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Streszczenie 

Roślinna ściana komórkowa jest wysoko zorganizowaną strukturą, której 

głównymi składnikami są polisacharydy, takie jak celuloza, hemicelulozy i pektyny. 

Stanowi ona integralny element budowy komórek roślinnych, nadający im kształt i 

pełniący wiele kluczowych funkcji, w tym zapewnienie wytrzymałości mechanicznej, 

zdolności do rozciągania oraz  transportu wody i składników odżywczych. Roślinna 

ściana komórkowa jest dynamicznym układem, który ulega modyfikacjom odpowiednio 

do fazy rozwoju rośliny, warunkując również właściwości mechaniczne tkanek owoców. 

Za kluczowy czynnik wpływający na zmiany tych właściwości, w tym utratę jędrności 

owoców, uznawana jest degradacja pektyn. Nadal jednak brakuje doniesień 

literaturowych dotyczących roli hemiceluloz w tym procesie.  

W roślinnej ścianie komórkowej zachodzą oddziaływania pomiędzy jej 

komponentami, które warunkują powyższe funkcje makroskopowe. Wiadomo, że 

hemicelulozy, pektyny, glikoporoteiny i celuloza są w bliskim kontakcie w ścianie, 

jednakże badania nad tymi oddziaływaniami wciąż nie są wysycone. 

Wiadomo, że natywne hemicelulozy są acetylowane, co wpływa na ich 

właściwości fizykochemiczne. Z kolei pektyny mogą być zarówno metylowane, jak i 

acetylowane. Oba podstawniki stanowią istotny element struktury polisacharydów 

niecelulozowych i mogą wpływać na oddziaływania z celulozą. Zgodnie z tym, że liniowe 

łańcuchy hemiceluloz, bogate w grupy hydroksylowe, wykazują wysokie powinowactwo 

do celulozy, postawiono hipotezę badawczą, że acetylacja polisacharydów 

niecelulozowych utrudnia ich oddziaływania z mikrofibrylami celulozy, a tym 

samym zmniejsza integralność ściany komórkowej i tkanki roślinnej. Powyższa 

hipoteza została zweryfikowana badaniami owoców dwóch odmian jabłoni w różnych 

terminach dojrzałości przedzbiorczej i pozbiorczego przechowywania. Głównym celem 

rozprawy doktorskiej było określenie wpływu stopnia acetylacji polisacharydów 

niecelulozowych (hemiceluloz, pektyn) na właściwości mechaniczne i 

mikrostrukturę tkanki roślinnej.  

Rozprawa doktorska obejmuje trzy główne etapy badawcze. Pierwszy, dotyczy 

badań ilościowych, przeglądu zmian składu monosacharydowego, stopnia acetylacji 

frakcji pektyn i hemiceluloz izolowanych ze ściany komórkowej jabłek odmiany Idared 

i Pinova oraz korelacji tych zmian z utratą jędrności podczas przechowywania owoców. 
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Drugi, obejmuje badania jakościowe zmian zachodzących w strukturze polisacharydów, 

z wykorzystaniem spektroskopii FT-IR i Ramana. Badania mikroskopii Ramana 

ujawniają lokalizację polisacharydów w ścianie komórkowej, z rozróżnieniem 

hemiceluloz acetylowanych i deacetylowanych oraz pektyn nisko- i 

wysokoestryfikowanych. Trzeci, to modelowe badania adsorpcyjne, które mają na celu 

wykazanie oddziaływań pomiędzy hemicelulozami/pektynami a celulozą oraz określenie 

wpływu acetylacji polisacharydów niecelulozowych na te oddziaływania. 

Badania wykazały, że jabłka odmiany Idared i Pinova miały podobną jędrność w 

okresie dojrzałości przedzbiorczej oraz w terminie zbioru, natomiast podczas 

trzymiesięcznego przechowywania jabłka odmiany Idared znacznie zmiękły. Jabłka 

odmiany Pinova zawierały więcej pektyn rozgałęzionych, natomiast odmiany Idared 

obfitowały w liniowe homogalakturonany. Stopień acetylacji hemiceluloz frakcji 

rozpuszczalnych w LiCl-DMSO wzrósł w badanych terminach dla jabłek obu odmian. 

Oprócz korelacji składu i cech strukturalnych pektyn, wykazano negatywną korelację 

acetylowanych hemiceluloz z jędrnością jabłek. Badania spektroskopii FT-IR i Ramana 

oraz analiza PCA potwierdziły zmiany w strukturze pektyn i hemiceluloz. Uwydatniły 

znaczenie zmian stopnia acetylacji hemiceluloz, a szczególnie acetylowanego 

glukomannanu, zachodzących podczas przebudowy ściany komórkowej w badanych 

okresach. Za pomocą mapowania ramanowskiego w połączeniu z analizą obrazu 

zlokalizowano polisacharydy ściany komórkowej. Pektyny niskoestryfikowane 

wykazywały tendencję do gromadzenia się w narożnikach połączeń komórkowych, a 

wysokoestryfikowane były rozłożone równomierne w ścianie. Z powodzeniem 

rozróżniono hemicelulozy acetylowane i deacetylowane w ścianie komórkowej. Po trzech 

miesiącach przechowywania acetylowane hemicelulozy dominowały w ścianie 

komórkowej jabłek, szczególnie odmiany Idared. Hemicelulozy nie wykazały 

specyficznych skupisk, jednakże bardziej równomierne rozłożenie w ścianie 

zaobserwowano dla acetylowanych hemiceluloz. Modelowe badania adsorpcyjne 

wykazały jedynie adsorpcję hemiceluloz: ksylanu, ksyloglukanu, glukomannanu i β-D-

glukanu na celulozie mikrofibrylarnej. Największą adsorpcję odnotowano dla 

glukomannanu. Acetylacja hemiceluloz nie wpłynęła na kinetykę adsorpcji na celulozie, 

natomiast dla ksyloglukanu i glukomannu spowodowała wzrost adsorpcji. Wynika to z 

niskiego stopnia podstawienia grupami acetylowymi hemicelulozy, które nie stanowią 

przeszkody sterycznej w oddziaływaniach z celulozą, lecz mogą zmniejszać 
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samoasocjację łańcuchów polimerowych, która jest konkurencyjnym procesem tych 

oddziaływań. Ponadto podstawniki acetylowe mogą sprzyjać oddziaływaniom 

hydrofobowym z celulozą. 

Słowa kluczowe: acetylacja, hemicelulozy, pektyny,  roślinna ściana komórkowa, 

jędrność, jabłka, spektroskopia FT-IR, spektroskopia Ramana, obrazowanie Ramana, 

adsorpcja  
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Abstract 

The plant cell wall is a highly organized structure whose main components are 

polysaccharides such as cellulose, hemicellulose, and pectin. It surrounds plant cells, 

providing their shape and performing many key functions, including mechanical strength, 

extensibility, water and nutrient transport. The plant cell wall is a dynamic system that 

undergoes modifications during plant development, determining the mechanical 

properties of fruit tissue. Pectin degradation is considered a key factor influencing 

changes in mechanical properties, including loss of fruit firmness. However, there is still 

a lack of literature reports on the role of hemicelluloses in this process.  

Interactions between the plant cell wall components determine the above 

macroscopic functions. It is known that hemicelluloses, pectins, glycoproteins, and 

cellulose are in close contact within the wall, but research on these interactions is still 

ongoing. 

It is known that native hemicelluloses are acetylated, which affects their 

physicochemical properties. In turn, pectins can be both methylated and acetylated. These 

substituents are a crucial component of the structure of non-cellulose polysaccharides and 

can significantly influence interactions with cellulose. In accordance with the fact that 

linear hemicellulose chains rich in hydroxyl groups show high affinity for cellulose, a 

research hypothesis was put forward that acetylation of non-cellulose polysaccharides 

hinders theirs interaction with cellulose microfibrils, thereby reducing the integrity 

of the plant cell wall and tissue. This hypothesis was verified by studies based on two 

apple varieties with different pre-harvest and post-harvest storage terms. The main 

objective of the doctoral dissertation was to determine the effect of the degree of 

acetylation of non-cellulose polysaccharides (hemicelluloses, pectins) on the 

mechanical properties and microstructure of plant tissue.  

The doctoral dissertation covers three main stages of research. The first stage 

concerns quantitative research, a review of changes in monosaccharide composition, the 

degree of acetylation of pectin and hemicellulose fractions isolated from the cell walls of 

Idared and Pinova apples, and the correlation of these changes with the loss of firmness 

during fruit storage. The second stage presents qualitative research on changes in the 

structure of polysaccharides using FT-IR and Raman spectroscopy. In addition, Raman 

microscopy studies reveal the localisation of polysaccharides in the cell wall, with a 
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distinction between acetylated and deacetylated hemicelluloses and low- and high-

esterified pectins. The third is model adsorption studies aimed at demonstrating the 

interactions between hemicelluloses/pectins and cellulose and determining the effect of 

acetylation of non-cellulose polysaccharides on these interactions. 

The study showed that Idared and Pinova apples had similar firmness during pre-

harvest maturity and at harvest term, while during three months of storage, only Idared 

apples significantly softened. Pinova contained more branched pectins, while Idared was 

rich in linear homogalacturonans. The degree of acetylation of hemicelluloses soluble in 

LiCl-DMSO increased in the tested terms for Idared and Pinova apples. In addition to the 

correlation between the composition and structural characteristics of pectins, a negative 

correlation between acetylated hemicelluloses and apple firmness was demonstrated. FT-

IR and Raman spectroscopy studies and PCA analysis confirmed changes in the structure 

of pectins and hemicelluloses. They emphasized the importance of changes in the degree 

of acetylation of hemicelluloses, especially acetylated glucomannan, occurring during 

cell wall remodeling in the tested terms. Raman mapping combined with image analysis 

was used to localize cell wall polysaccharides. Low-esterified pectins tended to 

accumulate in the corners of cell junctions, while highly esterified pectins were evenly 

distributed throughout the wall. Acetylated and deacetylated hemicelluloses in the cell 

wall were successfully distinguished. 

Acetylated hemicelluloses dominated the cell wall of apples after three months of 

storage, especially for the Idared variety. Hemicelluloses did not show specific clusters, 

however, a more even distribution in the wall was observed for acetylated hemicelluloses. 

Model adsorption studies showed only the adsorption of hemicelluloses: xylan, 

xyloglucan, glucomannan, and β-D-glucan on microfibrillar cellulose. The highest 

adsorption was observed for glucomannan. Acetylation of hemicellulose did not affect 

the kinetics of adsorption on cellulose, but caused an increase in adsorption for 

xyloglucan and glucomannan. This is due to the low degree of substitution of 

hemicellulose with acetyl groups, which do not constitute a steric hindrance in 

interactions with cellulose, but can reduce the self-association of polymer chains, which 

is a competitive process of these interactions. In addition, acetyl substituents may promote 

hydrophobic interactions with cellulose. 

Keywords: acetylation, hemicellulose, pectins, plant cell wall, firmness, apples, FT-IR 

spectroscopy, Raman spectroscopy, Raman imaging, adsorption   
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pectin  

Frakcja pektyn rozpuszczalnych 

w imidazolu 

KOH Fraction of deacetylated 

hemicelluloses soluble in 

KOH 

Frakcja deacetylowanych 

hemiceluloz rozpuszczalnych w 

KOH 
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LiCl-DMSO Fraction of natively 

acetylated hemicelluloses 

soluble in LiCl-DMSO 

Frakcja natywnie actylowanych 

hemiceluloz rozpuszczalnych w 

LiCl-DMSO 

Man Mannose Mannoza 

MD Molecular dynamics Dynamika molekularna 

MWCO molecular weight cut-off graniczna masa cząsteczkowa 

NAD+ Nicotinamide adenine 

dinucleotide  

Dinukleotyd 

nikotynoamidoadeninowy 

NMR Nuclear magnetic resonance 

spectroscopy  

Spektroskopia magnetycznego 

rezonansu jądrowego 

PCA Principal component analysis Analiza głównych składowych 

PCW Primary cell wall  Pierwotna ściana komórkowa 

PVP Polyvinylpyrrolidone Poliwinylopirolidon 

RG I Rhamnogalacturonan type I Ramnogalakturonan typu I 

RGII Rhamnogalacturonan type II Ramnogalakturonan typu II 

Rha Rhamnose Ramnoza 

SCW Secondary cell wall Wtórna ściana komórkowa 

SSC Soluble solid content Zawartość rozpuszczalnych 

substancji stałych 

WSP Fraction of water soluble 

pectin  

Frakcja pektyn rozpuszczalnych 

w wodzie 

Xlg Xyloglucan Ksyloglukan 

Xn Xylan Ksylan 

XRD X-ray diffraction  Dyfrakcja promieniowania 

rentgenowskiego 

Xyl Xylose Ksyloza 

ZP Zeta  Potential Potencjał zeta 

(elektrokinetyczny) 
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1. Wstęp 

1.1.  Roślinna ściana komórkowa 

Ściana komórkowa, zlokalizowana bezpośrednio nad błoną cytoplazmatyczną 

oddzielającą od niej pozostałe elementy protoplasu,  jest  niezwylke ważnym 

komponentem komórki roślinnej. Przede wszystkim stanowi główną barierę między 

środowiskiem zewnętrznym, a wnętrzem komórki, chroniąc je przed działaniem 

biotycznych i abiotycznych stresorów (Showalter, 1993; Tenhaken, 2015; Zhong i Ye, 

2007). Bierze udział w transporcie wody i składników odżywczych. Nadaje kształt oraz 

odpowiada za wytrzymałość mechaniczną komórki (Bidhendi i Geitmann, 2016; 

Cosgrove, 1993; Roland i Vian, 1979), a jednocześnie jej struktura pozostaje elastyczna 

w czasie wzrostu komórki. Rozróżnia się pierwotną i wtórną roślinną ścianę komórkową. 

Podczas wzrostu komórki syntetyzowana jest cienka i silnie uwodniona pierwotna ściana 

komórkowa (PCW, z ang. primary cell wall), która jest rozciągliwa i wytrzymała na 

ciśnienie turgorowe (Geitmann, 2010). Po zakończeniu wzrostu komórki powstaje wtórna 

ściana komórkowa (SCW, z ang. secondary cell wall), która jest grubsza niż PCW, 

sztywna i odpowiedzialna za wytrzymałość mechaniczną komórki (Zhong i in., 2019). 

Głównym budulcem roślinnej ściany komórkowej są polisacharydy: celuloza, 

hemicelulozy i pektyny, przy czym PCW zawiera również białka strukturalne (tj. AGP, 

białka arabinogalaktanowe), natomiast SCW, która jest uboższa w pektyny, dodatkowo 

zawiera ligniny (Cosgrove i Jarvis, 2012).   

Roślinna ściana komórkowa oprócz pełnionych kluczowych funkcji w roślinie, 

jest również wartościowym materiałem pod względem gospodarczym. Polisacharydy 

ściany komórkowej są źródłem błonnika pokarmowego, który jest korzystnym 

składnikiem diety człowieka i zwierząt (Spiller i in., 1975, van Soest i in., 1991). 

Dodatkowo, badania nad strukturą roślinnej ściany komórkowej i procesami jakie w niej 

zachodzą podczas rozwoju rośliny są istotne dla sektora rolno-spożywczego, ponieważ 

ściana komórkowa warunkuje jakość owoców i warzyw. Między innymi jej struktura 

wpływa na jędrność owoców, która jest jednym z głównych parametrów w ocenie ich 

dojrzałości zbiorczej. Utrata jędrności to jeden z kluczowych problemów podczas 

pozbiorczego przechowywania owoców, w tym jabłek (Hasan i in., 2024; Johnston i in., 

2002). Ponadto celuloza, hemicelulozy i ligniny są kluczowymi elementami biomasy 

wykorzystywanej do produkcji biopaliw (de Souza i in., 2013). Odpady rolnicze i 

przetwórstwa żywnościowego są wciąż niedocenianym źródłem cennych 
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polisacharydów, które z uwagi na właściwości fizykochemiczne znajdują szereg 

zastosowań w przemyśle (Li i in., 2020). Kompozyty na bazie celulozy i hemiceluloz to 

obiecujące materiały, których proces wytwarzania jest wciąż udoskonalany w celu 

otrzymania materiałów opakowaniowych wysokiej jakości (Chen i in., 2016; Macedo i 

in., 2022; Mugwagwa i Chimphango, 2020). Ogólnie, włókna celulozowe z uwagi na 

dobrą wytrzymałość mechaniczną wykorzystywane są w produkcji tekstyliów i papieru 

(Li i in., 2020). Polisacharydy stosowane są również jako bioadsorbenty w procesach 

oczyszczania wody z metali ciężkich (Zhao, 2011). Znalazły wiele zastosowań także w 

kosmetyce, farmacji i medycynie (Bais i in., 2005; Gong i in., 2022; Mohammed i in., 

2021). 

1.2.  Celuloza 

Celuloza jest homopolimerem zbudowanym z łańcucha reszt D-glukozy 

połączonych wiązaniem β-1,4-glikozydowym. Jej właściwości fizyczne, takie jak masa 

cząsteczkowa i stopień krystaliczności, zależą od źródła pochodzenia (Saxena i Brown, 

2005; Szymańska-Chargot i in., 2019), przy czym jej skład chemiczny pozostaje 

niezmienny. Równoległe ułożenie łańcuchów celulozowych i odpowiednia geometria 

reszt glukozowych w łańcuchu, tj.  dwie sąsiednie jednostki glukozy  skręcone o 180° 

względem siebie, determinują tworzenie wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych  

pomiędzy grupami hydroksylowymi jednostek glukozy a tlenem w pierścieniu 

cyklicznym kolejnej jednostki glukozy (O3–H⋅⋅⋅⋅O5) oraz (O2–H⋅⋅⋅⋅O6) i 

międzycząsteczkowych wiązań wodorowych (O3–H⋅⋅⋅⋅O6). Łańcuchy polimerowe 

celulozy łączą się w mikrofibryle, które zakłada się, że są zbudowane z wysoce 

krystalicznego rdzenia, otoczonego mniej uporządkowanymi łańcuchami lub z części 

krystalicznych, które są rozdzielone obszarami amorficznymi wzdłuż fibryli. Na 

powierzchni mikrofibryli celulozowych występują zarówno obszary hydrofilowe, jak i 

hydrofobowe (Lin i in., 2016). W roślinnej ścianie komórkowej występuje w większości 

celuloza krystaliczna, określana jako celuloza typu I, którą rozróżnia się na dwa rodzaje 

polimorficzne: Iα i Iβ. Celuloza Iβ dominuje w ścianie komórkowej roślin wyższych, 

natomiast w glonach i celulozie bakteryjnej przeważa celuloza Iα. W celulozie typu I 

łańcuchy polimerowe ułożone są równolegle do siebie. Natomiast rodzaje polimorficzne 

Iα i Iβ celulozy różnią się układem krystalograficznym: dla rodzaju  Iα występuje układ 

trójskośny, a dla  Iβ jednoskośny (Imai i Sugiyama, 1998; Šturcova i in., 2004), co zostało 

schematycznie przedstawione na Rysunku 1.  
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Stopień krystaliczności jest parametrem oceny struktur krystalicznych polimeru - 

a dokładniej jest to stosunek części krystalicznych do amorficznych, który można 

wyznaczyć za pomocą dyfrakcji rentgenowskiej (XRD), metod spektroskopii Ramana lub 

w podczerwieni (IR) oraz rezonansu magnetycznego (NMR) (Lee i in., 2015). Struktura 

krystaliczna celulozy wpływa na jej właściwości mechaniczne. Wraz ze wzrostem stopnia 

krystaliczności wzrasta sztywność fibryli celulozowych oraz zmniejsza się zdolność 

sorpcji wody (Jarvis, 2023) 

 

Rysunek 1. Struktura molekularna celulozy, przedstawiająca układ poszczególnych 

wiązań (rys. 1a). Schematyczny układ łańcuchów polimerowych w strukturze celulozy Iα 

i Iβ, różne kolory obrazują reszty glukozy, które są skręcone o 180° względem siebie. 

Strzałkami zaznaczone są pojedyncze łańcuchy celulozy (rys. 1b). Schematyczny obraz 

elementarnej fibryli celulozy roślinnej z zaznaczonymi powierzchniami 

krystalograficznymi oraz powierzchniami hydrofilowymi i hydrofobowymi, a także jeden 

z proponowanych  schematów mikrofibryli celulozowej zawierającej krystaliczny rdzeń 

i mniej uporządkowaną, amorficzną warstwę zewnętrzną (rys. 1c). Opracowanie własne 

na podstawie Zugenmaier (2008) i Pękala i in. (2023). 

 

1.3.  Hemicelulozy 

Hemicelulozy to grupa polisacharydów o budowie podobnej do celulozy pod 

względem obecności wiązań β-1,4-glikozydowych. Jednak, w ich cząsteczkach 

dodatkowo występują również reszty cukrowe połączone wiązaniem β-1,3-

glikozydowym oraz β-1,6-glikozydowym (Tang i in., 2023). Hemicelulozy, w 

przeciwieństwie do celulozy, są heteropolisacharydami, które mogą posiadać 

rozgałęzione łańcuchy boczne, a ich skład jest zależny od gatunku, organu rośliny oraz 

jej stadium rozwojowego. 

Ksyloglukan to główny przedstawiciel hemiceluloz, który obficie występuje w 

ścianie komórkowej roślin dwuliściennych (Pauly i Keegstra, 2016; Scheller i Ulvskov, 
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2010). Polimer ten zbudowany jest z łańcucha monomerów β-D-glukozy połączonych 

wiązaniem β-1,4-glikozydowym, z rozgałęzieniami w pozycji O-6 w postaci α-D-ksylozy, 

do których często są przyłączone reszty β-D-galaktozy występującej pojedynczo lub z 

dołączonymi do niej resztami α-L-fukozy i α-L-arabinozy (Cavalier i Keegstra, 2006; Fry, 

1989; Hayashi, 1989). Ksyloglukan w roślinnej ścianie komórkowej może być 

acetylowany, a grupy acetylowe są przyłączone w pozycji O-3, O-4 glukozy (Ray i 

in.,2014) w łańcuchu głównym oraz w pozycji O-6 galaktozy łańcucha bocznego (Gille i 

Pauly, 2012). 

Do hemiceluloz należą również glukomannany - liniowe polimery zbudowane z 

monomerów D-mannozy i D-glukozy połączonych wiązaniem β-1,4-glikozydowym. 

Galaktoglukomanny dodatkowo zawierają galaktozę w pozycji O-6 (Scheller i Ulvskov, 

2010). Mannany w roślinnej ścianie komórkowej ulegają acetylacji, głównie z 

podstawieniem grupy acetylowej w pozycjach O-2, O-3 mannozy (Pauly i Ramírez, 

2018). 

Kolejnymi przedstawicielami hemiceluloz są ksylany, zbudowane  z łańcucha β-

1,4-D-ksylozy. W pozycjach O-2 i/lub O-3 ksylozy mogą występować podstawienia w 

postaci α-L-arabinozy, β-D-galaktozy, kwasu glukuronowego oraz innych reszt 

monosacharydowych, stanowiących od 10 do nawet 90 % szkieletu ksylanu  (Albersheim 

i in., 2010). Xylan występujący w pierwotnej ścianie komórkowej traw składa się w 60 

% z arabinozy i w 40 % z ksylozy (Dervilly-Pinel i in., 2004). Natomiast zawartość 

arabinoksylanu w pierwotnej ścianie komórkowej roślin dwuliściennych jest niska i 

wynosi ok. 5 %, w przeciwieństwie do roślin jednoliściennych, gdzie sięga ona 30 – 40 

% (Dervilly-Pinel i in., 2004). Z kolei glukuronoksylany oraz glukuronoarabinoksylany 

dodatkowo zawierają reszty kwasu glukuronowego w strukturze, jednakże występują one 

głównie we wtórnych ścianach komórkowych. Ksylany również ulegają acetylacji w 

ścianie komórkowe roślin w pozycji O-2 i/lub O-3 ksylozy (Busse-Wicher i in., 2014). 

