie ich aktywno$ci oraz skladu
chemicznego DASP z 10% nadmiarem. Na 1 mg DASP uzyto 0,22 U RGL; 9,9 U RGAE oraz
2,1 U ABF. Objetosci zostaty okreslone na podstawie stezen biatek enzymatycznych (RGAE:
0,5 mg'mL™'; RGL: 0,5 mg'mL"!'; ABF: 0,25 mg-mL™!). Roztwory wodne DASP byty
inkubowane w trzech r6znych wariantach mieszanin enzymow (Tabela 2). Jako kontrolg (bez
obrobki enzymatycznej) do roztworéw wodnych DASP dodano bufor, w ktorym dostarczono

enzymy.

Tabela 2. Lista kodow probek i opis zastosowanych modyfikacji.

Kod obrobki Opis

El RGAE (9,9 U'mg ')+ RGL (0,22 U-mg ')

E2 ABF (2,1 U'mg )

E3 RGAE (9,9 U'mg ') + RGL (0,22 U'mg ') + ABF (2,1 U'mg )
BUFFER 35 mM Na-HEPES, pH 7,5, 750 mM NaCl, 200 mM imidazol, 3,5 mM

CaCl; oraz 25% (v/v) glicerol

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

arabinofuranozydaza.

Wartosci pH wszystkich badanych roztworéw miescity si¢ w zakresie od 7,30 do 7,60.
Zardéwno probki kontrolne, jak 1 te poddane dziataniu enzymow, inkubowano w tazni wodnej
w temperaturze 37°C przez 120 minut. Po inkubacji prébki byly schtodzone w tazni lodowe;j
przez 5 minut w celu zatrzymania reakcji enzymatycznych, wymieszane i wykorzystane do

dalszej analizy.
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3.5. Analiza zawartosci monosacharydow i kwasow uronowych

Zawarto$¢ poszczegdlnych monosacharydow i kwasdéw uronowych w probkach
oznaczono wedlug metody opracowanej przez Zhang S. i in. (2018), z pewnymi modyfikacjami
zgodnie z Cybulska i in. (2022). Poczatkowo prowadzono metanoliz¢ 2 mg DASP z 2 M
metanolowym roztworem HCI (~1,25 M HCI (T), do derywatyzacji GC, LiChropur™)
w temperaturze 80°C przez 72 godziny. Nastepnie probke hydrolizowano z uzyciem 2 mL 3 M
kwasu trifluoroctowego (czysto$¢ > 99,0%, p.a., Merck Life Science sp. z 0.0., Poznan, Polska)
w temperaturze 100°C przez 7 godzin. Uwolnione monosacharydy i kwasy uronowe zostaly
zderywatyzowane z uzyciem PMP (3-metylo-1-fenylo-2-pirazolin-5-on (czysto$¢ 99%, p.a.
Thermo Scientific Chemicals, Waltham, MA USA) przez dodanie 1 mL wody i 50 uL 0,3 M
wodorotlenku sodu (czysty p.a., Avantor Performance Materials S.A., Gliwice, Polska),
wymieszanie, a nastepnie dodanie 50 pL roztworu 0,5 M metanolowego PMP. Po inkubacji
w temperaturze 70°C przez 60 minut, probke schlodzono, zneutralizowano 50 pL 0,3 M
kwasem chlorowodorowym (35-38%, czysty, p.a., Avantor Performance Materials S.A.,
Gliwice, Polska), a nastgpnie ekstrahowano chloroformem (czysto$¢ >99,5%, HPLC Grade,
Thermo Scientific Chemicals, Waltham, MA USA). Nastepnie, 20 pL przefiltrowanych
pochodnych PMP wstrzykiwano do systemu HPLC (Sykam GmbH, Gewerbering, Niemcy)
wyposazonego w kolumng Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 mm §r. wewn. X 250 mm, 5 pum)
w potaczeniu z kolumng ochronng Agilent Eclipse XDB-C18 (4,6 mm $r. wewn. X 12,5 mm, 5
um), oraz detektorem PDA S 3350 (Sykam GmbH, Gewerbering, Niemcy). Separacja
chromatograficzna sktadnikow przeprowadzana byla w temperaturze 30°C, przy uzyciu fazy
ruchomej sktadajacej sie¢ z A (0,1 M buforu fosforanowego (pH 6,7)) 1 B (50% (v/v) roztwor
0,1 M buforu fosforanowego w acetonitrylu) w stosunku A:B 69:31% (v/v) oraz predkosci
przeptywu 1,8 mL-min™!. Detekcja odbywala si¢ przy dtugos$ci fali 246 nm. Probki analizowano
w trzech powtorzeniach. Identyczng procedure analityczng zastosowano dla standardow
monosacharydéw 1 kwasow uronowych: arabinoza, fukoza, galaktoza, kwas galakturonowy,
glukoza, kwas glukuronowy, mannoza, ramnoza i1 ksyloza (Sigma-Aldrich, Merck Life Science

Sp.z.0.0., Poznan, Polska). Analiz¢ przeprowadzono w trzech powtoérzeniach.
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3.6. Chromatograficzne oznaczenie stopnia metylacji (DM)

i acetylacji (DA)

W celu oznaczenia DM 1 DA pektyn, probki byty zmydlane z uzyciem 0,2 M NaOH
w celu wytworzenia metanolu 1 kwasu octowego, oznaczanych nast¢pnie za pomocg HPLC
(kolumna C18, Bionacom velocity LPH-C18, 300 A, 4,6 x 250 mm, 5 mikrondw, detektor RI),
zgodnie z metodg zaproponowang przez Levigne i in. (2002) z pewnymi modyfikacjami wedlug
Yu i in. (2021). Prébki pektyn (5 mg) roztwarzano w 0,5 mL 0,2 M NaOH i inkubowano
w temperaturze 4 °C przez 120 minut. Nastgpnie mieszanin¢ zneutralizowano przy uzyciu 0,5
mL 0,2 M H2SO4 (95-98%, Sigma Aldrich, Merck Life Science Sp.z.0.0., Poznan, Polska),
odwirowano przez 10 minut, przefiltrowano przez filtr strzykawkowy (0,22 upm)
1 wstrzykiwano do systemu HPLC (objetos¢ wstrzykniecia 20 pL, faza ruchoma 4 mM kwas
siarkowy przy przeplywie 0,8 mL-min'). W tych samych warunkach przygotowano
i analizowano standardowe roztwory metanolu i kwasu octowego. Analiz¢ przeprowadzono

w trzech powtorzeniach.
3.7. Miareczkowe oznaczenie stopnia metylacji (DM)

Stopien metylacji pektyn zostat oznaczony réwniez metoda zgodna z Food Chemical
Codex (FCC, 1981) oraz USP 26 NF 21 (2003), opisang przez Wai 1 in. (2010) z pewnymi
modyfikacjami. Wysuszona probka (500 mg) zostata zwilzona 2 mL 96% EtOH, a nastepnie
catkowicie rozpuszczona w 100 mL wody dejonizowanej. Do mieszaniny dodawano pig¢ kropli
1% etanolowego roztworu fenoloftaleiny jako wskaZznika, a nastgpnie prowadzono
miareczkowanie z uzyciem 0,5 M roztworu wodorotlenku sodu, a wynik odnotowano jako
objetos¢ poczatkowa. Nastepnie dodano 10 mL 0,5 M NaOH. Probka zostala energicznie
wstrzas$nigta i pozostawiona w temperaturze pokojowej. Po 15 minutach dodano 10 mL 0,5 M
HCl i mieszano do zaniku r6zowej barwy. Ponownie dodano fenoloftaleing, 1 miareczkowano
roztwor za pomocg 0,5 M NaOH do uzyskania lekko ré6zowego koloru, ktory utrzymywat sie
po energicznym wstrzgsnigciu (punkt koncowy miareczkowania), co oznaczono jako objegtos¢
koncowa. Analiza zostala przeprowadzona w trzech powtdrzeniach. Stopien metylacji

obliczono wedtug réwnania (1).

objeto$¢ koticowa [mL] (1)
%DM = ———— — x 100
objeto$¢ poczatkowa [mL] + objetos¢ konncowa[mL]
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3.8. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

Widma liofilizatow DASP w podczerwieni zebrano w temperaturze pokojowej przy
uzyciu spektrometru FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Madison, WI, USA),
wyposazonego w przystawke Smart iTR ATR. Wszystkie probki badano w tych samych
warunkach, zgodnie z metoda opisang wczesniej przez Chylinska i in. (2016). Widma zebrano
w zakresie od 4000 cm™ do 650 cm’!, z rozdzielczoscig wynoszacg 4 cm™'. Korekte linii
bazowej przeprowadzono za pomocg oprogramowania OMNIC (Thermo Scientific, Madison,
WI, USA). Finalne widma uzyskano poprzez usrednienie wynikoéw z pigciu kolejnych analiz,
gdzie na kazda przypadato 200 skanéw oraz znormalizowane do wartosci 1,0 przy 1013 cm™

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

3.9. Pomiary AFM

3.9.1. Obrazowanie topograficzne

Do przygotowania roztwordow pektyn frakcji DASP uzyto wody HPLC (Sigma-Aldrich
Merck Life Science Sp.z.0.0., Poznan, Polska). Wykonano stezenia 0,02 mg-mL™! o objetosci
30 puL. Probki do AFM przygotowano poprzez nakroplenie na mike wodnego roztworu DASP
1 rozprowadzenie za pomocg powlekacza obrotowego (spin coater) POLOS SPIN1501 NPP
(SPS-Europe B.V., Putten, Holandia). Nastepnie probki suszono przez noc w eksykatorze
w temperaturze 22°C. Obrazy byly rejestrowane za pomocg mikroskopu sit atomowych
Multimode 8 wspotpracujacym z kontrolerem NanoScope V (Bruker, Billerica, MA, USA)
zuzyciem sondy ScanAsyst-Air-HR (Bruker, Billerica, MA, USA) o wspotczynniku
sprezystosci 0,4 N-m™!. Zastosowano nastepujace ustawienia skanowania: rozmiar skanu 4 x 4
um przy rozdzielczosci 1024 x 1024 punktow 1 szybkosci skanowania 3,91 Hz. Zebrano co

najmniej 10 obrazow kazdej probki, reprezentujacych rdzne obszary miki.
3.9.2. Analiza obrazu

Wstepne przetwarzanie obrazdéw zostato przeprowadzone przy uzyciu oprogramowania
Gwyddion 2.52 (Nefas & Klapetek, 2012). Ekstrakcja widocznych na obrazach
wysoko$ciowych molekul, segmentyzacja oraz obliczenia parametréw geometrycznych zostaty
przeprowadzone przy pomocy aplikacji pracujacej w sSrodowisku Matlab R2011a (MathWorks,
Natick, MA, USA). Obiekty na obrazach AFM zostaty sklasyfikowane do jednego z dwoch
typow struktur: "rozgatgzione" i1 "gladkie" (Rysunek 4). Jedna galaz (segment) zostata

zdefiniowana jako odcinek migdzy najblizszymi punktami rozgalezienia (czerwone kropki na

33



Rysunku 4) lub do konca molekuly. Wyznaczano cztery parametry: (1) calkowita dtugos¢
molekut rozgatezionych, jako suma dlugosci ich wszystkich gatezi, (2) dtugos¢ molekuty

gladkiej, (3) dtugos¢ pojedynczej gatezi, (4) srednig liczbg gatezi na molekute.

- )
galaz (sengtA)\‘L \
punkt rozgatezienia
molekuta rozgaleziona molekuta gtadka

Rysunek 4. Schemat struktur wyodrgbnionych na podstawie topologicznych obrazow AFM.

3.9.3. Dlugos$¢ persystentna

W celu oszacowania dhlugosci persystentnej (ang. persistence length), wtdkna
zobrazowane na mice za pomocg AFM analizowano za pomocg oprogramowania FiberApp
(Usov & Mezzenga, 2015) przy uzyciu podejScia opartego na tzw. mean-sq uared end-to-end
distance, MSED. W metodzie tej obliczana jest Srednia warto$¢ kwadratu odlegtos$ci pomigdzy
koncami tancucha polimerowego, co umozliwia okreslenie jego dlugosci persystentnej, czyli
odleglosci, na jakiej zanikajg korelacje w kierunku stycznym. Metoda MSED dla modelu WLC
(ang. worm-like chain) jest opisana teoretyczng zaleznoscig przedstawiong roOwnaniem (2):

=117 )
(R?*) = 42 [l —21(1— ew] ,
gdzie:
A — dlugo$¢ persystentna; R — bezposrednia odleglo$¢ miedzy dowolng parg segmentow wzdtuz

konturu, oddzielonych dtugos$cig tuku / (Usov & Mezzenga, 2015).

3.10. Statyczne rozpraszanie Swiatla laserowego

Metoda statycznego rozpraszania Swiatta laserowego (ang. Static Light Scattering, SLS)
z wykorzystaniem wykresu Debye'a zostala wykorzystana do okres$lenia srednich wagowo mas
czasteczkowych (MW) (Hiemenz & Lodge, 2007; Puskas i in., 2013). Roztwory DASP

w zakresie niskich stezen (0,006-0,100% m/w) przygotowano poprzez rozcienczenie roztworu
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wyjsciowego (2% m/w) woda MiliQ (Typ 1; System oczyszczania wody Direct-Q® 3 UV,
Merck Millipore, Merck Life Science Sp. z 0.0., Poznan, Polska). Probki poczatkowo
wymieszano za pomocg wytrzgsarki typu vortex (Velp Scientifica, Usmate, Wtochy),
a nastgpnie pozostawiono na rotatorze (neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Niemcy) przez
24 godziny w temperaturze 20 + 2°C. Oznaczono wspotczynniki zatamania $wiatta dla czystej
wody (rozpuszczalnika) i roztworéw (Refraktometr kieszonkowy, RI 1.3306—1.5284, Atago
Ltd., Tokyo, Japonia) w temperaturze 20°C. Toluen (standard analityczny, czystos¢ >99,9%
wedlug GC; Merck Life Science Ltd., Poznan, Polska) zostat uzyty jako standard. Pomiar
rozproszenia $wiatta pod pojedynczym katem (173°) (633 nm) zostal przeprowadzony za
pomocg aparatu Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd., Malvern, Wielka Brytania) przy co najmniej
12 pomiarach, w trzech powtdrzeniach. Oprogramowanie automatycznie obliczyto mase¢
czasteczkowa (MW) oraz drugi wspotczynnik wiralny danego polisacharydu na podstawie

analizy rozpraszania $wiatta szeregu roztworo6w wodnych z rosngcym stgzeniem DASP.
3.11. Pomiary reologiczne

Pomiary reologiczne przeprowadzono w temperaturze 20°C przy uzyciu reometru
hybrydowego Discovery (HR-1) firmy TA Instruments (New Castle, PA, USA) wyposazonym
w uklad pomiarowy typu stozek-ptytka (o $rednicy 40 mm i kacie 2,007°) z szerokos$cig

szczeliny 0,56 mm.
3.11.1. Wlasciwosci lepkosprezyste

Test oscylacyjny przeprowadzono dla 6% (m/v) wodnych roztworow DASP.
Wyznaczano modut zachowawczy (G') 1 modut stratnosci (G"). Pomiary przeprowadzono przy
czestotliwosci 0,5 Hz 1 logarytmicznym skoku amplitudy odksztatcenia w zakresie od 0,1 do

100% (25 punktow na dekade).
3.11.2. Krzywe plyni¢cia

Zaleznosci naprezenia $cinajacego od predkosci $cinania (krzywe ptynigcia) mierzono
w zakresie predkosci $cinania 10-600 s~! oraz 600-10 s™! (skok logarytmiczny, 15 punktéw na

1

dekadg). Lepko$¢ zostata zarejestrowana przy predkosci $cinania 10 s™'. Do uzyskania

krzywych plynigcia 1 okreSlenia zachowania reologicznego probek zastosowano model

potegowy (model Ostwalda—de Waele'a) oraz model Herschela 1 Bulkleya.

Model potegowy Ostwalda de Waele'a jest opisany réwnaniem (3):
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o=Ky" (3)
gdzie:

o — naprezenie Scinajgce (Pa); K — wspotczynnik konsystencji (Pa-s"); y — predkos$¢ Scinania

(s'h); n — wskaznik plynigcia.

Model Herschela i Bulkleya jest opisany rownaniem (4):

o =0, + Ky" 4)

gdzie: o — naprezenie $cinajace (Pa); 6o — graniczna warto$¢ napr¢zenia $cinajacego (granica
ptyniecia) (Pa); K — wspdlczynnik konsystencji (Pa-s"); y — predko$é $cinania (s);

n — wskaznik ptyniecia.

3.11.3. Graniczna liczba lepkosciowa (lepko$¢ istotna)

Graniczna liczba lepkosciowa (lepko$¢ istotna) opisuje wzgledny wzrost lepkosci
roztworu w stosunku do czystego rozpuszczalnika. Pomiaréw dokonano w wodnych
dyspersjach DASP (5 mg-mL"' do 20 mg-mL"!) na podstawie pomiarow lepkosci przy
zmiennej predkosci $cinania 10-400 s™! oraz od 400-10 s! (skok logarytmiczny; 25 punktow
na dekade). Lepkos$¢ istotna (1) zostata wyznaczona przez ekstrapolacje do stezenia rGwnego

zero zgodnie z rGwnaniem (5) (Huggins, 1942):
Ns
=2 = [n] + kuln]*c (5)

gdzie: nsp — lepkos$¢ (specyficzna) wlasciwa, obliczona na podstawie lepkosci wzglednej

(Mroztworu/Mrozpuszezalnika), € — stezenie roztworu polimeru, ky — stata Hugginsa.

3.12. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy chemiczne i reologiczne przeprowadzono co najmniej trzykrotnie.
Wyniki obliczano jako warto$ci $rednie i podawano z odchyleniem standardowym lub btedem
standardowym. Testy statystyczne (test t-Studenta, wieloczynnikowa ANOVA z testem post
hoc Tukeya) majace na celu okreslenie istotnych réznic migdzy probami przeprowadzono przy
uzyciu pakietu ,,stats” (wersja 4.1.2.) firmy R (R Core Team, 2013) 1 Statistica 13.1 ( StatSoft,

Krakow, Polska). Istotno$¢ statystyczng oceniano na poziomie p < 0,05.
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4. Omowienie wynikow 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 przegladowej P1 bylo podsumowanie wynikéw dotychczas badan
struktury chemicznej 1 konformacji czasteczek oraz funkcji RG-I w roslinie 1 w warunkach in
vitro w roztworach. W publikacji oméwiono strukture chemiczng i fizyczng RG-I, jako
kluczowego sktadnika pektyn wystepujacych w $cianach komoérkowych roslin. Zebrano
szczegotowe informacje na temat budowy RG-I, w tym jego szkieletu oraz tancuchow
bocznych zbudowanych z cukréw prostych. Przeanalizowano takze wlasciwosci fizyczne RG-
I, takie jak konformacja helikalna i1 funkcje petnione przez RG-I w $cianach komdrkowych
roslin, wlaczajac w to jego rolg w strukturalnej organizacji $cian komoérkowych, zmiany
strukturalne podczas dojrzewania oraz wlasciwosci reologiczne w warunkach in vitro.
Dodatkowo, omowiono wplyw roznych czynnikow, takich jak stopien metylacji, na

wlasciwosci zelujace 1 lepkos¢ RG-1.

Przeglad literatury, obejmujacy wyniki badan nad r6znymi zroédtami roslin, wskazuje na
wysokie zroznicowanie w sktadzie i funkcjach RG-I w zaleznosci od gatunku rosliny i etapu
jej rozwoju. Na podstawie informacji zawartych w pracy, sformutowano nastgpujace

podsumowanie obecnego stanu wiedzy:

e Szkielet RG-I sklada si¢ z powtarzajacych si¢ jednostek GalA-Rha. Do jednostek
ramnozy przylaczone sg tancuchy boczne, zbudowane gléwnie z arabinanow i/lub
galaktanéw, a rzadko arabinogalaktanéw 1 innych grup. Dtugos¢ domen RG-I oraz
stopien rozgatezienia roznig si¢ migdzy roslinami.

o RG-Iwykazuje konformacje tzw. losowego kiebka (ang. random coil) w roztworze oraz
wysoka lepko$¢ wlasciwa, tworzac sieci w okreslonych warunkach. Obecno$¢ RG-I ma
wpltyw na witasciwosci reologiczne pektyn w roztworze. Cukry obojetne wchodzace
w sktad tancuchéw bocznych maja réwniez wplyw na tworzenie sieci podczas

zelowania. Struktura przypominajaca wygigte prety stworzona przez wtracenia Rha
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moze rowniez promowaé wiekszy stopien ruchliwosci i interakcji molekularnych,
natomiast inkluzje ramnozy w konformacji trzykrotnej (31) helisy powoduja
zwiekszenie elastycznos$ci 1 wigksza srednice molekuly. Nie majg one jednak istotnego
wpltywu na ogolny ksztalt molekuty ze wzgledu na samoistne znoszenie si¢ efektu
strukturalnego kolejnych sparowanych reszt Rha.

e Obserwuje si¢ istotne zmiany strukturalne w RG-I podczas dojrzewania
i przechowywania w zaleznosci od zrédta pektyn. Lancuchy boczne, zaréwno
galaktanowe, jak 1 arabinanowe s3g zwigzane zaréwno z jedrno$cig tkanki, jak

1 z fizycznymi 1 funkcjonalnymi wtasciwosciami $cian komorkowych.

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

for extraction of rhamnogalacturonan)

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Ciesla J., Zdunek A., 2023, A mini-review on the
plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan I, Food Chemistry,

403.134378.

W publikacji przegladowej P2 szczegblowo podsumowano czynniki zwigzane
z materiatem wyj$ciowym 1 technikami ekstrakcji, ktore determinuja wydajnos¢ 1 sktad
chemiczny pektyn regionu RG-I. Przeanalizowano wptyw zrodta pektyn, rozpuszczalnika, pH,
temperatury, czasu oraz dodatkowych czynnikoéw zwigzanych z zastosowanymi technikami,

takimi jak mikrofale, ultradzwigki, wysokie i niskie ci$nienie, czy traktowanie enzymatyczne.

Ilosci RG-I wyekstrahowane ze §ciany komorkowej roslin r6znig si¢ w zaleznosci od
zrédta roslinnego i zastosowanej techniki pozyskiwania. Wysoki udziat tej domeny w ogdlne;j
zawartos$ci pektyn zazwyczaj wigze si¢ z obecnos$cig rozgat¢zionych tancuchéw bocznych,
wyrazonym przez wigksze ilosci cukrow prostych. Tradycyjne metody ekstrakcji RG-I zwykle
obejmujg ekstrakcje kwasem, zasada, woda, chelatorem lub kombinacjg tych rozpuszczalnikow
w procesie sekwencyjnym. Techniki wspomagajace, takie jak mikrofale, ultradzwigki, enzymy
1 wysokie ci$nienie, moga by¢ polaczone z tradycyjnymi metodami, co prowadzi do
zwigkszenia wydajnos$ci. Najczesciej stosowang technikg ekstrakcji frakeji bogatych w RG-1
jest ekstrakcja w srodowisku zasadowym, pozwalajgca na zachowanie w stanie nienaruszonym
tancuchéw bocznych. Jednakze wykazano, ze odpowiednio dostosowane kombinacje (np. woda
1 kwas cytrynowy z enzymami) mogg zapewni¢ wysokie wydajnosci, niemalze nie naruszajac

struktury. Cho¢ najpopularniejszymi zrodtami ekstrakcji pektyn sg cytrusy i jabtka, liczne
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badania wykazaty, ze inne zrodta moga by¢ rownie skuteczne, wsrodd ktorych szczegodlnie

interesujace wydaja si¢ odpady z przemystu przetworczego.

Wysoka zmienno$¢ Sciany komorkowej roslin sprawia, ze opracowanie uniwersalnych
procedur ekstrakcji pektyny jest wyzwaniem. Metody te muszg by¢ dopasowane do zrodia
pektyn aby zapewni¢ pozadane wydajnosci i wiasciwosci strukturalne ekstrahowanych

polisacharydow.

4.3. Publikacja P3 (Structural and rheological properties of diluted

alkali soluble pectin from apple and carrot)

Kaczmarska A., Pieczywek P., Cybulska J., Ciesla 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 badan dotyczace analiz struktury oraz reologii
natywnej frakcji rozpuszczalnej w stabych alkaliach (DASP), ekstrahowanej z dwdch réznych
zrédet: jabtek i marchwi. Celem badan bylo zrozumienie podobienstw i roznic w skladzie
chemicznym, strukturze, a co za tym idzie wlasciwosciach reologicznych i molekularnych

frakcji DASP.
4.3.1. Sklad chemiczny frakcji DASP

Analiza monosacharydéw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe]
wykazata, ze frakcja DASP ztozona jest gléwnie z kwasu galakturonowego, arabinozy,
galaktozy i ramnozy w roéznych proporcjach, odpowiednio 57,3 mol%, 24,9 mol%, 9,4 mol%,
3,6 mol% dla owocdéw jabtoni oraz 43,3 mol%, 18,2 mol%, 27,9 mol%, 8,4 mol% dla korzenia
marchwi. Dla pektyn z jabtka odnotowano wyzsza zawarto$¢ kwasu galakturonowego
1 arabinozy, natomiast w przypadku pektyn z marchwi, frakcja byla bogatsza w galaktoze
1 ramnozeg, co ma swoje odzwierciedlenie w stosunku domen HG 1 RG-I dla tych zrodet. DASP
ekstrahowana z jabtek wykazata wyzsza zawartos¢ HG (53,70 mol%) w poréwnaniu z RG-I
(41,50 mol%), podczas gdy DASP z marchwi zawierala mniej HG (34,90 mol%) przy
wiekszym udziale RG-I (62,90 mol%).

Analiza spektroskopowa FTIR potwierdzita obecnos¢ charakterystycznych pasm dla
pektyn z obu materiatéw, jednak intensywnos¢ tych pasm roznita si¢ ze wzglgedu na roznice
w sktadzie chemicznym. Piki majace maksima przy liczbie falowej 1597 cm™ oraz 1406 cm!

sg charakterystyczne dla drgan odpowiednio asymetrycznych i symetrycznych jonow COO".
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Charakterystyczny dla pektyn pik pojawia si¢ rowniez przy liczbie falowej 1320 cm
1 odpowiada drganiom zginajacym C-H w pier§cieniu aromatycznym. Przy liczbie falowej 1142
cm™ obserwuje si¢ drgania rozciagajace C-O-C w wiazaniu glikozydowym, natomiast przy
1094 cm! drgania rozciggajace C-O i C-C w pierscieniu. Pik przy 1070 cm™ odpowiada
drganiom rozciggajacym C-O oraz zginajacym C-C. Sygnatowi przy dtugosci fali 1014 cm™!
przypisano drgania rozciagajace C-O 1 C-C w grupie atomoéw C2-C3, C2-02, C1-O1, natomiast
piki przy dlugo$ciach fali 890 i 835 cm™ odpowiadaja kolejno drganiom zginajacym C-H oraz
drganiom deformacyjnym pozaptaszczyznowym C-OH w pier§cieniu aromatycznym. Brak
piku w zakresie 1745-1700 cm ™' odpowiadajagcemu absorpcji zestryfikowanych grup
karboksylowych czasteczek pektyn, sugeruje brak metylestryfikacji w badanej frakcji pektyn
dla obu zrédet, co spowodowane jest prawdopodobnie hydroliza wigzan estrowych podczas

ekstrakcji alkalicznej. Zerowy stopien estryfikacji potwierdzono metoda miareczkowa.
4.3.2. Struktura molekul frakcji DASP

Na obrazach AFM natywnej frakcji DASP $ciany komorkowej wyizolowanej z jabtka
oraz marchwi, pektyny tworzyty struktury ztozone ze stosunkowo dtugich odcinkéw liniowych,
rozdzielonych lokalnie wystgpujacymi punktami zgie¢ lub rozgatezien. W niektorych
miejscach obecne byly rowniez amorficzne agregaty skoncentrowane przy fragmentach
liniowych. Na postawie topologicznych obrazow AFM wyznaczono parametry molekut
natywnej frakcji, dotyczace dtugosci molekut liniowych, rozgatezionych oraz dlugosci 1 liczby
rozgatezien.

Srednia dlugo$é rozgatezionych widkien dla DASP z jabtek wynosita 287,3 nm, podczas
gdy dla DASP z marchwi dtugo$¢ byta mniejsza i wyniosta 188,6 nm. Pojedyncze rozgalezienie
dla DASP z jabtek miato dlugos$¢ 45,6 nm, w porownaniu do 36,2 nm dla DASP z marchwi.
Czasteczki pektyn ekstrahowane z jabtek byly rowniez bardziej rozgalezione: $rednia liczba
galezi na jedng czasteczke wynosita 6,1, podczas gdy dla pektyn z marchwi byto to 5,1. Srednia
dlugos¢ persystentna DASP wynosita 42,8 nm dla jabtka i 40,1 nm dla marchwi, a uzyskane
wartosci byly wieksze niz te, ktore zazwyczaj podawane sg w literaturze dla r6znych domen
pektynowych (4,5-15 nm). Oceniono, ze mozliwym powodem tych roznic jest zastosowanie
metody AFM do oceny tego parametru, podczas gdy wickszo$¢ poprzednich oznaczen

bazowata na metodach hydrodynamicznych.
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4.3.3. Wlasciwosci reologiczne i molekularne frakcji DASP

Z przebiegu krzywych uzyskanych tescie oscylacyjnym przy zmiennej amplitudzie
odksztatcenia 1 stalej czestotliwosci wynika, ze oba badane zele wykazuja przewage cech
sprezystych (G’ > G’’) oraz przebieg charakterystyczny dla uktadow, ktérych tancuchy ulegly
splataniu. Natomiast przy wyzszych wartosciach odksztatcenia ulegaja rozplataniu i utozeniu
w kierunku przeptywu. Uzyskana warto$¢ modutu G’ jest wyzsza w przypadku frakcji z jabika,
natomiast szerszy zakres liniowej lepkosprezystosci wykazywata frakcja z marchwi. Rowniez
punkt ptynigcia byl wyzszy dla pektyn z marchwi — minimalna warto$¢ odksztalcenia
powodujaca zniszczenie struktury zelu wyniosta 7,57% dla jabtka oraz 9,15% dla marchwi. Dla
uzyskanych roztworéw, modelem opisujagcym uktad z najwigksza doktadnoscia byl model
Ostwalda de Waele’a. Oba plyny zakwalifikowano jako pseudoplastyczne rozrzedzane
$cinaniem (n < 1). Oznacza to, ze ich lepko$¢ pozorna malata wraz ze wzrostem szybko$ci
$cinania. Wspotczynnik konsystencji K zwigzany jest z lepkoscia probki. Wyzsza wartos$¢ tego
parametru w modelu odnotowana zostata dla marchwi (K = 1,8), natomiast nizsza dla jabtka (K
=0,6), co wraz z niskg warto$cig n $wiadczy o tym, ze frakcja z marchwi wykazywata wyzsza
pseudoplastyczno$¢ roztworéw. Wyznaczono réwniez lepkos$¢ istotng pektyn - uzyskano
wartoéci 194,91 mL-g 1 186,79 mL-g™! odpowiednio dla jabtka i marchwi. Lepko$¢ istotna jest
Scisle zwigzana z masg czasteczkowg oraz dtugo$cia polimeru, a co za tym idzie sztywnoscia
fancucha. Mozna podejrzewal, ze zZele uzyskane z frakcji jabtkowej byty silniej zwigzane,
podczas gdy te z frakcji z marchwi byly bardziej odporne na odksztalcenia mechaniczne.
Silniejsze zelopodobne roztwory jabtkowego DASP mogg wynika¢ z wyzszej zawartosci
arabinozy, ktora sprzyja tworzeniu zwartej struktury i wigkszemu rozgatezianiu czasteczek.
Z kolei DASP z marchwi zawierala wigcej ramnozy (8,4 mol%), czyli ponad dwukrotnie w
porownaniu do DASP z jabika, jednakze czgsteczki marchwi byly mniej rozgatezione ((Gal +
Ara)/Rha = 5,49). Srednia wagowo masa czasteczkowa DASP wyniosta 895 + 76 kDa dla
probek z jabtka oraz 886 + 99 kDa dla marchwi. Nieznacznie wyzsza masa czasteczkowa oraz
lepkos$¢ probek z jabtka mogly by¢ konsekwencja wigkszej zawartosci HG w DASP w

porownaniu do frakcji marchwiowej, ktéra zawierata wigcej 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-

1, Scientific Reports, 14, 11454.

W publikacji P4 przedstawiono wyniki badan dotyczace zamian w strukturze DASP

w wyniku dziatania enzymoéw degradujacych szkielet glowny oraz tancuchy boczne RG-I:

e Acetyloestraza ramnogalakturonianowa — RGAE (BtRme NC (CE NC), BT4158, E.C.
3.1.1) bierze udzial w deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego w szkielecie RG-
I, co umozliwia dostgp innym enzymom do tancuchow;

¢ Endoliaza ramnogalakturonianu — RGL (BtRge9A (PL9), BT4183, E.C. 4.2.2.23) bierze
udzial w rozcinaniu wigzan a-1,4 migdzy ramnozg i kwasem galakturonowym;

e Arabinofuranozydaza — ABF (CjAbf51B (GHS51), E.C. 3.2.1.55) odcina tancuchy
boczne zawierajace arabinoze, przylaczong za pomocag gltéwnie wigzan a-1,2- oraz a-

1,3.
Enzymy stosowano w trzech kombinacjach (E1, E2, E3), opisanych rozdziale 3.4.

Celem pracy byla charakterystyka strukturalna oraz badania reologiczne wlasciwosci
frakcji DASP ekstrahowanych z dwoch zrodel ogrodniczych (jabtko 1 marchewka)
1 strukturalnie zmienionych poprzez modyfikacj¢ enzymatyczna. Modyfikacja enzymatyczna
miata na celu zmiany struktury domeny RG-I i ocen¢ wpltywu ramnozy i arabinozy na

wlasciwos$ci na wlasciwosci reologiczne frakcji DASP.

