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Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim

,» Wieloskalowa analiza wptywu parametrow technologicznych procesu ekstrakcji
z zastosowaniem naturalnych mieszanin glgboko eutektycznych
na wilasciwosci pektyn z wyttokow owocowych”

Rosngce znaczenie zrownowazonych technologii sprzyja poszukiwaniu efektywnych
metod odzysku sktadnikow z biomasy odpadowej. Wytloki owocowe stanowig zrodto
pektyn o szerokim potencjale aplikacyjnym, ktorych wlasciwosci determinowane sa
strukturg chemiczng. Konwencjonalna ekstrakcja kwasowa wykazuje istotne
ograniczenia $rodowiskowe 1itechnologiczne. Alternatywe¢ stanowig naturalne
mieszaniny gleboko eutektyczne (NADES).

Celem pracy byta optymalizacja procesu ekstrakcji pektyn z wyttokéw owocowych
(czarna porzeczka jako surowiec modelowy, malina, truskawka, rokitnik)
z wykorzystaniem NADES oraz ocena wplywu parametrow procesowych na wtasciwosci
otrzymanych produktow.

Badania wstepne umozliwity wybor chlorku choliny (ChCl) i kwasu cytrynowego
(CA) jako najkorzystniejszego ukladu NADES. Optymalizacj¢ przeprowadzono
z wykorzystaniem metodologii planowania eksperymentu (DoE) oraz analizy
powierzchni odpowiedzi (RSM), przy uwzglednieniu sktadu NADES (ChCl, CA) oraz
czasu ekstrakcji jako zmiennych niezaleznych. Analiza statystyczna (ANOVA)
umozliwila wyznaczenie parametréw optymalnych, ktére nastgpnie zastosowano do
pozostatych badanych surowcdéw. Otrzymane produkty oczyszczono metoda
chromatografii ~ jonowymiennej  (IEC), adominujace  frakcje  pektynowe
scharakteryzowano technikami spektrofotometrycznymi (UV—-Vis) chromatograficznymi
(LH-20, HPLC-SEC, GC-MS), spektroskopowymi (FT-IR, 'H NMR, 'H-"*C HSQC
NMR) oraz mikroskopowymi (SEM). Frakcje pektynowe wykazywaty wysokim udziat
kwasu galakturonowego (GalA), obecno$¢ domen HG i RG-I, niskometoksylowy
charakter oraz zdolno$¢ do tworzenia komplekséw polifenolowo-polisacharydowych.
W warunkach optymalnych (ChCI/CA 1,5:2; 4 h) uzyskano dla wytlokow czarnej
porzeczki wydajnos$¢ 4,29% (w/w) 1 ok. 55% GalA, dla wyttokow z maliny i rokitnika
odpowiednio 5,62% 1 7,75% oraz 64,08% 1 77,75% GalA, natomiast dla wyttokow
truskawki (ChCl/CA 2:1,5; 4 h) - 4,33% 154,52% GalA. Oczyszczanie metoda [EC
zwigkszato udziat GalA.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze NADES stanowig efektywna i srodowiskowo
przyjazng alternatyw¢ dla konwencjonalnych metod ekstrakcji pektyn, umozliwiajac
kontrole wtasciwosci strukturalnych produktow poprzez odpowiedni dobor parametrow
procesowych.

Stowa Kkluczowe: pektyny, polisacharydy, ekstrakcja, naturalne mieszaniny gleboko
eutektyczne, NADES, optymalizacja



Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

,»Multiscale analysis of the influence of technological parameters of the natural deep
eutectic solvents extraction process on the properties of the fruit pomace pectin”

The increasing importance of technologies aligned with the principles of sustainable
development supports the exploration of efficient methods for recovering valuable
compounds from waste biomass. Fruit pomace is recognized as a good source of pectins
with a wide range of applications. The functional properties are determined by their
chemical structure. Conventional acid-based extraction methods are associated with
significant environmental and technological limitations. An alternative approach involves
Natural Deep Eutectic Solvents (NADES).

The main objective was to optimize the pectin extraction process from fruit pomace
(blackcurrant as a model raw material, raspberry, strawberry and sea buckthorn) using
NADES, and to evaluate the impact of technological parameters on the properties of the
obtained products.

Preliminary extractions enabled the selection of choline chloride (ChCl) and citric
acid (CA) mixture as the most advantageous. Process parameters were optimized using
Design of Experiments (DoE) and Response Surface Methodology (RSM), with NADES
composition (ChCl, CA) and extraction time as independent variables. Statistical analysis
(ANOVA) enabled the identification of optimal parameters, which were subsequently
applied to the remaining fruit pomaces. The products obtained under optimal conditions
were purified by ion-exchange chromatography (IEC), and the dominant pectin fractions
were characterized using spectrophotometric (UV—Vis), chromatographic (LH-20,
HPLC-SEC, GC-MS), spectroscopic (FT-IR, 'H NMR, "H-"*C HSQC NMR), and
microscopic (SEM) techniques. Pectin fractions were characterized by a high content of
GalA, the presence of predominant HG and RG-I domains, a low degree of esterification,
and the ability to form polyphenol-polysaccharide conjugates. Under optimal conditions
(ChCI/CA 1.5/2; 4 h), blackcurrant pomace yielded 4.29% (w/w) and approximately 55%
GalA, raspberry and sea buckthorn pomace yielded 5.62% and 7.75%, and 64.08% and
77.75% GalA, respectively. Strawberry pomace yielded 4.33% and 54.52% GalA
(ChCIl/CA 2/1.5; 4 h). Purification by IEC was associated with an increase in GalA
content.

The obtained results confirm that NADES provide an effective and environmentally
friendly alternative to conventional pectin extraction methods, enabling control of the
structural properties of products through the appropriate selection of process parameters.

Key words: pectins, polysaccharides, extraction, natural deep eutectic solvents, NADES,
optimization
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AA
AG
AIR

AO
Ara
CA
CCD
ChCl
DA
DE
DES
df
DM
EAE
EC
ES
EW
FFD
Fuc
Gal
GalA
GFC
Gle
GPC
HBA
HBD
HG
HM
HWE
IEC
IL
KPP
kWh
LA
LM
MA-ATPS

MAC
MAE
Man
Mapp
Mn
Mp

MS
MUAE

Mw
NADES
OA
OHAE

OHC

WYKAZ SKROTOW

kwas askorbinowy, C¢HsOs (ang. ascorbic acid)

apiogalakturonian

(wytracanie) substancji nierozpuszczalnych w alkoholu (ang. alcohol insoluble
residues)

szczawian amonu, (NH4)>C,04 (ang. ammonium oxalate)

arabinoza

kwas cytrynowy, CsHgO7 (ang. citric acid)

plan centralny kompozycyjny (ang. central composite design)

chlorek choliny, CsH4CINO (ang. choline chloride)

stopien acetylowania (ang. degree of acetylation)

stopien estryfikacji (ang. degree of esterification)

mieszaniny glgboko eutektyczne (ang. deep eutectic solvents)

stopnie swobody (ang. degrees of freedom)

stopien estryfikacji reszta metylowa (ang. degree of methylesterification)
ekstrakcja wspomagana enzymami (ang. enzyme-assisted extraction)
zdolno$¢ do tworzenia i stabilizowania emulsji (ang. emulsifying capacity)
stabilno$¢ emulsji (ang. emulsifying stability)

rownowaznik (ekwiwalent) masy (ang. equivalent weight)

eksperyment petnoczynnikowy (ang. full factorial design)

fukoza

galaktoza

kwas galakturonowy (ang. galacturonic acid)

chromatografia cieczowa, zelowa (ang. gel filtration chromatography)
glukoza

chromatografia podziatowa (ang. gel permeation chromatography)

akceptor wigzania wodorowego (ang. hydrogen bond acceptor)

donor wigzania wodorowego (ang. iydrogen bond donor)

homogalakturonian

(pektyna) wysokometylowana (ang. high-methoxyl)

ekstrakcja wodna na goraco (ang. hot-water extraction)

chromatografia jonowymienna (ang. ion exchange chromatography)

ciecze jonowe (ang. ionic liquids)

koniugaty polifenolowo-polisacharydowe

kilowatogodzina, 1 kWh =3 600 000 J

kwas mlekowy (ang. lactic acid)

(pektyna) niskometylowana (ang. low-methoxyl)

dwufazowy uktad wodny wspomagany mikrofalami (ang. microwave assisted
aqueous two-phase system)

maceracja

ekstrakcja wspomagana mikrofalami (ang. microwave-assisted extraction)
mannoza

pozorna wzgledna masa czasteczkowa (ang. apparent relative molecular weight)
$rednia masa czasteczkowa (ang. numer-average molecular weight)

masa czasteczkowa odpowiadajaca maksymalnej wartosci dla danego piku (ang.
peak molecular weight)

$rednia kwadratow warto$ci (ang. mean square)

ekstrakcja wspomagana mikrofalami oraz ultradzwigkami (ang. microwave-
ultrasound-assisted extraction)

$rednia wagowa masa czasteczkowa (ang. weight-average molecular weight)
naturalne mieszaniny gleboko eutektyczne (ang. natural deep eutectic solvents)
kwas szczawiowy, C2H»04 (ang. oxalic acid)

ekstrakcja wspomagana ogrzewaniem Omowym (ang. Ohmic heating-assisted
extraction)

zdolno$¢ do wiazania oleju (ang. oil holding capacity)
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PDI
PHWE
RG-I/RG-II
Rha
Rib
RT
SEC
SFE
SS
ST
SWE
t

T

TA
UA
UAE
A%
WE
WHC
XG
Xyl

Y

wskaznik polidyspersyjnosci (ang. polydispersity index)

ekstrakcja goracg woda pod cisnieniem (ang. pressurized hot water extraction)
ramnogalaturonian typu I/ ramnogalaturonian typu 11

ramnoza

ryboza

temperatura pokojowa (ang. room temperature)

chromatografia wykluczenia (ang. size exclusion chromatography)
ekstrakcja ciecza w stanie nadkrytycznym (ang. supercritical fluid extraction)
suma kwadratéw (ang. sum of squares)

winian sodu, C4H4Na,Os (ang. sodium tartrate)

ekstrakcja woda w stanie podkrytycznym (ang. subcritical water extraction)
czas

temperatura

kwas winowy, C4HsOs (ang. tartaric acid)

kwasy uronowe (ang. uronic acids)

ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (ang. ultrasound-assisted extraction)
praca (J)

ekstrakcja wodna (ang. water extraction)

zdolno$¢ do wiazania wody (ang. water holding capacity)
ksylogalakturonian

ksyloza

wydajnos¢ (ang. yield) (%o)
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SPIS PRODUKTOW

ekstrakty przed oczyszczeniem alkoholem i na drodze dializy otrzymane
z wytlokow owocowych czarnej porzeczki/maliny/truskawki/ rokitnika —
ekstrakcja w wodzie; 4h, 100°C

KPP otrzymane odpowiednio z wyttokéw owocowych czarnej porzeczki/maliny/
truskawki/rokitnika — ekstrakcja w wodzie; 4h, 100°C

KPP otrzymane z wytlokéw owocoéw czarnej porzeczki

ekstrakcje wstgpne w S$rodowisku NADES, KPP otrzymane zsurowca
modelowego przy wykorzystaniu jako medium ekstrakcyjnego mieszaniny
NADES (ChClI/CA 1:1), z r6znym udziatem wody

frakcja pektynowa nr 1 (F1) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu 38 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

frakcja pektynowa nr 2 (F2) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu 38 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

frakcja pektynowa nr 3 (F3) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu 38 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

KPP otrzymane z wyttokow owocowych maliny — ekstrakcja w wodzie; 4h,
100°C

KPP otrzymane z wyttokéw owocowych maliny — ekstrakcja w CA; 4h, 100°C
KPP otrzymane z wyttokow owocowych maliny — ekstrakcja NADES (ChCl/CA
1,5:1); 4h, 100°C

KPP otrzymane z wyttokdw owocowych maliny — ekstrakcja NADES (ChCl/CA
1,5:2); 4h, 100°C

KPP otrzymane z wyttokdw owocowych maliny — ekstrakcja NADES (ChCl/CA
2:1,5); 4h, 100°C

frakcja pektynowa nr 1 (F1) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu M2 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

frakcja pektynowa nr 2 (F2) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu M2 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

KPP otrzymane z wytlokéw owocowych truskawki — ekstrakcja w wodzie; 4h,
100°C

KPP otrzymane z wytlokow owocowych truskawki — ekstrakcja w CA; 4h,
100°C

KPP otrzymane zwytlokow owocowych truskawki — ekstrakcja NADES
(ChCl/CA 1,5:1); 4h, 100°C

KPP otrzymane zwytlokow owocowych truskawki — ekstrakcja NADES
(ChCl/CA 1,5:2); 4h, 100°C

KPP otrzymane zwytlokow owocowych truskawki — ekstrakcja NADES
(ChCI/CA 2:1,5); 4h, 100°C

frakcja pektynowa nr 1 (F1) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu T3 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

frakcja pektynowa nr 2 (F2) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu T3 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

KPP wyizolowane z wyttokéw owocowych rokitnika — ekstrakcja w wodzie; 4h,
100°C

KPP otrzymane z wyttokéw owocowych rokitnika — ekstrakcja w CA; 4h, 100°C
KPP otrzymane zwytlokow owocowych rokitnika — ekstrakcja NADES
(ChCl/CA 1,5:1); 4h, 100°C

KPP otrzymane zwytlokow owocowych rokitnika — ekstrakcja NADES
(ChCl/CA 1,5:2); 4h, 100°C

KPP otrzymane zwytlokow owocowych rokitnika — ekstrakcja NADES
(ChCI/CA 2:1,5); 4h, 100°C

frakcja pektynowa nr 1 (F1) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu R2 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)

frakcja pektynowa nr 2 (F2) uzyskana poprzez oczyszczanie produktu R2 na
drodze chromatografii jonowymiennej (produkt optymalny)
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1.  Polisacharydy

1.1.1. Wielopoziomowa struktura polisacharydoéw

Polisacharydy to naturalne makroczasteczki zbudowane z  jednostek

monosacharydowych, polaczonych wigzaniami glikozydowymi, ktére moga rézni¢ si¢
sktadem monomeroéw, rodzajem wigzan glikozydowych oraz stopniem rozgalezienia
taficucha glownego, co determinuje ich wlasciwosci fizykochemiczne i przektada si¢ na
ich wlasciwosci uzytkowe [Zhao i in., 2023; Teng i in., 2024].
Budowa chemiczna polisacharydéw charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
skomplikowania. Polisacharydy, podobnie jak biatka, prezentuja wielopoziomowq
organizacj¢ strukturalng, co doprowadzito do koniecznosci adaptacji odpowiedniej
nomenklatury. W rezultacie terminologia przyjeta dla biatek zostala zaadaptowana
réwniez w odniesieniu do polisacharydow. Hierarchia dla obu typéw makroczasteczek
opiera si¢ na strukturze pierwszorzgdowej, drugorzedowej, trzeciorzedowej oraz
czwartorzedowej [Diener i in., 2019]. Cho¢ obie grupy biopolimeréow dzielg te same
poziomy zorganizowania strukturalnego, istnieja mig¢dzy nimi znaczace rdznice
w mechanizmach ich formowania.

Struktura pierwszorzgdowa polisacharydu opiera si¢ na sekwencji jednostek
monosacharydowych potaczonych wigzaniami kowalencyjnymi. Organizacja tancucha
gléwnego moze by¢ opisywana jako tzw. kiebek statystyczny, czyli rzeczywista struktura,
jaka tworza pojedyncze monomery w rzeczywistych warunkach roztworu [Meng i in.,
2026]. Struktura tego tancucha jest bardziej ztozona niz w przypadku bialek, poniewaz
pierwszorzedowa budowa polisacharydow obejmuje nie tylko rodzaj i rozmieszczenie
reszt monosacharydowych, ale rowniez wielkos¢ form cyklicznych, ktére tworza te
monomery (p - piranozy lub f - furanozy), ich konfiguracj¢ (D lub L), rodzaj wigzania
glikozydowego (np. 1 >4, 1—6 itd.) oraz konfiguracj¢ anomerycznego atomu wegla (C1)
(oo Iub B). Co wigcej, niektore monosacharydy moga zawiera¢ dodatkowe grupy
funkcyjne (np. metylowa, acetylowa, aminowg). Wszystkie te cechy determinujg
znacznie wyzszy stopien skomplikowania oraz wigksza liczb¢ mozliwych wariantow
strukturalnych w polisacharydach juz na poziomie ich pierwszorzedowej struktury

[Fittolani i in., 2020; Drusch i in., 2024].



Podobnie jak w przypadku biatek, struktura drugorzgdowa polisacharydéw obejmuje
formy o-helisy i1 B-kartki, stabilizowane wigzaniami wodorowymi [Meng i in., 2026;
Diener i in., 2019; Du i in., 2022]. Jednakze w wigkszo$ci przypadkéw polisacharydy
formuja regularny uktad przestrzenny struktury pierwszorzgdowej, czego efektem sa
struktury helikalne, takie jak amyloza w skrobi lub struktury liniowe, przyktadowo jak
taficuchy celulozy czy chityny. Zmiana konformacji z postaci nieuporzadkowanej na
uporzadkowang wigze si¢ ze wzrostem sztywnosci tancucha oraz indukuje chiralno$¢
czasteczki [Schefer i in., 2015; Diener i in., 2019; Fu i in., 2024].

W  przypadku polisacharydow trzeciorzgdowa konformacja zwigzana jest
z obecno$cig powtarzalnych sekwencji struktury pierwszorzedowej oraz z licznymi
mozliwymi oddziatywaniami niekowalencyjnymi pomig¢dzy grupami hydroksylowymi,
karboksylowymi i aminowymi monomeréw. W efekcie prowadzi to do uporzadkowania
struktur drugorzedowych w bardziej ztozone uklady [Fu i in., 2024]. Elastyczno$¢
struktur drugorzgdowych wptywa na ich stopien usztywnienia, a takze stopien skrecenia
struktur trzeciorzedowych. Przykladem sa superhelisy, powstajace w wyniku
intensywnego zwijania si¢ tancucha polisacharydowego lub wystgpowania interakcji
pomiedzy jego fragmentami [Chavda i in., 2024; Diener i in., 2019].

Struktura czwartorzedowa polisacharydow odnosi si¢ do agregatoéw tworzonych
migdzy ich tancuchami w wyniku oddziatywan niekowalencyjnych. Moze obejmowac
zarowno interakcje pomig¢dzy podobnymi lancuchami w obrgbie  struktur
trzeciorzgdowych, jak i miedzy tancuchami tworzacymi struktury drugorzgdowe.
Powstate agregaty umozliwiajag formowanie rozbudowanych sieci tréjwymiarowych,
takze o duzym stopniu rozgatezienia tancuchéw gtownych [Diener i in., 2019; Fu i in.,
2024]. Struktura trzecio- oraz czwartorzedowa polisacharydéw zalezy od ich pierwszo-
1 drugorzedowej natury, majacych wplyw na oddziatywania elektrostatyczne czasteczki
polisacharydu, wynikajace z liczby, rozmieszczenia oraz stopnia protonacji grup
funkcyjnych, tym samym determinujgc oddzialywania wewnatrz- i mi¢dzyczasteczkowe
[Drusch i in., 2024].

W przypadku niektorych polisacharydow, np. dla pektyn, stabilizacja struktur cz¢sto
wymaga obecnosci specyficznych jonow, np. Ca**, podczas gdy w przypadku bialek ich
stabilno$¢ strukturalna opiera si¢ gldwnie na oddzialywaniach niekowalencyjnych [Cao
iin., 2020; Fu 1 in., 2024; Adhav 1 in., 2023]. W przeciwienstwie do powtarzalnych

strukturalnie bialek, o czym decyduje ich deterministyczny charakter, polisacharydy maja
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w wigkszo$ci charakter stochastyczny, co skutkuje ich wigksza zmiennoscig strukturalng

oraz niejednorodnoscia [Diener i in., 2019].

BIALKA POLISACHARYDY
Struktura )
. [ o o g 4 Qoo o L ]
plerwszorzedowa Sekwencja aminokwaséw potgczonych
(liniowa sekwencja jednostek wigzaniami peptydowymi.

Sekwencja monosacharydéw potgczonych
wigzaniami glikozydowymi.

Struktura drugorzedowa
(pierwszy stan % L%% W

budulcowych)

uporzadkowania) Struktury o-helisy oraz p- Struktura a-helisy, gléwnie poprzez katy
harmonijki, gtéwnie dzigki dwuscienne wigzan glikozydowych. Struktury
oddziatywaniom wodorowym. indukowane obecnoscig jonéw (np. K*, Ca2*).
Struktura
trzeciorzedowa
(organizacja
wewnatrztancuchowa) Precyzyjne zwinigcie czasteczki — Organizacja wewnatrztaricuchowa helisy.
€ [
Struktura e
czwartorzedowa ‘

&S
(interakcje miedzytancuchowe) ot

. ] . Agregacja migdzytaricuchowa.
A d funki |
socjacja Sx‘;ev'v(sun clonainy taczenie wielu struktur 2° lub 3° rzedowych

Charakter w tréjwymiarowe sieci (np. zelowanie).
formowania deterministyczny stochastyczny

Ryec. 1. Porownanie organizacji strukturalnej bialek oraz polisacharydow
[na podstawie: Diener i in., 2019; Du i in., 2022; Fu i in., 2024].
Szczegdtowa charakterystyka chemiczna polisacharydow wymaga zastosowania
zaawansowanych technik analitycznych, do ktorych zalicza sig:

— metody mikroskopowe, takie jak: mikroskopia sit atomowych (AFM), transmisyjna
mikroskopia elektronowa (TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM);

— metody spektrofotometryczne, obejmujace oznaczenia kolorymetryczne, w tym:
metode fenolowo-siarczanowa, metode m-hydroksybifenylowa, testy
antyoksydacyjne (np. DPPH), test z czerwienig kongo w celu wykrycia struktur
helikalnych;

— metody spektroskopowe, takie jak: spektroskopia magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR), spektroskopia w podczerwieni (FT-IR), spektroskopia Ramana,
dichroizm kotowy (CD), spektrometria mas (MS), w tym techniki obejmujace rézne
metody jonizacji czasteczek oraz rozne analizatory mas, np. ESI-MS, EI-MS
MALDI-TOF;

— metody chromatograficzne, w tym: chromatografia podzialowa (GPC/SEC),
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), chromatografia gazowa (GC),
w tym rowniez chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS),

chromatografia ~ jonowymienna  (IEC),  wysokosprawna  chromatografia
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anionowymienna z detekcja amperometryczng (HPAEC-PAD), chromatografia
zelowa z detekcja MALLS; chromatografia na porowatym weglu grafitowym (PGC);

— metody elektroforetyczne, np. elektroforeza kapilarna (CE);

— metody chemiczne, np. miareczkowanie (oznaczanie DE i DA), analiza metylacyjna;

— metody reologiczne, takie jak: wiskozymetria, analiza oscylacyjna;

— inne metody, takie jak: dyfrakcja rentgenowska (XRD), dynamiczne (DLS)
istatyczne (LLS) rozpraszanie $wiatla, metody rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego (WAXS, SAXS), pomiar potencjatu Zeta [Koziot i in., 2022; Chan
iin., 2017; Chaitanya i in., 2026; Zheng i in., 2023; Pandeirada i in., 2025; Ren i in.,
2019; Kong i in., 2026; Diener i in., 2019; Obodo-Ovie i in., 2025; Du i in., 2022; Fu
iin., 2024; Meng i in., 2026].

Wspolczesne podejscie opiera si¢ na integracji metod, co umozliwia analize zalezno$ci

wynikajacych z budowy chemicznej czasteczki oraz jej wtasciwosciami funkcjonalnymi.
Wsrod polisacharydow szczegdlng uwage poswieca si¢ pektynom, ktorych ztozona

budowa oraz wiasciwos$ci funkcjonalne majg kluczowe znaczenie w kontekscie procesow

ich ekstrakcji 1 modyfikacji.

1.1.2. Budowa chemiczna i struktura domenowa pektyn

Pektyny, obok celulozy, hemiceluloz, lignin oraz biatek, stanowia gtéwny sktadnik
strukturalny $cian komorkowych roslin naczyniowych [Obomighie i in., 2025]. Pektyny
zbudowane s3 z reszt kwasu D-galakturonowego (GalA) polaczonych wigzaniami
a-(1->4) glikozydowymi [Chan i in., 2017]. Zgodnie z zalozeniami Organizacji Narodow
Zjednoczonych, Komisji ds. Wyzywienia i1 Rolnictwa (FAQO) tancuch polisacharydowy
moze by¢ sklasyfikowany jako pektyna, jezeli w jego strukturze ilo$¢ GalA przekracza
65% [Freitas 1 in., 2021]. Sktad monomeréw pektyn obok GalA obejmuje takze
monosacharydy obojetne, w tym gtownie: L-ramnoz¢ (Rha), D-galaktoze (Gal),
L-arabinoze (Ara), D-ksyloze (Xyl), L-fukozg¢ (Fuc) [Pinkowska i Ztocinska, 2014].
Monosacharydy te, oprocz Rha wystepujacej w tancuchu gltéwnym, obecne sa
w tancuchach bocznych, tworzac ich kolejne rozgalezienia [Zheng i in., 2023].
W strukturze pektyny wystepuja roznego typu wigzania glikozydowe, gtownie a-(1—4),
jak réwniez a- i B (152), (1-3), (1>4) i (1>6). Wigzania o zazwyczaj sprzyjaja

wigkszej elastyczno$ci tancucha, podczas gdy wigzania [ czedciej prowadza do
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powstawania struktur o wyzszym stopniu uporzadkowania, co moze wplywac na wzrost
ich sztywno$ci [Assifaoui, 2025]. Pektyny odpowiadaja za regulacje wiasciwosci
mechanicznych $ciany komoérkowej, nadajac jej wieksza sprezystos¢ 1 utrzymujac w niej
czasteczki wody. Determinuja tez inne wilasciwosci $ciany komorkowej, w tym jej
porowato$¢, rozktad tadunku powierzchniowego, stabilizacje pH i rbwnowage jonowa,
co wpltywa na transport jonow oraz matych czasteczek przez t¢ bariere biologiczng
[Voragen i in., 2009; Obomighie i in., 2025]. Pektyny ulegaja naturalnym modyfikacjom
poprzez dzialanie enzymow podczas procesoOw wzrostu i dojrzewania rosliny, jak tez pod
wptywem warunkow stresowych [Koziot i in., 2022].

Czasteczka pektyny sktada si¢ z naprzemiennie utozonych fragmentéw liniowych,
jednorodnych, zbudowanych z monomeréw GalA, okres$lanych jako tzw. regiony gtadkie
(ang. smooth regions) oraz niejednorodnych obszaréw o duzym lub bardzo duzym
stopniu rozgalezienia struktur bocznych (ang. hairy regions) [Kong 1 in., 2026;
Pinkowska i Ztocinska, 2014].

Pierwszorzedowa struktura pektyn, heteropolisacharydow $ciany komorkowej,
sktada si¢ z trzech gléwnych domen: homogalakturonianu (HG), ramnogalaturonianu I
(RG-I) oraz ramnogalaturonianu IT (RG-II).

HG stanowi dominujaca domen¢ pektynowa w obrebie $ciany komorkowej (ok. 60-
65%). Lancuch zbudowany jest z reszt GalA potaczonych wigzaniami glikozydowymi o.-
(1>4) [Voragen i in., 2009; Muioz-Almagro i in., 2021; Hadid i in., 2025]. Reszty GalA
w lancuchu gltéwnym tej domeny moga ulega¢ estryfikacji grupami metylowymi
w pozycji C-6 oraz acetylowaniu w pozycjach O-2 i/lub O-3 [Voragen i in., 2009;
Pinkowska i Ztocinska, 2014].

Region RG-I, stanowigcy od 20 do 35% struktury pektyny, charakteryzuje si¢
szkieletem ztozonym z naprzemiennie utozonych reszt GalA i Rha. Czasteczka ramnozy
moze by¢ podstawiona w pozycji O-4 liniowymi lub rozgatezionymi tancuchami
bocznymi, ztozonymi z cukrow neutralnych, np. Ara, Gal, tworzacych arabinogalaktany
[Hilz 1 in., 2005; Mufioz-Almagro i in., 2021].

RG-II jest domeng mniej rozpowszechniong (< 10% catkowitej struktury) o wysokim
stopniu skomplikowania [Mufioz-Almagro i in., 2021]. Region ten sklada si¢ z co
najmniej 8 reszt GalA wraz z czterema rodzajami mozliwych lancuchow bocznych,
zbudowanych z 12 réznych typoéw monosacharydow [Chen i Lahaye, 2021].
Charakteryzuje si¢ obecnoscig nietypowych cukrow, do ktérych zalicza si¢ apioze¢ (Api),
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fukoze (Fuc), a takze kwas 2-keto-3-dezoksy-D-mannooktulozonowy (KDO), kwas
3-dezoksy-D-likso-2-heptulozonowy (DHA) oraz kwas borowy odpowiedzialny za
tworzenie mostkow boranowych [Kumar 1 in., 2023; Zdunek i in., 2021; Freitas i in.,

2021].

(A) 1 v 2
al-8l o 1-8 2 o
T 3
2 maa 3
000000 11 e et
celuloza amylopektyna/amyloza B-glukan

RG-I RG-II XG HG

. glukoza Q kwas glukuronowy O galaktoza e kwas galakturonowy A ramnoza * arabinoza

. apioza * ksyloza A fukoza ‘ gr. estrowa metylowa A gr. O-acetylowa E] N-acetylogalaktozoamina

Rye. 2. Struktura wybranych polisacharydow naturalnych: (A) homoglukany (polimery glukozy
o zréznicowanych typach wigzan glikozydowych) oraz (B) pektyny zbudowane z réznych
monosacharydow potaczonych wigzaniami glikozydowymi typu o i B [na podstawie: Zheng i in., 2023].

Wsrod domen pektynowych wyrdznia si¢ rowniez rzadziej wystepujace domeny,
takie jak ksylogalakturonian (XG) oraz apiogalakturonian (AG), a takze wymienia si¢
w obrebie tancuchdéw bocznych obecnos¢ innych fragmentéw sktadajacych si¢ z cukrow
obojetnych, w tym: galaktan, arabinogalaktan oraz ksylogalaktan [Zdunek i in., 2021;
Zheng i in., 2023; Roy i in., 2023]. Wspomniane domeny wspotistniejag w obrebie jedne;j
czasteczki.

Jednym z podstawowych czynnikéw umozliwiajacych klasyfikacje pektyn jest
stopien estryfikacji GalA (ang. degree of esterification, DE lub ang. degree of
methylesterification, DM). Parametr ten okresla stosunek ilosci podjednostek GalA
w formie zestryfikowanej, do catkowitej ilosci podjednostek GalA posiadajacych wolne
reszty —COOH w tancuchu gtéwnym pektyny [Freitas i in., 2021]. Na podstawie tego
kryterium wyrdznia si¢ dwie grupy pektyn o réznych zastosowaniach: pektyny
wysokometylowane (ang. high-methoxyl, HM>50%) oraz pektyny niskometylowane

(ang. low-methoxyl, LM<50%) [Mari¢ i in., 2018; Chandel i in., 2022].
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Ztozono$¢ strukturalna pektyn oraz ich silne powigzanie ze skladnikami §ciany
komoérkowej sprawiaja, ze ich efektywna separacja stanowi istotne wyzwanie

technologiczne.

1.2.  Struktura pektyn a ich wlasciwosci funkcjonalne

Wiasciwosci funkcjonalne i biologiczne pektyn sa $cisle zwigzane z ich strukturg
molekularng, obejmujaca DE, My, ilos¢ GalA oraz kompozycj¢ pozostatych
monosacharydow w czasteczce. Elementy te zalezg od rodzaju uzytej biomasy, z ktorej
pektyny zostaly wyodrebnione, a takze zastosowanej metody ekstrakcji oraz jej
parametrow procesowych [Hadidi i in., 2025].