1.4.  Pektyny 

Pektyny to polisacharydy składające się głównie z łańcucha reszt kwasu D-

galakturonowego połączonych wiązaniem α-1,4-glikozydowym (Albersheim i in., 1960; 

Koller i Neukom, 1964). W roślinnej ścianie komórkowej pektyny tworzą rozbudowane 

sieci, w których można wyróżnić specyficzne regiony: tj. tzw. „gładkie regiony” (z ang. 

smooth), bogate w homogalakturonany oraz tzw.  „rozgałęzione regiony” (z ang. hairy), 
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bogate w ramnogalakturonany. Homogalakturonan (HG) to liniowy homopolimer 

zbudowany z reszt kwasu D-galakturonowego, który w roślinnej ścianie komórkowej 

może być metylowany w pozycji O-6 i/lub acetylowany w pozycji O-2 i O-3 (Costa i 

Plazanet, 2016). Ramnogalakturonan typu I (RG I) to rozgałęziony heteropolimer o 

powtarzających się sekwencjach disacharydów, składających się z reszt kwasu α-1,4-

galakturonowego i α-1,2-ramnozy (Costa i Plazanet, 2016; Heredia i in., 1995). Ponadto, 

RG I zawiera w rozgałęzieniach arabinany, galaktany i arabinogalaktany (Kaczmarska i 

in., 2022). RG I również może być metylowany w pozycji O-6 i acetylowany  w pozycji 

O-2 i O-3 reszty kwasu galakturonowego oraz w pozycji O-3 ramnozy (Gille i Pauly, 

2012). Ramnogalakturonany typu II (RG II) to najbardziej złożone struktury pektyn, 

zbudowane z łańcucha głównego reszt kwasu D-galakturonowego, zawierające 

zróżnicowane i rozbudowane łańcuchy boczne składające się z D-ksylozy, L-arabinozy, 

L-fukozy, apiozy, L-ramnozy, kwasu D-glukuronowego, D-galaktozy oraz licznie 

podstawione grupy metylowe i/lub acetylowe. 

 

 

Rysunek 2. Schemat struktury głównych polisacharydów roślinnej ściany komórkowej. 

Opracowanie własne na podstawie Pękala i in. (2023). 
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1.5.  Odziaływania w roślinnej ścianie komórkowej 

Modele struktury roślinnej ściany komórkowej ukazują, że jest to układ ułożonych 

warstwowo mikrofibryli celulozowych, umieszczonych w macierzy składającej się z 

hemiceluloz i pektyn. Mikrofibryle stykają się ze sobą bezpośrednio, a także mogą 

występować pomiędzy nimi pośrednie połączenia poprzez niekowalencyjne wiązania z 

polimerami macierzy. Starsze modele ukazywały, że ksyloglukan, który wykazuje duże 

powinowactwo do celulozy, może pokrywać mikrofibryle celulozowe (Barbacci i in., 

2013; Cosgrove, 2005). Z kolei w najnowszym modelu, ksyloglukan jest połączony 

jedynie z ograniczonymi obszarami mikrofibryli celulozowych, tworząc specyficzne tzw. 

biomechaniczne połączenia (z ang. biomechanical hotspots) (Park i Cosgrove, 2015). 

Niekowalencyjne wiązania pomiędzy polisacharydami obejmują oddziaływania 

międzycząsteczkowe, takie jak: wiązania wodorowe, siły van der Vaalsa, siły dyspersyjne 

i oddziaływania hydrofobowe (Gu i Catchmark, 2013; Pękala i in., 2023; Yang i in., 

2019). Badania oddziaływań pomiędzy hemicelulozami, pektynami a celulozą w 

roślinnej ścianie komórkowej są prowadzone między innymi za pomocą modelowych 

badań adsorpcji in vitro oraz symulacji metodami dynamiki molekularnej (Kishani i in., 

2021; Oehme i in., 2015; Yao i in., 2021).   

Źródło oddziaływań pomiędzy polisacharydami macierzy a celulozą upatruje się 

w strukturze tych polisacharydów. Z uwagi na to, że polisacharydy są bogate w grupy 

hydroksylowe, szczególną uwagę poświęca się możliwym wiązaniom wodorowym typu 

O-H…O. Wiązanie takie to elektrostatyczne oddziaływanie pomiędzy grupą donorową 

protonu (tj. grupa –OH, złożona z silnie elektroujemnego atomu tlenu połączonego 

wiązaniem kowalencyjnym spolaryzowanym z atomem wodoru; polaryzacja tego 

wiązania skutkuje powstaniem „niedoboru” elektronów po stronie wodoru) i 

posiadającym wolną parę elektronową atomem tlenu (akceptorem protonu), co zostało 

schematycznie przedstawione na Rysunku 3. 
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Rysunek 3. Schemat wiązania wodorowego O-H…O. 

Do niedawna doniesienia literaturowe wskazywały, że wiązania wodorowe pełnią 

główną rolę w połączeniach pomiędzy celulozą a polimerami niecelulozowymi 

(Brummell, 2006; Gu i Catchmark, 2013; Hatfield i Ronald, 1993; Heredia i in., 1995). 

Jednakże, są to wiązania słabe, wrażliwe na otaczające warunki i mogą mieć mniej 

znaczący udział niż zakładano. Z drugiej strony, z uwagi na ich liczebność w łańcuchu 

polimerowym, nabierają większego znaczenia w ujęciu całościowym. Pomimo tego, że 

nie stanowią głównej siły napędowej adsorpcji polisacharydów niecelulozowych na 

powierzchni celulozy, to mogą przyczyniać się do specyficznego gromadzenia się tych 

makrocząsteczek oraz stabilizacji zaadsorbowanych łańcuchów polisacharydowych. Jest 

to zgodne z ostatnimi wynikami badań sumulacji MD, które wykazały, że zaadsorbowany 

ksylan przyjął konformację zbliżoną do celulozy i utworzony kompleks przypominał 

przedłużenie struktury celulozy, włącznie z siecią wiązań wodorowych (Simmons i in., 

2016; Wohlert i in., 2022). 

Wohlert i in. (2022) wykazali, że w układach, gdzie rozpuszczalnikiem jest woda, 

tworzenie wiązań wodorowych pomiędzy celulozą i innymi polisacharydami macierzy 

jest procesem konkurencyjnym do tworzenia wiązań wodorowych pomiędzy celulozą a 

cząsteczkami wody. Ponadto, z termodynamicznego punktu widzenia, utworzenie 

słabych wiązań wodorowych nie wpływa na zmianę energii swobodnej układu, a więc 

nie zapoczątkuje adsorpcji. Najnowsze badania skłaniają się w stronę zastosowania 

oddziaływań hydrofobowych w opisach procesów adsorpcji hemiceluloz na powierzchni 

celulozy (Heinonen i in., 2022; Kishani i in., 2021; Yao i in., 2021). 

Polisacharydy niecelulozowe w roślinnej ścianie komórkowej są acetylowane, a 

grupy acetylowe przyłączają się do grup hydroksylowych reszt monosacharydowych. 

Zgodnie z tym, że grupy acetylowe to grupy hydrofobowe, a grupy hydroksylowe to 

grupy hydrofilowe, to te substytucje w strukturze polisacharydów mogą wpływać na 
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zmianę ich właściwości fizykochemicznych. Ponadto, obecność grup acetylowych może 

również wpływać na zmiany konformacji łańcucha, dostępność wolnych grup 

hydroksylowych polisacharydów, a w konsekwencji na oddziaływania z celulozą. Jednak 

w literaturze wciąż brakuje jednoznacznych wyników badań dotyczących roli 

podstawników grupy acetylowej w oddziaływaniach polisacharydów niecelulozowych z 

celulozą.   
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2. Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej 

Hipoteza badawcza 

Jabłka to owoce przechowalnicze, dla których kluczowym jest utrzymanie 

wysokiej jakości po zbiorach. Szczególnie ważnym parametrem jakościowym jest 

jędrność, która warunkuje akceptację konsumencką. Jej utrata stanowi poważny problem 

podczas przechowywania jabłek. Wraz z rozwojem owoców dochodzi do przebudowy 

ściany komórkowej, która wpływa na ich właściwości mechaniczne, a w tym jędrność. 

Zachodzą zmiany w strukturze polisacharydów niecelulozowych, które mogą mieć 

wpływ na oddziaływania z celulozą. Chociaż struktura polisacharydów jest już dobrze 

poznana, to wciąż w literaturze brakuje wyjaśnienia w jaki sposób te komponenty są ze 

sobą połączone i jaki mają wpływ na integralność ściany komórkowej. Polisacharydy 

niecelulozowe są natywnie acetylowane w ścianie komorkowej, natomiast nadal nie 

wykazano jednoznacznych zmian stopnia acetylacji zachodzących wraz z rozwojem 

rośliny. Uważa się, że najbardziej dynamiczne zmiany podczas rozwoju owoców 

dotykają struktury pektyn (Zdunek i in., 2016) i to one mają dominujący wpływ na 

strukturę ściany komórkowej, integralność tkanki, a tym samym na jakość owoców. Z 

drugiej strony, stosunkowo niedawno zostało podjęte zagadnienie oddziaływań 

hemiceluloz i celulozy w ścianie komórkowej. Dotychczas przeprowadzono 

eksperymenty modelowe wykazujące wpływ oddziaływania pomiędzy hemicelulozami i 

celulozą bakteryjną na właściwości mechaniczne filmów celulozowych (Chibrikov i in., 

2024). Jednak w powyższych badaniach został pominięty aspekt stopnia acetylacji 

polisacharydów niecelulozowych. Grupy acetylowe przyłączają się do grup 

hydroksylowych reszt monosacharydowych, wpływając na ich właściwości 

fizykochemiczne, w tym właściwości powierzchniowe i konformację. Dodatkowo, 

dotychczas podkreślano rolę grup hydroksylowych w liniowych hemicelulozach, 

tworzących wiązania wodorowe z celulozą. Biorąc powyższe pod uwagę postawiono 

następującą hipotezę: 

Acetylacja polisacharydów niecelulozowych utrudnia ich oddziaływania z 

mikrofibrylami celulozy, a tym samym zmniejsza integralność ściany komórkowej i 

tkanki roślinnej. 

 



26 

 

Cel rozprawy doktorskiej 

Głównym celem rozprawy doktorskiej było określenie wpływu stopnia acetylacji 

polisacharydów niecelulozowych (hemiceluloz, pektyn) na właściwości mechaniczne i 

mikrostrukturę tkanki roślinnej.  

Główny cel badań realizowano poprzez następujące cele szczegółowe: 

• Wykazanie zmian stopnia acetylacji polisacharydów niecelulozowych 

wyizolowanych ze ściany komórkowej jabłek w terminach: przedzbiorczego 

dojrzewania na drzewie, zbioru i pozbiorczego przechowywania [P.2, P.3]; 

• Wykazanie wpływu stopnia acetylacji polisacharydów niecelulozowych na utratę 

jędrności jabłek podczas pozbiorczego przechowywania [P.2]; 

• Wykazanie różnic w dystrybucji acetylowanych i deacetylowanych 

polisacharydów niecelulozowych w ścianie komórowej [P.3]; 

• Wykazanie oddziaływań pomiędzy polisacharydami niecelulozowymi a celulozą 

mikrofibrylarną [P.4] 

• Wykazanie wpływu acetylacji polisacharydów na oddziaływania z celulozą 

mikrofibrylarną [rozdział 5] 

Zaplanowano badania dotyczące analizy zmian strukturalnych polisacharydów 

bezpośrednio izolowanych ze ściany komórkowej jabłek z różnych terminów dojrzałości 

przedzbiorczej i pozbiorczego przechowywania oraz ich korelację ze zmianami jędrności. 

Analizowano mikrostrukturę tkanki roślinnej i dystrybucję głównych polisacharydów. 

Następnie  przeprowadzono modelowe badania adsorpcyjne, które dostarczyły informacji 

na temat oodziaływań pomiędzy poszczególnymi polisacharydami i pozwoliły nakreślić 

obraz oddziaływań zachodzących w ścianie komórkowej. Każdy etap badań 

koncentrował się na roli grup acetylowych w strukturze polischarydów niecelulozowych.  
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3. Materiały i metody 

3.1.  Materiał roślinny 

Materiał badawczy stanowiły jabłka (Malus domestica) dwóch odmian: Pinova 

oraz Idared. Jabłka zostały zebrane w 2021 r. z dwóch sadów w miejscowości Stasin, w 

pobliżu Lublina, z oznaczonych 10 drzew, w odstępach jednego tygodnia od 21 września 

(T1, T2, T3) do przewidywanej, optymalnej daty zbioru (T4), określonej przez 

sadownika. Jabłka z (T4) były przechowywane w chłodni w temperaturze 2 °C i 

normalnej atmosferze przez 1 miesiąc (T5), 2 miesiące (T6) i 3 miesiące (T7). Dla 

każdego terminu zebrano po 20 jabłek bez skaz i o podobnej wielkości. 

Jabłka z każdego terminu poddano pomiarom jędrności i sporządzono skrawki 

tkanek do badań mikrospektroskopii Ramana. Następnie, owoce zostały obrane, 

wydrążone i zhomogenizowane do postaci pulpy przy użyciu homogenizatora 

laboratoryjnego (Zauberstab, ESGE, Hockenheim, Szwajcaria), którą zamrożono w 

temperaturze -18 °C do dalszych badań. 

 

Rysunek 4. Schemat terminów zbiorów i pozbiorczego przechowywania jabłek. 

Opracowanie własne z wykorzystaniem Biorender.com. 

3.2.  Podstawowa ocena dojrzałości zbiorczej owoców 

Ocenę dojrzałości zbiorczej owoców przeprowadzano na podstawie 

podstawowych parametrów przyjętych dla jabłek, tj.: test jodowy, całkowita zawartość 

rozpuszczalnych substancji stałych (SSC, z ang. Soluble solid content), sucha masa oraz 

jędrność (F, z ang. Firmness). 

Wykonano test jodowy na obecność skrobi dla jabłek Idared i Pinova T1-T7. Dla 

każdego przypadku test przeprowadzano na pięciu jabłkach. Jabłka przekrojono 

dokładnie na pół, wzdłuż równika jabłka, a następnie zanurzono w roztworze jodu (40 g 
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KI + 10 g I2 w 1 L wody destylowanej) przez 1 minutę. Kolejno, pozostawiono do 

wyschnięcia w temperaturze pokojowej 23 ± 1 °C i sfotografowano (Doerflinger i in., 

2015; Peirs i in., 2002; Szymanska-Chargot i in., 2015).   

Całkowitą zawartość rozpuszczalnych substancji stałych (SSC) oznaczano za 

pomocą cyfrowego refraktometru, opartego na skali Brixa (PAL-BX/R1, Atago Co. Ltd., 

Tokio, Japonia). Pulpę jabłkową przefiltrowano przez filtr nylonowy o średnicy porów 

11 μm, a następnie kroplę filtratu umieszczano na pryzmacie refraktometru  (Szymanska-

Chargot et al., 2012). Pomiar powtarzano pięciokrotnie dla każdej próbki. 

Suchą masę miąższu jabłka wyznaczono za pomocą wagosuszarki (RADWAG, 

MAC 50/1/NP., Radom, Polska). Pomiary wykonywano na próbkach zhomogenizowanej 

pulpy miąższu jabłka o wadze ok. 1 g w temperaturze 105 °C aż do osiągnięcia stałej 

wagi. Wykonano trzy powtórzenia dla każdej próbki. 

Wyznaczenie jędrności jabłek przeprowadzono przy użyciu maszyny 

wytrzymałościowej Lloyd LRX (Lloyd Instruments Ltd., Hampshire, Wielka Brytania) z 

czujnikiem siły o wartości 500 N. Zastosowano standardowy test nakłuwania za pomocą 

sondy cylindrycznej (o średnicy 11,1 mm) z prędkością 20 mm/min i maksymalną 

głębokością penetracji 8 mm, zgodnie z metodą opisaną przez Zdunek i in. (2010). 

Badano jędrność miąższu jabłka, dlatego bezpośrednio przed nakłuciem została usunięta 

skórka. Jędrność (F) zdefiniowano jako maksymalną wartość siły potrzebnej do przebicia 

miąższu jabłka i wyrażono ją w niutonach (N). Pomiary przeprowadzono dla ośmiu jabłek 

z każdego terminu T1-T7 i dwóch odmian jabłek. 

3.3.  Ekstrakcja materiału ściany komórkowej 

Materiał ściany komórkowej (CWM, z ang. Cell Wall Material) ekstrahowano z 

pulpy jabłkowej. Ekstrakcję przeprowadzono zgodnie z metodą ekstrakcji 

nierozpuszczalnych substancji stałych w gorącym alkoholu, zgodnie z Renard (2005). 

150 g pulpy miąższu jabłkowego umieszczono w nadmiarze 70 % roztworu etanolu w 

stosunku 1:10 (w/v), gotowano przez około 20 minut i przefiltrowano przez filtr 

nylonowy o średnicy porów 11 μm. Procedurę przemywania 70 % etanolem powtórzono 

kilkukrotnie, a następnie zastosowano 96 % etanol, aż do uzyskania ujemnego wyniku na 

obecność cukrów w przesączu, zgodnie z metodą Dubois (Dubois et al., 1956). 

Otrzymany osad został przemyty acetonem, wysuszony w temperaturze 40 °C i zmielony 

w młynie kulowym (Retsch MM400) z częstotliwością 20 Hz przez 20 min. 
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3.4.  Ekstrakcja sekwencyjna polisacharydów ściany komórkowej 

Przeprowadzono ekstrakcję sekwencyjną polisacharydów z materiału ściany 

komórkowej (CWM). Frakcje pektyn rozpuszczalnych w wodzie (WSP), pektyn 

rozpuszczalnych w imidazolu (ISP) oraz hemiceluloz rozpuszczalnych w wodorotlenku 

potasu (KOH) uzyskano zgodnie z metodą opisaną przez Redgwell i in. (2008) oraz 

Szymańska-Chargot i in. (2013). Natomiast frakcję natywnie acetylowanych 

hemiceluloz, rozpuszczalnych w chlorku litu w dimetylosulfotlenku (LiCl-DMSO), 

ekstrahowano metodą zaproponowaną przez Ray i in. (2014). Schemat ekstrakcji 

sekwencyjnej przedstawiono na Rysunku 5. 

 
Rysunek 5. Schemat ekstrakcji sekwencyjnej polisacharydów z CWM. Frakcje 

polisacharydowe bogate w pektyny: WSP – pektyny rozpuszczalne w wodzie, ISP – 

pektyny rozpuszczalne w imidazolu; bogate w hemicelulozy: LiCl-DMSO – natywnie 

acetylowane hemicelulozy rozpuszczalne w LiCl-DMSO, KOH – hemicelulozy 

rozpuszczalne w 4M KOH. Opracowanie własne na podstawie Pękala i in. (2025a). 

 

Do 300 mg CWM dodano 30 mL wody destylowanej i mieszano na rotatorze 

laboratoryjnym przez noc (ok. 16 h) w temperaturze pokojowej 23 ± 1 °C. Próbki 

odwirowano (20 min, 20 °C, 9000 × g) i roztwór znad osadu przefiltrowano przez sączek 

nylonowy o średnicy porów 11 µm (Millipore), a następnie przesącz zamrożono i 

zliofilizowano. Uzyskano frakcję pektyn WSP. 

Do osadu dodano 30 mL imidazolu-HCl (0,5 mol·L−1 imidazolu zobojętnionego 

do pH 7 za pomocą HCl) i mieszano na rotatorze przez noc (ok. 16 h) w temperaturze 2 

°C. Osad odwirowano i roztwór znad osadu przefiltrowano, uzyskując przesącz ISP1. 
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Następnie do osadu dodano ponownie 30 mL 0,5 mol·L−1 imidazolu-HCl i mieszano na 

rotatorze przez 2 h w temperaturze pokojowej 23 ± 1 °C. Osad odwirowano i 

przefiltrowano, uzyskując przesącz ISP2. Przesącze ISP1 i ISP2 połączono w jedną 

frakcję pektyn ISP. 

Do osadu dodano 60 mL roztworu LiCl-DMSO (0,2 mol·L−1 LiCl w DMSO, 

dokładnie: 84 g LiCl w 1 L DMSO) i mieszano w łaźni wodnej w temperaturze 50 °C 

przez 48 godzin. Zawiesinę schłodzono, odwirowano i przefiltrowano, uzyskując 

przesącz frakcji hemiceluloz LiCl-DMSO. 

Do osadu dodano 15 mL roztworu KOH z NaBH4 (4 mol·L-1 KOH + 0,01 mol·L-

1 NaBH2) i mieszano na rotatorze przez 2 h w temperaturze 2 °C. Kolejno, próbki 

odwirowano i przefiltrowano, a przesącz zobojętniono za pomocą HCl. Uzyskano frakcję 

hemiceluloz KOH. 

Przesącze ISP, LiCl-DMSO i KOH dializowano za pomocą membran 

(Spectra/Por 6 MWCO 1000, Roth) wobec wody destylowanej, aż do uzyskania stałej 

przewodności wody, a następnie zamrożono i zliofilizowano. Wszystkie liofilizaty 

przechowywano w eksykatorze przed dalszymi badaniami. 

3.4.1. Skład monosacharydowy 

Skład monosacharydowy frakcji polisacharydów WSP, ISP, LiCl-DMSO został 

wyznaczony zgodnie z metodą opracowaną przez Zhang i in. (2018) z pewnymi 

modyfikacjami, opisanymi przez Cybulska i in. (2022). Do ok. 1 mg próbki danej frakcji 

dodano 2 mol·L-1 metanolowego roztworu HCl i ogrzewano w temperaturze 80 °C przez 

72 h, a następnie hydrolizowano z 2 mL 3 mol·L-1 roztworu kwasu trifluorooctowego 

(TFA) w temperaturze 100 °C przez 7 h. Kolejno dodano 1 mL wody, 50 μl 0,3 mol·L-1 

NaOH oraz 50 μL 0,5 mol·L-1 roztworu 1-fenylo-3-metylo-5-pirazolonu (PMP) w 

metanolu i inkubowano w temperaturze 70°C przez 60 minut.  Próbki zneutralizowano 

50 μl 0,3 mol·L-1 HCl, ekstrahowano chloroformem i przefiltrowano przez membranę o 

średnicy porów 22 μm bezpośrednio do fiolek HPLC. Dla standardów monosacharydów 

(arabinoza, fukoza, galaktoza, kwas galakturonowy, glukoza, kwas glukuronowy, 

mannoza, ramnoza i ksyloza) została przeprowadzona taka sama procedura, jak dla 

próbek frakcji polisacharydów.  
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Próbki analizowano przy użyciu systemu HPLC, składającego się z pompy 

czwartorzędowej 1130 HPLC, podajnika próbek S 5300, termostatu S 4120 i detektora 

PDA S 3350 (Sykam GmbH, Gewerbering, Niemcy) wyposażonego w kolumnę 

analityczną Zorbax Eclipse XDB-C18 (średnica wewnętrzna 4,6 mm × 250 mm, 5 μm) 

połączoną z kolumną ochronną Agilent Eclipse XDB-C18 (średnica wewnętrzna 4,6 mm 

× 12,5, 5 μm). Zastosowano elucję izokratyczną. Faza ruchoma składała się z A: 0,1 

mol·L-1 buforu fosforanowego (pH 6,7) i B: 50 % v/v roztworu 0,1 mol·L-1 buforu 

fosforanowego w acetonitrylu, w stosunku A:B wynoszącym 69:31 % (v/v). Objętość 

dozowanej próbki wynosiła 20 μL, prędkość przepływu 1,8 mL/min, temperatura 30 °C, 

a długość fali detekcji wynosiła 246 nm. Dla każdej próbki wykonano trzy powtórzenia. 