4.4.1. Zmiany struktury molekul DASP w wyniku degradacji

enzymatycznych

Jak pokazano w pracy P3, natywne probki DASP inkubowane w buforze tworza na mice
struktury o liniowych segmentach o zmiennej dlugosci oddzielonymi punktami zgig¢ lub
rozgatezien. Wczesniej podobne struktury obserwowano dla frakcji DASP z jablek, marchwi
lub gruszek, co byto tlumaczone wtraceniami ramnozy w tancuchach homogalakturonanu.
Podobna struktura DASP, bez znaczacych rownic w stosunku do probki umieszczonej
w samym buforze, tworzyta si¢ po zastosowaniu modyfikacji E1 (RGAE+RGL) powodujacej
deacetylacj¢ 1 nastgpnie rozcigcie wigzania Rha-GalA. W probce traktowanej E2 (ABF)
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obserwowano jednak znacznie wigksze agregaty i dluzsze tancuchy, szczeg6lnie dla probek
z marchwi. Dodatkowo, zarowno dla traktowania E2, jak i kombinacji trzech enzymoéw (E3),
zauwazalne byly krotkie tancuchy i mate czasteczki. Na podstawie analizy obrazéw AFM,
klasyfikowano rézne struktury jako czasteczki '"rozgalezione" oraz "liniowe". Dhugosci
molekut rozgatgzionych przed umieszczeniem w buforze wynosity okoto 585 +23 nm 1443 +
23 nm odpowiednio dla DASP z jabtek (DASP-A) i marchwi (DASP-C), co jest zgodne
z wezesniejszymi badaniami, ktore wykazaty dtugosci krtesie od 20 do 1000 nm dla frakce;ji

pektynowych ekstrahowanych z réoznych owocow.

Po inkubacji pektyn w samym buforze przez 120 minut, dlugosci molekut
rozgatezionych nie zmienily si¢ znaczaco dla jabtek, podczas gdy zwiekszyly si¢ dla marchwi.
Dhugosci czasteczek liniowych przed umieszczeniem w buforze byty krotsze niz 100 nm,
a inkubacja z buforem przez 120 minut spowodowala ich skrocenie dla DASP-A oraz
nieznaczny wzrost dla DASP-C. Efekt inkubacji z buforem sugeruje, ze pektyny moga ulegac
zmianom strukturalnym prowadzacym do samoagregacji. Bioragc pod uwage, iz inkubacja
prowadzona byta w buforze o pH 7, wynik ten moze by¢ podobny do wcze$niej uzyskanego
dla pektyn frakcji DASP z jabtek i mozna go wyjasni¢ mechanizmem elektrostatycznego
odpychania migdzy catkowicie zdysocjowanymi makroczasteczkami, ktére prawdopodobnie

blokuja tworzenie si¢ rozszerzonych konformacji tahcuchéw pektynowych.

Najbardzie; wyrazny efekt na struktur¢ DASP w obu materiatach uzyskano po
zastosowaniu ABF (traktowanie E2) powodujacym degradacje¢ arabinozy. Po inkubacji
obserwowano znaczny wzrost calkowitej dlugosci czasteczek rozgalezionych (do prawie 1500
nm po 120 minutach). Efekt ten byt wyraznie zwigzany ze wzrostem liczby segmentow 1 ich
nieznacznym skroceniem. W przeciwienstwie do zastosowania jedynie ABF, jednoczesne
dzialanie tego enzymu wraz z RGAE 1 RGL (traktowanie E3) nie spowodowalo agregacji i nie
zwigkszylo dlugosci czasteczek rozgalezionych. Po inkubacji E3, warto$ci tych parametrow
wynosity odpowiednio 576 + 26 nm 1 356 = 12 nm dla DASP-A i DASP-C. Obserwowano
zmniejszenie liczby rozgalezien na czasteczke, z siedmiu rozgalezien bocznych dla obu Zrodet
do szesciu dla jabtka i pigciu dla pektyn z marchwi. Skrdcenie czasteczek rozgatezionych oraz
spadek liczby rozgatezienh w wyniku dziatania RGAE+RGL+ABF, byt bardziej wyrazny dla
DASP-C niz dla DASP-A. Wigksza fragmentacja tancucha pektynowego marchwi mogta
wynika¢ z wiekszej zawartosci RG-I w poréwnaniu do jabika, jak opisano wczesniej w pracy
P3, co zapewnia wigcej miejsc dzialania enzymow ukierunkowanych na degradacje tej domeny

pektyn w DASP. Inkubacja w mieszaninie enzymoéw E1 nie spowodowata znaczacych réznic
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w dhugosciach rozgatezien w zadnym przypadku. Podejrzewa sig, ze funkcjonowanie enzymu
RGL, powodujacego rozcigcie wigzania Rha-GalA, mogto zosta¢ ograniczone z powodu ggsto
wystepujacych tancuchoéw bocznych arabinozy, ktore uniemozliwiajg dostep do szkieletu

gltéwnego RG-I.

Zmniejszenie dlugosci segmentu, obserwowane dla dziatania ABF, oznacza skrdcenie
si¢ tancuchow bocznych. Ponadto w przypadku kombinacji trzech enzymow (E3) spadia
srednia dtugos$¢ liniowych czasteczek, co rowniez wskazuje na fragmentacje tancucha. Moze
to oznaczaé, ze jednoczesne dziatanie enzymdéw modyfikujacych szkielet RG-I i enzyméw
usuwajacych fancuchy boczne arabinozy pozwolito na skuteczniejszg fragmentacje tancuchow
pektynowych. Potwierdza to hipotezg, ze przylaczona do ramnozy, arabinoza wystepujaca
w duzych iloSciach w badanej frakcji moze ogranicza¢ dostgp do szkieletu enzymom

modyfikujagcym szkielet RG-I.

4.4.2. Zmiany grup funkcyjnych molekul frakcji DASP w wyniku dzialania

mieszaniny enzymow (E3)

Widma FTIR uzyskano dla DASP-A i DASP-C, w formie natywnej, jak i po
traktowaniu kombinacjg E3 przez 120 minut, dla ktérych zaobserwowano najbardziej wyrazny
efekt dziatania. Ogolny ksztatt widma polisacharydu jest determinowany przez sktad cukrowy
szkieletu, ale wptyw ma réwniez budowa fancuchéw bocznych. Dla wszystkich probek mozna
wyr6zni¢ charakterystyczne regiony absorpcji o podobnym wzorze charakterystycznym dla
polisacharydéw DASP. Brak pasma w zakresie 1745-1700 cm™!, zwigzanego z drganiami grup
estrowych, sugeruje brak tego ugrupowania w badanych frakcjach pektyn. Wyniki HPLC nie
wykazaty obecnosci grup metylowych w natywnych pektynach, co jest prawdopodobnie
wynikiem deestryfikacji pektyn podczas ekstrakcji za pomoca weglanu sodu w §rodowisku
alkalicznym. Wartosci stopnia acetylacji wynosity 5,59% 1 7,48%, odpowiednio dla natywnych
pektyn jabtek i marchwi. Sugeruje to niepetna degradacje wigzania estrowego migdzy grupa
acetylowg a resztg GalA w tancuchach pektyn podczas ekstrakcji. Szerokie pasmo w zakresie
okoto 1260-1200 cm ™! moze odpowiadaé wigzaniu rozciggajacemu C—O-C, jednak nizsza
intensywno$¢ tego pasma dla obu probek traktowanych RGAE mogta by¢ efektem czgsciowej
deestryfikacji grup acetylowych. Pasmo przy dlugosci fali 1590 cm™! przypisano
asymetrycznym drganiom COO- w polimerach kwasu galakturonowego, reprezentujagcym
nieestryfikowane grupy karboksylowe pektyn, podczas gdy pik przy okoto 1407 cm™!

reprezentowat symetryczne drgania anionéw karboksylowych. Na podstawie absorpcji widma
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FTIR w zakresie 1200-900 cm ' (region odcisku palca) mozliwe jest okreslenie grup
charakterystycznych dla  poszczegdlnych polisacharydéw. Glownym  sktadnikiem
wplywajgcym na zmiany w ksztalcie tego obszaru w wyniku obrobki enzymatycznej jest GalA.
Zmiany w intensywnos$ci pasm w tym regionie i/lub zanik pikéw obserwowanych dla
zmodyfikowanych frakcji moga sugerowa¢ zmiany w tancuchu gléwnym DASP. Pasmom
o liczbach falowych w zakresie 900-800 cm ! przypisuje si¢ region anomeryczny, co pozwala
na rozrdznienie o- i B-konfiguracji anomerycznego wegla. Piki przy okoto 890-850 cm™
wskazuja na obecnos¢ jednostek galaktopiranozy i arabinofuranozy w probce. Dla DASP-C
i DASP-A zaobserwowano zanik piku przy 890 cm ™' dla zmodyfikowanej probki. Dla DASP-

1

A zaobserwowano zmnigjszenie intensywno$ci pasma przy 850 cm . Te zmiany moga

sugerowac przeksztatcenie wigzan w obrebie fancuchow bocznych w czasteczkach.

4.4.3. Zmiany wlasciwosci reologicznych frakcji DASP w wyniku degradacji

enzymatycznej

Podsumowanie wtlasciwosci reologicznych oraz parametréw modelu potegowego
(Ostwalda de Waele) i modelu Herschela—Bulkleya dopasowanych do krzywych plynigcia
znajduje si¢ w Tabeli 4. Wspotczynnik konsystencji (K) i wskaznik ptyniecia (n) byly uzywane
do opisu zachowania ptynu. Wszystkie wartosci n byly mniejsze niz 1, co wskazuje na to, ze
probki zachowywaty si¢ jak plyny pseudoplastyczne rozrzedzane $cinaniem, co jest zgodne
z wezesniejszymi doniesieniami dla roztworow pektynowych. Ich pozorna lepkos¢ zmniejszata
si¢ wraz ze wzrostem szybkoS$ci $cinania, a sie¢ makromolekularna byta orientowana lub

deformowana w kierunku przeptywu.

Tabela 3. Wtasciwosci reologiczne natywnego (bufor) i modyfikowanego przez 120 minut
enzymami (E1, E2 1 E3) DASP z jabtek (DASP-A) i marchwi (DASP-C). G’ — modut
zachowawczy; G'/G" — stosunek modutu zachowawczego do modutu stratnosci; tand —
wspotczynnik stratno$ci; K — wspotczynnik konsystencji; n — indeks ptynigcia; Go — granica
plastycznosci; Punkt plynigcia — minimalna szybko$¢ $cinania potrzebna do zainicjowania
ptyniecia materialu; Granica lepkosci liniowej — graniczna wartos¢ lepkosci, powyzej ktorej

probka traci liniowg charakterystyke reologiczna.
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Parametr Jednostka DASP-A DASP-C

E3 E3
N £z (RGAE N £2 (RGAE
BUFOR BUFOR
(leéf * (ABF) +RGL (leéf ¥ (ABF)  +RGL
) +ABF) ) + ABF)
310,83 154,61 338,77 167,20 43,67
’ y 32,29 ’ 405,5 ’ ’ 207,33
' P +231 +1 1 ’ +14 ’ +154 +2 ’
G a = 31,30 : 3991 17w > 585 g opn £ 54,87 = 538 L110.49%
G 7,52 1074 438 8,34 6,77 6,44 351 6,93
£3,14%  £142°  £099%  £]43%® 051  +]08P 0932 £2,48%®
and 0,14 0,09 0,24 0,13 0,15 0,16 030 0,15
+0,00%  £0,01% 0,05  +0,038® +0,01%c  +0,03% +0,07°  +0,07%
Punkt o 6,07 5,76 1609 3,77 1,93 12,85 i?’(f 2 , 377
plyniecia ° +3,83%  £126%  +4,50a°  £1,95°  £0,85%  +7,76% 1,629
Granica
- " 3,72 1,79 5,76 1,54 1,34 3,41 720 1,88
,p, . +1,83%¢  +0,50>  £2.20? +0,752 +0,902 +1,47%¢  £223¢  £(,79%
liniowej
Model K pa-s 29 1,39 0,19 2,62 9,33 2040 542 23,56
potegowy +3,99° +1,46° +0,09° +2,76% +3,66%  +3,57° +2.168  +£12,54°
4
0,56 0,63 0,86 0,54 0,41 0,32 ib ?) o 029
" 0,16 £0,19%  £0,07¢  £0,13%¢  £0,06%¢  +0,140 +0,08°
11
g:r‘:‘é'hela oa 3,63 321 0,06 3,71 10,79 i 0 Z b 794 3298
0 +5,75° +4,08? +0,112 +5,612 +6,97% ’ +4,570  +16,12°
Bulkleya ¢
2,79
1,07 0,46 0,19 1,28 4,76 3,07 5,08
K Pa-s . . , . . 20,95 .
£1,16%  £025%  £0,090  £0,9% 20,65  x1,68¢ 231
0,58
0,63 0,73 0,87 0,61 0,50 0,59 0,48
n ab be c ab a ab :i:0,0Sa a
£0,12%  £0,09%  £0,07¢  £0,10% 0,03  x0,14® +0,04
- 2,13
Lepkos¢ (przy Pa- 093 0,65 0,14 1,58 3,13 4,91 WY AL
10 s s £0,89%  £0,55%  £0,05  *I,17% 087  £2,08 +1,90¢
— T
:;f(‘)’:::c M 15833 148,53 15156 12329 29337 24231 16028 147,51

Rézne litery wskazuja roznice istotne statystycznie (ANOVA, p <0,05).

Traktowanie E2 (ABF) prowadzilo do zmniejszenia wspotczynnika K dla frakcji DASP
z obu Zrddet, co wskazuje na ostabienie sieci makromolekularnych przez ten enzym. Mozna
wiec wnioskowaé, ze boczne tancuchy arabinozy byly zaangazowane w splatania
makromolekularne w natywnych frakcjach, co skutkowato wyzsza lepkoscia pektyn w buforze.
Silny wpltyw ABF na strukture DASP 1 reologi¢ moze by¢ spowodowany stosunkowo wysoka

zawartoS$cig arabinozy w badanych frakcjach.
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Oscylacyjne testy reologiczne wykazaly, ze wszystkie badane probki wykazywaty
zachowanie bardziej cial stalych niz cieczy, co potwierdzaja wysokie wartosci modutu
zachowaczego (G') w porownaniu do modutu stratnosci (G”). Wartosci tand (wspotczynnik
stratnosci) byly mniejsze niz 1, co potwierdza, ze probki zachowywaly si¢ bardziej jak ciata

stale.

Zmniejszenie modutu zachowaczego G’ byto wynikiem modyfikacji E1 (RGAE+RGL)
dla frakcji z obu zrodet. Proces ten moglt zmniejszaé §rednig mase czasteczkowa polimeru, co
prowadzito do zmniejszenia stopnia splatania, a tym samym og6lnej wytrzymatosci sieci. Dla
DASP-A, traktowanie E3 (RGAE+RGL+ABF) skutkowalo najwigkszym zmniejszeniem
lepkos$ci istotnej, co moze mie¢ zwigzek z zaobserwowanym zmniejszeniem si¢ liczby

rozgat¢zien na czasteczke.

Duze zmniejszenie modutu G’, ktore zaobserwowano po usunigciu bocznych tancuchoéw
arabinozy w modyfikacji E2. W potaczeniu ze wzrostem wspolczynnika stratnosci G”,
wskazuje to na znaczne zmniejszenie elastycznych wiasciwosci zeli pektynowych. Moze to tez
sugerowac, ze tancuchy arabinozy, jako punkty wigzace w sieci pektynowej, sa odpowiedzialne
za zachowanie typowe dla ciat stalych. Wzrost lepkosci po traktowaniu E3, wskazuje na
wieksza mozliwos$¢ interakcji czasteczek ograniczang przez splatania tancuchow bocznych
przylaczonych do jednostek ramnozy, a takze grup acetylowych, ktdore moga utrudnia¢

przyjmowanie sprzyjajacych wigzaniu konformacji przez polimer.

Zmniejszenie modutu G’ w wyniku dzialania E1 bylo mniejsze dla DASP-C niz dla
DASP-A, co sugeruje, ze struktura deacetylowanego DASP-C jest bardziej odporna na
odksztalcenia. Wyniki te moga wskazywac, ze arabinoza przylaczona do ramnozy, obficie
wystepujaca w badanej frakcji, mogta ogranicza¢ dostgp enzyméw modyfikujacych szkielet

RG-I.
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5. Omowienie wynikow przedstawionych w badaniach
uzupekhiajacych

5.1. Wplyw regionu RG-I frakcji DASP na wlasciwosci mechaniczne
naturalnych i modelowych scian komoérkowych.

5.1.1. Wstep

Pektyny odgrywaja kluczowa rol¢ w mechanice $cian komorkowych roslin, wptywajac
na ich sztywno$¢, elastycznos$¢ i integralno$¢ strukturalng. Dotychczasowe badania sugeruja,
ze pektyny tworzg niezalezng sie¢ w matrycy celulozowo-hemicelulozowej, o wlasciwosciach
plastyfikujacych 1 wiazacych wodg, zapewniajac wytrzymato$¢ mechaniczng ros§linnych $Scian
komorkowych (Somerville i in., 2004; B. Zhang i in., 2021). Co wigcej, uwaza si¢, ze pektyny
oddziatuja z celulozg poprzez interakcje regiondow HG z wapniem (Lin i in., 2016) oraz
fancuchy boczne RG-I, zlozone z arabinanu i/lub galaktanu, ktore silnie adsorbujg si¢ na
mikrofibrylach celulozy (Iwai i in., 2001; Oechslin 1 in., 2002; Zykwinska 1 in., 2005).
Podejrzewa sie¢, ze kowalencyjnie zwigzana ze $ciang komérkowa frakcja DASP jest jednym
z glownych determinantéw sztywnosci $cian komorkowych gruszek (Zdunek i in., 2016).
Badania in vitro wykazaty rdwniez, ze usunigcie pektyn ze $cian komérkowych powodowato
spadek jej sztywnosci i1 ujednolicenie warto$ci dla owocow o odmiennej teksturze (Koziot i in.,

2017).

Strukturalne i chemiczne podobienstwo celulozy bakteryjnej (BC) do celulozy roslinnej
pozwala na traktowanie kompozytow stworzonych na bazie tej celulozy jako tzw. analogi $cian
komoérkowych roslin (Chibrikov, Pieczywek, & Zdunek, 2023; Cybulska 1 in., 2010;
Szymanska-Chargot i in., 2011, 2017). Celem niniejszych badan byta ocena wptywu domeny
RG-I frakcji DASP na wlasciwo$ci mechaniczne $cian komorkowych. Badania prowadzono na
bakteryjnych analogach $cian komdrkowych oraz na materiale §ciany komorkowej z jabtek
1 marchwi. W przypadku analogdéw $cian komorkowych badania prowadzono z uzyciem frakcji
DASP pozyskanej z owocow jabtoni. Frakcje DASP w formie natywnej lub zmodyfikowane;j
enzymatycznie pod katem struktury domeny RG-I dodawano do pozywki hodowlanej bakterii
produkujacych celuloze (BC), co pozwolito na okreslenie wptywu tej domeny na wtasciwosci
mechaniczne powstalego analogu $ciany komorkowej. W przypadku badan z uzyciem
naturalnych §cian komorkowych, Sciany poddawano degradacji enzymatycznej z uzyciem tych

samych enzymow degradujacych RG-I. Nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione w tym rozdziale
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analizy maja charakter porownawczy ze wzgledu na badanie analogéw i §cian komoérkowych

w stanie suchym.

5.1.2. Materialy i metody
5.1.2.1. Material scian komoérkowych (CWM)

Sciany komérkowe (CWM) ekstrahowano z owocow jabloni oraz korzenia marchwi
zgodne z metodg opisang w rozdziale 3.2 niniejszej pracy. W celu przeprowadzenia modyfikacji
enzymatycznych CWM, przygotowano zawiesing zmielonego materiatu o stgzeniu 1 mg-mL™.
Zastosowano degradacj¢ enzymatyczng mieszaning enzymow E3, zgodnie z metodyka
i konwencja opisang w rozdziale 3.4 niniejszej pracy, z niewielkimi modyfikacjami,

przedstawionymi na schemacie (Rysunek 5).
5.1.2.2. Ekstrakcja frakcji DASP i modyfikacje enzymatyczne

Frakcje DASP z jablka ekstrahowano zgodnie z metoda opisang w rozdziale 3.3
niniejszej pracy, jednakze z pominigciem zastosowania 50 mM CDTA. Jest to spowodowane
jego silnym dziataniem bakteriostatycznym, nawet po usunig¢ciu wiekszosci odczynnika
podczas procesu dializy. Zatem w tym przypadku frakcje DASP pozyskano po usunigciu
jedynie frakcji pektyn rozpuszczalnych w wodzie. Modyfikacje enzymatyczne frakcji DASP
mieszaning enzymow E3 prowadzono zgodnie z metodg opisang w rozdziale 3.4 niniejsze]

pracy, przy uzyciu nastgpujacych enzymow:

e RGAE - acetyloestraza ramnogalakturonianowa (9,9 U-mg');
e RGL - endoliaza ramnogalakturonianu (0,22 U-mg');

e ABF — arabinofuranozydaza (2,1 U-mg ).

Proba kontrolna — bufor (35 mM Na-HEPES, pH 7,5; 750 mM NacCl, 200 mM imidazol, 3,5
mM CaCls oraz 25% (v/v) glicerol).

5.1.2.3.Przygotowanie kompozytow celulozy bakteryjnej

Filmy celulozy bakteryjnej (ang. bacterial celulose, BC) przygotowano na pozywce
Hestrin—Schramm (HS) (Hestrin i Schramm, 1954) modyfikowanej wedlug (Cybulska 1 in.,
2010). Czysta BC (BC-PURE) przygotowano na pozywce HS zawierajacej 2% mas. glukozy
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 0,5% mas. peptonu kazeinowego (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA), 0,5% mas. ekstraktu drozdzowego (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA), 0,27% mas. bezwodnego fosforanu disodowego (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 1 0,115% mas. monohydratu kwasu cytrynowego (Chempur,
Piekary Slaskie, Polska), rozpuszczajac sktadniki w wodzie dejonizowanej. Nastgpnie pH
pozywki hodowlanej doprowadzono do 5,0 za pomocg roztworu 1 M NaOH/HCI. Kompozyt
celulozy bakteryjnej z pektynami przygotowano poprzez dodanie do pozywki HS DASP
natywnego (probki oznaczono jako BC-DASP) lub wcze$niej zmodyfikowanego
enzymatycznie w mieszaninie enzymow E3 (probki w tej czgsci eksperymentu oznaczono jako

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

Pozywke HS autoklawowano w temperaturze 121°C przez 11 minut, a nastgpnie
doprowadzono do temperatury pokojowej. Inokulum przygotowano poprzez zaszczepienie ok.
2 mg dwudniowe] kolonii szczepu bakterii Komataeibacter xylinum ATCC-53524 (LGC
Standards, Teddington, Wielka Brytania) w 50 mL pozywki. Kompozyty wytwarzano
statycznie w temperaturze 30 £ 1°C przez 10 dni. Nastgpnie uzyskane kompozyty ptukano
w wodzie dejonizowanej przez 72 godziny w celu pozbycia si¢ resztek poditoza oraz innych
zanieczyszczen 1 niewbudowanych sktadnikéw. Po oczyszczeniu, kompozyty suszono
w temperaturze 40 £+ 1°C do stalej masy. Wysuszone kompozyty przechowywano do dalszych

analiz, w temperaturze 20 + 1 °C i przy wilgotnosci wzglednej 33% + 2%.
5.1.2.4. Testy mechaniczne
Testy mechaniczne kompozytow celulozy bakteryjnej (BC) z pektynami

Wiasciwosci mechaniczne celulozy bakteryjnej z pektynami w skali okreslono w tescie
jednoosiowego rozciggania przy statej predkosci odksztalcania (Chibrikov 1 in., 2024).
Uzyskane probki w postaci btony cigto na paski o szerokosci okoto 3 mm 1 dlugosci 20 mm.
Szeroko$¢ wycietej probki mierzono za pomoca mikroskopu Olympus SZX16 (Olympus
Corporation, Tokio, Japonia) wyposazonego w obiektyw SDF PLAPO 0,5XPF i kamere DMK
21 AUO4 AS (The Imaging Source, Charlotte, Karolina Potnocna, USA). Grubo$¢ kazdego
probki mierzono za pomocg mikrometru cyfrowego BAKER IP54 (Baker Gauges Private
Limited, Maharasztra, Indie). Proby jednoosiowego rozciggania przeprowadzono przy uzyciu
mikrotestera (Deben Microtest, Suffolk, Wielka Brytania) wyposazonego w glowice 200 N.
Odlegtos¢ pomiedzy zaciskami mikrotestera ustalono na 10 mm (efektywna dlugos¢
rozcigganej probki). Probki rozciggano ze stalg predkoscig wynoszacg 1,67-10° m-s? do
momentu jej rozerwania. Wykonano minimum 3 powtdrzenia dla kazdej probki. Modut Younga
probki, wyznaczono za pomoca procedury Python TDA (Pieczywek, 2022a) jako stosunek

napi¢cia do naprezenia dla poczatkowego odcinka nachylenia krzywej (Rysunek 5).
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Testy mechaniczne scian komorkowych (CWM)

Badania wlasciwosci mechanicznych $cian komorkowych (CWM) wykonano przy
uzyciu mikroskopu sit atomowych (pomiar w nano-skali) w tescie indentacji. Probki CWM
nakraplano (okoto 300 puL zawiesiny wodnej) na szkietko mikroskopowe. Nastepnie suszono
je przez 48 godzin na powietrzu (22°C, RH 26-30%). Po tym czasie z probek wyplukiwano
glicerol, bedacy pozostalo$ciag po roztworach enzyméw, poprzez moczenie w metanolu.
Nastepnie probki suszono w takich samych warunkach przez 24 godzin. Do wykonania testow
nanoindentacji probek CWM w stanie suchym wykorzystano mikroskop sit atomowych
Bioscope Catalyst II z kontrolerem Nanoscope V oraz sond¢ RTESPA-525 AFM z krzemu
domieszkowanego antymonem o sztywnosci 200 N-m™ (Bruker, Billerica, MA,USA),
promieniu ostrza 8§ nm oraz czg¢stotliwosci nominalnej 525 kHz. Dla kazdej probki
wykonywano 10 pomiaréw losowo wybranych skrawkow CWM. Indywidualny pomiar
obejmowat rejestracje 25 krzywych ,,sita-przemieszczenie” (25 punktow pomiarowych w siatce

5 % 5 na obszarze 4 um?).
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Rysunek 5. Schemat eksperymentéw mechanicznych: test rozciggania jednoosiowego
analogow $cian kondrkowych przy pomocy mikrotestera oraz nanoindentacja CWM za pomoca
AFM, wraz z przyktadowymi krzywymi eksperymentalnymi. Przygotowano z wykorzystaniem

oprogramowania Biorender.

Do wyznaczenia modutu Younga materiatu §cian komoérkowych zastosowano model
Hertza-Sneddona (Réwnanie 6) (Sneddon, 1965), bedacy rozwinigciem modelu Hertza,
poprzez wpisanie tego modelu w eksperymentalne krzywe sita-indentacja. Modut Younga
oszacowano przy uzyciu oprogramowania NanoPlot (srodowisko Matlab R2011a, Pieczywek,
2022b). Przyjeto wspotczynnik Poissona réwny 0,3 jako warto$¢ zalecang dla polimerdéw

anizotropowych i materialéw pochodzenia biologicznego (Niklas & Spatz, 2012).

2 .
Fo) = 20 g 0

gdzie:

F — sifa indentacji (nacisku stozkowej koncowki);
E — warto$¢ modulu Younga badanego materiatu;
v — wspolczynnik Poissona badanego materiatu;
a — kat otwarcia stozkowej koncowki;

6 — warto$¢ indentacji.

5.1.3. Woyniki i dyskusja
5.1.3.1. Zmiany wlasciwo$ci mechaniczny analogoéw $cian komérkowych w

wyniku degradacji RG-I

Dodanie DASP do pozywki hodowlanej BC wptynelo na wiasciwosci mechaniczne
powstatych kompozytow (Rysunek 6a). Wartos¢ modutu Younga dla celulozy bakteryjnej bez
dodatku pektyn (BC-PURE) byta w zakresie wartosci podawanych w literaturze (Chibrikov
11in., 2024; Chibrikov, Pieczywek, Cybulska, i in., 2023; Cybulska i in., 2023) 1 wynosita 5,18
+ 0,78 GPa, natomiast dodatek natywnego DASP (BC-DASP), spowodowal istotny jego wzrost
do 7,51 £ 1,04 GPa. Uzyskany wzrost modutu Younga jest zgodny z wczesniejszymi badaniami
BC z roznymi frakcjami pektyn: zarowno frakcja pektyn rozpuszczalna w wodzie jak
1 komercyjny RG-I powodowaly wzrost warto§ci modutu Younga oraz ogoélne usztywnienie

kompozytdéw, co sugerowato pewng zdolno$¢ do Iaczenia si¢ z celulozg (Cybulska i in., 2023;
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Liniin., 2016). Potwierdzaja to rowniez badania Gu & Catchmark (2012) obejmujace pektyny,
gdzie pokazano, ze na mechaniczne wtasciwosci kompozytéw celulozy bakteryjnej ma wptyw

miedzy innymi RG-I poprzez tworzenie bardziej elastycznych struktur kompozytowych.

9 | * 16 x

8
= = 14 B apple-buffer
s 7 % 12 : O carrot-buffer
; 6 “a’ apple-E3
o I o 10 carrot-E3
£ 5 c
3 | 3 8
B -
: ——
i g
= 2 : *

1 2

a) | b) .
BC-PURE BC-DASP BC-E3 CWM-PURE CWM-E3

Rysunek 6. Wyniki testéw mechanicznych modelowych (a) i naturalnych (b) $cian
komorkowych. Stupki bledow na rys. a przestawiaja odchylenie standardowe, natomiast na rys.

b, btad standardowy. Znak (*) wskazuje na roéznice istotne statystycznie (ANOVA, p < 0,05).

Dodatek do pozywki zmodyfikowanych enzymatycznie pektyn DASP (probka BC-ET)
spowodowata spadek warto$§ci modutu Younga do 4,97 + 0,60 GPa czyli do poziomu
zblizonego do sztywnosci czystej celulozy bakteryjnej. Swiadczy to o tym, ze struktura regionu
RG-I frakcji DASP ma istotny wptyw na wlasciwo$ci mechaniczne uzyskanych kompozytow.
Zmiana cech strukturalnych pod wplywem mieszaniny enzymoéw (jak to opisano w publikacji
P4 dla mieszaniny E3) spowodowala tez utrat¢ mechanicznej funkcji RG-I w obecnos$ci
celulozy bakteryjnej. Wynik ten sugeruje, ze RG-I jest elementem, ktory odpowiada
W znaczacym stopniu za wlasciwosci mechaniczne §ciany komorkowej. Moze by¢ to zwigzane
z obficie wystepujacymi we frakcji DASP tancuchami bocznymi, szczegdlnie dotaczonej do
ramnozy arabinozy, ktére wzmacniajg interakcje miedzy widknami w sieci przede wszystkim

poprzez opisane powyzej splatania (Silveira i in., 2014).

5.1.3.2. Zmiany wlasciwosci mechanicznych CWM w wyniku degradacji
RG-I

Probki CWM nie poddane traktowaniu enzymami (zastosowano sam bufor) w stanie
suchym z owocow jabloni charakteryzuja si¢ wyraznie wyzszym modutem Younga (14,80 +
0,37 GPa) w porownaniu do probek z marchwi (8,38 + 0,25 GPa) (Rysunek 6b). Uzyskane
roznice pokazujg po raz pierwszy miedzygatunkowe réznice w sztywnosci §ciany komorkowe;.
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Jest to tez wynik zgodny z ogolnie przyjeta hipoteza, ze makroskopowe wiasciwosci
mechaniczne tkanek roslinnych zaleza od struktury, w tym struktury i wlasciwosci $Scian
komoérkowych, co zostato pokazane migedzy innymi na przyktadzie dwoch odmian owocow
gruszy o skrajnie odmiennej jedrnosci (Zdunek i in., 2014) oraz dla szeregu odmian owocow

jabtoni (Cybulska i in., 2013).

Modyfikacja materiatu $cian komoérkowych mieszaning enzyméw E3 spowodowata
obnizenie warto$ci modutu Younga o okoto 1,7 GPa dla prébek z jabtka oraz o okoto 2 GPa
dla probek z marchwi. Uzyskane wyniki zmniejszenia si¢ sztywno$ci $ciany komodrkowej
w wyniku degradacji enzymatycznej sa zgodne z poprzednimi badaniami o podobnym
charakterze oraz wynikami badan dla BC wzbogaconej o DASP. We wczesniejszych badaniach
spadek warto$ci modulu Younga odnotowano w wyniku ekstrakcji kolejnych frakcji pektyn
(WSP, CSP, DASP) ze $ciany komorkowej gruszy (Koziot i in., 2017). Zgodnie z przyjeta tam
interpretacja, obserwowany spadek sztywnosci CWM probek z jablka oraz marchwi w tym
eksperymencie mozna ttumaczy¢ tworzeniem si¢ pustych przestrzeni w sieci celulozowo-
hemicelulozowej. W przypadku zestawu enzymow E3, spadek ten nalezy przypisa¢ degradacji

domeny RG-I w pektynach zawartych w CWM.

5.1.4. Podsumowanie

W tej czeSci badan stosowano mieszaning enzymow E3. Pektyny frakcji DASP
poddawane byly wigc jednoczes$nie deacetylacji jednostek kwasu galakturonowego
w szkielecie RG-I, rozcinaniu wigzan a-1,4 mi¢gdzy ramnoza i kwasem galakturonowym oraz

odcinaniu arabinozy z tancuchoéw bocznych.