Stopien estryfikacji pektyny determinuje jej wlasciwosci zelujace. Pektyny HM
wymagaja do tego celu srodowiska o pH < 3,5 oraz duzego stezenia tych makromolekut.
Ponadto wyzszy stopien estryfikacji pektyn sprzyja zelowaniu w przedziale wyzszych
temperatur [Pinkowska i1 Ztocinska, 2014]. Z kolei pektyny LM do procesu sieciowania
wymagajg obecnosci jondéw dwuwarto$ciowych, gtéwnie Ca?*, a zjawisko zelowania
zachodzi w §rodowisku o wartosciach pH w przedziale 2-6. Proces ten opiera si¢ na
tworzeniu mostkdw jonowych pomiedzy wolnymi grupami karboksylowymi, szczegdlnie
w regionach HG o niskim stopniu estryfikacji, zgodnie z modelem ,,egg-box” [Mari¢ i in.,
2018; Obomighie i in., 2025]. Wraz z malejacym stopniem zestryfikowania pektyn LM
do zajscia zjawiska zelowania wymagana jest wyzsza temperatura i $rodowisko

o charakterze bardziej kwasowym [Pinkowska i Ztocinska, 2014].
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Rye. 3. Struktura homogalakturonianu oraz mechanizmy jego sieciowania podczas zelowania
pektyn [Obomighie i in., 2025].
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Pektyny HM oraz LM prezentuja odmienne wilasciwosci uzytkowe. Pektyny HM
zazwycza] wykorzystywane sa w przemysle spozywczym jako $rodki zelujace,
stabilizatory, emulgatory oraz zageszczacze, natomiast pektyny LM, ze wzgledu na
zdolno$¢ do wigzania wody w procesie zelowania, znajduja zastosowanie jako m.in.
zamienniki thuszczu w réznych produktach spozywczych [Mari¢ i in., 2018]. Istotnym
czynnikiem wptywajacym na stopien DE, oprdcz temperatury oraz czasu prowadzenia
ekstrakcji, jest sSrodowisko medium ekstrakcyjnego. Wyodrebnianie pektyn w warunkach
alkalicznych prowadzi do obnizenia DE na skutek reakcji saponifikacji [Cho i in., 2019].
DE pektyn jest odwrotnie skorelowany ze stopniem amidacji. Modyfikacja pektyn LM za
pomoca amoniaku ma na celu ulepszenie ich wlasciwosci zelujacych [Pinkowska
1 Ztocinska, 2014].

Wysoki udziat GalA, sprzyjajacy dominacji liniowych regionéw HG w czasteczkach
pektyn, zwieksza liczbe dostgpnych grup karboksylowych zdolnych do utworzenia
mostkow jonowych [Guo i in., 2024]. Natomiast obecno$¢ grup acetylowych w pozycjach
0-2 1 O-3 podjednostek cukrowych uniemozliwia $ciste upakowanie tancuchow HG,
co utrudnia tworzenie interakcji i oslabia wytrzymato§¢ mechaniczng zelu [Azzouzi i in.,
2023].

Oprocz wiasciwosci  zelujacych, struktura pektyn determinuje réwniez ich
zachowanie w uktadach koloidalnych, w tym zdolno$¢ emulgowania [Chen i in., 2025].
Wiasciwosci te zalezg od obecnosci regionow rozgatezionych (RG-I) oraz kowalencyjnie
zwigzanych frakcji biatkowych [Zie 1 in., 2025]. Grupy acetylowe oraz metylowe
w pektynach zmniejszajg ich polarno$¢, co sprzyja stabilizacji emulsji typu (O/W) [Chen
iin., 2025].

Masa czasteczkowa (Mw) pektyn wptywa na lepko$¢ roztworu oraz wytrzymato$é
mechaniczng zelu. Dluzsze tancuchy polisacharydowe posiadaja w swojej strukturze
wigcej potencjalnych miejsc wigzacych, co przeklada si¢ na wigksza stabilno$¢ takiego
uktadu [Ripoll i in., 2023].

Wykazano, ze pektyny moga przejawiac roznorodne wiasciwosci biologiczne, w tym
dziatanie antyoksydacyjne, immunomodulujace, prebiotyczne [Minzanova i in., 2018].
Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca pektyn wynika migdzy innymi z obecnosci reszt GalA,
ktorych grupy —COOH oraz —OH uczestnicza w reakcjach z wolnymi rodnikami [Li i in.,
2023]. Wiasciwosci prebiotyczne pektyn przypisywane sg gtownie obecnosci domen RG-

I [Gu i in., 2023], natomiast pektyny o niskim stopniu metylowania wykazuja dzialanie
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przeciwzapalne w obrgbie przewodu pokarmowego [Wu i in., 2022]. Ponadto
udowodniono, ze pektyny LM o mniejszej masie czasteczkowej posiadaja wlasciwosci
inhibitorowe wobec a-amylazy i a-glukozydazy, enzymow odpowiedzialnych za
hydrolize wigzan glikozydowych i uwalniania Glc do przewodu pokarmowego, ktdra
nastgpnie jest wchlaniana do krwioobiegu [Ren 1 in., 2025]. Pektyny
wysokometoksylowe o $§redniej Mw potrafig skutecznie wigza¢ lipazg trzustkowa, co
przyczynia si¢ m.in. do obnizania poziomu cholesterolu [Ren i in., 2025; Zaid i in., 2019;
Tsirigotis-Maniecka i in., 2024].

Zdolno$¢ wiazania wody (WHC) oraz oleju (OHC) stanowig istotne cechy
funkcjonalne pektyn. Duza ilo$¢ GalA w tancuchu gtéwnym, obecno$¢ licznych grup
polarnych oraz ograniczony DE zwigkszaja zdolno$¢ pektyny do wigzania wody.
Natomiast OHC wynika z obecnos$ci rozgat¢zionych fancuchéw bocznych, komponentéw
biatkowych oraz grup hydrofobowych. Pektyny o wysokim OHC znajduja zastosowanie
jako stabilizatory emulsji (O/W) [Shafie i in., 2019; Huang i in., 2021].

1.3.  Ekstrakcja pektyn z biomasy roslinnej

1.3.1. Konwencjonalne metody ekstrakcji pektyn i ich ograniczenia

W celu wyodrebnienia pektyn ze $cian komorkowych biomasy roslinnej opracowano
szereg metod ekstrakcyjnych, z ktorych najczeéciej stosowane sg techniki
konwencjonalne oparte na dzialaniu podwyzszonej temperatury oraz substancji
chemicznych rozpuszczonych w §rodowisku wodnym.

Jedna z najpowszechniej stosowanych metod ekstrakcji pektyn z surowca roslinnego
jest ekstrakcja woda w podwyzszonej temperaturze (ang. hot-water extraction, HWE).
Stosowane uktady rozpuszczalnikowe to rowniez wodne roztwory kwasdéw organicznych
i nieorganicznych (kwas solny, kwas cytrynowy, kwas azotowy, kwas siarkowy) oraz
zasad (wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu) [Zheng i in., 2023; Riyamol i in., 2023].
Metoda ta posiada jednakze wiele ograniczen, do ktorych zalicza si¢ dlugi czas
prowadzenia procesu oraz wysokie zapotrzebowanie energetyczne. Charakteryzuje si¢
réwniez ograniczong selektywnos$cia, co moze prowadzi¢ do wspolekstrakcji innych
sktadnikéw z biomasy. Innym istotnym ograniczeniem tej metody sg silnie korozyjne
wlasciwosci medium ekstrakcyjnego [Riyamol i in., 2023; Hadidi i1 in., 2025].

Z perspektywy przemystowej wydajnos¢ takiego procesu jest czgsto niewystarczajaca.
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Pomimo szerokiego zastosowania, metoda ta wiaze si¢ z licznymi ograniczeniami, ktore
istotnie wplywaja na efektywnos$¢ ekstrakcji oraz jako$¢ uzyskiwanych produktow
[Macias-Frotto i in., 2025; Arumuganainar i in., 2025].

Waznym etapem otrzymywania pektyn jest operacja jednostkowa nastgpujaca po
ekstrakceji, w ktorej przeprowadza si¢ precypitacj¢ nierozpuszczalnej w alkoholu frakcji
o wysokim stopniu polarnosci (ang. alcohol insoluble residue, AIR), bogatej
w polisacharydy, ale tez w mono- i oligosacharydy. W tym etapie najcz¢$ciej stosuje si¢
alkohol etylowy, oddzielajac za jego posrednictwem substancje takie jak np. polifenole
1 ich maloczasteczkowe glikozydy. Ta operacja jednostkowa moze réwniez stanowic etap
poprzedzajacy ekstrakcje [Hilz i in., 2005].

Warunki ekstrakeji znaczaco wplywaja na mase czasteczkowa (Mw), stopien
estryfikacji (DE), struktur¢ oraz wlasciwosci fizykochemiczne wyodrebnionych
makroczasteczek [Shafie i in., 2019; Hadidi i in., 2025]. Dobér odpowiedniego surowca,
zastosowanie odpowiednich warunkéw pH, temperatury i czasu procesu ekstrakcji
decyduje orodzaju wyodrgbnianych pektyn oraz o wydajnosci procesu. Nalezy
zauwazy¢, ze kwasowe Srodowisko sprzyja wysokiemu odzyskowi GalA (do ~83%)
[Konrade i in., 2023], a w przypadku ekstrakcji prowadzonej w warunkach alkalicznych,
pomimo relatywnie wysokiej wydajnosci tego procesu, udziat GalA w produkcie
koncowym ulega obnizeniu. Ponadto dochodzi do alkalolitycznej degradacji tahcuchow
polisacharydowych, co skutkuje mniejsza masg czasteczkowa wyodrgbnianych na tej

drodze pektyn [Li i in., 2024; Guo i in., 2024] (Tabela 1).
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Tabela 1. Konwencjonalne metody ekstrakcji pektyn z biomasy owocowej rodzimych owocow jadalnych.

Metoda Warunki ekstrakcji Charakterystyka produktu
Biomasa roslinna . Literatura
ekstrakcji Medium P Y DE Mw .
. arametry procesu GalA (% UA (% inne
ekstrakcyjne yp (%) (%6) %) () (kDa)
ki P iin.
MAC czerwona porzeczia H,0 RT, 1h, 15 w/v - 60,5 - 57,1 1020 - ancerz 1
(owoc) 2021
HWE rokitnik (owoc) H,O 80°C, 4 h 6,1 - - - 26,2 - Shen i in, 2021
rokitnik (owoc) H,O 80°C, 4 h, 1:20 w/v 4,7 49,7 - - 281,5 Liiin., 2024
o o ) Yangiin.,
rokitnik (owoc) H,O 80°C, 2 h, 1:77 g/ml 17,6 - - - - - 2024
czarna porzeczka (owoc)  H,0 80°C, 2h; 1:30 w/v 3,6 - - - - - Xuiin, 2016
truskawka (owoc) H,O 90°C, 3h; 1:20 w/v 38-59 10,94-16,24 6,88 - 11,63 - 574 — 643 - Sun i in., 2025a
Kwasowa rokitnik (owoc) 0,1 M HCI 60°C, 3 h, 1:20 w/v 3.8 63,05 - - 289,8 - Liiin., 2024
HWE 0,1 M CA/ cytrynian HG =70,3% .
ij ’ ° : - - ’ G ., 2024
wyttoki jablkowe sodu, pH 5,0 85°C, 3 h, 1:25 w/v 6,1 423 208 RG-1 = 20.8% uo i in
sliwka (owoc) 9,6 47,2 - 45,2 - EW =532 g/mol
czerwona porzeczka 6,5 83,6 - 57,1 - EW = 717 g/mol
(owoc) 0.1 M CA, _ Konrade i in.,
czarna porzeczka (owoc) pH 1,0-1,5 90°C, 60 min, 1:2 w/v 11,9 69,2 - 54,7 - EW =465 g/mol 2023
agrest (owoc) 7 7,01 74,9 - 57,1 - EW = 896 g/mol
wignie (owoc) 4,47 59,1 - 64,1 - EW=1390
g/mol
EC=133,3%
57,0 - 86 - ’
truskawka (owoc) 7.4 7, ES = 80,0%
czerwona porzeczka EC=6,7% N
8,8 50,7 - 74 - -
(owoc) 20% r-r CA, > ’ ES = 80,0% Mufioz N
58°C, 1h, 1:4 w/v Almagro i in.,
. pH 3,0 17 518 7 EC=33,3% 2021
jezyna (owoc) , ) - ) ES =98,8%
. EC=133,3%
malina (owoc) 8,8 60,2 - 66 - ES = 90.0%
Alkaliczna rokitnik (owoc) 0,1 M NaOH 60°C, 3 h, 1:20 w/v 6,1 29,24 - - 6,4 - Liiin., 2024
HWE .. 0,1 M CA / cytrynian HG =40,1% ..
toki jabtk ’ ° : 11 - - 34 219 ’ G ., 2024
wyttoki jabtkowe sodu, pH 8,0 85°C, 3 h, 1:25 w/v 7 7 RG-1 = 47.2% uo iin




Otrzymywanie pektyn na skale przemystowg opiera si¢ gtdéwnie na wykorzystaniu
dwoch surowcow odpadowych - skorek cytrusowych oraz wytlokéw jabtkowych.
Standardowy ciag procesowy sklada si¢ z nastepujacych etapow:

— przygotowanie wstgpne surowca: mycie, blanszowanie, w tym inaktywacja

enzymoOw, np. pektynoesterazy oraz suszenie biomasy, aby zapewnic jej stabilno$¢
1 ograniczy¢ rozw0j mikroorganizmow;

— ekstrakcja wlasciwa: hydroliza kwasowa w roztworach kwaséw mineralnych,
np. HCL, HNO;, H>SO4, prowadzona w reaktorach wsadowych z ciaglym
mieszaniem, przy pH w przedziale 1-3, w temperaturze okoto 80-100°C, gdzie
proces prowadzony jest zazwyczaj przez 30-180 min, w zalezno$ci od rodzaju
surowca;

— separacja i klarowanie: filtracja lub wirowanie;

— zageszczanie: odparowywanie w warunkach obnizonego ci$nienia;

— wytracanie AIR: z roztworu przy uzyciu alkoholu etylowego lub izopropylowego;

— oczyszczanie: przemywanie osadu pektyn alkoholem w celu zredukowania
zanieczyszczen, w tym pozostalo$ci uzytego kwasu, rozpuszczalnych w alkoholu
substancji takich jak polifenole;

— suszenie: w suszarkach rozpytowych lub bebnowych oraz mielenie i przesiewanie
w celu uzyskania produktu koncowego w postaci proszku o kontrolowanym
rozmiarze czastek [Assifaoui, 2025; Haque i in., 2025; Saydam i in., 2026; Xiang
iin., 2024].

Pomimo szerokiego zastosowania przemystowego, metody konwencjonalne moga

prowadzi¢ do niekontrolowanych zmian strukturalnych ekstrahowanych polisacharydow,

co bezposrednio wptywa na wlasciwosci funkcjonalne.

1.3.2. Alternatywne metody ekstrakcji pektyn

W odpowiedzi na ograniczenia metod konwencjonalnych rozwijane sg alternatywne
techniki ekstrakcji, zgodne z zatozeniami zielonej chemii. Z perspektywy przemystowe;j
kluczowe jest doskonalenie procesow, w szczegdlnosci pod wzgledem bezpieczenstwa
srodowiskowego, redukowania kosztow, poprawy wydajnosci oraz jakosci uzyskanego
produktu. Réznorodno$¢ procedur stosowanych do wyodrebniania pektyn z surowcow

owocowych jest szeroko udokumentowana w literaturze. W ostatnich latach duzym



zainteresowaniem ciesza si¢ technologie oparte o rozwigzania z zakresu zielonej chemii,
wpisujace si¢ w ide¢ zréwnowazonego rozwoju. Do alternatywnych metod ekstrakcji
zalicza si¢ ekstrakcje:

— wspomagang ultradzwigkami (UAE),

— wspomagang mikrofalami (MAE),

— wspomagang ogrzewaniem Omowym (OHAE),

— wspomagang enzymatycznie (EAE),

— goracag wodag w podwyzszonej temperaturze i w podwyzszonym ci$nieniu
(PHWE),

— woda w stanie podkrytycznym (SWE),

— ciecza w stanie nadkrytycznym (SFE),

— cieczami jonowymi (IL),

— mieszaninami gieboko eutektycznymi (DES),

— naturalnymi mieszaninami glgboko eutektycznymi (NADES),

— mieszaninami glgboko eutektycznymi wspomaganymi czynnikiem fizycznym —
ultradzwigkami lub mikrofalami [Riyamol i in., 2023; Ejaz i in., 2023; Tsirigotis-
Maniecka i in., 2024; Saravanan i Jeevitha, 2024; Hadidi i in., 2025; Nayak i in.,
2026; Gurev i in., 2023].

Metody te r6éznig si¢ mechanizmem dziatania, jednak ich wspolnym celem jest
zwigkszenie wydajnosci oraz skrocenie czasu prowadzenia procesu ekstrakcji, a takze
podniesienie jako$ci produktu. Oprocz zastosowania czynnikow fizycznych
i biologicznych, istotnym kierunkiem rozwoju nowoczesnych metod ekstrakcji jest
wykorzystanie nowych typoéw rozpuszczalnikow o zadanych wtasciwosciach.

Szczegolnie interesujaca grupe nowoczesnych rozpuszczalnikéw do ekstrakcji
polisacharydow stanowig ciecze jonowe oraz mieszaniny glteboko eutektyczne (DES).
Wsrod nich wyrdznia si¢ naturalne mieszaniny glgboko eutektyczne (NADES),
charakteryzujace si¢ wysoka zdolnoscia do rozpuszczania zwigzkoéw bioaktywnych,
biodegradowalnos$cia oraz ograniczonym wplywem na $rodowisko [Thamer i in., 2026;

Freitas 1 in., 2025].
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1.3.2.1.  Ciecze jonowe (IL)

Do intensywnie badanych grup nowoczesnych rozpuszczalnikow nalezg ciecze
jonowe (ang. ionic liquids, 1Ls). Stanowig one uktad oddziatujacych ze soba soli
organicznych o niskiej temperaturze topnienia (<100°C). Kazda IL sklada si¢ z duzego,
asymetrycznego kationu organicznego, np. kationu imidazoliowego, pirydyniowego lub
amoniowego, oraz anionu organicznego lub nieorganicznego [Smith 1 in., 2014].
Asymetria jondow w IL prowadzi do powstawania slabszych sieci krystalicznych, co
przeklada si¢ na niskg temperaturg topnienia tego rozpuszczalnika [Olasupo i in., 2026].
Ciecze jonowe moga by¢ projektowane pod katem okreslonej polarnosci i selektywnosci
w zalezno$ci od zastosowania, a w kontekscie ekstrakcji umozliwiaja ukierunkowane
wyodregbnianie skladnikéw bioaktywnych [Dai i in., 2013]. Charakteryzuja si¢ niska
preznoscia par, co sprawia, ze sg atrakcyjng alternatywa dla lotnych rozpuszczalnikow
organicznych. Wykazuja odporno$¢ termiczng oraz chemiczng. Ponadto wtasciwosci IL
moga by¢ modyfikowane poprzez dobér odpowiednich jonéw do uktadu [Olasupo i in.,
2026; Alreshidi i in., 2025; Li i in., 2026]. Rozw¢j badan nad cieczami jonowymi
doprowadzil do wyrdznienia ich czterech generacji [Alreshidi i in., 2025]:

L klasyczne IL - nielotne, wysoce stabilne rozpuszczalniki stanowigce alternatywe
dla  rozpuszczalnikow  organicznych, wysoce toksyczne 1  stabo
biodegradowalne;

II. IL o ukierunkowanych wiasciwosciach chemicznych, wykorzystywane jako
zielone rozpuszczalniki i katalizatory;

III. bio-IL - uklady oparte na naturalnych sktadnikach, skoncentrowane na
biokompatybilnosci, biodegradowalnos$ci oraz niskiej toksycznosci;

IV. inteligentne oraz funkcjonalne IL — zdolne do adaptacji do zmiennych warunkow
srodowiskowych (temperatura, $wiatlo, pole magnetyczne).

Ciecze jonowe wykorzystywane sa w roznych galgziach przemystu. Sg szeroko
stosowane w elektrochemii dzigki wysokiemu przewodnictwu jonowemu, m.in.
w procesach Kkatalizy, ekstrakcji i separacji, przetwarzania biomasy oraz syntezie
organicznej [Li i in., 2026; Pereira i in., 2026; Alreshidi i in., 2025]. W przypadku
ekstrakcji polisacharydéw mechanizm dziatania IL opiera si¢ na zaburzeniu
rozbudowanej sieci wigzan wodorowych w S$cianie komodrkowej, co ulatwia ich

rozpuszczanie oraz wyodrgbnianie [Norfarhana i in., 2024].

26



Ciecze jonowe stosowane sg rowniez do otrzymywania pektyn. Przyktadem sa IL,
bazujgce na kationach choliny [Ch]*, imidazoliowych [C2Ciim]* lub [C4Ciim]* oraz
anionach leucynianowym [Leu], chlorkowym [Cl], bromkowym [Br] czy
tetrafluoroboranowym [BF4], ktore zostaly uzyte do pektyn z biomasy cytrusowe;.
Ekstrakcja IL wspomagana mikrofalami znalazla zastosowanie w otrzymywaniu pektyn
z wydajnoscig siegajaca 24,7% [Guolin i in., 2012; Wang i in., 2016].

Chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy ([Bmim]Cl) uznawany jest za jeden
z najbardziej efektywnych uktadow IL, co wynika z jego zdolno$ci do tworzenia wigzan
wodorowych pomigdzy anionem chlorkowym a grupami hydroksylowymi pektyn
[Guolin i in., 2012]. Do grupy bio-IL, badanych pod katem zdolnosci do ekstrakcji
pektyn, zalicza si¢ tez uktady oparte na resztach aminokwasowych, takie jak alaninian
choliny ([Ch][Ala]), serynian choliny ([Ch][Ser]), cysteinian choliny ([Ch][Cys]),
prolinian choliny ([Ch][Pro]), asparaginian choliny ([Ch][Asp]), walinian choliny
([Ch][Val]) oraz fenyloalaninian choliny ([Ch][Phe]) [Wang i in., 2016]. IL stosowane sg
tez w uktadach dwufazowych z fosforanem potasu [Ventura i in., 2017].

Mimo korzystnych wtasciwosci fizykochemicznych, ciecze jonowe nie s3
pozbawione wad ograniczajacych ich praktyczne zastosowanie. Glowne wady IL to
glownie duze koszty produkcji i trudnosci w recyklingu oraz utylizacji. IL moga tez
wykazywac istotng toksyczno$¢. Wszystkie te problemy ograniczajg ich optacalnosé
ekonomiczng [Olasupo 1 in., 2026]. Stanowi to przestank¢ do poszukiwania

rozpuszczalnikéw o nizszej toksycznosci, tanszych i bardziej przyjaznych srodowisku.

1.3.2.2.  Mieszaniny gteboko eutektyczne (DES)

W  odpowiedzi na ograniczenia cieczy jonowych rozwini¢to nowg klase
rozpuszczalnikdw, okres$lanych jako mieszaniny gleboko eutektyczne (DES, ang. deep
eutectic solvents). Sa one przyktadem mieszanin odpowiednio dobranych sktadnikéw,
ktore tworza uktad o podobnych do cieczy jonowych wiasciwosciach fizycznych oraz
zachowaniu fazowym [Dai 1 in., 2013]. DES to mieszaniny dwdch lub wiecej sktadnikow,
ktéore po potaczeniu w odpowiednim stosunku molowym tworzg faze ciekla
o temperaturze topnienia nizszej, niz w przypadku jej poszczegdlnych komponentow
[Huang i in., 2019; Chandra i in., 2026].

Mieszaniny gleboko eutektyczne skladaja si¢ z akceptora wigzania wodorowego

(HBA) oraz donora wigzania wodorowego (HBD), ktére tworzy si¢ pomiedzy
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sktadnikami DES. Powstanie uktadu migdzyczasteczkowych oddziatywan wodorowych
prowadzi do delokalizacji tadunku elektrycznego i zakldcenia struktury sieci
krystalicznej tak powstalej cieczy, co wptywa na obnizenie temperatury topnienia uktadu
[Luque-Uria i in., 2025].

DES =zostaly podzielone na 4 kategorie w zaleznosci od rodzaju sktadnikow

[Zdanowicz i in., 2018]:

typ I: sol organiczna + s6l metalu (bezwodna),

typ II: s6l organiczna + hydrat soli metalu,

typ III: s6l organiczna + HBD,

typ I'V: chlorek metalu + HBD.
Oprocz tego wyr6znia sie takze V typ, ktory obejmuje mieszaniny sktadajace sie
wylacznie z substancji niejonowych [Luque-Uria i in., 2025].

Zjawisko formowania DES zostalo po raz pierwszy opisane przez Abbott i in. (2003),
ktorzy wykazali, ze mieszanina chlorku choliny (ChCl) i mocznika (1:2), pomimo
wysokich temperatur topnienia poszczegdlnych sktadnikow (odpowiednio 302°C oraz
133°C), tworzy ciecz cechujaca si¢ wlasciwosciami typowymi dla rozpuszczalnikow,

ktérej temperatura topnienia nie przekracza 12°C.
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Rye. 4. Klasyfikacja mieszanin gltgboko eutektycznych [Luque-Uria i in., 2025].

Mechanizm ekstrakcji polisacharydow z wykorzystaniem DES jest analogiczny do

obserwowanego dla cieczy jonowych. DES penetruja $ciang komoérkowa surowca
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roslinnego 1 poprzez zaburzenie rozbudowanej sieci wigzan wodorowych migdzy
sktadnikami $ciany zwigkszaja rozpuszczalno$¢ polisacharydow, co przektada si¢ na
zwigkszong wydajnos¢ ekstrakceji.

W uktadach glebokich rozpuszczalnikow eutektycznych (DES) funkcje HBA
najczesciej pelnig czwartorzgdowe sole amoniowe, w szczegdlnosci chlorek choliny
(ChCl), jak rowniez chlorek chlorocholiny, bromek choliny, mleczan choliny, chlorek
allilotrimetyloamoniowy, chlorek tetrametyloamoniowy (TMAC), bromek i chlorek
tetrabutyloamoniowy (TBAB, TBAC) oraz bromek tetractyloamoniowy (TEAB). Do
grupy HBA zalicza si¢ takze betaing oraz sole nieorganiczne w formie bezwodnej lub
w postaci hydratéw, np. ZnCl, FeCls, KBr, MnCl2x4H,0, CrCl3x6H>O. Donorami
wigzania wodorowego (HBD) jest m.in.: mocznik, glicerol, glukoza, acetamid oraz glikol
etylenowy [Huang i in., 2019; Morais i in., 2020].

Odpowiedni doboér sktadnikow DES determinuje ich polarnos¢, lepkosé i zdolnos¢ do
solubilizacji §cian komérkowych surowca. Uktady zawierajace sole nieorganiczne metali
(HBA) wykazuja wysoka efektywnos$¢ uwalniania polisacharydéow z matrycy roslinnej,
jednakze ich zastosowanie w ekstrakcji pektyn jest ograniczone, gtéwnie na rzecz chlorku
choliny. DES oparte na solach nieorganicznych, w tym: ZnCl/LA (1:10), kwas
akrylowy/ChCl/AICI3x6H20, wykorzystywane s3 glownie w  przetwarzaniu
lignocelulozy [Bai i in., 2024; Wu i in., 2024]. Uklady ChCl/mocznik (1:2), ChCl/ZnCl,
(1:2), ChCl/glikol etylenowy (1:2) stosowano do przetwarzania polisacharydéw, w tym
celulozy, skrobi oraz pektyn [Zdanowicz i in., 2018; Morais i in., 2020].

Ekstrakcja pektyn z wytlokow jabtkowych oraz odpadéw cytrusowych
z zastosowaniem DES/NADES jest dobrze udokumentowana w literaturze naukowe;j.
Wyodrebnianie pektyn z biomasy cytrusowej przy wykorzystaniu uktadow takich jak
LA/Glc (5:1), LA/glicyna (9:1), fruktoza/CA (1:1), ChCI/CA (1:1), ChCI/OA (1:1),
ChCl/glicerol (1:2), ChCl/Glc (5:2), ChCl/kwas jabtkowy (1:1), ChCl/kwas malonowy
(1:1), z opcjonalnym dodatkiem wody, prowadzi do wyodrebniania pektyn w szerokim
przedziale wydajnosci, bo 7,4 — 96,0% wag., przy czym najwyzsza wydajnos¢ otrzymano
przy zastosowaniu NADES zlozonego z ChCl/Glc (5:2) oraz ukladu ChCl/kwas
malonowy (1:1). Uzyskane w ten sposéb pektyny charakteryzowal wysoki stopien
estryfikacji [Liew i in., 2018; Elgharbawy i in., 2019].

Zastosowanie NADES typu ChCI/CA (1:2), rozcienczonych woda w proporcji 1:30
(w/v), do ekstrakcji pektyn z wyttokow jabtkowych oraz skérek limonki skutkowato
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produktami (DE > 85%) uzyskanymi z wysoka wydajnos$cia, odpowiednio 25% 1 37%
wag. Oba procesy wspomagano ultradzwigkami, a proces ten prowadzono przez 40 min.
[Li 1 in., 2026; Rai i in., 2025]. Dodatkowo tak wyodrebnione pektyny jabtkowe
wykazywaty wysoka zdolno$¢ zelujaca.

DES na bazie betainy oraz CA (1:2) umozliwita wyodrebnienie pektyn ze skorki
mango oraz grejpfruta (odpowiednio 27,6% 1 36,5%), o wysokim DE (83,4% 1 66,1%)
oraz duzej masie czasteczkowej (Mw ~ 782 kDa i ~ 670 kDa) [Chen i in., 2022; Lin i in.,
2024]. W przypadku innych surowcéw, np. kiwi, z ktérego wydzielono pektyny stosujac
NADES typu ChCl/glikol etylenowy (1:3), wydajno$¢ okazata si¢ by¢ nizsza (ok. 9,6%
wag.) [Wu i in., 2024a].

Prace doswiadczalne opisujace ekstrakcje pektyn z owocdéw rodzimych, w tym
owocow jagodowych, z wykorzystaniem rozpuszczalnikdw DES sg ograniczone. Wang i
in. (2025¢c) w wyniku ekstrakcji ChCl/OA (1:2) z wyttokéw zurawinowych uzyskali
pektyne HM o udziale GalA bliskim 80%, przy wydajnosci procesu na poziomie 5,03%.
Zastosowanie dodatkowego czynnika fizycznego, jakim byty ultradzwigki, nie wptywato
istotnie na charakterystyke chemiczng produktu, jednak efektywnos¢ procesu nieznacznie
wzrosta (5,53%).

Ekstrakcja z uzyciem DES moze wptywac¢ na obnizenie masy czasteczkowej pektyn
wzgledem konwencjonalnej ekstrakcji wodnej. Zaobserwowano tez, ze DES
o charakterze kwasowym czesto prowadza do uzyskania pektyny typu HM [Wang i in.,
2025c; Chen i in., 2022; Lin i in., 2024], podczas gdy DES o pH alkalicznym sprzyjaja
wyodrebnianiu pektyn niskometoksylowanych (LM) [Zhang i in., 2025].

DES znajduja zastosowanie m.in. w chemii i biotechnologii, jako rozpuszczalniki,
media ekstrakcyjne, katalizatory, a takze w elektrochemii, analityce (chromatografia),
nanotechnologii (nanomateriaty), farmacji oraz biomedycynie [Zdanowicz i in., 2018].

DES charakteryzuja si¢ niskim kosztem produkcji, zdolnosciag do rozpuszczania
biopolimeréow, biodegradowalnoscia, niska toksyczno$ciag, mozliwoscig regulacji
polarno$ci oraz zdolnoscia do recyklingu [Zdanowicz 1 in., 2018]. Stanowig zatem
atrakcyjng alternatywe dla cieczy jonowych. Szczegodlng grupe w obrgbie DES stanowig
naturalne mieszaniny glgboko eutektyczne (NADES), ktére dzieki wykorzystaniu
zwigzkow pochodzenia naturalnego wykazuja jeszcze wyzszy potencjat aplikacyjny

w procesach ekstrakcji komponentow biomasy roslinne;.
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1.3.2.3.  Naturalne mieszaniny gleboko eutektyczne (NADES)

Naturalne mieszaniny gleboko eutektyczne (NADES, ang. natural deep eutectic
solvents) jako podgrupa DES, sktadaja si¢ ze zwigzkéw pochodzenia naturalnego,
ktérymi moga by¢: kwasy organiczne (np. kwas cytrynowy, kwas jabtkowy), poliole,
aminokwasy (np. prolina), monosacharydy (np. Glc, Fru), czwartorzgdowe sole
amoniowe oraz inne metabolity pierwotne roslin [Jelinski i Cysewski, 2022; Chevé-
Kools i in., 2025]. Przypuszcza si¢, ze NADES, obok wody i lipidow, stanowig trzecig
faze cieklta w komorkach roslinnych, co moze wyjasnia¢ mechanizmy biosyntezy oraz
transportu czasteczek o $redniej polarnosci, ktére nie rozpuszczaja si¢ w wodzie czy
thuszczach [Dai i in., 2013; Choi i in., 2011]. Jednym z najcze$ciej przywolywanych
przyktadow naturalnej mieszaniny gleboko eutektycznej jest midd [Chevé-Kools i in.,
2025].

Klasyfikacja NADES opiera si¢ na ich sktadzie i obejmuje siedem kategorii:

L. czwartorzgdowa so6l amoniowa (np. ChCl) + monosacharyd/poliol,
IIL. czwartorzgdowa so6l amoniowa + kwas organiczny,
III. aminokwas + poliol/kwas organiczny,

IV.  monosacharyd + kwas organiczny (np. Glc + CA),

V. zwigzek hydrofobowy + kwas tluszczowy/terpen,

VI.  HBA pochodzenia naturalnego (np. betaina) + mocznik/amid (np. acetamid),

VII. NADES z dodatkiem wody w celu zmniejszenia lepkosci uktadu lub

modyfikacji jego polarnosci [Roshni 1 in., 2026].