3.4.2. Stopień acetylacji i metylacji 

Stopień acetylacji (DAc) i metylacji został (DM) wyznaczony dla frakcji 

polisacharydów. Oznaczenie wykonano za pomocą chromatografu HPLC, zgodnie z 

metodą opisaną przez Levigne i in. (2002). Do 5 mg próbki dodano 0,5 mL 0,2 mol·L-1 

NaOH i inkubowano ją przez 2 h w temperaturze 4 °C. Następnie dodano 0,5 mL 0,2 

mol·L-1 H2SO4, odwirowano i przefiltrowano przez sączek strzykawkowy o średnicy 

porów 0,22 μm. Zadozowano 20 μl próbki do systemu HPLC. Parametry analizy 

chromatograficznej były następujące: faza ruchoma – 4 mmol·L-1 H2SO4, prędkość 

przepływu 0,8 ml/min, kolumna C18 (4,6 x 250 mm, 5 μm) i detektor RI. Kwas octowy 

i metanol wykorzystano jako standardy zewnętrzne; analizowano je w takich samych 

warunkach jak próbki frakcji. Dla każdej próbki wykonano trzy powtórzenia.  

Stopień acetylacji i metylacji dla frakcji polisacharydów WSP, ISP, LiCl-DMSO, 

KOH wyrażono jako procentową wagową zawartość kwasu octowego/metanolu w próbce 

danej frakcji. Ponadto, stopień metylacji i acetylacji dla pektyn frakcji WSP i ISP 

wyrażono również jako stosunek procentowy liczby moli grupy acetylowej/metylowej do 

liczby moli GalA.  

3.4.3. Spektroskopia FT-IR 

Strukturę polisacharydów analizowano w oparciu o widma spekroskopowe w 

podczerwieni z transformacją Fouriera. Widma FT-IR zebrano przy użyciu spektrometru 

Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Scientific, Madison, WI, USA) wyposażonego w 

przystawkę pomiarową Smart iTR. Widma obejmowały zakres 4000 - 650 cm-1. Dla 

każdej próbki zebrano 200 skanów z rozdzielczością 4 cm-1. Dla każdej próbki wykonano 
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trzy widma, z których wyznaczono widmo średnie i przeprowadzono korektę linii 

bazowej za pomocą oprogramowania OMNIC (Thermo Scientific). Widma 

znormalizowano do obszaru pod widmem i przedstawiono graficznie za pomocą 

oprogramowania Origin (Origin Lab v8.5 Pro, Northampton, USA). 

3.4.4. Spektroskopia Ramana 

Strukturę polisacharydów badano również wykorzystując  widma spektroskopii 

Ramana, zebrane za pomocą konfokalnego mikroskopu Ramana alpha300RA (WITec 

GmbH, Niemcy). Zastosowano laser zielony (λ = 532 nm) o mocy roboczej 10–20 mW i 

czasie integracji 3 s. Do ogniskowania światła lasera na próbce użyto obiektywu Zeiss 

EC Epiplan-Neofluar Dic 100×/0,9 (Carl Zeiss, Niemcy). Włókno optyczne 

wielowłókniste (o średnicy 50 μm) stanowiło połączenie ze spektrometrem UHTS 300 

(WITec, Niemcy) wyposażonym w siatkę dyfrakcyjną o gęstości 600 g/mm. Sygnał 

został zarejestrowany za pomocą kamery CCD (DU401A BV, Andor, Belfast, Irlandia 

Północna). Widma zostały zarejestrowane w zakresie 0 – 4 000 cm-1. Dla każdej próbki 

zebrano pięć widm, które następnie zostały uśrednione. Graficzne przedstawienie widm 

Ramana wykonano przy użyciu oprogramowania OriginPro (Origin Lab v8.5 Pro, 

Northampton, USA). Przeprowadzono korektę linii bazowej, normalizację (powierzchnia 

do 1) oraz wygładzenie szumów za pomocą korekcji Savitzky-Golay (ProjectSix WITec, 

Niemcy). 

Widma Ramana zgodnie z powyższą procedurą zostały również zebrane dla 

polisacharydów komercyjnie dostępnych tj.: pektyna wysokoestryfikowana (pektyna z 

cytrusów, DE ≥ 85%, Sigma Aldrich), pektyna niskoestryfikowana (pektyna z cytrusów, 

DE 20–34%, Sigma Aldrich), celuloza mikrofibrylarna izolowana z jabłek, które 

wykorzystano w analizie obrazu mapowania ramanowskiego.  

3.5.  Obrazowanie Ramana 

3.5.1. Przygotowanie próbek 

Skrawki tkanek jabłek Idared i Pinova z wybranych terminów: T1, T4, T7 

przygotowano do obrazowania zgodnie ze schematem przedstawionym na Rysunku 6. 

Dwa jabłka z każdej próby przekrojono na pół i wykrojono kawałek, z którego za pomocą 

wibratomu (LEICA VT 1000S) ucięto plaster o grubości 180 μm. Próbki umieszczono na 

szkiełku mikroskopowym pokrytym folią aluminiową i pozostawiono do wyschnięcia na 

powietrzu (21 ± 1 °C, 24 h). 
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Rysunek 6. Schemat przygotowania tkanki jabłka do mapowania Ramana. Opracowanie 

własne na podstawie Pękala i in. (2025b). 

3.5.2. Pomiar map ramanowskich 

Zebrano mapy Ramana ścian komórkowych próbek za pomocą konfokalnego 

mikroskopu Ramana alpha300RA (WITec GmbH, Niemcy). Parametry sprzętowe 

zostały opisane w rozdziale 3.4.4.  Zastosowano laser zielony (λ = 532 nm) o mocy 

roboczej 10 - 20 mW i czasie integracji 3 s. Zakres spektralny wynosił 0 – 4 000 cm-1 a 

gęstość siatki dyfrakcyjnej spektrometru była równa 600 g/mm. Mapy zostały 

zarejestrowane z rozdzielczością przestrzenną 0,5 μm w kierunkach x i y. Zebrano po 

sześć map dla każdej próbki z obszaru narożnika ściany komórkowej połączeń trzech 

komórek. 

3.5.3. Analiza obrazów Ramana 

Analizę obrazów Ramana ścian komórkowych przeprowadzono za pomocą 

opogramowania Project Six (WITec, Niemcy). Analizę wstępną stanowiło 

zlokalizowanie celulozy, pektyn i hemiceluloz, w tym grup karbonylowych, za pomocą 

filtrów, którymi były liczby falowe odpowiadające charakterystycznym pasmom na 

widmie Ramana dla poszczególnych polisacharydów. Następnie przeprowadzono 

bardziej zaawansowaną analizę obrazu składowych rzeczywistych (z ang. True 

Component Analysis), gdzie zbiory danych hiperspektralnych  dopasowano do liniowych 

kombinacji widm składowych. Widma składowe stanowiły unikalne widma średnie 

frakcji pektyn (WSP, ISP) i hemiceluloz (LiCl-DMSO, KOH) oraz pektyn wysoko- i 

niskoestryfikowanych bez korekcji. 
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3.6.  Badania adsorpcji 

3.6.1. Materiały 

Celuloza mikrofibrylarna została wyizolowana z miąższu jabłek metodą opisaną 

przez Szymańska-Chargot i in. 2017. Jabłka odmiany Gala zakupiono w lokalnym sklepie 

spożywczym. Jabłka obrano, wydrążono gniazda nasienne, oddzielono sok za pomocą 

prasy, a otrzymany wytłok jabłkowy poddano izolacji celulozy. Partię 500 g wytłoku 

jabłkowego zalewano 3 L wody w temperaturze ok. 90 - 100 °C i gotowano przez 10 min 

Następnie zawiesinę przefiltrowano, do osadu dodano 3 L 1 mol·L-1 HCl i mieszano przez 

30 min w temperaturze 85 °C. Przeprowadzono filtrację i powtórzono etap z HCl. Po 

kolejnej filtracji do osadu dodano 3 L 1 mol·L-1 NaOH, mieszano  przez 30 min w 

temperaturze 85 °C i przefiltrowano. Ten etap powtórzono trzykrotnie. Osad pozostały 

po filtracji wybielano 1 – 2 % roztworem podchlorynu sodu przez 60 minut w 

temperaturze 95 – 96 °C. Osad przemywano wodą dejonizowaną, aż do neutralnego pH 

przesączu. Otrzymano zawiesinę celulozy mikrofibrylarnej w wodzie (stężenie wagowe 

ok. 10 %)  i przechowywano ją w temperaturze 4 °C. 

Dla celulozy mikrofibrylarnej został wyznaczony skład głównych 

monosacharydów: glukozy, ksylozy i mannozy. Celulozę zliofilizowano i poddano 

hydrolizie z 72 % H2SO4 przez 1 h w temperaturze pokojowej 21 ± 1 ºC, a następnie z 11 

% H2SO4 przez 2 h w 80 ºC. Osad zneutralizowano roztworem NaOH. Steżenie 

monosacharydów oznaczono za pomocą zestawów Megazyme (Brey, Irlandia): D-

Mannose/D-Fructose/D-Glucose Assay kit oraz D-Xylose Assay Kit. 

W układzie adsorpcyjnym celuloza była adsorbentem, natomiast adsorbatami były 

hemicelulozy i pektyny komercyjnie dostępne: β-D-glukan (z jęczmienia, Sigma Aldrich, 

Merck, Darmstadt, Niemcy), glukomannan (z konjacu, Megazyme Brey, Irlandia), ksylan 

(z drewna bukowego, Sigma Aldrich), ksyloglukan (z nasion tamaryndowca, Megazyme, 

Brey, Irlandia) i pektyny: galaktan (z ziemniaków, Megazyme, Brey, Irlandia), arabinan 

(z buraków cukrowych, Megazyme, Brey, Irlandia), ramnogalakturonan (z błonnika 

pektynowego sojowego, Megazyme, Brey, Irlandia), pektyny estryfikowane z owoców 

cytrusowych o różnym stopniu estryfikacji: 20 – 34 %, 55 – 70 % i ≥ 85 % (Sigma 

Aldrich, Merck, Darmstadt, Niemcy) 
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3.6.1.1. Całkowita liczba grup kwasowych celulozy 

Całkowita liczba grup kwasowych celulozy mikrofibrylarnej została oznaczona 

zgodnie z SCAN-CM 65:02 (SCAN-CM, 2006). Przeprowadzono miareczkowanie 

konduktometryczne w temperaturze pokojowej 21 ± 1 ºC. Najpier próbkę ok. 10 g 

celulozy (1 g suchej masy) protonowano 5 mL 0,01 mol·L-1 HCl przez 15 min. Kolejno 

osad zawieszono w 490 mL wody i 10 mL 0,05 mol·L-1 NaCl, następnie miareczkowano 

wobec 0,01 mol·L-1 NaOH. Osad po miareczkowaniu odzielono za pomocą sączka 

nylononowego o średnicy porów 11µm, następnie wysuszono w 40 ºC, umieszczono w 

eksykatorze do wystudzenia i zważono. Oznaczenie wykonano w trzech powtórzeniach. 

3.6.1.2. Krystaliczność celulozy 

Krystaliczność celulozy była badana za pomocą dwóch technik XRD i ssNMR. 

Przy oznaczeniach z wykorzystaniem techniki XRD, badania prowadzono za pomocą 

dyfraktometru rentgenowskiego Empyrean (PANalytical, Holandia, badania zlecone 

Laboratorium Analityczne, Wydział Chemii, Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej w 

Lublinie) i zastosowano metodę Segala (Segal i in., 1957). Indeks krystaliczności został 

określony na podstawie dyfraktogramu XRD i maksimów sygnałów pochodzących od 

części krystalicznych i amorficznych celulozy, zgodnie z równaniem (1): 

(1) CrI =
(I002−Iam)

I002
∙ 100%,  

gdzie CrI to indeks krystaliczności względnej, I002 to maksymalna intensywność pasma  

obszarów krystalicznych, Iam to maksymalna intensywność pasma obszarów 

amorficznych. 

Krystaliczność wyznaczono również na postawie analizy widma  CP/MAS 13C 

NMR celulozy zgodnie z metodyką opisaną przez Johnson i Schmidt-Rohr (2014). 

Widmo zebrano za pomocą spektrometru Bruker AVANCE NEO Ascend 400 WB, sondy 

CPMAS 4mm podwójna H/Xm, z akwizycją widma 13C multiCPMAS: akumulacja = 2K; 

rotacja = 12 kHz; T 293 K. Przetwarzano widma: LB = -20 Hz, GB=0,1 mnożenie Gaussa. 

W celu określenia powierzchni poszczególnych obszarów na widmie, związanych z 

krystalicznością, za pomocą programu PeakFit v4.12 przeprowadzono dekonwolucję. 

3.6.2. Kinetyka adsorpcji 

Badania adsorpcji prowadzono z zastosowaniem statycznej metody pośredniej. 

Mianowicie, stężenie zaadsorbowanego polisacharydu wyznaczano z różnicy stężenia 
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wyjściowego i stężenia polisacharydu w filtracie układu adsorpcyjnego. Badania 

prowadzono w łaźni wodnej z mieszaniem (200 obr./min) w temperaturze 23 ± 1 ºC. Układ 

adsorpcyjny był następujący: 4,83 g pulpy celulozy (0,5 g suchej masy), 5 g buforu PBS 

(pH 7,4, C = 0,1 mol·L-1 , I = 0,1 mol·L-1), 25 g roztworu hemicelulozy/pektyny oraz 

dodatek wody destylowanej aż do uzyskania 50 g suspensji. Stężenie wyjściowe 

roztworów hemiceluloz wysnosiło: Xlg - 400 mgL-1,  Glm - 1600 mgL-1, Gl - 800 mgL-1 

a dla Xn - 200 mgL-1.  

Próbkę suspensji pobierano z układu adsorpcyjnego w konkretnych interwałach 

czasowych od 10 min do 7,5 h, filtrowano przez filtr strzykawkowy i w otrzymanym 

roztworze oznaczano spektrofotometrycznie stężenie polisacharydu, z wykorzystaniem 

metody z kwasem siarkowym. Do 1 mL próby dodano 3 mL stężonego H2SO4, ostudzono 

i za pomocą spektrofotometru UV-VIS (Thermo Scientific Genesys 10s) zmierzono 

absorbancję przy 315 nm (Myśliwiec et al., 2016). Wykonano trzy powtórzenia. Taką 

samą procedurę pomiaru zastosowano dla standardów. 

3.6.3. Równowaga adsorpcji 

Równowagę adsorpcji wyznaczono dla polisacharydów, które adsorbowały się na 

celulozie.  Badania prowadzono w czasie odpowiadającym osiągnięciu plateau na 

wykresie ilustującym  kienetykę adsorpcji dla poszczególnych polisacharydów. Układ i 

schemat oznaczeń był taki sam jak dla kinetyki adsorpcji. Adsorpcję polisacharydów 

badano w następującym przedziale stężeń: 100 - 2 000 mgL-1 dla ksyloglukanu, 1500 – 

5000 mgL-1 dla glukomannanu, 50 – 1000 mgL-1 dla ksylanu, oraz 300 – 3000 mgL-1dla 

β-glukanu. Każdy punkt izotermy był średnią z trzech niezależnych pomiarów. 

3.6.4. Model adsorpcji 

Przetestowano różne modele adsorpcji , takie jak modele dwuparametrowe: 

Langmuira, Freundlicha, Jovanovica i Temkina; jak i modele trójparametrowe: 

Langmuira-Freundlicha, Sipsa, Totha, Fowlera-Guggenheima, Radke-Prausnitza, 

Redlicha-Petersona; oraz czteroparametrowe: Marczewskiego oraz Fritza-Schlundera. 

Spośród nich modele Freundlicha i Redlicha-Petersona wykazały najlepsze dopasowaniu 

do danych eksperymentalnych, na podstawie R2 dopasowania izoterm. Zastosowane w 

modelach równania przedstawiono poniżej. 
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Izoterma Freundlicha: 

(2)  𝑎 = 𝑘 ∙ 𝑐1/𝑛. 

Izoterma  Redlicha-Petersona  

(3) 𝑎 = 𝑎𝑚 ∙
𝑘𝑐

1+𝑘𝑐𝑛
. 

W równaniach (2) i (3), k (dm3∙mg-1) i n (bezwymiarowe) to stałe adsorpcji, am (mg∙g-1) 

to maksymalna adsorpcja, c (mg∙dm3) to równowagowe stężenie adsorbatu w roztworze. 

Do analizy kinetyki adsorpcji zastosowano równanie pierwszego rzędu: 

(4) 
𝑎𝑚

𝑎𝑒𝑞
= 1 − ∑ 𝐴𝑖

3
𝑖=1 exp⁡(−𝑘𝑖𝑡). 

W równaniu (z) aeq oznacza adsorpcję równowagową, Ai to udział i-tego procesu 

(szybkiego, umiarkowanego, wolnego) w całkowitej adsorpcji, a ki (min-1) oznacza stałą 

kinetyczną i-tego procesu, t (min)  czas. 

3.7.  Analiza statystyczna 

Wszystkie analizy wykonano z co najmniej trzykrotnym powtórzeniem, podając 

wartość średnią z odchyleniem standardowym. Konkretne testy statystyczne zostały 

wybrane po sprawdzeniu podstawowych założeń, takich jak normalność, 

homogeniczność wariancji. Przeprowadzono je za pomocą programu Statistica 13.1 

(StatSoft, Kraków, Polska). Zastosowane testy statystyczne dla wyników jędrności, 

składu monosacharydowego, stopnia acetylacji, zostały podane w publikacji P.2 Analiza 

statystyczna głównych składowych (PCA) dla danych spektroskopowych została 

przeprowadzona za pomocą programu Unscrambler 10.1 (Camo Software AS., 

Norwegia) i przedstawiona w publikacji P.3. Istotność statystyczną we wszystkich 

analizach oceniano na poziomie p < 0,05. 
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4. Omówienie wyników przedstawionych w publikacjach 

4.1.  Publikacja P.1 

Pękala, P., Szymańska-Chargot, M., Zdunek, A. (2023). Interactions between non-

cellulosic plant cell wall polysaccharides and cellulose emerging from adsorption studies. 

Cellulose, 30.15: 9221-9239 

W publikacji przeglądowej P.1 podsumowano doniesienia literaturowe dotyczące 

oddziaływań pomiędzy polisacharydami niecelulozowymi roślinnej ściany komórkowej 

i celulozą, uzyskane w wyniku badań adsorpcyjnych. Szczegółowo opisano strukturę 

polisacharydów ściany komórkowej, z wyraźnym podkreśleniem jej wpływu na 

oddziaływania. Wyjaśniono zastosowanie modelowych badań adsorpcyjnych w 

odniesieniu do oddziaływań pomiędzy polisacharydami oraz przedstawiono ogólną 

metodykę badań. Opisano zjawisko adsorpcji wraz z przytoczeniem modeli 

adsorpcyjnych dla układów celuloza – polisacharydy niecelulozowe oraz wymieniono 

rodzaje oddziaływań pomiędzy nimi. 

Modelowe badania adsorpcji polisacharydów dostarczają cennych informacji na 

temat oddziaływań pomiędzy komponentami roślinnej ściany komórkowej. W badaniach, 

adsorbent stanowi celuloza, a adsorbaty to hemicelulozy i pektyny. Kinetyka adsorpcji 

określa dynamikę procesu nagromadzania adsorbatu na powierzchni adsorbentu. 

Natomiast równowaga adsorpcji wskazuje maksymalną adsorpcję danego związku, a tym 

samym, który polisacharyd niecelulozowy ma największe powinowactwo do celulozy. 

Dopasowanie modelu adsorpcyjnego informuje o rodzaju adsorpcji, chemicznej czy 

fizycznej, a więc o rodzaju oddziaływań pomiędzy adsorbentem i adsorbatem. Metoda 

badań adsorpcji polisacharydów może przebiegać w sposób bezpośredni i pośredni. 

Pośrednia metoda polega na oznaczeniu stężenia substancji zaadsorbowanej przez 

wyznaczenie różnicy pomiędzy stężeniem wyjściowym adsorbatu a stężeniem roztworu 

nad adsorbentem. Stężenie jest określane za pomocą różnych metod analitycznych, np. 

chromatografii i spektroskopii UV-VIS. Druga metoda, polega na bezpośrednim 

oznaczeniu stężenia adsorbatu z możliwością monitorowania w czasie rzeczywistym 

grubości warstwy adsorpcyjnej, z wykorzystaniem mikrowagi kwarcowej z 

monitorowaniem dyssypacji energii (QCM-D) oraz spektroskopii powierzchniowego 

rezonansu plazmowego (SPR). 
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Najwięcej badań poświęcono odziaływaniom celulozy z ksyloglukanem, czyli 

głównym przedstawicielem hemiceluloz. Badania adsorpcyjne wykazały, że ksyloglukan 

charakteryzuje się silnym powinowactwem do celulozy. Adsorbuje się na jej powierzchni 

oraz wykazuje zdolność nie tylko do lokalnych oddziaływań z mikrofibrylami celulozy, 

ale także do ich powlekania. Ksyloglukan z roztworu o niskim stężeniu  adsorbuje się w 

ułożeniu płaskim, określanym jako pociągi (z ang. trains), podczas gdy tzw. ogony i pętle 

(z ang. tails and loops) tworzą się przy wysokim stężeniu. Ponadto, ksyloglukan o 

mniejszej masie cząsteczkowej wykazuje większą adsorpcję na celulozie. Co więcej, 

ksyloglukan może pełnić rolę promotora dalszych połączeń, na przykład z pektynami. Z 

badań literaturowych wynika, że ksylan również adsorbuje się na powierzchni celulozy, 

ale z uwagi na to, że jest mniejszą makrocząsteczką niż ksyloglukan, nie tworzy „tails 

and loops” na jej powierzchni. Badania donoszą, że makrocząsteczki ksylanu adsorbuja 

się wielowarstwowo na powierzchni celulozy i co ciekawe, w pierwszej warstwie 

adsorpcyjnej łańcuchy polimerowe przyjmują strukturę dwuskrętną, a więc dopasowują 

się do struktury celulozy. 

Jeżeli zaś chodzi o pektyny, badania adsorpcyjne wykazały ich ograniczoną 

zdolność do oddziaływań z celulozą. Miały one miejsce jedynie pomiędzy neutralnymi 

cukrami w strukturze pektyn, takimi jak: arabinoza, galaktoza i ksyloza. 

W badaniach adsorpcyjnych istotna jest analiza struktury morfologicznej 

celulozy. Krystaliczna struktura celulozy jest powiązana z większą adsorpcją 

hemiceluloz. Ponadto, adsorpcja hemiceluloz na celulozie mikrofibrylarnej może 

wpływać na agregację fibryli, a nawet na tworzenie części krystalicznych celulozy. 

Istotna jest również szczegółowa analiza struktury głównych składników układu. 

Identyfikacja grup funkcyjnych w strukturze polisacharydów może wskazać typ 

oddziaływań pomiędzy makocząsteczkami. Polisacharydy w swojej strukturze mają 

wiele grup hydroksylowych, które mogą tworzyć wiązania wodorowe. Wiele doniesień 

literaturowych podkreśla znaczenie wiązań wodorowych pomiędzy polisacharydami 

niecelulozowymi a celulozą. Natomiast najnowsze badania donoszą, że wiązania 

wodorowe nie są bezpośrednio odpowiedzialne za te oddziaływania, ale pełnią istotną 

rolę stabilizującą już połączonych układów. Wykazano również, że pomiędzy 

hemicelulozą a celulozą występują głównie oddziaływania hydrofobowe. W przypadku 

pektyn, nie wykazano znaczącej adsorpcji na celulozie, natomiast badania gruboziarnistej 

dynamiki molekularnej (CGMD, z ang. Coarse-grained Molecular Dynamics)  wskazują, 
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że pektyny są w bliskim kontakcie z celulozą. Świadczy to o tym, że mogą być 

zatrzymane pomiędzy mikrofibrylami celulozy w wyniku upakowania przestrzennego, 

nieuwarunkowanego konkretnymi oddziaływaniami. Ponadto badania celulozy po 

ekstrakcji w środowisku wysokostężonych alkaliów wykazały pewne pozostałości 

hemiceluloz i pektyn, które potwierdzają prawdopodobne uwięzienie tych 

polisacharydów pomiędzy mikrofibrylami. 

Podkreślono również, że badania adsorpcyjne polisacharydów niecelulozowych z 

celulozą to badania modelowe, prowadzone doświadczalnie in vitro. Dostarczają one 

informacji na temat oddziaływań pomiędzy wybranymi komponentami ściany 

komórkowej, określając ich rodzaj, fizyczny bądź chemiczny, ale nie odzwierciedlają w 

pełni obrazu roślinnej ściany komórkowej.  