Pokazano, Zze dodatek pektyn frakcji DASP, bogatej] w RG-I, wptywa na mechaniczne
wlasciwos$ci bton celulozy bakteryjnej podwyzszajac ich sztywnos$¢. Jednak dodatek pektyn
DASP ze zdegradowanym RG-I nie powodowat juz znaczacych roznic sztywnosci kompozytu
w stosunku do czystej btony celulozy bakteryjnej. Wynik ten sugeruje, ze RG-I moze wchodzié¢
w interakcje z celuloza powodujac usztywnienie kompozytu. Pokazano rowniez, ze degradacja
RG-I natywnej $ciany komoérkowej (CWM) prowadzi do nieznacznego spadku jej sztywnosci.
Wynik ten jest zgodny z obserwowanym we wczesniejszych pracach spadkiem sztywnosSci
CWM podczas naturalnej degradacji pektyn w owocach gruszy podczas dojrzewania lub
enzymatycznej degradacji in vitro. Z przeprowadzonych badan w niniejszej pracy mozna wigc

wysnu¢ wniosek, ze struktura fancucha gléwnego Rha-GalA oraz obecnos¢ przytaczonych do
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ramnozy lancuchdéw arabinozy odgrywaja istotng rol¢ w ksztaltowaniu sztywno$ci $ciany

komorkowej u roslin.
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5.2. Badania wplywu regionu RG-I frakcji DASP na wlasciwosci

pektyn poprzez enzymatyczne i chemiczne modyfikacje

5.2.1. Wstep

Modyfikacje enzymatyczne oraz chemiczne pektyn sg powszechnie stosowane w celu
kontrolowania ich wlasciwosci reologicznych i1 funkcjonalnych. Strukture poszczegoélnych
domen pektynowych mozna ujawni¢ poprzez ich chemiczne i/lub enzymatyczne rozdzielenie,
a nastepnie charakterystyke fizykochemiczng (Santiago i in., 2018). Aby w pelni rozwingé
potencjat modyfikacji pektyn, kluczowe jest doglebne zrozumienie mechanizméw dzialania
czynnikow modyfikujacych oraz opracowanie metod precyzyjnego dostosowywania
wlasciwos$ci do konkretnych zastosowan. Kontrolowana modyfikacja lepkosci 1 wtasciwosci
zelujacych moze by¢ wykorzystana do produkcji bardziej stabilnych i funkcjonalnych zeli
spozywczych oraz innych zastosowan przemystowych, gdzie kluczowe sa specyficzne

wlasciwosci reologiczne.

Jiao 1 in. (2023) przeprowadzili przeglad réznych metod modyfikacji pektyn,
podkreslajac potencjalne bioaktywnosci zmodyfikowanych pektyn, takie jak zwigkszone
wlasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwbakteryjne. Fragmentacja tancucha RG-1 moze
prowadzi¢ do znaczacego obnizenia lepkosci pektyn w wyniku depolimeryzacji tancuchow, jak
wykazano w badaniach nad modyfikowanymi pektynami z jabtek (Ngouémazong i in., 2015).
Modyfikacje enzymatyczne za pomoca pektynaz w regionach tancuchow bocznych pektyn
prowadzity do uzyskania polimerdéw o znacznie nizszej lepkosci przy braku obecno$ci jonow
wapnia. Z drugiej strony, lepkos$¢ probek w tych samych warunkach wzrastata po deestryfikacji
szkieletu pektynowego za pomoca metylestrazy pektynowej (PME). W obecnosci wapnia,
pektyny poddane deestryfikacji wykazywaty 35-krotny wzrost warto$ci modutu
przechowywania (G'), co oznaczato znaczny wzrost sily uzyskanych sieci Zeli (Schmelter,

2002).

J.-F. Thibault i in. (1993) wyizolowali frakcje homogalakturonanu pektyn z réznych
zrddet za pomoca tagodnej hydrolizy kwasowej w temperaturze 80°C przez 72 godziny, a jej
charakterystyka wykazata r6zng wrazliwo$¢ wigzan glikozydowych na hydrolize kwasowa.
Sugeruje si¢, ze tagodna hydroliza kwasowa w temperaturze 80°C przez 24 godziny wystarcza
do izolacji frakcji HG roéznych pektyn cytrusowych oraz niedojrzalej okrywy nasiennikowej

pomidora (Kaya 1 in., 2014; Round i in., 2010), umozliwiajac rozdzielanie degradowanycch

56



fragmentow RG-I, rozpuszczalnych w kwasie, oraz nienaruszonych domen HG, ktore pozostaja
nierozpuszczalne w kwasie. Nalezy mie¢ na uwadze, ze uzywanie metod chemicznych lub
enzymatycznych do rozdzielania subdomen pektyn czgsto moze wigzaé si¢ z obecnos$cig
resztkowych ilosci jednej frakcji w innej (Santiago i in., 2017). Domena HG zwigzana jest
najczesciej z wysokg masa czasteczkowa, lepko$cig oraz sztywnosciag makromolekul (Kaya

iin., 2014; Morris, Ralet, i in., 2010).

Cechy strukturalne polimeréw pektynowych sg ksztattowane gléwnie przez ich zrodlo
oraz zastosowang metode ekstrakcji. Frakcja DASP, opisywana jest jako mieszaniona domen
HG 1 RG-I, jednakze poprzednie badania sugeruja istotng rol¢ RG-I w ksztaltowaniu

wlasciwosci strukturalnych i reologicznych.

W celu doktadniejszej charakterystki roli regionu RG-I frakcji DASP na wlasciwosci
pektyn, poglebiono zakres modyfikacji enzymatycznych, stosujac degradacje zaroéwno
fancuchéw bocznych arabinozy, jak i1 galaktozy. Bez zmian pozostat rodzaj reszty enzymow,
zastosowamo je jednak w modelu sekwencyjnym, co miato na celu wzmocnienie dziatania
degradujacego tancuchy boczne oraz deacetylacj¢, poprzedzajace wycigcie jednostek ramnozy.
Poprzednie badania sugerowaty bowiem, ze eliminacja wszystkich czynnikdéw sterycznych
w postaci tancuchéw bocznych, moze by¢ konieczna do prawidlowego dzialania enzymu RGL.
Dodatkowo zastosowano metod¢ hydrolizy kwasowej w celu degradacji chemicznej RG-I, ze
wzgledu na mozliwo$¢ skutecznej, jednak nieselektywnej degradacji pektyn. Hydroliza
kwasowa pozwala na efektywne usunigcie czynnikoéw sterycznych i rozdzielenie domen
pektynowych. Pozwala to na dokladniejsze zbadanie wpltywu poszczeg6élnych regionéw na ich
wlasciwosci reologiczne i1 funkcjonalne. Poréwnanie dwoch metod degradacji regionu RG-I,
selektywnej metody enzymatycznej oraz kompleksowej hydrolizy kwasowej, pozwala na
uzyskanie szerszego obrazu wptywu regionu RG-I na wiasciwosci pektyn, co jest kluczowe dla

zrozumienia ich funkcjonalnosci 1 potencjalnych zastosowan.

5.2.2. Materialy i metody
5.2.2.1. Ekstrakcja frakcji DASP ze Sciany komoérkowej
Ekstrakcje frakcji DASP z owocow jabtoni 1 korzenia marchwi przeprowadzono

zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.3 niniejszej pracy.
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5.2.2.2. Modyfikacje pektyn frakcji DASP

Frakcje DASP z jabtek 1 marchwi poddano modyfikacjom enzymatycznym lub
hydrolizie kwasowej. W tej czgsci badan mieszankg enzymoé6w E3 uzupeliono o enzym
odpowiedzialny za degradacj¢ galaktozy, tancucha bocznego przylaczonego, podobnie jak
arabinoza, do ramnozy w pektynach RG-I. W celu zwigkszenia efektywnosci degradacji
enzymatycznej enzymy stosowano w sekwencji GAL>RGAE>ABF>RGL (oznaczenia zawarto
w Tabeli 6). Przygotowujac probke, dodatkowo zastosowano demineralizacje. Tabela 6

przedstawia szczegoty zastosowanych modyfikacji 1 ich oznaczenia.

Tabela 6. Opis oznaczen zastosowanych modyfikacji pektyn.

Oznaczenie Opis

M Macierzysta probka pektyn
D Demineralizacja: H>O:EtOH 1:4 v/v pH 2,0
ET Modyfikacje enzymatyczne: GAL (0,19 U-mg') + RGAE

(19,8 U'mg!) + ABF (4,2 U'mg') + RGL (0,44 U-mg™)

AH Hydroliza kwasowa pH 1,0 80°C

M, probka macierzysta; D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne; AH, hydroliza kwasowa; GAL, -

galaktozydaza; RGAE, acetyloestraza RG-I; ABF, arabinofuranozydaza; RGL, endoliaza ramnogalakturonanu.

Demineralizacja

Liofilizowane probki pektyn mieszano w roztworze woda-etanol (1:4 v/v) o pH 2,0
przez godzing, po czym przefiltrowano za pomoca jednostki do filtracji prozniowej. Proces
plukania powtarzano trzykrotnie. Nastgpnie mieszaning pozostawiano na mieszadle
magnetycznym przez noc w temperaturze 4°C. Cialo state oddzielano za pomocy filtracji
prozniowej. Pozostalos¢ rozpuszczono w wodzie MiliQ 1 mieszano przez okoto 1 godzing.

Finalnie probki pektyn liofilizowano po zamrozeniu w cieklym azocie.
Reakcje enzymatyczne

Demineralizowang frakcj¢ DASP traktowano enzymami degradujacymi szkielet RG-I
oraz jego tancuchy boczne. Uzyto czterech rodzajéw enzymow: Acetyloestraza RG-1 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); B-Galaktozydaza GH35, E.C. numer
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3.2.1.23 (Megazyme) (GAL). Enzymy byly stosowane sekwencyjnie. Tabela 6 przedstawia
doktadne ilo$ci uzytych enzymoéw.

Liofilizowane pektyny rozpuszczano przez noc w buforze octanowym (100 mM, pH
4,5). Nastepnie pH dostosowano do 5,0 i dodawano GAL. Prébki inkubowano z wytrzagsaniem
w kapieli wodnej w temperaturze 60°C przez 120 minut. Nastepnie temperatura kapieli wodne;j
byta zmniejszana do 37°C. W drugim etapie dostosowano pH prébek do 7,5 za pomoca 0,1 M
NaOH, po czym dodawano enzymy RGAE i ABF i inkubowano przez 120 minut. Na koniec
dodawano enzym RGL i préobki inkubowano przez kolejne 120 minut. Po uptywie zadanego
czasu probki schtadzano w tazni lodowej przez 5 minut, a nastepnie dializowano wobec wody
demineralizowanej przez 48 godzin (Spektra/Por® Dialysis Membrane, 0.1-0.5 kDa MWCO)
1 liofilizowano (Alpha 2—4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode,
Niemcy).

Hydroliza kwasowa

Hydroliza kwasowa probek frakcji DASP byla przeprowadzana zgodnie z metoda
opisang przez Neckebroeck i in. (2021). Na wstepie 200 mg zdemineralizowanej probki
rozpuszczano przez noc w 4°C w 60 mL wody MiliQ. pH dostosowano do 1,0 za pomocg 1 M
HCl i roztwo6r inkubowano w temperaturze 80°C przez 24 godziny w kapieli wodnej. Nastepnie
roztwor schladzano do temperatury pokojowej 1 dodawano etanol do koncowego stezenia 80%
(v/v). Zawiesing filtrowano przy uzyciu filtra szklanego (filtry membranowe Durapore®, 0,1
um, Merck Millipore Itd., Irlandia). Uzyskane pozostalo$ci rozpuszczano w 40 mL wody
MiliQ, a nastepnie dodawano 12 mL 0,1 M HCI. Nastgpnie pH roztworu dostosowano do 6,1
przy uzyciu 0,5 M LiOH. Ostatecznie roztwdr pektyny dializowano wobec wody
demineralizowanej przez 48 godzin (Spektra/Por® Dialysis Membrane, 3500 Da MWCO)
1 liofilizowano (Alpha 2—4 LSC, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode,
Niemcy).

5.2.2.3. Zawarto$¢ kwasu galakturonowego

W celu oznaczenia zawartoSci kwasu galakturonowego (GalA) przeprowadzono
hydrolizg¢ probek kwasem siarkowym (10 mg probki z 8 mL stezonego H>SOs), zgodnie
z metodg Ahmed & Labavitch (1978). Nastgpnie probki analizowano w trzech powtdrzeniach
metoda spektrofotometryczng (spektrofotometr (GENESYS™ 30 Visible Spectrophotometer,
Thermo Scientific, Boston, MA, USA), zgodnie z metoda Blumenkrantz & Asboe-Hansen
(1973), przy dtugosci fali 520 nm 1 temperaturze 23°C.
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5.2.2.4. Zawartos¢ cukrow prostych

Zawarto$¢ monosacharydow okre§lano za pomocg wysokosprawnej chromatografii
jonowymiennej sprzezonej z detektorem pulsacyjno-amperometrycznym (HPAEC-PAD),
zgodnie z metodg opisang przez Houben i in. (2011) modyfikowana przez Neckebroeck i in.
(2021). Poczatkowo przeprowadzono hydrolize kwasowa polisacharydow. Liofilizaty w ilo$ci
2 mg rozpuszczano w 2,8 mL wody MiliQ przez noc. Nastepnie dodawano 100 pL 72% H2SO4
w celu uzyskania 4% H>SO4. Hydrolize prowadzono przez 1 godzing w 121°C. Nastepnie
probki neutralizowano dodajac 1 M NaOH i rozcienczano do koncowego stezenia 0,02% (w/v).
Przed analizg probki przepuszczono przez filtr strzykawkowy 0,45 um (Chromafil A-45/25,
Macherey-Nagel, Duren, Niemcy). System HPLC Dionex (DX600) byl wyposazony w pompe
gradientowa GS50, kolumne CarboPac™ PA20 (150 x 3 mm, zakres pH = 0-14)
z przedkolumng CarboPac™ PA20 (30 x 3 mm). Detektor elektrochemiczny ED50 (Dionex,
Sunnyvale, USA), uzywany w trybie PAD z czterokrotng falg potencjatowa, byt wyposazony
w referencyjng elektrode pH (Ag/AgCl) i zlota elektrode.

Analiza HPAEC-PAD obejmowata dwuetapowe plukanie z uzyciem 100 mM NaOH
przez 5 minut i 4 mM NaOH przez 5 minut, po czym wstrzykiwano 10 puL hydrolizatu
i eluowano (0,5 mL-min') metodg izokratyczng z uzyciem 4 mM NaOH przez 20 minut
w temperaturze 30°C. Na koniec regeneracj¢ kolumny przeprowadzano za pomoca 500 mM
NaOH przez 10 minut (Arnous & Meyer, 2008).

Do ilosciowego oznaczania 1 identyfikacji monosacharydéw w analizowanych probkach
uzywano krzywych kalibracyjnych standardow (L-fukoza, L-ramnoza, L-arabinoza, D-
galaktoza, D-glukoza, D-ksyloza i D-mannoza) w réznych stezeniach (1-6 ppm). Analizy

przeprowadzano trzykrotnie.
5.2.2.5. Zawartos¢ bialka

Catkowitg zawarto$¢ azotu okreslano metodg Dumasa, jak opisano przez Kyomugasho
1 in. (2017) przy uzyciu analizatora elementarnego (EA 1108 CHNS-O, CE
Instruments/Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Ilo$¢ bialka obliczano na podstawie
catkowite] zawarto§ci azotu przy uzyciu wspoOlczynnika konwersji  6,25. Analize

przeprowadzano czterokrotnie dla kazdej probki.

5.2.2.6. Zawarto$¢ jonéw Fe' ,Na',Mg", K, Zn", Ca’"

Okreslenie zawarto$ci mineraldéw przeprowadzono zgodnie z metoda opisang przez

Moens i in. (2020). Liofilizowang probke (10 mg) zwilzano za pomoca 1 mL wody MiliQ
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1 suszono w 100°C przez 24 godziny. Nastepnie przeprowadzano spalanie w piecu muflowym
w 550°C przez 24 godziny. Nastepnie probki rozpuszczano w wodzie MiliQ (9,9 mL)
z dodatkiem 100 pL. 65% HNOs. Po 24 godzinach probki filtrowano (Chromafil A-45/25,
porowatos¢ 0,45 um, Macherey-Nagel GmbH, Duren, Niemcy) i poddawano analizie przy
uzyciu optycznej spektrometrii emisyjnej z analizag w indukcyjnie sprzezonej plazmie (ICP-
OES) (spektrometr iCAP 7400 ICP-OES Duo, Thermo Scientific, USA). Analizg

przeprowadzano trzykrotnie dla kazdej probki.
5.2.2.7. Pomiar rozkladu masy czgsteczkowej

Rozktad masy czasteczkowej (ang. molecular mass, MM) probek pektyn analizowano
zgodnie z procedurg opisang przez Neckebroeck i in., (2021) oraz Shpigelman i in. (2014) przy
uzyciu wysokosprawnej chromatografii wykluczania (HPSEC) sprzezonej z detektorem
wielokatowego rozpraszania §wiatta 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). Probki (0,2% w/v) rozpuszczano przez noc w wodzie MiliQ, filtrowano
(Chromafil A-45/25, porowato$¢ 0,45 pm, Macherey-Nagel GmbH, Duren, Niemcy)
1 wstrzykiwano do aparatury (100 pL). Uzyto serii trzech kolumn: Ultrahydrogel 250, 1000
12000, z granicami wykluczenia wynoszacymi odpowiednio 8-10% 4-10° i 1-107 g-mol™!
(Waters, Milford, MA), ktore byly utrzymywane w temperaturze 35°C. Elucja polimerow
pektynowych byta prowadzona przy przeptywie 0,5 mL min™! z uzyciem buforu octanowego
(0,1 M; pH 4,4) zawierajacego 0,1 M NaNO; przez 103 minuty. Warto§¢ dn/dc uzyta do
obliczenia stezenia wynosita 0,146 mL-g™!. Masa czgsteczkowa byta obliczana przy uzyciu
metody dopasowania Debye'a (drugiego rzedu) za pomoca oprogramowania dostarczonego

przez producenta (NovaMals, wersja 1.2.0.0, Postnova analytics, Niemcy).
5.2.2.8. Lepkosé

Pomiary reologiczne przeprowadzono w temperaturze 20°C przy uzyciu reometru
hybrydowego Discovery (HR-1) firmy TA Instruments (New Castle, PA, USA) wyposazonym
w uktad pomiarowy typu stozek-ptytka (o $rednicy 40 mm 1 kacie 2,007°) z szerokoscig
szczeliny 0,56 mm. Lepko$é mierzono przy predkoéci $cinania wynoszacej 100 s™! dla

roztworow o stezeniu 1% w/v.
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5.2.2.9. Obrazowanie AFM

Obrazowanie AFM przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.9.1

niniejszej pracy.
5.2.2.10. Analiza obrazéw

Topologiczne obrazy AFM byly przetwarzane 1 analizowane za pomoca
oprogramowania SPIP 6.0.9 (Image Metrology, Hersholm, Dania). Wykonano operacje takie
jak: przetwarzanie wstgpne — wyrownywanie i korekcja tta metodg wpasowania wielomianu
drugiego rzedu, segmentacja ze wzgledu na proég wysokosciowy metoda progowania (ang.
tresholding) z warto$cig progu wysokosciowego 0,2 nm powyzej poziomu tta. Modut ,,Particle
& Pore Analysis” byt uzywany do wyodrebniania czasteczek pektyn z obrazéw AFM oraz
okreslania ich parametrow geometrycznych. Dane byly nastepnie filtrowane w celu usuniecia

obiektow krotszych niz 2 nm 1 o wysokosci ponad 1 nm.
5.2.2.11. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy przeprowadzono co najmniej trzykrotnie. Wyniki obliczano jako
warto$ci $rednie 1 podawano z odchyleniem standardowym lub bledem standardowym. Testy
statystyczne (jednoczynnikowa lub wieloczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya)
majace na celu okreslenie istotnych réznic migdzy préobami przeprowadzono przy uzyciu
Statistica 13.1 ( StatSoft, Krakéw, Polska). Istotno$¢ statystyczng oceniano na poziomie

p <0,05.

5.2.3. Wyniki
5.2.3.1. Charakterystyka chemiczna

Sktad monosacharydowy (Tabela 7) uzyskany przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii jonowymiennej sprzezonej z detektorem pulsacyjno-amperometrycznym
(HPAEC-PAD) sugeruje, ze macierzyste frakcje pektyn DASP skladaly si¢ gtownie z kwasu
galakturonowego, galaktozy, arabinozy i ramnozy w réznych proporcjach dla badanych Zrodet
pektyn, jak opisano wcze$niej (Kaczmarska i in., 2024). Niemodyfikowana frakcja DASP
z jabtek (M-apple DASP) zawierata wigcej kwasu galakturonowego 1 arabinozy, podczas gdy
DASP z marchwi (M-carrot DASP) wykazywata wyzszg zawarto$¢ galaktozy i ramnozy.
Skutkowato to wyzszym stosunkiem Rha/GalA w probkach marchwi, czyli wyzsza zawarto$cig

RG-I w strukturze frakcji. Mimo wigkszego udzialu RG-I w pektynach marchwi, stopien
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rozgalezienia w tym regionie pozostat wyzszy dla pektyn jabtek. Wyniki te s3 zgodne pod
wzgledem jako$ciowym z uzyskanymi wczesniej i opublikowanymi w pracy P3 analizami tych
samych prébek przy pomocy HPLC.

Probki pektyn DASP, czego nie badano wczes$niej, wykazywaty wysoka zawartos¢
biatka (nawet do 80,5 mg-g! probki). Demineralizacja znaczaco zmniejszyta zawarto$¢ biatka
do okoto 10-12 mg-g! probki oraz spowodowala wzrost procentowy zawartosci
poszczegbdlnych komponentow pektyn (probki D-carrot-DASP 1 D-apple-DASP).

Zaréwno modyfikacje enzymatyczne (probki ET-carrot-DASP i1 ET-apple-DASP), jak
i hydroliza kwasowa (probki AH-carrot-DASP i AH-apple-DASP) powodowaly zmiany
zawarto$ci monosacharydow, przy czym wielko$§¢ zmian byta zalezna od zrdédla pektyn.
W przypadku probek marchwi w wyniku modyfikacji enzymatycznych (ET-carrot-DASP)
zaobserwowano niewielkie zmiany zawartosci monosacharydow, glownie zwigzane ze
spadkiem zawartosci kwasu galakturonowego i arabinozy. W przypadku probek jabtka (ET-
apple-DASP), degradacja enzymatyczna byla bardziej efektywna. Powodowata znaczacy
spadek zawarto$ci GalA oraz monosacharydéw budujacych tancuchy boczne — arabinozy,
ramnozy i galaktozy. Zarowno dla probek z jabtek jak 1 marchwi, zmiany te pociagaly za soba
spadek stopnia rozgatgzienia regionu RG-I, jednak byly one szczegdlnie istotne dla probek
z owocOw jabtoni. Hydroliza kwasowa spowodowala rowniez znaczace zmiany w profilu
monosacharydowym pektyn DASP z obu Zrédet (probki AH-carrot-DASP i AH-apple-DASP).
Degradacja cukrow prostych (arabinozy, ramnozy i galaktozy) spowodowala procentowy
wzrost zawarto$ci kwasu galakturonowego 1 wzbogacenie probki w region homogalakturonanu.

W rezultacie probki AH-carrot DASP 1 AH-apple DASP uzyskaty wysoki stopien liniowosci.
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Tabela 7. Wlasciwosci chemiczne wygenerowanych probek pektyn, w tym zawarto$¢ kwasu
galakturonowego, cukrow obojetnych, proporcje sktadnikéw i zawarto$¢ biatka. Wyniki sg

wyrazone jako wartosci §rednie = odchylenie standardowe.

M- D- ET- AH- M- - AH-
D-apple-
carrot- carrot- carrot- carrot- apple- DASP apple- apple-
DASP  DASP DASP DASP DASP DASP  DASP
Zawarto$¢ monosacharydéw (g/100g prébki)
aliﬁino 37,71 52,59 45,43 79,27 50,21 58,73 27,51 70,46
g wy £023¢ 1,112 +0,54¢ +3 68¢ +1,582 +1,98¢ +0,37b +3 49°
Arabinoga 71 1421 9,40 0,02 19,06 39,44 7,15 0,33
abmoza 43970 1976« £0,59%  £0,01° +3 84 42 67 +1,407 +0,30°
Ramnoga 23 3,17 3,05 0,95 1,00 121 0,64 0,23
amnoza - .o 19e  +0,314 +0,18  £0,04®  +0,05®  +0,12b £0,11%  +0,03¢
Galakioga 1041 17,57 16,97 1,55 791 15,30 4,76 1,07
0,66 2,67 +1,00° 0,070 +]44%  +0,68 1264 +0,29b
Glukoga 013 1,02 0,71 0,34 1,38 2,36 0,75 )
0,080 +0,82%¢ 0,05  +0,04%®  +032%  +020° +0 447
Kevlog ] ) ) ) 0,72 0,97 0,34 0,42
syloza +0,05° +0,11° +0,08° +0,09°
Mannog ] ) 0,44 0,42 ) ) ) )
annoza +0,022 +0,022
Zawartos¢ RG 1
Rha/GalA 0,06 0,06 0,07 0,01 0,02 0,02 0,02 0

Stopien rozgalezienia RGI

(Arat+Gal)/

7.23 10,03 8,65 1,65 17,05 2936 18,61 6,09
Rha

Stopien liniowosci pektyn

GalA/(Rha+
Ara+Gal 1,89 1,50 1,54 31,46 2,58 1,52 2,08 28,53
+Xyl)
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Zawartos¢ biatka (mg biatka/g probki)

76,91 10,52 27,88 11,58 80,47 12,81 16,67 12,38
£8,91°  +0,62° +1,68°¢ +1,95% +4,12° +1,17% +2,88? +0,81*

Rozne oznaczenia literowe wskazujg istotne roznice (p < 0,05). M, probka 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 rowniez zawarto$¢ jonow, ktora jest istotna w kontekscie
badan wilasciwosci reologicznych. Dwuwarto$ciowe kationy wptywaja na wlasciwosci pektyn
w roztworze, szczegdlnie dla frakcji DASP o zerowym stopniu metylacji, ktéra wykazuje
wysoka zdolno$¢ wigzania jondow przez grupy karboksylowe (Kyomugasho i in., 2017, 2018).
Jony wapnia 1 zelaza poprawialy wlasciwosci reologiczne matrycy polisacharydéw
ekstrahowanych z jabtek (Mierczynskaiin., 2015) oraz pektyn frakcji DASP (Gawkowska 1 in.,
2018a). Modut zachowawczy (G’) probek z jonami wapnia i zelaza byt wiekszy niz modut
stratnosci (G’’), co wskazuje na wytworzenie trwatego zelu. W przypadku dodatku jonow
magnezu obserwowany efekt na proces zelowania 1 zageszczania zawiesin matrycy
polisacharydowej byl odwrotny 1 wilasciwosci reologiczne ulegly pogorszeniu. Obecnos¢
jednowarto$ciowych jonow, szczegdlnie Na', rowniez wplywa na pewne funkcjonalne
wlasciwosci pektyn, takie jak tworzenie zelu, odwracalno$¢ procesu zelowania przez pektyny
o niskim DE 1 zdolno$¢ wigzania kationdw (Humerez-Flores, Kyomugasho, i in., 2022; Kastner

11in., 2020; Munarin i in., 2012).

Tabela 8. Zawartos¢ jonow Fe?*, Na*, Mg?", K*, Zn*", Ca*" w badanej frakcji dla obu zrodet
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
Zawarto$¢ mineraléw (mg-g™' probki)
Fe** 0,04+0,00? 0,04+0,04* 0,08+0,0* 0,01+0,00?
Na* 42,73+2,61°¢ 0,59+0,232 41,40+5,66° 0,85+0,15%
Mgt 0,15+0,03* 0,05+0,022 0,20+0,10? 0,03+0,00?
K* 3,47+1,81%® 0,34+0,192 6,01£1,56° 0,42+0,112
Zn** 0,01+0,00? 0,00+0,00* 0,01+0,00? 0,00+0,00?
Ca?* 0,54+0,09* 0,40+0,15% 0,66+0,09* 0,53+0,09*

Rozne oznaczenia literowe wskazuja istotne roznice (p < 0,05) migdzy zawartoscia okreslonego skladnika
w obrebie danego zrodta pektyn.
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Natywna frakcja pektyn, uzyskana zaréwno z marchwi, jak i z jabtek, wykazywata
obecno$¢ mineratow, co przedstawiono w Tabeli 8. Wsrdd jondw dwuwarto$ciowych,
W najwyzszym stezeniu wystepowat wapn (0,54 mg-g' 1 0,66 mg-g"' odpowiednio dla probek
z marchwi i z jabtka). Jednak w obu testowanych materiatach najwyzszg zawarto$¢ odnotowano
dla jonéw sodu (42,73 + 2,61 mg-g' dla M-carrot-DASP i 41,40 + 5,66 mg-g' dla M-apple-
DASP) oraz potasu (3,47 + 1,81 mg-g™' dla M-carrot-DASP i 6,01 + 1,56 mg-g™' dla M-apple-
DASP). Obecnos¢ tych jonéw w duzych ilosciach moze wynika¢ z uzytych podczas ekstrakcji
sekwencyjnej reagentow — NaxCOsz, NaBHs 1 KOH, ktore nie zostaty doktadnie usuniete
pomimo procesu dializy. Probki poddane procesowi demineralizacji (probki D-carrot-DASP
i D-apple-DASP) wykazaly znaczne zmniejszenie zawarto$ci mineratow, w tym sodu, do

poziomu, ktdry jest nieistotny w kontekscie dalszych modyfikac;ji.

5.2.3.2. Zmiany struktury pektyn DASP

Frakcje z obu zrodet tworzyly w badanym stgzeniu struktury przypominajace te
uzyskane w poprzednich badaniach, opublikowanych w pracach P3 i P4, z charakterystycznymi
lokalnie wystepujacymi punktami zgie¢ i rozgalezien. Rysunek 8 przedstawia reprezentatywne
obrazy wysokosciowe AFM pektyn DASP obu materialdéw poddanych modyfikacjom w tej
czgsdci pracy. Demineralizacja spowodowata, ze w stosunku do obrazow tej frakcji w stanie
natywnym opublikowanych w P3 1 P4, w przypadku jablkowej pektyny DASP (D-apple-DASP)
nie zaobserwowano istotnych jakosciowych roznic. Odmiennie, w przypadku pektyn DASP
z marchwi (D-carrot-DASP), demineralizacja spowodowala tendencje¢ wtokien do agregacji
w roztworze. Zastosowanie modyfikacji enzymatycznych (probki ET) spowodowaty, ze
wtokna probek ET-apple-DASP i1 ET-carrot-DASP przybieraly forme¢ krotszych, bardziej

lintowych polisacharydoéw i/lub oligosacharydéw na mice, z tendencjg do lokalnej agregacji.

66



Rysunek 8. Reprezentatywne obrazy wysokosciowe AFM frakcji pektyn rozpuszczalnej
w stabych alkaliach (DASP) na mice jako efekt r6znych traktowan: D — demineralizacja; ET —
GAL+RGAE+ABF+RGL ; AH — hydroliza kwasowa.

Srednia dlugo$¢ szkieletu (Tabela 9) zmniejszala si¢ po dziataniu enzymow

w przypadku obu Zrédet, jednak bardziej znaczaca zmiang zaobserowano dla probek z marchwi
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(ET-carrot-DASP). Na wykresach rozktadu dtugosci szkieletu (Rysunek 9), pojawia si¢ wigcej
czastek o $redniej dtugosci, nie obserwuje si¢ za to molekul o dlugosci 400 nm i dhuzszych.
Wzrasta réwniez znaczaco szerokos¢ wiokien (Tabela 9), co moze by¢ spowodowane
reorientacjg i zblizeniu wtokien w wyniku utworzenia bardziej uporzadkowanych struktur.
Rozklad dlugosci szkieletu (Rysunek 9) analizowanych wldkien wskazuje na obecno$¢
zarowno duzej liczby bardzo krotkich odcinkow, jak 1 dluzszych czasteczek, co w potaczeniu
z analizg rozktadu masy molowej (Rysunek 10) sugeruje wzbogacenie w oligomery o niskiej
masie czgsteczkowej 1 mniejszg ilos¢ polimerow o S$redniej MM w wyniku degradacji

enzymatycznej.

Tabela 9. Parametry strukturalne frakcji pektyn rozpuszczalnej w stabych alkaliach (DASP) po

r6znych traktowaniach.

Probka

D-carrot- ET-carrot- AH-carrot- D-apple- ET-apple- AH-apple-

DASP DASP DASP DASP DASP DASP
Dhugosé 73,34 31,91 72,15 67,14 49,72 96,59
szKkieletu (nm) +2,162 +1,76° +1,772 +2,102 +1,54¢ +1,234
Dhugosé 59,14 29,67 61,66 58,90 44,96 77,98
wiékna (nm)  +1,53° +1,25b +1,26° 1,480 +£1,00¢ +0,87¢
Szerokos¢ 9,41 15,54 16,69 8,01 15,49 15,21
wlékna (nm) +0,25¢ +0,202 +0,204 +0,24° +0,182 +0,142
Srednia 0,94 0,32 0,38 0,43 0,36 0,28
wysokos$¢ (nm) +0,00f +0,00° +0,004 +0,00¢ +0,00° +0,00?
n 2164 3251 3176 2280 4364 6561

Warto$ci sg wyrazone jako $rednia £ S.E.M. (standardowy btad $redniej); Rozne oznaczenia literowe wskazuja
istotne roznice statystyczne (ANOVA, p < 0,05). D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne

(GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza kwasowa; n oznacza liczb¢ molekut.