Uktady NADES wykazuja wysoka biokompatybilno§¢ oraz potencjalnie niski wplyw
srodowiskowy, wynikajacy z niskiej toksycznosci, co otwiera im droge do przemystu
spozywczego, kosmetycznego i farmaceutycznego [Chevé-Kools i in., 2025].
Przygotowanie rozpuszczalnikow glgboko eutektycznych przeprowadzane jest
najczesciej: poprzez rozcieranie, mieszanie W temperaturze pokojowej lub
w podwyzszonej, liofilizacj¢, mieszanie w podwyzZszonej temperaturze pod
zmniejszonym ci$nieniem, przykladowo przy wuzyciu wyparki rotacyjnej oraz
z wykorzystaniem ultradzwickoéw lub mikrofal [Satija i in., 2024; Hadidi i in., 2025].

Polarnos¢ oraz lepkos$¢ naleza do kluczowych wiasciwosci NADES. Odnotowano, ze
rozpuszczalniki te, przygotowane na bazie kwaséw organicznych wykazuja polarnos¢
zblizong do wody, natomiast mieszaniny oparte na poliolach, w tym monosacharydach sa

mniej polarne. Parametr ten mozna precyzyjnie modyfikowaé poprzez zmiang
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sktadnikow, ich stosunkéw molowych oraz dodatek wody, dzigki czemu mozliwe staje
si¢ dopasowanie NADES do wybranych zastosowan. Ponadto polarne NADES czesto
charakteryzuja si¢ wyzsza lepkos$cia niz ich niepolarne odpowiedniki. Lepko$¢ mozna
kontrolowa¢ poprzez podniesienie temperatury w procesie ekstrakcji, zmian¢ proporcji
sktadnikéw rozpuszczalnika lub wprowadzenie trzeciego sktadnika, przyktadowo wody
lub glicerolu [Dai i in., 2013; Chevé-Kools i in., 2025]. Woda moze stanowi¢ integralng
cze$¢ struktury NADES poprzez udziat w sieci wigzan wodorowych, jednak jej
nadmierna ilos¢ moze prowadzi¢ do oslabienia tych oddziatywan, a w konsekwencji
skutkowa¢ zmiang wtasciwosci fizykochemicznych rozpuszczalnika. Z tego wzgledu
nalezy uwzgledni¢ ten aspekt podczas projektowania uktadu ekstrakcyjnego [Luque-Uria
iin., 2025].

Szeroki zakres mozliwych kombinacji HBA oraz HBD (Tabela 2, Tabela 3) umozliwia
projektowanie NADES pod wzglgdem wybranych wiasciwosci fizykochemicznych.

Tabela 2. Przyktadowe uktady akceptorow (HBA) oraz donoréw (HBD) wigzania wodorowego
w mieszaninach eutektycznych do przetwarzania polisacharydow
[Daiiin., 2013; Smith i in., 2014; Zdanowicz i in., 2018; Huang i in., 2019; Satija i in., 2024;
Hadidi i in.,2025; Sahin i in., 2026].

HBA HBD
alanina kwas mlekowy
betaina betaina

chlorek choliny glicerol
glukoza kwas winowy
kwas cytrynowy kwas jablkowy
kwas jablkowy kwas szczawiowy
kwas mlekowy ksylitol
kwas winowy kwas cytrynowy
prolina glukoza
seryna mocznik
octan choliny kwas malonowy
mannoza
kwas benzoesowy
glikol etylenowy

kwas adypinowy
1,1-dimetylomocznik
tiomocznik
acetamid

Obok betainy, proliny, alaniny czy glicyny, najcz¢sciej stosowanym HBA jest chlorek
choliny, gléwnie ze wzgledu na niski koszt, duza dostepnos¢, niska toksycznos¢ i jego
wysoka biodegradowalnos¢. Az okoto 93% ChCl ulega biodegradacji w przeciagu 14 dni

[Zdanowicz 1 in., 2018]. Ekstrakcja pektyn jest szczegélnie efektywna w ukladach
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o obnizonej wartosci pH [Chen i in., 2021; Imran i in., 2026]. Kwas cytrynowy jako tani,
tatwo dostepny, nietoksyczny oraz wysoce polarny kwas organiczny, posiadajacy trzy
grupy karboksylowe, wykazuje wysoka zdolno$¢ do formowania NADES, co uzasadnia
jego zastosowanie jako HBD, szczeg6lnie do wyodregbniania pektyn [Mazurek-Hotys

i in., 2026].

Tabela 3. Przyktadowe uktady HBA-HBD w rozpuszczalnikach NADES stosowanych do
przetwarzania polisacharydow [Dai i in., 2013; Smith i in., 2014; Zdanowicz i in., 2018; Huang
iin., 2019; Satija i in., 2024; Hadidi i in.,2025; Sahin i in., 2026].

HBA HBD
chlorek choliny glicerol, mocznik, glikol etylenowy, glukoza,
kwas organiczny, np. kwas szczawiowy, kwas
cytrynowy, kwas jabtkowy, kwas mlekowy

betaina kwas cytrynowy, kwas mlekowy, glikol etylenowy,
maltoza, glukoza, ksylitol, sorbitol, mocznik

sacharyd (dualna natura - HBA/HBD) glukoza, fruktoza, sacharoza
+ woda/kwas organiczny

aminokwas, np. prolina, glicyna kwas organiczny/poliol

W literaturze naukowej przedstawiono liczne przyktady niekonwencjonalnych metod
ekstrakcji pektyn z biomasy owocowej. Zestawienie przykladowych metod
alternatywnych wzgledem metod tradycyjnych (Tabela 4) wskazuje na istotne rdznice
w charakterystyce uzyskanych pektyn, obejmujace mase czasteczkowa (Mw), stopien
estryfikacji (DE) oraz ilo$¢ GalA w lancuchu glownym. Metody MAE, UAE oraz EAE
umozliwiajg skrocenie czasu ekstrakcji, natomiast zastosowanie rozpuszczalnikéw DES
1 NADES sprzyja zwickszeniu selektywnosci procesu. Zastosowanie DES, NADES oraz
metod taczonych wigzalo si¢ z wyzsza wydajnoscia procesu. Masa czasteczkowa (Mw)
uzyskanych pektyn obejmowata szeroki zakres (30 - 8,3x10° kDa), przy czym pektyny
otrzymane z wykorzystaniem NADES zazwyczaj charakteryzuja si¢ wigkszymi
warto$ciami Mw. Intensywno$¢ procesu ekstrakcji wplywata na stopien degradacji
tancuchéw polisacharydowych. Zastosowanie uktadow NADES czesto prowadzi do
uzyskania produktow o wigkszej ilosci GalA, co sugeruje wigksza selektywno$¢ procesu
wzgledem tego sktadnika. Wybdr metody ekstrakcji powinien by¢ dokonywany

w oparciu o zatozenia dotyczace oczekiwanej charakterystyki produktu koncowego.

33



Tabela 4. Alternatywne metody ekstrakcji pektyn z biomasy owocow rodzimych.

Metoda Biomasa Warunki ekstrakcji Charakterystyka produktu Literatura
ekstrakeji roslinna Medium ekstrakcyjne Parametry procesu Y Gala  UA DE Mw inne
" Yp (%) %) (%) (%) (kDa)
MAE rokitnik (owoc) H,O 85°C, 1:10 w/v, 600 W, 6 min 0,26 - - - 33,6 - Wei in., 2019
rokitnik EtOH/K,HPO, 61°C, 1:77 w/v, 625W, 12 min 28,55 4226 - - 820 - Yong fin-
czarna Vang i
porzeczka H,0 41 min, 1:31 g/ml, 414 W 10,59 6,55 26,17 - 1990 - oo
(owoc)
wytloki r-r CA, pH 1,0 1:20 w/v, 300 s, 800 W 14,65 2640 7290 68  ~473 - Dosscinifin
‘W1Sniowe
MA-ATPS  czarna EtOH/ (NH,),SO4 60,5°C, 10 min, 587 W, 55,73 11,2- 125- 3,542 Gal>Ara>Man/GalA>  Yangiin.,
porzeczka (26,75 %/18,98 %) 1:58,5 w/v (catkowita) 19,4 20,3 x10* Glc/Rha 2024
UAE rokitnik (owoc)  gtOH/K,HPO, 61°C, 1:77 w/v, 400 W, 30 min 26,13 - - - - - g(j‘;fal 1
rokitnik (owoc) 1.0 73°C, 1:20 w/v, 22 min 8,91 . 0,24 3 _ B 2B§§4i in,,
rokitnik (owoe)  py 8°C, 1:20wiv, S00 W, 6,05 26 - - 2446 : Liiin, 2024
60 min
truskawka EC =33,3%
(owoc) 8.9 26,7 ) 87 ) ES =90,0%
czerwona
EC =23,3% N
orzeczka o . 8,1 51,5 - 86 - —on =0 Mufioz-
p(owoc) 20% r-r CA, pH 3,0 >8°C, 1h, 1:4 whv, ES = 80,5% Almagro i in.,
jezyna (owoc) 45 kHz Q.4 65.3 78 EC=333% 2021
’ i j j ES =90,0%
malina (owoc) EC=33,3%
10, 67,1 - 71 - ES  80.0%
EAE truskawka EC=13,3%
(owoc) 41 73,0 } 22 } ES = 60,0%
czerwona - \
porzeczka celulaza w 0,1 M 40°C, 90 min, 1:20 w/v; 2.4 77.8 . 23 . EC=13% Muiioz-
(owoc) roztworze octanu sodu, inkubacja przy stalym ES =0% Almagro i in.,
jezyna (owoe)  PHS.0; wytrzgsaniu 200 obr./min 3 3.0 3 EC =26,7% 2021
s ’ 3 ) ES = 62,5%
malina (owoc) EC=3,3%
9,9 69,6 - 15 - ES — 40.0%
wyttoki malin celulaza, papaina, pH 5,0;  55°C, 5h ) _ ) 39 50 i Wuiin.,

bufor cytrynianowy 2022




EAE/UAE truskawka 3.9 740 ) 23 ) EC = 6.7%
(owoc)
czerwona EC - 3.3%
porzeczka celulaza w Oal M 4OOC, 90 min, 1:20 W/V, 2,4 82,6 - 18 - ES = 0(% Muiioz- -
(owoc) roztworze octanu sodu, 45 kHz Almagro i in.,
jezyna (owoc)  PH5.0; 43 626 ] ; ] EC=23.3% 2021
i ’ ES =54,3%
malina (owoc) EC=3,3%
10,0 65,9 - 12 - ES = 50.0%
MUAE SMOCZy OWOC ChCl/Gle/H:0 (5:2:5); 240 W, 14,26 min, sonikacja Tieniin
(skorka) 1:35,25 g/ml, 46,07 min 19,4 - - 51 - - 2022
NADES/woda 1:3,37 ml/ml
SWE \_Nytloki H,0 130°C/150°C/170°C; 5 min; 167 i ) i ) i Wang i in.,
jabtkowe 1:30 w/v 2014
HWE Averrhoa ChCl/CA (1:1), 80°C;2,5h 14.4 ) ) 54 WHC =37 g/g Shafie i in.,
bilimbi Cpes=3,74% (w/v) > B OHC =24 g/g 2019
wilcze jagody ChCl/glikol propylenowy o . .
(owoc) (1:2), 20% wody 90°C, 2 h, 1:25 w/v 1,1 20,7 - 2 87 - Guiin., 2023
wyttoki Obrobka wstepna: Obrobka wstepna: 57 20.83 B
jablkowe ChCl/ LA (1:2) - 40-80°C; 0,5-2 h, 1:8 w/v 17,6-21,3 - >90 78‘ ;1_05’ DA =27,9-54,5% g(?;f Hn.
+H,0 + 80°C, 10 min (HWE)
Citrus Obrobka wstepna (10% H20):  phrgbka wst :
reticulata - ChCV/LA (1:2), e b 130 16,3 46,1 81 DA=1,7% Cheniin.
(skorka) - ChCV/ glicerol (1:2) £ R0°C. 10 i ‘(”HzNE) 113 459 . 41 . DA = 1,1% 2025
+ H.O s
Citrus grandis Liewii
(L.) Osbeck LA/Gle/ Hy0 (6:1:6) 88°C, 141 min, 1:29 w/v 32,0 - - 79 - - g
(skorka)
pomarancze o . 585; B o Ferreira-
(skorka) 5% r-r ChCI/CA (1:2) 80°C, 150 min, 200 rpm, 11,0 284 - 24 g5, HG=331% Lazarte  in.,
1:20 w/v 15 RG-I1=159,2% 2026
wytloki
. - CA/Gle/ HyO (1:1:3) .
jabtkowe 5 . 2,5-4,3 ~50 59,71 Vargas i in.,
(migzsz, i 51(»‘;]-25 mlekowy/Glc/ HO  80°C, 1 h, 300 rpm, 1:30 w/v 3.9-5.1 - 60 53 - HG>RG-I 2025
skorka) :1:3)
wyttoki ChCI/OA (1:2), 80°C, 90 min, 1:20 w/v 50 S04 . o5 12 HG=96,7% Wang i in.,
Zurawinowe 30% H,O i ’ x103 RG-1=3,3% 2025¢

EC — zdolno$¢ do tworzenia i stabilizowania emulsji; ES — stabilno$¢ emulsji; LA — kwas mlekowy
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Wdrozenie metod niekonwencjonalnych takich jak MAE, UAE, EAE lub SWE na
skale przemyslowa jest utrudnione ze wzgledu na koszty zbudowania odpowiedniej
instalacji oraz trudno$ci w standaryzacji procesu [Arumuganainar i in., 2025].
W konsekwencji w przemysle metody konwencjonalne pozostaja dominujace. Réwniez
dlatego, ze rozwoj alternatywnych metod ekstrakcji pektyn wymaga nie tylko
optymalizacji parametrow procesowych, ale rowniez dostosowania rozwigzan do realiow

technologicznych i ekonomicznych przemystu.

1.3.3. Parametry determinujace proces ekstrakcji pektyn

Proces ekstrakcji pektyn z biomasy roslinnej jest determinowany przez
wspotdzialanie parametrow fizykochemicznych oraz wilasciwo$ci uzytego surowca,
w tym budowy $cian komérkowych, ktorych sktad i wystepujace migdzy komponentami

interakcje wptywaja na przebieg procesu separacji.

(rodzaj, stezenie, kompozycja b Iy
uzja, | lepkosé

i proporcje HBA/HBD, f (|};zykjo digra%acji)
polarnosc)

S Rozpuszczalnik g Temperatura

EKSTRAKCIA

(wydajnosé, selektywnos¢, stabilnosé)

Czas Stosunek_fazy .staiej
do ciektej

Ryec. 5. Parametry wplywajace na proces ekstrakcji z zastosowaniem NADES
[na podstawie: Sahin i in., 2026].

Temperatura oraz czas uwazane sg za kluczowe parametry ekstrakcyjne wplywajace
na kinetyke procesu. Wydajnos¢ ekstrakcji polisacharydow rosnie wraz ze wzrostem
temperatury [Azzouzi i in., 2023]. W przypadku uktadow DES i NADES podniesienie
temperatury zmniejsza lepko$¢ rozpuszczalnika, utatwiajac penetracje tkanek roslinnych
i transfer masy [Hadidi i in., 2025]. Zbyt wysoka temperatura (>100°C) prowadzi do
degradacji tancuchow polisacharydowych, co wptywa na obnizenie masy czasteczkowe;j

1 zmiang wlasciwosci funkcjonalnych, np. zdolno$¢ do zelowania. Analogiczng zalezno$¢



obserwuje si¢ w odniesieniu do czasu prowadzenia procesu. Dlugotrwata ekstrakcja
sprzyja degradacji na drodze hydrolizy lub oksydacji, natomiast zbyt krotki czas procesu
moze skutkowaé niepelnym wyodrgbnieniem sktadnikéw, a w konsekwencji nizsza
wydajnoscig [Hadidi i in., 2025; Sahin i in., 2025]. Pomimo dobrze udokumentowanego
wplywu temperatury i czasu na przebieg ekstrakcji, zalezno$ci te maja charakter
nieliniowy, a ich wptyw na wlasciwosci uzyskanych pektyn jest czgsto zréznicowany
w zalezno$ci od zastosowanego uktadu ekstrakcyjnego.

Warunki pH $rodowiska determinujg charakter interakcji molekularnych pomigdzy
rozpuszczalnikiem a wyodrebniang substancja. Obnizenie pH zazwyczaj sprzyja
wzrostowi wydajnosci procesu wyodrebniania pektyn, co moze by¢ efektem hydrolizy
nierozpuszczalnej protopektyny i jej przejsciem w forme rozpuszczalng. Jednocze$nie
zbyt agresywne warunki, obejmujace wysoka temperatur¢ oraz zastosowanie silnych
kwasoéw, prowadzg do degradacji tancuchdéw bocznych sktadajacych si¢ z neutralnych
monosacharydéw, zwlaszcza Ara, oraz do zmniejszenia Mw catej makroczasteczki.
W praktyce zakres pH stosowany do ekstrakcji kwasowych polisacharydéw miesci si¢
zazwyczaj w przedziale 1,5-3,0. Srodowisko kwasowe sprzyja protonacji grup
karboksylowych GalA i wptywa na zwigkszenie rozpuszczalno$ci pektyny. Ponadto
warto$¢ pH ma istotny wplyw na stopien estryfikacji pektyn [Canteri-Schemin i in., 2005;
Azzouzi 1 in., 2023; Iidiguez-Moreno i in., 2024; Zhang i in., 2025; Hadidi i in., 2025].
W literaturze obserwuje si¢ rozbieznosci dotyczace optymalnych warunkow pH,
szczeg6lnie w odniesieniu do zachowania struktury tancuchéw bocznych oraz stopnia
estryfikacji, co wskazuje na potrzebe bardziej kompleksowej analizy tych zaleznosci.

Przebieg procesu ekstrakcji w istotnym stopniu zalezy od postaci surowca. Kluczowe
znaczenie majg poziom wilgoci oraz wielko$¢ czastek surowca [Sahin i in., 2026].
Wigkszy stopien rozdrobnienia zwicksza powierzchni¢ wlasciwa 1 dostepnosé
sktadnikéw, co usprawnia transport masy [Azzouzi i in., 2023]. W przypadku $wiezej
biomasy owocowej znaczenie maja dojrzato$¢ owocu i1 jego odmiana, natomiast
w przypadku biomasy w suchej postaci istotna jest ilo§¢ wody wptywajaca na ryzyko
rozwoju mikroorganizméw. Odnotowano réwniez, ze liofilizacja biomasy znaczaco
poprawia wydajnos¢ ekstrakcji w pordwnaniu do suszenia konwencjonalnego, co
przypisuje si¢ zachowaniu porowatej struktury tkanek [Ferreira-Lazarte i in., 2026].

Stosunek fazy statej do fazy cieklej decyduje o efektywnos$ci wymiany masy

w ekstrakcji [Hadidi i in., 2025]. W praktyce laboratoryjnej najczgséciej stosunek ten
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wystepuje w przedziale 1:10 — 1:30 (g/ml). Zbyt niski stosunek faz moze ograniczac
przebieg ekstrakcji i prowadzi¢ do niepelnego uwolnienia sktadnikéw z matrycy
ros§linnej, natomiast zbyt wysoki wigze si¢ z nadmiernym zuzyciem rozpuszczalnika,
co czyni proces mniej efektywnym ekonomicznie i sSrodowiskowo [Sahin i in., 2025].

Kluczowym aspektem jest dobdr rozpuszczalnika. Wybor w przypadku ekstrakeji
pektyn obejmuje zarowno tradycyjne uklady o charakterze kwasowym, jak
i nieckonwencjonalne rozwigzania, obejmujace zastosowanie enzymow hydrolitycznych
lub rozpuszczalnikow gieboko eutektycznych z grupy DES, w tym NADES, czgsto
w polaczeniu z technikami wspomaganymi jak np. MAE, UAE oraz EAE, ktérych
parametry procesowe: moc, czestotliwo$¢, czas ekspozycji, stezenie enzymu itd.,
wptywaja na wlasciwosci wydzielonego produktu [Barrera-Chamorro i in., 2025; Hadidi
iin., 2025].

Jak omoéwiono w poprzednim rozdziale, sktad mieszaniny NADES, w tym dobor
HBA i HBD oraz ich proporcji determinujg polarno$¢ i site wigzan wodorowych, co ma
bezposrednie przetozenie na interakcje z pektynami. Odpowiednia ilo§¢ wody reguluje
lepko$¢ NADES oraz modyfikuje sie¢ wigzan wodorowych, co moze wptywac na dyfuzje
1 w rezultacie na wydajno$¢ procesu [Zhang i in., 2020; Hadidi i in., 2025; Sahin i in.,
2026].

Nawet ukierunkowana ekstrakcja czgsto prowadzi do wspotekstrakcji zwigzkow
towarzyszacych pektynom, gtéwnie polifenoli i bialek, ktore mogg z nimi oddziatywac,
wplywajac na ich strukture i wlasciwosci poprzez tworzenie kompleksow lub koniugatow
[Sieminska-Kuczer i in., 2022; Liang i in., 2025; Zie i in., 2025]. Nalezy podkresli¢, ze
w przypadku ukladéw NADES zalezno$ci pomigdzy sktadem rozpuszczalnika, jego
wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz efektywnoscig ekstrakcji pozostaja nadal
niewystarczajagco poznane, szczegdlnie w kontek$cie ich wplywu na strukture
i funkcjonalno$¢ pektyn.

Ztozono$¢ wzajemnych oddzialywan pomig¢dzy parametrami procesowymi oraz
wlasciwo$ciami ukladu ekstrakcyjnego utrudnia jednoznaczne okreslenie ich wptywu na
przebieg procesu i whasciwosci produktu koncowego. Proces ekstrakcji jest wynikiem
wspotdziatania wielu powigzanych parametrow, dlatego ich analiza wymaga podejscia
wieloczynnikowego.  Skutecznym  narzedziem umozliwiajacym — optymalizacje
parametroOw procesowych, analiz¢ efektow interakcji pomiedzy nimi oraz wyznaczenie

warunkéw optymalnych przy jednoczesnym ograniczeniu liczby eksperymentow jest
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metodologia powierzchni odpowiedzi (RSM), powszechnie stosowana w optymalizacji
procesow ekstrakcyjnych [Azzouzi i in., 2023].

Pomimo intensywnego rozwoju metod ekstrakcji oraz rosngcego zainteresowania
zastosowaniem uktadow NADES, nadal brakuje kompleksowych badan umozliwiajacych
jednoznaczne  okreS§lenie  zalezno$ci  pomig¢dzy  parametrami  procesowymi,
wlasciwo$ciami rozpuszczalnika a strukturg 1 funkcjonalnos$cig uzyskiwanych pektyn, co

uzasadnia potrzebe przeprowadzenia wieloskalowej analizy tych zjawisk.

1.3.3.1.  Metody planowania eksperymentu i optymalizacji parametrow procesu

Metodologia powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface Methodology, RSM),
jako czes¢ metodologii planowania eksperymentu (ang. Design of Experiment, DoE),
zostala zapoczatkowana w latach 50. XX wieku przez Box’a i Wilsona (1951). RSM
obejmuje zbiér metod matematycznych oraz statystycznych majacych na celu opisanie
zalezno$ci pomiedzy zmiennymi niezaleznymi a jedng lub wieloma zmiennymi
zaleznymi (odpowiedzig uktadu), umozliwiajac wyznaczenie warunkoéw optymalnych
procesu [Witek-Krowiak i in., 2014; Khuri i in., 2010]. Jako wielowymiarowa technika
statystyczna RSM  stanowi efektywne narzgdzie w procesach optymalizacji
i projektowania, ktére daza do okres$lenia warunkéw zapewniajacych maksymalizacje
wydajnos$ci lub innych odpowiedzi uktadu [Yolmeh i Jafari, 2017].

Wsrod modeli optymalizacyjnych opartych o RSM najwigksza popularnoscia ciesza
sie: model Box-Behnken, plan centralny kompozycyjny (ang. central composite design,
CCD) oraz modele planowania optymalnego (ang. optimal), okre§lanych rowniez jako
algorytmiczne [Witek-Krowiak i in., 2014]. Kazdy z nich posiada swoje wady i zalety.
Kluczowym etapem optymalizacji jest zdefiniowanie juz na wstgpnym etapie prac
eksperymentalnych celow oraz kryteriow, do ktorych si¢ dazy, dzigki czemu mozliwy jest

dobdr odpowiedniego modelu statystycznego do danych zatozen procesowych.
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Ryec. 6. Planowanie eksperymentu (DoE) — schematyczne rozmieszczenie punktow
eksperymentalnych w przestrzeni 3D dla wybranych planéw eksperymentalnych metodologii
powierzchni odpowiedzi (RSM), obrazujace gldwne réznice migdzy tymi modelami [Witek-

Krowiak i in., 2014; Yolmeh i Jafari, 2017].

Model Box-Behnken powstal jako ekonomiczna alternatywa dla eksperymentu
petnoczynnikowego (ang. full factorial design, FFD), ktéry analizuje kombinacje
czynnikow na wszystkich mozliwych poziomach zmiennych niezaleznych. W modelu
Boxa-Behnkena punkty eksperymentalne zlokalizowane sg na krawegdziach sze$cianu
obrazujacego plan eksperymentu, oraz w jego centrum, nie wystepuja natomiast na jego
wierzchotkach. Model ten unika testowania warunkow ekstremalnych (skrajnych).
Stosowany jest najczesciej do budowy modeli kwadratowych. Wymaga minimum trzech
zmiennych eksperymentalnych, ktore kazdorazowo analizowane sg na trzech poziomach
[Khuri i in., 2010; Witek-Krowiak i in., 2014]. Natomiast modele typu optimal (Z, 4, D,
G, V) charakteryzuja si¢ wysoka elastycznoscia w projektowaniu matrycy
eksperymentalnej, migdzy innymi poprzez mozliwos¢ zdefiniowania liczby poziomow
czy tez zastosowania dowolnej liczby zmiennych niezaleznych, co wigze si¢ z wysokim
stopniem skomplikowania obliczen. Co wigcej, zmienne niezalezne moga by¢ takze
danymi nieliczbowymi. Do najcze¢$ciej stosowanych modeli z tej kategorii zaliczy¢
mozna plany /-optimal, D-optimal oraz A-optimal. Model /-optimal (ang. integrated
variance, [I) ukierunkowany jest na optymalizacje eksperymentu pod wzgledem
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doktadno$ci predykcji w calej przestrzeni eksperymentalnej. Model ten umozliwia
uzyskanie uktadow eksperymentalnych, ktore minimalizujg $rednig wariancj¢ predyke;ji,
czyli tzw. blad przewidywania w caltym obszarze eksperymentalnym [Pawlaczyk-Graja
iin., 2019]. Korzystne rozmieszczenie punktow eksperymentalnych sprzyja wysokiej
jakos$ci predykcji, co umozliwia estymacje odpowiedzi uktadu w dowolnym punkcie
w przestrzeni 1 znajduje zastosowanie w modelowaniu oraz symulacji parametrow
procesowych [Coetzer i Haines, 2017]. W przypadku konieczno$ci przeprowadzenia
precyzyjnej estymacji parametrow eksperymentalnych poleca si¢ zastosowanie modelu
D-optimal (ang. determinant of the matrix, D). Model z zalozenia minimalizuje
niepewno$¢ wyznaczania wspotczynnikow rownania [Khuri i in., 2010; Coetzer i Haines,
2017]. Modelem zapewniajagcym kompromis migdzy stabilno$cia parametrow
a rozmieszczeniem punktow eksperymentalnych w przestrzeni jest plan 4-optimal (ang.
average, A). Ma on na za zadanie minimalizacj¢ sumy wariancji wspotczynnikow
regresji, czyli ograniczenia S$redniej btgdow standardowych dla poszczegélnych
wspoOtczynnikéw modelu regresyjnego [Shahmohammadi 1 in., 2019; Bodunwa 1 in.,
2022].

Model Box-Behnken, uznawany jest za konwencjonalne i dobrze zweryfikowane
podejscie w kontekscie planowania eksperymentéw prac badawczych, podobnie jak
CCD, jest szeroko wykorzystywany oraz dobrze opisany w literaturze naukowej, zar6wno
w obrebie technologii chemicznej, biotechnologii, chemii medycznej i1 technologii
zywnosci. Analiza baz literaturowych Web od Science oraz Scopus (dostgp: 15.03.2026),
wykonana z zastosowaniem stéw kluczowych ,,Box-Behnken” i ,,extraction”, wykazata
odpowiednio 5 647 oraz 5 653 prac badawczych w obszarze faczacym oba hasta. Dla
porownania, plany optymalne, w tym /-optimal, sa wcigz relatywnie rzadko opisywane
w literaturze naukowej. W analogicznej analizie dla stéw kluczowych ,.I-optimal”
i,extraction” w przytoczonych wcze$niej bazach literaturowych otrzymano
odpowiednio 156 i 37 hitow, a wzrost zainteresowania tym modelem obliczeniowym
nastapit gtownie w ciagu ostatnich 5 lat.

Dostepne doniesienia literaturowe wskazuja na potencjalne korzysci wynikajace
z wykorzystania modelu /-optimal. Monton i in. (2025) przeprowadzili analiz¢
porownawcza planéw optymalnych (/, D oraz 4) badajac mozliwo$ci ograniczenia
toksycznych chemikaliow w ekstrakcji kannabinoidow z biomasy. Najbardziej

satysfakcjonujagce rezultaty otrzymali dla /-optimal. Wykazano rowniez, ze model
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I-optimal moze wykazywaé przewage nad planem Box-Behnken pod wzgledem
doktadnosci predykcji w optymalizacji wydajnosci procesu ekstrakcji pektyn oraz ilo$ci
kwaséw uronowych w produktach koncowych na przykladzie wytlokow korzenia
marchwi [Mazurek-Hotys iin., 2026]. -optimal znalazt tez zastosowanie w optymalizacji
procesu skrobi z nasion mango [Torres-Gallo i in., 2025] oraz ekstrakcji polifenoli
z Acanthus ilicifolius [Nurcholis in., 2024].

Analiza zrodet literaturowych wskazuje, ze badacze podejmowali si¢ prob
optymalizacji ekstrakcji polisacharydow z owocu czarnej porzeczki jedynie
z zastosowaniem planu Box-Behnken, dodatkowo wspomagajac ten proces wybranym
czynnikiem fizycznym, w tym ultradzwickami (UAE), mikrofalami (MAE), enzymami
(EAE) i w warunkach podwyzszonego ci$nienia (SWE) [Ren i in., 2012; Yang i in., 2020;
Yang i in., 2024; Xu i in., 2015; Xu i in., 2016]. Jednakze, jak wynika z analizy zrodet
literaturowych, brak jest doniesien o wyodrgbnianiu pektyn z wyttokow tych owocow
z wykorzystaniem naturalnych mieszanin gl¢boko eutektycznych. W zwigzku z tym
W niniejszej pracy podjeto probe wypelnienia tej luki badawczej wspierajac ten wybor
zastosowaniem modelu /-optimal w optymalizacji parametrow procesowych ekstrakcji

pektyn.

1.4. Odpadowa biomasa roslinna w przetworstwie owocow

Jednym z kluczowych zatozen gospodarki o obiegu zamknigtym (GOZ) jest ponowne
wykorzystanie odpadéw powstajacych w procesach technologicznych jako surowcow
w innych tancuchach produkcyjnych. Koncepcja ta jest $cisle powigzana z ideg symbiozy
przemystowej, zakladajaca wspoOtprace migdzy podmiotami gospodarczymi w celu
optymalizacji wykorzystania zasobow, energii, wody oraz materiatow odpadowych
[Ramm, 2025; Le i in., 2023]. W literaturze wskazuje si¢, ze szczegdlnie istotnym
zrédlem biomasy odpadowej sa wyttoki owocowe, ktore stanowig produkt uboczny
przetworstwa spozywczego. Obecnie wykorzystywane sg m.in. w produkcji pasz
1 nawozow lub poddawane spalaniu, kompostowaniu badz pirolizie [Wadrzyk i in., 2025].

Do kluczowych zwigzkow biologicznie aktywnych obecnych w $cianach
komoérkowych roslin naleza pektyny, ktore moga by¢ efektywnie pozyskiwane z biomasy

odpadowej, w szczego6lnosci z wytlokdw owocowych. Analiza danych statystycznych
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GUS oraz FAOSTAT wskazuje, ze Polska nalezy do gléwnych producentéw owocoOw
w Europie, w szczego6lnosci jablek, porzeczek, malin oraz truskawek [GUS, FAOSTAT].
Szacuje si¢, ze w 2024 roku krajowa produkcja owocow jagodowych wyniosta ponad
481,7 tys. ton, z czego czarna porzeczka, malina oraz truskawka stanowity odpowiednio

67,8 tys., 76,8 tys. oraz 158,6 tys. ton [GUS].
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Ryc. 7. Srednia roczna produkcja owocow (A) oraz owocow jagodowych (B) w Polsce w latach
2021-2024 [GUS].