4.2.  Publikacja P.2 

Pękala, P., Szymańska-Chargot, M., Cybulska, J., Zdunek, A. (2025). Monosaccharide 

composition and degree of acetylation of non-cellulosic cell wall polysaccharides and 

their relationship to apple firmness. Food Chemistry, 470, 142639. 

W publikacji P.2 przedstawiono wyniki badań dotyczących składu 

monosacharydowego i stopnia acetylacji polisacharydów niecelulozowych oraz ich 

wpływu na jędrność jabłek. Głównym celem pracy było wyznaczenie jak zmienia się 

stopień acetylacji i skład polisacharydów niecelulozowych podczas dojrzewania i 

pozbiorczego przechowywania jabłek. Kolejnym celem pracy było wykazanie zależności 

tych zmian z utratą jędrności jabłek podczas pozbiorczego przechowywania.  

4.2.1. Ocena dojrzałości owoców 

Badania prowadzono na dwóch odmianach jabłek Idared i Pinova w terminach 

dojrzewania na drzewie/dojrzałości przedzbiorczej (T1-T3), terminie zbioru (T4) oraz 

podczas pozbiorczego przechowywania (T5-T7). Przedstawiono wyniki podstawowych 

parametrów służących do oceny i monitorowania dojrzałości jabłek, takich jak: test 

skrobiowy, jędrnośćoraz całkowita zawartość rozpuszczalnych substancji stałych (SSC). 

Zaobserwowano spadek zawartości skrobi i wzrost zawartości SSC wraz dojrzewaniem 

jabłek. Początkowo jędrność jabłek Idared i Pinova była podobna i wynosiła ok. 70 N dla 

terminów dojrzewania na drzewie i terminu zbioru T1-T4. Natomiast, po trzech 

miesiącach przechowywania w chłodni, T7,  odnotowano znaczną utratę jędrności jabłek 
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Idared. Jędrność jabłek odmiany Idared wynosiła wówczas 43 N, w przeciwieństwie do 

odmiany Pinova, której jabłka wciąż utrzymywały wysoką jędrność – 66 N.  

Idared i Pinova to tzw. odmiany późne, które osiągają dojrzałość zbiorczą w 

październiku. Wyniki podstawowych parametrów dojrzałości zbiorczej jabłek wykazały, 

że dla odmiany Idared T4 był rzeczywiście optymalnym terminem zbioru. W przypadku 

odmiany Pinova, wyniki jędrności i SSC dla T4 były właściwe dla optymalnego terminu 

zbioru, natomiast indeks skrobiowy był wysoki, co wskazywałoby na wybór przez 

sadownika zbyt wczesnego terminu zbioru  Jednakże, jabłka odmiany Pinova wykazały 

stabilną jędrność podczas przechowywania. 

4.2.2. Skład monosacharydowy  

 Wyznaczono skład monosacharydowy frakcji pektyn rozpuszczalnych w wodzie 

(WSP), pektyn rozpuszczalnych w imidazolu (ISP), natywnie acetylowanych 

hemiceluloz rozpuszczalnych w LiCl-DMSO (LiCl-DMSO) oraz hemiceluloz 

rozpuszczalnych w 4 M KOH (KOH), ekstrahowanych z materiału ściany komórkowej 

jabłek odmian Idared i Pinova w terminach T1-T7. 

We frakcji WSP udział procentowy liczby moli kwasu galakaturonowego (GalA) 

wzrósł w okresie dojrzewania na drzewie i przechowywania. Dla frakcji pozyskanej z 

jabłek odmiany Idared było to od 23 mol% (T1) do 45 mol% (T6), a dla frakcji 

wyekstrahowanej ze ściany komórkowej jabłek odmiany Pinova -  od 25 mol% (T1) do 

38 mol% (T7). Efekt ten był związany z tym, że w trakcie rozwoju owoców zachodzą 

zmiany struktury  ściany komórkowej,  m.in rozpuszczanie pektyn ściśle związanych w 

ścianie, skutkujące wzrostem zawartości pektyn słabo związanych, rozpuszczalnych w 

wodzie. Ponadto, odnotowano wzrost udziału arabinozy (Ara) w składzie frakcji WSP, 

wynoszący z 9 mol% (T1) do 33 mol% (T7) dla odmiany Idared oraz z 18 mol% (T1) do 

32 mol% (T5) dla odmiany Pinova.  Udział galaktozy (Gal) wzrósł  z 5 do 11 mol% dla 

odmiany Idared w terminach (T1-T4) a następnie zmalał podczas pozbiorczego 

przechowywania do 6 mol% (T7). W przypadku odmiany Pinova udział Gal w składzie 

monosacharydowym frakcji WSP był większy niż dla odmiany Idared i różnice pomiędzy 

odmianami były statystycznie istotne. Maksymalna wartość Gal dla odmiany Pinova 

wynosiła 15 mol% (T2), a podczas przechowywania zmniejszyła się do 11 mol% (T7). 

Udział procentowy ramnozy (Rha) w składzie frakcji WSP statystycznie istotnie różnił 

się pomiędzy odmianami, dla odmiany Idared był mniejszy niż dla odmiany Pinova i 
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wynosił odpowiednio 3 mol% i 5 mol% (T4). Ponadto, liniowość pektyn danej frakcji 

analizowano na podstawie stosunku udziału porcentowego  liczby moli GalA, który 

stanowi łańcuch główny pektyn, do sumy udziałów procentowych liczby moli 

monosacharydów występujących w rozgałęzieniach. Wykazano, że frakcja WSP z jabłek 

odmiany Idared zawierała pektyny o większej liniowości niż ta z jabłek odmiany Pinova. 

We frakcji ISP również zaobserwowano wzrost udziału GalA, wynoszącycy 34 - 

57 mol% (T1-T5) dla odmiany Idared  i 30 - 37 mol% (T1-T7) dla odmiany Pinova. 

Udział Gal zmniejszył się podczas przechowywania jabłek. W T7 wynosił on 5 mol% dla 

odmiany Idared, a 12 mol% dla odmiany Pinova. Podobnie jak dla frakcji WSP, 

występowały istotne statystycznie różnice w udziale GalA i Gal w składzie frakcji 

pomiędzy odmianami. Wykazano, że udział ramnogalakturonanów był większy we 

frakcji ISP niż WSP oraz wyższy dla odmiany Pinova niż Idared. Ponadto, frakcja 

wyekstrahowana z jabłek Pinova zawierała ramnogalakturonan typu I o dłuższym 

łańcuchu bocznym niż w przypadku odmiany Idared, obfitej w liniowe pektyny.  

We frakcji LiCl-DMSO zaobserwowano wzrost udziału głównych 

monosacharydów wchodzących w skład hemiceluloz: ksylozy (Xyl), galaktozy (Gal), 

mannozy (Man) i arabinozy (Ara). Udział Xyl wynosił 11 - 32 mol% (T2-T6) dla odmiany 

Idaredi 9 - 31 mol% (T1-T7) dla odmiany Pinova.  Udział Gal wynosił 6 - 11 mol% dla 

odmiany Idaredi 6 - 16 mol% dla odmiany Pinova. Udział  Man stanowił 8 - 23 mol% 

(T2-T7) dla odmiany Idared i 7-17 mol% (T1-T6) dla odmiany Pinova. Dodatkowo 

wykazano niski udział liczby moli fukozy (Fuc) i kwasu glukuronowego (GlcA), 

wynoszący maksymalnie dla Fuc 4 mol% we frakcji z odmiany Idared i 2 mol% z 

odmiany Pinova, a  dla GlcA 2 mol% we frakcji z odmiany Idared i 3 mol% z odmiany 

Pinova. Głównym składnikiem hemiceluloz była również glukoza (Glc), natomiast w 

przedstawionych wynikach jej udział w składzie frakcji LiCl-DMSO z jabłek w 

terminach T1-T4 był zawyżony, z uwagi na obecność skrobi, natomiast w terminach T5-

T7 nie ulegał statystycznie istotnym zmianom, wynosząc 24 -19 mol% dla odmiany 

Idared i 17 – 15 mol% dla odmiany Pinova. Przedstawiony skład monosacharydowy 

frakcji LiCl-DMSO  wskazuje na obecność fukogalkatoksyloglukanu, 

glukuronoarabinoksylanu i galaktoglukomannanu. Ponadto wykazany wzrost udziału 

procentowego liczby moli poszczególnych monosacharydów może świadczyć o wzroście 

zawartości fukogalaktoksyloglukanu, glukuronoarabinoksylanu i galaktoglukomannanu 

w ścianie komórkowej jabłek podczas dojrzewania i pozbiorczego przechowywania. 
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We frakcji KOH udział Xyl był większy niż we frakcji LiCl-DMSO, co z kolei 

świadczy o większej zawartości ksyloglukanów. Udział Xyl w składzie frakcji KOH  

statystycznie istotnie różnił się pomiędzy wynikami 34 mol% (T2) i 50 mol% (T6) dla 

Idaredu, oraz 44 mol% (T3) i 50 mol% (T7) dla Pinovy. Dodatkowo odnotowano, że  we 

frakcji KOH był on bardziej stabilny w badanych terminach niż we frakcji LiCl-DMSO. 

Udział Fuc był wyższy w składzie hemicelulozowych frakcji KOH niż LiCl-DMSO, 

ponadto statystycznie istotne różnice odnotowano pomiędzy odmianami (wyższy udział, 

wynoszący maksymalnie 6 mol%, zaobserwowano dla odmiany Pinova). Udział Glc był 

również stabilny w terminach przechowalniczych (T5-T7) i wynosił 17 - 19 mol% dla 

odmiany Idared i 15 mol% dla odmiany Pinova. Podobnie dla Gal i Man nie 

zaobserwowano trendu zmian w badanych terminach. Wykazano, że udział mannanów 

we frakcji KOH był mniejszy niż we frakcji LiCl-DMSO, natomiast we frakcji KOH 

dominowały ksyloglukany. Przedstawiony skład monosacharydowy wskazywał na 

obecność fukoksyloglukanu, którego zawartość w jabłkach była stabilna w badanych 

terminach.  

4.2.3. Stopień acetylacji 

Nie zaobserwowano trendu zmian stopnia acetylacji pektyn frakcji WSP i ISP w 

terminach dojrzewania na drzewie i terminie zbioru (T1-T4) oraz przechowywania 

pozbiorczego (T5-T7) dla obydwu odmian jabłek. Maksymalna wartość DAc dla frakcji 

pektyn była stosunkowo niska i oscylowała w granicy 3%. 

Wykazano, że frakcję LiCl-DMSO stanowią głównie acetylowane hemicelulozy. 

Ponadto, zaobserwowano wzrost stopnia acetylacji hemiceluloz podczas dojrzewania i 

przechowywania jabłek (T1-T7) dla obydwu badanych odmian, co zostało poparte 

analizą statystyczną. Dla odmiany Idared wykazano statystycznie istotne różnice między 

3,24 % dla T2 i 6,32 % dla T7, a dla odmiany Pinova między 1,60 % (T1) i 4,33 % (T7). 

Stopień acetylacji hemiceluloz był wyższy w jabłkach odmiany Idared niż  Pinova. 

Potwierdzono, że hemicelulozy frakcji KOH to hemicelulozy deacetylowane. 

Silnie alkaliczne warunki ekstrakcji hemiceluloz frakcji KOH spowodowały wystąpienie 

hydrolizy estrów i usunięcie grup acetylowych w hemicelulozach. 

4.2.4. Analiza statystyczna 

Przeprowadzono dwie analizy statystyczne PCA uzyskanych wyników, w celu 

wyznaczenia najistotniejszych zmian zachodzących w przebudowie ściany komórkowej 
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podczas dojrzewania i przechowywania jabłek oraz wykazania różnic pomiędzy 

odmianami. Ponadto wykonano analizę korelacji składu polisacharydowego z jędrnością 

jabłek. 

Pierwsza analiza PCA opierała się na wynikach jędrności, zawartości 

monosacharydów, stopnia acetylacji (DAc) i metylacji (DM). Wykres wyników PCA 

wykazał grupowanie danych według terminu i odmiany jabłek. Na grupowanie wyników 

według terminu najbardziej wpłynęła jędrność, a także udział procentowy liczby moli 

GalA w składzie frakcji WSP, DAc hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO oraz stopień 

metylacji pektyn frakcji WSP. Natomiast na grupowanie wyników według odmiany 

najbardziej wpłynęł udział procentowy liczby moli Ara we frakcji ISP, Fuc w 

hemicelulozach frakcji LiCl-DMSO i KOH i Gal we frakcjach pektyn WSP i ISP. 

Druga analiza PCA opierała się również na wynikach jędrności, DAc i DM, ale 

zamiast składu frakcji testowano współczynniki przedstawiające: liniowość pektyn, 

stosunek RG I do HG, średnią długość łańcucha bocznego RG I, udział mannanów w 

hemicelulozach,  procentową molową zawartość HG (HG%) i procentową molową 

zawartość RG I (RG%). Uzyskano rozkład wyników ze względu na odmiany, na który 

głównie wpłynęła jędrność, stosunek RG I do HG i RG% we frakcji ISP oraz liniowość 

pektyn i HG% we frakcji WSP i ISP, potwierdzając że odmiana Idared była obfitsza w 

homogalakturonany, a Pinova w ramnogalakturonany. Ponadto, na ten rozkład istotnie 

wpłynęły: DM i DAc hemiceluloz LiCl-DMSO oraz DM frakcji WSP.  

Analiza korelacji wykazała statystycznie istotną ujemną korelację jędrności z 

udziałem GalA i ramnogalakturonanów i DM pektyn frakcji WSP oraz dodatnią korelację 

jędrności z udziałem Gal w składzie frakcji ISP. Co istotne, odnotowano również 

korelację jędrności ze zmianami zachodzącymi dla frakcji acetylowanych hemiceluloz 

LiCl-DMSO. Mianowicie wykazano statystycznie istotną negatywną korelację jędrności 

ze stopniem acetylacji DAc i udziałem Man, Gal, Xyl, Ara i Fuc w składzie tej frakcji.  

4.2.5. Wnioski 

Stopień acetylacji hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO wzrósł podczas dojrzewania i 

pozbiorczego przechowywania jabłek Idared i Pinova. Natomiast, dla frakcji pektyn nie 

wykazano specyficznych zmian stopnia acetylacji polisacharydów. Utrata jędrności 

jabłek Idared podczas pozbiorczego przechowywania wykazała negatywną korelację ze 

składem i cechami strukturalnymi pektyn, tj. DM i udziałem mol% GalA dla frakcji WSP 
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oraz dodatnią korelację z udziałem mol% Gal frakcji ISP. Ponadto, zaobserwowano 

negatywną korelację jędrności z zawartością acetylowanych hemiceluloz frakcji LiCl-

DMSO, a dokładnie z DAc oraz udziałem mol% Man, Gal, Xyl, Ara i Fuc. Uzyskane 

wyniki podkreślają rolę nie tylko pektyn, lecz także acetylowanych hemiceluloz w 

dynamice zmian zachodzących w ścianie komórkowej. 
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4.3.  Publikacja P.3 

Pękala, P., Szymańska-Chargot, M., Zdunek, A. (2025). Acetylated hemicelluloses and 

esterified pectin alterations in apple cell walls during the development of two apple 

cultivars: Insights from FT-IR, Raman spectroscopy, and imaging. Food Chemistry, 493, 

146129. 

W publikacji P3 przedstawiono wyniki badań spektroskopii FT-IR i Ramana oraz 

obrazowania Ramanowskiego modyfikacji strukturalnych polisacharydów i ich 

rozmieszczenia w ścianie komórkowej jabłek. Głównym celem pracy była identyfikacja 

za pomocą metod spektroskopowych zmian strukturalnych acetylowanych hemiceluloz i 

estryfikowanych (metylowanych/acetylowanych) pektyn w ścianie komórkowej, 

zachodząca podczas dojrzewania na drzewie i pozbiorczego przechowywania dwóch, 

różniących się odmian jabłek. 

Kolejnym celem pracy było zlokalizowanie celulozy, pektyn i hemiceluloz w ścianie 

komórkowej jabłek, z rozróżnieniem na pektyny wysoko- i niskoestryfikowane oraz, co 

było nowatorskie, na acetylowane i deacetylowane hemicelulozy.  

4.3.1. Frakcje polisacharydów izolowanych ze ściany komórkowej 

jabłek 

Tak jak w pracy P.2, badano strukturę polisacharydów frakcji pektyn (WSP, ISP) 

i hemiceluloz (LiCl-DMSO, KOH) izolowanych z materiału ściany komórkowej dwóch 

odmian jabłek w terminach dojrzewania na drzewie/dojrzałości przedzbiorczej (T1-T3), 

w terminie zbioru (T4) i w czasie pozbiorczego przechowywania (T5-T7). Wybrane 

odmiany, Idared i Pinova, wykazywały podobną wartość jędrności w terminach (T1-T4), 

natomiast parametr ten różnił się istotnie dla owoców podczas pozbiorczego 

przechowywania (T5-T7). Odmiana Idared charakteryzowała się znaczną utratą jędrności 

(owoce miękkie), podczas gdy Pinova zachowała wysoką jędrność (owoce twarde). 

4.3.2. Wyniki spektroskopii FT-IR 

Obecność  grupy acetylowej w hemicelulozach i pektynach identyfikowano na 

podstawie pasm charakterystycznych: 1730–1740 cm-1 drganie rozciągające grupy 

karbonylowej νC=O, 1370 cm-1 drganie deformacyjne grupy metylowej, znajdującej się 

w grupie acetylowej δC-H w CH3 i 1242–1230 cm-1 drganie rozciągające części grupy 

estrowej w octanie νCOC. 
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Widma FT-IR frakcji WSP i ISP wykazały pasma charakterystyczne dla pektyn. 

Było to przede wszystkim pasmo przy 832 cm-1, przypisywane drganiom wiązania α-

glikozydowego. Pasmo przy 1601 cm-1 odpowiada drganiom rozciągającym anionu 

karboksylanowego νCOO- i pasmo przy 1740 cm-1 drganiom rozciągającym grupy 

karbonylowej νC=O.  Jednakże, grupa karbonylowa jest zarówno częścią grupy 

karboksylowej GalA, jak też grupy acetylowej i estrowej w pektynach, co może 

prowadzić to pewnych trudności w identyfikacji pasm. Natomiast, stosunek 

intensywności tych dwóch pasm (tj. 1600 i 1740 cm-1) pozwala oszacować poziom 

estryfikacji pektyn. Niższa intensywność pasma 1600 cm-1, a wyższa intensywność 

pasma 1740 cm-1 świadczy o wysokim stopniu estryfikacji pektyn. Zgodnie z tym, 

wykazano że pektyny frakcji WSP miały wysoki stopień estryfikacji, a pektyny frakcji 

ISP niski stopień estryfikacji. Pektyny roślinnej ściany komórkowej mogą być 

metylowane i acetylowe. Niemniej występują pewne przesunięcia charakterystycznych 

pasm dla grupy estrowej z uwagi na rodzaj podstawnika: grupa metylowa/acetylowa, co 

zostało szczegółowo opisane w publikacji. Na widmach pektyn frakcji WSP i ISP w 

zakresie 900 – 1300 cm-1 zlokalizowano pasma, które przypisano homogalakturonanom 

i ramnogalakturonanom typu I. 

Widma FT-IR hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO i KOH wykazały pasma 

charakterystyczne dla hemiceluloz: 896 cm-1 drgania wiązania β-glikozydowego oraz 

1028 cm-1 drgania rozciągające w łańcuchu cyklicznym monosacharydów νC-O, C-C. 

Intensywność pasma 896 cm-1 wzrosła w badanych terminach T1-T7 dla frakcji LiCl-

DMSO w przeciwieństwie do KOH. Potwierdza to doniesienia z wcześniejszej publikacji 

P.2, gdzie na podstawie składu monosacharydowego wykazano wzrost zawartości 

hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO. Na widmach hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO i KOH 

zlokalizowano pasma pochodzące od glukomannanów i ksyloglukanów, z 

przeważającym udziałem glukomannanów we frakcji LiCl-DMSO, a ksyloglukanów we 

frakcji KOH. Na widmach hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO zlokalizowano obecność 

pasm charakterystycznych dla podstawienia grupy acetylowej: 1730 cm-1, 1370 cm-1 i 

1242 cm-1, które potwierdziły, że LiCl-DMSO ekstrahuje natywnie acetylowane 

hemicelulozy ze ściany komórkowej jabłek. Co więcej, zaobserwowano wzrost 

intensywności tych pasm w okresie T1-T7. Frakcja LiCl-DMSO to frakcja hemiceluloz, 

jednak doniesienia literaturowe wskazują, że może ona zawierać pozostałości pektyn. 

Zatem, pasmo 1074 cm-1 mogło pochodzić od galaktanów w ramnogalakturonanie, a 1625 
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cm-1 od grupy karboksylowej kwasów uronowych w pektynach lub kwasu 

glukuronowego, który jest obecny w glukuronoksylanie. Jednakże, dane 

monosachrydowe publikacji P2 wykazuja niską zawartość kwasów uronowych we frakcji 

LiCl-DMSO, porównywalną do KOH.  

Na widmach FT-IR hemiceluloz frakcji KOH nie odnotowano pasm 

charakterystycznych dla podstawienia grupy acetylowej.  

Analiza PCA danych FT-IR ujawniła wyraźny rozkład wyników acetylowanych 

hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO na konkretne grupy terminów: okres przedzbiorczy (T1-

T3), termin zbioru (T4) i okres pozbiorczego przechowywania (T5-T7). Co istotne, na 

ten rozkład miały wpływ pasma pochodzące od grupy acetylowej i mannozy. Stąd, 

acetylowany glukomannan może być istotnym markerem zmian zachodzących w 

roślinnej ścianie komórkowej podczas rozwoju owoców. 

4.3.3. Wyniki spektroskopii Ramana 

Widma Ramana frakcji pektyn WSP i ISP wykazały podobieństwa wynikające z 

pasm charakterystycznych dla pektyn, ale zaobserwowano różnice wynikające z różnej 

estryfikacji. Mianowicie,  dla ISP odnotowano przesunięcie pasma odpowiadającego 

drganiom νC–H do wartości 2937 cm-1 w porównaniu do WSP, gdzie występowało przy 

2957 cm-1, co można powiązać z niższym stopniem estryfikacji pektyn frakcji ISP w 

porównaniu do WSP. Na to przesunięcie pasma mają wpływ estry acetylowe i metylowe, 

przy czym pasmo w okolicy 2940 cm-1 jest związane z obecnością estrów acetylowych, 

a 2960 cm-1 z estrami metylowymi. Ponadto, pasmo 1747 cm-1 νC=O miało wyższą 

intensywność na widmach frakcji WSP. 

Widma Ramana frakcji LiCl-DMSO i KOH wykazały podobieństwa wynikające 

z pasm charakterystycznych dla hemiceluloz, ale zaobserwowano różnice wynikające z 

obecności grup acetylowych. Tylko na widmie frakcji LiCl-DMSO zidentyfikowano 

pasma przypisywane grupom acetylowym w hemicelulozach: 2937 cm-1 i 1730 cm-1. 

Najintensywniejsze pasmo na widmie LiCl-DMSO miało dwa maksima przy 2897 cm-1 i 

2937 cm-1. Co istotne, dla T4 – T7 odnotowano przesunięcie pasma w kierunku ramienia 

przy 2937 cm-1, a tym samym wzrost stopnia acetylacji hemiceluloz w okresie T4-T7. 

Pasma w zakresie 1000 – 1200 cm-1 są specyficzne dla hemiceluloz. Dla glukomanannów 

występują dwa maksima przy ok. 1116 i 1087 cm-1, a dla ksyloglukanu przy ok. 1120 i 

1097 cm-1. Na tej podstawie stwierdzono, że frakcja LiCl-DMSO była obfita w 
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glukomannany w przypadku odmiany Idared, natomiast Pinova zarówno w 

glukomannany jak i ksyloglukan. Natomiast widma Ramana wykazały typowe pasma dla 

ksyloglukanu, przy czym nie odnotowano wyraźnych zmian w zakresie T1-T7. 