W przypadku hydrolizy kwasowej (probki AH) na obrazach AFM widoczne sg widkna
o sredniej dlugosci z tendencjg do zwigkszania ich szerokosci. Analiza obrazu wykazata, ze

hydroliza kwasowa nie spowodowala znaczacych zmian w parametrach zwigzanych
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z dlugoscia wiokien w przypadku probek z marchwi, natomiast dla préobek z jabtek
zaobserowano witdkna o okoto 50% dluzsze. W przypadku obu materialéw zaobserwowano
blisko dwukrotny wzrost szerokosci obiektéw przy znacznym zmniejszeniu ich wysokosci
(Tabela 9). Histogramy rozktadu (Rysunek 9) pokazuja, ze w wyniku hydrolizy kwasowej
rozktad dhugosci szkieletu dla obu materiatdéw przesuwa si¢ w stron¢ wyzszych wartosci,
wskazujac na obecno$¢ gldwnie czasteczek o dhugosci 20-100 nm, pomimo braku zmiany
wartosci $redniej dla AH-carrot-DASP w Tabeli 9. Wydtuzenie widkien po hydrolizie
kwasowe] koresponduje z wczesniejszym wnioskiem, ze hydroliza kwasowa spowodowata
zwigkszenie udzialu HG w probce. W natywnej strukturze DASP, bogatszej w RG-I, interakcje
miedzy sasiadujacymi tancuchami zachodza prawdopodobnie przez tancuchy boczne, podczas
gdy w strukturze ztozonej w wigkszosci z liniowego HG interakcje nabieraja charakteru
oddziatywan pomig¢dzy tancuchami gtownymi. Moze to sprawiaé, ze struktura jest bardziej

zwarta, co wydaje si¢ by¢ widoczne na obrazach AFM (Rysunek 8) dla probek po hydrolizie

kwasowe;.
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Rysunek 9. Rozklad czestosci wystgpowania dtugosci szkieletu dla poszczegdlnych probek.
D, demineralizacja; ET, traktowanie enzymatyczne (GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza

kwasowa.
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5.2.3.3. Wlasciwosci molekularne

Rozktad masy czasteczkowej wygenerowanych probek pektyn z marchwi i1 jabtek
przedstawiony jest na Rysunku 10. Profil elucji D-carrot-DASP obejmowat szeroki zakres,
sugerujac, ze frakcja sklada si¢ zarowno z polimeréw o wyzszej, jak i roOwniez nizszej masie.
Ostry pik przy 63 min. moze reprezentowac frakcje najmniejszych czasteczek w tej probcee,
jednakze byty one obecne w stosunkowo niewielkich ilosciach. Dla frakcji D-apple-DASP
profil elucji byt stosunkowo szeroki, monomodalny i obejmowat gtownie polimery o srednie;j
masie czasteczkowej, co sugerowata analiza sktadu monosacharydowego. Ramiona pikéw po
obu stronach wskazywaly na obecno$¢ frakcji odpowiednio o wyzszej lub nizszej masie

molekularnej (Humerez-Flores, Kyomugasho, i in., 2022; Van Audenhove 1 in., 2021).

70



—— D-carrot-DASP

10000 - —— ET-carrot-DASP

—— AH-carrot-DASP
- 25
1000 -
©
[=]
K
oy F20
ol
E 100 - E
-~ E=]
] 15 2
(4]
-— L]
. =
10 @
o @
2 v 5
(1]
=
1 4
-5
0,1 0
30 75
Czas [min]
—— D-apple-DASP
10000 4 ~——— ET-apple-DASP r 60
——— AH-apple-DASP ,
- 50
1000 -
~
©
(=]
él L 40 —
g E
2 100 - =
o o
3 |
(4] - 30
- £
T 10 N
[
Q -
b= -20 o
"]
L]
=
1 i
- 10
0,1 - 0
30 35 75

Czas [min]

Rysunek 10. Rozktad masy czasteczkowej r6znych wygenerowanych probek pektyn z marchwi
1 jablek. Masa czasteczkowa (pelne linie) i stgzenie (linie przerywane) sa przedstawione jako

funkcja  czasu elucji. D, demineralizacja; ET, traktowanie  enzymatyczne

(GAL+RGAE+ABF+RGL); AH, hydroliza kwasowa.

Zaréwno modyfikacje enzymatyczne, jak i chemiczne, ktorym poddano DASP z obu

zrédet, przyczynity sie do wyraznych zmian strukturalnych widocznych na Rysunku 10.
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Produkcja probek pektyn o nizszej masie czasteczkowej niz frakcje demineralizowane zostata
wykazana przesuni¢gciem profilu rozkladu masy w prawo, dla obu probek traktowanych
enzymami lub poddanych hydrolizie kwasowe;.

Profil stezenia rozktadu masy czasteczkowej probki ET-apple-DASP (Rysunek 10)
wskazywal na znaczne wzbogacenie w oligomery o niskiej masie, ktore eluowaty miedzy 60
a70 minuta analizy HPSEC-MALLS, oraz mniejsza ilo$¢ polimerow o $redniej masie
czasteczkowej. Pik stg¢zenia okoto 68 minuty moze wskazywaé na obecnos¢ jednostek GalA,
pochodzacych z depolimeryzacji HG, lub na obecno$¢ resztkowych soli (Humerez-Flores i in.,
2021). Na podstawie niewielkiej ilosci kwasu galakturonowego w prébce i rozktadu masy
czasteczkowej mozna zatozy¢, ze wigzania miedzy Rha a GalA zostaly skutecznie rozcigte,
a krotkie segmenty HG 1 jednostki GalA lub zdegradowane monosacharydy z tancuchéw
bocznych pozostaty w probce. Na podstawie krzywych stezenia ET-carrot-DASP mozna
zauwazy¢, ze probka ta eluowata wczesniej, co oznacza, ze generowane byly czasteczki pektyn
o wyzszej sredniej masie moleklularnej. Pik przy okoto 68 minuty, obserwowany dla obu zrodet
jest znacznie nizszy w poréwnaniu z probka pochodzaca z jabtek. Sugeruje to, ze degradacja

enzymatyczna mogta by¢ mniej skuteczna dla pektyn z marchwi.

Tabela 10. Srednia masa czasteczkowa oraz lepko$é roztwordw (1% w/v) pektyn frakcji DASP

po zastosowaniu réznych modyfikacji.

Probka Srednia masa Lepkos¢ (mPa-s)

czasteczkowa (kDa)

D-carrot-DASP 656+76,22 1414,88+294,22
ET-carrot-DASP  61,50+13,61 51,9748,78
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 probek DASP po hydrolizie kwasowej (probki AH) obserwowano bimodalny
rozktad masy czasteczkowej dla obu probek. Pierwszy pik z maksimum przy 55 minutach
wskazywal na obecno$¢ matych i wysoce liniowych fragmentow pektyn (Neckebroeck i in.,

2020), co potwierdza wysoka zawarto§¢ GalA 1 nizsza zawartos¢ gtdéwnych cukrow obojetnych.

72



Drugi pik na profilu st¢Zenia, przy 68 minucie, pokrywa si¢ z tym uzyskanym dla modyfikacji
enzymatycznych, jednak st¢zenie monomerow jest w tym przypadku nizsze. Uzyskane wyniki
wskazuja na obecnos¢ zarowno polimerdéw kwasu galakturonowego, jak i krétkich tancuchow
arabinozy i/lub galaktozy wraz z resztami ramnozy, ktére pozostaly w probce po procesie

dializy.

Jak sugerujg wczesniejsze badania, lepko$¢ roztwordw pektyn silnie zalezy od dtugosci
fancucha pektynowego (Cuevas-Bernardino 1 in., 2016; Hua 1 in., 2018; Humerez-Flores,
Verkempinck, 1 in., 2022). Depolimeryzacja fancuchéw powoduje zmiany w oddziatywaniach
mig¢dzyczasteczkowych pomigdzy ich fancuchami. W przypadku badanych polisacharydow,
zmiana lepkosci w wyniku zastosowanych modyfikacji frakcji jest wyrazna dla obu Zrodet.
Zaréwno modyfikacje enzymatyczne, jak i hydroliza kwasowa spowodowaly znaczny spadek
lepkosci na skutek spadku §redniej masy czasteczkowej (Tabela 10). Podobne wyniki uzyskano
wczesniej dla otrzymanych w wyniku reakcji B-eliminacji, pektyn bogatych w RG-I, gdzie
fragmentacja tancucha poprzez hydroliz¢ kwasowa prowadzila do zmniejszenia lepkosci
probek pektyn, co mialo istotne znaczenie w kontek$cie obnizenia wlasciwosci emulgujacych
1 stabilizujgcych emulsje (Humerez-Flores i in., 2021). Na podstawie wynikéw $redniej masy
czasteczkowej zestawionych w Tabeli 10 nie mozna wykaza¢ liniowej zalezno$ci miedzy masg
molow3 a lepkos$cia probek o natywnej strukturze. D-apple-DASP wykazata niemal trzykrotnie
nizsza mas¢ czasteczkowa w pordwnaniu do pektyn z marchwi D-carrot-DASP, przy
jednoczesnym zachowaniu wyzszej lepkosci. Mozna podejrzewac, ze masa czasteczkowa dla
natywnego DASP z jabtka jest w rzeczywistos$ci wyzsza, a uzyskany wynik jest efektem uzycia
filtra o porowato$¢ 0,45 pm, co z duzym prawdopodobienstwem zatrzymato najdtuzsze

polimery przed dozowaniem do systemu chromatograficznego.

Najnizsza lepkos$¢ jest obserwowana dla probek ET-apple-DASP 1 AH-apple-DASP, co
jest zgodne z uzyskanymi niskimi warto$ciami $redniej masy czasteczkowej (5,92 + 0,49 kDa
dla ET-apple-DASP oraz 13,17 + 2,54 kDa dla AH-apple-DASP). Zar6wno nizsza §rednia MM,
jak 1 lepkos¢ dla ET-apple-DASP, w poréwnaniu do ET-carrot-DASP, moze wynika¢ ze
znaczniej mniejszej zawartosci kwasu galakturonowego w probee z jabtka modyfikowanego
enzymami, co przeklada si¢ na niskg zawarto§¢ HG, majacego znaczny wptyw na lepkosc

pektyn (Chan i in., 2016; Ngouémazong i in., 2015).
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5.2.4. Podsumowanie

Dalsze badania frakcji DASP wykazaty, ze modyfikacja segmentow RG-I ma znaczacy
wpltyw na wilasciwosci funkcjonalne tej frakcji. Przeprowadzone analizy przy pomocy
wysokosprawne] chromatografii jonowymiennej sprz¢zonej z detektorem pulsacyjno-
amperometrycznym (HPAEC-PAD) probek DASP z jabtek i marchwi z uwzglednieniem
demineralizacji potwierdzity wyniki uzyskane w publikacji P3, ze frakcja ta jest bogata w RG-
I z pewnymi réznicami wynikajagcymi ze zrddta pektyn. Przeprowadzono rowniez odmienne
modyfikacje frakcji DASP majace na celu bardziej znaczace zmiany w domenie RG-I
w stosunku do zmian obserwowanych w pracy P3. W wyniku procesu demineralizacji
zredukowano zawarto$¢ takich jonow jak Fe?*, Na®, Mg*, K*, Zn*, oraz Ca*'. Frakcja
pektynowa z jabtek zawierata wigcej kwasu galakturonowego i arabinozy, podczas gdy pektyny
z marchwi charakteryzowatly si¢ wyzsza zawarto$cig galaktozy i ramnozy, co wskazuje na

wigkszy udzial RG-I w pektynach marchwi.

Degradacja enzymatyczna probek po demineralizacji prowadzona w sposob
sekwencyjny z dodaniem kolejnego enzymu degradujacego galaktoze spowodowato znaczace
skrocenie molekul na obrazach AFM. Analizy HPAEC-PAD pokazaly spadek stopnia
rozgat¢zienia molekul probek ze zdegradowanym RG-I w stosunku do prébek po

demineralizacji.

Hydroliza kwasowa nie spowodowata znaczacych zmian w parametrach zwigzanych
z dlugos$cia wldkien w przypadku probek z marchwi, natomiast dla probek z jabtek
zaobserwowano witokna wyraznie dluzsze. Jednak analiza rozktadu dlugosci pokazata, ze
w wyniku hydrolizy kwasowej rozktad dtugosci szkieletu dla obu materiatlow przesuwa si¢
w strone wyzszych wartosci, wskazujac na obecno$¢ gldwnie czasteczek o dtugosci 20-100 nm,
pomimo braku zmiany warto$ci $redniej dla zhydrolizowanej probki DASP z marchwi.
Wydhizenie wiokien po hydrolizie kwasowej koresponduje z wczesniejszym wnioskiem, ze
hydroliza kwasowa spowodowata zwiekszenie udziatu HG w probce. Wynik ten mozna
thumaczy¢ tym, ze w natywnej strukturze DASP, bogatszej w RG-I, interakcje migdzy
sasiadujagcymi fancuchami zachodza prawdopodobnie przez tancuchy boczne, podczas gdy
w strukturze zlozonej w wigkszosci z liniowego HG interakcje nabieraja charakteru

oddzialywan pomigdzy tancuchami gtéwnymi.

Rowniez profil elucji HPSEC-MALLS potwierdzit zmiany rozktadu masy

czasteczkowe] zmodyfikowanych pektyn, z tendencja do wzbogacania frakcji w oligomery
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o niskiej masie. Modyfikacje enzymatyczne 1 hydroliza kwasowa prowadzily do
depolimeryzacji fancuchow pektynowych, szczegdlnie tancuchow bocznych domeny RG-I, co

skutkowato zmniejszeniem lepkosci probek DASP.
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6. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono szereg eksperymentow, w ktorych
badano frakcje¢ pektyn rozpuszczalng w stabych alkaliach (DASP), bogata w RG-I,
ekstrahowang z dwoch réznych zrodet (jabtko 1 marchew). Gléwnym celem byto zrozumienie
mechanicznej roli jednostek ramnozy w tancuchu gtownym pektyn. Dlatego badania
obejmowaly analizy skladu monosacharydowego probek, nanostruktury oraz wilasciwosci
reologicznych pektyn w roztworze i wihasciwosci mechanicznych $cian i analogow $cian
komoérkowych. By oceni¢ rolg ramnozy, do ktérej przylaczone sg pozostale cukry proste,
dokonywano modyfikacji enzymatycznych ukierunkowanych na degradacj¢ pektyn domeny

RG-I oraz hydroliz¢ kwasowa powodujaca degradacj¢ tancuchow bocznych RG-I.

W wyniku przeprowadzonych badan udowodniono, ze struktura domeny RG-I,
w szczegblnosci wigzanie w lancuchu gtownym ramnozy z kwasem galakturonowym oraz
obecnos$¢ tancuchdéw bocznych przytaczonych do ramnozy, szczeg6lnie arabinozy, ksztattuje

wlasciwosci reologiczne w roztworze oraz wtasciwosci mechaniczne $cian komorkowych.

Wyniki przeprowadzonych badan moga zostaé wykorzystane w praktyce. Wykazano,
ze jednostki ramnozy umieszczone naprzemiennie pomiedzy pojedynczymi jednostkami kwasu
galakturonowego lub ich polimeru (homogalakturonanu) maja kluczowe znaczenie dla
elastycznosci 1 zdolnosci zelujacych pektyn frakcji DASP. Wykazano rowniez, ze modyfikacje
enzymatyczne 1 chemiczne RG-I znaczaco wptywajg na strukture 1 wtasciwosci reologiczne
frakcji DASP. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana do modyfikacji pektyn w celu specyficznych
zastosowan w przemysle. Badania wykazaly rowniez istotng role¢ RG-I w mechanice
kompozytow z celulozg 1 hemicelulozg. Wynik ten moze by¢ wykorzystany do projektowania
inspirowanych $ciang komoérkowa naturalnych kompozytow o rdéznych wiasciwosciach

mechanicznych.
Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nastgpujace gtowne wnioski:

1. Frakcja pektyn rozpuszczalna w stabych alkaliach (DASP) jest bogata w domeng¢ RG-
I, przy czym jej udziatl jest znacznie wigkszy w probkach z marchwi niz jabtka. DASP
z marchwi zawiera znacznie wigcej ramnozy, za to mniej arabinozy niz DASP z jabtka.
2. Roztwory pektyn DASP z dwdch badanych zrodet wykazuja wlasciwosci elastyczne,

przy czym obecno$¢ arabinozy sprzyja tworzeniu silniejszych zeli (probki DASP
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z jabtek), natomiast obecno$¢ ramnozy moze by¢ zwigzana z wigksza odpornoscia na
odksztalcenia mechaniczne (probki DASP z marchwi).

. Arabinoza w tancuchach bocznych RG-I uczestniczy w tworzeniu sieci pektynowe;j
1 wptywa na wilasciwosci pseudoplastyczne oraz lepko$¢ roztworu pektyn DASP.
Znaczacy wzrost dtugo$ci tancuchow po usunigciu arabinozy wskazuje, ze w pewnych
konformacjach, moga one ogranicza¢ interakcje tancuchéw polimerowych.

Wtracenie ramnozy, obecno$¢ przylaczonej do ramnozy arabinozy oraz stopien
acetylacji sg parametrami strukturalnymi domeny RG-I odpowiedzialnymi za réznice
we wilasciwosciach reologicznych roztworéw pektyn DASP pochodzacych z owocow
jabtoni i korzenia marchwi.

Lepkos¢ roztworéw pektyn DASP zmniejsza si¢ wraz ze stopniem degradacji domeny
RG-I 1 zalezy proporcjonalnie od masy czasteczkowej. Zmniejszeniu lepkosci
towarzyszyto powstanie polimerdw o krotszych tancuchach, jednak o wysokim stopniu
liniowosci w wyniku hydrolizy kwasowej lub powstanie polimerow o liniowym
charakterze w wyniku selektywnej degradacji enzymatycznej domeny RG-I.

Pektyny frakcji DASP, bogatej w RG-I, odgrywaja istotng role¢ we wilasciwosciach
mechanicznych $ciany komodrkowej roslin. Degradacja domeny RG-I w postaci
depolimeryzacji tancucha gtéwnego Rha-GalA oraz degradacji przytaczonych do
ramnozy tancuchdéw arabinozy powoduja zmniejszenie modutu Younga zaréwno
naturalnej $ciany komorkowej jak i analogdw $cian komorkowych opartych na celulozie

bakteryjnej.
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Stuctural characteristics

turonan [ (RG-1) bel
growth stages. It plays a significant role in cell wall and plant biomechanies and shows a gelling ability in so-
lution. However, it has a significantly more complicated structure than smooth homogalacturonan (HG) and its
variability due to plant source and physiological state contributes 1o the fact that RG-I's strueture and function is
still not so well known, Since functionality is a product of structure, we present a comprehensive review con-

gs to the pectin family and is fonnd in many plant cell wall types at diflferent

cerning the chemical structure and conformation of RG-1, its functions in plants and properties in solutions.

1. Introduction

Pectins are the major component of the primary cell wall and middle
lamella in higher plants (Pose, Kirby, Mercado, Morris, & Quesada,
2012; Redgwell, Fischer, Kendal, & MacRae, 1997). For dicotyledons
and non-graminaceous monocots its content may even reach 30-35% of
the dry weight. Smaller amounts of those polysaccharides (2-10%) may
be found in the cell walls of grasses and also in wood tissue (5%)
(Voragen, Coenen, Verhoef, & Schels, 2009; Yadav, Yadav, Yadav, &
Yadav, 2009; Zavala-Paramo, Villa-Rivera, Lara-Marquez, Lopez-
Romero, & Cano-Camacho, 2020). Pectin is a complex of several poly-
saccharides, it is rich in galacturonic acid (Mierczynska, Cybulska,
Pieczywek, & Zdunek, 2015; Voragen et al., 2009). The most important
pectin domains are homogalacturenan (HG), rhamnogalacturonan 1
(RG-1) and rhamnogalacturonan II (RG-II) (Cornuault, Pose, & Knox,
2018; Mohnen, 2008; O'Neill, Albersheim, & Darvill, 1990). Homo-
galacturonan (HG) is a linear polymer consisting of 1,4-linked wu-v-gal-
acturonic acid residues which can be methyl-esterified and acetylated.
Due to its unsubstituted backbone, HG is regarded as a “smooth” region
of pectins (Mao et al, 2019). Rhamnogalacturonan II has a highly
conserved structure with the same backbone as HG, however, it also has
four complex side chains, containing more than ten different sugars.

I hiref i,
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The backbone of RG-1 is different: it is composed of repeating units of
galacturonic acid (GalA) residues and rhamnose (Rha) which are linked
as follows; [—4--0-GalpA-(1 — 2)-w-L-Rhap-(1—] (Renard, Lahaye,
Mutter, Voragen, & Thibault, 1997). RG-1 has numerous side chains,
which are mainly linked to the O-4 rhamnose units, and contain neutral
sugars like arabinans, galactans and/or arabinegalactans (Yapo,
Lerouge, Thibault, & Ralet, 2007). Rhamnogalacturonan 1 is found in
many cell wall types and plant growing stages. It is most commonly
found in primary cell walls and middle lamellae, although the presence
of this polymer in gelatinous-type secondary cell walls has been reported
(Mikshina et al., 2012). Table 1 presents examples of RG-I contents in
relation to the cell wall and pectic polysaccharides for different plant
sources. In relation to cell wall material, RG-1 makes up a range of
5-36% of cell wall content. In relation to pectic polysaccharides in cell
walls, RG-1 comprises from 11% to 85% depending on the source plant
and the extraction method. The RG-I content may also vary depending
on the part of the plant that it originates from, this was observed for the
pectin fraction extracted from broceoli with water and chelator, where
the florets were enriched in branched RG-1 and the stem was composed
of more linear polysaccharides (Houben, Jolie, Fraeye, Van Loey, &
Hendrickx, 2011).

HG is the simplest pectin and therefore its functionality is the best

bi ; AFM, atomic force microscopy; [-Gal, f-galactosidase; CSP, chelator-soluble pectin fraction; DA,

degree of acetylation; DASP, dilnted alkali-soluble pectin fraction; DM, degree of methyl esterification; GalA, galacturonic acid; (Gal+Ara)/UA, molar ratio of total
galactose and arabinose molar content to uronic acids molar content; Gal, galactose; GleA, p-p-glueuronic acid; HG, homogalacturonan; HM, high-methyl esterified;
LM, low-methyl esterified; RG-1, rhamnogalacturonan I; RG-11, rhamnogalacturonan [I; Rha, rhamnose; RGL, Rhamnogalacturonan lyase; UA, uronic acids; WSP,
water-soluble pectin fraction.
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understood due to experimental and theoretical studies. The HG back-
bone is relatively stiff and may change helical conformation due to the
degree of methylation (Voragen et al., 2009; Zdunek et al,, 2021). In
contrast to HG, the RG-I sections are more flexible creating so called
*hairy” regions of pectin (Pieczywek, Koziol, Plazinski, Cybulska, &
Zdunek, 2020; Zdunek et al., 2021 ). Moreover, neutral sugars are linked
to the RG-l backbone at the rhamnose unit. A significantly more
complicated structure and variability due to plant species and the
physiological state of the plant or extraction method have resulted in
RG-1 being less well understood. In this review we shall focus exclusively
on RG-1, Since functionality is a product of structure, we present a
comprehensive view concerning chemical structure and conformation in
solutions of RG-1 molecules, and the resulting functions of the poly-
saccharide in the plant and its properties in in vitro conditions in
solutions.

2. Chemical structure of RG-1
2.1. The backbone of RG-1

The rhamnogalacturonan 1 backbone is composed of repeating units
of galacturonic acid (GalA) and rhamnose (Rha) [—4-u-p-GalpA-(1 — 2)-
a-t-Rhap-(1—] (Renard et al., 1997) (Fig. 1). The molar ratio of GalA to
Rha equals 1 and indicates the alternation of those saccharides in the
RG-T backbone. The average number of GalA-Rha disaccharide units
constituting the RG-I backbone is 100 (Albersheim et al., 1996; Ridley,
O'Neill, & Mohnen, 2001), although the values obtained vary depending
on the source. The data obtained from suspension-cultured sycamore
cell wall indicated that the RG-I backbone may be composed of 300
disaccharide repeating units (McNeil et al., 1980) while for soybean
pectins it was estimated as 15, 28 and 100 GalA-Rha units (Nakamura

Carbohydrate Polymers 278 (2022) 118909

et al., 2001). Acid hydrolysis of de-esterified apple, beet and ecitrus
pectins led to the attainment of oligomers consisting of 3-10 di-
saccharides repeating units, as determined by gel permeation chroma-
tography (Renard, Crépean, & Thibault, 1995). The molecular weight of
RG-1 varies for different plants: for suspension-cultured sycamore cells,
linseed and flax stems, a molecular weight of 200, 600 and 700-900 kDa
was estimated, respectively (Gur'janov, Gorshkova, Kabel, Schols, & van
Dam, 2007; Muralikrishna et al., 1987; Lau et al., 1985). The molecular
weight of the non-fragmented RG-1 from potato was estimated as 64
kDa, while fragments obtained with RG lyase were 20 and 16 kDa only
(Jiménez-Maldonado et al., 2018), Also, the RG-I domain from ginseng
pectin obtained through pectinase digestion and chromatography sep-
aration resulted in a molecular weight of 50 kDa (Shi et al., 2017). For
sugar beet pulp, autoclave treatment caused the presence of RG-1 with
high molecular weights of 1300 and 120 kDa (Oosterveld, Beldman,
Schols, & Voragen, 2000). Selected properties of RG-1 extracted from
different plant sources are compared in Table 1.

GalA residues in the backbone of RG-I may be highly O-acylated on
0-2 and/or O-3, but they are not usually methyl esterified (Voragen
et al., 2009). O-methylated GalA residues have only been reported for
flax, where the degree of methylation (DM) was estimated at 17-40% in
CDTA-extracted fractions which were recognized as RG-1 (Riliouey et al
1995) and also, water-extracted tobacco RG-1 was found to have a DM of
229% (Sun, Wooten, Ryan, Bokelman, & Aman, 1987). For carrot, cotton,
tobacco and tomato treated with anhydrous hydrogen fluoride (HF) at
—23°C, no methylesterification of RG-I was detected and the degree of
acetylation (DA) was calculated to be approximately 30% on the 0-3
position of GalA (Komalavilas & Mort, 1989). Different studies have
shown DA to range from 33% to 90% for modified pectic “hairy” regions
obtained from potato fibre, pear, carrot, leek, and onion tissue through
the liquefaction process (Schols & Voragen, 1994). 2-O-acetyl-GalA has

Table 1
Comparison of selected properties of RG-1 extracted from different plant sourees.
Plant source RG1 content Number of Branched Mw References
In pectic In the ::Il:'::lﬁ Gala sl :I‘:?;n.;s?%] [kDa]
fraction [%]  cell wall
[%]
Okra pods Hot buffer soluble solids 85 89 -~ (Sengkhumpar, Verhoef,
Schols, Sujjnaumitadoul, &
Voragen, 20009)
Chelating agent soluble solids 26 - - 66 -
Dilure alkaline soluble solids 43 - - - -
Arobidopsis thaliona  Pectic polysaccharides of the 11 - - - - (Zablnckis, Huang, Miiller,
Leaves purified cell walls Darvill, & Albersheim, 1995)
Suspension - - - 36-89 - (Ishili, Thamas, Darvill, &
eultured Albersheim, 1989)
sycamore cells
Endopolygalactironase. extracted 23 7 300 - 200 (Michael MeNeil, Darvill, &
pectic polysaccharides Albersheim, 1950)
- - 200 - - (Lo, MeNeil, Darvill, &
Albershieim, 1985)

Sugar beet pulp - 5 3-10 - - (Renard ot wl., 1997)
Soybean - - 15-100 - 550 (Nakmuurn, Furain, Muoedi,
cotyledons Nugatistsi, & Yoshimoto,

2(101)
Potato (Solanum - 36 - - 50-500 (@bro, Harholr, Scheller, &
tuberasum) Orfils, 2004)
tubers
Argantia spinosa - - - 37-45 - (Hachem, Benabdesslem,
leaves Clyomari, Hasnaond, & Kald
Harche, 20016)
Potato Total potato tubers pectin fraction 50-75 - - - - (Oomen et al.,, 2000; Jean Panl
Vineken et al., 2000)
Potato poip Potato pectins extracted by 61-66 - - - Glin Shi Yang, Mu, & M, 2018)
different acids
Cerasus homilis RG-1 enriched pectic 74 - - - - (Zhanyg o1 al, 2021)
fruits polysaccharide
Pea (Piswn sativin - - 120 (] 67 (Nognchi e al,, 2020)
L)
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Abersheim et la., 1996; Yu et al., 2010;
Sengkh n et al., 2019; Sun et al.,, 2019
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Fig. 1. Schematic representation of thamnogalacturonan-1 strueture, The specific number, type and order of side chain substitutions shown in the figure were chosen

to represent the types of side chains possible. It should be emphasized that the

and |

known in vivo.

been reported for two RG-I oligomers obtained from potato tuber by
digestion with Driselase (a mixture of glycosyl hydrolases). Some of the
GalA residues had acetyl groups at both the 0-2 and O-3 positions (Ishii,
1997), while for the Driselase-digested spinach cell wall, major O-
acetylation was found on O-3 of RG-l-derived polysaccharides (Perrone
et al., 2002). Despite the fact that GalA units are usually not substituted,
Renard and Jarvis (1999) reported the presence of GlcA-substituted
GalA in the backbone of sugar beet RG-I.

2.2. Side chains of RG-I

The side chains of RG-1 are mainly linked to the O-4 rhamnose units
and comprise neutral sugars like arabinans, galactans and/or arabino-
galactans (Yapo et al., 2007). Depending on the plant source, 20-90% of
rhamnose units are decorated with neutral sugars (O'Neill et al,, 1990;
Ridley et al., 2001; Sengkhamparn et al., 2009). The length of the side
chains varies between plant sources from 1 to 50, or even more residues
(Vincken et al., 2003). The “hairy" region content and degree of
branching depends not only on the plant source, but also on the
extraction method (Kaya, Sousa, Crépeau, Serensen, & Ralet, 2014) and
the ripening stage (Pose et al., 2012). For instance, the degree of
branching for olive fruit pectin increased with higher solvent concen-
tration and length of extraction times (Vierhuis, Schols, Beldman, &
Voragen, 2000), Surprisingly, for olive fruit, the degree of branching
was higher for the ripe fruits when compared with the unripe ones. The
rhamnose content in AIS (alcohol-insoluble solids) was higher in ripe
olives. The calculated Rha/UA molar ratio for immature green olives

of side chain substitution is highly tissne-dependent and not

and purple ones amounted to approximately 0.04 and 0.13, respectively
(Vierhuis et al., 2000). However, more often during the ripening pro-
cess, a reduction in branching occurs, which is caused by the degrada-
tion of neutral sugars (Brununell, 2006; Brummell & Harpster, 2001;
Goulao & Oliveira, 2008; Paniagua et al,, 2014).

Arabinose occurs mainly in the form of a-(1 — 5)-linked arabino-
furanans (1,5-a-Araf) while galactose usually appears as single residue
or fi-(1 — 4)-linked galactopyranose (1,4-f-Galp) chains, including
galactose or arabinose side branches (Prade, Ayoubi, Zhan, & Mort,
1999). Short galactan side chains composed of 1-2 galactosyl residues
have been detected in a hot buffer extracted fraction from okra pods,
where 65% of the total galactose was present as terminal Galp and 23%
as 1,4-Galp (Senglkhamparn et al., 2009), RG-1 obtained from different
plants confirmed the presence of branched side chains composed of
terminal «-Araf, 1,5-a-Araf, 1,3-, 1,2,5-, 1,3,5- and 1,2,3,5-linked a-Araf
residues. Apart from highly branched arabinans, arabinogalactan type |
segments, represented by 1,4-f-Galp chains with a-1-Araf units attached
to the O-3 position of galactosyl units (Engelsen et al., 1996) are also
components of the RG-1 domain due to the presence of 1,4-f-Galp and
1,3,4-p-Galp residues (Sengkhampam et al, 2009; Shakhmatov,
Makarova, & Belyy, 2019; Shakhmatov, Toukach, & Makarova, 2020;
Yu et al, 2010). For potato, arabinogalactan type I containing 1,3-
p-Galp is an integral part of the backbone (Hinz, Verhoef, Schols,
Vincken, & Voragen, 2005). Arabinan-rich pectins, which constituted
50% of the total pectic polysaccharides, have been obtained from pea
(Pisum sativum L.) (Noguchi et al., 2020). Highly branched arabinans
were present mainly in the form of a-1,5-arabinan. Approximately 60%
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of the rhamnose units in the main chain were substituted by Ara side
chains, which were directly linked to RG-1. Moreover, single galactose
units and galactooligosaccharides were attached to 35% of the rham-
nose residues. Similar results were obtained from secondary cell walls of
flax phloem fibre pectins, treated with rhamnogalacturonan hydrolase
(Mikshina et al., 2012). Single terminal galactose units substituted 47%
of rhamnose residues. The average length of the oligomeric galactose
chains amounted to 14 monomers. The release of -1-4-galactans by
arabinanase treatment indicated the hypothesis that galactans could be
present in the form of side chains or extensions of arabinans (('bro et al.,
2004). Arabinogalactan type II, represented by the presence of 1,3-fi-n-
Galp, 1,6--v-Galp, 3,6-di-O-substituted f-o-Galp, 1,4-f-0-GlepA, termi-
nal a-1-Araf and terminal a-L-Rhap residues, which was identified as the
carbohydrate portion of arabinogalactan proteins, has been reported as
a minor component of pectin-containing polysaccharides of pome-
granate (Shakhmatov et al, 2019) as well being found in RG-I side
chains extracted from ginseng (Lin Sun et al., 2019). On the basis of
antibody-based approaches associated with epitope detection chroma-
tography (EDC), the variability of RG-1 side chains determined by
different fruits and solubilization solvents has also been demonstrated
(Cornuault, Pose, & Knox, 2018). For tomato and strawberry, arabinan
was the most abundant RG-1 side chain in phenol and water extracts,
while for aubergine, the galactan side chain was detected in fractions
extracted with water, as well as alkali and acid media. Furthermore,
arabinan signals independent of the RG-1 backbone were detected in
tomato. It was also demonstrated that RG-I epitopes are not always
associated with HG, which indicates that RG-I chains exist in cell walls in
both HG-associated and non-HG-associated forms.

Ferulic acid groups in RG-1 may be ester-linked to O-2 of the arabi-
nose residues and to O-6 of the galactose residues (Ishii & Tobita, 1993;
Saulnier & Thibault, 1999), Occasionally the side chains are terminated
by fucosyl, glucuronosyl, or 4-O-methyl glucuronosyl residues
(Munarin, Tanzi, & Petrini, 2012).

Tan et al. (2013) employed multiple and diverse methods to show
that diversity of RG-1 complexes with other PCW compounds expands
beyond prevailing cell wall models that depict separate protein, pectin,
and hemicellulose polysaccharide networks. The authors suggested RG-1
covalent links with the rhamnosyl residues of the arabinogalactan pro-
tein (AGP) and with arabinoxylan attached to either a rhamnosyl residue
in the RG I domain or directly to an arabinosyl residue in the AGP. Links
were mediated by two isoforms of a purified Arabidopsis thaliana ara-
binogalactan protein named ARABINOXYLAN PECTIN ARABINOGA-
LACTAN PROTEIN1 (APAP1). Cross-linker role of some AGPs
highlighted the possibility of forming a continuous network between
wall polysaccharides and wall structural proteins (as proposed by
Keegstra, Talmadge, Bauer, & Albersheim, 1973), expanding our un-
derstanding of wall architecture.