Polska odgrywa istotng rol¢ nie tylko na europejskim, ale rowniez na $wiatowym
rynku owocow. Dane FAOSTAT dotyczace zbioréw owocow na $§wiecie w 2024 roku
wskazuja, ze Polska zajmuje czotowe miejsca wsrod 10 najwickszych producentow
owocow, takich jak: porzeczki — 2 miejsce (100 200 ton), jabtka — 4 miejsce (3 384 500
ton), maliny - 5 miejsce (976 900 ton), jagody oraz wisnie - 6 miejsce (odpowiednio
62 000 oraz 110 200 ton), truskawki - 9 miejsce (173 400 ton) [FAOSTAT; MRiRW].

Szacuje si¢, ze znaczaca czg$¢ produkcji owocow trafia do przetworstwa, co
prowadzi do powstawania duzych ilosci wyttokow owocowych, stanowigcych istotny
strumien biomasy odpadowej [Struck i in., 2016]. Ukazuje to skalg¢ wyzwania i podkresla
konieczno$¢ opracowania efektywnych strategii przetwarzania oraz ponownego
wykorzystania odpadéw poprodukcyjnych. Wadrzyk i in. (2025) przeanalizowali
przeplywy biomasy oraz generowanych odpadéw w tancuchu produkcji na przyktadzie
czarnej porzeczki (Ryc. 8) [Wadrzyk i in., 2025].

Najszerzej zbadang i powszechnie wykorzystywang biomasa do ekstrakcji pektyn
w skali przemystowej sa odpady cytrusowe oraz wyttoki z jablek [May, 1990; Riyamol
iin., 2023]. Polska nalezy do czotowych producentéw jabtek na $wiecie. Wysoka
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produkcja oraz duza skala przetworstwa tych owocOw na terenie Polski sprawiaja, ze
ilosci biomasy poprodukcyjnej sa znaczace, co zapewnia wysoka dostepnos$¢ tego
surowca dla dalszego wykorzystania. Zagospodarowanie tych odpadow jako surowca do
ekstrakcji pektyn jest dobrze udokumentowane w literaturze naukowej [Waldbauer i in.,
2017; Cho i in., 2019; Chen i Lahaye, 2021; Chen i in., 2025; Chandrasekar i in., 2024].
Odpady z przetworstwa popularnych w Polsce owocoéw jagodowych stanowig
interesujacy, jednak nadal stosunkowo stabo opisany kierunek badan. Uwzgledniajac
$rednie koszty produkcji jednej tony owocéw w przeciggu ostatnich 5 lat najbardziej
ekonomicznie oplacalng uprawa jest czarna porzeczka (895,6 USD/t), nastgpnie

truskawka (1084,0 USD/t) i kolejno malina (2358,2 USD/t) [FAOSTAT].

Wyttoki owocowe
12,3%

Przetworstwo (bez mrozenia) Przemyst spozywczy - soki, dzemy etc.
=0 38,0%

Swieze owoce - sprzedaz krajowa
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Swieze owoce - eksport
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Porzeczki

Straty —
7,9%
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36,0%

Ryec. 8. Diagram Sankeya przedstawiajgcy glowne kierunki wykorzystania zbiorow owocow
w Polsce na przyktadzie porzeczki [na podstawie: Wadrzyk i in., 2025]
(narzedzie online: sankeyart.com).

Dane FAOSTAT wskazuja, ze w 2024 roku jedynie 3,4% wyprodukowanych w Polsce
$wiezych owocow i szacunkowo ok. 30% w postaci mrozonej przeznaczono na eksport,
a ponad 65% zostato zagospodarowanych na rynku krajowym. Efektem tego sg znaczne
ilosci wytlokow owocowych, co stanowi wyzwanie w zakresie zagospodarowania tych
odpadow. Roczny tonaz krajowych wyttokow owocow jagodowych mozna oszacowac na
12,5 — 15 tys. ton [Wadrzyk i in., 2025].

Zagospodarowanie wytlokow owocowych pochodzacych z krajowej produkcji
stanowi istotny kierunek badan w kontek$cie gospodarki o obiegu zamknigtym.
Wykorzystanie tej biomasy jako Zrddta pektyn, z zastosowaniem nowoczesnych metod
ekstrakcji, moze przyczynic si¢ do zwigkszenia efektywnos$ci proceséw oraz ograniczenia

wptywu $Srodowiskowego przemystu spozywczego. Uzyskane pektyny moga znalezé
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zastosowanie w przemysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym jako $rodki

zelujace, stabilizatory oraz no$niki substancji aktywnych.
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Ryec. 9. Produkcja porzeczek w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na §wiecie, (B) produkcja
w Polsce na tle produkcji globalnej [FAOSTAT].
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Rye. 10. Produkcja malin w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na §wiecie, (B) produkcja
w Polsce na tle produkcji globalnej [FAOSTAT].
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Rye. 11. Produkcja truskawek w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na $wiecie, (B) produkcja
w Polsce na tle produkcji globalnej [FAOSTAT].
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2. CEL ROZPRAWY

Wykorzystanie naturalnych mieszanin gigboko eutektycznych (NADES) jako
medium ekstrakcyjnego, w alternatywie dla konwencjonalnych technologii opartych
o zastosowanie kwasOw mineralnych, stanowi innowacyjne oraz proekologiczne
podejscie do procesu izolowania biopolimerow. Idea ta, wpisujaca si¢ w zasady
zrdwnowazonego rozwoju i ide¢ zielonej chemii, umozliwia efektywne przeksztalcenie
zasobow odnawialnych w produkty o wysokiej wartosci dodane;.

Gléwnym celem rozprawy bylo wyznaczenie korelacji pomig¢dzy parametrami
technologicznymi procesu ekstrakcji, w tym sktad i proporcje komponentow NADES,
dodatek wody, temperatura oraz czas procesu, a wydajnoscia i wlasciwosciami
fizykochemicznymi pektyn wyodrgbnionych z wytlokow z wybranych rodzimych
owocow jagodowych. W pracy postawiono nastgpujace hipotezy badawcze:

I.  Wykorzystanie NADES pozwala na wyodrebnienie z wyttokow owocowych
koniugatow polifenoli z polisacharydami o charakterze pektyn, z wydajnos$cia
porownywalng lub wyzsza w stosunku do metod konwencjonalnych.

II.  Zastosowanie NADES o zroéznicowanym skladzie umozliwia kontrolowang
modyfikacj¢ = wlasciwosci  fizykochemicznych  wyodrgbnianych  frakcji
pektynowych.

II.  Struktura i walory uzytkowe pektyn sa determinowane zar6wno przez rodzaj
matrycy ro$linnej, jak i1 specyfike oddziatywan w ukladzie rozpuszczalnik-
surowiec, co pozwala na otrzymanie bioproduktéw o unikalnych cechach
funkcjonalnych.

W celu weryfikacji postawionych hipotez przeprowadzono analiz¢ wieloskalowa,
obejmujaca optymalizacje parametrow technologicznych procesu ekstrakcji oraz
kompleksowa charakterystyke otrzymanych produktow z wykorzystaniem metod
spektrofotometrycznych, spektroskopowych (FT-IR, NMR), chromatograficznych
(GPC/SEC, IEC) oraz mikroskopowych (SEM).

46



3. CZESC DOSWIADCZALNA

3.1. Surowce roslinne

3.1.1. Opis i charakterystyka surowcoéw roslinnych

Analiza rynku owocow rodzimych w Polsce umozliwita wyselekcjonowanie czterech
surowcow z roslin popularnie uprawianych wielkopowierzchniowo, m.in. na potrzeby
przetworstwa sokow. Surowce odpadowe z owocdw tych roslin postuzyly jako przedmiot
badan w niniejszej rozprawie doktorskiej. Sg to: wyttoki z owocu czarnej porzeczki,
maliny, truskawki oraz rokitnika.

W celu wstepnej charakterystyki biomasy zastosowanej do badan przeprowadzono

ocen¢ makro- i mikroskopowa surowcow roslinnych.

3.1.1.1.  Czarna porzeczka (Ribes nigrum L.)

Czarna porzeczka (Ribes nigrum L.) jest krzewem nalezacym do rodziny
Grossulariaceae (agrestowate) wystepujacym pierwotnie w potnocnej i $Srodkowej
Europie oraz zachodniej Azji, glownie na obszarach o klimacie umiarkowanym,
[Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987; Takata i in., 2005].

Przypuszcza si¢, ze upraw¢ czarnej porzeczki zapoczatkowano juz w XVI wieku
[Hilz, 2007]. Najchetniej rosnie na terenach nastonecznionych, w glebie gliniano-
piaszczystej lub gliniastej. Potocznie roslina ta nazywana jest rowniez smroding lub
smrodynia, ze wzgledu na charakterystyczny zapach spowodowany obecno$cig
gruczotow zywiczych na spodniej stronie lisci, pakach oraz owocach. Kwiaty promieniste
o zielonkawopurpurowych ptatkach zebrane sa w grona wielokwiatowe. Roslina osiaga
wysokos$¢ 1 — 2 m. Charakteryzuje si¢ duzymi, 3- lub 5-klapowymi lis¢mi, w nasadzie
ucigtymi lub sercowatymi. Jej jagodoksztattne owoce maja ciemnofioletowa, niemal
czarng barwe¢ [Ozarowski, 1987; Woziwoda, 2014].

W Polsce zarejestrowano 11 odmian czarnej porzeczki [COBORU]. Roélina ta
stanowi rodzimy takson flory Polski i jest uprawiana na terenie catego kraju. Liczne
odmiany tego gatunku wystepuja rowniez w stanie dzikim. Do roku 2014 roslina

podlegata ochronie czgsciowej [Snowarski, 2026].



Tabela 5. Taksonomia botaniczna czarnej
porzeczki (Ribes nigrum L.)
[Woziwoda, 2014].

Domena eukarionty

Krélestwo rosliny

Podkrdlestwo rosliny zielone

Nadgromada ro$liny telomowe

Gromada rosliny naczyniowe

Podgromada ro$liny nasienne

Nadklasa okrytonasienne

Klasa Magnoliopsida

Nadrzad Saxifraganae

Rzad skalnicowce

Rodzina Grossulariaceae
(agrestowate)

Rodzaj Ribes (porzeczka)

Gatunek Ribes nigrum (czarna Rye. 12. Czarna porzeczka (Ribes nigrum L.)
porzeczka) [Lindmann, 1917].

Owoce czarnej porzeczki sa chetnie konsumowane w postaci §wiezej, jak 1 szeroko
stosowane jako sktadnik produktéw spozywczych. Dzigki swoim walorom smakowym
oraz wlasciwosciom prozdrowotnym nazywana jest ,,polskim superowocem” [KOWR].
W gospodarstwach domowych owoce wykorzystywane sa czesto do sporzadzania
przetworéw (dzemdéw, marmolad, syropéw, galaretek, win, nalewek), natomiast
w przemys$le spozywczym gltownie do produkcji sokow. Powstajace jako produkt
uboczny wyttoki owocowe, bogate w polisacharydy, stanowig cenne zrédto sktadnikow
wspomagajacych funkcje organizmu [Hilz i in., 2005]. W ostatnich latach prowadzone sa
badania majace na celu wykorzystanie §wiezych wytlokdw z owocow czarnej porzeczki
jako sktadnika produktow spozywczych o wtasciwosciach prozdrowotnych [Raczkowska
iin., 2024].

Owoce czarnej porzeczki stosowane sg w chinskiej medycynie ludowej od ponad
tysigca lat [Takata i in., 2005]. LiScie czarnej porzeczki zawierajg olejki eteryczne, m.in.

sabinen, B-naftol, limonen, geraniol, B-kariofilen, jak tez garbniki, kwasy organiczne,
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sole mineralne, w tym sole boru i magnezu oraz flawonoidy. Owoce bogate sa w kwas
askorbinowy, kwas cytrynowy i kwas szczawiowy, antocyjany, pektyny, polifenole,
wtym flawonoidy takie jak katechina, olejki eteryczne i1 substancje zapachowe
o dziataniu terapeutycznym oraz przeciwzapalnym z grupy monoterpenéw. W owocach,
obok cukrow prostych, obecne sg rowniez witaminy z grupy B (tiamina, ryboflawina,
niacyna, kwas pantotenowy i pirydoksyna oraz witamina K, jak tez sole mineralne, w tym
zwigzki potasu, zelaza, manganu, a takze wapn, fosfor, magnez i s6d. W skorkach
owocOw wystepuja nienasycone kwasy ttuszczowe: kwas a-linolowy, kwas linolowy,
kwas gamma-linolowy i kwas oleinowy [Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987; USDA;
Tian iin., 2023; Pott 1 in., 2023]. Szacuje si¢, ze czarna porzeczka zawiera 560 mg
zwigzkow polifenolowych w 100 gramach $§wiezych owocow [Baranowska i in., 2017].
Pektyny owocOow czarnej porzeczki s3 cenione w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym i kosmetycznym ze wzglgdu na swoje unikalne wilasciwosci
fizykochemiczne oraz szerokie spektrum aktywnosci biologicznej [Bu i in., 2021;
Corovi¢ 1 in., 2024]. Glowny sktadnik pektyn, GalA stanowi 45-55% w polisacharydach
owocOw czarnej porzeczki, w zalezno$ci od zastosowanej metody ekstrakcji, oraz cukry
neutralne, gtownie: Ara, Gal, Rha, Xyl, Man i Glc [Alba i in., 2018; Mufoz-Almagro i
in., 2022; Pancerz i in., 2022; Xu iin., 2016a; Xu i in., 2016b]. Pektyny czarnej porzeczki
charakteryzuja si¢ masg czasteczkowa w zakresie 14 — 116 kDa oraz stopniem estryfikacji
11-68% [Xu i in., 2016a; Xu i in., 2016b; Xu i in., 2018; Alba i in., 2018; Pancerz i in.,
2022; Muioz-Almagro i in., 2022; Inthalaeng i in., 2023]. W przemysle spozywczym
wykorzystywane sg jako zagestnik, stabilizator i srodek zelujacy [Csanadi i in., 2012].
Wykazuja wlasciwosci antyoksydacyjne [Xu 1 in., 2016a], przeciwnowotworowe,

immunostymulujace [Bu i in., 2021] i hipoglikemiczne [Xu i in., 2018].

3.1.1.2.  Malina wtasciwa (Rubus idaeus L.)

Malina wlasciwa (Rubus idaeus L.) jest krzewem z rodziny rozowatych (Rosaceae)
wystepujaca powszechnie w krajach klimatu chtodnego lub umiarkowanego, w Europie
1 p6inocnej oraz zachodniej Azji. W Polsce uprawiana jest na szeroka skalg. Jako rodzimy
takson flory Polski rosnie rowniez dziko na terenie catego kraju, zar6wno na obszarach
nizinnych, jak i gorskich, do 2 000 m n.p.m. [Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987,
Baranowska 1 in., 2015]. Szacuje si¢, ze obecnie na Swiecie wystepuje kilkaset odmian

maliny wlasciwej. W Polsce zarejestrowano ich 20 [COBORU].
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Pierwsze wzmianki o owocach maliny wlasciwej pojawity sie juz ok. 370 roku p.n.e.
w starozytnej Grecji, gtownie poprzez dziatalno$¢ Hipokratesa. Dioskorides, grecki
lekarz, farmakolog i botanik, zyjacy za czaséw Nerona w Rzymie (40 — 90 rok n.e.),
opisal maling wtasciwg jako zrodto surowcoOw o wlasciwosciach przeciwzapalnych oraz
przeciwbiegunkowych. Uprawe rosliny na wigksza skale rozpoczg¢to najprawdopodobnie;j

w péznym Sredniowieczu (XV wiek) [Krauze-Baranowska i in., 2014].

Tabela 6. Taksonomia botaniczna maliny
wiasciwej (Rubus idaeus L.) [Woziwoda,

2014].

Domena eukarionty
Krélestwo rosliny
Podkrdlestwo rosliny zielone
Nadgromada ro$liny telomowe
Gromada rosliny naczyniowe
Podgromada ro$liny nasienne
Nadklasa okrytonasienne
Klasa Magnoliopsida
Nadrzad r6zopodobne
Rzad rozowce
Rodzina Rosaceae

(r6zowate)
Rodzaj Rubus (jezyna)
Gatunek Rubus idaeus

(malina wiasciwa) Ryc. 13. Malina wiasciwa (Rubus idaeus L.)

[Lindmann, 1917].

Krzew, ktory osigga maksymalnie 2 m wysokosci, charakteryzuje si¢ obtymi pedami,
tukowato wygietymi, w dolnej cz¢$ci pokrytymi kolcami. Ostro pitkowane, 3-, 5- lub 7-
listkowe, ogonkowe, waskie u nasady liScie o biatofilcowatej spodniej powierzchni.
Promieniste, biate kwiaty zebrane sag w grona lub baldachogrona. Owoc wystepuje pod
postaciag wielokrotnego pestkowca o charakterystycznej czerwonej barwie oraz
unikatowym smaku oraz przyjemnych zapachu [Ozarowski, 1987; Woziwoda, 2014].
Preferuje tereny zacienione i wilgotng glebe o lekko kwasnym odczynie [Baranowska
iin., 2017].
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Owoce maliny spozywane s3 na surowo lub wykorzystywane przez przemyshu
spozywczy gtéwnie do wyrobu soku [Ozarowski, 1987]. Olej z pestek maliny stanowi
dobre zrédto niezbednych nienasyconych kwasoéw thuszczowych (NNKT), a oprocz tego
witamin, flawonoidéw 1 antyoksydantow. Wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne,
przeciwutleniajgce i przeciwzapalne [Baranowska i in., 2017; Nurzynska-Wierdak,
2022]. Jako sktadnik aktywny kosmetykdéw wptywa na skor¢ poprzez jej nawilzenie,
wygladzenie oraz tagodzenie stanow zapalnych. W medycynie tradycyjnej surowiec
stosowany jest w postaci syropu owocowego oraz naparoOw z suszonych owocoéw badz
lisci. Wykorzystywany w przypadku chordéb pochodzenia wirusowego lub bakteryjnego,
w niezycie zotadka i jelit, pomocniczo jako §rodek przeciwskurczowy [Ozarowski, 1982;
Ozarowski, 1987; Baranowska i in., 2015; Baranowska i in., 2017].

Gloéwne zwigzki biologicznie aktywne wystepujace w owocach to zwigzki fenolowe,
w tym: flawonoidy, do ktorych zalicza si¢ antocyjany, flawonole oraz kwasy fenolowe,
wsrod ktorych dominuja kwas elagowy, kwas galusowy, kwas protokatechowy, kwas
kawowy, kwas synapinowy, kwas syryngowy, kwas cynamonowy, kwas wanilinowy
i kwas ferulowy. Szacuje si¢, ze zwiazki fenolowe stanowig okoto 126-140,6 mg/100g
$wiezych owocow [Wang i in., 2025]. Wsrod makro- i mikroelementéw w owocu maliny
wymienia si¢ odpowiednio potas, waph, magnez, cynk, mangan, zelazo i miedz. Wérdd
okoto 70 zwigzkoé6w aromatycznych wyréznia si¢ keton malinowy (CioH1202) o dziataniu
termogenicznym [Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987; Baranowska i in., 2015;
Baranowska i in., 2017; Nurzynska-Wierdak, 2022; USDA].

Polisacharydy z biomasy owocu maliny pozyskuje si¢ z zastosowaniem metod
konwencjonalnych oraz niekonwencjonalnych, wérdd ktérych wymienia si¢ m.in. HWE,
MAE, UAE, EAE [Bélafi-Bak6 i in., 2012; Mufioz-Almagro i in., 2021; Lopes i in., 2025;
Tiwari 1 in., 2015]. Zastosowane metody oraz parametry procesowe determinujg
wlasciwos$ci fizykochemiczne i1 biologiczne koficowego produktu. Udziat GalA moze
stanowi¢ 13% - 88% polisacharydu, a stopien estryfikacji miesci si¢ w zakresie 3-47%,
co wskazuje na jej LM charakter pektyny, definiujac mechanizm Zelowania [Lopes i in.,
2025; Kosmala i in., 2025; Mierczynska i in., 2017; Zhang i in., 2022; Chen i in., 2020].
Pektyny owocu maliny charakteryzuja si¢ masg czasteczkowa w przedziale 4 — 609 kDa
[Wu i in., 2022; Mufioz-Almagro i in., 2021; Yu i in., 2015]. Wér6d monosacharydow
obojetnych w strukturze polisacharydowej wyro6znia si¢ Xyl, Ara, Gal, Rha oraz §ladowe

ilosci Man i Fuc [Kosmala i in., 2025; Chen 1 in., 2020]. Polisacharydy maliny wykazuja
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wiasciwosci antyoksydacyjne [Chen i in., 2020], immunomodulujace [Kosmala i in.,
2025], przeciwzapalne [Wu 1 in., 2020] i przeciwnowotworowe [Lopes i in., 2025].
Zastosowanie btonnika pokarmowego z owocoéw jagodowych, w tym réwniez malin, do
wzbogacania wyrobow piekarniczych prowadzi do zwigkszonej produkcji
matoczasteczkowych kwasow tluszczowych (SCFA), co wskazuje na potencjat
prebiotyczny produktu [San Mateo iin., 2025]. Pektyny stosowane sg réwniez jako
zagestniki [Mierczynska i in., 2017].

3.1.1.3.  Poziomka truskawka (Fragaria x ananassa Duchesne)

Poziomka truskawka (Fragaria x ananassa Duchesne), potocznie nazywana
poziomka ananasowa, wielkoowocowa lub truskawka, jest mieszancem dwoéch gatunkow

- poziomki chilijskiej (Fragaria chiloensis) 1 wirginijskiej (Fragaria virginiana).

Tabela 7. Taksonomia botaniczna poziomki
truskawki (potocznie truskawka) (Fragaria
x ananassa Duchesne) [Woziwoda, 2014].

Domena eukarionty
Krélestwo rosliny
Podkrdlestwo | rosliny zielone
Nadgromada | ro$liny telomowe

Gromada rosliny naczyniowe

Podgromada ro$liny nasienne

Nadklasa okrytonasienne

Klasa Magnoliopsida

Nadrzad r6zopodobne

Rzad rozowce

Rodzina Rosaceae Juss.
(r6zowate)

Rodzaj Fragaria (poziomka)

Gatunek Fragaria x ananassa

(poziomka ananasowa)

Ryc. 14. Poziomka truskawka (Fragaria x
ananassa Duchesne) [Lindmann, 1917].

Uwaza si¢, ze do naturalnej hybrydyzacji doszto w XVIII wieku. Gatunek zostat

opisany przez francuskiego biologa Antoine Nicolasa Duchesne [Newerli-Guz i in.,
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2023]. Krzew zrodziny rézowatych (Rosaceae) wystepuje globalnie w klimacie
umiarkowanym [Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987]. Bylina osigga $rednio ok. 30 cm.
Trojlistkowe liScie ogonkowe posiadaja pitkowane brzegi. Kwiaty o bialej barwie
opisywane sg jako promieniste. Poprzez zmig¢$nienie dna kwiatowego tworzy tzw. owoc
rzekomy, ktory charakteryzuje si¢ czerwonym kolorem 1ilicznymi orzeszkami
(nietupkami bg¢dacymi owocami wlasciwymi) na powierzchni [Ozarowski, 1987]. Owoc
kojarzony jest czgsto z aromatycznym zapachem i przyjemnym smakiem [Ozarowski,
1987]. W Polsce zarejestrowano 37 odmian truskawki [COBORU].
W lisciach ro$liny stwierdzono obecno$¢ garbnikéw pirokatechinowych (ok. 6%),
flawonoidow, §ladowych ilosci sktadnikéw olejkow eterycznych, kwasow organicznych
i soli mineralnych [Ozarowski, 1982; Ozarowski, 1987; USDC]. Owoce truskawek
stanowig zrodto zwigzkow fenolowych (225 mg/100g swiezych owocodw), wsrod ktorych
dominujg antocyjany w postaci fragaryny, cyjanidyno-3-glukozydu oraz pelargonidyno-
3-glukozydu i pelargonidyno-3-rutynozydu [Baranowska i in., 2017; Krauze-Baranowska
i in., 2014; Newerli-Guz i in., 2023]. Kolor owocow zalezy gtownie od obecnosci
antocyjanow, ktore pod wplywem zmiany pH przyjmuja r6zng barwe [Yuan i in., 2023].
Owoce bogate s3 w mineraly oraz witaminy, gtéwnie witaming C [Giampieri in., 2014;
Miller i in., 2019].

Istotnym komponentem biomasy roslinnej owocu truskawki sg pektyny pozyskiwane
na drodze ekstrakcji konwencjonalnej i niekonwencjonalnej [Hotchkiss i 1 in., 2024].
Sktad pektyn owocu truskawki, obok GalA, obejmuje cukry obojetne: Ara, Gal, Rha, Xyl,
a takze $ladowe ilosci Fuc, Man i kwasu glukuronowego (GIcA). Zwiazki bioaktywne
truskawki wykazuja wlasciwosci antyoksydacyjne [Wang i in., 2025a], prebiotyczne oraz
hipocholesterolemiczne [Hotchkiss i i in., 2024]. Pektyny truskawki charakteryzuja si¢
szerokim zakresem masy czasteczkowej (65 - 9479 kDa) [Wang i in., 2025a; Hotchkiss
iin., 2024; Wang i in., 2025a]. Wykazuja duza zdolno$¢ do wigzania wody (WHC) i oleju
(OHC), co jest powigzane z ich strukturg chemiczng [Wang i in., 2025a]. Dzieki tym
wlasciwosciom znajduja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym jako $rodki
zelujace, emulgatory i zagestniki. Ponadto, ze wzgledu na ich biokompatybilno$¢ i duza
biodegradowalno$¢  wykorzystywane sa3 ~w  przemys$le farmaceutycznym
1 biomedycznym, m.in. jako no$niki w systemach kontrolowanego uwalniania lekow

[Saez-Aguayo i in., 2025].
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3.1.1.4.  Rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides L.)

Rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides L.) jest ciernistym krzewem z rodziny

oliwkowatych (Elaeagnaceae), wystepujacym w stanie naturalnym w potnocno-

zachodniej Europie, na Kaukazie, Syberii, w Indiach, az po wschodnig Azj¢ [Teng i in.,

2024].

Tabela 8. Taksonomia botaniczna
rokitnika zwyczajnego (Hippophae
rhamnoides L.) [Woziwoda, 2014].

Domena
Krélestwo
Podkrdlestwo
Nadgromada
Gromada

Podgromada
Nadklasa
Klasa
Nadrzad
Rzad
Rodzina

Rodzaj

Gatunek

eukarionty
ro$liny

ro$liny zielone
ro$liny telomowe
ro$liny
naczyniowe
rosliny nasienne
okrytonasienne
Magnoliopsida
r6zopodobne
wawrzynkowce
Elacagnaceae
(oliwnikowate)
Hippophae
(rokitnik)
Hippophae
rhamnoides L.
(rokitnik
zZwyczajny)

rhamnoides L.) [Lindmann, 1917].

Rokitnik jest uznany za ro$ling pionierska. Posiada mate wymagania glebowe.

W Polsce wystepuja dwie odmiany rokitnika, ktéore mozna spotka¢ gtownie na

piaszczystych urwiskach nadmorskich oraz w Pieninach [Ozarowski, 1987, COBORU].

Niekiedy jest tez uprawiany w parkach, rezerwatach przyrody lub na terenach

prywatnych, zaréwno w celach estetycznych, jak iuzytkowych. Rokitnik w Polsce

zaliczany jest do gatunkéw objetych cze$ciowa ochrong [Rozporzadzenie Ministra

Srodowiska z dnia 9 pazdziernika 2014]. Wykorzystywany w medycynie tradycyjnej

1 ludowej w Azji, gtdwnie w Mongolii, Tybecie [Sun i in., 2025] oraz w Rosji [Bal i in.,

2011]. Na Syberii liscie rokitnika i mtode, ulistnione gatazki stosowane byty



w gospodarstwach domowych jako $rodek przeciwbiegunkowy oraz jako remedium
w chorobach goragczkowych [Ozarowski, 1987].

Rokitnik uprawiany jest dla jego jadalnych owocow 1 w celu ochrony gleb przed
erozja, zwlaszcza na terenach piaszczystych i poprzemystowych. Czgsto stosowany jest
do rekultywacji gruntow i poprawy jakosci dzikich siedlisk [Nawaz i in., 2018; Wei i in.,
2019]. Za najwigkszego producenta uznawane sg Chiny, ktorym przypisuje si¢ nawet
90% produkcji globalnej [Tkacz i in., 2019; Singh i in., 2024].

Roslina jest niezwykle odporna na stres §rodowiskowy i charakteryzuje si¢ szybka
adaptacja [Mei i in., 2023]. Owoce s3 spozywane w postaci swiezej lub wykorzystywane
w produkcji dzemow, konfitur, sokéw, nalewek i win. Przetwory owocowe pozostaja
cennym zrodtem dobrze przyswajalnej naturalnej witaminy C [Ozarowski, 1987; Mei
iin., 2023]. Owoce rokitnika iich przetwory, ze wzgledu na obecno$¢ substancji
biologicznie aktywnych, uznawane sg za zywnos$¢ funkcjonalng. Ponadto zaréwno
owoce, jak i inne czesci rosliny znajduja zastosowanie z produktach leczniczych oraz
kosmetykach [Dabrowski i in., 2022; Zompra i in., 2021; Tkacz i in., 2019].

Szacuje sig, ze owoce rokitnika zawieraja okoto 40-46% polisacharydéw [Sun i in.,
2025]. Udziat zwigzkow fenolowych wynosi 29,8 - 38,8 mg GAE/g suchej masy [Wang
1 in., 2025]. Owoce rokitnika stanowig Zrédlo witamin z grupy B, witaminy K oraz
w szczegdlnosci witaminy C (50-200 mg). Owoce te s3 tez bogatym zrodtem
karotenoidow, gtéwnie P-karotenu, B-kryptoksantynu, likopenu i zeaksantynu. Liscie
ro$liny stanowig Zrédto harmolu - naturalnego heterocyklicznego alkaloidu, zaliczanego
do alkaloidéw B-karbolinowych, wykazujacego dziatanie antyoksydacyjne oraz GABA-
nergiczne [Ozarowski, 1987; USDC; Woszczak i in., 2025; Zompra i in., 2021; Urbaniak
i1in., 2019; Ciesarova i in., 2020; Wang i in., 2021; Bal i in., 2011]. Z uwagi na silne
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i antyoksydacyjne, a takze
zdolno$¢ do stymulacji syntezy kolagenu oraz proliferacji komorek, Hippophae
rhamnoides znajduje zastosowanie we wspomaganiu procesOw gojenia ran, w tym
oparzeniowych [Pathak i Mazumder, 2024; Mihalcea i in., 2021]. Polisacharydy obecne
w owocach, lisciach i nasionach rokitnika posiadaja wtasciwosci immunomodulujace,
przeciwzapalne, antyoksydacyjne i regulujace mikrobiot¢ jelitowg [Niannian i in., 2026].
Olej z nasion oraz owocow rokitnika zyskuje coraz wigksza popularno$¢ jako $rodek

nutraceutyczny [Krystyjan i in., 2025].
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Szacuje sig, ze 1lo$¢ pektyn w owocach rokitnika miesci si¢ w przedziale 0,21 —0,68%
$wiezej masy [Tkacz i in., 2019]. Wysoki udziat GalA sprzyja przewadze domen HG,
obok ktorych w strukturze pektyn wystepuja rowniez regiony RG-I, RG-II oraz XG
[Farzaliyev iin., 2022]. Pektyny rokitnika zawierajg rowniez cukry obojetne, w tym: Rha,
Gal Ara, Xyl 1 Gle, ktorych obecno$¢ w polisacharydzie oraz wzajemne proporcje
w istotnym stopniu warunkowane sg m.in. przez zastosowang metode¢ ekstrakcji [Teng i
in., 2024]. Pektyny wykazuja duza zmienno$¢, zarowno pod wzgledem stopnia
estryfikacji, gdzie sg to zar6wno LM pektyny (DE<50%) i HM pektyny (DE>50%), jak
tez masy czasteczkowej (10 — 6460 kDa) [Teng i in., 2024; Shi i in., 2025; Wang i in.,
2025; Wei i in., 2019; Ni 1 in., 2013]. Do wlasciwosci uzytkowych pektyn rokitnika
mozna zaliczy¢ zdolnos$ci zelujace, zageszczajace, emulgujace i kompleksujace (gldéwnie
pektyny LM) [Shi i in., 2025; Farzaliyev i in., 2022]. Ponadto, pektyny te wykazuja
dziatanie immunomodulujace oraz przeciwnowotworowe [Wang i in., 2015; Wang i in.,

2019].

3.1.1.5.  Charakterystyka morfologiczna surowcow roslinnych

W oparciu o analiz¢ wizualng, na podstawie dokumentacji fotograficznej oraz
obserwacji materiatu z wykorzystaniem mikroskopii optycznej, wykonano wstepna
charakterystyke jako$ciowa badanych rodzajéw biomasy odpadowej, w postaci suchych
rozdrobnionych czastek, ktore zostaty pozyskane od producentéw: firmy Frunutex
sp. z 0.0. oraz firmy Zdrowsze Zycie, jako materiat komercyjnie dostepny.