4.3.4. Obrazowanie Ramana 

Mikroskopię Ramana zastosowano do analizy dystrybucji polisacharydów w 

ścianie komórkowej i jej zmian podczas rozwoju jabłek Idared i Pinova (T1, T4, T7). 

Hiperspektralne mapy ramanowskie poddano dwóm oddzielnym analizom. 

Najpierw przeprowadzono analizę wstępną rozkładu intensywności pojedynczego pasma, 

a następnie wielowymiarową analizę obrazu, opartą na widmach referencyjnych 

polisacharydów frakcji WSP, ISP, LiCl-DMSO oraz pektyn wysoko- i 

niskoestryfikowanych. 

W analizie rozkładu intensywności pojedynczego pasma wybrano pasma 

markerowe: 2933 cm-1 (ściana komórkowa), 1090 cm-1 (celuloza), 850 cm-1 (pektyny), 

1750-1720 cm-1 (grupa karbonylowa). Wykazano, że w ścianie komórkowej jabłek w 

terminie przedzbiorczym (T1) i terminie zbioru (T4) dominującym polisacharydem były 

pektyny, a po trzech miesiącach przechowywania (T7) prawdopodobnie hemicelulozy. 

Jednoznaczne rozróżnienie hemiceluloz i celulozy w ścianie komórkowej za pomocą 

pasma 1090 cm-1 było niemożliwe, z uwagi na podobną strukturę tych polisacharydów. 

Dlatego też, została przeprowadzona analiza składowych rzeczywistych (z ang. True 

Component Analysis), opierająca się na widmach w pełnym zakresie liczby falowej, 

4000-0 cm-1, które są unikalne dla danego polisacharydu. Co więcej, zastosowano widma 

polisacharydów frakcji bezpośrednio izolowanych ze ściany komórkowej jabłek: pektyny 

o wyższym stopniu estryfikacji (WSP), pektyny o niższym stopniu estryfikacji (ISP), 

acetylowane hemicelulozy (LiCl-DMSO) i deacetylowane hemicelulozy (KOH). Analiza 

wykazała, że w okresie T1-T4 dominowały pektyny frakcji WSP w ścianie komórkowej. 

Co więcej, pektyny frakcji WSP były równomiernie rozłożone w ścianie komórkowej, a 

pektyny frakcji ISP wykazały tendencję do gromadzenia się w pobliżu narożnika ściany. 

W celu sprawdzenia tej zależności przeprowadzono dodatkową analizę na podstawie 

widm pektyny o wysokim stopniu estryfikacji (DE ≥85%) i pektyny o niskim stopniu 

estryfikacji (DE 20-35%). Potwierdziła ona, że pektyny o wysokim stopniu estryfikacji 

rozłożone są równomiernie wzdłuż całej ściany, a pektyny o niskim stopniu estryfikacji 

gromadzą się w narożnikach połączeń trzech komórek. Analiza umożliwiła lokalizację 
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celulozy i hemiceluloz w ścianie komórkowej oraz, co istotne, rozróżnienie między 

hemicelulozami acetylowanymi (LiCl-DMSO) i deacetylowanymi (KOH). Wykazano, że 

w T7 dominowały acetylowane hemicelulozy frakcji LiCl-DMSO. Ogólnie hemicelulozy 

nie tworzyły skupisk, przy czym acetylowane hemicelulozy (LiCl-DMSO) wykazały 

bardziej jednolity rozkład wzdłuż ściany komórkowej. 

4.3.5. Wnioski 

Wyniki PCA danych FT-IR wykazały wyraźne grupowanie wyników dla 

hemiceluloz frakcji LiCl-DMSO na terminy: przedzbiorcze (T1-T3), termin zbioru (T4) 

i okres pozbiorczego przechowywania (T5-T7). Na ten rozkład wpłynęły pasma 

pochodzące od grupy acetylowej i mannozy, co podkreśla ich specyficzne zmiany, 

zachodzące w ścianie komórkowej podczas rozwoju owoców. Badania mikrostruktury 

ściany komórkowej przeprowadzone za pomocą obrazowania Ramana wykazały, że 

acetylowane hemicelulozy są obfite w ścianie komórkowej jabłek podczas pozbiorczego 

przechowywania (T7). Zastosowanie unikalnych widm polisacharydów izolowanych ze 

ściany komórkowej w analizie True Component Analysis pozwoliło na rozróżnienie 

hemiceluloz acetylowanych i deacetylowanych w ścianie. 

4.4.  Publikacja P.4 

Szymańska-Chargot, M., Pękala, P., Myśliwiec, D., Cieśla, J., Pieczywek, P. M., 

Siemińska-Kuczer, A., Zdunek, A. (2024). A study of the properties of hemicelluloses 

adsorbed onto microfibrillar cellulose isolated from apple parenchyma. Food Chemistry, 

430, 137116. 

W publikacji P.4 przedstawiono badania adsorpcji hemiceluloz na celulozie 

mikrofibrylarnej izolowanej z miąższu jabłka. Celem badań było wykazanie oddziaływań 

pomiędzy polisacharydami niecelulozowymi a celulozą mikrofibrylarną oraz 

właściwości fizykochemicznych i mechanicznych folii celulozowo-hemicelulozowych. 

Badania adsorpcji prowadzono dla celulozy mikrofibrylarnej wyizolowanej z 

jabłek oraz polisacharydów niecelulozowych: komercyjnie dostępne hemicelulozy (β-D-

glukan, glukomannan, ksylan, ksyloglukan) i pektyny (galaktan, arabinan, 

ramnogalakturonan, pektyny z cytrusów o różnym stopniu estryfikacji: 20–34%, 55–

70%, and ≥ 85%). 
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4.4.1. Kinetyka i równowaga adsorpcji 

Przeprowadzone badania wykazały, że zaszła adsorpcja hemiceluloz: 

ksyloglukanu, ksylanu, glukomannu i β-D-glukanu na celulozie. Natomiast dla pektyn nie 

odnotowano oddziaływań z celulozą. Kinetyka adsorpcji prowadzona była przez 7,5 h, 

lecz równowaga adsorpcyjna badanych układów została osiągnięta stosunkowo szybko, 

już po około 3-4 godzinach. Analiza parametrów kinetycznych ujawniła, że dla β-D-

glukanu i ksylanu dominował szybki proces adsorpcji, a w przypadku glukomannanu 

znaczący udział miały procesy szybkie i średnie. Natomiast dla ksyloglukanu 

odnotowano średnie i wolne procesy adsorpcji. Zaproponowano, że procesy szybkiej 

adsorpcji związane były z mechanizmem tworzenia  ogonów i  pętli (z ang. tails and 

loops) przez makrocząsteczki hemiceluloz, które tylko fragmentami łańcucha były 

połączone z celulozą. Natomiast podczas procesów wolnych mogło dochodzić do zmiany 

konformacji makrocząsteczek i dopasowywania się do powierzchni celulozy. 

Najlepsze dopasowanie wyników równowagi adsorpcji uzyskano dla modeli 

izoterm Freundlicha i Redlicha-Petersona. Plateau adsorpcji dla ksyloglukanu i ksylanu 

osiągnięto przy stosunkowo niskich wartościach maksymalnej adsorpcji, natomiast dla β-

D-glukanu i glukomannu maksymalna pojemność adsorpcyjna nie została osiągnięta w 

badanym zakresie stężeń, co wskazuje na ich duże powinowactwo do celulozy. 

4.4.2. Charakterystyka układów celuloza – hemiceluloza 

Adsorpcja hemiceluloz na celulozie mikrofibrylarnej wpływała na właściwości 

fizykochemiczne powstałych układów, tj. wielkość cząstek i ich stabilność koloidalną. 

Wykazano, że obecność β-D-glukanu i ksyloglukanu w układzie z celulozą prowadziła do 

wyraźnego zwiększenia średnicy cząstek i polidyspersyjności. Ponadto, potencjał 

elektrokinetyczny (ZP, z ang. Zeta  Potential) różnił się statystycznie pomiędzy celulozą 

a układami celuloza-β-D-glukan i celuloza-glukomannan. 

 Analiza termiczna DSC układów poadsorpcyjnych celuloza-hemiceluloza 

wykazała, że dodatek hemiceluloz powodował niewielki wzrost temperatury degradacji. 

Odnotowano również obniżenie entalpii dla tych układów, z największą zmianą dla 

układu celuloza-ksyloglukan, co może wskazywać, że ksyloglukan najsilniej 

modyfikował właściwości celulozy. 

Analiza widm FT-IR i Ramana układów poadsorpcyjnych celuloza-hemiceluloza 

ujawniła jedynie niewielkie różnice, z uwagi na podobną strukturę celulozy i 
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hemiceluloz. Różnice zaobserwowano dla układów celuloza-β-D-glukan i celuloza-

glukomannan, gdzie pasmo 997 cm-1 (C-C, C-OH, C-H drgania pierścienia i grup 

bocznych) zwiększyło intensywność w porównaniu do widma celulozy. Na widmie 

Ramana pasmo 896 cm-1 zmniejszyło intensywność dla układów celuloza-hemiceluloza, 

co sugeruje wzrost uporządkowania mikrofibryli celulozy w obecności hemiceluloz. 

4.4.3. Właściwości mechaniczne filmów celulozowo-

hemicelulozowych 

Dodatek hemiceluloz do folii celulozowych spowodował zmniejszenie ich 

elastyczności, a jednocześnie zwiększenie odporności na zerwanie. Badane kompozyty 

celuloza-hemiceluloza były zatem bardziej sztywne i wytrzymałe, ale mniej podatne na 

deformacje. 

4.4.4. Wnioski 

W badaniach wykazano adsorpcję hemiceluloz: glukomannanu, ksyloglukanu, β-

D-glukanu i ksylanu na celulozie mikrofibrylarnej w przeciwieństwie do pektyn, które nie 

wykazały oddziaływań z celulozą. Kinetyka adsorpcji wykazała różnice pomiędzy 

hemicelulozami w mechanizmie nagromadzenia na powierzchni celulozy. Osiagnięcie 

równowagi adsorpcji dla ksyloglukanu trwało dłużej niż dla pozostałych hemiceluloz, co 

może wynikać z dłuższych procesów dopasowania łańcuchów do powierzchni 

adsorbentu. Największą adsorcpję zaobserwowano dla glukomannu, wskazując na jego 

wysokie powinowactwo do celulozy.   
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5. Omówienie wyników przedstawionych w materiałach 

uzupełniających 

5.1.  Opracowanie metody acetylacji hemiceluloz  

5.1.1. Wstęp 

Hemicelulozy, zaraz po celulozie, to jedne z najpowszechniej występujących 

biopolimerów, które stanowią około 25-35% biomasy lignocelulozowej (Baruah i in., 

2018). Zyskały zainteresowanie ze względu na modyfikowalne właściwości 

fizykochemiczne, nietoksyczność i dostępność, w tym możliwość pozyskania z  odpadów 

poprodukcyjnych i rolniczych, co czyni je atrakcyjnymi pod względem ekonomicznym 

(Martins i in., 2024; Mugwagwa i Chimphango, 2020; Rao i in., 2023). 

Ksyloglukan, glukomannan i ksylan są głównymi przedstawicielami hemiceluloz. 

Jest to grupa polisacharydów o zróżnicowanym składzie, zależnym od źródła 

występowania. Ogólnie, hemicelulozy zbudowane są z łańcucha głównego 

monosacharydów połączonych wiązaniem β-1,4-glikozydowym. Ksyloglukany składają 

się z łańcucha jednostek glukozy, która w pozycji O-6 ma przyłączoną ksylozę, przy 

której dodatkowo może występować galaktoza z fukozą i arabinozą (Fry, 1989; Hayashi, 

1989). Glukomannany to łańcuch połączonych jednostek mannozy i glukozy, a 

galaktoglukomany dodatkowo mają przyłączona galaktozę w pozycji O-6 glukozy 

(Aspinall, 1959; Melton i in., 2009). Łańcuch główny ksylanów składa się z jednostek 

ksylozy z dodatkowymi rozgałęzieniami, np. w postaci jednostek arabinozy tak, jak w 

przypadku arabinoksylanu (Aspinall, 1959). Dodatkowo w strukturze hemiceluloz 

roślinnej ściany komórkowej mogą występować grupy acetylowe (Gille i Pauly, 2012; 

Pauly i Ramírez, 2018),  które ulegają odłączeniu w wyniku hydrolizy zasadowej, mającej 

miejsce przy zasadowej ekstrakcji hemiceluloz z materiału ściany komórkowej.  

Hemicelulozy, ze względu dużą liczbę grup hydroksylowych w swojej strukturze, 

mogą wykazywać właściwości hydrofilowe i zdolność do rozpuszczania w 

rozpuszczalnikach polarnych. Natomiast właściwości powierzchniowe polimerów są 

również zależne od ich konformacji, długości łańcucha i jego rozgałęzień oraz zdolności 

do tworzenia sieci wodorowych pomiędzy łańcuchami. Przeprowadzając dodatkowe 

procesy chemiczne, takie jak estryfikacja, eteryfikacja, kopolimeryzacja, można ulepszać 

właściwości fizykochemiczne hemiceluloz i dopasować je do konkretnych zastosowań. 

Acetylacja jest przykładem derywatyzacji hemiceluloz, która wpływa na ich właściwości 
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powierzchniowe, takie jak amfifilowość/hydrofilowość/hydrofobowość (Gordobil i in., 

2014), reologiczne (Trejo-Cáceres i in., 2024), termiczne (de Carvalho i in., 2019) i 

adsorpcyjne (Gautam i in., 2018). Wysoka acetylacja powoduje zwiększenie właściwości 

hydrofobowych hemiceluloz, co jest szczególnie istotne w materiałach, które wymagają 

odporności na wodę. Z drugiej strony, niska acetylacja hemiceluloz może również 

wpłynąć na redukcję sieci wiązań wodorowych i poprawę rozpuszczalności w wodzie, co 

zostało potwierdzone przez Liu i innych (2012) dla glukomannanu o stopniu 

podstawienia grupami acetylowymi (DsAc) w zakresie 0,05-0,23. Ogólnie, acetylacja 

polisacharydów wpływa na zwiększenie stabilności emulsji (Huang i in., 2022; Li i in., 

2016), co jest szczególnie pożądane w zastosowaniach farmaceutycznych, gdzie emulsje 

są wykorzystywane do enkapsulacji i kontrolowanego uwalniania składników 

aktywnych. Ponadto, acetylacja zwiększa aktywność przeciwutleniającą polisacharydów 

(Xie i in., 2015). 

Acetylacja to reakcja estryfikacji, polegająca na przyłączeniu grupy acetylowej 

do grupy hydroksylowej reszty monosacharydu w hemicelulozie. Grupa acetylowa 

(CH3CO-) jest przedstawicielem grup acylowych (RCO-). Powszechnie stosowaną 

metodą acetylacji hemiceluloz jest reakcja z bezwodnikiem octowym w obecności kwasu 

siarkowego, jako katalizatora (Belmokaddem i in., 2011; Mugwagwa i Chimphango, 

2020; Trejo-Cáceres i in., 2024). Wydajność tego procesu zależy m.in. od stosunku 

hemicelulozy do bezwodnika octowego i katalizatora. Reakcja acetylacji może być 

katalizowana zarówno kwasem, jak i zasadą. W literaturze opisano stosowanie 

katalizatorów zasadowych, takich jak wodorotlenek potasu (Koroskenyi i McCarthy, 

2001), pirydyna (Fundador i in., 2012), 4-dimetyloaminopirydyna, N-metylo-pirolidyna, 

N-metylo-pirolidynon, N-bromosukcynimid (Xu i in., 2004). W procesach acetylacji 

hemiceluloz wykorzystywane są również ciecze jonowe, które jako reaktywne 

rozpuszczalniki niszczą sieci wiązań wodorowych i ułatwiają rozpuszczanie 

polisacharydów. Ayoub i inni (2013), przeprowadzili skuteczną acetylację hemiceluloz 

bezwodnikiem octowym w cieczy jonowej chlorku 1-allilo-3-metyloimidazoliowym 

([Amim]+Cl−) bez użycia katalizatora. Wykazali, że wraz ze wzrostem temperatury 

reakcji w zakresie 30 - 80 °C i wydłużeniem czasu reakcji od 1 do 20 h stopień 

podstawienia (DsAc) zwiększył się z 0,03 do 1,25. Chociaż ciecze jonowe mają wiele 

zalet i należą grupy zielonych rozpuszczalników, to ich proces biodegradacji jest 

długotrwały i może dochodzić do kumulacji w środowisku naturalnym związków 
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toksycznych, do których należą kationowe fragmenty cieczy jonowych, takich jak np. 

kation imidazoliowy. Ponadto kolejną wadą cieczy jonowych jest ich stosunkowo wysoka 

cena, a ten aspekt ekonomiczny może być istotny w procesach acetylacji na większą skalę 

niż laboratoryjna.  

W moich badaniach opracowałam metodę acetylacji hemiceluloz w środowisku 

bezwodnym, z bezwodnikiem octowym, jako reagentem acetylującym i bezwodnym 

octanem sodu w roli zasadowego katalizatora reakcji. Przedstawione zostały warunki 

reakcji acetylacji ksylanu, ksyloglukanu i glukomannanu, uwzględniające różną 

dostępność wolnych grup hydroksylowych w strukturze monosacharydów. Opracowano 

również hydrolizę acetylowanych produktów, która jest istotnym krokiem przy 

oznaczaniu stopnia podstawienia, DsAc. Produkty acetylacji scharakteryzowano za 

pomocą spektroskopii FT-IR oraz w sposób ilościowy wyznaczono ich stopień 

podstawienia DsAc.  

5.1.2. Metody 

5.1.2.1. Metody acetylacji  

W celu wyboru optymalnej metody acetylacji hemiceluloz przeprowadzono 

wstępne próby na modelowym układzie z wykorzystaniem ksylanu. Testowano wpływ 

różnych czynników, takich jak rodzaj reagenta acetylującego, czas reakcji, obecność bądź 

brak katalizatora, rodzaj katalizatora. Reakcję prowadzono zarówno w układzie 

jednoetapowym, jak i dwuetapowym. 

(M1) Proces acetylacji przeprowadzono zgodnie z metodyką opisaną przez Mugwagwa i 

Chimphango (2020) z pewnymi modyfikacjami. Mianowicie, 0,5 g ksylanu umieszczono 

w probówce szklanej z zakrętką, dodano 1,25 mL 99 % kwasu octowego i umieszczono 

w łaźni wodnej z mieszaniem 140 min-1, w temperaturze 50 °C przez 5 min. Po tym czasie 

reakcję zatrzymano przez umieszczenie probówki w łaźni lodowej, schładzając ją do 21 

°C. Następnie dodano 3,3 mL bezwodnika octowego oraz katalizator reakcji  - 0,1 mL 95 

% kwas siarkowy VI i ponownie probówkę umieszczono w łaźni wodnej z mieszaniem 

140 min-1, 50 °C przez 1 h. Po tym czasie produkt reakcji acetylacji strącano za pomocą 

125 mL zimnego 96% etanolu przez 24 h w temperaturze 4 °C. Mieszaninę przesączono 

przez sączek nylonowy o porach wielkości 11 µm (Millipore). Otrzymany osad przemyto 

czterokrotnie 100 mL 96 % etanolem i suszono w 40 °C przez 24 h. Uzyskano 

acetylowany ksylan Xn_M1. 
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(M2) Przeprowadzono dwukrotny proces acetylacji (M1). Osad po pierwszym etapie 

acetylacji, Xn_M1, został powtórnie acetylowany zgodnie z tą samą procedurą, opisaną 

w (M1). Uzyskano acetylowany ksylan po dwuetapowym procesie acetylacji Xn_M2. 

(M3) Proces acetylacji (M1) przeprowadzono bez obecności katalizatora, ale wydłużając 

czas reakcji z bezwodnikiem octowym do 24 h. Oprócz tych zmian, reakcję acetylacji 

ksylanu prowadzono zgodnie z metodą (M1). Uzyskano acetylowany ksylan Xn_M3. 

(M4) Proces acetylacji przeprowadzono za pomocą metody opracowanej przeze mnie. 

Bazując na znanej reakcji acetylacji glukozy z bezwodnikiem octowym i bezwodnym 

octanem sodu (Bonner, 1961; Jarczewski, 2007; McMurry, 2000) zostały dobrane 

warunki odpowiednie dla hemiceluloz. Ok. 0,5 g ksylanu ucierano w moździerzu z  0,33 

g bezwodnego octanu sodu. Następnie mieszaninę przeniesiono do szklanej probówki z 

zakrętką i dodano 2,5 mL bezwodnika octowego, po czym umieszczono w łaźni wodnej 

z mieszaniem 140 min-1, w temperaturze 60 °C, przez 2 h. Po tym czasie zawartość 

probówki wylano do 60 mL zimnej H2O i mieszano szklaną bagietką przez 1 h, w celu 

rozpuszczenia octanu sodu. Mieszaninę przefiltrowano przez sączek nylonowy o porach 

wielkości 11 µm (Millipore). Przesącz wodny zebrano i dializowano wobec wody 

destylowanej (Spectra/Por 6 MWCO 1000, Roth), zamrożono i liofilizowano. Osad 

umieszczono w 60 mL zimnego 96 % etanolu i pozostawiono w temperaturze 4 °C przez 

24 h, w celu rozpuszczenia możliwych pozostałości bezwodnika octowego. Mieszaninę 

przesączono przez sączek nylonowy o porach wielkości 11 µm (Millipore). Otrzymany 

osad dodatkowo przemyto czterokrotnie 100 mL 96 % etanolu i suszono w 40 °C przez 

24 h. Uzyskano acetylowany ksylan Xn_M4. 

(M5) Dwukrotny proces acetylacji (M4). Osad po pierwszym etapie acetylacji, Xn_M4, 

został powtórnie acetylowany, zgodnie z tą samą procedurą opisaną w (M4). Uzyskano 

acetylowany ksylan po dwukrotnym procesie acetylacji z bezwodnikiem octowym i 

bezwodnym octanem sodu Xn_M5. 

5.1.2.2. Otrzymywanie acetylowanego ksyloglukanu i 

glukomannanu  

Na podstawie wstępnie przeprowadzonych procesów acetylacji ksylanu, wybrano 

metodę najbardziej efektywną (M4) w celu uzyskania wysoko acetylowanego 

ksyloglukanu i glukomannanu. Ok. 1 g hemicelulozy ucierano z 0,67 g bezwodnego 

octanu sodu, przeniesiono do butelki szklanej z zakrętką i dodano nadmiarową ilość, 15 
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mL, bezwodnika octowego. Mieszaninę umieszczono w łaźni wodnej z mieszaniem 140 

min-1, 60 °C, przez 2 h. Po tym czasie zawartość probówki wylano do 120 mL zimnej 

H2O i mieszano szklaną bagietką przez 1 h, w celu rozpuszczenia octanu sodu. 

Mieszaninę przefiltrowano przez sączek nylonowy o porach wielkości 11 µm (Millipore). 

Przesącz wodny zebrano i dializowano wobec wody destylowanej (Spectra/Por 6 MWCO 

1000, Roth), zamrożono i liofilizowano. Natomiast osad umieszczono w 120 mL zimnego 

96% etanolu przez 24 h w temperaturze 4 °C, w celu rozpuszczenia możliwych 

pozostałości bezwodnika octowego. Mieszaninę przesączono przez sączek nylonowy o 

średnicy porów 11 µm (Millipore). Otrzymany osad dodatkowo przemyto czterokrotnie 

100 mL 96% etanolu i suszono w 40 °C przez 24 h. Uzyskano acetylowany ksyloglukan 

Xlg_M4 i acetylowany glukomannan Glm_M4. 