3. Physical structure (conformation) of RG-I

RG-I has a helical secondary conformation similar to HG. Molecular
modelling simulations of the pentasaccharide fragment of the RG-I
backbone with galactan side chain, indicated the presence of five
major conformation families (Broadhurst et al., 1996; Engelsen, Cros,
Mackie, & Perez, 1996). However, the most energetically favourable
RG-I conformation is the three-fold (3,;) helix with an GalA-Rha exten-
sion of 0.778 nm (Engelsen et al., 1996). Kouwijzer et al. {1996) ob-
tained conformations of RG-1 backbone disaccharide as left-handed
three-fold and two-fold helix with an advance per repeat of 0.675 nm
and 0.748 nm, respectively. For RG-1 from flax tertiary cell wall, a
favourable energy minimum was found for the extended right-handed
three-fold helix conformation with six residues per one helix turn,
with the galactan side chain helping to stabilize the backbone. Other
moieties found were: an extended two-fold helix, a left-handed four-fold
helix and an extended right-handed nine-fold helix (Makshakova,
Gorshkova, Mikshina, Zuev, & Perez, 2017). Molecular dynamic

Carbohydrate Polymers 278 (2022) 118909

simulations showed that the RG-I helix has an average diameter of 1.1
nm and a full helical turn length was estimated to be 2.7 nm (Zdunek
et al, 2021). A comparison between the native, de-esterified and
debranched RG-1 domains from sugar beet indicated a similar behaviour
for all fractions with an average persistence length value of about 1.4 nm
(2 GalA +2 Rha units) (Ralet et al., 2008). It has been suggested that the
higher flexibility of RG-1 when compared to the stiffer HG macromole-
cules, is caused by the rhamnose content. Moreover, a higher degree of
flexibility leads to the lower intrinsie viscosity of molecules for equiv-
alent molar masses. However, the incorporation of an increasing number
of rhamnose units (5-25%) in the main chain had no relevant effect on
the overall configurational properties with only slight local perturba-
tions, it did not affect global conformation (Cros, Garnier, Axelos,
Imberty, & Pérez, 1996) due to self-cancellation of the “kinking™ effects
of successive paired rhamnose residues (Pérez, Mazeau, & Herve du
Penhioat, 2000). However, the described kinks are the reason for the
thickening of the RG-I backbone diameter, as well as the presence of
neutral sugar side chains (Zdunek et al., 2021). The acetylation and
methylation of GalA units have no significant influence on the RG-1
backbone helical conformation, since no notable changes were
observed between the energy maps illustrating GalA-Rha disaccharide
with and without the methoxyl group (Cros et al,, 1996). However, DM
of RG-1 can effectively modify the intermolecular ionic repulsion
strength, as well as introducing changes in the attractive forces between
the chains (Fishman, Pfeffer, Barford, & Doner, 1984). Similarly, mo-
lecular interactions between acetyl groups and Rha and GalA units in-
fluence the stabilizing energy (Kouwijzer et al., 1996).

4. RG-I functions in plants
4.1. Linking of RG-1 in the cell wall

The mechanism of the structural organization and bonding of highly
branched polysaccharides in cell walls is still not clear. In the generally
accepted linear contiguous model of pectic polysaccharides, sections of
HG are interspersed with RG-I, creating an ensemble of alternating
“smooth” and “hairy” regions of pectin (Albersheim et al., 1996).
However, AFM analyses by Round, Rigby, MacDougall, and Morris
(2010) have shown that the removal of almost the whole initial amount
of rhamnose residues by mild acid hydrolysis does not change the mean
length of the polysaccharide backbone (Fig. 2A). An alternative hypo-
thetical model suggested that homogalacturonan and xylogalacturonans
are side chains of RG-I linked to neutral sugars (Vincken et al,, 2003),
however no direct evidence has been found to support this hypothesis so
far (Coenen, Bakx, Verhoef, Schols, & Voragen, 2007). In both theories it
is assumed that homogalacturonan and xylogalacturonan are covalently
linked to RG-1, since they cannot be separated easily without the use of
enzymatic or chromatographic methods (Albersheim et al., 1996; Coe
nen et al., 2007; Round et al, 2010). More recent studies led to yet
another hypothesis of pectin spatial organization, according to which
RG-l forms associates with the backbone located at the periphery
(Mikshina et al., 2015) and interactions are mediated through anti-
parallel pairs of galactan side chains. However, it has not been
confirmed by glycan sequence data supporting that model. The existence
of homogalacturonan regions separated by single rhamnose units was
proposed by Powell, Morris, Gidley, and Rees (1982), based on molec-
ular weight measurements of the partially hydrolysed pectin. Authors
estimated the length of 1,4-linked-n-galacturonic acid blocks in such
structures to be equal to —25 residues. Molecular modelling showed the
inclusion of a single rhamnose unit in the HG backbone to cause the
“kinking” of the chain by about 118 degrees, as observed with atomic
force microscope (Pieczywek et al., 2020). However, due to ambiguity of
the results provided so far and lack of glycan sequencing data the exis-
tence of single rhamnosyl residues within pectin remains speculative.

In the canonical image of the plant cell wall, the coexisting pectic and
the hemicellulose/cellulose networks are believed to be separated from
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Fig. 2. Schematic representation of major models of HG and RG-1 linkage and inleractions: A) linear contiguons model of peetie polysaceharides (Round ot sl 2000)
1) hypothesized effect of the branching of arabinan side chains as a limiting factor in the homogalacturonan binding process, as a result of steric hindrance (Moo,

Farrant, & Drionich, 2008; Zykwinska, Ralet, Gamier, & Thilemlt, 2005).

each other. However, Zykwinska, Rondeau-Mouro, Garnier, Thibault,
and Ralet (2006) reported that pectins may interact with other poly-
saccharides in the cell wall such as cellulose or xyloglucan via covalent
and/or non-covalent linkages with the formation of e.g. hydrogen bonds
(Zykwinska et al., 2006). Pectin binding with cellulose occurs mainly
through xylans, but also, with a lower affinity, through arabinan and
galactan side chains of RG-I (Hofte & Voxeur, 2017). It has been hy-
pothesized that the branching of arabinan and galactan side chains
could be a limiting factor in the binding process, as a result of steric
impediments (Fig. 2B) (Zykwinska et al., 2005).

4.2. Structural changes and function of RG-I in the cell wall

Due to their unique physicochemical properties, pectins play an
important role in controlling cell wall porosity, pH and charge, internal
signaling, cell-to-cell adhesion at the middle lamella and stiffness of the
cell wall. (Renard & Jarvis, 1999). With regard to RG-1, there are
numerous examples of evidence that side chain modifications, along
with backbone solubilization and polymerization determine the struc-
tural integrity of plants, from the middle lamella and cell walls up to the
level of the whole tissue. Arabinans and galactans present in RG-I side
chains have been shown to be highly mobile with the ability to interact
with each other, forming a temporarily entangled matrix. Arabinan
chains with ferulate residues are also able to oxidatively crosslink
through diferulate bridges, thereby binding associated separate RG-I
polysaccharides. Due to the wide range of possible interactions RG-1
neutral sidechains have a significant influence on both the integrity
and polymer organization in plant cell walls (Moore et al., 2008). Major
structural changes within pectins include RG-1 neutral side chain loss
and the rearrangement of their associations, which was shown to have
an important influence over fruit firmness and textural properties (Pena
& Carpita, 2004). Neutral sugar loss is one of the earliest modifications

of the cell wall during the ripening process (Ortiz, Graell, & Lara, 2011).
Ripening-related cell wall modifications and their extent among various
plant types are highly diverse, as shown in the summary Table 2
(Brummell & Harpster, 2001; Goulao & Oliveira, 2008). In general,
neutral sugar depletion during ripening is associated with f-galactosi-
dase (p-Gal) and «-L-arabinofuranosidase (AFase) enzyme activity,
which remove galactose and arabinose units, respectively (Goulao,
Santos, de Sousa, & Oliveira, 2007). The debranching of galactan side

Table 2
Ripening-related RG-1 modifications among various species and their extent.
Cell wall Plant type References
modification Low extent Iigh extent
Galactose content Plum, raspberry, Tomato, peach, (Bl
loss cuctmber, apple, 20063 Gross &
apricot, muskmelon, nashi  Sams, 19843
European pear, pear Redgwell et al,,
berries 1997)
Arabinose content Apple, plum, Pear, apricot (Brummell,
loss TOMATO 2006; Gress &
Sams, 19843
Redgwell et al,,
1997)
Depolymerization of 8 herry, A do, (iber, 1984;
ionieally-bound banany, apple, watennelon, Karakurt &
pectin bluelerry, tomto, peach, Hubwer, 2002;
melon keiwvifruit Paniagua of al.,
2014)
Solubilization of Apple, Kiwifruit, tomato,  (Boummell, Dol
pectin watermelon, plum, melon, Cin, Crisosto, &
nashi pear pench, Labuvitel, 2004;
strawberry, Paningua et al.,
avocado, 2014; Redgwell
persinunon el al., 1997)
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chains has been associated with the stage before fruit maturity, during
the cell enlargement phase of ‘Red Delicious’ apples (Pena & Carpita,
2004). This result is also in agreement with the observed increase in
f-Gal activity throughout the ripening and softening period of 'Jon-
agold' and ‘Mondial Gala' apples (Goulao et al., 2007; Gwanpun et al.,
2014). The increase in AFase activity and loss of arabinose was observed
at the early over-ripened (or late ripening) stages of apples and pears
(Goulao et al., 2007; Tateishi, Kanayama, & Yamaki, 1996). An increase
in the activity of both enzymes was also observed during the three-
month storage period of carrot (Daucus carota subsp. sativus). The in-
crease in enzymatic activity was associated with structural changes in
the pectin molecules (shortening and debranching detected with AFM),
which included the fraction extracted with sodium carbonate (Cybulska,
Zdunek, & Koziol, 2015). The great majority of ripening-related changes
in arabinans and galactans, are observed in firmly bound polymers,
extracted by 0.05 M NayCOs, when no changes occur in the loosely
bound fractions extracted by chelating agent — 0.05 M CDTA (Brummell,
2006; Seymour, Colquhoun, Dupont, Parsley, & Selvendran, 1990). The
loss of neutral sugars from RG-1 side chains is not equal for all types of
plants (Gross & Sams, 1984; Redgwell et al., 1997) and also varies ac-
cording to their development stage (Peiia & Carpita, 2004), For tomato,
bell pepper and hot pepper fruit, the loss of neutral sugars, mainly
galactose, but also arabinose in the range of 39-56% has been reported,
when, for various berries, the loss level of those sugars was low and
amounted to a range of 6-30%. Decreases in xylose and glucose content
in the amount of 30% have been observed for apricot. No significant loss
of neutral sugars have been reported for plum and cucumber (Gross &
Sams, 1984; Redgwell et al,, 1997).

In mure fragmentation of the RG-1 b from ¢ ic potato
with the rhamnogalacturonan lyase (RGL) enzyme from Aspergillus
aculeatus showed a large reduction in the Gal and Ara side-chains and
altered location of those residues in the parenchyma cell wall. The
resulting abnormal periderm development indicated the important role
of RG-1 for correct periderm evolution (Oomen et al., 2002). Moreover,
RGL activity has been correlated with firmness reduction during the
ipening p of fruit (Ochoa-Jiménez et al., 2018). Silencing
FaRGlyasel - the putative RGL gene, in strawberry resulted in the lower
dissolution of the middle lamella, suggesting that the RG-1 backbone
could play a role in linking HG in the middle lamella (Molina-Hidalgo
et al., 2013). This effect has been confirmed for poplar wood, where RG
tr d enhanced cell-cell separation (Yang et nl., 2020). The
role of RG-1 neutral side chains in intercellular attachment was also
demonstrated for embiryonic and non-embryonic carrot calluses in
studies of its response to ch in the arabi to galactose ratio
(Kikuchi, Edashige, Ishii, Fujii, & Satoh, 1996).

The presence of neutral side chains containing Gal and Ara residues
was also correlated with the preservation of the mechanical functions of
cells and tissues. The appearance of (1 — 4)-fi-o-gal in pea coty-
ledons has been linked to firm texture in fruits (McCartney, Ormerod,
Gidley, & Knox, 2000) and a higher degree of brittleness has been re-
ported for transgenic potato tubers with reductions in linear galactans
and branched arabinans (Ulvskov et al,, 2005). Moore et al. (2008)
proposed a model in which arabinan side chains would be responsible
for overcoming water deficit stress and assumed their significant role in
the preservation of cell wall flexibility during plant growth (Fiz. 2B). In
experiments with epidermal strips from C. communis leaves treated with
arabinanase, difficulties with stomatal pore opening and closing were
reported (Jones, Milne, Ashford, & MecQueen-Mason, 2003). It was
concluded that arabinans play a role in maintaining the flexibility in
guard cell walls as polysaccharide proximity regulators, preventing the
formation of Ca*' bridges between HG domains, which stiffens the cell
wall and prevents guard cells from deforming in response to cell turgor.
In the cell walls of Nicotiana plumbaginifolia arabinan-rich side chains
contributed to the association of pectin molecules with cellulose-
hemicellulose complex in the normal callus, while for the line of
nolac-H14 mutants with loosely attached constituent cells, no arabinose

h
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was detected (lwal, Ishii, & Satoh, 2001). An investigation of the pectic
epitopes level in potato during the tuberization process indicated that
galactans and arabinans are involved in the primary cell wall elongation
and proliferation process (Bush, Marry, Huxham, Jarvis, & MecCann,
2001).

In addition to debranching, solubilization and depolymerization,
other important RG-l structure modifving processes also take place
(Gwanpua et al , 2014). Solubilization takes place in most species, while
depolymerization occurs in a smaller number of plants (Brumumell, 2006;
Goulao & Oliveira, 2008). Solubilization is usually caused by the
enzyme polygalacturonase, which is responsible for the hydrolysis of
glycosidic linkages in pectins. Studies show that the amount of poly-
galacturonase in fruit significantly increases during the early stages of
ripening (Pressey & Avantis, 1962). Selubilization results in an increase
in water-soluble or chel luble polyuronide, thereby reducing the
degree of pectin binding to the cell wall structure (Brummell, 2006;
Redgwell, Melton, & Brasch, 1992). Solubilization was also related to
the degree of cell wall swelling, which causes fruit softening (Redgwell
et al., 1997), No correlation between neutral sugars loss and solubili-
zation has been confirmed. Nevertheless, it is thought that the loss of
arabinans and galactans may promote pectin solubilization due to the
weakening of pectin bonds with the cell wall (Paniagua et al., 2014), For
instance, the transgenic silencing of the fi-galactosidase gene in tomato
resulted in a reduction in galactose loss at the early ripening stages and
hence increased fruit firmness. It is suspected that Gal loss contributes to
an increase in wall porosity, thereby providing easy access to wall
components for other hydrolases (Smith, Abbott, & Gross, 2002).

5. RG-I properties in vitro

Pectin rheological properties such as gelling, viscosity or solubility
relate to native pectin structure and the properties of the solution
(Zdunelk et al, 2021). The degree of methylesterification (DM) together
with the molecular weight and chain length, concentration of the solu-
tion, pH and the presence of counter ions determine the gelation
mechanism of pectin (Ciesla, Koczanskn, Pieczywek, Cybulska, & Zdu
nek, 2021; Gawkowska, Ciesla, Zdunek, & Cybulska, 2019; Gawkowska,
Ciesla, Zdunek, & Cybulska, 2019; Gawkowska, Cybulska, & Zdunek,
2018; Zheng et al., 2020). According to studies on RG-1 rich eitrus pectic
polysaccharides, pectins with higher amount of RG-1 and HG with lower
DM, adapted irregular and dispersed structure, when compared to re-
gions with higher HG content and higher DM, where pectin network is
more dense and compact (Chen et al., 2021).

It has been shown that RG-I takes an active role in the gelling
mechanism, thereby shaping pectin rheological properties, especially in
concentrated solutions. An increased number of RG-1 side chains rein-
forced the formation of gelling networks, promoting entanglement and
tighter conformations of polymeric dispersions (Hwang & Kokini, 1992;
Sousa, Nielsen, Armagon, Larsen, & Sprensen, 2015; Zheng et al,, 2020).
The lack of consecutive residues of galacturonic acid in the RG-I back-
bone (HG interruptions) prevents the formation of Ca®" mediated
junction zones, which are typical for the gelation of homogalacturonan
rich pectin (Mikshina et al., 2017). Studies have shown that the RG-I-
rich pectin fraction with a high amount of arabinose side-chains can
form gels in the presence of divalent cations and under acidic conditions,
which corresponds to known mechanisms of gelation for low- and high-
methoxyl pectin (Table 3). Hydroxyl groups in arabinose chains are
attached with hydrogen bonds, which improves the formation of the gel
network.

RG-I side-chain entanglements create tighter conformations, making
the gel network stronger (Gawkowskn et al, 2018; Thibault, Renard,
Axelos, Roger, & Crépeau, 1993). The arabinose side-chains in RG-I
increase the contact area and decrease the distance between adjacent
pectin chains (Zheng et al, 2020). A decrease in the amount and/or
length of galactan side chains prevents the formation of junction zones,
thereby indicating that Gal side chains play an important role in RG-1
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Table 3

Gelling conditions and propertics of gels for high- and low-cster peetin, Based on

(Cio, Ln, Mata, Nishinari, & Fang, 20205 Espitia, Du, Avens-Bustillos, Soares, &

MoiTugh, 2004; Gawkowska ot al., 2018),
High-ester pectin (DE >
S

Gelling conditions  pll < 3.5 sugar

concentrtions >55%

Low-ester pectin (DE < 500)

pH 2-6 presence of divalent
cintfons sich ay Ca® sugar 1ol
reguired
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other hand, in vivo research is still a challenging task, therefore our
degree of understanding is still lacking in fundamental concepts
regarding the structure of RG-1 and its relationship to other major pectin
polysaccharides. In vitro studies in aqueous solutions have made it
possible to carry out experimental procedures under controlled condi-
ions, thereby limiting the bias associated with sample bio-variability.
However, research conducted under certain conditions, which in some
cases are physiologically irrelevant, may lead to misleading conclusions,
thereby slowing down our pursuit of the full understanding of the

Below we emphasize the most important structural features, func-
tions and functionalities of RG-1 which have been discovered to date.

posed of GalA-Rha repeats. Rha units are

and/or galactan side chains and
rarely, arabinogalactans and other groups. The lengths of RG-1 do-

Tntermlecnlar Hyyerogen bonds, Electrostatic infersctions 2 2
interactions lydropholic forees between the cutions and the structure-property relationship for RG-I.
negatively charged cavities
Tormed by polymer chains
Properties of gels Elmstic, not themio Rigid, highly viscons, thermo
mmu!::: and shear- reversible » The backb of RG-1is
revens lly functionalized with arabi
gelation (Mikshina et al,, 2017). Compared to h uronan, RG-1

is characterized by a higher molecular mass and exhibits a greater de-
gree of flexibility, assuming a random coil conformation in solution, as
indicated by the intrinsic viscosity and persistence length

(Alba, Laws, & Kontogiorgoes, 2015; Morris, Ralet, Bonnin, Thibault, &
Hording, 2010). This was confirmed for lime and lemon extracted
pectin, where a high HG/RG-I ratio corresponded to the higher degree of
rigidity and intrinsic vi y of the lecules, as compared to
the more flexible grapefruit and orange extracts with a higher RG-1
content (Kava =t al, 2014). The sodium carbonate pectin fraction,
enriched with RG-I-type polysaccharides, shows the lowest viscosity
values when compared to water and calcium chelator-soluble fractions
(Miercaynska et al,, 2015). Studies with RG-I mucilage polysaccharides
from lacebark leaves revealed a significant increase in apparent viscosity
and a greater shift in fluid behaviour towards pseudoplasticity along
with an increase in the concentration in solution (Sims, Smith, Mottis,
Ghori, & Camachan, 2018), Studies concerning pectin interfacial ac-
tivity showed that due to protein and ferulic acid attached to side chains
working as anchors, branched RG-l can improve the adsorption process
at the oil-water interface as opposed to pectins with a linear backbone
(Alba & Kontogiorges, 2017). Viscosity and gel gth decrease was
also observed along with the long storage time induced by the depoly-
merization of pectie polysaccharides. This effect was accompanied by a
temperature dependency resulting in the lower viscosities of pectic so-
lutions extracted from fruits stored at 40 *C as compared to 25 “C during
the same storage time (Morris, Castile, Smith, Adams, & Harding, 2010).
The effect was attributed to a decrease in coil expansion (swelling) and
pectin chain extension with the increase in temperature. Hot sodium
acetate extract from okra pods, consisting of highly branched RG-1 has
been studied in the context of its impact on the stability and rheology of
oil-in-water emulsions. The addition of the extract caused extensive
floceulation and significant shear-thinning rheology, which increased
with concentration. In the range of low concentrations (0.125%), fast
creaming was observed, however, at higher values (1,.25-2.50%), this
process was significantly reduced. It is caused by the ability of pectic
large polymers (Mw>>1.4 MDa) contained in this fraction, to increase
in continnous phase viscosity (Georgiadis t al | 2011),

6. Summary and future perspectives

Given the current state of research there is no dcmbt that besld.es
forming fundamental structures — y the ¢ hemicell
network - pectin constitutes another i.m.pm'tnnl.‘ piece of the plant cell
wall puzzle. Among this rich and versatile family of polysaccharides,
RG-I has been rec | as a key comp t of plant biomechanics
whose properties nnd role have been demonstrated in bl vitro und in vivo
studies. Much information has already been gatl blishing the
link between RG-1 structu.ml features and chnnges in fruit ripening nmi

f g, textural ¢ and plant cell wall mechanics, as well as
il ing its crosslinking and gelling abilities in solutions. On the

mains, as well as the degree of branching varies among different
plants.

# RG-Iexhibits random coil conformation in selution and high intrinsic
viscosity, forming networks under certain conditions. It has an in-
fluence on the rheological properties of RG-1 In solution. Neutral
sugars are also correlated with network formation during gelation.

« Significant structural changes in RG-I during the ripening and stor-
age of the pectin source are observed. Galactan and arabinan side
chains are associated with tissue firmness as well as with the physical
and functional properties of cell walls.

Since RG-l accounts for up to 20-35% of the whole pectic poly-
saccharides in plant cell walls, this group largely affects the properties of
the extracted pectin. Such unique structural features of RG-I like a
thicker backbone, the bending of the backbone and functionalization
with neutral sugars may be considered in order to better understand and
tailor the functionality of pectin,
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ARTICLE INFO ABSTRAGCT

Feywards: Rhammogalacturonan type 1 (RG-T) is one of the peetin family member abundant in plant cell walls, Process of

Rhamnogalacturanan |

RG-1 extraction from cell walls, either as & one-step or several-stage process, conditions the structure and
praperties of obtained polysaccharides. In this paper, we provide comprehensive overview of the factors related
tw the sonrce snd extraction technigues thal determine the yield and chemieal composition of peetin belonging 1o
RG-L The role of the source material, solvent, pll, temp

e, time and additi

| factors related to applied

techniques, such as microwaves, nltrasounds, high and low pressire or enzymatic treatments are discnssed,

Pectin
Extraction
1. Introduction
Multiple studies indicate imp role for pectin in plant growth,

development, signaling, wall structure, defense mechanisms, macro-
scopic mechanical properties and texture of organs (Bellincampi et al.,
1996; Branca, Lorenzo, & Cervone, 1988; Iwai, Ishii, & Satoh, 2001;
Jones, Sevmour, & Knox, 1997; McCartney, Ormerod, Gidley, & Knox,
2000, Nothnagel, Mcneil, Albersheim, & Dell, 1983; O'Neill, Ishii,
Albersheim, & Darvill, 2004; Palin & Geitmann, 201 2; Ridley, 0'Neill, &
Mohnen, 2001; Willats et al., 2001; Wolf, Mouille, & Pelloux, 2009).
Rhamnogalacturonan type | (RG-1} is one of the pectin family member
abundant in plant cell walls. RG-1 is composed of alternating residues of
galacturonic acid (GalA) and rhamnose (Rha) linked with [—4-a-n-
GalpA-(1 — 2)-a-t-Rhap-(1 — ] bond. Due to branched molecular
structure RG-1 is called “hairy” regions of pectic polysaccharides rich in
side chains populated mostly by arabinans, galactans and arabinoga-
lactans, linked with rhamnose residues (Fig. 1). There are numerous
evidences that the side chain modifications, along with backbone solu-
bilization and polymerization, determine structural integrity of plants,
from middle lamella and cell walls up to a level of the whole tissue
(Goulno, Santos, de Sousn, & Oliveira, 2007; Pena & Corpita, 2004,
Tateishi, Kanayama, & Y ki, 1996). Its important function in plant
cell wall and gelling properties in solution has been recently extensively

However, complicated structure and variability due to plant, physio-
logical state of the source plant material and/or the extraction method
used cause RG-I properties still hard to unravel. Therefore this mini-
review focuses on several pectin extraction methods of RG-1 with
respect to the source, obtained yields and chemical composition of
extracts.

2. Properties of RG-I related to the source

The amount of RG-1 is indicated in relation to galacturonic acid as
Rha/GalA molar ratio. Since both sugars exist in cell wall in form of
linear poly harides, this rel. is usually considered as rep
tation of the theoretical ratio of the RG-1 to HG content (Khodaei &
Karboune, 2013; Yulie Mao et al, 2019). Molar ratios of Rha/GalA
falling into a range from 0.05 to 1 indicate presence of significant
amounts of individual sections of RG-I backbone (Hou, Chen, & Ye,
2021; Schols & Voragen, 1996; Yang, Mu, & Ma, 2016). Alternatively,
rough estimation of RG-1 content defined as 2Rha + Gal + Ara has been
used (Popov et al.,, 2021; Tan et al., 2020).

Detailed information on RG-1 sources, extraction efficiency and the
content of individual sugars are summarized in Table 1 while the general
approach to the extraction process is shown in Fig. 2. The amounts of
individual saccharides were recalculated from mass to molar ratios and

reviewed (Kaczmarska, Pieczywek, Cybulska, & Zdunek, 2022). 1 as molar p of pectic extracts. Regardless the method
Abbrevianons: AlS, aleohol insoluble solids; Arm, arabinose; CSP, chelator soluble pectin fraction; DASP, dilured alkali soluble pectin fraction; GalA, galactironic
acid; Gal, gal. HG, b \" HM, high methyl esterified; RG-LL rh 1 I; RG-11, rh 1 II; Rha, rh WSP, waler

solible peetin fraction,
* Corresponding anthor,
E-mail address: aedunekidipanloblinpl (A, Zdunek).
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Fig. 1. Simplified structire of rhamnogalacturonan 1. Backbone is made of
galacturonic acid and rhamnose linked with [—=4-0-0-GalpA-(1 = 2)-u-1-Rhap-
{1 = 1 bond. Arabinose and galactose, linked with rhamnose residues, form the
side chains.

used for extraction, the highest ameounts of RG-1 domains in the soluble
solids extractable fraction might be obtained from okra pods (86 mol%),
that corresponded also with high percentage shares of Gal and Ara
(Sengkhamparn, Verhoef, Schols, Sajjnanantakul, & Voragen, 20009),
and from potato (86.7 mol%s) (Khodaei et al,, 2013). High proportion of
RG-1 was reported also in citrus subcompressa (62.15-74.15 mol%), cocon
pod husks (26.54-41.19 mol%), blackberries (22.37-37.63 mol%) and
Cerasus humilis fruits (73.64 mol%) (Hmis, 2009; Hou et al., 2021;
Munoz-Alimagro et al, 2021; Zhang et al., 2021 ). Moderate amounts of
RG-I (up to 20-30 mol% of pectin extract on average) were reported for
grapefruit (19.59-42.13 mol%), citrus unshiu fruit (29.74-37.91),
raspberries (15.94-29.91 mol%), strawberries (28.76-29.41 mol%) and
sugar beet (28,60-29.31 mol%) (Chen et al., 2021; Yujie Mao et al,
2019; Munez-Almagro et al., 2021; Wang et al.,, 2015)().

Due to numerous interconnections b pectic P ds as
well as hemicelluloses the presence of monosaccharides which are not
specific for RG-1 was observed in RG-1 extracts (Byg et al. 2012), The
presence of non-specific for RG-l charides indi that
obtaining of pure RG-1 without other pectin types is very questionable.
Considering RG-I as a whole (backbone and additional side chains) the
highest yields reported in Table | were as high as 86 % and 86.7 % for
Okra plant and potato extracts, respectively (Sengkhnmparn et al., 2009,
Khodaei & Karboune, 2013). Isolation of the RG-I backbone would
require an additional extraction step consisting in the selective degra-
dation of glycosidic bonds of side chains. However, it should be noted,
that although enzymatic degradation is a powerful tool, usually the
action of enzymes is not limited to the selected type of bond. There is
therefore a risk of partial damage to the structure of the RG-1 backbone
and thus a decrease in the extraction efficiency.

The RG-1 content may also vary depending on the plant organ being
the source of pectin. For instance, broccoli florets are enriched in
branched RG-1 pectin while stem is composed of more linear poly-
saccharides (Houben, Jolle, Fraeye, Van Loey, & Hendrickx, 2011). In
citrus, higher amounts of RG-1 are extracted from the peel than from the
fruit flesh (Chen et al.,, 2021; Cui et al., 2020; Koubala et al., 2008; Yapo,
Lerouge, Thibault, & Ralet, 2007).

Apple pomace (10-18 %wt of pectin on a dry apple pomace basis)
and citrus peels (15-30 % of pectin on a dry peel basis) are the most
common sources for pectin. However, the efficiency of pectin extraction
from raspberry, sugar beet and passion fruit peels, and cacao pod husks
are comparable with yields reported for apple pomace (Yujie Mao et al.,
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2019; Munoz-Almagro et al., 2021; Wang, Chen, & Lii, 2014; Wikiera,
Mika, & Grabacka, 2015; Seixas et al., 2014)(;). Lower yield on fruit dry
weight basis were found for strawberry, mango and kiwi fruit (Houbala
et al., 2008; Mufioz-Almagro et al., 2021; Yuliarti, Goh, Matia-Merino,
Mawszon, & Brennan, 2015; Yuliarti, Matia-Merino, et al., 2015).

3. The effect of extraction methods on RG-1
3.1. Traditional extraction methods

Table 2 summarizes the RG-1 pectin extraction methods presented in
Table 1. Traditional extraction methods (the base methods in Table 2)
include conventional solid-liquid extraction with mineral and organic
acids (hydrochloric, citric, acetic, nitrie, sulfuric, phosphoric), requiring
minor adjustments of pH, temperature (mostly in pH 1-3 and at
70-100 “C) and extraction time to achieve desired yields. Mineral acid
treatment allows to obtain mostly HG-rich pectic fraction, due neutral
sicle chains degradation (Guizhu Guizhu Mno et al, 2019, May, 1990,
Zykwinska, Rondeau-Mouro, Gamler, Thibault, & Ralet, 2006}. Other
solvent types such as water, alkalies, chelating agents and buffers are
used to obtain pectin fractions of different structure and functionality.

Usually different sol are applied in the seq of i
extractions, allowing to obtain specific pectin fractions according to
linkage mechanism in cell wall (Chylinska, Szymanska Chargot, &
Zdunek, 2016; Comunult, Pose, & Knox, 2018; Cybulska, Zdunek, &
Koziol, 2015; Gawkowska, Ciesla, Zdunek, & Cybulska, 2019; Liu, Pi,
Guo, Guo, & Yu, 2019; Rennrd et al, 2020). Most commonly, the
sequential extraction path consists of water (water soluble pectin
fraction-WSP), calcium chelator (chelator soluble pectin fraction- CSP),
diluted alkali (sodium carbonate soluble pectin fraction- DASP or S5P)
and alkali (Cornunult et al., 2018; Cybulska et al., 2015; Gawkowska,
Ciedla, Zdunek, Cybulska, et al, 2019; Szymanska-Chargot & Zdunek,
201 3). After sequential extraction suk ial portion of insoluble pec-
tins may still remain in cell wall (Zdunek, Koziol, Pieczywek, & Cybul-
ska, 2014), Water extraction can be useful especially for the high
methoxylated middle lamella pectins (Taboadn et al,, 2010). The CSP
fraction considered as ionically linked in cell wall is extracted using
chelating agents such as CDTA, EDTA, (NH4),C;04, K2C30,, imidazole,
Their extraction mechanism is based on ealcium ions chelating, allowing
to extract low methoxylated pectins loosely attached to the cell wall
with high GalA to neutral sugars ratio (Chylinska et al, 2016; Gaw-
kowska, Cybulska, & Zdunek, 2018; Manrique & Lajolo, 2002; Red-
gwell, Flscher, Kendal, & MacRae, 1997; Yamada, 1996; Yapo et al.,
2007). The covalently linked pectin fraction can be extracted with
diluted alkali solution, which prevents hydrolysis of neutral side chains,
while harsh alkali condition lead to additional degradation of HG
backbone by f-elimination and oxidative peeling (Hou et al, 2021;
Khodeei & Korboune, 2013; Zyvkwinska et al., 2006). Common alkali
solutions reported for DASF pectic fraction extraction are NaOH, KOH
(Khodaei & Karboune, 2013) and NagCO4 (Cvbulska et al., 2015; Piee-
zywek, Koziol, Plazinski, Cybulska, & Zdunek, 2020; Redgwell et al.,
1997), NazCO3 releases pectins from cell wall by breaking ester bounds
between solubilized pectin molecules and release low-molecular weight
pectins from the cell wall (Posé, Kitby, Mercado, Morris, & Quesada,
201 2). Sequential extraction of pectin fractions from apples (deionized
water, CDTA and NayCO4 with NoBH,) showed that the sodium car-
bonate fraction is rich in galacturonic acid (~60.48 mol %) and neutral
sugars. Rhamnose content was —3.10 mol %, while arabinose and
galactose total amount was ~33,29 mol % (Gawkowska, Cledla, Zdunek,
& Cybulska, 2019), The sequential extraction of okra cell wall material
carried out using hot buffer (HBSS), chelating agent (CHSS), dilute
alkaline (DASS) and concentrated alkaline (CASS) showed that the HESS
fraction is composed mainly of RG-1 (85 %), as indicated by the high
content of rhamnose (26 mol%) and galactose (34 mol %), while gal-
acturonic acid amount is 35 mol% (Senglkhamparn et al., 2009). Rha/
GalA ratio for this fraction was 0.7, which was the highest value among
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all obtained factions. The DASS fraction with Rha/GalA ratio 0.3 con-
tnined 43 % of RG-] and 57 % of HG, but it was also enriched in arabi-
nose and galactose.