Wytloki owocéw czarnej porzeczki (Ryc. 16-Al, A2; Tabela 9) wystepowaly
w postaci drobnoziarnistych czastek, tworzacych proszek o ciemnofioletowej barwie.
Badana probka byta jednorodna, nie stwierdzono obecnosci wigkszych fragmentow
tkanek roslinnych badz zanieczyszczen, do ktdorych mozna zaliczy¢ nieuzytkowe czesci
ros§liny czy fragmenty tkanek nasiennych. Wielko$¢ czastek nie przekraczata 1 mm.
Wysoki stopien rozdrobnienia materiatu warunkowat duza powierzchni¢ wtasciwa,
korzystng w przypadku kontaktu fazy stalej z medium ekstrakcyjnym, a w konsekwencji
moglo warunkowa¢ zwigkszong wymiang masy w procesie ekstrakcji.

Wyttoki owocoéw maliny (Rye. 16-B1, B2; Tabela 9) charakteryzowatly si¢ brudno
r6zowa barwa, zwarta, gruboziarnistg struktura, a takze obecno$cig fragmentdw nasion
oraz wloknistych elementow $cian komodrkowych, co warunkowato wigksza
niejednorodno$¢ tego materiatu.
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Wytloki owocu truskawki (Ryc. 16-C1, C2; Tabela 9) sktadaty si¢ z duzych, zwartych
czastek z wyraznie widocznymi fragmentami nasion. Gruboziarnisty material miat barwe
brunatng z jasniejszymi akcentami w postaci nielupek. Rozmiary czastek przekraczaty
4 mm, a ich struktura wskazywala na mozliwo$¢ mniejszej powierzchni kontaktu
z rozpuszczalnikiem w procesie ekstrakcji, w porOwnaniu z wyzej opisywanymi

surowcami.

1

Ryc. 16. Morfologia wyttokéw owocowych: A — czarna porzeczka; B — malina; C — truskawka;
D — rokitnik, na podstawie dokumentacji fotograficznej (1) oraz obrazéw mikroskopowych
w powigkszeniu 4 — 10x (2).

Wytloki owocow rokitnika (Ryc. 16-D1, D2; Tabela 9) miaty postaé z6tto-brazowych,

miejscami  pOlprzezroczystych ptatkow o wioknistej strukturze. Pomimo, zZe
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umiarkowany stopien rozdrobnienia méglby wskazywa¢ na ograniczong efektywnos$¢
procesu ekstrakcji, zaobserwowana morfologia czastek, a mianowicie wydtuzona forma

o niewielkiej grubos$ci, wygladata obiecujaco.

Tabela 9. Morfologiczna ocena surowcow roslinnych uzytych do badan.

Wytloki owocowe

Cecha )
czarna porzeczka malina truskawka rokitnik
barwa ciemnofioletowa, ciemnordézowa, bladoczerwona, brazowo-zotta,
brunatno-fioletowa czerwono-r6zowa  brunatna
ksztalt czastek nieregularny, nieregularny, nieregularny, nieregularny,
owalny owalny agregaty ptatki
stopien bardzo wysoki umiarkowany niski umiarkowany
rozdrobnienia
rozmiar <1mm <2,5 mm >5 mm <4 mm
struktura jednorodna niejednorodna wysoce niejednorodna
niejednorodna
zapach charakterystyczny  charakterystyczny  charakterystyczny,  charakterystyczny
lekko wyczuwalny
elementy nieobecne obecne obecne nieobecne
nasienne

Ocena wizualna surowcow roslinnych umozliwita zaobserwowanie roznic
strukturalnych pomiedzy badanymi surowcami roslinnymi, ktore moga mie¢ wptyw na
przebieg procesu ekstrakcji pektyn oraz efektywnos$¢ dalszych etapow tancucha
procesowego w celu ich oczyszczenia. Szczegodlne znaczenie w tej kwestii zdaje si¢ miec
etap filtracji, ktéry w przypadku drobnoziarnistego, sproszkowanego materiatu
roslinnego jest utrudniony i moze wymaga¢ przeprowadzenia dodatkowych czynnos$ci

majacych na celu skuteczne oddzielenie biomasy od surowego ekstraktu.

3.1.1.6.  Analiza ilosci wody w surowcach roslinnych

Wyttoki owocowe wykorzystane w badaniach, ktére pozyskano od dwoch polskich
producentéw — Frunutex sp. z o.0. i Zdrowsze Zycie, posiadaly specyfikacje oraz
certyfikaty jakosci (szczegdly w sekcji 4.3. Metodologia). Deklarowany przez

producentéw udzial wody w biomasie w przypadku wytlokow z czarnej porzeczki
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wynosit ponizej 9,8%, natomiast dla maliny, truskawki i rokitnika byt nizszy niz 10%.
Stopien wilgotnosci surowca stanowi istotny parametr jakosciowy, ktéry wptywa na
trwalo$¢ biomasy, jej przechowywanie oraz dalsze przetwarzanie. Mata ilo$¢ wody
skutecznie ogranicza rozwoj drobnoustrojow oraz hamuje przebieg stale zachodzacych
w surowcu proceséw biochemicznych, co w rezultacie przeklada si¢ na bezpieczenstwo
mikrobiologiczne materialu i jego wysoka jako$¢ [Majerska, 2023].

Oceng ilosci wody w kazdym surowcu roslinnym wykonano samodzielnie, w celu
zweryfikowania danych przekazanych przez producentéw. Parametry suszenia dobrano
na podstawie informacji literaturowych [FP VIII, 2008], ktore wskazywaly na
konieczno$¢ ograniczenia temperatury do maksymalnie 70°C w przypadku surowcow
bogatych w polisacharydy (m.in. pektyny), gltéownie ze wzgledu na mozliwg ich
wrazliwo$¢ termiczng. W rezultacie zastosowano nizszg temperaturg, ktéra nie

przekraczata 65°C.

Tabela 10. Ocena ilo$ci wody w badanych surowcach roslinnych.

Czarna porzeczka 5,17+1,13 <9,8
Malina 4,22 +0,15 <10,0
Truskawka 2,22 £ 0,03 <10,0
Rokitnik 2,09 £ 0,04 <10,0

* Analizy wykonano trzykrotnie.

Badane wytloki owocowe charakteryzowaty si¢ bardzo niskg wilgotnoscia (2,09 —
5,17%), przy czym najwyzsza warto$¢ tego parametru wykazaly wytloki owocow czarnej
porzeczki, a najnizsza rokitnika oraz truskawki. Uzyskane wyniki byty istotnie nizsze od
deklarowanych przez producenta, co wskazuje na wysoka jako$¢ surowcdéw oraz ich

wysoka trwato§¢ w czasie sktadowania.

59



3.2.  Proces ekstrakcji

3.2.1. Ustalenie wstepnych warunkéw procesowych

3.2.1.1.  Ekstrakcja polisacharydow w warunkach wodnych

Cze$¢ ekstrakcyjng rozpoczgto od przeprowadzenia serii ekstrakcji w wodzie,
w temperaturze wrzenia uktadu (HWE), prowadzac proces dla kazdego badanego
surowca roslinnego. Dane literaturowe wykazywaly, ze skuteczny proces ekstrakcji
pektyn z owocow lub ich wyttokéw, prowadzony w srodowisku wodnym, zalezy od wielu
czynnikow, takich jak: temperatura, sita jonowa, pH, stosunek masy surowca do objetosci
rozpuszczalnika. Jednakze standardowo przyjmuje si¢, ze ekstrakcja pektyn moze by¢

prowadzona przez 2-6 h [Hundie i in., 2021; Mufoz-Almagro i in., 2021; Ripoll i in.,

2023; Guo 1 in., 2024].

BIOMASA ROSLINNA

Ekstrakcja wodna
v
Filtracja

A. Gaza jatowa
B. Wirowanie (4500 obr./min, 15 min, RT)
C. Filtracja grawitacyjna

v
Ekstrakcja metanolem
- otrzymanie AIR

H,0/MtOH (1:10) RT 2h

\ 4

Dializa

MWCO 12-14 kDa RT 7296 h

KONIUGATY POLIFENOLOWO-
POLISACHARYDOWE

Ekstrakcja wodna

A1l. Ekstrakcja w H,0
- wybrane surowce roslinne

100 °C 4h

A2. Ekstrakcja w H,0
- ustalenie wstepnych parametréw procesowych dla
surowca modelowego — produkty (1-7)

RT 24 h
100 °C 2/4/6h
RT/100 °C 24 h+2/4/6h

B. Ekstrakcja w mediach o zr6znicowanym pH
oraz sile jonowej - produkty (8-19)

100 °C 6h

C. Ekstrakcje NADES (ChCI/CA)
— badania wstepne - produkty (N1-N4)

100 °C 4h

D. Ekstrakcje NADES — optymalizacja
— produkty (20 - 37)

100 °C 4/5/6 h
NADES (ChCl/CA)
—zgodnie z macierza eksperymentalng

Rye. 17. Lancuch procesowy wyodrebniania pektyn z biomasy ro$linne;.




W pierwszym etapie prac dla kazdego surowca prowadzono ekstrakcje w wodzie
dejonizowanej, w temperaturze 100°C, przez 4 h. Na tym etapie zaobserwowano rdznice
wizualne w barwie otrzymanych ekstraktow, ktore odpowiadaty barwom surowcow,
wynikajacym glownie z rodzaju i ilo$ci obecnych w nich polifenoli. Wodne ekstrakty
z wytlokéw owocow: czarnej porzeczki (el), maliny (ell), truskawki (elll) i rokitnika
(eIV) charakteryzowaly si¢ odpowiednio: rdézowo-fioletowa, czerwono-r6zowa,
czerwonawg oraz pomaranczowo-brunatng barwa (Ryc. 17, Al. Ekstrakcja w H>O).

Nastepnie etap oddzielenia stalych czastek biomasy od fazy cieklej rozpoczeto od
wstepnego przesaczenia ekstraktow przez przegrode w formie jalowej gazy. Uzyskany
przesacz zawieral znacza ilo§¢ mikro-osadu, ktéry uniemozliwial wykonanie filtracji
grawitacyjnej] z wykorzystaniem saczka bibutowego. Problem byt szczegdlnie
zauwazalny w przypadku surowca z czarnej porzeczki, ktorej wyttoki cechowaly si¢
najwigkszym stopniem rozdrobnienia. W tym przypadku, w celu usunigcia drobnej
zawiesiny, ktora przeszta przez przegrode filtracyjng, zastosowano wirowanie w celu
wytracenia jej sita od$srodkowa (4500 obr./min, 15 min). Uzyskany supernatant poddano
filtracji grawitacyjnej przez bibule filtracyjng. Jednakze, pomimo podjetych krokow,
filtracja grawitacyjna w przypadku ekstraktu (elV) okazata si¢ niewystarczajaco
skuteczna ze wzgledu na jego duza gestos¢. Konieczne byto w przypadku tego ekstraktu
zastosowanie filtracji pod zmniejszonym ci$nieniem (Ryc. 17, Filtracja).

Ekstrakty roslinne (el-eIV) poddano ekstrakcji alkoholowej z wykorzystaniem
alkoholu metylowego, po uprzednim ich zaggszczeniu na wyparce rotacyjnej do
konsystencji ,,lejacego si¢ miodu” (Ryc. 17, Ekstrakcja metanolem - otrzymanie AIR).
W $rodowisku wzrastajacego stezenia nizszego alkoholu substancje o duzej polarnosci
tracg zdolno$¢ do bycia rozpuszczalnymi i wytracajg si¢ w tym Srodowisku w formie
zawiesiny lub osadu (ang. alcohol insoluble residues, AIR). Takie postgpowanie jest
szczego6lnie przydatne do rozdzielania substancji rozpuszczalnych w alkoholu, gldwnie
zwigzkow polifenolowych 1 rGwnoczesnego wytracania szczeg6lnie tych o charakterze
cukrowym, w tym tez polisacharydow. Obnizona temperatura tego procesu oraz
zredukowana ilo§¢ wody w ekstrakcie sprzyjaja temu procesowi [Hilz i in., 2005].
W wielu eksperymentach otrzymywania AIR stosuje si¢ alkohol etylowy [Ripoll i in.,
2023; Mufoz-Almagro i in., 2021; Jarrin-Chacoén i in., 2023]. Zar6wno metanol jak
i etanol s3 rozpuszczalnikami catkowicie mieszajacymi z woda, wykazujacymi dobrg

zdolno$¢ do precypitacji substancji o naturze cukrowej. Metanol, pomimo rosnacego
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znaczenia rozpuszczalnikow przyjaznych srodowisku, pozostaje powszechnie stosowany
w pracach eksperymentalnych z uwagi na jego niska cen¢ i skuteczne wypieranie wody
z matrycy polisacharydowej w procesie wytracania tych substancji, a ponadto na
mozliwo$¢ szybszego usuwania tego rozpuszczalnika w procesie odparowywania pod
zmniejszonym ci$nieniem. Jednakze nalezy pami¢taé, ze metanol nie jest akceptowalny
do wuzycia wprzypadku, gdy produkt koncowy ma przeznaczenie spozywcze,
kosmetyczne lub farmaceutyczne. Wtedy nalezy zastapi¢ go etanolem o wysokiej
czystosci.

W przypadku wszystkich surowych wodnych ekstraktow (el-eIV) pod wpltywem
metanolu zaobserwowano wytrgcanie si¢ osadow, charakteryzujacych si¢ kremowag
barwa, zdecydowanie jasniejsza niz surowe ekstrakty. Kazdorazowo do oddzielenia
precypitatu od barwnego metanolowego przesaczu stosowano filtracj¢ na bibule, pod
zmniejszonym ci$nieniem. Metoda zapewnita mozliwo$¢ odmycia zebranego osadu
dodatkowa porcja metanolu. Uzyskane osady miaty jednorodng, lekko zelowa
konsystencj¢ pasty i1 subtelnie roznity si¢ miedzy sobg barwg. Osad otrzymany
z wytlokdéw z czarnej porzeczki byl najciemniejszy.

W celu usunigcia resztek alkoholu otrzymane osady zostaly poddane procesowi
suszenia goragcym powietrzem, w temperaturze nieprzekraczajacej 60°C.
Zaobserwowano zauwazalne zmniejszenie objetosci osadow. Otrzymane suche osady,
wystepujace w postaci nieregularnych agregatow, poddano dalszemu oczyszczaniu
metoda dializy wobec wody dejonizowanej, gdzie przegrode separacyjng stanowita
celuloza (MWCO 12-14 kDa) (Ryc. 17, Dializa). Celem procesu byta eliminacja
zwigzkow matoczasteczkowych, ktore wytracily si¢ z roztworu alkoholowego wraz
z polisacharydami, a mianowicie usunig¢cie: mono- i oligosacharydoéw, aminokwasow,
kwaséw organicznych, soli, w tym nieorganicznych [Alba i in., 2018]. Postep procesu
kontrolowano konduktometrycznie, na drodze pomiaru zmieniajacej si¢ przewodnosci
elektrycznej roztworu wody w naczyniu, w ktorym prowadzona byla dializa. Proces
prowadzono przez co najmniej 72 godziny, przy regularnej wymianie obj¢tosci wody
dializacyjnej, aby zapewni¢ wlasciwa dynamike procesu. Kazdorazowo po zakonczeniu
dializy makroczasteczkowa pozostalos¢ w worku dializacyjnym, stanowigca surowy
produkt koncowy, zostata odparowana do sucha (I-IV) i zwazona, a rezultat pomiaru

postuzyt do obliczenia wydajno$ci procesu ekstrakcji wg wzoru:
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my
Y [%] = L x 100 [,
b
gdzie:
Y - wydajnos¢,

m,, — masa produktu po ekstrakcji oraz oczyszczeniu na drodze dializy [g],

p

my,- masa biomasy roslinnej (wytlokéw owocowych) [g].

Najwicksza wydajno$¢ procesu z opisanego ciggu procesowego odnotowano dla
produktu z wyttokow owocu rokitnika (IV) (4,70% wag.), natomiast najnizszg dla

produktu (IIT) uzyskanego z owocu truskawki (1,14% wag.) (Tabela 11).

3.2.1.2.  Charakterystyka chemiczna produktow (I-1V)

Charakterystyke chemiczng produktéw (I-IV) przeprowadzono z wykorzystaniem
analiz spektrofotometrycznych, ukierunkowanych na oznaczenie ilo$ci wybranych grup
substancji organicznych, w tym polisacharydéw, kwaséw uronowych, polifenoli oraz
biatek.

Catkowitg ilo$¢ cukréw okreslono przy pomocy powszechnie stosowanej metody
fenolowo-siarczanowej [Dubois i in., 1956]. Weglowodany w $rodowisku stezonego
kwasu siarkowego ulegaja hydrolizie do monosacharydéw na skutek rozerwania wigzan
glikozydowych 1 odwodnieniu. Powstale w ten sposob furfurale, a glownie 5-
hydroksymetylofurfural moga wchodzi¢ w reakcj¢ z fenolem, tworzac barwne, zoito-
pomaranczowe produkty, ktorych intensywnos$¢ jest proporcjonalna do st¢zenia
sacharydow w badanej probce. Stosowang substancja referencyjng w tej metodzie jest
Glc. Metoda ta posiada swoje ograniczenia, szczegdlnie w przypadku probek, w ktorych
obecna jest istotna ilo$¢ kwasoéw uronowych. Obserwuje si¢ wtedy niedoszacowanie
stezenia cukrow catkowitych w probee [Yue i in., 2022; Li i in., 2007; Zhao i in., 2024].
Wynika to z niepeinej konwersji kwaséw uronowych do pochodnych furfurali, ktora
zachodzi znacznie wolniej niz w przypadku cukrow obojetnych, jak tez z rdznic
w zakresie maksymalnej absorbancji na widmie UV-Vis. Dla glukozy A=490 nm,
natomiast dla kwasu galakturonowego i1 kwasu glukuronowego A=483 nm. Jak wynika
z doniesien literaturowych wielu autoréw stosuje wskaznik korygujacy pomiar wykonany
metoda fenolowo-siarczanowa [Yue i in., 2022]. Dlatego tez w przypadku produktow

stanowigcych przedmiot niniejszej rozprawy, ktére z zatozenia powinny posiadaé
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znaczace ilosci kwasow uronowych, takze zastosowano wskaznik korygujacy réwny
2,60, 2,87, 1,57 oraz 2,48 odpowiednio dla produktow z czarnej porzeczki, maliny,
truskawki oraz rokitnika (Tabela D1. Dodatek).

Do  oceny ilosciowej  kwasow  uronowych  zastosowano  metode
m-hydroksybifenylowa [Blumenkrantz i Asboe-Hansen, 1973]. W silnie kwasowym
srodowisku kwasy uronowe (ang. uronic acids, UA) ulegaja odwodnieniu i hydrolizie,
czego rezultatem jest powstanie reaktywnych pochodnych furfurali. Reaguja one
z m-hydroksybifenylem tworzac zwigzek o r6zowej barwie, ktorego ilos¢ mozna ocenic
technikg UV-Vis przy A=520 nm, stosujac jako substancje wzorcowa GalA. Obecnos¢
jonow boranowych zwigksza specyficznos¢ reakcji tej reakcji.

Biorac pod uwage nature surowca, czyli pozostatosci po owocach jagodowych, nalezy
pamigtaé, ze zawarte w nich polifenole moga tworzy¢ trwate wigzania chemiczne
z trojwymiarowa siecia wyodrebnionych polisacharydow. Zjawisko to jest czgsto
obserwowane, a jego efektem jest zauwazalna barwa otrzymanych polisacharydow.
Dlatego tez zalecane jest iloSciowe oszacowanie polifenoli metoda Folin’a-Ciocélteu
[Singleton iRossi, 1965]. W metodzie tej przeprowadza si¢ reakcje, zachodzaca
w srodowisku alkalicznym, ktéra oparta jest na utlenianiu zwigzkéw fenolowych,
obecnych w badanej prébce, przy jednoczesnej redukcji  soli  kwasow
fosfomolibdenowego i fosfowolframowego, bedacych gléwnymi  skladnikami
odczynnika Folin’a-Ciocalteu. W rezultacie powstaje produkt o charakterystycznej
niebieskiej barwie, ktérego intensywnos$¢ jest proporcjonalna do catkowitej ilosci
zwigzkow fenolowych. Tak otrzymane roztwory mozna oceni¢ ilo$ciowo technikg
spektrofotometryczng przy A=765 nm, a rezultat najcze$ciej wyraza si¢ w formie
ekwiwalentu kwasu galusowego (GAE), ktory jest powszechnie uzywany jako substancja
wzorcowa lub procent wagowy.

Ostatnig grupa substancji, ktore moga towarzyszy¢ polisacharydom wydzielanym
z wytlokéw ro$linnych, sa biatka. Do ich oznaczenia zaleca si¢ kilka metod
analitycznych, jednak najcze$ciej wykorzystuje si¢ metode Lowry’ego [Lowry i in.,
1951] ze wzgledu na najmniejsza liczbe mozliwych interferencji z innymi sktadnikami
badanego produktu pochodzenia naturalnego. Reakcj¢ przeprowadza si¢ w §rodowisku
o charakterze zasadowym, gdzie zachodzi wigzanie jonéw miedzi z obecnym
w produkcie biatkiem, czego wynikiem jest powstanie fioletowego kompleksu

biuretowego. Dodatnie do uktadu reakcyjnego odczynnika Folin’a-Ciocalteu powoduje
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zmian¢ barwy produktu na niebieskag. Wynika to zredukcji soli przez reszty
aminokwasowe tyrozyny 1 tryptofanu powszechnie obecne w biatkach roslinnych.
Barwny produkt ocenia si¢ technikg UV-Vis przy A= 750 nm. Jako substancja
referencyjna zalecana jest albumina wotu.

Dla produktow (I-IV) otrzymano rezultaty wyzej opisanych analiz
kolorymetrycznych, ktore potwierdzity ich dominujacy polisacharydowy charakter
chemiczny. Udzial procentowy sacharydéw w badanych produktach miescit sie¢
w zakresie od 79,01% dla (I) do 96,93% dla (II). Jednoczes$nie udziat kwasé6w uronowych
pozostawal ograniczony 1 wynosit pomiedzy 18,22% a 36,46% (Tabela 11).
Uwzgledniajac ilos¢ UA pozyskanych z 1 g biomasy roslinnej oraz stosunkowo niski
$redni udziat polifenoli oraz biatek w badanych produktach, najbardziej obiecujacym
surowcem okazal si¢ wytlok z owocu rokitnika. Najmniej korzystne rezultaty
odnotowano dla produktu z wyttokow z owocu truskawki (III), poniewaz ekstrakcja
w wodzie umozliwita uzyskanie jedynie 2,19 mg UA z 1 g biomasy odpadowe;j. Produkty
(IT) oraz (I) wykazaly zblizone wartosci pod wzgledem ilosci UA (odpowiednio 6,08 oraz
4,59 mg/g). Produkt (I) charakteryzowal si¢ najwyzszym udzialem zwigzkow
towarzyszacych, czyli biatek oraz polifenoli, wynoszacych odpowiednio 5,33% oraz
9,32% wag. Wysoki udziat polifenoli w owocach czarnej porzeczki znajduje
potwierdzenie w literaturze naukowej [Baranowska i in., 2017]. Nalezy podkresli¢, ze tak
znaczacy udziat szczegoOlnie zwigzkow  polifenolowych stanowi wyzwanie
technologiczne. Opracowanie efektywnego ciggu procesowego, ktory zapewniatby
w sposOb powtarzalny ich mozliwie maksymalne usunigcie z produktu koncowego
stanowi istotne wyzwanie. Z tego wzgledu zadecydowano, aby wytlok z owocu czarnej
porzeczki postuzyt jako surowiec modelowy w procesie optymalizacji ekstrakcji.

Podsumowujac, przeprowadzenie serii ekstrakcji w wodzie dla czterech réznych
surowcOw odpadowych, a nastepnie oczyszczenie ich alkoholem i na drodze dializy
w wodzie do otrzymania makroczasteczkowych produktow bogatych w polisacharydy,
umozliwito identyfikacje kluczowych aspektow operacji jednostkowych stanowiacych
podstawe procesu otrzymywania pektyn z wyttokow owocowych. Uzyskano wstepne

informacje dotyczace udziatu polisacharydéw w badanych biomasach odpadowych.
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Tabela 11. Wydajno$¢ oraz charakterystyka chemiczna polisacharydow otrzymanych z wyttokéw wybranych surowcow roslinnych

— ekstrakcja wodna (WE).
Warunki ekstrakcji Y Polisacharydy Polifenole Bialka

Surowiec roslinny medium t Calkowite* UA

ekstrakeyjne  (h)  (°C) (%o wag.) (% wag.) w produkcie w czesci polisacharydowej (%o wag.) (%o wag.)
(% wag.) (% wag.)

@D cz. porzeczka 2,90 79,01 £1,91 20,05+0,17 25,37 +£0,21 9,32 +£0,05 5,33+0,05
an malina H,0 4 100 3,44 96,93 +2,07 18,22+1,12 18,80 £ 1,15 1,L15£0,08 1,96 £0,08
{1n truskawka 1,14 95,15+2,43  20,22+0,44 21,25+ 0,46 1,40 £0,13  3,25£0,07
av) rokitnik 4,70 92,16 4,19 36,46 £2,30 39,56 £2,50 2,42+0,20 5,59£0,50

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty réwnym 2,60, 2,87, 1,57 oraz 2,48 odpowiednio dla produktéw z czarnej
porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika.

Tabela 12. Wydajno$¢ oraz charakterystyka chemiczna polisacharydow otrzymanych z wyttokéw czarnej porzeczki — ekstrakcja wodna (WE).

Warunki ekstrakcji Y Polisacharydy Polifenole Bialka
1te*
Nr mediu@ ¢ T (% wag.) L w produkcie = w cggi:i polisacharydowej (% wag.) (% wag.)
ekstrakcyjne  (h) (°0) (% wag.) % wag) o wag)

MAC (4] 24 RT 0,15 68,85+2,88 20,88+ 0,17 24,32 +£ 0,20 2,82 +£0,07 2,67+0,11
2) 2 2,00 73,07+1,70 19,49 + 0,27 26,67 £ 0,37 9,01 £0,15 4,93+0,16
HWE A3) 4 100 2,90 79,01 +£1,91  20,05+0,17 25,37+ 0,21 9,32 +0,05 5,33 +0,05
“4) H>O 6 3,07 72,27+3,08 20,11 +0,45 27,83 + 0,62 8,27 +0,19 5,59+0,13
o) 24/2 2,61 84,49+ 1,68 18,98 + 0,24 22,47 +0,29 9,39 + 0,04 6,07 +£0,16
MAC/HWE  (6) 24/4  RT/100 3,33 78,97+ 1,18  18,42+0,30 23,32 + 0,37 9,82 +0,30 5,33+0,26
@) 24/6 4,12 74,99 +4,60 19,90 + 0,49 26,53 £ 0,65 10,40 +0,12 5,87+0,31

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty rownym 2,60.



3.2.1.3.  Ustalenie wstgpnych parametrow procesowych

Jak wspomniano wcze$niej jako surowiec modelowy do wyznaczenia wstgpnych
parametrOw procesowych, a nastgpnie do przeprowadzenia optymalizacji procesu
ekstrakcji, wybrano wyttoki z owocu czarnej porzeczki. W tym celu wykonano szereg
ekstrakcji w wodzie, przy zmiennych warunkach procesowych:

1: prowadzajac maceracj¢ (MAC) w temperaturze pokojowej (RT), przez 24 h,

2: prowadzac ekstrakcje w 100°C (HWE), przez 2 h,

3: prowadzac ekstrakcje w 100°C (HWE), przez 4 h,

4: prowadzac ekstrakcje w 100°C (HWE), przez 6 h,

5: prowadzajac maceracj¢ w temperaturze pokojowej (RT), przez 24 h, a nastgpnie

ekstrakcje w 100°C, przez 2 h (MAC/HWE),

6: prowadzajac maceracj¢ w temperaturze pokojowej (RT), przez 24 h, a nastgpnie

ekstrakcje w 100°C, przez 4 h (MAC/HWE),

7: prowadzajac maceracj¢ w temperaturze pokojowej (RT), przez 24 h, a nastgpnie

ekstrakcje w 100°C, przez 6 h (MAC/HWE).

Stosunek frakcji statej (surowca) do medium ekstrakcyjnego wyniost 1:15 (w/v).

W kolejnym etapie kazdy surowy ekstrakt poddano filtracji, wytracaniu AIR za
pomoca metanolu, a nastgpnie dializie w wodzie dejonizowanej. W ten sposob otrzymano
produkty (1) — (7), ktére oceniono ilosciowo pod wzgledem wydajnosci ciagu
procesowego, a nastepnie scharakteryzowano chemicznie (Tabela 12).

Otrzymane produkty nie wykazywaty istotnych réznic wizualnych. Produkt (1)
otrzymany w wyniku maceracji, pomimo duzej ilosci polisacharydéw o duzym st¢zeniu
UA, charakteryzowal si¢ niskag wydajnoscig (0,15% wag.). Zaobserwowano wzrost
wydajnosci wraz z wydluzeniem czasu prowadzenia ekstrakcji. Poprzedzenie HWE
etapem maceracji zwigkszalo wydajnos$¢ ekstrakcji w poréwnaniu do samego HWE,
osiaggajac 4,12% wag. dla produktu (7), w poréwnaniu do 3,07% wag. dla produktu (4),
w przypadku ktérego pominigto maceracj¢. Udziat polisacharydéw w dla produktow (1)
— (7) pozostawal na zblizonym poziomie, jednakze zaobserwowano, ze produkty, ktore
zostaty uzyskane na drodze MAC/HWE cechowaly si¢ nieco nizszg ilo$cig UA niz te,
ktore nie byly poddawane wstepnie maceracji, i nieco wigkszg ilo$cig polifenoli oraz

biatek.



Podsumowujac, poprzedzanie HWE 24-godzinng maceracja nie wptywa korzystnie
ze wzgledoéw jakosciowych na polisacharydowy produkt koncowy, a ponadto znaczaco

wydhuza ciag procesowy.

3.2.1.4.  Wplyw zroznicowanego pH oraz sity jonowej na proces ekstrakcji

Kolejny etap badan wstepnych obejmowal oceng wplywu §rodowiska ekstrakcji na
produkt koncowy, otrzymany ostatecznie po filtracji, wytragcaniu metanolem AIR
i dializie w wodzie. Uzyskano nastepujace produkty, w przypadku ktérych ekstrakcje
prowadzono kazdorazowo w temp. 100°C, przez 6 h, przy udziale fazy stalej do ciektej
1:15 (w/v). Zmienng stanowily wodne roztwory, w ktérych prowadzono proces
ekstrakcji. Przygotowano nast¢pujace rodzaje mediow ekstrakcyjnych:

8: 5% wodny roztwor chlorku choliny (ChCl),

9: 10% wodny roztwor chlorku choliny (ChCl),

10: 5% wodny roztwor kwasu cytrynowego (CA),

11: 10% wodny roztwor kwasu cytrynowego (CA),

12: 5% wodny roztwor kwasu szczawiowego (OA),

13: 10% wodny roztwér kwasu szczawiowego (OA),

14: 5% wodny roztwor szczawianu amonu (AO),

15: 5% wodny roztwor kwasu winowego (TA),

16: 10% wodny roztwoér kwasu winowego (TA),

17: 5% wodny roztwor winianu sodu (ST),

18: 5% wodny roztwor kwasu askorbinowego (AA),

19: 10% wodny roztwér kwasu askorbinowego (AA).

Chlorek choliny (ChCl), kwas cytrynowy (CA), kwas szczawiowy (OA), kwas winowy
(TA) oraz kwas askorbinowy (AA) zaliczane sg do grupy metabolitow pierwotnych
(PRIM), stanowigcych potencjalne komponenty ukladéw NADES [Chevé-Kools i in.,
2025]. Chlorek choliny, czwartorzedowa s6l amoniowa, jest powszechnie
wykorzystywany jako akceptor wigzan wodorowych (HBA) w ukladach NADES,
natomiast kwasy organiczne, a w$rdd nich szczegélnie kwas cytrynowy, sa czgsto
stosowane jako donor wigzan wodorowych (HBD) [Pereira i in., 2024; Solcan i in., 2024].
Kwasy organiczne, takie jak kwas askorbinowy (AA), kwas szczawiowy (OA) czy kwas
cytrynowy (CA), z sukcesem stosowano do ekstrakcji pektyn, przy czym najwigksza
skuteczno$¢ przypisuje si¢ CA [Jarrin-Chacén i in., 2023; Ferreira-Lazarte i in., 2026].
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Udokumentowano rdwniez zastosowanie w tym celu soli amonowej kwasu
szczawiowego [Ramli i Asmawati, 2011; Wang 1 in., 2015]. Zgodnie z danymi
przedstawionymi w bazie FDA dotyczacymi bezpieczefistwa substancji i sktadnikow
spozywczych (GRAS, ang. generally recognized as safe) chlorek choliny, kwas
cytrynowy, kwas winowy, kwas askorbinowy, winian sodu uznawane s3 za zwigzki
kategorii 1, co jest rownoznaczne z wysokim bezpieczenstwem w kontekscie zdrowia
cztowieka 1 wptywu na §rodowisko naturalne [FDA].