5.1.2.3. Charakterystyka acetylownych hemiceluloz 

5.1.2.3.1. Oznaczenie DsAc hemiceluloz 

Stopień podstawienia (DsAc) hemiceluloz oznaczano w dwóch etapach. Najpierw 

przeprowadzono hydrolizę hemiceluloz, której produktem był kwas octowy. Następnie 

oznaczono stężenie kwasu octowego w próbce, obliczono procentową zawartość grup 

acetylowych w danej masie próbki oraz stopień podstawienia acetylowego 

poszczególnych hemiceluloz. 

5.1.2.3.1.1. Hydroliza  

Hydrolizę zasadową acetylowanych hemiceluloz przeprowadzono z założeniem 

maksymalnego podstawienia grup hydroksylowych (-OH) jednostek 

monosacharydowych przez grupy acetylowe. Dla ksylanu stopień maksymalnego 

podstawienia to 2, a dla ksyloglukanu i glukomannu 3. Zgodnie z tym, że 1 mol ksylozy 

zawiera dostępne 2 mole grup (-OH), przyjęto, że 10 mg ksylanu zawiera 0,152 mmoli 

grup (-OH). Natomiast dla ksyloglukanu i glukomannanu, gdzie 1 mol glukozy/mannozy 

zawiera dostępne 3 mole grup (-OH), przyjęto, że 10 mg próbki zawiera 0,185 mmoli (-

OH). Na podstawie tych założeń obliczono ilość zasady potrzebnej do całkowitej 

hydrolizy estrów acetylowych. Mianowicie, do 10 mg ksylanu dodano 1,5 mL 0.1 molL-

1 NaOH, a do 10 mg ksyloglukanu/glukomannanu dodano 1,9 mL 0,1 molL-1 i mieszano 

na rotatorze przez 24 h w temperaturze pokojowej 21 ± 1 °C, a na koniec zneutralizowano 

odpowiadającą ilością 0,1 molL-1 HCl.  
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5.1.2.3.2. Oznaczenie stężenia kwasu octowego 

Stężenie kwasu octowego oznaczano spektrofotometrycznie przy długości fali 

340 nm, z wykorzystaniem zestawu odczynników i procedury (Acetic Assay Kit, k-

ACETIC, Megazyme). Pomiary wykonywano w kuwetach kwarcowych o drodze 

optycznej 1 cm. Do 2 mL próbki (0,4 – 1,7 mgmL-1) dodano 0,5 mL reagenta 1 (bufor o 

pH 8,4 kwasu L-jabłkowego i azydku sodu (0,02 % w/v) oraz 0,2 mL reagenta 2 (NAD+, 

adenozyno5′-trifosforan (ATP), poliwinylopirolidon (PVP), koenzym A (CoA)), 

wymieszano i zmierzono absorbancję po 3 min. Kolejno dodano 0,02 mL reagenta 3 

(dehydrogenaza L-jabłczanowa, syntaza cytrynianowa), wymieszano i zmierzono 

absorbancję po 4 min. Następnie dodano 0,02 mL reagenta 4 (syntetaza acetylo-

koenzymu A (acetylo-CoA)), wymieszano i zmierzono absorbancję po 12, 16 i 20 min. 

Dla oznaczeń próbek o bardzo małej ilości kwasu octowego zastosowano metodę dodatku 

wzorca wewnętrznego  - kwasu octowego (0,10 mgmL-1). Wykonano po trzy pomiary dla 

każdej próbki. 

5.1.2.3.3. Obliczenia DsAc  

Na podstawie wyników stężenia kwasu octowego w próbce obliczono procentową 

zawartość grup acetylowych (%acetylg). Następnie, wyznaczono stopień podstawienia 

acetylowego DsAc zgodnie z równaniem (5), które uwzględnia masę molową 

podstawionych jednostek monosacharydowych. Dla ksylanu jest to 132 g·mol-1, masa 

molowa reszt anhydroksylozy, która należy do pentoz, a dla glukomannanu i 

ksyloglukanu 162 g·mol-1 - masa molowa anhydroglukozy, anhydromannozy, należących 

do heksoz. 

(5) DsAc =
Mmon×%acetylg

(Macetylg×100)−(Macetylg−1)×%acetylg
  

DsAc – stopień podstawienia acetylowego, 

Mmon – masa cząsteczkowa reszty monosacharydowej: anhydroksyloza, 132 gmol-1; 

anhydroglukoza/anhydromannoza, 162 gmol-1, 

%acetylg – procentowa zawartość grup acetylowych, 

Macetylg – masa cząsteczkowa grup acetylowych:  43 gmol-1,  

(Macetylg-1) – różnica w masie cząsteczkowej po podstawieniu atomu wodoru w 

grupie hydroksylowej.  
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5.1.2.4. Spektroskopia FT-IR 

Spektroskopię FT-IR wykorzystano do analizy struktury hemiceluloz 

wyjściowych i po acetylacji. Widma FT-IR uzyskano za pomocą spektrometru Nicolet 

6700 FT-IR (Thermo Scientific, Madison, WI, USA), wyposażonego w przystawkę Smart 

iTR ATR. Widma obejmowały zakres liczb falowych 4000–650 cm-1. Dla każdego 

widma wykonano 200 skanów z rozdzielczością 4 cm-1. Dla każdej próbki wykonano po 

trzy widma, z których wyliczono średnią i wykonano korektę linii bazowej za pomocą 

oprogramowania OMNIC (Thermo Scientific). Widma znormalizowano do [0, 1] i 

przedstawiono graficznie przy użyciu oprogramowania Origin (Origin Lab v8.5 Pro, 

Northampton, USA). 

5.1.3. Wyniki  

5.1.3.1. Charakterystyka acetylowanych hemiceluloz  

Skuteczność metod acetylacji hemiceluloz wstępnie oceniano na podstawie widm 

FT-IR, analizując charakterystyczne pasma związane z podstawieniem grupy acetylowej: 

1735-40, 1370, 1230 cm-1. Pasmo z maksimum przy długości fali 1735-40 cm-1 

odpowiada drganiom rozciągającym grupy karbonylowej (ν C=O),  pasmo z maksimum 

przy około 1370 cm-1 odpowiada drganiom deformacyjnym grupy metylowej w grupie 

acetylowej (δ C-CH3), a pasmo z maksimum przy około 1220 cm-1 - drganiom 

rozciągającym (ν C-O) w octanie (Bi i in., 2026; Mohebby, 2008; Stepan i in., 2013). 

Założono, że intensywność tych pasm wzrośnie wraz ze wzrostem stopnia podstawienia 

acetylowego, a zmniejszy się intensywność szerokiego pasma pochodzącego od 

niepodstawionych grup hydroksylowych (ν OH), które występuje w zakresie ok. 3000-

3500 cm-1 liczby falowej. 

Rysunek 7. przedstawia widma FT-IR ksylanu przed i po przeprowadzeniu 

acetylacji różnymi metodami. Zaobserwowano wzrost intensywności 

charakterystycznego pasma 1735 cm-1 (ν C=O) dla wszystkich wariantów acetylowanych 

(Xn_M1-5) w porównaniu do ksylanu przed acetylacją (Xn), co potwierdziło zajście 

acetylacji. Dla ksylanu komercyjnego odnotowano również obecność pasma przy 1735 

cm-1 (ν C=O), ale o bardzo małej intensywności, co może wskazywać na niewielkie 

pozostałości grup acetylowych po hydrolizie, a także może pochodzić od kwasu 

glukuronowego. Widma ksylanu acetylowanego kwasem octowym i bezwodnikiem 

octowym (Xn_M1-3) wykazały niską intensywność pasma 1735 cm-1. Ponadto, na 
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widmach nie zaobserwowano znaczących zmian, wynikających z prowadzenia 

dwuetapowej acetylacji (Xn_M2), ale zauważono niewielki wzrost intensywności tego 

pasma dla wariantu o acetylacji wydłużonej do 24 h, bez katalizatora (Xn_M3).  

Wyraźnie większą intensywność pasma przy 1735 cm-1 (ν C=O) wykazały widma 

ksylanu acetylowanego bezwodnym octanem sodu i bezwodnikiem octowym (Xn_M4-

5), co świadczy o bardziej efektywnej acetylacji w tych wariantach. W tym przypadku 

zauważalne są znaczne różnice, wynikające z dwuetapowej acetylacji (Xn_M5), gdzie 

widoczny jest wzrost nie tylko pasma 1735 cm-1, ale i pozostałych pasm 

charakterystycznych dla estrów octanowych: 1370 cm-1  (δ C-CH3) i 1230 cm-1 (ν C-O). 

Pasmo przy 1600-1635 cm-1, przypisywane drganiom zginającym (δ O–H) 

zaabsorbowanej wody w hemicelulozach (Farhat et al., 2017; Kačuráková et al., 1998), 

wykazało zmniejszenie intensywności po acetylacji M4 i M5. Jest to zgodne z 

wcześniejszymi doniesieniami Ren i in. (2007), którzy wykazali zmniejszenie 

intensywności pasma 1627 cm-1 wraz ze wzrostem acetylacji. Szerokie pasmo w zakresie 

3000–3500 cm-1, pochodzące od wolnych grup hydroksylowych (ν OH), wykazało 

zmniejszenie intensywności po acetylacji, co może wskazywać, że wolne grupy 

hydroksylowe zostały częściowo podstawione grupami acetylowymi. 
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Rysunek 7. Widma FT-IR ksylanu przed i po acetylacji różnymi metodami. Xn- ksylan; 

Xn_M1 – acetylowany ksylan metodą z kwasem octowym/bezwodnikiem 

octowym/H2SO4/50°C/1h; Xn_M2 – dwukrotnie acetylowany ksylan metodą z kwasem 

octowym/bezwodnikiem octowym/H2SO4/50°C/1h (x2); Xn_M3 – acetylowany ksylan 

metodą z kwasem octowym/bezwodnikiem octowym/50°C/24h bez katalizatora; Xn_M4 

– acetylowany ksylan metodą z octanem sodu/bezwodnikiem octowym/60°C/2h; Xn_M5 

– dwukrotnie acetylowany ksylan metodą z octanem sodu/bezwodnikiem octowym/ 

60°C/2h (x2). 

 

Analizowano również widma FT-IR ksyloglukanu (Rysunek 8a) i glukomannanu 

(Rysunek 8b) przed i po acetylacji wybraną metodą z bezwodnym octanem sodu i 

bezwodnikiem octowym. Potwierdzono acetylację z uwagi na obecność pasm 

charakterystycznych dla podstawienia grupy acetylowej: 1735 (ν C=O), 1368 (δ C-CH3) 

i 1223 cm-1 (ν C-O). Co więcej, na podstawie intensywności tych pasm, stwierdzono 

efektywną acetylację już po jednokrotnym procesie acetylacji, w przeciwieństwie do 

acetylacji ksylanu. 
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Rysunek 8. Widma FT-IR hemiceluloz przed i po acetylacji metodą z bezwodnym 

octanem sodu i bezwodnikiem octowym M4;  a) Xlg – ksyloglukan, Xlg_M4 – 

acetylowany ksyloglukan metodą z octanem sodu/bezwodnikiem octowym/60°C/2h; b) 

Glm – glukomannan, Glm_M4 – acetylowany glukomannan metodą z octanem 

sodu/bezwodnikiem octowym/ 60°C/2h. 
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Tabela 1. Stopień podstawienia acetylowego (DsAc), zawartość grup acetylowych i 

odzysk masy po acetylacji hemiceluloz uzyskany metodami o podanych warunkach 

reakcji. Różne litery wskazują różnice istotne statystycznie (ANOVA jednoczynnikowa, 

test Tukeya p < 0,05). AcetAcid, kwas octowy; AcetAnhyd, bezwodnik octowy; sulfAcid, 

kwas siarkowy; NaAc, bezwodny octan sodu. 

Próbka Warunki acetylacji Zawartość grup 

acetylowych% 

DsAc Odzysk masy 

(%) 

Xn - 0,08±0,00a 0,00±0,00a - 

Xn_M1 AcetAcid/AcetAnhyd/sulf

Acid/50°C/1h 

0,39±0,07ab 0,01±0,00ab 53,01 

Xn_M2 AcetAcid/AcetAnhyd/sulf

Acid/50°C/1h (x2) 

1,23±0,58bc 0,04±0,00ab 30,90 

Xn_M3 AcetAcid/AcetAnhyd/50°C

/24h 

2,67±0,13d 0,08±0,00cd 85,82 

Xn_M4 NaAc/AcetAnhyd/60°C/2h 3,66±0,38e 0,12±0,01d 78,54 

Xn_M5 NaAc/AcetAnhyd/60°C/2h  

(x2) 

14,44±0,49f 0,52±0,02e 53,66 

Xlg - 0,05±0,03a 0,00±0,00a - 

Xlg_M4 NaAc/AcetAnhyd/60°C/2h 21,39±0,49g 1,02±0,03f 128,97 

Glm - 1,42±0,05c 0,05±0,00bc - 

Glm_M4 NaAc/AcetAnhyd/60°C/2h 24,63±0,31h 1,22±0,02g 109,88 

 

Ilościowe wyniki acetylacji hemiceluloz przedstawiono w Tabeli 1. Zgodnie z 

wynikami FT-IR, ksylan modyfikowany kwasem octowym i bezwodnikiem octowym 

Xn_M1 był nisko acetylowany, a jego stopień podstawienia to 0,01. Proces dwuetapowej 

acetylacji tą metodą skutkował czterokrotnym zwiększeniem stopnia podstawienia DsAc 

0,04, przy czym nadal uzyskano jego bardzo niską wartość. Ponadto w tej metodzie 

stosowany był kwasowy katalizator – stężony kwas siarkowy VI, który w kontakcie przez 

godzinę  z ksylanem (Xn_M1), a następnie w drugim etapie acetylacji kolejną godzinę 

(Xn_M2), spowodował częściową hydrolizę acetylowanego ksylanu, otrzymując odzysk 

masy odpowiednio 53,01 i 30,90 %. Wydłużenie czasu reakcji do 24 h i zrezygnowanie 

z dodatku kwasu siarkowego pozwoliło otrzymać ksylan (Xn_M3) o DsAc równym 0,08. 

Ponadto, w wyniku niezastosowania kwasu siarkowego uzyskano wysoki odzysk masy 

po acetylacji, wynoszący 85,82 % dla Xn_M3. DsAc 0,12 i stosunkowo wysoki odzysk 

masy (78,54 %) uzyskano metodą z bezwodnym octanem sodu i bezwodnikiem octowym. 

Czas reakcji wynosił 2 h, więc znacznie krócej niż przy wariancie Xn_M3, dla którego 
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otrzymana wartość DsAc była niewiele niższa. Efektywne okazało się przeprowadzenie 

dwukrotnej acetylacji ksylanu bezwodnym octanem sodu i bezwodnikiem octowym, 

otrzymując DsAc 0,52 i odzysk masy 53,66 %, większy w porównaniu do dwukrotnej 

acetylacji ksylanu w obecności kwasu siarkowego (Xn_M2). W wyniku acetylacji 

ksyloglukanu i glukomannanu bezwodnym octanem sodu i bezwodnikiem octowym 

otrzymano produkt o stosunkowo wysokim stopniu acetylacji już po jednokrotnym 

procesie acetylacji. Acetylowany ksyloglukan (Xlg_M4) miał zawartość grup 

acetylowych równą 21,39 %, a stopień podstawienia 1,02 i odzysk masy 128,97 %. Dla 

glukomannanu (Glm_M4) również uzyskano wysoką zawartość grup acetylowych (24,63 

%) i wysoki stopień podstawienia DsAc (1,22) oraz odzysk masy (109,88 %). De 

Carvalho i inn. (2019) również podaje, że w przypadku acetylacji, gdy produkt osiąga 

wysoki stopień podstawienia grupami acetylowanymi, jego masa jest większa niż masa 

hemicelulozy przed modyfikacją 

5.1.4. Dyskusja i wnioski 

Acetylacja hemiceluloz zachodzi w grupach hydroksylowych monomerów 

cukrowych, które są słabymi nukleofilami O, więc reakcja estryfikacji wymaga 

określonych warunków, aby przebiegała efektywnie. Na powodzenie acetylacji 

hemiceluloz ma wpływ odpowiedni stosunek środka acetylującego do hemicelulozy, a 

także obecność i rodzaj katalizatora oraz warunki reakcji, takie jak temperatura i czas. 

Jako środki acetylujące hemicelulozy stosuje się halogenki acetylu, bezwodniki octowe i 

kwas octowy. Chlorek acetylu jest najczęściej stosowanym halogenkiem, który jest 

wysoce reaktywny (McMurry, 2000) i nie wymaga wysokiej temperatury reakcji. 

Ponadto chlorki acetylu, jako najbardziej reaktywne pochodne kwasu octowego, są 

stosowane do syntezy acetylowanych związków organicznych, których nie można 

uzyskać przy użyciu słabszych reagentów, takich jak kwas karboksylowy - kwas octowy. 

Jednak metoda acetylacji przy użyciu halogenków ma istotną wadę, mianowicie w reakcji 

z chlorkiem acetylu powstaje kwas solny (HCl). Należy zaznaczyć, że obecność mocnych 

kwasów może prowadzić do degradacji hemiceluloz. W związku z tym, konieczny jest 

dodatek zasady w celu neutralizacji kwasu. Bezwodniki octowe to słabsze reagenty 

acetylujące w porównaniu do chlorków acetylowych, ale mocniejsze niż kwas octowy. 

Co istotne, wymagają one bezwodnego środowiska reakcji, podwyższonej temperatury 

oraz obecności katalizatora.  
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W niniejszych badaniach testowych acetylacja ksylanu została przeprowadzona 

za pomocą metody z użyciem kwasu octowego i bezwodnika octowego w różnych 

warunkach reakcji: w obecności katalizatora kwasowego – kwasu siarkowego VI oraz 

bez katalizatora, wydłużając czas reakcji z 1 h do 24 h, a także prowadząc dwuetapową 

acetylację. Wykazano, że ta metoda acetylacji jest mało efektywna, gdyż otrzymano 

ksylan o niskim stopniu podstawienia. Zastosowanie mocnego kwasu, jako katalizatora 

reakcji, spowodowało częściową degradację hemicelulozy. Natomiast proces acetylacji 

bez katalizatora z użyciem kwasu octowego i bezwodnika octowego był wolny i wciąż 

mało efektywny. Opracowano zatem metodę acetylacji hemiceluloz z użyciem 

bezwodnika octowego, ale zamiast kwasowego katalizatora zastosowano zasadowy 

bezwodny octan sodu, uzyskując satysfakcjonujący stopień podstawienia (DsAc), 

wynoszący 0,52 dla ksylanu, 1,02 dla ksyloglukanu oraz 1,22 dla glukomannanu. Metoda 

acetylacji hemiceluloz była wzorowana na metodzie całkowitej acetylacji glukozy do 

pentaacetyloglukozy. Z uwagi na zastosowanie bezwodnika octowego, jako reagenta 

acetylującego, reakcję prowadzono w środowisku bezwodnym i w podwyższonej 

temperaturze. Bezwodny octan sodu, jako katalizator reakcji acetylacji hemiceluloz, jest 

w literaturze wciąż niedoceniany i brakuje szczegółowej metodyki z jego zastosowaniem 

do hemiceluloz. Akkus i in. (2018) wykazali pozytywny wpływ octanu potasu, który 

został w osadzie po zasadowej ekstrakcji hemiceluloz, na efektywność acetylacji 

hemiceluloz bezwodnikiem octowym, jednakże nie opracowali ilościowej metody 

dodatku tej soli w roli katalizatora. Metody acetylacji hemiceluloz z użyciem zasadowych 

katalizatorów wykorzystują głównie roztwór wodorotlenku sodu, a więc rezygnują z 

warunków bezwodnych reakcji, a także pirydynę, która jest związkiem drażniącym i 

toksycznym. Natomiast octan sodu jest uważany za substancję bezpieczną dla zdrowia i 

tańszą niż pirydyna.  

5.2.  Adsorpcja acetylowanych hemiceluloz na celulozie 

mikrofibrylarnej 

5.2.1. Wstęp 

Roślinna ściana komórkowa to złożona struktura zbudowana głównie z 

polisacharydów, takich jak celuloza, hemicelulozy i pektyny, pomiędzy którymi 

zachodzą wzajemne oddziaływania. Odziaływania te są istotne dla właściwości 

mechanicznych ściany komórkowej oraz mogą wpływać na jej integralność. 
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Wcześniejsze modele roślinnej ściany komórkowej zakładały, że ksyloglukan 

może rozlegle pokrywać mikrofibryle celulozowe. Najnowszy  model wskazuje jednak, 

że ksyloglukan wiąże się z mikrofibrylami celulozy jedynie w ograniczonych miejscach, 

tworząc tzw. biomechaniczne połączenia (z ang. biomechanical hotspots) (Park i 

Cosgrove, 2015). Natomiast wciąż oddziaływania hemiceluloz z celulozą pozostają nie 

w pełni poznane. 

Badania adsorpcji hemiceluloz na celulozie to modelowe badania in vitro, które 

upraszczają złożoność roślinnej ściany komórkowej, jednakże umożliwiają badanie 

mechanizmów oddziaływań pomiędzy tymi polisacharydami na podstawie zjawisk 

powierzchniowych. Adsorpcja zależy w dużej mierze od rodzaju adsorbentu, dlatego tak 

ważna jest analiza struktury celulozy, jej krystaliczności czy ładunku powierzchniowego. 

Również istotne są cechy strukturalne hemiceluloz, tj. konformacja, łańcuchy boczne 

oraz stopień podstawienia grup hydroksylowych. Modelowe badania adsorpcyjne 

wykazały, że adsorpcja ksyloglukanu może przebiegać z przyjęciem przez ksyloglukan 

płaskiego ułożenia na powierzchni celulozy, określanego jako „pociągi” (z ang. trains), 

oraz w ograniczonych połączeniach z mikrofibrylami, gdzie tylko część łańcucha jest 

bezpośrednio związana z celulozą a pozostałe części tworzą tzw. „pętle i ogony” (z ang. 

loops and tails) (Pękala i in. 2023). Masa cząsteczkowa i stężenie hemicelulozy w 

układzie adsorpcyjnym może wpływać na ten mechanizm nagromadzania.  

Hemicelulozy w roślinnej ścianie komórkowej są acetylowane a ich stopień 

acetylacji zmienia się wraz z rozwojem rośliny. Przypuszcza się nawet, że acetylowany 

glukomannan może być markerem zmian w ścianie komórkowej. Co więcej, wykazano, 

że stopień acetylacji glukomannanu był modyfikowany po utworzeniu ściany (Kim et al., 

2010). Ponadto stopień acetylacji hemiceluloz wpływa na ich właściwości 

fizykochemiczne, konformację łańcucha oraz dostępność wolnych grup hydroksylowych, 

które mogą tworzyć wiązania wodorowe z innymi makrocząsteczkami lub wodą. W 

związku z tym, istotne wydaje się zbadanie, w jaki sposób stopień acetylacji hemiceluloz 

wpływa na ich zdolność do odziaływań z celulozą. 

Dlatego też, przeprowadzono modelowe badania in vitro adsorpcji celulozy z 

acetylowanymi hemicelulozami  oraz celulozy z hemicelulozami niemodyfikowanymi. 

Badania te wyjaśniają rolę struktury hemiceluloz, z uwzględnieniem ich stopnia 

podstawienia grupami acetylowymi, w procesach ich oddziaływań z celulozą. 
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5.2.2. Materiały i metody 

Celuloza mikrofibrylarna została wyizolowana z miąższu jabłek za pomocą 

metody opisanej przez Szymańska-Chargot i in. (2017) i w rozdziale 3.6.1. Badano 

właściwości celulozy, tj. krystaliczność za pomocą NMR i XRD oraz całkowitą 

zawartość grup kwasowych za pomocą standardowej metody SCAN-CM 65:02 (SCAN-

CM, 2006), opisanej w rozdziale 3.6.1.1., która wynosiła 82 µmol/g. 

Hemicelulozy komercyjnie dostępne: glukomannan (Glm) (Megazyme), ksyloglukan 

(Xlg) (Megazyme) i ksylan (Xn) (Sigma Aldrich). 