3.2, Supportive extraction rechniques

Beside the traditional methods, innovate approaches such as ultra-
sound-, microwave-, enzyme-assisted extraction and hybrid methods are
using as well (Kumar et al,, 2020; Maric¢ et al,, 2018; Wikiera et al,,
2015). N and ult | energy support extraction process
increasing the solvent penetration and resulting in higher pectin
extraction efficiency (Kumar et al., 2020). Similarly, pulsed electric field
as an assistant extraction technique is alternative to methods based on
conventional heating (Nandhu Lal, Prinee, & Sreeja, 2020). Supportive
extraction techniques can reduce the processing time, required energy
and amount of solvent, as well as the overall production cost (Ezzatl
et al., 2020).

Microwave-assisted extraction may provide similar effects as the
conventional alkaline extraction as it was demonstrated by Mao et al.
(Yujie Mao et al., 2019) for sugar beet pulp. Both methods were
compared in accordance with the RG-1 pectic region extractability and
resulted in similar yields. Moreover, for each technique, the yields of the
extraction process and the Rha/GalA ratio increases with the increase of
pH (Yujie Mao et al., "OI‘J)

Ul i 1 were also employed for pectin
extraction from sunflower by-product (Ezzuti et al., 2020) allowing the
content of HG and RG-1 equal r.o 70.08 % and 23.58 % molar ratio,
respectively. Ultr d-assi extraction shows lower impact on the
degradation of pectic side chains allowing to preserve more branched
regions, in comparison to conventional thermal and acidic extraction
processes (Wenjun Wang et al., 2016).

High pressure homogenization (HPH) is another assistive technique
that can be combined with ¢ ional extraction, to improve and
modify pectin properties. It is based on mechanical degradation of
pect[n stmctu:e due to high premxre. velocity and shear forces of fluid,

g to rheological and textural changes in obtained mate-
rials (5!1p1yv1umn Kyomugasho, Christizens, Van Loey, & Hendrickx,
2015; Willemsen et al., 2017; Xie et al., 2018), The reported modifica-
tions are related to increase in GalA content, significant molecular
weight and polydispersity decrease, reduction of esterification degree
and branching, increase in viscosity and improvement of emulsifying
properties of extracted pectin solutions (Willemsen et al, 2017; Xie
et al, 2018). Combination of high pressure techniques with alkali sol-
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Table 2

The methods used for RG-1 extraction with corresponding averaged RG-1 content
(mol%) in pectin extracts and Rha/GalA ratios based on data from reviewed
research papers (nble 1)

Pectin extraction methods Averaged RG-1 content Averaged Rha/
Base Suppartive o) L
miethod techniquo
Wiater 16.80 0.13
Enzyme 19.91 004
Ultrasounds 28.21 010
Microwaves 10.67 .01
Alkalies 48.27 019
High pressure 74.51 030
Micrownves 18.95 0.04
Chelator 26.75 016
Ereyme 16.97 007
Fnayme,/ 18.55 o011
ultrnsounds
Microwaves 6.56 .01
Mineral 19.31 .07
acid
High pressure b215 017
Microwaves 7H1 0.0
Orgaiic 45.48 0,530
acid
Microwaves 1352 0.08
Ultrasounds 2220 0,26

properties such as higher Mw/Mn values (polydispersity index), anti-
oxidant activity and water holding capacity of pectin molecules.
Decrease of viscosity was observed for the pectic polysaccharides
extraction assisted with high pressure, compared with application of
only alkali solvent,. Gels properties were described by high hardness and
chewiness values for high pressure-assisted extract in alkali conditions
(pH 12), however no statistically significant infl e of high p
treatment on gels' stability was shown. The reported RG-1 yields has
shown positive correlation with applied pressure (Hou et al., 2021),
Similarly, ultra-high pressure extraction tech.nique allowed to obtain
pectin with higher yield when « d to micr I and
traditional heating r.ednnques (Guo et al, 2012). Pectin extracted with
ultra-high pressure exhibi I rheological properties allowing
to use them as thickeners and ﬂnblllxers (Guo et al., 2012; Xie et al.,
2018; Zhoo et al., 2015).

3.3. RG-1 optimized extraction methods

vents led to higher extraction yields of branched RG-1 with improved The optimization of the traditional solid-liquid extraction process
WHERE ? WHAT? HOW ? RG-1
Pactin can bo obtained Significant amounts of poctin are found in primary cell CMMumommmmmm RG-1 extraction yields vary
directly from fresh fruit. but  walls. The composition of the cell wall varies of an approp o their on source and
the most common soufee I8 on the plant species. Approximate amounts of the most muthod ranging
food industry waste. balow. chamical, or both are used. from 5 up to 88 mal of
poctin extract.
REPORTED SOURCES OF W
RG-1 INCLUDE: 3K
apples, citrus fruit, PECTIN - ,,,'}} 2
potatos, sugar beet, a5 s CHELATOR {28 ol RG-1) -
;z?[m;:rbe;lnas[ kiwi WIHERAL ACID (18 mars Riz1) e o
. OKra plant, .
mango ete. DRGANIC ACID (35 mol RG-() -

Fig. 2. The: general approach 1o the extrction of thamnogalactironan L Data based on reviewed papers.
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such as
high pressure or enzymaes can increase the
axtraction yleld, or allow obtaining RG-l with a
less degraded structure
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may include adjustment of the other factors, influencing the type and
structure of the isolated material. Extraction with different concentra-
tions of NaOH and KOH solutions have been compared with enzymatic

with endopolygalacturonase from A. niger. While the yield
d upon the tie tr was similar, high molar ratio of
galactose, arabi and rt with rel ly low galacturonic acid
content indicated recovery of almost intact RG-I structures, compared to
more degraded ones obtained with alkaline solutions (Khodael & Kar
boune, 2013). Citrie acid, water and enzyme Celluclast 1.5L (Nove-
zymes, Copenhagen, Denmark) containing mainly cellulases (Yulinrti,
Matin-Merino, Goh, Mawson, & Brennan, 2011) has been employed
for pectin extraction from gold kiwifruit pomace (Yuliartl, Matia
Mesing, «t al, 2015). According to the authors, enzymatic hydrolysis
of cellulose that probably led to the relense of pectin trapped within the
cellulose matrix, resulted in higher yield ¢ d with ¢ ional
extraction. The rhamnose content was similar for all methods used,
while pectin extracted by acid method exhibited the highest linearity of
backbone structure. Acidic and enzymatic hydrolysis of the branched
sections of polysaccharide molecules led to lower degree of branching
when compared water-extracted fraction of pectin. Taboada et al.
(Taboada et al., 2010) characterized pectins from murta fruits isolated
by sequential extraction. Relatively high Rha/GalA ratios were reported
for water and alkali extracted fractions (0.205 and 0.373, respectively),
however with the low yield for the latter (2 % for NaOH extraction,
compared with 17 % for Hy0). In order to obtain RG-I type pectic
polysaccharides alkaline treatments may be replaced with enzymes, as it
was demonstrated by Khodaei & Karboune (Khodael & Karboune, 2013)
for potato.

High Rha/GalA ratio and neutral sugar content was also reported for
diluted HCI and NaOH treatments of citrus peels. Fractions obtained
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techniques such as micr 1 ¥ and high p
can be combined with traditional merhuds. resulting in higher yields.
Alkali treatment is the most widely used technique for extraction of RG-I
rich fraction. However, it was shown that tailor-made approaches (water
and citric acid with enzymes, for instance) can provide high yields in
almost intact state. Although the most popular sources for pectin
extraction are citrus and apples, numerous studies showed that other
sources can be as effective, among which industrial by-products seems to
be especially interesting. High wvariability of plant cell wall content
makes it challenging to provide universal procedures for pectin extrac-
tion, The methods has to be fitted to the pectin source in order to provide
desired yields and structural properties of extracted polysaccharides.
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Keywords: Pectin, 4 complex polysaccharide found in plant cell walls, plays a erocial role in varions industries due 1o its
Pectin funetional properties. The diluted alkali-soluble pectin (DASP) fractions that result from the stepwise extraction
Rhanmogalacturonan | of apples and carrots were studied to evaluate their structaral and rheological properties. Homogalacturonan and
2::-:&— Y - rhammogalscturonan 1, in different proportions, were the main pectin domains that composed DASP [rom both
Rheolugical propertics materials. Atomic foree microscopy revealed that the melecules of apple DASP were longer and more branched.
A persistence length greater than 40 nm indicated that the pectin moleeules deposited on mica behaved as stiff
molecules. The weight-averaged molar mass was similar for bath samples. Intrinsic viscosity values of 194,91
mlg ' and 186.79 ml-g | were abtained for spple and carrot DASP, respectively. Rheologienl mensirements
showed greater stmctural strength for apple-extracted pecting, whereas carrol pectin was characterized by a
higher linear viscoelastivity limit. This comparison showed that the pectin fractions extracted by diluted alkali

wre structurally different and have different theological properties depending on their botanical origin, The

5

can

the e d use of peetin residue and support further investigations in in-

4 L
dustries relying on pectin applications.

1. Introduction

Pectins are the main component of primary cell walls (~35 %) in
dicots and non-gramineous monocots. The main building block of pec-
tins is galacturonic acid, found in combination with other saccharides,
depending on the pectin d in. Hi gal (HG), referred to
asa “smooth” region of pectin, is composed of u-(1 — 4) linked a-p-GalA,
which is usually methyl-esterified and/or acetylated. Two types of
rhamnogalacturonans can be distinguished in the “hairy” region.
Rhamnogalacturonan | (RGI) consists of a backbone of repeating dimers
[—=4-a-n-GalpA-(1 — 2)-a-1-Rhap-(1 — ] and numerous side branches,
mainly arabinans, galactans, and/or arabinogalactans, attached to up to
B80% of rhamnose residues, mostly at O-4. Moreover, GalA residues can
be acetylated at the O-2 and O-3 positions (Low, McNeil, Durvill, &
Albersheim, 1985). Arabinose is often found as long, branched chains
linked by o-(1 — 5) and (1 — 3) linkages. Galactan side chains are
usually short chainsafsant connected by [-(1 — 4) bonds as well as single
residues. In addition, the presence of glucuronosyl or 4-O-methyl-glu-
curonosyl residues as the termination of side chains has been reported

(Yapo, 2011). Rhamnogalacturonan II (RGI) is characterized by a
complex structure with homogalacturonan as the backbone and complex
side chains with various neutral sugars (O'Nelll, [shii, Albersheim, &
Darvill, 2004). Depending on their content of methyl groups, pectins
form gels under different conditions, For a degree of methylation (DM) >
50 9, gelation occurs in the presence of high sugar concentrations
(55-75% (w/w) sucrose) at low pH (below the pectin's pKa value of 3.5)
to obtain undissociated carboxyl groups for hydrogen bonds (Einhom
Stoll, 2018). At DM<50 %, pectins form networks in the presence of
divalent and trivalent jons (most often Ca*") in a pH range of 2-6
(Gawkowska, Ciesla, Zdunek, & Cybulska, 2019).

The content of individual pectin domains, as well as the composition
and length of the side chains, vary depending on the plant source and the
method of extraction (Kaczmarshn, Pieczywek, Cybulska, & Zdunek,
2022). A sequential (stepwise) extraction that allows obtaining different
pectin fractions with different structures and properties is commonly
used (Cybulskn, Zdunek, & Koziol, 2015; Posé, Kirby, Mercado, Morris,
& Quesada, 2012). Structural differences among pectin fractions have
been demonstrated using atomic force microscopy (AFM) (Cybulika

onie acid; Gal, gal HG, homo-

Abbreviati AIR, aleohol-insoluble residue; Ara, arabinose; DASF, diloted alkali-soluble pectin fraction; GalA, gal
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et al., 2015; Zdunek, Koziol, Pieczywek, & Cybulskn, 2014). When water
is used as a solvent, the pectin fraction usually contains small molecules
that are loosely linked to the cell wall. Then, a calcium chelator extracts
the pectin domains that are jonically linked to the cell wall of the highly
branched structure. A diluted alkali-soluble pectin fraction [(DASP),
extracted by sodium carbonate, is obtained after depleting water and
calcium chelator-soluble pectins from cell walls. DASP is then consid-
ered the pectin that is covalently linked to the cell wall and it has been
studied because of its characteristic self-assembled structure network on
mica (used as a substrate for AFM imaging), which disintegrates during
postharvest ripening (Cybulska et ol., 2015). Extensive analyses have
been conducted on the molecular structure of DASP, using atomic force
microscopy as well as molecular dynamics simulations (Pleczywek,
Koziol, Plazinski, Cybulska, & Zdunek, 2020). Modeling studies have
confirmed that th i persions create kinks (ca. 118°) in linear
homogalacturonan (Rees & Wight, 1971). The kinks may affect the
crosslinking properties of DASP, and thus its gelling properties, as the
greater mobility of linear segments allows for an increase in the degree
of interaction with other molecules. In addition, it is well known that
structural properties are a key aspect that determines the functionality
and p ial use of poly harides. The physicochemical properties,
molecular weight, viscosity, and other rheological properties of pectins
affect the textural character of pectin-based products. Therefore, the
study of DASP will provide a better understanding of the structure-
related theology of pectin, The yield and structure of pectin are also
related to their source (Zdunek, Pieczywek, & Cybulska, 2021). Pectins
extracted from different sources are widely used as thickeners and gel-
ling and stabilizing agents in the food, pharmaceutical, and cosmetic
industries (Lara-Eipinoza et al., 2021). Although eitrus peel is the most
important source of pectin, apples and carrots are also interesting al-
ternatives because of the potential valorization of the pomace from the
juice industry. The interest in using apples and carrots as pectin sources
is sparked by their present and potential applications in the European
food industry for juice production, Apples are the most commeon fruits
used for concentrated juice production which, together with apple
pomace, is the main component of many fruit-based products. Carrot
and carrot-based juices are considered to have many health benefits.
Processed carrot is also a popular ingredient in vegetable-based prod-

ucts, and their growing ption requires an under ding of the
properties of their components. Therefore, a comparison of fruit- and
vegetable-derived pectin can provide valuable knowledge for designing

new food products, especially novel products such as meat substitutes or
special foods targeted to infants or the elderly.

In this experiment it is hypothesized that the specific molecular
structure of DASP depends on the plant source and determines their
rheological properties in solution. Therefore, the goal of this study was
to determine the relationship between the molecular structure and
theological properties of this pectin fraction extracted from apple and
carrot to elucidate their 1 dliff and to provide the knowl-
edge needed for the valorization of the pomace by-products. To broadly
characterize and compare the structure and functionality of the pectins,
chemical analysis, AFM imaging with image analysis, and rheological
and molecul of samples extracted in the same way were
performed.

2. Materials and methods
2.1. Cell wall material

The research materials were apples cv. Najdared (Malus domestica
Borkh.) and carrots cv. Brava (Daucus carota subsp. sativus), The apples
and carrots were harvested in Poland in October 2020 and then stored in
a cold room at 2 °C and normal atmosphere for two days until prepa-
ration. Pulp was prepared from 102 kg of raw apples and 34 kg of raw
carrots. Both were peeled and sliced. The juice was pressed using a juice
presser, and the remaining pomace was homogenized. Then, the
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prepared material was frozen at - 18 °C for further analysis. The alcohol-
insoluble residue (AIR) was prepared in an identical way for both
products, according to the method described by Renard (2005), with
some modifications according to Gawkowska, Cybulska, and Zdunek
(2018). The pulp was mixed with ~70 % EtOH (ethanol, pure, p.a.,
Stanlab, Lublin, Poland) with a solid-liquid ratio of 1:10 (w/v) for
15-30 min. Then, the mixture was passed through a nylon filter and the
residue was stirred again with EtOH. The procedure was repeated until a
negative result was obtained in the phenol-sulfuric acid test (Dubais,
Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956), confirming the nbsence of
sugar in the pulp. For the test, 25 uL of 80 % phenol was added to 1 mL of
filtered alcohol residue, and then 2.5 mL of 96 % H,804 (sulfuric acid,
95-98 %, Sigma Aldrich, Merck Life Science Sp.z.0.0., Poznan, Poland)
was added. The sugar-free pl d colorless, wh the
sugar-c ining sampl ped a dark color (Cybulska et al., 2022),
Next, the sample was washed with 96 % ethanol and subsequently with
acetone (pure, p.a, Stanlab, Lublin, Poland), and dried at 45 "C,

2.2, Extraction of the DASP fraction

A sequential extraction was performed according to the method
proposed by Redgwell and Selvendran (1986), with some modifications
based on previous studies (Gawkowskn et al, 2018; Pieczywek et oL,
2020; Pose et nl., 2012). The scheme of the extraction is presented in
Fig. 1. The AIR was stirred in defonized water (at a solid: liquid ratio of
1:9, w/v) for 24 h at 21 "C and then centrifuged (5000 rpm). The su-
pernatant was collected as a water-soluble pectin (WSP) fraction. The
sediment was mixed with 0.1 M CDTA (trans-1,2-diaminocyclohexane-
N,N,N',N'-tetraacetic acid, min. 99 %, p.a., Roth, Chemat, Gdansk,
Poland) at pH 6.5 and stirred at 21 “C for 24 h. The role of CDTA is to
solubilize pecting that are ionically bound to the cell wall. After
centrifugation, the supematant was sep d as a chelator-solubl
pectin (CSP) fraction. To the residue, 0.05 M NayCO; (sodium carbon-
ate, purity =99.5 %, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.0.0.,
Poznan, Poland) and 20 mM NaBH, (sodium borohydride, purity >98.0
%, p.a., Sigma-Aldrich, Merck Life Science Sp.z.o.0., Poznan, Poland)
were added and stirred for 24 hat 21 “C. NaBH, is added as a reductor to
alkaline solutions of polysaccharides to prevent the base peeling of these
compounds (Wang, Azhar, Lindstrom, & Henriksson, 2015), The final
extraction with NazCO; allows the release of pectins that are covalently
bound to the wall by ester linkages. The diluted alkali soluble pectin
(DASP) fraction was collected as a supernatant after centrifugation and
dialyzed in an open system using ZelluTrans/ROTH® membranes (Carl
Roth GmbH & Co, KG, Germany; MWCO 3500 Da) and then the crude
extract was lyophilized. The DASP fractions from apples and carrots
were extracted with a yield of 0.44 % and 0.61 9% of fresh weight (25,58
9% and 21.30 % of dry weight), respectively.

23 M haride

i 3

The charide comg of the ples was determined
according to (Zhang, Hu, Wang, Liu, & Pan, 2018), with some modifi-
cations according to Cybulska ef al (2022). Methanolysis of 2 mg of
DASP with 2 M methanolic HCl (hydrogen chloride-methanol solution,
~1.25 M HCI (T}, for GC derivatization, LiChropur™) was conducted at
80 “C for 72 h. This method has been reported as an effective method of
mild hydrolysis of glycosidic linkages in pectin and hemicelluloses
(Bertawd, Sundberg, & Holmbom, 2002), Then, after HCl removal, the
sample was hydrolyzed with 2 mL of 3 M trifluoroacetic acid (purity
>99.0 %, p.a., Merck Life Science Sp. z 0.0., Poznan, Poland) at 100 °C
for 7 h. According to Bertaud et al. (2002), it was found as the best
compromise between efficient cleavage of glue 1 linkages and
low d lation of the 1 d. The rel d mono-
saccharides and uronic acids were derivatized with PMP (3-methyl-1-
phenyl-2-pyrazolin-5-one (purity 99 %, p.a. Thermo Scientific Chem-
icals, Waltham, MA USA) by adding 1 mL of water and 50 pL of 0.3 M
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Fig. 1. Scheme of the experiment (ALR, aleohol insoluble resid
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NATIVE DASP CHARACTERIZATION

HPLC monosaccharide composition
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high-perfi  liguid ek
sodium hydroxide microgranules (pure p.a., Avantor Performance Ma-
terials S.A., Gliwice, Poland), mixing, and finally adding 50 yL ofa 0.5 M
solution of methanolic PMP. After incubation at 70 “C for 60 min, the
sample was cooled, neutralized with 50 pL of 0.3 M hydrochloric acid

luble pecting CSP, chelator-soluble pectin; DASP, diluted allali-soluble pecting HPLC,
graphy; FT-IR, Fourier-transform infraved spectroscopy; AFM, atomic foree microseopy ).

method previously described by Chylinska, Szymanska-Chargat, and
Zdunek (2016), The spectra were collected in the range of 4000-650
em ™! with a spectral resolution of 4 em ', For each source material,

(35-38 %, pure, p.a., Avantor Performance Materials S.A., Gliwice,
Poland), and extracted with chloroform (purity >99.5 %, HPLC Grade,
Thermo Scientific Chemicals, Waltham, MA USA). Then, 20 pL of the
filtered PMP-derivatives were injected into an HPLC system (Sykam
GmbH, Gewerbering, Germany) equipped with a Zorbax Eclipse XDB-
C18 (4.6 mm i.d. = 250 mm, 5 pm) combined with an Agilent Eclipse
XDB-C18 guard column (4.6 mm i.d. « 12.5, 5 pm), and S 3350 PDA
detector (Sykam GmbH, Gewerbering, Germany). Chromatographic
separation of the components was conducted at 30 “C, using a mobile
phase composed of A (0.1 M phosphate buffer (pH 6.7)) and B (a 50 %
(v/v) solution of 0.1 M phosphate buffer in acetonitrile) at a ratio of A:B
of 69:31 % (v/v) and a flow rate of 1.8 mL-min '. Detection was carried
out at a wavelength of 246 nm. Samples were analyzed in tripli An
identical treatment was applied for monosaccharides and uronic acid
standards (arabinose, fucose, galactose, galacturonic acid, glucose,
glucuronic acid, mannose, rhamnose, and xylose), which were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Merck Life Science Sp.z.o.0., Poznan,
Poland).

The molar percentages of the HG and RG-I regions of pectin were
calculated using the definitions below (M sakni «t ol., 2006).

HG (mol%) = GalA (mol%) — Rha (mol%)
RG-I (mol%) = 2Rha (mol%) + Ara (mol%) + Gal (mol%)

2.4. FT-IR spectroscopy

The FT-IR spectra of the dialyzed and dried DASP samples were
collected on a Nicolet 6700 FT-IR instrument (Thermo Scientific, Mad-
ison, WI, USA) fitted with the Smart iTR ATR sampling nccessory. All
samples were analyzed under the same conditions, according to the

were performed with five repetitions with 200 scans
each. Baseline corrections were performed using the OMNIC software
(Thermo Scientific, Madison, W1, USA). The final average spectrum was
caleulated and normalized to 1.0 at 1013 em ™, using OriginPro 8.5
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

2.5. Determination of DE by titration

The degree of esterification (DE) of pectin was determined by the
method in the Food Chemical Codex (Food Chemical Codex, 1981) and
USP 26 NF 21 (2003), as described by Wai, Alkarkhi, and Easa (2010)
with slight modifications. The dried sample (500 mg) was soaked with 2
mL of 96 % EtOH and dissolved mmpletdy m 100 mL of deionized
water. Five drops of 1 % phenolphthalei lution were added to
the mixture as the indicator, followed by titration with 0.5 M sodium
hydroxide (sodium hydroxide microgranules, p.a., Avantor, Poland),
and the result was recorded as the initial titer. Then, 10 m]. af 05 M
sodium hydroxide was added. The ple was vigs Iy and
allowed to stand at room temperature, After 15 min, 10 mL of 0.5 M HCl
was added and the sample was mixed until the pink color disappeared.
Phenolphthalein was added and the solution was titrated with 0.5 M
sodium hydroxide until a faint pink color was formed and persisted after
vigorous shaking (the end-point). This titration volume was recorded as
the saponification titer (the final titer). The analysis was performed in
triplicate.

The DE was calculated using Eq. (1):
thefinaltiterimL|

: - 100 1
theinitialiter|mL] + thefinaltiterimL] L

%DE =
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2.6. AFM imaging analysis

The lyophilized DASP fraction was dissolved in HPLC-grade water

(Sigma-Aldrich Merck Life Science Sp.z.0.0., Poznan, Poland) to a con-
centration of 0,02 mgmL . 30 L of the sample was distributed on
freshly cleaved mica sheets (EMS, Hatfield, PA, USA) using a POLOS
SPIN150i NPP spin coater (SPS-Europe B.V., Putten, the Netherlands).
The samples were dried in a desiccator at 22 “C overnight prior to AFM
observation. The images were captured using a Multimode 8 with a
NanoScope V controller (Bruker, Billerica, MA, USA) with a ScanAsyst-
Air-HR cantilever (Bruker, Billerica, MA, USA), according to the method
previously described by Cybulska er ol (2015], with slight modifica-
tions. The experiment was performed in ambient air at room tempera-
ture (=21 "C). A rectangular area of 2 » 2 pm was scanned with a
resolution equal to 1024 » 1024 points. 20 images were collected per
source.
Preliminary processing of the images was carried out using Gwyd-
dion 2.52 (Necas & Klapetsk, 2012), The extraction of the skeletal
structures of the molecules and the calculations of geometrical param-
eters were performed using Matlab R2011a (MathWorks, Natick, MA,
USA). Objects on the AFM images were classified into two categories of
the “hairy” and the “smooth” molecules, regarding the presence of
branches in the chains (Fiz. 2e). A single branch was defined as the
section b the b hing points (red dots on Fig. 3e) or to
the end of the molecule. The total length of “hairy” molecule as the sum
of their branches, the length of “smooth” molecule and the length of a
single branch were determined. Moreover, the average number of
branches per molecule were determined.

Fibril tracking and analysis were performed with the FiberApp
software to estimate the persistence length of the DASP molecules with
the mean-squared end-to-end distance (MSED) approach. The persis-
tence length is a parameter that reflects the rigidity of a polymer and is
defined as the length over which correlations in the direction of the
tangent are lost. The persi length is esti 1 from AFM topo-
logical images of semiflexible polymers in the 2D conformation, using
the bond correlation function (Zdunek et al., 2021). The MSED method
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the shear rate of 10 s~ '. Ostwald de Waele's and Herschel Bulkley's
models were fitted to the shear stress vs, shear rate curves to determine
the consistency index K and the flow behavior index n. The power-law
model of Ostwald de Waele's is described by Eq. (3):

o=K", 3)

where « is the shear stress, K is the consistency index (Pa-s"), y is the
shear rate (s '), and n is the flow behavior index. The Herschel-Bulkley's
model is described by Eq. (45

o= o+ Ky", 4

where o is the shear stress, ap is the initial shear stress (Pa), K is the
consistency index (Pa-s"), y is the shear rate (s%), and n is the flow
behavior index.

The intrinsic viscosity indicates the relative increase in the viscosity
of the solution in relation to the pure solvent. DASP was dissolved in
deionized water at various concentrations from 5 mgmL ™' to 20
mg-mL . The viscosity of the solutions (0.85 mL) was measured using a
variable shear rate of 10-400 s '; 400-10 5 1 (logarithmic sweep; 25
points per decade). The intrinsic viscosities () were determined by
extrapolating to a zero concentration according to Eq. (5) (Huggins,
1942):

”_w = Il ke lnlPe

i o]+ gl (5)
where 5, is the specific viscosity that can be obtained from the relative
viscosity (i stuion/ slven), € is the concentration of the polymer solution,
and ky is the Huggins constant,

All rheological measurements were performed in 10 replicates.

2.8. Static light scattering

Static light scattering (5LS) method with Debye plot was used to
determine the weight-averaged molar mass (MW) of DASP (Hiemenz &
Lodge, 2007; Puskds, Szemjonov, Fenyvesl, Malanga, & Szente, 2013).

for a worm-like chain model in 2D is ch ized by the th ical
dependence represented in Eq. (21
(RY) =431 241 - l‘g"]“. (2

where 1 is the persistence length and R is the direct distance between any
pair of segments along a contour separated by an arc length | (Usov &
Mezzengn, 2015).

2.7. Rheolagical properties

Rheological measurements were carried out using a Discovery
Hybrid Rheometer-HR-1 (TA Instruments, New Castle, PA, USA). A cone
plate sensor (40 mm of diameter and 2.007" angle) with a 0.5 mm gap
between the cone apex and the plate. Temperature was stabilized at
20 “C. DASP samples were dissolved in deionized water with a con-
centration of 6 % (m/v), vortexed (3000 rpm) and then mixed overnight.

The viscoelastic properties of DASP solutions were i igated using
the oscillatory test, which describes the amplitude and frequency de-
pendences of the 2 lulus (G') and loss modulus (G"). In this test,
the deflection of the measuring system (the amplitude sweep) is
increased step-wise from one measuring point to the next while keeping
the frequency at a constant value. In this experiment, 1 mL of sample
were subjected to oscillatory deflection at the frequency of 0.5 Hz and
logarithmic strain amplitude sweep in the range of 0.1-100 % (25 points
per decade).

The flow curves, plotted as the shear stress vs. shear rate, were
measured over the variable shear rate of 10-600 5% 600-10 5! (log-
arithmic sweep, 15 points per decade). The viscosity was determined at

Low rations of DASP dispersions (0.006-0.100 % m/v) were
prepared by diluting the initial stock solution (2.0 % m/v) with ultra-
pure water (Type 1; Direct-Q® 3 UV Water Purification System, Merck
Millipore, Merck Life Science Sp. z o.0., Poznan, Poland). Samples were
initially mixed using a vortex (Velp Scientifica, Usmate, Italy) and next
by a rotator (neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Germany) for 24 h at 20
+ 2 °C. Then, the refractive indexes of the ultrapure water (solvent) and
solutions were determined (Pocket Refractometer, RI 1.3306-1.5284,
Arago Ltd., Tokyo, Japan) at 20 'C. Teluene (analytical standard, purity
>99.9 % by GC; Merck Life Science Ltd., Poznan, Poland) was used as a
standard. The single-angle (173") light (633 nm) scattering measure-
ments were performed using a Zetasizer Nano ZS apparatus (Malvern
Ltd., Malvern, UK) at a minimum 12 sub-runs, in triplicate. The MW and
second virial coefficient of a given polysaccharide were automatically
calculated by the software based on light scattering analysis of a series of
aqueous solutions with increasing DASP concentration,

2.9, Statistical analysis

All analyses were performed at least in triplicate. Statistical tests (r-
Student test) to determine significant differences between the samples
were performed using the “stats” package (version 4.1.2.) of R (# Core
Team, 2013). Statistical significance was evaluated at p < 0.05.
3. Results and discussion
3.1. Chemical composition

DASP was extracted with the yield value of 0.44 % and 0.61 % for
apple and carrot, respectively, in relation to the fresh weight. Taking
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into account that the total pectin content amounts to 1-1.5 % in fresh
apple (Thakur, Singh, & Handa, 1997), obtained DASP content may be
considered significant. In relation to dry weight, yield values were
25.58 % and 21.30 % for apple and carrot, respectively. For comparison,
a typical yield of total pectin fraction from citrus peel in relation to dry
weight may be about 20-30 % (Hou, Chen, & Ye, 2021). To evaluate
significance of the obtained yield, it is also important to consider that
the juice industry produces pomace from both sources that may be
further fractionalized o different polysaccharides, including DASP.

Monosaccharide analysis (Table 1) revealed that DASP was mainly
composed of galacturonic acid, galactose, arnbinose, and rhamnose in
different proportions. Comparing the above values, one may see that
apple DASP contained more galacturonic acid and arabinoss, whereas
carrot DASP d a higher of gal Moreover, the
mannose content was more than twice as high for apple pectin than for
carrot pectin (1.9 mol% and 0.8 mol%, respectively). Xylose was present
in the apple fraction at 2.2 mol% but it was not present in carrot DASP.
Other sugars detected in the apple and carrot DASP fractions in small
amounts were glucuronic acid, glucose, and fucose.

It is worth noting that carrot DASP contained significantly (p < 0.05)
more rhamnose than apple DASP, which may reflect the greater
contribution of the RG-1 regions to the carrot pectin. The high content of
galactose in carrot DASP indicates a large number of galactan side
chains, whereas the lower arabinose content is related to the lower
presence of arabinan or arabinogalactan side chains in the RG-I region.
By contrast, the apple fraction was rich in arabinose side chains. Based
on the calculated content of the individual regions as well as the extent
of branching, we can assume that apple DASP is composed of a higher

of h 1 , wh carrot DASP is richer in rham-

| L. The contrit of the RG-I domain of pectin is also
mﬂectnd by the molar ratio of Rha/GalA. The value of this parameter, if
it is in the range 0.05-1, indicates the presence of the RG-l pectin
domain in the sample (Yang, Mu, & Ma, 2018), Thus, the mtios of 0.06
and 0.17 obtained for apple and carrot, respectively, confirm the pres-
ence of RG-I regions In both sources. The ratio of (Gal + Ara)/Rha,
which reflects the branching extent in the “hairy” region, was 9.53 and
5.49 for apple and carrot DASF, respectively. The higher value for apple
DASP indicates the presence of longer branches. The ratio of (Gal +
#Ara)/Rha for berry pectin obtained from diffe and extraction
methods varied from 0.7 to 5.7 (Munoz-Almagro ef al., 2021), and was

TnMel
oy 1

and characterization of native diluted alkali-
solnble pectin (I‘N\QP] in apple and carmot,

DASP souree

Apple Carro
Monosuccharide composition (mol%)
Galacturonic neid 57.3 = 26* 433 + 2.2*
Arabinose 249 = 1.6° 18.2 + 0.9*
Galactose 94 & 04 27.9 £ 04*
Rliose 3602 84z 1.8
Khose 22405 nd,
Mannose 1,9+ 05 0.8 = 0.3*
Glueuronic acid 0.4 + 0.0
Glucose 0.3 4 00 ;
Fucose L2 £ 0.0 02=01
Contribwstion to particdar regions ad hranching
116G (mol%) 53.70 34.90
RGT (maol) 41.50 62.90
Rbiat Gl 0,06 017
(Gl + Arw)/Rha 9.53 5.49
DE (%) 0.00 000

The: asterisks indicate statistically significant differences (+-Student test, p =
tl 05). I'JA.SI’ diluted alkali-somble peetin fraction; HG, homogalactnronan; RGI
I; Rha, rh GalA, galacturonic acid; Rha/GalA,
molar rnllu of rthamnose o galacturonic acid; Gal, galactose; Ara, arabinose;
(tial + Ara)/Rha, molar mtio of the sum of galactose and arabinose to the
rhamnose content; DE (%), degree of esterification; nud., not detected,
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up to 25-64 for highly branched RG-1 domains extracted from potato
pulp (Yang =t al,, 2018). Thus, our sequential extraction preserved the
short branches in DASP extracted from both sources.