Kazdy z roztwordéw stanowigcych medium ekstrakcyjne zbadano z uwagi na warto$¢
pH 1 przewodno$¢ wilasciwa (Tabela 13). Zastosowanie wyzej opisanego schematu
eksperymentalnego umozliwito uzyskanie produktéw z wydajnoscia w zakresie od
0,05% wag. dla produktu (13) do 6,07% wag. dla produktu (19).

Charakterystyka chemiczna w polaczeniu =z analiza wlasciwosci mediow
ekstrakcyjnych (Tabela 13) pozwolily na sformutowanie wnioskéw dotyczacych wplywu
pH S$rodowiska ekstrakcyjnego na otrzymane produkty. Zaobserwowano, ze typowo
kwasowe warunki ekstrakcji, przy pH w przedziale 1,5-2,5, sprzyjaly wydajnej ekstrakcji
polisacharydow o duzym udziale % UA, przy jednocze$nie ograniczonym udziale
polifenoli — dotyczy to produktow: (10), (11), (15), (16), (18) 1 (19). Natomiast zbyt niska
warto§¢ pH medium ekstrakcyjnego, ponizej 1, skutkowata istotnym obnizeniem
wydajnosci procesu, a uzyskane produkty charakteryzowaty si¢ niskim stezeniem cukrow
— produkty (12) i (13). Przypuszczalnie moze to wynika¢ z czg¢éciowej hydrolizy
prowadzacej do degradacji polisacharydow. Otrzymane rezultaty wskazuja natomiast,
ze tagodniejsze warunki procesu, przy pH w przedziale pH 4,5-5,0, moga sprzyjac
ekstrakcji biatek, jak zaobserwowano dla produktow wyodrebnionych przy udziale ChCl
— produkty (8) i (9). Odnotowano takze, ze ekstrakcja polifenoli byta bardziej efektywna
w warunkach pH > 4.

Umiarkowana 1 niska przewodno$¢ wtasciwa roztworu wodnego (c < 75 mS/cm)
sprzyjaly ekstrakcji polisacharyddw, natomiast wysoka przewodno$¢ wlasciwa (o >115
mS/cm) istotnie ograniczata wydajno$¢ procesu oraz udzial polisacharydow w produkcie,
jak wprzypadku (12) i (13). Nalezy doda¢, ze przewodnos¢ wlasciwa Srodowiska
ekstrakcyjnego ¢ < 20 mS/cm byta charakterystyczna dla roztworéw o wartosci pH
w przedziale 1-2.

Zaobserwowano tez, ze zastosowanie wodnego roztworu OA wptyngto negatywnie

zarowno na wydajnos$¢ procesu otrzymywania (13), jak rowniez na ilo$¢ polisacharydow

69



w tym produkcie (31,38% wag.), podczas gdy roztwor ChCl, bez wzgledu na zastosowane
stezenie (8, 9) oraz roztwory AA (18, 19) umozliwily uzyskanie preparatow
zawierajacych ponad 64% polisacharydow. Roztwor CA sprzyjal wzbogaceniu
produktow w UA, osiagajac odpowiednio 24,64% oraz 22,96% dla produktow (10) 1 (11),
przy jednoczesnym ograniczeniu udziatu polifenoli do 6,38% i 7,28%.

Zastosowanie roztworéw AO oraz ST umozliwito otrzymanie produktéw bogatych
w polisacharydy, odpowiednio dla: (14) - 59,01% i (17) - 56,07%, w tym UA
odpowiednio 18,60% 1 17,66%, przy jednoczesnie wysokiej wydajnosci (4,57% wag.
15,05% wag.). Pomimo obiecujacych rezultatéw, wykorzystanie AO i ST do utworzenia
uktadow NADES praktycznie jest niemozliwe ze wzgledu na budowe¢ chemiczng tych
soli. Uniemozliwia ona tworzenie stabilnych wigzan wodorowych, gtownie ze wzgledu
na zdeprotonowane grupy karboksylowe (brak donora wigzania wodorowego). Mozna
przypuszczaé, ze w analizowanych uktadach dominuja oddziatywania jonowe.
W dostepnej literaturze naukowej brak jest tez doniesien dotyczacych ukladow NADES
opartych na ChCl oraz solach kwasow dikarboksylowych.

Uktady NADES bazujace na ChCl jako HBA oraz OA i AA jako HBD byly
z powodzeniem stosowane jako plastyfikatory folii skrobiowych [Sousa i in., 2022].
Mieszaning NADES sktadajaca si¢ z ChCl i OA opisano tez jako skuteczng we
frakcjonowaniu biomasy lignocelulozowej [Mamilla i in., 2019]. Jednakze Chen i Lahaye
(2021) wykazali, ze zastosowanie NADES (ChCl/OA) jako uktadu ekstrakcyjnego
prowadzi do obnizenia udzialu polisacharydow w produkcie koncowym. Natomiast
NADES bazujace na ChCl oraz AA znajduja zastosowanie glownie w ekstrakcji
zwigzkow polifenolowych z biomasy roslinnej [Mahrous i in., 2025; Jani¢ i in., 2025].

Biorac pod uwage dostepng literature zadecydowano o przeprowadzeniu
optymalizacji procesu ekstrakcji pektyn z wyttokow owocowych przy wykorzystaniu
uktadu NADES bazujacego na ChCl oraz CA. Mieszaniny NADES (ChCl/CA)
o zréznicowanych stosunkach molowych komponentow sktadowych, stosowano
z powodzeniem do ekstrakcji polisacharydéw z réznych typdéw biomasy roslinnej [Imran
i in., 2026; Shafie i Gan, 2020]. Jednakze wykorzystanie ukltadu NADES (ChCl/CA)
w optymalizacji procesu ekstrakcji pektyn z wytlokdw czarnej porzeczki nie zostato

dotychczas opisane.
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Tabela 13. Wlasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajnos¢ i charakterystyka chemiczna polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarne;j
porzeczki (Ribes nigrum L.) — ekstrakcja wodna na goraco o ustalonym pH i sile jonowe;.

= Warunki ekstrakcji Y Polisacharydy Polifenole Bialka
E medium ekstrakcyjne UA

e dnose t T Calkowite* : : :

E ’ przew’o : 0sC . (% wag.) w produkcie w cz. polisacharydowej (% wag.) (% wag.)
z roztwor pH whasciwa (b)) (°C)

(mS/cm) (% wag.) (% wag.) (% wag.)

®) 5% ChCl 4,52 48,10 3,22 64,87 + 1,09 13,41 +£0,38 20,68 £ 0,59 10,20+ 0,24 9,35+ 0,07
9 10% ChCl 491 75,20 3,59 68,09 + 0,62 12,79 + 0,24 18,78 £ 0,36 10,24+0,54 9,51+0,27
(10) 5% CA 1,74 9,84 4,07 55,44 £2,23 24,64 £ 0,33 44,44 + 0,59 6,38+0,11 6,25+0,17
a1y 10% CA 1,59 12,80 3,64 42,78 £2,71 22,96 +0,21 53,68 £ 0,50 7,28+0,12 7,35+0,12
12) 5% OA 0,83 115,20 0,06 42,24+ 1,79 27,57 +£0,33 65,28 £0,79 0,99+0,02 2,39+0,05
13) 10% OA 0,65 143,20 6 100 0,05 31,38+0,13 16,63 £0,78 52,99 +2,47 1,00+0,13  2,78+0,12
a4 5% AO 6,23 105,80 4,57 59,01 +2,06 18,60 + 0,47 31,52+ 0,80 9,23+0,21 7,93+0,08
asy 5% TA 1,70 13,94 3,73 47,70 £ 2,37 22,83 +£0,09 47,86 + 0,19 5,88+0,14 6,93+0,19
(16) 10% TA 1,50 16,54 4,11 37,19 £ 1,55 21,05+0,45 56,59 +£ 1,21 6,03+021 9,13+0,10
a7n 5% ST 8,92 50,70 5,05 56,07 + 0,93 17,66 £ 0,27 31,50 + 0,47 7,76 £ 0,05 7,49 + 0,04
a8) 5% AA 2,40 3,00 4,62 78,06 + 3,90 19,00 £ 0,42 24,34 £ 0,54 532+0,32  5,65+0,10
19) 10% AA 2,24 4,07 6,07 75,42 +£2.93 17,63 £0,21 23,38 £0,28 6,82+0,28 7,34+0,13

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty rownym 2,60.



3.2.1.5.  Ekstrakcja z wykorzystaniem wybranych uktadow NADES

Dane literaturowe przedstawiaja szeroki zakres procedur ekstrakcyjnych opartych na
uktadach NADES, ktore pomimo spojnych etapdéw, wykazuja istotne rozbieznosci,
szczeg6lnie na etapie przygotowania medium ekstrakcyjnego. Stosowane sg zar6wno
nierozcienczone mieszaniny eutektyczne, jak i uklady zawierajace dodatek wody
w roznych proporcjach. Dodatek wody do ukladu NADES zmienia jego wtasciwosci
fizykochemiczne poprzez modyfikacje wigzan wodorowych, a takze zmniejsza lepko$¢
oraz zmienia przewodnos¢ wlasciwa i polarno$¢ uktadu. Wykazano, ze wiele DES
charakteryzuje si¢ przewodnosciag wlasciwa rzedu ~2 mS/cm, przy czym wzrost
temperatury lub dodatek wody zwigksza warto§¢ tego parametru [Sahin i in., 2026].
W zalezno$ci od ilosci wody dodanej do DES moze ona zwigksza¢ transport masy z fazy
statej do ciektej lub prowadzi¢ do zaburzenia struktury eutektycznej, co z kolei moze
wpltywac pozytywnie lub negatywnie na wydajnos¢ ekstrakeji [Luiin., 2022; Alcade i in.,
2019]. W zwigzku z tym udziat wody w ukladach NADES stanowi istotny parametr
procesowy w optymalizacji procesu ekstrakcji.

Zastosowanie nierozcienczonych uktadow NADES moze zapewnia¢ zadowalajace
rezultaty, jednakze wigze si¢ z istotnymi ograniczeniami technologicznymi. Wysoka
lepko$¢ uktadu skutkuje ograniczonym transportem masy sktadnikéw bioaktywnych
z biomasy do medium ekstrakcyjnego. Dodatkowo taki uktad przy probie podniesienia
skali bedzie niekorzystny z ekonomicznego punktu widzenia [Wu i in., 2024b]. Dodatek
wody modyfikuje charakter oddzialywan miedzyczasteczkowych w uktadzie NADES,
a zastosowanie rozcienczonego uktadu NADES moze stanowi¢ korzystne rozwigzanie
z punktu widzenia kinetyki procesu [Aravena i in., 2023].

W celu zweryfikowania przedstawionych zatozef, w oparciu o wczesniejsze wyniki
oraz dane literaturowe [Shafie i in., 2019; Bermtidez-Oria i in., 2023], przeprowadzono
seri¢ ekstrakcji z wykorzystaniem mieszaniny NADES typu ChCI/CA (1:1), przy
zréznicowanym udziale wody, odpowiednio NADES/H>O - 1:1, 1:2, 1:5 1 1:9 (w/v).
Wszystkie roztwory ekstrakcyjne scharakteryzowano pod wzgledem pH oraz
przewodnosci wiasciwej (Tabela 14). Uzyskane wyniki zestawiono z wydajnoscia
produktéw otrzymanych po ekstrakcji, wytragcaniu metanolem i dializie w wodzie oraz
z charakterystyka chemiczng otrzymanych produktow: (N1, 1:1), (N2, 1:2), (N3, 1:5)
1(N4, 1:9) (Tabela 14). Ekstrakcje przeprowadzono z wykorzystaniem surowca

modelowego.
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Zaobserwowano, ze wraz ze wzrastajagcym udziatem wody w medium ekstrakcyjnym
wzrasta pH, jednakze utrzymuje si¢ z zakresie typowo kwasowym — od 0,84 do 1,73.
Przewodno$¢ wlasciwa nie wykazywata analogicznej tendencji. Najnizsza warto$§¢
odnotowano dla medium NADES/woda w stosunku 1:1 (w/v) (38,6 mS/cm), a najwyzsza
dla rozcienczenia 1:2 (w/v) (101,6 mS/cm). Dziesigciokrotne rozcienczenie NADES
spowodowato ponowny spadek wartosci tego parametru do o = 51,3 mS/cm. Najwiekszy
zbadany udzial wody w NADES (1:9, w/v) zapewnit wydajnos¢ produktu (N4) na
poziomie 4,73% wag., przy najwigkszym udziale polisacharydow (47,24%) oraz
jednoczesnie najmniejszym polifenoli i biatek (odpowiednio 4,94 1 5,19%) w poréwnaniu
z produktami (N1), (N2) i (N3). [los¢ UA uzyskana z 1 g wytlokow z czarnej porzeczki
byta najwyzsza i wyniosta 4,83 mg/g surowca. Przeprowadzone badania wskazuja, ze 10-
krotne rozcienczenie zaproponowanego NADES bytlo najbardziej efektywne w ekstrakcji
pektyn, dlatego zastosowano je w kolejnych etapach prac eksperymentalnych.

Istotnym problemem badawczym bylo takze ustalenie, czy charakterystyczne
wlasciwos$ci zaproponowanego NADES pozostaja zachowane po rozcienczeniu go woda
do proporcji 1:9 (w/v), czy tez taka modyfikacja prowadzi do calkowitej degradacji
charakterystycznych wigzan wodorowych migdzy sktadnikami NADES. Doniesienia
literaturowe wskazuja, ze woda wplywa na reorganizacje struktury oraz wihasciwosci
NADES w sposob kontrolowany [Wu i in., 2024b]. Dodatek wody do uktadu NADES
spowodowat przesunigcie pasm charakterystycznych dla wigzan O—H i C=0 w kierunku
nizszych wartosci liczb falowych, co szczegdlnie jest zauwazalne dla pasma
charakterystycznego dla grup karbonylowych przy 1755 cm! w kierunku 1721 cm! (Ryc.
19), a co prawdopodobnie jest zwigzane z ostabieniem lub cz¢$ciowa dysocjacja wigzan
wodorowych obecnych w mieszaninie eutektycznej oraz zmniejszeniem oddziatywan
mi¢dzy grupami karbonylowymi i hydroksylowymi komponentéw NADES [Wu i in.,
2024b, Al-Risheq i in., 2021]. Obecno$¢ pasma przy ~1630 cm! sugeruje obecno$¢ drgan
zginajacych czasteczek wody. Mozna przypuszczaé, ze wprowadzenie wody prowadzi do
reorganizacji sieci molekularnej NADES, co skutkuje zwigkszeniem mobilno$ci
czasteczek oraz zmiang polarnosci rozpuszczalnika. Dodatek wody do uktadu NADES
wplynat gtdéwnie na intensywno$¢ oraz potozenie pasm absorpcyjnych, natomiast nie na

ich wystgpowanie.
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Tabela 14. Wiasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajnos¢ i charakterystyka chemiczna polisacharydow otrzymanych z wyttokéw czarnej porzeczki

(Ribes nigrum L.) przy wykorzystaniu NADES (ChCl/CA 1:1) przy zréznicowanym udziale wody w uktadzie.

Warunki ekstrakeji Y Polisacharydy Polifenole Bialka
Nr medium ekstrakcyjne ¢ T Calkowite* UA
NADES H,O przewodnos¢ M) (C) (% wag.) w produkcie  w cz. polisacharydowej (% wag.) (% wag.)
(W/v) (mS/cm) (% wag.) (% wag.) (% wag.)
N1 1 1 0,84 38,6 0,41 30,22+ 1,79 26,19 £1,52 86,68 = 5,01 6,77 £0,18 5,65 + 0,06
N2 1 2 1,21 101,6 4 100 2,28 37,02+ 0,41 23,28£0,76 62,87+ 2,04 7,48£0,23 6,91+0,10
N3 1 5 1,55 72,7 4,26 41,04 £4,14 22,44 £0,41 54,67 £ 0,99 7,09 £0,27 6,05+ 0,08
N4 1 9 1,73 51,3 4,73 47,24 £0,89 21,64 £0,66 45,81+ 1,40 4,94+0,07 5,19+£0,12
* Udziat polisacharydow w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty rownym 2,60.
ET [%]
90
70
> obecnos¢ 3300 cm ; >0
NADES/woda 1:0
@ NADES/woda 1:1 i
@ NADES/woda 1:2 rzesuniecie ; r 30
@ NADES/woda 1:5 21755 do 1721 cmt i [
[ ) NADES/wqda 1:9
e e ———— 10
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Ryec. 18. Schematyczne przedstawienie interakcji w mieszaninie NADES
ChCI/CA [Aliiin., 2023; Sakurai i in., 2024].

Liczba falowa [cm™]

Ryec. 19. Widma ATR-FTIR dla NADES (ChCI/CA 1:1) przy r6znym
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3.2.2. Optymalizacja parametrow ekstrakcji pektyn w §rodowisku NADES

Przyjety schemat postgpowania w optymalizacji procesu ekstrakcji pektyn
z wytlokéw owocu czarnej porzeczki, wybranych w niniejszej pracy jako modelowa
biomasa, obejmowat dopasowanie odpowiedniego modelu matematycznego, liniowego
badz kwadratowego, do danych eksperymentalnych uzyskanych na podstawie serii
eksperymentow przeprowadzonych zgodnie z macierza eksperymentalng w wybranym
do tego celu modelu /-optimal.

Otrzymane dane z przeprowadzonej serii eksperymentow poddano walidacji
statystycznej, uzywajac analizy wariancji ANOVA, by nastepnie, po dogtebnej analizie
uzyskanych danych predykcyjnych wytypowaé obszar optymalnych przedziatlow
liczbowych dla wybranych parametréw procesowych. Parametry te, nast¢pnie
zweryfikowano eksperymentalnie, przyjeto jako optymalne i zaimplementowano do

wyodrgbniania pektyn z innych surowcow zaprezentowanych w tej pracy.

I. WYBOR ZMIENNYCH WY!‘EmlggimoMDA%ngv I1l. PROCES EKSTRAKCII
NIEZALEZNYCH - uzyskanie danych
EKSPERYMENTALNEJ 4 Y

(TABELA PROCESOWA) dla zmiennych zaleznych

(Design Expert®)

VIIl. OPTYMALNE Schemat IV. OPTYMALIZACJA
PARAMETRY PROCESOWE . e - obrébka matematyczno-
DLA WYTtOKOW INNYCH Optymallzale statystyczna i ocena

owocow procesu dopasowania modelu
VII. ZATWIERDZENIE VI. WERYFIKACIJA V. OPTYMALNE

OPTYMALNYCH OPTYMALNY’CH PARAMETRY

PARAMETROW PARAMETROW PROCESOWE

PROCESOWYCH PROCESOWYCH (predykcja)

(predykcja vs. eksperyment)

Ryec. 20. Schemat postepowania przyjety w czasie prowadzenia optymalizacji procesu ekstrakcji
pektyn z wytlokow czarnej porzeczki z wykorzystaniem uktadow NADES
[na podstawie: Bezerra i in., 2008].
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3.2.2.1.  Optymalizacja procesu ekstrakcji pektyn w modelu I-optimal

W oparciu o wyniki wstepnie przeprowadzonych badan, do optymalizacji procesu
ekstrakceji pektyn z wyttokow czarnej porzeczki w NADES jako medium ekstrakcyjnym,
wybrano trzy zmienne niezalezne:

— X1 chlorek choliny (ilo$¢ wyrazona jako stosunek molowy w mieszaninie NADES),
—  X2: kwas cytrynowy (ilo$¢ wyrazona jako stosunek molowy w mieszaninie NADES),
—  Xj3: czas ekstrakeji (h),

ktore analizowano na trzech kodowanych poziomach, czyli: -1, 0, +1 (Tabela 15).

Tabela 15. Optymalizacja ekstrakcji pektyn z wytlokow czarnej porzeczki z wykorzystaniem
uktadow NADES. Tabela procesowa zmiennych niezaleznych i ich pozioméw kodowania.

POZIOMY KODOW
) . ) wartos$¢ wartos¢ wartos$¢
Zmienne niezalezne .
minimalna centralna maksymalna

-1 () (+1)
Xz ChCl (liczba moli w NADES) 1,0 1,5 2,0
Xz: CA  (liczba moli w NADES) 1,0 2,0 3,0
Xz t (h) 4 5 6

Stosunek masowy mieszaniny NADES do wody (1:9, w/w) oraz stosunek suchej masy
do medium ekstrakcyjnego (1:15, w/v) ustalono w planie eksperymentalnym jako
warto$ci state. Zmienne niezalezne przedstawiono jako wartosci liczbowe dyskretne.
W oparciu 0 model 3*-elementowej macierzy eksperymentalnej, przy zastosowaniu
oprogramowania Design Expert®, wygenerowana zostata seria 18 eksperymentow
zgodnie z planem /-optimal, réznigcych si¢ miedzy soba warto$ciami zmiennych
niezaleznych (Tabela 16).

Kazdy z 18 ekstraktow poddano nastgpnie temu samemu schematowi oczyszczania,
a mianowicie oddzielono cieklg fazg od statej pozostatosci roslinnej, zatezono otrzymany
ekstrakt, a nastgpnie wytragcono AIR za pomoca metanolu. Nierozpuszczalny w alkoholu
osad poddano procesowi dializy w wodzie, wyodrebniajac w ten sposob
makroczasteczkowe produkty. Kazdy z 18 produktéw poddano wstepnej charakterystyce
chemicznej z wykorzystaniem metod kolorymetrycznych, w celu oznaczenia catkowitej
ilosci polisacharydéw, a w nich ilo§¢ kwasdow uronowych, szacunkowej ilosci polifenoli

oraz biatek. Obliczono takze wydajno$¢ tak otrzymanych produktow (Tabela 17).
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Tabela 16. Macierz eksperymentalna /-optimal zmiennych zaleznych oraz eksperymentalnie wyznaczonych warto$ci zmiennych zaleznych
dla pektyn z wytlokow owocu czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) wyodrgbnionych na drodze ekstrakcji w NADES. Zmienne zalezne podano
jako $rednie z trzech powtorzen.

ZMIENNE NIEZALEZNE E ZMIENNE ZALEZNE
£
L.p. Cth((I;IBA) CA)((}ZI’BD) c)fas ;. Y Polisacharydy UA Polifenole
(liczba moli) (liczba moli) (h) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.)
1. 1,5 (0) 2(0) 5(0) (20) 441 55,28 24,15 7.23
2. 1(-1) 3 (+1) 6 (+1) 1) 3,86 49,13 27,97 9,30
3. 2 (+1) 1(-1) 5(0) 22) 4,50 55,56 20,97 7,53
4, 2 (+1) 3 (+1) 5(0) 23) 4,09 50,71 23,43 7,13
5. 1(-1) 2(0) 5(0) (24) 431 50,50 26,82 6,53
6. 1,5 (0) 2(0) 5(0) (25) 441 55,28 24,15 7,23
7. 1,5 (0) 1(-1) 4(-1) (26) 4,98 55,62 26,82 6,95
8. 1,5 (0) 2(0) 6 (+1) (27) 3,92 51,14 27,29 7,98
9. 1(-1) 1(-1) 6 (+1) (28) 4,35 49,96 26,04 7,80
10. 2 (+1) 3(+1) 5(0) (29) 4,09 50,71 23,43 7,13
1. 2 (+1) 1(-1) 5(0) (30) 4,50 55,56 20,97 7,53
12. 2 (+1) 2(0) 6 (+1) 31) 4,35 49,96 26,04 7,80
13. 1,5 (0) 3 (+1) 4(-1) (32) 4,74 54,53 26,78 7,81
14, 1,5 (0) 2(0) 5(0) (33) 4,41 55,28 24,15 7,23
15. 2 (+1) 2(0) 4(-1) (34) 4,41 58,78 26,90 6,70
16. 2 (+1) 2(0) 4(-1) (35) 4,41 58,77 26,92 6,68
17. 1(-1) 2(0) 4(-1) (36) 4,20 53,80 25,73 6,39
8. 1,5 (0) 1(-1) 4(-1) (37) 4,98 55,62 26,82 6,95

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty réwnym 2,60.
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Tabela 17. Wlasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajnos¢ i charakterystyka chemiczna polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarne;j

porzeczki (Ribes nigrum L.) — ekstrakcja z wykorzystaniem uktadow NADES.

z Warunki ekstrakcji Y Polisacharydy Polifenole Bialtka
Lp. % medium ekstrakcyjne Calkowite* UA
o —
E ChCl CA przewodnos¢ (1t1) (Ol(;) (% wag.) (% wag.) w produkcie polis\:c;z;((zilowej (% wag.) (% wag.)
(liczba moli) (mS/cm) (% wag.) (% wag.)
1. 1(20) 15 2 1,63 444 5 4,41 55228+0,56 24,15+0,45 43,69 + 0,81 7,23+£0,19  7,45+0,06
2. | (21 | 3 1,54 31,8 6 3,86 49,13 +£3,17  27,97+0,39 56,93 +0,79 9,30+£0,46  6,05%0,07
3. 1 (22) 2 1 1,74 67,4 5 4,50 55,56 £2,23 20,97 +0,23 37,75+ 0,41 7,53+£0,20  7,52£0,04
4. | (23) 2 3 1,60 41,9 5 4,09 50,71 £2,87  23,43+0,33 46,20 = 0,64 7,13+0,20 7,40 £0,08
5.1 (249 | 2 1,57 27,8 5 4,31 50,50 £1,58 26,82 +1,31 53,11 £2,60 6,53+0,31  5,31+0,07
6. | (25 15 2 1,63 44,4 5 4,41 55228+0,56 24,15+0,45 43,69 + 0,81 723+0,19 7,45£0,06
7. 1(26) 1,5 1 1,66 56,2 4 4,98 55,62+2,19 26,82 +0,62 48,21+ 1,12 6,95+0,14 4,88+0,03
8 |1 2@7) 15 2 1,63 44,4 6 3,92 51,14+ 0,61  27,29+0,56 53,37+ 1,10 798+£0,18 5,71 £0,06
9. 1(28) | 1 1,64 51,6 6 100 4,35 49,96 +£1,38 26,04 £ 0,63 52,13+ 1,26 7,80 £0,16  5,90+0,19
10. | (29) 2 3 1,60 41,9 5 4,09 50,71 +2,87 23,43+0,33 46,20 + 0,64 7,13+0,20 7,40 £0,08
11. | (30) 2 1 1,74 67,4 5 4,50 55,56 +2,23 20,97 +0,23 37,75+ 0,41 7,53+0,21  7,52£0,04
12. | 31) 2 2 1,64 51,6 6 4,35 49,96 + 1,38 26,04 £ 0,62 52,13+ 1,26 7,80£0,17  5,90+£0,19
13. {(32) 1,5 31,57 37,8 4 4,74 54,53 +£2,03 26,78 £ 0,67 49,11 +1,23 7,81 £0,06  5,77+0,04
14. 1 (33) 1,5 2 1,63 44,4 5 4,41 5528+0,56 24,15+0,45 43,69 + 0,81 723+0,19  7,45£0,06
15. | (34) 2 2 1,64 51,6 4 4,41 58,78 £0,90 26,90 + 0,49 45,79 + 0,83 6,70+ 0,18 4,90 £0,03
16. | (35) 2 2 1,64 51,6 4 4,41 58,77+0,91 26,92 +0,51 45,81+ 0,81 6,68+0,17 4,96£0,10
17. | (36) 1 2 1,57 37,8 4 4,20 53,80 £2,49  25,73+0,55 47,82 +1,02 6,39+0,32  4,79+0,03
18. | 37) 1,5 1 1,66 56,2 4 4,98 55,62+2,19 26,82 +0,62 48,21+ 1,12 6,95+0,14 4,88£0,15

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty rownym 2,60.
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Media ekstrakcyjne oparte o uktady NADES (ChCl/CA), zastosowane do otrzymania
serii produktow (20) - (37), charakteryzowaty si¢ kwasowym pH w waskim zakresie 1,54
— 1,74. Nie zaobserwowano zalezno$ci liniowej miedzy pH medium ekstrakcyjnego
a wydajnoscia procesu ekstrakcji, jednakze mozna zauwazy¢, ze pH w przedziale 1,57 —
1,66 sprzyjato nieco wigkszej wydajnosci otrzymanych produktow (4,74 - 4,98% wag.)
(produkty: 26, 32, 37), natomiast nizsze pH mniejszej (3,86 —4,74% wag.) (produkty: 21,
24, 32, 36).

Polisacharydy stanowity gtéwna frakcj¢ wszystkich uzyskanych produktéw (49,13 -
58,77% wag.), przy czym najwieksza ich ilos¢ odnotowano przy pH ~ 1,65. Udziat UA
w otrzymanych produktach wynosit od 20,97 do 27,97% wag. Stanowily one 37,75 —
56,93% wag. w polisacharydach badanych produktow, a wyodrgbnianiu ich sprzyjato
nizsze pH roztworu NADES, co potwierdzajg doniesienia literaturowe [Chen i in., 2021;
Shafie i in., 2020]. Wraz ze wzrostem przewodnos$ci wlasciwej medium ekstrakcyjnego
ilos¢ UA spadata. Najwiekszy udziat UA (49,11-56,93% wag.) uzyskano przy nizszej
przewodnosci uktadu (27,8-37,8 mS/cm), natomiast najnizszy, bo az 37,75% wag.,
charakteryzowat produkt (30) wyodrgbniony z biomasy z zastosowaniem medium
NADES o najwyzszej przewodno$ci wynoszacej 67,4 mS/cm.

Udzial polifenoli w otrzymanych produktach wynosit 6,39 - 9,30% wag.
Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem pH ilo$¢ polifenoli nieznacznie wzrastala (Tabela
17). Natomiast biatka stanowity od 4,79 do 7,52%, a ich udzial wzrastal w miare
wydtuzania czasu ekstrakcji.

Przewodno$¢ medium ekstrakcyjnego oscylowata w przedziale 27,8 - 67,4 mS/cm, co
odzwierciedla sile¢ jonowa serii wodnych roztwordw mieszanin NADES. Najwyzsza
wydajnos¢ (4,98% wag.) odnotowano dla medium o przewodnoS$ci wlasciwej rownej 56,2
mS/cm (37, ChCI/CA 1,5:1; 4 h; pH 1,66). Zauwazono tez, ze przewodnosc
przekraczajagca 40 mS/cm sprzyjata ekstrakcji polisacharydow bogatych w UA,
jednoczesnie ograniczajac udziat polifenoli, cho¢ jednoznaczne zalezno$ci nie zostaty na
tym etapie potwierdzone.

Na tym etapie niemozliwe bylo stwierdzenie bezposredniej zaleznosci miedzy czasem
prowadzenia ekstrakcji a wydajnos$cig proceséw. Maksymalng wydajnos¢ procesu
uzyskano dla czasu ekstrakcji wynoszacego 4 h. Dalsze wydtuzanie procesu nie
przynosito istotnych korzysci, co moze mie¢ znaczenie z punktu widzenia ekonomiczne;j

oceny procesu.
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Jak wspomniano wcze$niej, model planowania eksperymentu /-optimal ma na celu
minimalizacj¢ §redniej wariancji predykcji w przestrzeni eksperymentalnej. To podejscie
jest szczegodlnie przydatne, gdy gtéwnym celem analiz jest uzyskanie precyzyjnych
predykcji odpowiedzi badanego uktadu w szerokim zakresie warunkéw procesowych,
a nie wylacznie efektywna estymacja parametréw procesu [Pawlaczyk-Graja i in., 2019].
W  celu przeprowadzenia analizy statystycznej danych liczbowych macierzy
eksperymentalnej (Tabela 16) zastosowane zostato nastgpujace ogdlne réwnanie regresji

drugiego stopnia:

K K kK k
Y=o+ z BiX; + z BiXf + z Z BiiXiX; + € 2],
i=1 i=1

i=1 j=i+1
gdzie:
— Y, - przewidywana odpowiedz uktadu (i = 4),
— Xj; - zmienne niezalezne (k = 3),
— By - wyraz wolny (intercept),
—  Bi - wspotczynniki liniowe,
—  Bij - wspotczynniki kwadratowe,
—  Bij - wspdtczynniki interakcji dla kazdej zmiennej niezaleznej,
— sktadnik losowy [Demir i in., 2024; Xu i in., 2016].

Przeprowadzona analiza wariancji (ANOVA) umozliwila ilo$ciowa ocene wplywu

zmiennych niezaleznych na odpowiedzi uktadu (Tabele od 18 do 21).

W przypadku oceny wptywu zmiennych niezaleznych Xi, X2 i X3 na wydajnos¢
ciggu procesowego otrzymywania produktéw bogatych w pektyny z wytlokéw owocu
czarnej porzeczki, gdzie gtéwna role odgrywat wptyw ekstrakcji na tg zmienng zalezna,

wplyw ten opisano za pomocg ponizszego rownania liniowego:
Y=2,4516 + 0,0070-X;1 - 0,0520-X2 - 0,0551-X3 [31].