5.2.2.1. Acetylowane hemicelulozy 

Glukomannan, ksyloglukan i ksylan acetylowano zgodnie z opracowaną metodą 

acetylacji hemiceluloz z bezwodnikiem octowym i octanem sodu, przedstawioną w 

rozdziale 5.1. Otrzymano acetylowane hemicelulozy o wysokim i średnim stopniu 

podstawienia (Glm 1,22, Xlg 1,02, Xn 0,52), które były nierozpuszczalne w wodzie. 

Dlatego też w eksperymencie adsorpcyjnym wykorzystano rozpuszczalny w wodzie 

acetylowany Xn (po jednym etapie acetylacji) o DsAc 0,12, a Glm i Xlg częściowo 

deacetylowano w środowisku zasadowym, uzyskując DsAc 0,23 dla Glm i 0,26 dla Xlg. 

Hemicelulozy użyte w eksperymencie adsorpcji oznaczono: Xn_Ac (DsAc 0,12), 

Glm_Ac (DsAc 0,23) i Xlg_Ac (DsAc 0,26). 

5.2.2.2. Eksperyment adsorpcji 

Badania adsorpcji hemiceluloz na celulozie mikrofibrylarnej przeprowadzono 

metodą statyczną pośrednią, zgonie z metodyką opisaną w P.4. Stężenie adsorbatu 

obliczano na podstawie różnicy stężenia wyjściowego hemicelulozy i stężenia 

adsorptywu (hemiceluloza niezaadsorbowana w układzie adsorpcyjnym). Eksperyment 

prowadzono w temperaturze pokojowej (23 ± 1 °C), pH buforu fosforanowego (PBS, pH 

7,4, C = 0,1 M, I = 0,1). Do  ok. 4,83 g pulpy celulozowej (0,5 g suchej masy celulozy) 

dodano 50 g roztworu, składającego się z 5 g PBS, 25 g roztworu wyjściowego 

hemicelulozy oraz wody destylowanej. Zawiesiny wytrząsano z wykorzystaniem łaźni 

wodnej z mieszaniem (200 obr.·min-1). Po zadanym czasie pobierano próbkę zawiesiny i 

filtrowano przez filtr strzykawkowy (NYL 0,45 µm, Millipore, Merck). Następnie w 

roztworze danej próbki wyznaczano stężenie hemicelulozy, za pomocą metody 

spektrofotometrycznego oznaczania cukrów przy 315 nm z użyciem kwasu siarkowego 

(z ang. sulphuric acid-UV method) (Myśliwiec et al., 2016). 
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Kinetykę adsorpcji prowadzono w czasie 7,5 h, pobierając 15 próbek roztworu z 

układu adsorpcyjnego w określonych interwałach czasowych. Stężenia wyjściowe 

hemiceluloz wybrano na podstawie wcześniejszego eksperymentu adsorpcji w publikacji 

P.4. Dla Xlg i Xlg_Ac wynosiło 800 mgL-1, dla Glm i Glm_Ac - 1600 mgL-1, a dla Xn i 

Xn_Ac - 200 mgL-1.  

Równowagę adsorpcji prowadzono przez 5 h, dla  roztworów wyjściowych 

hemiceluloz Xlg i Xlg_Ac w zakresie stężeń 100-1500 mgL-1, Glm i Glm_Ac 200-3500 

mgL-1, Xn i Xn_Ac 50-500 mgL-1. Każdy punkt izotermy jest średnią z trzech powtórzeń. 

Ilość zaadsorbowanej hemicelulozy (a) obliczano zgodnie ze wzorem (6): 

(6) 𝑎 =
V×(𝐶0−𝐶𝑘)

m
 

gdzie C0 oznacza stężenie hemicelulozy w roztworze wyjściowym, a Ck - stężenie 

równowagowe w supernatancie po procesie adsorpcji, m – masa celulozy, V – objętość 

roztworu hemicelulozy.  

5.2.2.3. Spektroskopia ss-NMR 

Dla celulozy mikrofibrylarnej i układów poadsorpcyjnych celuloza-hemiceluloza, 

celuloza-hemiceluloza_Ac zostały wykonane widma NMR. Próbki zliofilizowano, a 

kolejno przed analizą uwodniono poprzez dodanie 23,2 +/- 0,1% masy ultraczystej wody. 

Dla każdej próbki uzyskano widmo CP/MAS 13C NMR zgodnie z metodyką opisaną 

przez Johnson i Schmidt-Rohr (2014). Parametry sprzętowe i pomiarowe były takie same, 

jak dla oznaczeń indeksu krystaliczności celulozy, opisane w 3.6.1.2. 

5.2.3. Wyniki 

Wykazano adsorpcję Xn, Glm, Xlg i Xn_Ac, Glm_Ac, Xlg_Ac na celulozie 

mikrofibrylarnej. Natomiast nie wykazano znaczącego wpływu obecności grup 

acetylowych hemiceluloz na kinetykę procesu adsorpcji na celulozie (Rysunek 9a). 

Najszybciej, już po ok. 60 min, plateau adsorpcjizostało osiągnięte przez glukomannany, 

natomiast wolniej, dopiero po ok 200 min dla ksyloglukanów i ksylanów. W badaniu 

równowagi adsorpcji wykazano najwyższą adsorpcję na celulozie dla glukomannanów, 

niższą dla ksyloglukanów, a najniższą dla ksylanów (Rysunek 9b). Co istotne, wyniki 

dotyczące równowagi adsorpcji wskazują również na wpływ acetylacji glukomannanu i 

ksyloglukanu na oddziaływania z celulozą mikrofibrylarną. Mianowicie adsorpcja 

acetylowanego glukomannanu i ksyloglukanu była wyższa niż hemiceluloz 



69 

 

niemodyfikowanych: Glm_Ac a= 163 µg/mg, Glm a=153 µg/mg, Xlg_Ac a=66 µg/mg,  

Xlg a=42 µg/mg; natomiast dla ksylanów nie zaobserwowano różnic w ilości 

zaadsorbowanej hemicelulozy: Xn_Ac a=10 µg/mg, Xn a=11 µg/mg. Najlepsze 

dopasowanie do wyników eksperymentu uzyskano dla  izotermy Freundlicha. 
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Rysunek 9. Wykres (a) przedstawia kinetykę adsorpcji, a wykres (b) równowagę 

adsorpcji. 
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Dla celulozy i kompleksów poadsorpcyjnych celuloza-Glm, celuloza-Glm_Ac uzyskano 

widma CP/MAS 13C NMR . Z uwagi na czułość i koszt techniki, analizę NMR 

ograniczono do glukomannanu o największej adsorpcji. 

 

Rysunek 10. Widmo CP/MAS 13C NMR dla celulozy (na niebiesko), celulozy-Glm (na 

czerwono) i celulozy_Glm_Ac (na czarno), cr = krystaliczny. 

Jak pokazano na Rysunku 10, widma CP/MAS 13C NMR  dla celulozy 

mikrofibrylarnej i układów poadsorpcyjnych celuloza-Glm, celuloza-Glm_Ac, 

przedstawiają charakterystyczne widmo mieszaniny celulozy typu I i II. Zaobserwowano 

przesunięcie chemiczne celulozy II w obszarze C1, C4cr i C6cr. Obszar C6cr 

obserwowany przy ~65 ppm jest typowy dla celulozy typu I. Dla układów 

poadsorpcyjnych celuloza-Glm, celuloza-Glm_Ac wykryto pasmo ~100 ppm, związane 

z mannanem. Dodatkowo, w próbce celuloza-Glm_Ac również wykryto pasmo związane 

z acetylacją ~20 ppm. 
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Tabela 2. Wyniki dekonwolucji obszaru widma związanego z C6 dla próbki celulozy, 

przedstawiające udział poszczególnych obszarów w próbce celulozy, cr – krystaliczne, 

am – amorficzne. 

 C6cr celuloza I C6cr celuloza II C6am 

Celuloza 26% 39% 35% 

Celuloza-Glm 26% 39% 35% 

Celuloza-Glm_Ac 27% 35% 38% 

Obszar widma NMR, umożliwiający rozróżnienie między współistniejącymi 

typami celulozy, to obszar C6. Pozwala on oszacować względne proporcje celulozy 

krystalicznej typu I i II oraz części amorficznych, związanych z sygnałem C6. Wykazano, 

że celuloza mikrofibrylarna składa się z części krystalicznych: celuloza typu I i II oraz 

amorficznych. Nie wykazano różnic pomiędzy celulozą a układem celuloza-Glm. 

Natomiast dla Glm_Ac wzrósł udział części amorficznych C6am, a zmalał części 

krystalicznych celulozy typu II.  

 

Rysunek 11. Wyniki dekonwolucji obszaru widma NMR związanego z C1 i 

otrzymanego dla różnych próbek. 

Na Rysunku 11 pokazano, że dekonwolucja obszaru spektralnego związanego z 

C1 ujawniła przesunięcie chemiczne przy 100,85 ± 0,05 ppm, obecne w próbkach 

zawierających glukomannan, które przypisuje się  mannanom, zgodnie z Ekholm i inni 

(2012). 
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5.3.  Dyskusja i wnioski 

Wyniki przeprowadzonych badań wykazały, że acetylacja hemiceluloz nie 

wpływa na kinetykę adsorpcji na celulozie, a więc na sam mechanizm „gromadzenia się” 

makromolekuł na powierzchni celulozy. Zaobserwowano jedynie różnice pomiędzy 

różnymi hemicelulozami, mianowicie równowaga adsorpcji została znacznie szybciej 

osiągnięta dla glukomannanów (Glm_Ac i Glm)  niż dla ksyloglukanów (Xlg i Xlg_Ac) 

i ksylanów (Xn i Xn_Ac). Zapewne, glukomannan wykazuje strukturę o dużym 

powinowactwie do celulozy i nie wymaga zmian konformacyjnych. Dla ksyloglukanu i 

ksylanu zachodzą bardziej skomplikowane procesy, które prawdopodobnie wymagają 

odpowiedniego ustawienia makrocząsteczek względem celulozy. Badania równowagi 

adsorpcji wykazały, że niski stopień podstawienia acetylowego glukomannanu (DsAc 

0,23)  i ksyloglukanu (DsAc 0,26) wpływa na większą adsorpcję, co może wynikać z 

tego, że częściowa obecność grup acetylowych w łańcuchach hemiceluloz ogranicza ich 

samoasocjację, która jest procesem konkurencyjnym do oddziaływań z mikrofibrylami 

celulozy. Ponadto, najwyższą adsorpcję odnotowano dla glukomannów, co potwierdziło 

ich wysokie powinowactwo do celulozy. Widma spektroskopii CP/MAS 13C NMR 

potwierdziły obecność mannanów w kompleksach poaadsorpcyjnych celuloza-Glm oraz 

mannanów i grup acetylowych w układzie celuloza-Glm_Ac. Badania CP/MAS 13C 

NMR wykazały wzrost udziału części amorficznych dla układu celulozy z acetylowanym 

glukomannanem.  

Z uwagi na to, że mikrofibryle celulozowe zawierają części hydrofilowe i 

hydrofobowe, mechanizm nagromadzania hemiceluloz na tych obszarach może być 

różny. Można zakładać, że na częściach hydrofilowych mikrofibryli celulozowych będą 

istotne oddziaływania z częściami hydrofilowymi hemiceluloz, a więc z grupami 

hydroksylowymi, które będą tworzyły wiązania wodorowe. Natomiast na częściach 

hydrofobowych będą istotne oddziaływania hydrofobowe z domenami hydrofobowymi 

hemiceluloz, tj. grupy acetylowe. Dlatego, wzrost adsorpcji dla Glm_Ac i Xlg_Ac mógł 

być  spowodowany ich większym powinowactwem do części hydrofobowych celulozy. 

Badania metodami obliczeniowymi dynamiki molekularnej prowadzone przez Kundu i 

in. (2025), również wykazały, że niski stopień podstawienia grupami acetylowymi 

wpływał na większą adsorpcję danej hemicelulozy, a wysoki stopień podstawienia wręcz 

ją ograniczał. Berglund i in. (2020) w badaniach z użyciem mikrowagi kwarcowej z 

rozpraszaniem energii również wykazali, że obecność grup acetylowych w 
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glukomannanie ma wpływ na jego adsorpcję na celulozie; acetylowany glukomannan o 

niskim stopniu podstawienia (DsAc 0,2 – 0,3) wykazał większą adsorpcję niż 

glukomannan niemodyfikowany, natomiast przy większej zawartości grup acetylowych 

o stopniu podstawienia na poziomie 0,6 – 1 zaobserwowali oni spadek adsorpcji.  

Podsumowując, modelowe badania adsorpcji in vitro wykazały wpływ acetylacji 

hemiceluloz na oddziaływania z celulozą: wzrost adsorpcji acetylowanego 

glukomannanu i ksyloglukanu o niskim stopniu podstawienia. Natomiast, ze względu na 

brak rozpuszczalności wysokoacetylowanych hemiceluloz w wodzie, nie badano wpływu 

wysokiego stopnia podstawienia grupami acetylowymi hemiceluloz na ich zdolność do 

oddziaływań z celulozą.  
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6. Podsumowanie i wnioski 

W pracy doktorskiej przedstawiono wyniki badań dotyczących acetylacji 

polisacharydów niecelulozowych roślinnej ściany komórkowej. Przede wszystkim 

wykazano, że acetylacja odgrywa istotną rolę w strukturze hemiceluloz i zmian 

zachodzących podczas przebudowy roślinnej ściany komórkowej. Przypuszcza się, że 

acetylowany glukomannan może być markerem zmian zachodzących w roślinie. Stopień 

acetylacji hemiceluloz wzrastał w terminach dojrzałości przedzbiorczej i pozbiorczego 

przechowywania  oraz wykazał negatywną korelację z jędrnością jabłek. Co więcej, 

szczegółowa analiza widm FT-IR i Ramana w połączeniu z analizą PCA również 

wykazała istotne różnice w strukturze hemiceluloz, wynikające z obecności grup 

acetylowych i zawartości mannozy. Natomiast w przypadku pektyn nie zaobserwowano 

specyficznych zmian stopnia acetylacji w badanych terminach i jego wpływu na utratę 

jędrności. W pektynach rozpuszczalnych w wodzie (WSP) o wysokim stopniu 

estryfikacji dominowały grupy metylowe i to one determinowały właściwości pektyn, 

wykazując silną, negatywną korelację z jędrnością owoców jabłoni.  

Zostały przeprowadzone modelowe badania adsorpcyjne, które dostarczają 

informacji na temat mechanizmu i rodzaju możliwych oddziaływań pomiędzy celulozą a 

hemicelulozami. Badania te pokazały, że jednynie hemicelulozy wykazują oddziaływania 

z celulozą, a pektyny pozostają obojętne w stosunku do celulozy. Glukomannan szybko 

osiągnął równowagę adsorpcji, co świadczy o jego korzystnej konformacji łańcucha, 

która nie wymaga dopasowania do celulozy. Ponadto, glukomannan wykazał największą 

adsorpcję na celulozie, a tym samym wysokie powinowactwo do celulozy. Acetylacja 

hemiceluloz nie wpłynęła na kinetykę adsorpcji, ale spowodowała wzrost adsorpcji 

acetylowanego glukomannanu i ksyloglukanu na celulozie, wskazując wpływ acetylacji 

hemiceluloz na oddziaływania z celulozą. Jednakże, należy podkreślić, że modelowe 

badania adsorpcyjne nie odwzorowują w pełni oddziaływań zachodzących w tak 

skomplikowanym układzie, jakim jest roślinna ściana komórkowa. Nie uwzględniają 

obecności innych polisacharydów, pomiędzy którymi mogą występować oddziaływania 

konkurencyjne do oddziaływań z celulozą. Natomiast, wciąż badania adsorpcyjne 

dostarczają cennych informacji i umożliwiają wgląd w mechanizm interakcji pomiędzy 

poszczególnymi polisacharydami ściany komórkowej. Mają one również istotne 

zastosowanie aplikacyjne w projektowaniu nowych biomateriałów i bioadsorbentów, a 

także materiałów wysokiej jakości, zgodnych z zasadami zielonej chemii. Ponadto 
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opracowana i zaprezentowana w niniejszej pracy metoda acetylacji, to prosta i wydajna 

technika, która pozwala modyfikować właściwości fizykochemiczne hemiceluloz i z 

powodzeniem może być konkurencyjna do tych, które już teraz znajdują zastosowanie w 

przemyśle. 

Na podstawie uzyskanych wyników sformułowano następujące wnioski: 

• Stopień acetylacji hemiceluloz frakcji ekstrahowanej chlorkiem litu w 

dimetylosulfotlenku (LiCl-DMSO) z materiału ściany komórkowej jabłek wzrósł 

w terminach przedzbiorczego dojrzewania na drzewie, zbioru i pozbiorczego 

przechowywania jabłek. Natomiast, stopień acetylacji pektyn frakcji izolowanych 

wodą i imidazolem (WSP, ISP) nie wykazał specyficznych zmian w powyższych 

terminach. 

• Wykazano korelację negatywną stopnia acetylacji i zawartości acetylowanych 

hemiceluloz ze zmianami jędrności jabłek. 

• Wykazano dystrybucję polisacharydów w ścianie komórkowej jabłek, z 

rozróżnieniem na acetylowane i deacetylowane hemicelulozy oraz pektyny 

wysoko- i niskoestryfikowane. Wykazano bardziej równomierny rozkład w 

ścianie komórkowej hemiceluloz acetylowanych niż deacetylowanych. Ściana 

komórkowa jabłek po trzech miesiącach przechowywania w chłodni (T7) 

zawierała najwięcej acetylowanych hemiceluloz. Pektyny niskoestryfikowane 

gromadziły się w narożnikach ścian komórkowych trzech sąsiadujących komórek, 

a wysokoestryfikowane były równomiernie rozmieszczone w ścianie 

komórkowej. 

• Badania adsoprcyjne pokazały, że oddziaływania z celulozą mikrofibrylarną 

wyizolowaną z jabłek miały miejsce jedynie w przypadku hemiceluloz 

(glukomannan, ksyloglukan, β-D-glukan i ksylan), natomiast nie wykazano 

adsoprcji pektyn lub jej wartość była poniżej granicy detekcji. 

• Wykazano przy użyciu technik adsorpcyjnych, że acetylacja hemiceluloz miała 

wpływ na oddziaływania z celulozą. Najwyższą adsorpcję odnotowano dla 

glukomannanu i ksyloglukanu o niskim stopniu podstawienia grupami 

acetylowmi (na poziomie 0,2 - 0,3). 

Podsumowując, wyniki badań uzyskane w ramach pracy doktorskiej odrzucają 

postawioną na początku hipotezę, że acetylacja polisacharydów niecelulozowych 



77 

 

utrudnia ich oddziaływania z mikrofibrylami celulozy, a tym samym zmniejsza 

integralność ściany komórkowej i tkanki roślinnej. Stopień acetylacji hemiceluloz 

wykazał negatywną korelację ze zmianami jędrności jabłek, natomiast nie można 

stwierdzić jednoznacznie, że grupy acetylowe w strukturze hemiceluloz bezpośrednio 

wpływają na mięknięcie owoców. Utrata jęrności owoców jest przede wszystkim 

spowodowana relokacją wody i w efekcie utratą turgoru przez komórkę, a także 

modyfikacjami w strukturze pektyn, tj. zmianą stopnia metylacji. Natomiast wzrost 

stopnia acetylacji hemiceluloz może odgrywać rolę, która jest powiązana ze zmianami 

zachodzącymi w ścianie komórkowej podczas utraty jędrności owoców, ale nie wpływa 

bezpośrednio na to zjawisko. Prawdopodobnie wzrost ilości grup acetylowych w 

strukturze hemiceluloz może stanowić pewnego rodzaju mechanizm obronny rośliny, 

mający na celu kompensację zmian zachodzących głównie z udziałem pektyn.  

Ponadto, w badaniach adsorpcyjnych, które stanowiły modelowe badania 

interakcji pomiędzy hemicelulozami a celulozą mikrofibrylarną, wykazano wyższą 

adsorpcję  glukomannanu i ksyloglukanu o niskim stopniu podstawienia acetylowego na 

celulozie niż dla hemiceluloz bez tej modyfikacji. Świadczy to o tym, że niski stopień 

podstawienia hemiceluloz nie tylko nie utrudnia interakcji z celulozą, ale co więcej 

wpływa na nie korzystnie, zwiększając powinowactwo tych makrocząsteczek do 

celulozy. Prawdopodobnie niska acetylacja hemiceluloz zmniejsza agregację ich 

łańcuchów polimerowych, która jest procesem konkurencyjnym do odziaływań z 

celulozą. Ponadto, acetylacja hemiceluloz powoduje wzrost ich właściwości 

hydrofobowych, a tym samym może wpływać na większy udział oddziaływań 

hydrofobowych z celulozą. Natomiast, konieczne są dalsze badania struktury 

kompleksów poadsorpcyjnych, które dokładnie zlokalizują grupy acetylowe w częściach 

bezpośrednio  związanych (oddziaływania hydrofobowe) i niezwiązanych w tych 

kompleksach (zapobieganie agregacji łańcuchów). Dodatkowo odpowiedni stopień 

acetylacji hemiceluloz może nadawać im również właściwości amfifilowe, które 

wpływają na zmianę napięcia powierzchniowego, a więc i na adsorpcję, dlatego ważne 

są również badania właściwości powierzchniowych tych hemiceluloz.  

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej wnoszą istotny wkład w 

dyscyplinę rolnictwo i ogrodnictwo. Przede wszystkim dostarczają informacji na temat 

zmian zachodzących w strukturze roślinnej ściany komórkowej, które wpływają na 
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właściwości mechaniczne ściany, a w efekcie na utratę jędrności owoców podczas 

pozbiorczego przechowywania. 
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7. Tekst publikacji P.1 
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7.1.  Materiały uzupełniające publikacji P.1 

SUPPLEMENTARY MATERIAL 

SM Table. 1. Table gathering information about the maximum adsorption values of 

hemicelluloses and pectins, taking into account process conditions and cellulose source. 

Polysaccharide Type of 

cellulose 

Conditions Maximum 

adsorption capacity 

≈  

(mgadsorbate/gcellulose) 

References 

Xyloglucan 

from tamarind, 

non-fucosylated 

BMCC 40°C 250 Lopez et al. 

2010 

CNC from 

cotton 

20°C, 18 h 333 Dammak et 

al. 2014 

Avicel 20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

13 Zykwinska 

et al. 2005 

primary cell 

wall (PCW) 

cellulose 

20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

33 Zykwinska 

et al. 2005 

B-CNW 25 °C, 

overnight 

202 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-CNW 25 °C, 

overnight 

98 Gu and 

Catchmark 

2013 

B-PASCNW 25 °C, 

overnight 

39 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-PASCNW 25 °C, 

overnight 

29 Gu and 

Catchmark 

2013 

Xyloglucan 

from pea, 

fucosylated 

primary cell 

wall (PCW) 

cellulose 

20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

112 Zykwinska 

et al. 2008 

Xyloglucan  

from apple 

CNF 40 °C, 6 h 

25 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 6.0) 

76 Chen et al. 

2022 



99 

 

Xylan 

from beechwood 

B-CNW 25 °C, 

overnight 

187 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-CNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

B-PASCNW 25 °C, 

overnight 

27 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-PASCNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

MLG Avicel 20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.5), 40 

°C, 20 h 

28 Kiemle et 

al. 2014 

Arabinan-rich 

pectin  

from sugar beet 

Avicel 20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

4 Zykwinska 

et al. 2005 

primary cell 

wall (PCW) 

cellulose 

20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

8 Zykwinska 

et al. 2005 

Galactan-rich 

pectin  

from potato 

Avicel 20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

3 Zykwinska 

et al. 2005 

primary cell 

wall (PCW) 

cellulose 

20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

9 Zykwinska 

et al. 2008 

Pectin  

from citrus 

Avicel 20 mM sodium 

acetate buffer 

(pH 5.8), 40°C, 

6 h 

- Zykwinska 

et al. 2005 

Pectin  

from apple 

B-CNW 25 °C, 

overnight 

59 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-CNW 25 °C, 

overnight 

51 Gu and 

Catchmark 

2013 
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B-PASCNW 25 °C, 

overnight 

19 Gu and 

Catchmark 

2013 

C-PASCNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

Arabinogalactan 

from larch wood 

B-CNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

C-CNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

B-PASCNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

C-PASCNW 25 °C, 

overnight 

- Gu and 

Catchmark 

2013 

BMCC - bacterial microcrystalline cellulose; CNC - Cellulose nanocrystals; CNF - cellulose nanofibers; 

Avicel - microcrystalline cellulose; B-CNW - crystalline cellulose nanowhiskers (CNWs) obtained from 

bacterial cellulose; C-CNW - crystalline cellulose nanowhiskers (CNWs) obtained from cotton cellulose; 

B-PASCNW - highly amorphous cellulose obtained from B-CNW; C-PASCNW - highly amorphous 

cellulose obtained from C-CNW  
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8. Tekst publikacji P.2 
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8.1.  Materiały uzupełniające publikacji P.2 
 

 
SM Fig. 1. Sequential extraction of polysaccharides from cell wall material (CWM). 