3.2. Analysis of FT-IR spectra

The FTIR spectra collected over the entire wavelength range are
displayed in Fiz. 2A. FT-IR analysis in the region of 4000-800 em !
exhibited the characteristic bands for DASP pectin for both materials
(Fig. 2B). Because the structure of the polysaccharide skeleton de-
termines the shape of the spectrum, the spectra of both materials showed
similar characteristic bands. Nevertheless, differences in the content of
individual monosaccharides, and thus the structure of the side chains,
affected the intensity of the bands,

Two characteristic peaks outside the fingerprint region are located in
the wavelength range of 3600-3000 cm ' and 2950 em . The first one
corresponds to O—H hing absorption due to inter- and intra-
molecular hydrogen bonding. The higher band frequency for carrot
DASP may indicate stronger hydrogen bonds with the galacturonic acid
polymer. The band around 2950 cm ', partially overlapping with the
0O—H adserption broad band, corresponds to C—H absorption, which
include CH, CHy, and CHs stretching and bending vibrations. The broad
band with a maximum at 1595 em ' and the peak at 1407 cm ' were

igned to antisy tric and tric carboxylic anion stretching
vibrations, respectively. Typically, the antisymmetric stretching vibra-
tion of COO— is observed in the wavelength range of 1630-1600 em ';
however, as previously noted, shifts are possible in ples of 1
origin (Ciesla, Koczaniska, Pleczywek, Cybulska, & Zdunek, 2021), The
absence of peaks in the range of 1745-1700 em ' - which originates
from the vibration of esterified groups - suggests the lack of methyl
esters in the studied fraction of pectin, as a result of the elimination of
ester linkages of pectin during alkaline extraction (Pose et al, 2012),
Zero degree of esterification was confirmed by the titration method
(Table 1). Similar results were previously reported for strawberry DASP
by alkaline de-esterification and HPLC quantification (Cybulskn et al.,
20322). The signal related to the ring vibration of pectin appears at 1323
cm !, whereas the band with the maximum at 1240 ecm ! is assigned to
(C—0) stretching vibrations in the pectin molecule. The band at
1200-800 em ' is the fingerprint region d 1 by ring vibrati
overlapped with stretching vibrations of (C—OH) side groups and the
(C—0—C) glycosidic bond vibration in polysaccharides (Kacurikova,
Capek, Sasinkovd, Wellner, & Ebringerovd, 2000) and confirms the
presence of several neutral sugars in the sample (Cybulska et al, 2015).
The band at 1140 em ' Is associated with the C—0O—G stretching vi-
bration in the glycosidic linkage (Chylinska et al., 2016). The peaks at
1093 cm ' and 1013 em ! suggest a high amount of uronic acid in both
materials, with a higher intensity at 1093 cm ™! for apple DASP, which is
in line with the sugar composition analysis (Table 1). The absorbance
bands at about 1075 and 1045 em ' indicate the presence of the
rhamnogalacturonan | pectic domain in the studied fraction
(Kacurdkova et al., 2000). The peak assigned to gal units sh 1
maximum absorbances at 1074 cm ! and 953 em ! (Pose et al, 2012).
M , the former e was more intensive for carrot DASP,
which confirms the sugar composition (Table 1). The band at 1045
cm” !, associated with arabinose units, appears as a shoulder of the peak
at 1013 em ! for pectin from both sources. In addition, non-resolved
bands in the anomeric region at about 890-850 em ' indicate the
nose units in both samples

p of galactof and arab
(Kacurakova et al., 2000),

3.3. Structure of DASP on mica
The DASP molecules from both sources, deposited on a mica surface,
exhibited similar structural features. Both pectins formed separated rod-

like structures interrupted by local bend and branch peints (Fiz. 3),
which agrees with previous studies (Cybulska et al., 2015; Pleczywek
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IR absarbance spectra of the diluted alkali-soluble peetin fraction (DASP) extreted from apple (red filled line) and earror (black dashed line) in the

A000-800 em " (A) and 1800-800 em " (B) regions. (For interpretation of the references 1o eolor in this fignre legend, the reader is referred 1o the web version of

this article,)

branch

e) hairy molecule

smooth molecule

Fig. 3. Momic forve microscope (AFM) images of the diluted alkali-soluble pectin fraction (DASP) fraction oblained from apple (s, b) and carrot (c, d) on mica,
« (L5 pm. Scheme ¢ shows the deteeted geometrical stroctures of the pectin

Images b snd d show scctions of images a and ¢, respectively, with a size of 0.5 ym

molecules. The total length was caleulated as the sum of the leagths of all branches per molecule.

¢ 0). In several locations, amorphous aggregates concentrated
around the linear molecules are visible, particularly for carrot DASP
(Fig. 2d). Apple pectin seemed to be more densely distributed on the
mica surface. The fibers also differed in thickness, with molecules from

apples appearing to be thicker than those from carrots, considering both
the lateral dinmeter and height of the molecules.

“Smooth™ and “hairy” structures were distinguished from the AFM

height images through image analysis (Table 2, Fig. 3Je).

For the
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Table 2
Struetural analysis of molecules of the diluted alkali-soluble pectin fraction
(DASP) from apple and carrot. Structures and characterization were distin-
guished from the atomie foree microscope height images through image
analysis.

Food Chnistry 445 (2024) 138569

simulations (Cros, Gurnier, Axelos, lmbeity, & Petez, 1996). Pectin
richer in RG-I d ins beh in a flexibl b the re-
ported values for native, debranched, and de-esterified RG-1 are in the
range of 1.3-1.6 nm (Halet et al, 2008), The persistence length

1 in the cuwrrent study (ca. 40 nm) suggests that DASP molecules

Structure Pananseter Uit DASE sonree spin-coated on mica behave as stiff molecules. This structural feature (i,
Lype Apple Carioe e, rod-like molecules) can be seen in Fig. 3 and was also previously
reported for DASP molecules extracted from other fruits (Cybulska et al |
§ 5+ 4f . + 383 (v = s
Bt Tonl angth i :.;L;) 80/(n ;‘:ﬂ B3 2015; Pleczywek et al., 2020}, regardless of whether the molecules were
Hairy Tostul lengile mn 2E7.3 4 2290° (1 188G 4 124.5% spin-coated or dried from a solution for the purpose of embedding on
= 1064} (n =612) mica.
Branch length nm 45.6 = 18.7% 36,2 L 13.8°
Branch mumiber 6.2 + 344 51+21* F .
All “Tounl length mn 1281 £1560° (n 929 2842 (n 34" Rheological and mulecular pioperties
F794) 2798)
Branch length  nm 623 + 40.9% 50.6 + 36.6° A 6 9% (m/v) aqueous solution of DASP was subjected to oscillatory
Beatich: nomber 24 £330 19+ L9 measurements with varying oscillation stress, Representative examples
rm'j:"““’ o AEB ALY L= 49 of mechanical of the les are 1 in Fiz. 51. Both tested
fiiog p i P z
e Juti hibited a pred e of elastic properties and gel-like

The asterisks Indicate statistically significant differences (rStudent test, p =
0.05); n is the number of analyzed objects,

“smooth” (unbranched) molecules, there were no significant differences
(p > 0.05) between the lengths of the pectin molecules from apple and
carrot. The average total length of the “smooth” molecules was 68.5 nm
for apple and 66.2 nm for carrot. However, statistically significant dif-
ferences (p < 0.05) were noted for | (length, ber of
branches per molecule, and the length of the branches) of the “hairy”
molecules between these two sources. The apple "hairy" DASP fraction
was characterized by higher values of these structural parameters. The
average “hairy” fiber length for apple DASP was 287.3 nm, whereas, for
carrot DASP, the length was shorter by 100 nm (i.e., 186.6 nm). A single
branch of apple DASP had an average length of 45.6 nm, whereas, for
carrot DASP, it was 36.2 nm. Pectin molecules extracted from apples
were also more branched (i.e., the average number of branches per apple
pectin molecule was 6.1, whereas, for carrot pectin, this number was
5.1. The results of image analysis of AFM images are in line with the
chemical composition of DASP, which showed a higher content of
monosaccharides forming side branches for apples (Table 1). When
“smooth” and “hairy” molecules were considered together (“all” in
Table 2), differences in the structural features between apple and carrot
pectin appeared less distinct but the apple DASP fraction still exhibited
greater complexity in terms of length and branching (i.e., the length and
number of branches per molecule).

The linear flexibility of the polymer chains may be repr 1 in

behavior (G' > G), indicating a permanent network structure in the
solutions (Table 2). Apple DASP showed greater structural strength as
indicated by its greater elastic modulus G', wh carrot sample was
characterized by a higher linear viscoelasticity limit, which defines the
limiting value of the strain that induces reversible structural changes.
The loss factor, represented by tand, describes the viscoelasticity and
gelling properties. Because the value of this parameter is lower for apple
pectin, we can assume that the obtained solution has a more elastic
character compared to the carrot pectin solution. Moreover, the flow
point, which indicates the strain needed to make a substance flow, was
higher for carrot DASP (Table 2). The rheological behavior is related to
the internal structure of the material, and by taking into account the
linear viscoelasticity limit and flow point, we can suspect that a higher
strain threshold is needed to disrupt the structure of the carrot pectin
solution,

Flow curves (shear stress vs. shear rate) for both samples (Fig. 52)
were fitted to the power-law (Ostwald de Waele's) model and Herschel-
Bulkley's model with a determination coefficient R* of 0.99 for both
models (Tabie 3). The consistency coefficient (K) and flow behavior

Table 3

Rhealogical characterization and weight-averaged molar mass of native diluted
alkali-soluble pectin (DASP). Viscoelastic properties deseribed by parameters
obtained from oscillatory Flow beh plots (shear stress vs.
shear rate) fitted to the Ostwald de Waele's model and Herschel-Bulkley's
miodel,

terms of the persistence length of equivalent worm-like chains. Theo-
retically, ideal random coils have a persistence length of zero, whereas,
for extra-rigid rods, it approaches infinity. Experimental values ranged
from 1 to 200 nm for pullulan (random ceil) and DNA or xanthan (a
particularly rigid rod), respectively. For different pectin sources, the
reported persistence length values are usually in the range of 4.5-15 nm,
indicating a semi-flexible conformation (Morris, Adams, & Harding,
2014). In our study, the average persistence length of DASP was 42.8 nm
for apple and 40.1 nm for carrot, and these values were greater than
those usually reported for various pectin domains. A possible reason for
these differences is the use of the AFM method. Generally, the persis-
tence length is deduced experimentally, from the relationship between
the chain size and molar mass, as well as by performing simulations
(Zhang et al, 2019), Most of the results reported in the literature have
been determined on the basis of data sets of intrinsic viscosity and molar
mass, using numerous methods (Mouris et al., 2014; Reynolds, Denman,
Binhamad, & Moiris, 2020). Missing the mass factor or behavior in the
solution is a drawback of evaluating the persistence length using topo-
logical atomic force microscope images. On the other hand, previous

Paraneter Unit LIASP souree
Apple CArrot

o kgm s Y ZH65 4+ 146.90° 17624 4 9297
(eplen R68 ~ 176" £.96 + 0.6B*
tand 11 = 0.02 0.14 £ 0.01
Flow point % 7.57 = 915 £ 210
Linewr viscoelasticity limit % 249 = 0.67* 4.95 + 1.4%
Povwer law model

K kgm s ' 060 =057 1.80 4 1.24*

" (.68 = (0L.08 0.57 + 0.15
Herschel Bulkley's model

i kgm s LM =107 6T + 187

K kgm sl 083 =002 0.77 £ 0.53*

n 0.75 = 0.05 067 £ 0.12
Viscosity (at 10s°7) kgm ls 110 = Loo 0.46 + 0.43°
Molecular weight kgmiol ! 5 4+ 76 /86 + 99
Intrinsie viseosity mbg ' 194,91 186,79

research has reported that the persi e length of 1 galacturonan is
9.8 nm for pectin extracted from sugar beet (Mouris, Raler, Bonnin,

Thibault, & Harding, 2010) and 13.5 nm as a result of deling

The asterisks indicate statistically significant differences (-Student est, p =
0.05); G, elastic (storage) modulus; G, viscous (loss) modulus; rans, loss factor;

K, i v coefficient; i, flow index; Gq, initinl shear stress,
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index (n) were used to express fluid consistency and non-Newtonian
fluid behavior under shear strain. Because n < 1, both samples are
classified as pseudoplastic fluids (shear-thinning), which means that
their apparent viscosity decreases with an increasing shear rate (Fig. 52).
The consistency index (K) is related to the viscosity of the solutions. A
higher value of K was observed for the carrot DASP sample, which,
together with the lower value of the coefficient n, indicates a more
pseudoplastic behavior and lower viscosity for the carrot pectin sample,

Food Chennistry 446 (2024) 138869

pectin molecules (Kontogiorgos, Margelou, Georgiadis, & Ritzoulis,
2012). This explanation is in line also with observations that a more
compact structure with a shorter hydrodynamic size or random coil
conformation results in lower values of intrinsic viscosity and can be
associated with a higher content of RG-l in a sample (Alba, Laws, &
Kontogiorgos, 2015) as was observed for carrot DASP in the present
study.

although there are only minor differences b the n p 5 of 4. Conclusi
the two sources.
There were no significant diffi in the molecul ghts of the

studied DASP samples. A review of the RG-l-rich domains of pectin
extracted from other sources revealed that their molecular mass is in the
range of 50-550 kg:mol ' (Kaczmorskn et al, 2022), which is lower
than the MW values presented in Table 3, A direct comparison of the
obmined results with the literature data is difficult because of the
different methods and experimental conditions applied. The quoted
literature values of MW were mainly the results of chromatographic
measurements performed in the presence of chelating ions and in
concentrated salt solutions, The data shown in Table 3 relate to the
lar SLS of pure aq DASP dispersi M , astudy
reported that the molecular weight of RG-1 can reach up to 2000
kg-mol . High molecular weight values may be caused by dimerization
via diferuloyl ester linkages (Yapo, 2011). Considering the values of the
second virial coefficient obtained from the SLS method, both analyzed
DASP fractions revealed weaker interactions with each other than with
the water molecules. However, this effect was lower for the apple DASP
(Az=7 =10 ¥+ 1 % 10 * mL-molg ?) than for the carrot DASP (A =
11 % 107" = 1 = 107" mL-molg ™). Hence, the apple DASP was slightly
less soluble in water than the carrot DASP.

A higher MW corresponds to longer chains and more active banding
points. This leads to the formation of a permanent network structure that
causes higher viscosity and elostic modulus. A decrease in the MW re-
sults in a decrease in gelation velocity and gel strength. This may explain
why the gel-like solution made of apple DASP is stronger, whereas the
gel-like solution from carrot-derived fraction is more resistant to me-

hanical disrupti As d rated in a previous study, for citrus
pectin, arabinose side chains play an important role in promoting the
formation of a compact structure during gelling and have a positive
influence on gel strength (Zheng et al , 2020; Qi et al., 2023). It is due to
the water-binding capacity attributed to arabinose that promotes the

This paper described the chemical, structural, rheological, and mo-
lecular similarities and differences of the diluted alkali-soluble pectin
(DASP) fraction extracted from two sources: apple and carrot. DASP
from apple was richer in homogalacturonan (53.70 mol%) than rham-
nogalacturonan [ (41.50 mol%) while DASP from carrot contained less
homogalacturonan (34.90 mel%) than rhamnogalacturonan 1 (62.90
mol%). Longer and more branched side chains were observed for apple
DASP ((Gal + Ara)/Rha was 9.53), due to the higher arabinose content
(24.9 mol% for apple DASP vs. 18.2 mol% for carrot DASP) and the
lower amount of rhamnose (3.6 mol% for apple DASP vs. 8.4 mol% for
carrot DASP). This observation was confirmed by observation under
AFM: the length of molecules for apple was 45.6 nm vs. 36.2 nm for
carrot. On the other hand, carrot contained more rhamnose (8.4 mol%),
that was more than twice comparing to apple DASP, however, molecules
in carrot were less branched ((Gal + Arn)/Rha = 5.49). DASP from both
sources was characterized by a high molecular weight (MW) (>885
kg-mol 1), but a slightly higher MW was measured for apple DASP,
which agrees with the higher intrinsic viscosity and may be caused by
the higher homogal (HG) e Solutions made with DASP
from both sources showed a predominance of elastic properties. How-
ever, apple DASP resulted in stronger gel-like solutions, whereas those
made of carrot DASP were more resistant to mechanical disruptions. The
stronger gel-like solutions made of apple DASP may be the result of the
higher content of arabi which p the for of a compact
structure and greater branching of molecules.
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are comparable to the typical values of intrinsic viscosity reported for
pectin (80-1600 mL-g ! in the case of pectin dissolved in buffer or salt
solutions) (Mortis et al,, 2014). DASP from both sources was charac-
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9.1. Materialy uzupelniajace publikacji P.3

Supplementary materials
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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™'; 600—10 s (logarithmic sweep, 15 points per decade) and
changes in viscosity (constant shear rate of 10 s!) 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'; 400-10 s (logarithmic sweep; 25 points per decade). The intrinsic viscosities of both

samples were determined by extrapolating to a zero concentration.
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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™”

This study focuses on pectin covalently linked in cell walls from two sources, apples and carrots,

that was extracted using diluted alkali, and it describes changes in the rheclogical properties

of diluted alkali-soluble pectin (DASP) due to enzymatic treatment. Given DASP's richness of
rhamnogalacturonan | (RG-1), RG-1 acetyl esterase (RGAE), rhamnogalacturonan endolyase (RGL), and
arabinofuranosidase (ABF) were employed in various combinations for targeted degradation of RG-|
pectin chains. Enzymatic degradations were followed by structural studies of pectin molecules using
atomic force microscopy (AFM) as well as measurements of rheological and spectral properties. AFM
imaging revealed a significant increase in the length of branched molecules after incubation with ABF,
suggesting that arabinose side chains limit RG-1 aggregation. Structural modifications were confirmed
by changes in the intensity of bands in the pectin fingerprint and anomeric region on Fourier transform
infrared spectra. ABF treatment led to a decrease in the stability of pectic gels, while the simultaneous
use of ABF, RGAE, and RGL enzymes did not increase the degree of aggregation compared to the
control sample. These findings suggest that the association of pectin chains within the DASP fraction
may rely significantly on intermolecular interactions. Two mechanisms are proposed, which involve
side chains as short-range attachment points or an extended linear homogalacturonan conformation
favoring inter-chain interactions over self-association.

Pectin constitutes up to 35% of plant cell walls, performs important functions in plant growth and development,
maintains cell-cell integrity, and, in the case of fruit and vegetables, determines firmness and texture'~. Pectin is
considered to be the component providing visco-plastic properties to the load-bearing cellulose-hemicellulose
network in the cell wall; therefore, it plays an important role in plant cell wall rheology”. Pectin is also important
for the food industry due to its ability to increase viscosity and bind water. Moreover, pectin gelling activity
may be tuned by various parameters, such as the structure and concentration of pectin, pH, temperature, and
presence of cations*”.

There are three main pectic domains. Homogalacturonan (HG) consists of a linear chain of a-(1,4)-linked
D-galacturonic acid (GalA) and is known as pectin’s “smooth” region. Rhamnogalacturonans belong to the so-
called “hairy” region. The backbone of rhamnogalacturonan [ (RG-1) is made of the diglycosyl repeating unit
|—+4-a-p-GalpA-(1 — 2)-a-L-Rhap-(1 —], Predominantly, a large proportion of rhamnose units are substituted
at O-4 with side chains composed principally of arabinans, galactans, and/or arabinogalactans'.

Neutral side chain loss and the rearrangement of their associations within RG-1 are some of the most pro-
nounced and earliest changes in pectin structure during maturation, ripening, and storage in fruits and vegeta-
bles. The majority of structural changes are associated with p-galactosidase and a-L-arabinofuranosidase (ABF)
enzymatic activity, which is observed during ripening, especially for firmly bound polymers extracted by sodium
carbonate®. The percentage of methyl-esterified GalA units within the HG substructure is defined as the degree
of methyl esterification (DM), while the percentage of O-acetylated GalA units is the degree of acetylation (DA).
The numbers of methyl and acetyl groups in pectin chains affect the gelling conditions and the viscosity of pectin
solutions; thus, they are some of the major factors determining the functionality of pectin chains. The DM and
DA are strongly influenced by the plant source as well as the extraction method. For low-methylated (LM) pectin
(DM < 50%), gelation occurs at acidic pH (2-6) and in the presence of divalent ions such as Ca*', while high-
methylated (HM) pectin (DM > 50%) form gels in the presence of greater than 55% sugar or a similar co-solute
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at pH < 3,57, Hydrogen bonds and electrostatic interactions play a crucial role in the gelation mechanism of
HM pectin, while for LM pectin the “egg-box" model describes binding processes and junction zone formation
between non-esterified GalA units and calcium ions®. Characteristics of the pectin polymer backbone, including
its intrinsic flexibility or stiffness, play a major role in the rheological properties in solution and influence the
order/disorder state of the system on a supramolecular scale, especially while different levels of chain association
may be involved in network formation®,

The diluted alkali-soluble pectin (DASP) fraction of the cell wall pectic matrix extracted with sodium carbon-
ate is considered to be the covalently linked fraction of the cell wall. As previously reported, these molecules show
the distinctive feature of creating a self-assembled network on mica'’. Atomic force microscopy (AFM) imaging
and coarse grain simulations have confirmed that the network-like appearance on mica originates from rhamnose
units separating two sections of HG and the creation of kinks at the characteristic angle of 118", Previous studies
have demonstrated that DASP from fruits like pear or apple shows gelling ability dependent on concentration,
pH, or monovalent and divalent cations in aqueous medium, indicating the possible application of this polysac-
charide fraction due to its low methylation level”. However, due to the significantly different conformations of
RG-T and HG?, we hypothesize that the rheology of DASP, which is rich in RG-1", may be largely affected by the
side chains and the presence of the kinks caused by rhamnose interspaced with GalA.

The goal of this paper was structural characterization at the sup lecular scale and investigation rheological
properties of the DASP fractions extracted from two horticultural sources (apple and carrot) and structurally
changed by enzymatic modification. In this experiment, RG-1 acetyl esterase (RGAE), rhamnogalacturonan
endolyase (RGL), and ABF were used. RGAE is an enzyme that participates in the deacetylation of GalA in
the RG-1 backbone. RGL participates in the endotype eliminative cleavage of L-a-rhamnopyranosyl-1,4-a-D-
galactopyranosyluronic acid bonds of RG-1 domains in ramified hairy regions of pectin, leaving L-rhamno-
pyranose at the reducing end and 4-deoxy-4,5-unsaturated D-galactopyranosyluronic acid at the non-reducing
end'""". ABF preferentially removes a-1,2- and a-1,3-linked arabinose from side chains of either arabinan or
arabinoxylan, and it hydrolyses a-1,5-linked arabino-oligosaccharides at a low rate'". Tt is hypothesized that
the detachment of the rhamnose and side chains affects pectin rheology. In this study, the effect of selective
modification of pectin chains was compared for apple and carrot DASP and studied by high-performance liquid
chromatography (HPLC), Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, AFM imaging analysis, and rheologi-
cal measurements of pectin aqueous solution.

Results and discussion

Nanostructure

Figure 1 shows representative AFM height images of DASP from apple and carrot in the control (buffer)
batch and after 120 min of incubation in three enzymatic cocktails: E1 (RGL + RGAE), E2 (ABF), and E3
(RGL+ RGAE + ABF). Zoomed regions of the DASP incubated in the buffer presented in Fig. 1a,f show fibers
only in the form of rod-like structures with linear segments of variable length and separated by bending or
branching points, Such features have been previously observed for DASP fractions extracted from apple, carrot,
or pear'"'* and have been explained as the result of rhamnose interspersion with GalA''. A similar structure was
created on the mica by the DASP fibers after applying the E1 treatment (Fig. 1b,g). In the sample treated with
E2 (Fig. 1¢,h), larger aggregates and longer chains were observed and were particularly pronounced for carrot
(Fig. 1h). Additionally, with both the E2 treatment and the combination of the three enzymes (E3) (Fig. 1d.i),
short chains and small molecules were mostly noted.

According to the image analysis performed on the AFM scans, the observed structures were categorized as
“hairy” molecules or “smooth” molecules. Additionally, the total length of the branched molecule was calculated
as the sum of lengths of the branches belonging to the molecule. The average total lengths of the molecules clas-
sified as hairy, before being placed in buffer, were approximately 585+ 23 nm and 443 + 23 nm for apple DASP
(DASP-A) and carrot (DASP-C), respectively (Fig. 2a). This length is consistent with that previously obtained
by another study'”, which was from 20 to 1000 nm for the sodium carbonate pectin fraction extracted from dif-
ferent fruits. Contour lengths of alkali-treated sugar beet pectin were in the range of 20-520 nm", similar to the
molecule length for Na,CO, extracts obtained from mature green tomato fruits (20-400 nm)'"".

After placing the pectin in the buffer, the lengths of hairy molecules (Fig. 2a) did not change significantly
for apple, while they increased for carrot. The length of molecules classified as smooth, before being placed in
buffer (Fig. 2b), was shorter than 100 nm, and the incubation with buffer for 120 min caused apparent shortening
for apple and a slight increase for carrot (Fig. 2b). The effect of incubation with buffer, reflected by changes in
parameters after 120 min of incubation, suggests that pectin incubated in buffer alone may undergo structural
changes leading to self-aggregation. Since pectin was incubated in buffer at pH 7, this result may be similar to
that previously obtained for DASP-A and may be explained by the mechanism of high electrostatic repulsion
between fully dissociated macromolecules that probably blocked the formation of extended pectin chains®.

Enzymatic treatment with cocktails E1 and E3 did not cause a statistically significant change in the length
of the hairy molecules extracted from apple (Fig. 2a). In the case of carrot (Fig. 2a), treatment with E1 caused
a slight but non-significant increase in length, while treatment in E3 caused a statistically significant decrease
compared to incubation with buffer. Analysis of the number of segments (Fig. 2d) and the average length of
segments (Fig. 2c) revealed that the total length of hairy molecules was related to the number of segments but
that, simult ly, the seg seemed to become slightly shorter after incubation with enzymes. The most
pronounced effect on the structure of DASP in both materials was obtained when E2 treatment was applied
(Fig. 2a). ABF was the only active enzyme in the E2 treatment and caused a significant increase in the total length
of hairy molecules (up to almost 1.5 pm after 120 min). This effect was clearly associated with an increase in the
number of segments and their only slight shortening during incubation (Fig. 2d). It is also worth noting that
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Figure 1. AFM height images of control (buffer) and enzymatically modified (incubation time 120 min) apple
DASP (a-d) and carrot DASP (e-h) on mica. Scale bar represents 1 pm. Hlustrations show two main categories
of structures detected on topological AFM images: hairy and smooth molecules.

the chains classified as smooth (Fig. 2b) had lengths similar to those of segments of hairy molecules (Fig. 2b),
i.e., less than 100 nm. The smooth molecules were unaffected by enzymatic treatment even with E2 (Fig. 2b). As
ABF preferentially removes a-1,2- and a-1,3-linked arabinose from side chains, the effect of E2 on the structure
of pectin molecules could be explained by the gradual removal of arabinose, followed by aggregation of RG-1
molecules, thereby resulting in a three-fold increase in the number of branches per molecule (from about five
to 15 segments per molecule), as shown in Fig. 2d.
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Figure 2. Changes in structural parameters of DASP molecules from apple and carrot treated with various
combinations of enzymatic modification after 120 min. E1: DASP water solution with RGAE and RGL; E2:
DASP water solution with ABF; E3: DASP water solution with RGAE, RGL, and ABF. Bars represent standard
error (1 is the number of replicates). Different letters indicate statistically significant differences (ANOVA,
p<0.05).

Contrary to the application of ABF alone, the simultaneous action of ABF with RGAE and RGL enzymes
(E3 treatment) did not result in aggregation and did not increase the lengths of hairy molecules. The lengths of
hairy molecules after incubation in E3 were 576 + 26 nm and 356+ 12 nm for DASP-A and DASP-C, respectively.
A decrease in the number of branches per molecule, from seven side branches for both sources to six for apple
pectin and five for carrot pectin, was also ohserved for this treatment. Shortening of hairy molecules and a
decrease in the number of branches due to E3 were more pronounced for DASP-C than for DASP-A. This higher
fragmentation of the carrot pectin chain may have resulted from the greater RG-1 content (62.90 mol%) than in
apple (41.50 mol%), as was previously described"’, which provides more sites of action for pectinolytic enzymes.

Incubation in the E1 enzyme mixture did not cause significant differences in branch lengths (Fig. 2¢) for either
source. It is suspected that the function of the RGL enzyme may have been impaired because the abundance of
arabinose side chains prevented access to the chain due to steric hindrance.

A slight decrease in segment length (Fig. 2c), which could be attributed to the lengths of side branches, was
noted for the E2 treatment. Moreover, for the combination of the three enzymes (E3), a decrease in the average
length of smooth molecules (Fig. 2b) was also observed, indicating chain fragmentation. This may suggest that
the simultaneous action of the enzymes modifying the RG-1 skeleton and the enzymes that remave the arab-
inose side chains allowed for more effective fragmentation of the pectin chains. Hence, this result supports the
above explanation that the arabinose abundant in large amounts in the studied fraction could limit the access of
enzymes that modify the RG-1 backbone.

Functional groups
The FTIR spectra obtained for DASP-A and DASP-C, both native and treated with E3 for 120 min, are shown in
Fig. 3. The overall shape of a polysaccharide spectrum is determined by the polysaccharide composition of the
backbone but can also be strongly influenced by the side chain constituents™. The wavelength and intensity of
the bands allow the evaluation of possible changes in polysaccharide composition. For all samples, characteristic
absorption regions can be distinguished. The shape of each spectrum had a similar pattern, which is characteristic
of DASP polysaccharides™!'=,
For all samples, an absence of a band in the range of 1745-1700 ¢m ', which is related to the vibration of
esterified groups, suggests a lack of esters in the studied pectin fractions. This was quantified using HPLC
ements, and no methyl groups were detected for native pectin from either source. This was probably
caused by the de-esterification of the pectin during sodium carbonate extraction'. The DA values determined
by HPLC were 5.59% and 7.48% for native apple and carrot, respectively. This suggests incomplete degradation
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Figure 3. Attenuated total reflectance (ATR)-FTIR absorbance spectra of DASP extracted from apple and
carrot in their native states (dotted lines) and after E3 enzymatic modification (solid lines) in the range of
1800-800 cm™',

of the ester linkage between the acetyl group and the GalA residue in the pectin chains; however, these low
values are supported by the lack of peaks on the FTIR spectra for acetylated carbonyl groups (1730 cm™) and
the stretching of C-0-C in acetyl ester {1250 cm™'), which is characteristic of acetylated pectic materials™. A
broad band in the FTIR spectrum of the tested pectin, in the range of approximately 1260-1200 cm™', could
be considered the peak corresponding to C-0-C stretching; however, in this case it could also be caused by
C-0 stretching vibrations in pectin, as was previously described for DASP from pear’. Nevertheless, the lower
intensity of the broad band around 1240 cm™ for both samples treated with RGAE could be the effect of partial
de-gsterification of acetyl gronps
‘The band around 1590 cm ™' was assigned to the asymmetric stretching of COO- i.n polygalacturonic aud

representing non-esterified carboxyl groups in pectin, while the peak at approxi ly 1407 em™! repr
symmetric stretching vibrations of carboxylic anions. The band at 1330 em ', which was assigned to ring vibra-
tion, was present for all samples, As previously shown, the DASP fraction showed a high intensity at this peak
compared to the fractions extracted with water and imidazole'". Based on FTIR spectrum absorbencies in the
range of 1200-900 ¢cm ' (fingerprint region), it is possible to determine groupings that are specific to cach poly-
saccharide. The main component influencing the change in the shape of this fingerprint region due to enzymatic
treatment is GalA, which shows main absorbance regions at approximately 1140, 1090, 1070, and 1030 cm ',
However, it has been shown that different pectic compounds also can show different characteristic positions of
maximum bands in this region*!*, The absorbance bands at approximately 1075 cm ! and 1045 cm ! also suggest
the presence of RG-1 domains™. Changes in the intensity of bands in this region and/or the disappearance of
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peaks observed for modified fractions may suggest fragmentation changes in the DASP main chain. The peak at
about 950 em ', which is characteristic of RG-1"', was assigned to galactose side chains' and did not change in
intensity for the E3 modified DASP-A. In contrast, its disappearance was observed for the enzymatically treated
DASP-C. This could be the result of rhamnose removal and, therefore, galactan side chain loss for the carrot
sample, Bands in the wavenumbers in the range of 900-800 cm™' belong to the anomeric region and can be used
to differentiale the a- and p-configurations of ic carbon, Peaks al approximately 890-850 cm ! indicate
the presence of galactopyranose and arabinofuranose units in a sample™”. For both DASP-C and DASP-A, a
disappearance of the peak at 890 cm™ was observed for modified pectin. In addition, for DASP-A, a reduction
in the peak intensity at 850 cm ' was observed. These changes may suggest a rearrangement of the bonds related
to side chains in the pectin molecule.

Rheological properties

Flow curves collected after 6% DASP-A and DASP-C solutions were treated with buffer or enzymes for 120 min
are shown in Fig. 4. A power law (Ostwald-de Waele) and the Herschel-Bulkley fluid model were fitted to
the shear rate-shear stress curves for all samples. The consistency coefficient (K) and flow behavior index (n)
were used to describe (luid behavior (Table 1). All n values were less than 1, showing that samples behaved as
pseudoplastic shear-thinning fluids, as reported previously for other pectin solutions™. This indicates that their
apparent viscosity decreased with increasing shear rate and that the macromolecular network was oriented or
deformed in the direction of flow.