Otrzymany model liniowy byl istotny statystycznie (F = 9,55; p = 0,0011), co
potwierdza adekwatno$¢ przedstawionego powyzej réwnania regresji, przyjetego do
opisu badanego procesu (Tabela 18). Sposrod analizowanych czynnikow istotny wptyw
wykazywaty zmienne X, (p = 0,0044) oraz X3 (p = 0,0024). Wspodtczynnik determinacji
wyniost R? = 0,6717, a skorygowany wspotczynnik determinacji adj. R? = 0,6013, co
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wskazuje na fakt, ze okolo 60% zmienno$ci danych mozna wyjasni¢ zaproponowanym
modelem matematycznym. Uzyskane wyniki analizy statystycznej umozliwity
wyznaczenie zaleznosci migedzy zmiennymi niezaleznymi oraz badanymi zmiennymi
zaleznymi. Wydajno$¢ ekstrakcji dla macierzy eksperymentalnej (Tabela 17), a tym
samym produktow (20) — (37), miescita si¢ w zakresie 3,86 - 4,98% wag. Analiza
trojwymiarowych wykresdw powierzchni odpowiedzi (Ryc. 21) i wykreséw stopnia
dopasowania modelu (Ryc. 22) sugeruja, ze mniejszy udziat CA w mieszaninie NADES
sprzyjat wigkszej wydajnosci ciggu procesowego. Wptyw ChCl (Xi) na wydajnos¢ nie
byt istotny statystycznie. Zmienng o najwigkszym wptywie na odpowiedz uktadu byt czas

prowadzenia procesu ekstrakcji, przy czym wyzszej wydajnos$ci sprzyjal krotszy czas.

Tabela 18. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu liniowego, opisujacego wplyw zmiennych
niezaleznych na wydajno$¢ procesu separacji polisacharydow.

SS df MS Test F p

Model 0,0596 3 0,0199 9,55 0,0011

X1 0,0001 1 0,0001 0,0603 0,8096

X 0,0239 1 0,0239 11,49 0,0044

X; 0,0286 1 0,0286 13,72 0,0024
Skladnik resztowy 0,0291 8 0,0036
Blad calkowity 0,0000 6 0,0000

Korelacja calkowita 0,0887 17

R2=0,6717; adj. R2=0,6013; SD = 0,046; $rednia = 2,09; test adekwatnosci = 10,1173

Ocen¢ wptywu zmiennych niezaleznych Xi, X> i X3 na ilo§¢ polisacharydow

w wyodrebnionych produktach zostat wyrazony w postaci rownania kwadratowego:

Polisacharydy = 0,4452 + 39,7952-X; + 12,9188-X2 + 6,9562-X3 -
2,6681-X1X2 - 3,3064-X1X3 - 0,6585-X2X3 - 5,1161-X12
~-1,6778-X22 - 0,3354-X32 [4].

Analiza wariancji potwierdzila istotno$¢ statystyczng zaproponowanego modelu
kwadratowego (p < 0,0001) (Tabela 19). Najsilniejszy wplyw na zmienng zalezng miat
czynnik X3 (F = 88,56; p = 0,0001), a nastgpnie zmienne Xi, X, a takze ich wyrazenia
kwadratowe XX, X1X3, Xi2 oraz X2? (p < 0,05). Wspotczynnik determinacji R? oraz
skorygowany R? wyniosty odpowiednio 0,9648 10,9251, natomiast warto$¢
wspotczynnika testu adekwatnos$ci byta réwna 16,1493, co zdaje si¢ potwierdzad

zgodno$¢ modelu z danymi eksperymentalnymi. Wykresy 3D (Ryc. 21) wykazaty
81



wzglednie wyrdwnang odpowiedz ukladu wzgledem analizowanych zmiennych
niezaleznych. Podsumowujac, zwigkszenie udziatu molowego ChCl w mieszaninie
NADES wzgledem CA sprzyjato intensyfikacji ekstrakcji polisacharydow. Natomiast

skrdcenie czasu ekstrakcji (X3) prowadzito do zwigkszenia wartosci odpowiedzi uktadu.

Tabela 19. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego, opisujacego udziat
polisacharydéw w produktach otrzymanych z wytlokdw czarnej porzeczki.

SS df MS Test F p
Model 151,69 9 16,85 24,34  <0,0001
X1 14,90 1 14,90 21,52 0,0017
X 9,48 1 9,48 13,70 0,0060
X; 61,31 1 61,31 88,56 < 0,0001
X1X2 8,56 1 8,56 12,36 0,0079
X1X3 14,32 1 14,32 20,69 0,0019
X2X; 1,75 1 1,75 2,52 0,1509
X7 6,09 1 6,09 8,79 0,0180
X/’ 11,70 1 11,70 16,89 0,0034
X5 0,43 1 0,4345 0,6276 0,4511
Skladnik resztowy 5,54 2 2,77
Blad calkowity 0,0000 6 0,0000
Korelacja calkowita 157,23 17

R?=0,9648; adj. R2=0,9251; SD = 0,83; $rednia = 53,68; test adekwatnosci = 16,1493

Model predykcji ilo$ci kwaséw uronowych zaproponowany dla zmiennych

niezaleznych X1, X2 1 X3 zostal wyrazony w postaci rownania kwadratowego:

UA = 87,8509 + 8,3571-X; - 1,0669 Xz - 27,1702 X3 + 1,1091 X1X2 -
1,4407 X1X3 + 0,8488 X,X3 - 1,6303 X12 - 1,0420 X72 +
2,7598 X32 [5].

Zaproponowany model kwadratowy jest istotny statystycznie (F = 8,58; p = 0,003)
(Tabela 20). Szczegdlny wplyw na ilo§¢ UA wykazywala zmienna X; oraz wyrazenie
kwadratowe X3? (p < 0,05), natomiast pozostate zmienne i ich interakcje nie byly istotne
statystycznie. Wspotezynnik determinacji R? wyniost 0,9061, natomiast skorygowany R?
= 0,8005. Parametr testu adekwatno$ci wynidst 10,2257, co wskazuje na dobre
dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych, cho¢ nieco stabsze niz w przypadku

zmiennej zaleznej ilosci polisacharydow.
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Analiza powierzchni odpowiedzi wykazala najwigksze warto$ci odpowiedzi dla
wariantow eksperymentalnych, w ktorych ekstrakcja prowadzona byta 6 h (Ryc. 21).
Wykresy 3D dla pozostatych zmiennych zaleznych skorelowanych z warto$ciami
zmiennych niezaleznych wskazywaly na przewage 4 h prowadzenia ekstrakcji.
Powierzchnia odpowiedzi dla przedstawionego wyzej réwnania kwadratowego
charakteryzowata si¢ stosunkowo rownomiernym rozktadem zasymulowanych warto$ci
tej powierzchni. Z tego powodu zrezygnowano z poszukiwania warto§ci zmiennych
niezaleznych, ktére odpowiadatyby maksymalnej mozliwej wartos$ci odpowiedzi, na
rzecz bardziej zréwnowazonych rezultatow. Dla zmiennych X; oraz X: najbardziej

korzystne wydaja sie¢ by¢ ich wartosci posrednie.

Tabela 20. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego opisujacego udziat kwasow
uronowych w produktach uzyskanych z wytlokéw owocu czarnej porzeczki.

SS df MS Test F p

Model 68,09 9 68,09 8,58 0,0030

Xi 5,17 1 5,17 5,87  0,0417

X 3,63 1 3,63 4,12 0,0770

X; 0,01 1 0,01 0,0125 09136

XXz 1,48 1 1,48 1,68 0,2314

X1X3 2,72 1 2,72 3,08 0,1171

X2X; 2,90 1 2,90 3,29  0,1072

X7 0,62 1 0,62 0,7007 0,4269

X/ 4,51 1 4,51 512 0,0536

X5 29,43 1 29,43 33,37 0,0004
Skladnik resztowy 7,05 2 3,53
Blad calkowity 0,00 6 0,00

Korelacja calkowita 75,15 17

R2=0,9061; adj. R2=0,8005; SD = 0,94; $rednia = 25,30; test adekwatnosci = 10,2257

Matematyczny model opisujacy zalezno$¢ polifenoli obecnych w otrzymanych
produktach wytlokow owocu porzeczki od zmiennych niezaleznych Xi, X> 1 X3

przedstawiono za pomocg rownania kwadratowego:

Polifenole = 5,2508 + 8,0103 X1 + 0,3148 X, - 2,5921 X3 - 1,0634 X:Xz -
0,2878 X1X3 - 0,1096 X>X3 - 1,4578 X12 + 0,5389 X,2 +
0,3909 X3 [6].
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Analiza wariancji potwierdzita istotno$¢ przedstawionego powyzej modelu
kwadratowego (p < 0,0001) (Tabela 21). Istotny wptyw na odpowiedz uktadu mial czas
ekstrakeji (X3), dla ktorego uzyskano najwyzsza warto$¢ parametru F (216,42; p <
0,0001). Wsrod czynnikow nieistotnych statystycznie nalezy wymieni¢ ilos¢ moli ChCl
w mieszaniniec NADES (Xi, p = 0,4445) oraz interakcj¢ zmiennych niezaleznych,
wyrazonych jako X2X3 (liczba moli CA vs. t; p = 0,1357). Wspodtczynniki dopasowania
(R? = 0,9820; adj. R? = 0,9618) potwierdzaly bardzo dobry stopien dopasowania

zaproponowanego rownania.

Tabela 21. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego opisujacego udziat
polifenoli w produktach uzyskanych z wytlokéw owocu czarnej porzeczki.

SS df MS Test F p
Model 7,69 9 0,8542 48,60 <0,0001
Xi 0,0114 1 0,0114 0,65 0,4445
X 0,8617 1 0,8617 49,03 0,0001
X; 3,80 1 3,80 216,42 < 0,0001
X1X2 1,36 1 1,36 77,37  <0,0001
X1X3 0,1085 1 0,1085 6,17 0,0378
X2X3 0,0484 1 0,0484 2,75 0,1357
X/ 0,4941 1 0,4941 28,11  0,0007
X7 1,21 1 1,21 68,66  <0,0001
X5 0,5903 1 0,5903 33,59 0,0004
Skladnik resztowy 0,1406 2
Blad calkowity 0,0000 6 0,0000
Korelacja calkowita 7,83 17

R? =0,9820; adj. R2=0,9618; SD = 0,13; $rednia = 7,33; test adekwatnosci = 29,4337

Podsumowujac, analiza powierzchni odpowiedzi sugeruje, ze najwigksze stezenie
polifenoli wystgpowato w produktach otrzymanych na drodze ekstrakcji przez 6 h.
Jednym z waznych celéw optymalizacji procesu otrzymywania pektyn z odpadow
z owocOw jagodowych jest zminimalizowanie udzialu polifenoli w produkcie

pektynowym, dlatego uznano, ze krotszy czas ekstrakcji (4 h) jako korzystny.

W dyskusji wynikéw wielowatkowej analizy ANOVA wybor obszardw uznanych za
optymalne ukierunkowano glownie na maksymalizacj¢ wydajnosci procesu ekstrakcji,
przy jednoczesnym uzyskaniu produktu o wysokim udziale UA i mozliwie najwigkszej
czystosci (Ryc. 21). Na podstawie przyjetych kryteriow, zweryfikowano stopien
dopasowania modeli dla badanych odpowiedzi uktadu (Ryc. 22).
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Ryec. 22. Analiza stopnia dopasowania modeli eksperymentalnych.

Ekonomiczne aspekty czasu prowadzenia ekstrakcji

optymalizacji  oraz

zestawienie

dotychczas

uzyskanych danych

eksperymentalnych wskazuja na przewage ekstrakcji prowadzonej przez 4 h nad 5- 1 6-

godzinnym procesem, co uzasadnia dalsze rozwazania w tym temacie. Z punktu widzenia
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zastosowan przemystowych istotne jest uzyskanie produktu z uwzglednieniem kosztow
jego wytworzenia. Kluczowe staje si¢ zatem rozstrzygnigcie czy bardziej efektywne, nie
tylko technologicznie, ale tez ekonomicznie, jest prowadzenie ekstrakcji do momentu
osiggnigcia maksymalnej wydajnosci, kosztem wydhuzenia czasu procesu, czy tez
uzyskanie zrownowazonego rezultatu w krotszym czasie, przy nizszym zuzyciu energii.

Analize przeprowadzono na podstawie wynikow uzyskanych podczas ekstrakcji
wstepnych w wodzie na gorgco (HWE) dla surowca modelowego. Pod uwage wzieto
produkty (2), (3) oraz (4), r6znigce si¢ migdzy soba czasem prowadzenia ekstrakeji (2, 4,
lub 6 h) (Tabela 11). Dodatkowo uwzgledniono wyniki dla wybranych produktow
otrzymanych przy uzyciu NADES (ChCI/CA 1:1; 4 lub 6 h) — produkty (28) i (34) (Tabela
17). Dane przedstawiajace szacunkowe zuzycie energii elektrycznej podczas procesu
ekstrakcji zostaly umieszczone w Dodatku (Tabela D2, Tabela D3).

Zaobserwowano liniowg zalezno$¢ migdzy czasem prowadzonej ekstrakceji
a zuzyciem energii elektrycznej (Ryc. 23). Dla HWE odnotowano 4,31 - 4,83 kWh
zuzytej energii. Porownanie serii ekstrakcji prowadzonej w wodzie (2-4) wykazato
najbardziej wydajny uzysk UA zbiomasy roslinnej w czasie 4 h, co jednocze$nie
przeklada si¢ na nizsze koszty energetyczne procesu. Procedura dla ekstrakcji
z zastosowaniem NADES wymagala przeprowadzenia dodatkowego etapu —
przygotowania mieszaniny gl¢boko eutektycznej z wykorzystaniem wyparki rotacyjne;j,
co skutkowato nieznacznym wzrostem catkowitego zuzycia energii. Porownanie
ekstrakcji prowadzonej przez 6 h w wodzie oraz w uktadzie NADES wykazato zblizone
wartos$ci zuzycia energii (w granicach btedu pomiarowego), przy czym ilo§¢ uzyskanych
UA w pojedynczej procedurze ekstrakcji NADES byla ok. 1,6-krotnie wyzsza.
Z ekonomicznego punktu widzenia, bardziej korzystne wydaje si¢ przeprowadzenie
dwach cykli ekstrakcji NADES (6 h), niz trzech cykli HWE (6 h), zarowno pod wzgledem
czasu operacji (12 h vs. 18 h), jak rowniez ilo$ci wyodrebnionych UA (~0,71 g/cykl vs.
~0,66 g/cykl) oraz kosztow z tym zwigzanych (14,49 kWh vs. 10,20 kWh).

Ekstrakcja NADES prowadzona przez 6 h umozliwiata uzyskanie produktu
o najwigkszej ilosci UA (0,34 g UA/50 g surowca) przy umiarkowanym zuzyciu energii.
Nalezy jednak podkresli¢, ze wczesniej przeprowadzone analizy kolorymetryczne oraz
procedury optymalizacyjne wykazaty, ze wydtuzanie czasu ekstrakcji prowadzi do
zwigkszonej ko-ekstrakceji sktadnikow towarzyszacych, jakimi sg polifenole i biatka, co

stanowi efekt niepozadany, niekorzystnie wpltywajacy na czystos$¢ produktu.
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Ryec. 23. Wplyw czasu ekstrakcji na uzysk kwasow uronowych (UA) z wytlokow owocu
czarnej porzeczki oraz zuzycie energii w procesie ekstrakcji: ekstrakcja wodna na gorgco
(HWE) oraz z zastosowaniem uktadéw NADES (z uwzglednieniem zuzycia energii
do przygotowania NADES).

Tabela 22. Zestawienie zuzycia energii elektrycznej oraz ilosci UA w produkcie, w zaleznos$ci
od czasu prowadzenia procesu ekstrakcji dla ekstrakcji w wodzie w podwyzszonej temperaturze
(HWE) oraz dla ekstrakcji w uktadzie NADES.

he? . pr s Koszt
E Czas (50 gﬁfﬁﬁgﬂ,‘;ﬁﬁﬁgo) Hoscelzelllggty?zzlelfrg“ energetyczny
g procesu*
= (h) (% wag.) (kWh) ()
ekstrakcja konwencjonalna w wodzie (HWE)
(2) 2 0,28 4,31 4,23
3) 4 0,46 4,57 4,48
4 6 0,45 4,83 4,73
ekstrakcja w NADES
(28) 4 0,57 4,84 4,75
(34) 6 0,70 5,10 5,00

* [ kWh = 0,98 21 (styczen 2026)

3.2.2.3.  Wenryfikacja wyboru optymalnych parametrow procesowych

Analizujagc otrzymane dane statystyczne sformutowano nastepujace wnioski

czastkowe:
— Wydajno$¢ ciggu procesowego wyodrgbniania produktow bogatych w pektyny

z wytlokéw owocu czarnej porzeczki, w ktérym ekstrakcja w roztworze NADES
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opartym o ChCl i CA stanowi kluczowy proces jednostkowy, korzystnie rosta przy
ograniczeniu udzialu ChCl w mieszaninie eutektycznej. Zaobserwowano brak
znaczacego wplywu ilosci CA na warto$¢ wydajnosci.

— Ograniczony udziat ChCl w mieszaninie NADES przy zwigkszonym udziale CA
sprzyjaly ekstrakcji produktow bogatych w polisacharydy.

— Produkty o wysokim udziale UA sg otrzymywane w mozliwie krotkim czasie
prowadzonej ekstrakcji.

— Niski udziat CA oraz posredni udzial ChCl w mieszaninie NADES umozliwiaty
ograniczenie polifenoli w produktach koncowych.

— Wstepnie analizowane dane dotyczace udziatu biatek w otrzymanych produktach
wskazaly na brak korelacji migdzy zmiennymi niezaleznymi a ilo$cig tych
makromolekut. Z tego wzglgedu w analizie ANOVA pomini¢to t3 zmienng zalezng. Nie
uwzgledniano jej takze w analizie RSM.

Na podstawie sformulowanych wnioskdw oraz analizujac najlepszy mozliwy stopien
dopasowania dla kazdego zaproponowanego modelu matematycznego opisujacego
predykcje kazdej zmiennej zaleznej (Ryc. 22) przedstawiono trzy modele
eksperymentalne procesu ekstrakcji jako optymalne, przy czym dla kazdego
zaproponowano 4 h jako najbardziej efektywny czas ekstrakcji. Za najbardziej korzystne
proporcje sktadnikow NADES uznano stosunek molowy ChCI/CA: 1,5:1 (37), 1,5:2 (38)
oraz 2:1,5 (39). Produkty (38) i (39) wymagaty weryfikacji na drodze eksperymentalnej,
poniewaz przypisane do nich zmienne zalezne byty jedynie efektem predykcji. Natomiast
trzeci wybrany model eksperymentalny - (37), okazat si¢ by¢ czgécig planu /-optimal.
Otrzymane dane do$wiadczalne dla (38) 1 (39) okazaly si¢ by¢ zblizone do warto$ci
przewidywanych na drodze obliczen (Tabela 23). Uwzgledniajac catkowity ilos¢
polisacharydow (65,50 % wag.) oraz UA w produkcie (28,94% wag.), a takze
ograniczenie ilosci polifenoli (6,08% wag.), parametry zastosowane do uzyskania
produktu (38) wykazywaly wyzsza selektywno$¢ procesu ekstrakcji w kierunku
polisacharydow, a tym samym mniejszy stopien ko-ekstrakcji zwigzkdéw towarzyszacych.

Produkt (38) wybrano do dalszych analiz fizyko-chemicznych.
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Tabela 23. Charakterystyka chemiczna produktow otrzymanych z wyttokow owocow czarnej porzeczki podczas 4-godzinnej ekstrakcji dla wybranych
optymalnych parametrow procesu: (P) — dane uzyskane na drodze predykeji, (E) wartosci wyznaczone eksperymentalnie.

= Polisacharydy
= . :
2 ChClICA Y UA Polifenole Bialka
e Calkowite* . L. .
2 w produkcie w cze$ci polisacharydowe;j
S
z (stosunek molowy) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.)
P) 4,79 - - - - -
37)* 1,5:1
(E) 4,98 55,62 £ 0,90 26,82 + 0,63 48,21 +1,13 6,94+ 0,14 4,88 £ 0,03
P) 4,57 57,10+ 2,85 27,37+ 1,37 48,05 £ 2,40 6,86 £ 0,34 -
(38) 1,5:2
(E) 4,29 65,50 £ 2,41 28,94 + 0,40 44,18 £ 0,61 6,08 £0,19 6,30 £0,13
P) 4,69 59,23 £2,96 26,47 + 1,32 44,65 £ 2,23 6,86 £ 0,34 -
39 2:1,5
(E) 4,87 59,14 £ 3,08 27,51 £ 0,63 46,51 £ 1,06 6,77 £0,22 7,11 £0,14

Wyniki podano jako $rednia trzech powtorzen.

2 Produkt stanowita element planu eksperymentalnego.
* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty réwnym 2,60.
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3.3. Zastosowanie optymalnych parametrow ekstrakcji pektyn do innych

rodzajow biomasy odpadowej

Optymalizacja procesu ekstrakcji pektyn z wytlokéw owocu czarnej porzeczki
umozliwila wyznaczenie trzech zestawow parametrow optymalnych, okreslajacych
stosunek molowy komponentéw NADES, co przedstawiono w poprzednim rozdziale. Ze
wzgledu na znaczne ilo$ci biomasy odpadowej generowane rokrocznie przez rodzimy
przemyst rolno-spozywczy, szczegélnie w produkcji sokow owocowych z roslin
jagodowych, podj¢to probe przeniesienia otrzymanych optymalnych parametrow
ekstrakcji na eksperymenty z wykorzystaniem wyttokéw z: owocu maliny (M), owocu
truskawki (T) oraz owocu rokitnika (R). Zgodnie z doniesieniami literaturowymi
przytoczonymi na poczatku cze$ci eksperymentalnej niniejszej pracy wymienione
surowce s3 opisywane jako zrodto pektyn. W celu zweryfikowania trzech opracowanych
modeli ekstrakcyjnych z zastosowaniem NADES, ktore zaimplementowano do
otrzymania z wymienionych surowcow odpadowych produktow bogatych w pektyny,
zaplanowano takze poddanie kazdego z wymienionych rodzajow biomasy: (i) ekstrakcji
woda w podwyzszonej temperaturze (HWE) oraz (ii) ekstrakcji w 10% wodnym
roztworze kwasu cytrynowego. Kazdy otrzymany ekstrakt ro$linny poddano
analogicznym procesom oczyszczania jak w przypadku ekstraktow z wytlokow owocu
czarnej porzeczki, otrzymujac seri¢ makroczasteczkowych produktow (Tabela 24).
Zestawienie wydajnosci oraz cech opisujacych wstepnie charakter chemiczny
otrzymanych produktéw umozliwito poréwnanie produktow i oceng ich potencjatu jako

surowca do otrzymywania pektyn, w zaleznosci od zastosowanej metody ekstrakcyjne;.

3.3.1. Wytloki z owocu maliny

Ekstrakcja pektyn z wytlokow z owocu maliny, prowadzona w wodzie (Mm20)
umozliwila po oczyszczeniu otrzymanie produktu z wydajnoscia 3,44% wag.
Zastosowanie 10% CA oraz NADES jako mediow ekstrakcyjnych skutkowato wzrostem
wydajnosci (5,47 — 5,64% wag.). Pomimo zblizonych wartosci wydajnos$ci dla produktow
(Mca), (M1), (M2) i (M3), odnotowano réznice w ich sktadzie chemicznym. Produkt
(Mu20) charakteryzowat si¢ najwickszym udziatem polisacharydow (96,93% wag.),

natomiast najwicksze ilosci UA odnotowano dla preparatow (M1), (M3),
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a w szczegolnosci dla (M2) (36,87% wag. w produkcie). Ekstrakcja prowadzona w trzech
wariantach NADES w umiarkowanym stopniu sprzyjala wyodrgbnianiu polifenoli
1 biatek wraz z polisacharydami. Ilo$ci zanieczyszczen polifenolami i biatkami wynosity
$rednio odpowiednio 5,00 oraz 6,70% wag. Produkt (M2) uznano za najlepszy ze
wzgledu na satysfakcjonujaca wydajnos¢ oraz wysoki udzial UA (12,08 mg UA/g
surowca). Produkt (M2) wykorzystano w bardziej zaawansowanych analizach fizyko-

chemicznych.

3.3.2. Wytloki z owocu truskawki

Wydajnos$¢ procesu HWE produktu bogatego w pektyny z wyttokow z owocu
truskawki byla wyraznie mniejsza (1,14% wag.) niz w przypadku pozostatych
zastosowanych medidow ekstrakcyjnych, a uzyskany produkt (Th20) charakteryzowat si¢
bardzo duzym udziatem polisacharydéw (95,15%). Pomimo, ze ekstrakcja prowadzona
w roztworze 10% CA wykazala najwicksza wydajno$¢ (4,74% wag.), to otrzymany
produkt (Tca) charakteryzowal si¢ najmniejszym udziatem cukrow, w tym UA.
Zastosowanie optymalnych ukladéw NADES umozliwilo otrzymanie produktow
z wydajnos$cig w przedziale 4,03 — 4,33% wag., a otrzymane preparaty polisacharydowe
(T1), (T2) 1 (T3) cechowat zauwazalnie duzy udziat UA (25,12 — 26,57% wag.). Wyniki
analiz kolorymetrycznych dla produktow (T1), (T2) i (T3) byly zblizone, a réznice
miescily si¢ w granicach bledu statystycznego. Ze wzgledu na ograniczony udziat
polifenoli 1 bialek w wymienionych produktach, jak tez udziat UA oraz wydajnos¢
ekstrakcji, za produkt optymalny uznano preparat (T3), ktory wykorzystano w dalszych

analizach.

3.3.3. Wytloki z owocu rokitnika

Produkty otrzymane z wytlokdw z owocu rokitnika charakteryzowaty si¢ najwigksza
wydajnoscig — ekstrakcja w wodzie osiagneta 4,70% wag. (Ru20), natomiast produkt
(Rca) otrzymano z efektywno$cig na poziomie 8,88% wag. Produkty wydzielone przy
udziale NADES: (R1), (R2) i (R3), podobnie jak w przypadku produktow otrzymanych
z maliny, wykazaly zblizony charakter chemiczny, z udziatem UA w zakresie 34,16 -
34,61% wag. Biorac pod uwage roznice wynikajace z btedow statystycznych, produkt

(R2) uznano jako optymalny, dlatego zostal on wykorzystany w dalszych analizach.
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Tabela 24. Wydajno$¢ i charakterystyka chemiczna produktow otrzymanych z wytlokow owocow czarnej porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika —
ekstrakcja w wodzie w podwyzszonej temperaturze (HWE), w 10% CA oraz ekstrakcja w wybranych optymalnych uktadach NADES.

éD 2 Warunki ekstrakeji Y Polisacharydy Polifenole Bialka
= 2 : . UA
% E . klsl‘:reflilcl;?ne ( ltl) 0) (% wag.) Calkowite* w produkcie w czesci polisacharydowej (% wag.) (% wag.)
n (% wag.) (% wag.) (% wag.)
§ 4) HWE 4 3,07 79,01 + 1,91 20,05+ 0,17 25,37£0,21 9,32+£0,05 5,33+0,05
2R (11) 10% CA 6 3,64 42,78 +2,71 22,96 £ 0,21 53,68 £0,50 7,28+0,12 7,35+0,12
é 8 37) ChCI/CA (1,5:1) 4,98 55,62 £ 0,90 26,82 + 0,63 48,21 +1,13 6,94+£0,14 4,88+0,03
5 g (38) ChCI/CA (1,5:2) 4,29 65,50 £ 2,41 28,94 + 0,40 44,18 £ 0,61 6,08£0,19 6,30+0,13
A~ 39 ChCI/CA (2:1,5) 4,87 59,14 £ 3,08 27,51+ 0,63 46,51 £ 1,06 6,77+£0,22 7,11+0,14
(Mn20) HWE 3,44 96,93 £ 2,07 18,22 £ 1,12 18,80 £1,15 1,L15£0,08 1,96 +0,08
; (Mca) 10% CA 5,64 65,99 £ 1,43 25,82 +£1,26 39,12+ 1,91 2,69+£045 5,07+0,27
2 (M1) ChCI/CA (1,5:1) 5,64 54,93 £ 3,87 30,78 £2,50 56,05 £ 4,55 550+£0,07 3,06+0,31
; (M2) ChCI/CA (1,5:2) 5,62 58,30 £ 1,36 36,87 £ 1,13 63,24 + 1,93 500+£0,19 6,70 £0,41
(M3) ChCI/CA (2:1,5) 5,47 54,32 £0,93 30,35+ 0,61 55,88 £ 1,13 4,70+0,13 6,63 +£0,31
; (Tn20) HWE 4 100 1,14 95,15+2.43 20,22 +£ 0,44 21,25+ 0,46 1,40 £0,07 3,25+0,07
= (Tca) 10% CA 4,74 36,95 £ 0,66 17,72 £ 0,55 47,96 + 1,50 2,890+£0,14 8,84 +£0,56
i (T1) ChCI/CA (1,5:1) 4,17 46,75 £ 0,60 26,07 = 0,80 55,76 £ 1,72 8,10£041 15,78+0,37
z (T2) ChCI/CA (1,5:2) 4,03 46,64 £ 1,61 25,12+ 0,79 53,86 £ 1,70 9,14£0,46 16,05+0,49
:E (T3) ChCI/CA (2:1,5) 4,33 42,43 +2.81 26,57 £ 0,57 62,61 1,34 6,95+£0,35 15,16£043
(Ruz20) HWE 4,70 92,16 +4,19 36,46 £ 2,30 39,56 £2,50 242+0,12 5,59 0,50
(Rca) 10% CA 8,88 55,01 + 1,08 28,84 £ 1,36 52,43 £2,47 4,12£0,21 8,55+0,25
(R1) ChCI/CA (1,5:1) 8,33 62,31 £2,41 34,23 £0,71 54,93 £ 1,15 6,47+£0,32 11,73£0,28
(R2) ChCI/CA (1,5:2) 7,75 56,02 £ 1,59 34,61 £ 1,03 61,79 £ 1,84 5,53+£0,28 11,92+0,10
(R3) ChCI/CA (2:1,5) 7,95 56,20 £ 2,87 34,16 £ 0,70 60,79 £ 1,25 562+£028 11,89+£0,24

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty rownym 2,60, 2,87, 1,57 oraz 2,48 odpowiednio dla produktow z czarne;j

porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika.
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Przeprowadzone procesy wyodrebniania produktow bogatych w pektyny metodami
opisywanymi w literaturze oraz za pomoca przedstawionych w tej pracy uktadow
NADES, ocenionych jako optymalne, dostarczyly informacji na temat skutecznosci
NADES oraz potencjatu do wyodregbniania pektyn, ukrytego w zbadanych surowcach
odpadowych. Wybrane do tych eksperymentow surowce charakteryzowaly si¢ odmienng
budowa komorek roslinnych, ktéra wynika migedzy innymi z r6znic w sktadzie ich $cian
komorkowych. Czynnik ten w znaczacym stopniu wplywat na wydajno$¢ procesu
ekstrakcji, niezaleznie od zastosowanej metody.

Nalezy tez doda¢, ze zastosowanie uktadoéw NADES w procesie ekstrakcji z biomasy
odpadowej owocow jagodowych wptyngto na wzrost ilosci polisacharydéw bogatych
w UA, co przelozylo si¢ na wigkszy stopien czysto$ci otrzymanych kwasowych
polisacharydow [Riyamol and Jeevitha, 2024]. W poréwnaniu z produktami
otrzymanymi na drodze HWE 1 w 10% CA, zastosowanie NADES jako medium
ekstrakcyjnego sprzyjato wyodrebnianiu polifenoli, co przypuszczalnie moze prowadzié

do tworzenia w ciggu procesowym komplekséw polifenolowo-polisacharydowych.

3.4. Charakterystyka fizyko-chemiczna produktow pektynowych

3.4.1. Analiza produktow ros§linnych metodami chromatograficznymi oraz

spektroskopowymi

Chromatografia stanowi jedno z najwazniejszych narzedzi analitycznych w separacji
1 w badaniach nad struktura chemiczng polisacharydow. Metody chromatograficzne
wykorzystywane do rozdzielania mieszanin polisacharydow od innych komponentow
biomasy, jak rowniez do separacji polisacharydow jako ich niejednorodnych mieszanin
w celu otrzymania jednorodnych frakeji, stanowig duza grupe technik. Warto wymienic
te metody, ktdre sa stosowane przez badaczy szczegdlnie chetnie, do ktorych zaliczaja
sie: chromatografia jonowymienna (ang. lon Exchange Chromatography, I1EC)
i chromatografia podziatlowa (ang. Size Exclusion Chromatography, SEC lub ang. Gel
Permeation Chromatography, GPC) — pomocne w otrzymywaniu wigkszych ilosci
jednorodnych frakcji polisacharydéw, grupa metod analitycznych wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC), szczegodlnie metoda oparta o oddziatywania

hydrofilowe z faza stacjonarng w ukladzie HPLC (HILIC), jak tez metoda
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anionowymienna (HPAEC-PED/HPAEC-PAD). Szacowanie masy czasteczkowej
polisacharydow przeprowadza si¢ metodg chromatografii wykluczania wielkosciowego
w uktadach HPLC-SEC (ang. High-Performance Size-Exclusion Chromatography),
UHPLC-SEC (ang. Ultra-High-Performance Size-Exclusion — Chromatography)
z detektorem refraktometrycznym. Sktad monosacharydéw w makromolekule okresla si¢
najczesciej metoda chromatografii gazowej z detekcja typu spektrometria mas (ang. Gas
Chromatography-Mass  Spectrometry, =~ GC-MS), poprzedzong koniecznoS$cig
derywatyzacji monosacharydow do odpowiednich lotnych pochodnych [Zheng i in.,
2023]. Do najwazniejszych technik spektroskopowych uzytecznych w badaniach
struktury chemicznej polisacharydow nalezy zaliczy¢: spektroskopi¢ w podczerwieni
(FT-IR) do identyfikacji grup funkcyjnych, szereg technik magnetycznego rezonansu
jadrowego (w tym 'H NMR, 3C NMR, HSQC, HMBC, COSY), spektrometrie mas (MS,
np. MALDI-TOF) [Hong i in., 2021; Yao i in., 2021; Wang i in., 2023].