Polysaccharide fractions pectin-rich:  WSP - water-soluble pectins, ISP - imidazole-soluble 

pectins; hemicellulose-rich: LiCl-DMSO – natively acetylated hemicelluloses soluble in LiCl-

DMSO, KOH - hemicelluloses soluble in 4M KOH. 

 
SM Fig. 2. Iodine test for starch content of apples at different terms of ripening and storage. 



118 

 

 
SM Fig 3. The overview of the monosaccharide composition of polysaccharide fractions isolated 

from CWM of Idared and Pinova apples during ripening on the tree (T1-T4) and post-harvest 

storage (T5-T7). Mannose (Man), rhamnose (Rha), glucuronic acid (GlcA), galacturonic acid 

(GalA), glucose (Glc), galactose (Gal), WSP – water-soluble pectins, ISP – imidazole-soluble 

pectins,  LiCl-DMSO – LiCl-DMSO-soluble natively acetylated hemicelluloses, KOH – 

hemicelluloses soluble in high alkaline 4M KOH solution. 
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SM Fig 4 Overall comparison of the total content of given monosaccharides at all T1-T7 terms 

between cultivars in polysaccharide fractions isolated from the plant cell wall of Idared and 

Pinova apples, pectin-rich: WSP - water-soluble pectins, ISP - imidazole-soluble pectins; 

hemicellulose-rich: LiCl-DMSO – natively acetylated hemicelluloses soluble in LiCl-DMSO, 

KOH - hemicelluloses soluble in 4M KOH. a) Mannose (Man); b) rhamnose (Rha); c) glucuronic 

acid (GlcA); d) galacturonic acid (GalA); e) glucose (Glc); f) galactose (Gal); g) xylose (Xyl); h) 

arabinose (Ara); i) fucose (Fuc). Kruskal Wallis ANOVA analysis was performed separately for 

each fraction and monosaccharide followed by multiple comparison of mean ranks. The results 

with significant statistical differences are denoted: * with p<0,05; ** with p<0,001; *** with 

p<0,0001. Columns express the mean value of %mol and whiskers ±0.95 confidence interval. 
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SM 

Fig 5. The degree of acetylation (DAc) of polysaccharide fractions isolated from the cell wall of 

Idared and Pinova apples during fruit ripening and storage term (a) WSP – water-soluble pectins, 

(b) ISP – imidazole-soluble pectins, (c) KOH – hemicelluloses soluble in high alkaline 4M KOH 

solution. DAc (WT%, weight%)=(mass of acetic acid /mass of polysaccharides in 

fraction)*100%. Kruskal Wallis ANOVA analysis was performed separately for each variety and 

fraction, followed by multiple comparisons of mean ranks. Results that did not have a significant 

difference were marked with the same letter, and differences with p<0,05 were statistically 

different. 
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SM Table 1. Total soluble solid content (SSC) and dry weight of apples during ripening and 

postharvest storage. The values are shown as mean values±standard deviation (SD). Results that 

did not have a significant difference were marked with the same letter, and differences with p< 

0,05 were statistically different. For SSC results, Kruskal Wallis ANOVA analysis was performed 

followed by multiple comparison of mean ranks. For dry weight results, a one-way ANOVA 

analysis followed by an HSD Tukey test was performed. 

Terms  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 

IDARED SSC 

[°Brix] 

10.66 

±0.05c 

11.16 

±0.09ab

c 

10.96 

±0.05bc 

11.42 

±0.04
ab 

11.22 

±0.04abc 

11.04 

±0.05bc 

11.68 

±0.08a 

Dry weight 

[%] 

13.98  

±0.42ab 

15.02 

±2.11ab 

14.16 

±1.53ab 

15.75 

±1.06
a 

12.47 

±0.68b 

16.12 

±0.16a 

14.22 

±1.03ab 

PINOVA SSC 

[°Brix] 

12.92±

0.04c 

13.66 

±0.15bc 

13.86 

±0.22abc 

13.76 

±0.26
abc 

14.38 

±0.04ab 

14.70 

±0.14ab 

15.54 

±0.18a 

Dry weight 

[%] 

18.86 

±0.22a 

17.83 

±1.66a 

16.94 

±0.96a 

18.24 

±1.79
a 

16.87 

±0.56a 

17.83 

±0,92a 

18.24 

±0.26a 

 

SM Table 2. Sugar ratios for each polysaccharide fraction isolated from apple cell wall material. 

The ratios are calculated as given in the table based on the monosaccharide composition 

presented in Fig. 2 and 3 and according to the methodology of Houben et al., (2011) and 

M’sakni et al. (2006). 

 (1) =
GalA

Fuc+Rha+Ara+Gal+Xyl
; (2)=

2∗Rha

GalA−Rha
; (3) = 

Ara+Gal

Rha
; (4) = 

Man

Xyl
; (HG%)= GalA(mol%) – Rha(mol%); 

(RGI%)= 2* Rha(mol%) + Gal(mol%) + Ara(mol%) 

 

 WSP ISP 

LiCl-

DMS

O 

KO

H 

Name/ 

Term 
(1) (2) (3) HG% RGI% (1) (2) (3) HG% RGI% (4) (4) 

ID_T1 1.24 0.22 5.87 20.75 17.93 0.94 0.27 6.77 29.86 35.40 1.17 0.12 

ID_T2 0.79 0.18 12.04 26.58 33.81 1.07 0.30 5.37 31.28 34.20 0.72 0.17 

ID_T3 0.88 0.18 10.91 30.55 35.45 1.25 0.23 5.90 35.74 32.10 0.77 0.16 

ID_T4 0.79 0.19 11.21 30.85 39.13 1.04 0.27 6.38 35.36 39.88 0.94 0.12 

ID_T5 0.82 0.31 6.07 35.57 44.89 1.69 0.22 4.06 51.61 34.06 0.64 0.13 

ID_T6 0.89 0.19 10.17 40.69 47.13 1.30 0.22 5.53 47.42 38.87 0.44 0.04 

ID_T7 0.86 0.19 10.41 39.03 46.17 1.28 0.26 4.70 44.64 39.07 0.80 0.15 

PIN_T1 0.63 0.31 9.63 21.67 38.47 0.68 0.48 5.88 23.83 44.65 0.71 0.11 

PIN_T2 0.63 0.30 9.43 25.62 43.66 0.67 0.24 11.41 29.27 46.26 0.58 0.11 

PIN_T3 0.47 0.60 7.10 19.25 52.61 0.61 0.27 11.24 27.35 48.74 0.61 0.10 

PIN_T4 0.61 0.39 7.77 24.44 45.81 0.64 0.31 9.57 27.49 48.65 0.68 0.08 

PIN_T5 0.61 0.17 16.90 32.15 52.03 0.55 0.29 11.58 28.59 55.79 0.60 0.07 

PIN_T6 0.74 0.23 10.16 32.62 45.77 0.59 0.49 6.69 27.37 57.60 0.63 0.12 

PIN_T7 0.74 0.39 6.01 31.78 50.21 0.79 0.32 6.95 31.95 45.79 0.54 0.09 
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SM Table 3. The degree of methylation (DM) of polysaccharide fractions isolated from the cell 

wall of  Idared and Pinova apples during fruit ripening and storage. The DM values are shown as 

mean values (WT%, weight%)=(mass of methanol /mass of polysaccharides in fraction)*100%; 

SD – standard deviation; nd - not detected. 

 

FRACTION TERMS IDARED PINOVA 

DM 

(WT%) 

SD DM 

(WT%) 

SD 

WSP T1 4.50 0.23 6.33 0.66 

T2 5.49 0.37 7.63 0.65 

T3 4.91 0.21 6.51 0.33 

T4 6.44 0.56 5.69 0.72 

T5 8.61 1.00 6.92 0.56 

T6 7.87 0.50 5.54 0.32 

T7 10.84 0.78 5.97 0.32 

ISP T1 nd nd 3.34 0.14 

T2 2.04 nd 4.75 0.64 

T3 2.77 0.31 2.26 0.16 

T4 2.55 0.16 2.71 0.12 

T5 5.14 0.86 2.05 0.23 

T6 3.69 nd nd nd 

T7 nd nd nd nd 

LiCl-DMSO T1 2.48 0.18 2.48 0.18 

T2 2.66 0.32 2.66 0.32 

T3 2.94 0.18 2.94 0.18 

T4 2.75 0.66 2.75 0.66 

T5 5.36 0.40 5.35 0.40 

T6 2.83 0.42 2.83 0.41 

T7 4.42 0.60 4.41 0.60 

KOH T1 2.11 0.12 2.17 nd 

T2 2.37 nd nd nd 

T3 2.60 0.52 1.99 0.24 

T4 2.86 0.19 nd nd 

T5 nd nd nd nd 

T6 nd nd nd nd 

T7 2.51 0.11 nd nd 
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9.  Tekst publikacji P.3 
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9.1.  Materiały uzupełniające publikacji P.3 
 

Supplementary Data 

 

 
Fig. S1. Diagram of apple tissue preparation for Raman microscopy. 



139 

 

 

 
Fig. S2. Raman spectra in the range of 3750-2750 and 1750-200 cm-1 extracted as an average 

spectrum from Raman maps obtained for terms T1, T4, and T7 of a) Pinova and b) Idared.  
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 Fig. S3. Raman spectra in the range of 3750-2750 and 1800-250 cm-1 obtained for 

microfibrillar cellulose (CEL), low-esterified pectin (PEC DE 20-34%) and high-esterified 

pectins (PEC DE≥85%). 

 

 

Table S1. The ratio of band intensity at 1740 cm-1 and 1601 cm-1 from FT-IR results for WSP 

(water-soluble pectin) and ISP (imidazole-soluble pectin). 

 TERM 
1740/1601 

RATIO 
 TERM 1740/1601 RATIO 

ID WSP 

T1 1.248 

ID ISP 

T1 0.446 

T2 1.200 T2 0.497 

T3 1.154 T3 0.433 

T4 1.193 T4 0.489 

T5 1.532 T5 0.603 

T6 1.415 T6 0.395 

T7 1.541 T7 0.316 

PIN 

WSP 

T1 1.360 

PIN 

ISP 

T1 1.014 

T2 1.424 T2 1.148 

T3 1.342 T3 0.421 

T4 1.377 T4 0.546 

T5 1.363 T5 0.751 

T6 1.278 T6 0.333 

T7 1.539 T7 0.408 
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Table S2. Results of the degree of methylation and acetylation of polysaccharides of WSP, ISP, 

LiCl-DMSO, and KOH fractions based on data published in: Pękala, P., Szymańska-Chargot, 

M., Cybulska, J., & Zdunek, A. (2025). Monosaccharide composition and degree of acetylation 

of non-cellulosic cell wall polysaccharides and their relationship to apple firmness. Food 

Chemistry, 470, 142639 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.142639 

 Name 
 

Fraction 
 

Term 
 

Mean 
 

SD 
 

Dm (%)a 
 

ID WSP 1 86,44 3,84 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 1 4,50 0,22 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 1 1,13 0,04 

Dac (%)d 
 

ID WSP 1 5,58 0,33 

Dm (%)a 
 

ID WSP 2 74,64 1,66 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 2 5,49 0,37 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 2 1,52 0,16 

Dac (%)d 
 

ID WSP 2 6,24 0,84 

Dm (%)a 
 

ID WSP 3 64,23 2,51 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 3 4,91 0,21 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 3 1,64 0,10 

Dac (%)d 
 

ID WSP 3 7,32 0,81 

Dm (%)a 
 

ID WSP 4 72,94 0,24 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 4 6,44 0,57 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 4 2,25 0,22 

Dac (%)d 
 

ID WSP 4 9,48 0,22 

Dm (%)a 
 

ID WSP 5 79,10 5,51 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 5 8,61 1,00 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 5 3,06 0,04 

Dac (%)d 
 

ID WSP 5 11,69 1,01 

Dm (%)a 
 

ID WSP 6 78,73 1,13 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 6 7,87 0,50 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 6 1,92 0,16 

Dac (%)d 
 

ID WSP 6 7,11 0,40 

Dm (%)a 
 

ID WSP 7 96,94 0,35 

Dm (wt%)b 
 

ID WSP 7 10,84 0,78 

Dac (wt%)c 
 

ID WSP 7 2,24 0,25 

Dac (%)d 
 

ID WSP 7 7,42 0,43 

Dm (%)a 
 

ID ISP 1 0,00 0,00 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 1 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 1 1,91 0,03 

Dac (%)d 
 

ID ISP 1 6,95 0,89 

Dm (%)a 
 

ID ISP 2 7,13 12,36 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 2 0,68 1,18 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 2 1,49 0,02 

Dac (%)d 
 

ID ISP 2 5,08 0,48 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2024.142639
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Dm (%)a 
 

ID ISP 3 24,87 0,96 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 3 2,77 0,31 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 3 2,91 0,43 

Dac (%)d 
 

ID ISP 3 10,43 1,27 

Dm (%)a 
 

ID ISP 4 23,37 1,45 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 4 2,55 0,16 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 4 1,77 0,25 

Dac (%)d 
 

ID ISP 4 5,20 1,06 

Dm (%)a 
 

ID ISP 5 30,15 2,96 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 5 5,14 0,86 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 5 2,54 0,63 

Dac (%)d 
 

ID ISP 5 5,51 1,43 

Dm (%)a 
 

ID ISP 6 7,09 12,28 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 6 1,23 2,13 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 6 1,97 0,25 

Dac (%)d 
 

ID ISP 6 3,46 0,72 

Dm (%)a 
 

ID ISP 7 0,00 0,00 

Dm (wt%)b 
 

ID ISP 7 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

ID ISP 7 2,13 0,23 

Dac (%)d 
 

ID ISP 7 4,11 0,25 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 1 97,13 0,19 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 1 6,33 0,66 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 1 1,53 0,25 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 1 6,95 0,78 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 2 91,22 2,31 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 2 7,63 0,65 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 2 2,30 0,26 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 2 9,90 0,77 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 3 97,65 2,09 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 3 6,51 0,33 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 3 1,89 0,14 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 3 9,62 1,62 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 4 86,55 9,65 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 4 5,69 0,72 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 4 1,80 0,23 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 4 11,35 0,44 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 5 76,48 2,87 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 5 6,92 0,56 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 5 2,34 0,28 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 5 12,23 0,37 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 6 65,67 1,85 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 6 5,54 0,32 
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Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 6 1,27 0,15 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 6 5,25 0,42 

Dm (%)a 
 

PIN WSP 7 63,54 3,28 

Dm (wt%)b 
 

PIN WSP 7 5,97 0,32 

Dac (wt%)c 
 

PIN WSP 7 1,08 0,09 

Dac (%)d 
 

PIN WSP 7 3,13 0,83 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 1 46,28 0,93 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 1 3,34 0,14 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 1 1,37 0,16 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 1 5,52 0,94 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 2 59,02 6,23 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 2 4,75 0,64 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 2 1,53 0,03 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 2 5,97 0,28 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 3 31,78 2,97 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 3 2,25 0,16 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 3 2,00 0,36 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 3 10,49 1,10 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 4 35,37 2,56 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 4 2,71 0,12 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 4 2,54 0,21 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 4 13,23 0,75 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 5 29,38 0,76 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 5 2,05 0,23 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 5 1,76 0,27 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 5 9,16 0,35 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 6 0,00 0,00 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 6 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 6 1,32 0,13 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 6 5,00 0,71 

Dm (%)a 
 

PIN ISP 7 0,00 0,00 

Dm (wt%)b 
 

PIN ISP 7 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN ISP 7 1,42 0,21 

Dac (%)d 
 

PIN ISP 7 4,07 0,84 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 1 2,48 0,18 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 1 2,31 0,16 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 2 2,66 0,32 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 2 3,24 0,61 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 3 2,94 0,18 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 3 3,12 0,21 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 4 2,75 0,66 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 4 3,57 0,72 
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Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 5 5,36 0,40 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 5 4,23 0,65 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 6 2,83 0,42 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 6 3,99 0,72 

Dm (wt%)b 
 

ID LiCl 7 4,41 0,60 

Dac (wt%)c 
 

ID LiCl 7 6,32 0,35 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 1 1,41 1,22 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 1 0,05 0,04 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 2 0,79 1,37 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 2 0,04 0,02 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 3 1,74 1,55 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 3 0,04 0,03 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 4 2,86 0,19 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 4 0,11 0,05 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 5 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 5 0,15 0,05 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 6 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 6 0,35 0,00 

Dm (wt%)b 
 

ID KOH 7 2,51 0,11 

Dac (wt%)c 
 

ID KOH 7 0,15 0,02 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 1 2,19 0,23 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 1 1,60 0,53 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 2 2,19 0,22 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 2 2,44 0,17 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 3 2,56 0,22 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 3 2,63 0,10 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 4 2,36 0,14 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 4 3,56 0,29 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 5 2,57 0,25 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 5 3,76 0,19 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 6 2,97 0,14 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 6 3,67 0,60 

Dm (wt%)b 
 

PIN LiCl 7 2,84 0,36 

Dac (wt%)c 
 

PIN LiCl 7 4,33 0,21 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 1 0,72 1,25 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 1 0,24 0,03 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 2 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 2 0,26 0,09 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 3 1,33 1,16 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 3 0,23 0,04 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 4 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 4 0,15 0,03 
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Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 5 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 5 0,39 0,05 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 6 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 6 0,29 0,02 

Dm (wt%)b 
 

PIN KOH 7 0,00 0,00 

Dac (wt%)c 
 

PIN KOH 7 0,29 0,08 

a - The degree of methylation refers to the mole of methyl group*100% per mole of GalA 

b – The degree of methylation refers to the mass of methanol*100% per mass of 

polysaccharides of a given fraction 

c - The degree of acetylation refers to the mass of acetic acid*100% per mass of polysaccharides 

of a given fraction 

d – The degree of acetylation refers to the mole of acetyl group*100% per mole of GalA  

Mean value of three repetitions, SD – standard deviation, WSP, water-soluble pectins; ISP, 

imidazole-soluble pectins; LiCl-DMSO, LiCl-DMSO-soluble acetylated hemicelluloses; KOH, 

4 mol·L-1 KOH-soluble deacetylated hemicelluloses.  
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10. Tekst publikacji P.4 

 



147 

 



148 

 



149 

 



150 

 



151 

 



152 

 



153 

 



154 

 



155 

 



156 

 



157 

 

 



158 

 

10.1. Materiały uzupełniające publikacji P.4 
 

Supplementary material 

SM Table 1. The sugar composition (weight %) of the polysaccharides used in the present study is 

according to the information provided by each polysaccharide supplier. 

 Glc% Xyl% Gal% Man% GlcA% Ara% Rha% GalA% Fuc% 

Glucomannan 40 60        

β-D-glucan 94         

Xyloglucan 45 34 17   2    

Xylan  86.1   11.3     

Galactan   87   3 4 6  

Arabinan   18.7   69 1.4 10.2  

Rhamnogalacturonan  28 25   7 13 51 21 

Citrus pectin DE 20-34%        >74  

Citrus pectin DE 55-70%        >74  

Citrus pectin DE ≥85%        >74  

Glc- glucose, Xyl – xylose, Gal – galactose, Man – mannose,  GlcA – glucuronic acid, Ara – arabinose, 

Rha – rhamnose, GalA – galacturonic acid, Fuc – fucose, DE – esterification degree 

 

SM Table 2. A comparison of the absorbance of the polysaccharide solutions used for the initial adsorption 

study before and after 24h of mixing with cellulose.  Positive adsorption was obtained for xyloglucan, 

xylan, β-D-glucan and glucomannan – a reduction in the absorbance value was obtained after contact with 

cellulose. However, the lack of a decrease in the absorbance value after mixing with cellulose was observed 

for pectins, arabinan, galactan and rhamnogalacturonan which is the evidence of no adsorption occurring 

in this case. 

Sample 
Initial 

concentratio
n (ppm) 

Absorbance of 
initial adsorbate 

concentration 

Absorbance of 
supernatant after 

polysaccharide mixing 
with cellulose for 24 h 

Pectin DE 20-34% 200 0.960 0.876 

Pectin DE 55-70% 200 0.926 0.902 

Pectin DE>85% 200 0.922 0.803 

Arabinan 200 0.945 0.923 

Galactan 200 0.815 0.763 

Rhamnogalacturonan 200 0.800 0.830 

β-D-glucan 200 1.049 0.070 

Xyloglucan 200 0.763 0.038 

Glucomannan  200 1.015 0.027 

Xylan 200 1.994 0.555 
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SM Table 3. Fitting the experimental data to the theoretical models of Freundlich and the Redlich-

Peterson isotherms. 

Freundlich model Redlich-Peterson model 
 

G GM X XG  G GM X XG 

k 0.82 2.63 0.20 0.96 am 1.27 3.01 0.22 1.00 

n 1.77 2.30 1.88 3.36 k 0.71 1.40 2.53 6.47 

     n 0.50 0.58 0.49 0.71 

          

AICcorr 44.97 25.19 3.30 25.28 AICcorr 48.73 45.24 6.87 28.83 

R2  0.73 0.98 0.82 0.92 R2  0.72 0.99 0.82 0.90 

GM – glucomannan, G – β-D-glucan, XG – xyloglucan, X – xylan. 

Hemicelluloses in PBS 

 

SM Fig. 1. An effect of H concentration in 0.001 M PBS on a) hydrodynamic diameter, b) polydispersity 

index (PdI), and c) electrophoretic mobility (EM) at 20°C. 

The effect of the H concentration in 0.001 M PBS on the particle size and EM is shown 

in SM Fig. 1. For G and XG, the hydrodynamic diameter decreased with increasing 

concentration (from 608 ± 70 nm to 298 ± 39 nm for G and from 435 ± 22 nm to 134 ± 

11 nm for XG). For GM, the particle size increased from 415 ± 46 nm to 542 ± 27 nm 

with increasing concentration, whereas for X, the concentration did not have any 
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influence over the hydrodynamic diameter (the value was found to be at a level of 200 ± 

14 nm). The dispersions of X were the most homogeneous in terms of particle size (PdI 

was 0.34 ± 0.04). For other H, the value of PdI was higher than 0.5 (0.69 ± 0.16 for GM, 

and 0.70 ± 0.13 for XG). In the case of G, the value of PdI increased with increasing 

concentration (from 0.60 ± 0.05 to 0.87 ± 0.13). The values of both EM and ZP were 

negative and an increase in the H concentration did not affect them significantly (one-

way ANOVA). The absolute value of EM changed in the following order of H: XG (0.31 

± 0.05 µmcm/Vs) ≈ G (0.42 ± 0.16 µmcm/Vs) ≈ GM (0.48 ± 0.13 µmcm/Vs) < X (0.83 

± 0.11 µmcm/Vs). 

 

SM Fig.2. DSC curves of the cellulose-hemicellulose systems after adsorption. 
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SM Fig. 3.  The FTIR spectra of the cellulose and cellulose-hemicellulose systems after adsorption in the range of 

3800-2750 cm−1 (a) and 1250 – 850 cm−1 (b) within the highlighted regions of the most important bands. 

 

SM Fig. 4. Raman spectra of the cellulose and cellulose-hemicellulose systems after adsorption in the range of 

3600-2750 cm−1 (a) and 1500 – 825 cm−1 (b) within the highlighted region of the most important bands. 
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