The E2 (ABF) treatment led to a decrease in K for both fractlnns. mdlcatlng a weakerling of the binding of
the network. It was concluded that arabinose side chains were involved in mac lecular | in the
native fractions, which resulted in higher viscosity for the pccun in buffer””. The strong impact t of ABF on the
structure of DASP could be caused by the relatively high content of arabinose in the tested [ractions. The content
of this monosaccharide was 23.6 + 0.1 mol% in DASP-A and 19.8 + 2.3 mol% in DASP-C (Table 51). Moreover,
the tested fractions differed in rhamnose content: 3.8 0.2 mol% for DASP-A and 8.4+ 1.8 mol% for DASP-C.
It is worth noting that, for DASP-A, which contains greater amounts of arabinose, decreases in viscosity and
pseudoplastic character after incubation in ABF were much more pronounced. The suggested role of arabinose
in the formation of a compact network was supported by a decrease in the yield stress (G,), which describes the
minimum shear rate needed to initiate flow of the material, of samples treated with ABE. In contrast, a strong
increase in this parameter, which was observed with the E3 treatment, indicated the formation of a dense net-
work, which was resistant to mechanical disruption, for the debranched polymer. An increase in K with the E3
treatment, combined with a decrease in the flow index, suggests a stronger pseudaplastic character of the DASP
solution after simultaneous deacetylation and removal of arabinose and rhamnose. The DASP-C sample, after
modification with this enzymatic cocktail, showed the highest pseudoplasticity of all tested solutions, The E3
treatment also resulted in an increase in the viscosity of both sources. This may indicate a greater possibility
of particle movement controlled by the entanglements of side chains attached to the rhamnose units as well as
acctyl groups, whjch can hinder the adoption of binding-favorable conformations by the polymer™. In addition,

incl lves can limit the cross-linking of chains™. An increase in the viscosity of DASP was
prwlau.sl)r observed during storage of carrot roots™. That study hypothesized that hydrogen bonding between
smooth pectin chains and hydrophobic interactions by the methyl groups of pectin chains had occurred as a result
of the enzymatic modification naturally occurring in roots. Therefore, it is suspected that E3 treatment resulted
in predominantly unbranched acid polymers. Considering the low DM as a result of extraction with sodium
carbonate, under these conditions the tendency to self-aggregate in deionized water is reduced. Hence, mol-
ecules adopt a more extended conformation that favors interactions between the chains". This interpretation

——bufler
-=-E1
———E2
==-E3

Stress (Pa)
Stress (Pa)

0 200 400 600 0 200 400 600
a) Shear rate (1/s) b) Shear rate (1/s)

Figure4. Averaged upward flow curves (shear stress vs. shear rate) for apple (a) and carrot (b) DASP solutions
treated with different enzymatic combinations. E1: DASP water solution with RGAE and RGL; E2: DASP water
solution with ABF; E3: DASP water solution with RGAE, RGL, and ABR
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Table 1. Rheological properties of native and modified DASP from apple and carrot. G, elastic (storage)
modulus; G", viscous (loss) modulus; tan 8, loss factor; K, consistency coeflicient; n, flow index; G,, initial
shear stress. Different letters indicate statistically significant differences (ANOVA, p<0.05).

is supported by the recently highlighted role of intermolecular interactions in the mechanical properties of LM
pectins, whose extended conformation at neutral pH can increase the elastic character of the mixture".

To gain insight into the viscoelastic pn:rpertles of the studied solutions, oscillatory measurements were per-
formed. All the investigated sampl havior that was more solid-like than liquid-like, as evidenced
by the storage modulus G being much gmler than the loss modulus G" in amplitude sweep tests. This was
confirmed by values of the loss factor tan §< 1 (G'>G").

A decrease in the storage modulus G’ was noted as a result of the El treatment for fractions from both sources.
As a result of potential depolymerization of the RG-1 backbone, this process reduces the average molecular
weight of the polymer, leading to decreased entanglements and, hence, overall network strength reduction and
disruption of crosslinking. Flow point and linear viscoelasticity values slightly decreased for DASP-A, which was
a consequence of the process described; however, for DASP-C, the opposite trend was observed, The increase in
these parameters suggests that the structure of deacetylated DASP-C, which is a result of enzymatic modification
with RGAE, is more resistant to deformation of this material.

A large decrease in the storage modulus &', which was observed after removing the arabinose side chains
(E2 treatment), combined with an increase in the loss factor G", indicated a significant decrease in the elastic
properties of pectic gels. This may suggest that arabinose chains, as binding points in the pectin network, exhibit
solid-like behavior. For RG-I-enriched pectin, arabinose was involved in gel formation under cation and acid
conditions, and improved network formation and enzymatic debranching resulted in a decrease in side-chain
entanglements and, hence, looser pectin molecule conformation®. Similarly, decreases in elastic properties
and breaking force have been observed for debranched highly methylated citrus pectin gels*’. This study also
showed that untreated and debranched pectin gels were governed by the same type of interactions. However,
for gels formed by less branched pectins, the network became less entangled, with fewer inter-chain connec-
tions, between the polymer molecules, which resulted in an overall decrease in elasticity. For the E2 treatment,
increases in the flow point and linear viscoelasticity limit were observed, which indicates that the system was
able to retain the molecular properties of the pectin network as the strain increased. It is worth noting that the
E2 treatment, by selectively excising the arabinose units, left the galactan side chains intact. Therefore, it is pos-
sible that aggregate-stabilizing properties of galactans became apparent in this sample, as was shown by another
study™. The rheological parameters obtained may indicate that, for pectin at a concentration of 6%, molecular
association occurred with the formation of intermolecular interactions. When the E3 enzyme combination was

lied, similar viscoelastic parameters were obtained for both sources. This may indicate that the degradation
of arabinose side chains and deacetylation and removal of rhamnose chains have major effects on the observed
differences between the DASP of these two materials.

As a result of enzymatic modification, only a small effect on intrinsic viscosity was observed for DASP-A
(E3 had the greatest impact on this source}. A much more significant effect of enzymatic treatment on intrinsic
viscosity was noted in the case of DASP-C. The observed decrease in intrinsic viscosity following enzymatic
modification suggests a significant impact on the molecular structure, particularly in DASP-C, This reduction
in intrinsic viscosity, which was notable after the E2 and E3 treatments, indicated the formation of compact
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molecular aggregates, as shown in AFM images (Fig. 1g.h). These aggregates may signify an increase in molecular
flexibility and compactness, possibly resulting from the dissociation of supramolecular aggregates in the native
fraction and the reduction of intramolecular forces™ induced by selective degradation of the pectin chain. The
different reactions of the apple and carrot fractions to enzymatic modification may be related to differences in
their monosaccharide composition of initial fractions (Table 51). Since solutions lacked sucrose and cations,
apart from the low salt content of the enzyme buffer, the network formed in the solution was the result of the
DASP fraction’s | tendency to self ble, which was previously noted and observed with AFM at low
concentrations', Therefore, it can be expected that the association of pectin chains of the DASP fraction in
aqueous solution in the absence of cations occurs by two mechanisms. For native DASP polymers, which are
composed of both smooth and hairy structures, neutral side chains are involved in providing multiple short-
range attachment points for intermolecular entanglement, which is more favorable than electrostatic repulsion
between GalA chains. In contrast, for smooth and linear regions, which are rich in GalA at neutral pH, strongly
charged molecules cause intramolecular repulsion; thus, a more extended conformation results. Short linear
sections with high mobility cause interactions between the chains to be more favorable than self-aggregation.

Conclusions

'This study demonstrated changes in the structure and rheological properties of DASP fractions extracted from
apples and carrots under the influence of enzymes that selectively modified the pectin backbone and side chains.
The structure of pectin in the DASP fractions had a significant influence on rheological properties. This was
supported by changes in the structure, chemical composition, and rheological properties of samples observed
as a result of enzymatic modification of RG-1 fragments. The removal of rhamnose units, simultaneously with
the deacetylation and removal of arabi side chains, resulted in similar rheological parameters of pectic gels
from two plant sources that were different from the properties of the unprocessed samples. Therefore, it can be
concluded that rhamnose may be the factor determining the properties of pectin matrices in solution. Modifi-
cation with ABF had the greatest impact on the properties of this pectin fraction. Arabinose, which is present
in side chains, is involved in the formation of the pectin network and affects the pseudoplastic properties and
viscosity, but not the mechanical strength, of pectin solutions. At the same time, a significant increase in the
lengths of the chains after the removal of arabinose indicates that the side chains are a hindrance limiting the
binding of polymer chains.

It can thus be concluded that the association of the pectin chains of DASP fractions in an aqueous solution
in the absence of cations may occur due to the crucial role of intermolecular interactions according to two
mechanisms: side chains as short-range attachment points and an extended linear HG conformation favoring
inter-chain interactions over self-association.

Materials and methods

Pectin source

The research material incdluded apples cv. Najdared (Malus domestica Borkh. ) and carrots cv. Brava (Daucus carota
subsp. sativus). Material was harvested in Poland in October 2020 and then stored in a cold room at 2 °C and
normal atmosphere for 2 days until preparation. Pulp was prepared from 102 kg of raw apples and 34 kg of raw
carrots. Both were peeled and sliced. The juice was pressed, and the remaining pomace was homogenized. Then,
the prepared material was frozen at = 18 °C for further analysis. Alcohol-insoluble residue (ATR} was prepared
identically for both plants, according to the method described by Renard™ with some modifications. The pulp
was mixed with ~ 70% ethanol (solid-liquid ratio of 1:10, w/v) for 15-30 min, and then the mixture was filtered
on a nylon filter, and the residue was stirred again with ethanol. This procedure was repeated until a negative
result of the phenol-sulfuric acid test™ was obtained, thereby confirming the absence of sugar in the pulp. Next,
the sample was washed with 96% ethanol and subsequently with acetone and then dried at 45 °C.,

DASP extraction

Sequential extraction was performed for both sources according to the method proposed by Redgwell and
Selvendran™ with certain modifications. ATR was stirred in deionized water (solid-liquid ratio of 1:9, w/v) for
24 hat 21 “Cand then centrifuged (5000 rpm). Supernatant was collected as a water-soluble pectin fraction, and
the sediment was mixed with (0.1 M cyclohexane-trans-1.2-diamine tetra-acetate (CDTA, pH 6.5) and stirred
at 21 °C for 24 h. After centrifugation, the supernatant was separated as a chelate-soluble pectin fraction, and
0.05 M sodium carbonate (Na,CO,), with the addition of 20 mM sodium borohydride (NaBH,), was added to
the residue and stirred for 24 h at 21 °C. The DASP fraction was collected after centrifugation as a supernatant
and encoded as DASP-A or DASP-C, for apple-extracted or carrot-extracted samples, respectively. The DASP
fraction was dialyzed in an open system using ZelluTrans/ROTH* membranes (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Germany; MWCO 3500 Da), and then crude extract was lyophilized. DASP from apple and carrot was extracted
with a yield of 0.44% and 0.61% of fresh weight (25.58 and 21.30% of dry weight), respectively"’, The chemical
composition of DASP from both sources is presented in Table 51 (Supplementary Information).

Determination of DA and DM

To determine the DM and DA of pectin, samples were saponified with (1.2 M NaOH to produce methanol and ace-
tic acid, which were then measured by HPLC (C18 column, Bionacom velocity LPH-C18, 300 A, 4.6 x 250 mm,
5 microns, Rl detector). The method of Levigne et al.” with some modifications by Yu et al.*” was used. Pectin
samples of 5 mg were suspended in 0.5 mL 0.2 M NaOH and incubated at 4 °C for 120 min. Then, the mixture
was neutralized with 0.5 mL 0.2 M H,50,, centrifuged for 10 min, filtered through a 0.22 pm syringe filter,
and injected into the HPLC column (injection volume 20 pL, mobile phase 4 mM sulfuric acid at a flow rate
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of 0.8 mL min '). Standard solutions of methanol and acetic acid were prepared and analyzed under the same
conditions, The analysis was performed in triplicate.

Enzymatic treatment

The DASP fractions from apples and carrots were treated with enzymes that degrade the RG-1 backbone and its
side chains. Three types of enzymes were used: RGAE (BtRme NC (CE NC), BT4158, E.C. 3.1.1), RGL (BtRge9A
(PLY), BT4183, E.C. 4.2.2.23), and ABF (CjAbf51B (GH51), E.C. 3.2.1.55). All enzymes were purchased from
NZYTech and provided in 35 mM Na-HEPES buffer (pH 7.5, 750 mM NaCl, 200 mM imidazole, 3.5 mM CaCl,,
and 25% viv glycerol).

The quantities of enzymes were selected on the basis of their activity™*"' and the chemical composition of
DASP with 10% excess. Per | mg of DASP, 0.22 U of RGL, 9.9 U of RGAE, and 2.1 U of ABF were used. Volumes
were obtained according to protein concentrations (RGAE: 0.5 mg mL '; RGL: 0.5 mg mL '; ABF: 0.25 mg mL ).

DASP water solutions were incubated in three different enzyme cocktails (Table 2), As a control (no enzymatic
treatment), the same buffer solution in which the enzymes were delivered was added to DASF water solutions.

‘The pH values of all tested solutions were in the range of 7.30-7.60. Control and enzyme-treated samples
were incubated in a water bath at 37 °C for 120 min. After incubation, the samples were cooled in an ice bath for
5 min to stop the enzymatic reactions, mixed, and used for further analysis.

AFM imaging and analysis

After enzymatic modification, 30 uL of each DASP sample, with a concentration of 0.02 mg mL ', was distributed
on freshly cleaved mica sheets (EMS, Hatfield, PA, USA) using a POLOS SPIN150i-NPP spin coater (SPS-Europe
B.V,, Putten, the Netherlands). Samples were observed (after drying in a desiccator at 22 °C overnight) using
a Multimode 8 AFM with a Nanoscope V controller (Bruker, Billerica, MA, USA), a SCANASYST-AIR-HR
cantilever (Bruker, Billerica, MA, USA), and a nominal spring constant of 0.4 N m™". The observations were
conducted in ambient air at room temperature. The following scan settings were applied: scan size of 4x4 pm
with a resolution of 1024 x 1024 points and a scan rate of 3.91 Hz. In total, at least 10 images of each sample
representing different regions of the mica sheets were collected. Preliminary processing of images was conducted
using Gwyddion 2.52 ", Geometrical features of DASP structure were calculated with a MATLAB R201 1a seript
{MathWorks, Natick, MA; USA). Molecules visible on the AFM images were classified as hairy or smooth,
according to the presence of branch points in the chains (Fig. 1). A single segment was defined as the section
between the nearest branching points or between a branching point and the end of the molecule. The total length
of hairy molecules (as the sum of their segments), the length of smooth molecules, and the length of a single
segment were determined. Moreover, the average number of branches (segments) per molecule was determined.

FTIR spectroscopy

DASP was dissolved in deionized water at a concentration of 6% (m/v). After preparation, samples were vor-
texed (3000 rpm) and then mixed overnight. DASP was treated with mixture of E1, E2, or E3 and incubated as
described the “Enzymatic treatment” section, Subsequently, samples were cooled in ice for 5 min, mixed over-
night, and freeze-dried. FTIR spectra were collected using a Nicolet 6700 FTIR (Thermo Scientific, Madison,
WI, USA) with the Smart iTR attenuated total reflectance {(ATR) sampling accessory. All samples from both
sources were analyzed under the same conditions, Spectra were collected in the range 4000-650 cm ' with a
spectral resolution of 4 cm™'. Measurements were performed in three repetitions with 200 scans averaged for
each repetition. The baseline corrections were performed using OMNIC software (Thermo Scientific). The final
average spectrum was calculated from collected data and normalized to 1.0 at 1019 cm ' using OriginPro 8.5
software (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

Determination of rheological properties
DASP 6% (m/v) solutions were prepared in the same way as for FTIR analysis (“FTIR spectroscopy” section);
treated with a mixture of E1, 12, or E3; and incubated as described in the “Enzymatic treatment” section, Subse-
quently, samples were cooled in ice for 5 min. After cooling, samples were stabilized at room temperature before
the oscillatory test and flow behavior measurements were performed.

For intrinsic viscosity measurements, a stock solution of 20 mg mL"' DASP in deionized water was prepared.
A mixture of enzymes (E1, E2, or E3) was added to the well-dissolved sample. After 120 min of incubation, the
sample was cooled in ice. From the stock solution, dilutions (5-18 mg mL ') were prepared to obtain intrinsic
viscosity curves.

£ RGAE (9.9 U mg ')+ RGL (022 U mg ")
E2 ABF{21Umg ")
B RGAE (99U mag™)+ RGL (022 U )+ ABF (21 U i)
| BUFFER 35 mM Na-HEPES buller, pH 7.5, 750 mM NaCL, 200 mM imidazole, 3.5 mM CaCl,, and 25% (v/v) glycerol

Table 2. Code list and description of the treatments used.
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Rheological measurements were performed at 20 °C using a Discovery Hybrid Rheometer (HR-1) by TA
Instruments (New Castle, PA, USA) with a cone plate sensor (40 mm diameter and 2.007° angle) with a 0.56 mm
gap between the cone apex and the plate.

Viscoelastic properties
The oscillatory test was conducted with amplitude sweeps to describe the storage (G') and loss (G") moduli
of the obtained networks. M ments were performed while keeping the frequency at a constant value of

0.5 Hz and using a logarithmic sweep with strain in the range of 0.1-50% (25 points per decade; volume of the
deposited sample 1 mL).

Flow behavior
Shear stress vs. shear rate dependences (flow curves) were measured between shear rates of 10-600 s and
600-10 s ' (logarithmic sweep, 15 points per decade). The viscosity was recorded at constant shear rate of 1057,
A power law model {Ostwald-de Waele model) and the Herschel-Bulkley model were applied to obtain flow
curves in order to determine the rheological behavior of samples.

‘The power law model is given as Eq. (1):

o =Ky" (1)

where o =shear stress, K= consistency index (Pa s"), y =shear rate (s'), and n="flow behavior index.
The Herschel-Bulkley model is described by Eq. (2):

o =ay + Kyp" (2)

where o= shear stress, o, =initial shear stress (Pa), K= consistency index (Pa s"), y =shear rate (s''), and n=flow
behavior index.

Intrinsic viscosity

The variable shear rate of 10-400 s ' and 400-10 s ' (logarithmic sweep; 25 points per decade) was used to
measure viscosity of the solutions with a volume of the deposited sample of 0.80 mL. The intrinsic viscosities of
samples were determined via an extrapolation of Eq. (3) to a concentration ¢ equal to 0%

B = (o + kulnPe )

where n,, = the specific viscosity that can be obtained from the relative viscosity (1 e /Muen)s €= polymer
solution concentration, and k;; = the Huggins constant.

Statistical analysis

The data were analyzed with multi-way ANOVA and a post hoc Tukey honestly significant difference test (sig-
nificance level p<0.05) using the “stats” package (version 4.1.2) of R (R Core Team, 2013) and Statistica 13.1
(StatSoft, Krakow, Poland),

Ethical approval

All methods were in accordance with the International Union for Conservation of Nature Policy Statement on
Research Involving Species at Risk of Extinction and the Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora. The botanical material was harvested from a commercial orchard located
in Ostrowiec (52°9'59.60" N, 20° 3' 23.84"" E) and an agricultural experiment station located in Debowa Gora
(51°51'8.38" N, 20°7'1.76" E), Poland.

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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10.1. Materialy uzupelniajace 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
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Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Doswiadczalna 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 HCI at 80 °C 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 pL of 0.3 M
NaOH, mixing and finally adding 50ul of a 0.5 M solution of PMP in methanol. Samples
were incubated at 70 °C for 60 min, cooled, neutralized with 50 ul of 0.3 M HCI and
extracted thrice with chloroform. Before injection into the HPLC system, each sample
was filtered through a 22-ym 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. x 250 mm, 5 ym) analytical column coupled with an Agilent
Eclipse XDB-C18 guard column (4.6 mm i.d. x 12.5, 5 um). 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 pl, with a flow rate of 1.8 mlI-min-1 at 30 °C 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; GIcA, glucuronic acid; GalA,
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galacturonic acid; Glc, glucose; Gal, galactose; Xyl, xylose; Ara, arabinose; Fuc,
fucose; nd, not detected.

Pectin
source Man Rha GlcA GalA Glc Gal Xyl Ara Fuc
Treatmen
t
mol%
Apple  BUFFER 1.6£0.2 3.3+0.1 0.3#0.6 56.1x0.6 0.3+0.1 12.8+0.7 1.8#0.2 23.6x0 0.3+0
A 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 1.420.1 22.4+2 0.2+0
.6 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 0.10.
A 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 1.520.3 24.3+#1 0.2+0
4 1
Carrot BUFFER 0.6£0.2 7.0£0.7 0.2#0.1 44.8+29 0.2+0.1 27.2403 nd 19.842 0.2+0.
3 1
E1 0.7£0.1 8.2+1.1 0.1x0.1 44.4+15 0.2+01 26.7¢1.0 nd 19.4+0 0.3x0
5 1
E2 0.9+¢0.0 7.4+21 0.3x0.1 45.1+1.2 0.5%0.2 24.81.1 nd 20.7x2 0.4x0
A 2
E3 0.8+0.2 7.1x1.6 0.2#0.1 45.0+1.2 0.2+0.1 29.9¢+1.4 nd 16.8+#1 0.2+0
.9 1
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12. Oswiadczenia wspolautorow
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mgr Adrianna Kaczmarska-Krol

Zaklad Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialow
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doéwiadczalna 4, 20-290 Lublin

Mwiadczenic

Niniejszym o$wiadczam, 2¢ w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest moim
wkladem intelektualnym.

P.1: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2022, Structure and
functionality of Rhamnogalacturonan [ in the cell wall and in solution: A review, Carbohydrate
Polymers, 278, 118909,

P.2: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2023, A mini-review
on the plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan I, Food Chemistry,
403.134378.

P.3: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Ciesla Jolanta, Zdunek Artur, 2024,
Structural and rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food
Chemistry, 446, 138869.

P.4: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2024, Effect of
enzymatic modification on the structure and rheological properties of diluted alkali-soluble pectin
fraction rich in RG-1, Scientific Reports, 14, 11454,

Moj wkiad w poniisze prace obejmowal:

wspdtudzial w opracowaniu metodyki wykorzystanej w badaniach,
przeglad literatury,

preygotowanie manuskryptow,

wspdtudzial w opracowaniu koncepcji badan,

przeprowadzenie zaplanowanych dowiadezen,

analizg i interpretacje wynikdw badan,

edycjg i korekig manuskryptu,

uczestnictwo w odpowiedziach na recenzje. E % ‘ ; y

nstytul Agrofinykl ul. Dobwiadczaing 4 tol.: B1 744 50 61
. Bohdana Dobrzanskiegs 20-290 Lubéin faks: B1 744 50 67
Potikiej Akademii Mauk e-rrall: sekrotariat@pan ublin,pl
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prof. dr hab. Artur Zdunek

Zaklad Mikrostruktury i Mechaniki Biomateriatow
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzaiskiego PAN
ul. Do§wiadczalna 4, 20-290 Lublin

O$wiadczenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkiadem
intelektualnym mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol,

P.1: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2022, Structure and
functionality of Rhamnogalacturonan I in the cell wall and in solution: A review, Carbohydrate
Polymers, 278, 118909.

P.2: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2023, A mini-review
on the plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan I, Food Chemistry,
403.134378.

P.3: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Ciesla Jolanta, Zdunek Artur, 2024,
Structural and rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food
Chemistry, 446, 138869.

P.4: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2024, Effect of
enzymatic modification on the structure and rheological properties of diluted alkali-soluble pectin
fraction rich in RG-, Scientific Reports, 14, 11454,

Moj wkiad w ponizsze prace obejmowal:

okreslenie problematyki i zakresu prac,

pozyskanie §rodkéw finansowych umozliwiajacych realizacjg badan,
kierowanie przebiegiem badan zgodnie z zalozeniami projekiu,
wspbludzial w opracowaniu koncepcji badan,

nadzorowanie prowadzonych badan,

udzial w analizie i interpretacji wynikéw badan,

edycje i korektg manuskryptu,

uczestnictwo w odpowiedziach na recenzje.
(\‘
-~ 7

Instytut Agrofizyki ul. Doswladczalna 4 tel.: 81 744 50 61 WWW,
im. Bohdana Dabrzafiskiego 20-290 Lublin faks: 81 744 50 67 i
Polskie] Akademii Nauk e-mail: sekretariat@ipan.lublin.pl
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Jednoczesnie wyrazam zgodg, aby powyzsze publikacje zostaly wykorzystane w rozprawie
doktorskiej mgr Adrianny Kaczmarskiej-Kr6l.
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dr hab. inz. Justyna Cybulska, prof. IA PAN

Zaklad Badan Systemu Gleba-Roélina

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290 Lublin

Oswiadezenie

Niniejszym o$wiadczam, ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol.

P.1: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2022, Structure and
functionality of Rhamnogalacturonan I in the cell wall and in solution: A review, Carbohydrate
Polymers, 278, 118909.

P.2: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2023, A mini-review
on the plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan I, Food Chemistry,
403.134378.

P.3: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Ciesla Jolanta, Zdunek Artur, 2024,
Structural and rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food
Chemistry, 446, 138869.

P.4: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 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,

Moj wkiad w ponizsze prace obejmowat:

wspéludziale w opracowaniu metodyki wykorzystanej w badaniach,
wykonaniu analiz chromatograficznych,

udziale w analizie i interpretacji wynikéw badan,

edycji i korekcie manuskryptu,

uczestnictwie w odpowiedziach na recenzje.

Jednoczeénie wyrazam zgodg, aby powyzsze publikacje zostaly wykorzystane w rozprawie

doktorskiej mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol. ﬂ EEP i (,7{»1/&“

Instytut Agrofizyki ul. Dodwiadczalna 4 tel.: B1 744 50 61 WWW
im. Bohdana Dobrzafiskiego 20-290 Lublin faks: 81 744 50 67 s
Polskiej Akademii Nauk e-mail: sekretariat@ipan.lublin.pl
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dr hab. Jolanta Ciesla

Zaklad Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialdw
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN
ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

Odwiadczenie

Niniejszym odwiadczam, ze w poniZszej pracy, inicjatywa podjgtych badan jest wkiadem
intelektuainym mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol,

P.3: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Ciesla Jolanta, Zdunek Artur, 2024,
Structural and rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food
Chemistry, 446, 138869.

Maj wkiad w ponizszg prace obejmowal:

» wykonanie analiz $redniej wagowo masy czgsteczkowej metodg statycznego rozpraszania
swiatla laserowego (SLS),

= udzial w analizie i interpretacji wynikow badan,
edycj¢ i korekte manuskryptu,

= uczestnictwo w odpowiedziach na recenzje.

Jednoczesnie wyrazam zgode, aby powyisza publikacja zostata wykorzystana w rozprawie
doktorskiej mgr Adrianny Kaczmarskiej-Kral.

*Jghu R Cleale

Instytut Agrofinykl ul, Dodwiadczana & tel.; B1 744 50 61 www.ipan.lublin. 1
m. Bohdana Dobrranskiego 20-290 Lublin faks: 81 744 50 67 P
Palskie] Akademil Mauk e-miall; sekretariat@®ipan.ubinpl
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dr hab. inZ. Piotr M. Pieczywek

Zakiad Mikrostruktury i Mechaniki Biomaterialdw
Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzafiskiego PAN
ul. Dodwiadczalna 4, 20-290 Lublin

Odwiadczenie

Ninigjszym odwiadezam, Ze w ponizszych pracach inicjatywa podjetych badan jest wkladem
intelektualnym mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krdl,

P.1: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2022, Structure and

functionality of Rhamnogalacturonan 1 in the cell wall and in solution: A review, Carbohydrate

Polymers, 278, 118909,

P.2: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2023, A mini-review

on the plant sources and methods for extraction of rhamnogalacturonan |, Food Chemistry,
403.134378.

P.3: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Ciesla Jolanta, Zdunek Artur, 2024,
Structural and rheological properties of diluted alkali soluble pectin from apple and carrot, Food
Chemistry, 446, 138869.

P.4: Kaczmarska Adrianna, Pieczywek Piotr, Cybulska Justyna, Zdunek Artur, 2024, Effect of
enzymatic modification on the structure and rheological properties of diluted alkali-soluble pectin
fraction rich in RG-1, Scientific Reports, 14, 11454,

MG6j wkiad w ponizsze prace obejmowak:

wspbhudziale w opracowaniu metodyki wykorzystanej w badaniach,
udziale w analizie | interpretacji wynikow badan,

edycji | korekcie manuskryptu,

uczestnictwie w odpowiedziach na recenzje.

Jednoczeénie wyrazam zgode, aby powyisze publikacje zostaly wykorzystane w rozprawie

doktorskiej mgr Adrianny Kaczmarskiej-Krol, Podpisany elektronicznie przez
Piotr Mariusz Pieczywek
01.07.2024
17:47:42 +02'00'
instytut Agrofizyki ul. Dodwiadcralna 4 til.: 81 744 5061 www.ipan.lublin.pl
Im. Bohdana Dobreafskiega 10-290 Lublin faks: 81 744 50 67
Polskin] Akadernii Nauk e-mall; sekrotariat@ipan lublin,pl
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KONFERENCJE KRAJOWE
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Bratislava Symposium on Saccharides, Bratislava, 20-24.06.2022.
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Kaczmarska A., Pieczywek P. M., Cybulska J., Ciesla J., Zdunek A. Influence of
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Abstrakt zostat opublikowany w materiatach konferencyjnych na str. 33.

Kaczmarska A., Pieczywek P. M., Cybulska J., Zdunek A. Structural and rheological
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Zdunek A. Evaluation of the impact of RG-l segments on the properties of pectin
obtained by enzymatic and chemical modifications of apple and carrot diluted alkali-
soluble pectin (DASP) fraction (poster); 23rd International Workshop for Young
Scientists ,BioPhys Spring 2024”, Lublin, Polska, 23-24.05.2024.

Abstrakt zostat opublikowany w materiatach konferencyjnych na str. 57-58.

WSPOLAUTORSTWO DONIESIEN KONFERENCYJNYCH

Kaczmarska A., Pieczywek P. M., Cybulska J., Ciesla J., Zdunek A. 2023, The role of
rhamnose and arabinose for the structure and rheology of pectin, and cell wall
mechanics, 14th International Conference on Agrophysics (ICA 2023); Lublin, Polska,
11-13 wrzesnia 2023 r., 131-131.

Kaczmarska A., Pieczywek P. M., Cybulska J., Ciesla J., Zdunek A. 2023, The role of
rhamnose and arabinose for the structure and rheology of pectin, and cell wall
mechanics, XVI Plant Cell Wall Meeting, Malaga, 18-22 czerwca 2023 r., PP14., 89.

WYKAZ REALIZOWANYCH PROJEKTOW BADAWCZYCH FINANSOWANYCH ZE
ZRODEL ZEWNETRZNYCH

2020 - 2024 Stypendysta w Projekcie pt. ,,Mechaniczna rola pojedynczych
jednostek ramnozy w f{ancuchach homogalakturonianu
z pektyn ekstrahowanych z roslinnych scian komoérkowych”
2019/35/0/NZ9/01387, finansowanym ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach konkursu Preludium BIS 1.

Gfowne zadania: projektowanie badan i eksperymentéw; prace laboratoryjne
i analiza danych (AFM, FT-IR, reologia, przygotowanie prébek, analizy
chemiczne); prezentowanie wynikow badann na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, przygotowywanie manuskryptow publikacji.

2024 — obecnie  Kierownik Projektu pt. ,,Wplyw struktury frakcji pektyn
rozpuszczalnej w stabych alkaliach (DASP) na stabilnosé
fizyczng emulsji” 2023/49/N/NZ9/01701, finansowanego ze
Srodkdbw Narodowego Centrum Nauki w ramach konkursu
Preludium 22.

Gfowne zadania: zarzgdzanie realizacjg i nadzoér nad Projektem, kontrola
budzetu projektu, przeglad merytoryczny i wykonawczy prowadzonych badan,
przygotowanie probek, wykonywanie analiz chemicznych, upowszechnianie
wynikow, przygotowywanie podsumowarn przebiegu badan na potrzeby
sporzadzenia wymaganych raportéw okresowych, rocznych | raportu
koricowego z realizacji projektu.

2024 - obecnie  Wykonawca w Projekcie pt. ,Badania i upowszechnianie
wiedzy o zawartosci pektyn, celulozy i btonnika w owocach
i warzywach” 2023/49/N/NZ9/01701, finansowanego ze srodkow
Ministerstwa Edukacji i Nauki w ramach Programu ,Nauka dla
Spoteczenstwa II”.
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Gfowne zadania: analizy chemiczne zawartosci poszczegdlnych skfadnikow
Scian komoérkowych, upowszechnianie wynikow projektu.

STAZE

01.09-01.12.2023 Stypendium w ramach Programu NAWA Preludium
Bis 1 (PPN/STA/2021/1/00072/U/00001)
w Laboratory of Food Technology, KU Leuven
(International Scholar in Faculty of Bioscience
Engineering)

WSPOLPRACA

Wspdtpraca z Prof. Marc Hendrickx i Dr. Ir. Jelle Van Audenhove (KU Leuven,
Laboratory of Food Technology Centre of Food and Microbial Technology Department
of Microbial and Molecular Systems M2S) w zakresie charakterystyki wtasciwosci
| funkcji frakcji DASP.

POPULARYZACJA NAUKI

Seria pokazéw dla dzieci i mtodziezy z projektem pt. ,Mokre eksperymenty” na XVII
Lubelskim Festiwalu Nauki, 18-24.09.21.

PELNIONE FUNCJE

e Reprezentant Rady Samorzadu Doktorantow w Radzie Naukowej IA PAN
w latach 2020-2024;

e Przewodniczgca Rady Samorzgdu Doktorantow IA PAN w roku akademickim
2023/2024;

e Sekretarz Rady Samorzgdu Doktorantow IA PAN w roku akademickim
2022/2023;

e Przewodniczgca Komitetu organizacyjnego konferencji, VI Konferencja
Doktorantéw Cztery Zywioty Wspétczesne Nauki o Zyciu 14.12.23;

e Specjalista na stanowisku badawczo-technicznym w Zaktadzie Mikrostruktury
i Mechaniki Biomateriatow (01.01.2024 -obecnie).
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