Dane literaturowe dostarczaja licznych informacji dotyczacych zalet i ograniczen

poszczegolnych technik analitycznych.

3.4.1.1.  Frakcjonowanie produktow na drodze chromatografii jonowymiennej

Frakcjonowanie wybranych produktéw roslinnych na drodze chromatografii
jonowymiennej miato na celu otrzymanie frakcji pektynowych o wysokim stopniu
jednorodnosci. Matryce ztoza jonowymiennego stanowil DEAE-Sephadex, zloze
wzbogacone o ligandy dietyloaminoetylowe, nadajace w ten sposob fazie stacjonarnej
funkcje¢ anionowymienng. Tego typu fazy stacjonarne sg popularnie wykorzystywane do
rozdzielania polisacharydow bogatych w kwasy uronowe, w tym do pektyn.
Tréjwymiarowa usieciowana struktura ztoza umozliwia tez podzial badanych molekut ze
wzgledu na ich wielko$¢ i1 ksztatt [Zheng i in., 2023]. Detekcje prowadzono przy
wykorzystaniu metod kolorymetrycznych: metody m-hydroksybifenylowej do
oznaczania UA [Blumenkrantz i Asboe-Hansen, 1973] i metody Lowry’ego do
oznaczania biatek [Lowry i in., 1951]. Profil polifenolowy wyznaczono poprzez pomiar
absorbancji probek przy A=292 nm.

Do frakcjonowania wyzej wymieniong metoda wybrano produkty (4), (11) i (38),
uzyskane z wytlokdw owocu czarnej porzeczki, a z pozostatych surowcow produkty

uznane za najbogatsze w kwasy uronowe, czyli (M2), (T3) i (R2). Kazdy
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z wymienionych produktéow poddano frakcjonowaniu na ztozu DEAE-Sephadex,
stosujac  jako eluent wode dejonizowana, a nastgpnie wodny roztwor NaCl
o wzrastajacym stezeniu soli (od 0,5 do 1,2 M), otrzymujac kazdorazowo na podstawie
pomiarow kolorymetrycznych widma chromatograficzne obrazujace frakcjonowanie
polisacharydow zawierajacych kwasy uronowe i polifenoli. Produkty poddane analizie
IEC charakteryzowatly si¢ ciemna, intensywng barwa, przy czym ciemnofioletowa dla
preparatow z wyttokow owocu czarnej porzeczki (4, 11 i 38), bordowo-bragzowa dla
produktu z maliny (M2), brazowo-fioletowa dla produktu z truskawki (T3) oraz
ciemnobrazowa dla rokitnika (R2). Po frakcjonowaniu IEC wszystkie otrzymane frakcje
o charakterze pektynowym cechowat kremowo-z6tty kolor

Analiza IEC produktéw (4) i (11) mial na celu zapewnienie mozliwo$ci poréwnania
produktow ekstrahowanych odpowiednio w wodzie i w wodnym roztworze kwasu
cytrynowego do produktu (38), gdzie $rodowiskiem ekstrakcji byl wodny roztwor
NADES (Ryc. 24). Rezultatem frakcjonowania produktu (4) byty trzy frakcje - (4-F1),
(4-F2), (4-F3) wymyte gradientem NaCl oraz dodatkowo frakcja (4-F0) otrzymana przez
odmycie ze ztoza komponentéw produktu o charakterze innym niz kwasowy, jak tez
frakcja (4-NaOH), wymyta 0,1 M roztworem NaOH pod koniec procesu
chromatograficznego. Produkt (11) wykazat bardziej jednorodny charakter, z wyraznie
wyodrebnionymi dwiema frakcjami - (11-F1) oraz (11-F2), a ponadto, analogicznie jak
w przypadku poprzedniego produktu, frakcje (11-F0) i (11-NaOH). Na podstawie
chromatogramoéw oceniono, ze w obu przypadkach frakcje F1 cechowal brak udziatu
polifenoli i biatek, natomiast F2 wykazywaty wysoki udzial polifenoli, co moze
wskazywaé na obecno$¢ komplekséw polisacharydowo-polifenolowych lub sugerowac
wystepowanie silnych oddziatywan elektrostatycznych migdzy polifenolami oraz faza
stacjonarng, wymagajacych zastosowania wyzszej sily jonowej roztworu NaCl
w procesie elucji. W przypadku obu produktow ich profile biatkowe charakteryzowaty
si¢ malymi wartosciami absorbancji, nie wskazujac takze widocznych powigzan
z pozostatymi profilami. Z tego wzgledu odstapiono od detekcji profilu biatkowego
w kolejnych procedurach IEC.

Wszystkie otrzymane frakcje scharakteryzowano pod wzgledem udzialu % wag.
w produkcie oraz oszacowano w kazdej z nich ilo§¢ cukrow, UA, polifenoli i biatek

(Tabela 25). Analizujac otrzymane wyniki zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia
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w 10% CA (11), z uwzglednieniem profilu dla kwaséw uronowych, polifenoli oraz bialek.

Tabela 25. Wydajnos¢ oraz charakterystyka chemiczna frakcji uzyskanych w wyniku frakcjonowania IEC produktow roslinnych (4) oraz (11) otrzymanych
z wyttokdw owocow czarnej porzeczki.

Polisacharydy
) Y Calkowite* UA Polifenole Bialka
Frakcja atkowite w produkcie w cze$ci polisacharydowe;j

(% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.)
(4-F0) 6,96 63,71 £4,10 2,35+£0,30 3,68 £0,47 0,64 £ 0,05 0,77 £0,13
§ (4-F1) 12,23 51,72 £2,05 20,09 + 0,64 38,84 £ 1,24 1,14 £ 0,06 1,14 £ 0,14
< (4-F2) 10,51 51,61 £2,52 22,38 £ 0,55 43,36 + 1,06 1,69 £ 0,07 1,49 £ 0,07
é CN) (4-F3) 7,32 51,42 £2,11 14,20 £ 0,55 27,62 + 1,07 2,65 +£0,07 2,05 £ 0,03
= (4-NaOH) 10,06 27,55 £0,97 9,62 £ 0,68 34,94 £2,48 1,17 £0,05 1,16 £ 0,05
N § (11-F0) 4,15 49,25 +2,04 0,52 £0,16 1,05+ 0,32 0,59 £0,09 0,91 £0,02
4 (@) (11-F1) 12,90 41,32 + 4,38 35,26 £ 1,02 85,31 £ 2,48 0,74 + 0,06 1,73 £ 0,40
R (11-F2) 21,96 40,94 + 4,08 40,58 + 1,28 99,12 £ 3,13 1,78 £ 0,11 2,10+ 0,14
(11-NaOH) 27,59 31,57+ 143 1,43 + 1,46 4,54 + 4,62 1,48 £ 0,14 1,61 £ 0,05

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty réwnym 2,60.
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NaCl w eluencie udziat polifenoli w wymywanych frakcjach stopniowo wzrastal, co
potwierdza fakt, ze charakter kwasowy polifenoli zwykle jest wigkszy niz pektyn. Frakcje
(4-F1), (4-F2) i (4-F3) charakteryzowatly si¢ wysokim udzialem cukrow, przy czym dla
frakcji z produktu uzyskanego na drodze ekstrakcji w srodowisku 10% CA udziat ten byt
znaczaco wiekszy (~41% wag.) o bardzo duzym udziale UA w cz¢séciach cukrowych tych
frakcji, bo az 85-99% wag., przy czym warto$¢ dla (11-F2) byla najwigksza. Potwierdza
to duza skuteczno$¢ §rodowiska CA w procesie ekstrakcji do wyodrgbniania pektyn
z biomasy. Nalezy tez zauwazy¢, ze w przypadku obu produktéw ich frakcje najbardziej
bogate w UA wymyte zostaty 0,2-0,4 M roztworem NaCl, co jest znanym i opisywanym
w literaturze naukowej zjawiskiem [Wang i in., 2018; Muhidinov i in., 2024]. Natomiast
frakcje FO w obu przypadkach sugerowaly, ze sktadajg si¢ w gldwnej mierze
z polisacharydow o charakterze oboj¢tnym.

W nastepnym kroku przeprowadzono na drodze chromatografii IEC na ztozu typu
Sephadex-DEAE frakcjonowanie produktow uznanych za najlepsze wsrdd tych
otrzymanych na drodze ekstrakcji w NADES, w 100°C, przez 4 h, w warunkach
optymalnych:

— produkt z wytlokow owocu czarnej porzeczki w NADES (ChCI/CA; 1,5:2) - (38),
produkt z wyttokow owocu maliny w NADES (ChCl/CA; 1,5:2) - (M2),
produkt z wyttokow owocu truskawki w NADES (ChCI/CA; 2:1,5) - (T3),
produkt z wyttokow owocu rokitnika w NADES (ChCl/CA; 1,5:2) - (R2).

Frakcjonujac produkt (38) otrzymano trzy frakcje wymyte roztworami NaCl: (38-F1),
(38-F2) i (38-F3), a profil wyznaczony dla UA sugerowal wysoka niejednorodno$¢
badanego produktu (Ryc. 25-A). Analizy kolorymetryczne (Tabela 26) wskazaty frakcje
(38-F1) jako dominujaca, szczegdlnie pod wzgledem udziatu w caltym produkcie. Frakcja
ta charakteryzowata si¢ réwniez najwyzszym stopniem czystosci, ze wzgledu na
ograniczony udziat polifenoli oraz biatek, ktorych warto$ci wyniosty odpowiednio 0,89%
oraz 1,02%.

Profil chromatograficzny UA dla produktu z wytlokow owocu maliny (M2)
charakteryzowat si¢ obecnoscig dwoch wyraznych pikéw dla frakcji wyeluowanych przy
0,2-04 M NaCl - frakcje (M2-F1) i (M2-F2). Obie frakcje cechowal niski udziat
polifenoli (~0,90% wag.) oraz bialek (1,70 — 2,40% wag.), przy jednoczes$nie wysokim
udziale UA, osiggajacym dla (M2-F1) i (M2-F2) odpowiednio 35,55% oraz 39,85%,
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Ryec. 25. Chromatografia jonowymienna produktow wyodrgbnionych z wytlokéw owocow: (A) - czarnej porzeczki (38), (B) — maliny (M2),
(C) — truskawki (T3), (D) - rokitnika (R2), na ztozu DEAE-Sephadex, z uwzglednieniem profilu dla kwaséw uronowych oraz polifenoli.
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Tabela 26. Wydajno$¢ oraz charakterystyka chemiczna frakcji uzyskanych w wyniku frakcjonowania IEC produktoéw roslinnych otrzymanych z wytlokow

owocow czarnej porzeczki (38), maliny (M2), truskawki (T3) oraz rokitnika (R2) poprzez zastosowanie warunkoéw optymalnych ekstrakcji NADES.

o Polisacharydy
2 . Y - UA Polifenole Bialka
8 Frakcja Calkowite w produkcie w czesci polisacharydowej
Z (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.) (% wag.)
(38-F0) 9,47 40,73 £2,47 9,25 £ 0,37 22,71+ 0,90 1,32 £ 0,07 0,85+ 0,03
< % (38-F1) 13,35 47,27 £ 0,89 28,19 £ 0,45 59,65 £ 0,95 0,89 £ 0,08 1,02 £ 0,03
% %ﬂ) (38-F2) 4,72 39,86 £ 2,20 25,72 £ 0,52 64,53 + 1,31 1,03 £ 0,04 1,19£0,14
QN) g (38-F3) 6,16 38,30 £ 2,10 25,46 £ 0,32 66,48 + 0,83 1,18 £ 0,04 1,20 £ 0,08
(38-NaoH) 1,59 24,01 £ 1,55 13,38 £ 0,32 55,72 £ 1,32 0,80 = 0,05 1,52 £ 0,06
- (M2-F0) 5,51 81,26 + 1,54 4,64 £ 0,27 5,70+ 0,33 1,36 £ 0,02 1,38 £ 0,06
Z (M2-F1) 33,15 39,23 £ 0,83 35,55+ 0,68 90,63 + 1,72 0,89 £ 0,05 1,70 £ 0,07
g (M2-F2) 36,33 41,13 £ 0,30 39,85+ 0,40 96,88 + 0,98 0,90 £ 0,10 2,40 £ 0,12
(M2-NaOH) 2,02 20,30 £ 0,34 5,15+£0,19 25,37+£0,95 0,76 £ 0,08 1,08 £ 0,05
j (T3-F0) 5,81 52,76 £ 0,18 7,27 £ 0,20 13,78 £ 0,38 1,80 = 0,03 2,64 £ 0,05
é (T3-F1) 31,99 47,42 £ 0,46 42,41 £0,77 89,44 £ 1,62 2,09 £ 0,27 7,01 £0,71
£ (T3-F2) 28,30 43,16 £ 0,49 41,15+ 0,85 95,34 + 1,98 2,48 £ 0,23 7,54 £ 0,09
ﬁ (T3-NaOH) 4,48 8,69 £ 0,34 5,47+0,31 62,94 + 3,52 0,97 £ 0,05 1,08 £ 0,03
(R2-F0) 3,47 90,94 £ 0,26 6,91 £0,33 7,60 £ 0,37 2,10 £ 0,08 3,15£0,16
(R2-F1) 34,90 61,72 £ 3,95 51,35+2,28 83,20+ 3,70 1,83 £ 0,08 5,10 £ 0,06
(R2-F2) 21,36 46,08 £ 0,89 46,39 £ 2,56 99,66 £+ 5,05 2,64 £ 0,05 7,83 £ 0,09
(R2-NaOH) 4,08 13,65 £ 1,36 6,55 +£0,19 47,98 + 1,43 0,97 £ 0,09 1,17 £ 0,00

* Udziat polisacharydéw w produkcie zostat przeliczony zgodnie ze wskaznikiem korekty réwnym 2,60, 2,87, 1,57 oraz 2,48 odpowiednio dla produktéw z czarne;j

porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika.
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stanowigc ~91-97% czegsci cukrowej. Ze wzgledu na wyzszy stopien czystosci, frakcje
(M2-F1) uznano za dominujacg i przeznaczono do dalszych analiz.

Podziat chromatograficzny produktu (T3) umozliwit otrzymanie dwoch frakcji - (T3-
F1)i(T3-F2), takze otrzymanych za pomocg 0,2-04 M NaCl. W przypadku tego produktu
szczeg6lnie wyrazna byla korelacja pomigdzy uktadem profilu polifenolowego
a kolejnymi stezeniami NaCl w eluencie. Oba piki odpowiadajace za obecnos¢ UA
pokrywaly si¢ z pikami w profilu polifenolowym. Uzyskane frakcje (T3-F1) oraz (T3-
F2) charakteryzowaty si¢ wysokim udziatem cukréw, odpowiednio 47,42% oraz 43,16%,
a takze niskim stezeniem polifenoli i bialek. Frakcje (T3-F1) uznano za dominujaca ze
wzgledu na wyzszy stopien czystosci oraz satysfakcjonujaca wydajno$¢ procesu.

Profil UA dla produktu z wyttokow owocu rokitnika (R) wskazat dominacj¢ (R2-F1).
Profil polifenolowy, przesunigty wzgledem profilu kwaséw uronowych ku wyzszym
warto$ciom st¢zenia eluentu, potwierdzal wyzsze powinowactwo polifenoli niz UA do
fazy stacjonarnej. Brak pokrywajacych si¢ czasow retencji dla profili UA i polifenoli
moze wskazywac¢, ze oba sktadniki w mieszaninie produktu (R) raczej nie tworza
kompleksow polifenolowo-polisacharydowych. Nalezy tez doda¢, ze (R2-F1) okazala si¢
mie¢ najwigkszy udzial w produkcie, jak tez duzy udziat cukrow (61,72%) we frakcji,

a takze UA (51,35%), przy jednocze$nie malej ilosci polifenoli oraz biatek.

3.4.1.2.  Frakcjonowanie produktow na drodze chromatografii LH-20

Chromatografia cieczowa na ztozu typu Sephadex LH-20 jest metodg separacyjna
wykorzystujaca roznice w stopniu polarnosci sktadnikow rozdzielanej mieszaniny. Ztoze
Sephadex LH-20 jest przeznaczone do pracy w uktadach rozpuszczalnikéw organicznych
o roznym stopniu polarno$ci oraz ich mieszaninami z woda [Sudrez i in., 2008]. Wykazuje
wysoka selektywno$¢ dzieki dwojakiemu charakterowi macierzy - zar6wno
hydrofilowemu jak i lipofilowemu. Umozliwia prac¢ w rdéznorodnych uktadach
rozpuszczalnikowych, w tym woda-alkohol. Metoda rozdzialu opiera si¢ 0 mechanizm
wykluczania, charakteryzujacy techniki zzakresu chromatografii SEC oraz
oddziatywania adsorpcyjne i hydrofobowe wplywajace na stopien oraz sit¢ zwigzania
badanych substancji ze ztozem [Suérez i in., 2008; Mottaghipisheh i Iriti, 2020; Susanti
iin., 2024]. Metoda jest powszechnie wykorzystywana do rozdzialu i oczyszczania

zwigzkéw pochodzenia roslinnego oraz ich koniugatéw, w tym polifenoli
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[Mottaghipisheh i Iriti, 2020; Susanti i in., 2024; Dai i in., 2013a; Janiak i in., 2014],
polisacharydéow [Zhao i in., 2025] oraz komplekséw polisacharydowo-biatkowych
[Suérez i in., 2008]. Technika umozliwia uzyskanie posredniej informacji czy mieszanina
sktadnikéw produktu zawierajacego polisacharydy to mieszanina polisacharydow
niezwigzanych w zaden sposob z wielkoczasteczkowa matryca polifenolowa obecng
w produkcie, czy tez jest to mieszanina koniugatow polifenolowo-polisacharydowych
[Mazurek-Hotys i in., 2025].

Dominujace frakcje (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) oraz (R2-F1), otrzymane na drodze
chromatografii jonowymiennej poddano analizie na ztozu Sephadex LH-20 (Ryc. 26).
Celem analizy byta ocena jednorodnosci frakcji pektynowych.

Uzyskane chromatogramy wykazaty podobienstwa w zakresie dominacji frakcji
polisacharydowej w poczatkowej fazie procesow elucji. Liczba oraz intensywnos$¢ pikow
w profilu polisacharydowym odzwierciedla indywidualne wtasciwos$ci poszczegélnych
produktow, na co przypuszczalnie miaty wplyw ich masy czasteczkowe, struktura
przestrzenna oraz charakter i sita oddziatywan z matrycg zelu. Naktadanie si¢ profili
polisacharydowego oraz polifenolowego sugeruje wspoteluowanie polifenoli
z polisacharydami, a umiejscowienie ich maksimum absorpcji przy zblizonym czasie
retencji moze sugerowal, Ze s3 obecne w postaci koniugatow polifenolowo-
polisacharydowych, wystepujacych nawet po etapie rozdzielania na drodze IEC. Stanowi
to posrednig informacj¢ na temat struktury analizowanych frakc;ji.

Profile biatkowe frakcji (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) charakteryzowaty si¢
malymi warto$ciami absorbancji, co wskazuje na niewielki udziatl tego komponentu
w badanych frakcjach. Biorgc pod uwage analizy kolorymetryczne produktéw, z ktérych
zostaty wyodrebnione: (38), (M2), (T3) i (R2) oraz ich wyzej wymienionych frakcji,

mozna stwierdzi¢ efektywno$¢ usuwania bialek z produktow w toku IEC.
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Rye. 26. Chromatografia LH-20 pektynowych frakcji dominujacych: (A) - (38-F1), (B) - (M2-F1), (C) - (T3-F1) i (D) - (R2-F1),
otrzymanych w wyniku separacji wybranych produktéw na drodze chromatografii jonowymiennej DEAE.
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3.4.1.3.  Szacowanie masy czgsteczkowej produktow i ich frakcji pektynowych

Wysokosprawna chromatografia cieczowa typu HPLC-SEC (ang. High Performance
Liquid Chromatography - Size Exclusion Chromatography) stanowi przyktad techniki
separacji opartej na mechanizmie wykluczania molekularnego, znajdujacej zastosowanie
w szacowaniu masy czasteczkowej sktadnikow w mieszaninie produktow, szczegdlnie
makromolekut. Proces separacji skladnikow mieszaniny przebiega wedlug wielkosci
hydrodynamicznej rozdzielanych czasteczek oraz ich zdolno$ci do penetracji porow
obecnych w zlozu chromatograficznym, gdzie struktury o wigkszych rozmiarach
przemieszczaja si¢ w przestrzeniach migdzy ziarnami ztoza z wigksza predkoscia, co
pozwala im opusci¢ kolumng¢ w pierwszej kolejnosci, podczas gdy mniejsze przenikaja
do wnetrza pordw, co wydhuza czas retencji [Zheng i in., 2023; Striegel, 2022].

Analize HPLC-SEC przeprowadzono we wspotpracy z badaczami z Instytutu Chemii,
Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie, na Stowacji. W tym celu uzyte zostaly
kolumny chromatograficzne HEMA-BIO 300 i HEMA-BIO 1000 potaczone szeregowo,
co umozliwito zwigkszenie zakresu masy czasteczkowej rozdzielanych substancji do
przedziatu 1x10? — 1x10% g/mol. Przed przygotowaniem roztworu do analizy, produkty
pektynowe zostaly doprowadzone do pH neutralnego. Ich wyjsciowo kwasowe pH
mogloby zaburza¢ przebieg analizy chromatograficznej, migdzy innymi poprzez
niepozadane interakcje z fazg stacjonarng badz uktadem detekcji. Co wigcej, podniesienie
warto§ci pH do obojetnej sprzyjalo zwiekszeniu rozpuszczalnos$ci analizowanych
produktow 1 ich frakcji. Zastosowany zestaw HPLC byt sprzezony z detektorem
refraktometrycznym (RI). Analizie HPLC-SEC poddano produkty optymalne (38), (M2),
(T3) i (R2) oraz ich frakcje uzyskane we frakcjonowaniu metoda IEC.

Jak przedstawiono w rezultacie [EC (Ryc. 25A), produkt z wyttokow owocu czarnej
porzeczki (38) wykazywal bardzo duzy stopien niejednorodnosci w pordéwnaniu
z produktami pozyskanymi z innych surowcow roslinnych. Potwierdza to rowniez analiza
HPLC-SEC, gdzie w oparciu o pozorng wzgledng masg czasteczkowa (M.y,) dla (38)
(Ryc. 27) stwierdzono obecno$¢ frakcji zardéwno $rednio czgsteczkowych (Mp=15,6x10°
g/mol, PDI = 6,87), jak i matoczgsteczkowych (~0,5 i 0,23x103 g/mol; PDI w obu
przypadkach byt zblizony do 1). Natomiast frakcje pektynowe (38-F1), (38-F2) i (38-F3)
charakteryzowaty si¢ pozorng wzgledng masg czasteczkowa (M) W zakresie od ~8,5 do
11,7x10% g/mol oraz ~0,235-0,478x10° g/mol przy nizszych warto$ciach PDI (2,69—

3,53), co sugeruje ich umiarkowang niejednorodnos¢. Wartosci Mw dla frakceji
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niskoczasteczkowych w obrgbie produktow pektynowych czarnej porzeczki nie roznity
sie znaczgco wartosciami (Mw < 0,5x10° g/mol), natomiast zakres obserwowanych mas
czasteczkowych dla frakcji $rednioczasteczkowych wzrastat, szczegdlnie dla produktu
(38) (~13,8-62,1x10° g/mol).  Frakcje wykazywaly zawezenie rozkladu mas

czasteczkowych w poréwnaniu z produktem (38).
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Ryec. 27. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokéw owocu czarnej
porzeczki (38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3).

Tabela 27. Charakterystyka mas czasteczkowych (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI
(Mw/Mn) dla produktu (38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) oraz (38-F3).

Produkt Mp Mn Mw Mw/Mn (PDI)
(38) 15674 9038 62054 6,87
478 429 459 1,07

235 208 211 1,01

(38-F1) 8532 5047 13873 2,75
369 235 253 1,08

(38-F2) 11750 6416 17259 2,69
267 241 255 1,06

(38-F3) 11247 5574 19674 3,53
269 212 246 1,16

We frakcji (38-F1) dominowaly formy matoczasteczkowe. Frakcje (38-F2) oraz (38-
F3) prezentowaly zblizong charakterystyke, przy czym frakcj¢ (38-F2) mozna uzna¢ za

bardziej jednorodng. We wszystkich analizowanych probkach stwierdzono obecnos¢
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krotkich tancuchéw polisacharydowych (prawdopodobnie oligomerdéw, Mp < 0,5x10°
g/mol), co moze by¢ efektem degradacji polisacharydow w procesie separacji.

Produkt z wytlokéw owocu maliny (M2) oraz jego frakcje (M2-F1) i (M2-F2)
charakteryzowaly si¢ obecnoscia umiarkowanie niejednorodnych,
$rednioczasteczkowych frakcji dominujacych, ktorych wartosci Map, wystepowaly w
zakresie ~11,5-32,6x10° g/mol (PDI=1,18-2,92), oraz stosunkowo jednorodnych frakcji
matoczgsteczkowych (Mp < 0,5x10° g/mol). Co ciekawe, frakcja (M2-F1) wykazata
najwigksze warto$ci masy czasteczkowej przy jednoczesnie niskiej polidyspersyjnosci
(PDI=1,18). Co wigcej, wprzypadku (M2-F1) nie zaobserwowano sygnatu
reprezentujgcego krotkie tancuchy polisacharydowe (oligosacharydy, Mp < 0,5x10°

g/mol).
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Ryec. 28. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (M.pp) dla produktu z wytlokéw owocu maliny
(M2) oraz jego frakcji (M2-F1) i (M2-F2).

Tabela 28. Charakterystyka mas czasteczkowych (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI
(Mw/Mn) dla produktu (M2) oraz jego frakcji (M2-F1) i (M2-F2).

Produkt Mp Mn Mw Mw/Mn (PDI)
(M2) 11537 8538 24966 2,92
454 376 429 1,14

(M2-F1) 32642 52423 62037 1,18
11133 6834 11325 1,66

(M2-F2) 20106 11048 23670 2,14
487 433 455 1,05
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Produkty otrzymane z wytlokow owocu truskawki réwniez charakteryzowaty si¢
obecnoscia dwoch frakcji reprezentujacych ich malo- oraz $rednioczasteczkowy
charakter. Pozorna wzglgedna masa czasteczkowa (Mapp) produktu (T3) przyjeta wartosci
w zakresie ~1,5-39,7x10° g/mol przy PDI=1,15-6,49. May, wyniosta ~8,3x10° g/mol,
gdzie PDI=6,49, co sugerowalo mocno niejednorodng, zlozong mieszaning
matoczgsteczkowych fragmentéw polimerowych z prawdopodobng obecnoscig
pojedynczych makroczasteczek. Szeroki rozklad masy sugeruje réwniez obecno$¢ frakcji
maltoczgsteczkowej (Mapp<0,5%103 g/mol) o bardziej jednorodnej strukturze. Frakcja
dominujaca (T3-F1) charakteryzowata si¢ obecnos$cig populacji tancuchéw pektynowych
w zakresie mas czgsteczkowych Mapp=26%10° g/mol oraz ~5,4x103 g/mol. Wartosci

PDI=1 wskazywaty na wysoka jednorodnos¢.
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Ryc. 29. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokéw owocow
truskawki (T3) oraz jego frakcji (T3-F1) i (T3-F2).

Tabela 29. Charakterystyka masy czasteczkowej (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI
(Mw/Mn) dla produktu (T3) oraz jego frakcji (T3-F1) i (T3-F2).

Produkt Mp Mn Mw Mw/Mn (PDI)
(T3) 8298 7572 49199 6,49
1524 593 829 1,39

(T3-F1) 26049 41199 47525 1,15
5388 4837 8182 1,69

(T3-F2) 39730 67034 83328 1,24
11153 7485 12760 1,70
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Frakcja ~ (T3-F2)  charakteryzowala  si¢  najwyzszym  udzialem  pektyn
$rednioczgsteczkowych (Mapp=39,7x10° g/mol, Mapp=11,2 x10° g/mol) o relatywnie
wysokim stopniu uporzagdkowania (PDI=1,2-1,7), co wskazuje na obecnos¢ w tej frakcji
czasteczek o wiekszych masach w poréwnaniu do (T3) oraz (T3-F1).

Najwyzszg rdéznorodno$¢ w rezultatach analiz odnotowano dla produktow
otrzymanych z rokitnika. Preparat z wytlokéw tego owocu (R2) charakteryzowal si¢
obecnoscig trzech populacji pektyn (Mapp=2520,4%10° g/mol; Mapy=27,4%10° g/mol;
Mapp=0,5x10° g/mol), przy czym frakcja S$rednioczgsteczkowa cechowata sie duza
niejednorodnos$cia (PDI=9,29). Populacja wielkoczasteczkowych — pektyn
(Mapp=2520,4x10°  g/mol) byla wysoce jednorodna (PDI=1,05), co moze

sugerowac¢ obecnos$¢ koniugatéw polisacharydow z matrycami polifenolowymi.
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Ryec. 30. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokéw owocow
rokitnika (R2) oraz jego frakcji (R2-F1) i (R2-F2).

Frakcje (R2-F1) i (R2-F2), podobnie jak w przypadku wcze$niej przedstawionych
badanych produktow, charakteryzowaty si¢ udziatem $rednio- (Mapp=21,2%103 g/mol,
Mapp=11,4x10°  g/mol, Mapp=12,2x10° g/mol) i maloczgsteczkowych pektyn
(Mepp<0,7x10% g/mol), przy czym warto$ci wskaznika polidyspersyjnosci dla frakcji
$rednioczasteczkowych byty wyzsze (PDI=1,46-3,72).
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Tabela 30. Charakterystyka masy czasteczkowej (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI
(Mw/Mn) dla produktu (R2) oraz jego frakcji (R2-F1) i (R2-F2).

Produkt Mp Mn Mw Mw/Mn (PDI)
(R2) 2520389 2598196 2730198 1,05
27435 10614 98641 9,29

529 415 459 1,10

(R2-F1) 21261 28433 65639 2,31
11434 4100 5985 1,46

519 409 452 1,11

(R2-F2) 12191 8003 29809 3,72
679 454 484 1,07

Podsumowujac, najwigkszy rozrzut masy czasteczkowej sposrod badanych
produktow stwierdzono dla produktu z wytlokéw owocu rokitnika (R2). Rozdzielenie go
na frakcje (R2-F1) i (R2-F2) spowodowato uporzadkowanie ukladu oraz istotne
zmniejszenie masy czasteczkowej w obu frakcjach. Frakcjonowanie produktow (M2)
1(T3) na drodze IEC umozliwilo wydzielenie populacji tancuchow pektynowych
o $rednich masach Mapp, ktére charakteryzowaly si¢ wysoka jednorodnoscia, co
odrézniato je od pozostalych analizowanych typow surowcow odpadowych. Proces IEC
prowadzit do eliminacji cz¢sci maloczasteczkowych polisacharydoéw. Frakcje (M2-F1)
oraz (T3-F1) wykazywaly najwyzszy stopien jednorodnosci pod wzgledem
molekularnym. Ponadto najwigksze wartosci  wskaznika  polidyspersyjnosci
zaobserwowano dla populacji wystepujacych w produktach optymalnych (PDI>2,9).
Analiza HPLC-SEC zdaje si¢ potwierdzaé, ze separacja produktéw optymalnych na ich
frakcje na drodze chromatografii jonowymiennej zachodzi nie tylko ze wzgledu na
charakter chemiczny tychze produktow, gtéwnie z powodu obecnosci licznych grup
karboksylowych, ale réwniez ze wzgledu na wielko$¢ czasteczek.

W zrodiach literaturowych mozna odnalezé bardzo zréznicowane dane na temat
warto$ci masy czasteczkowej polisacharydow obecnych w owocu czarnej porzeczki.
Autorzy, w zalezno$ci od zastosowanego sposobu wyodregbniania, podaja r6zne wartosci
Mw: ~14,9x103 g/mol, ~14,05x10° g/mol, ~32,6x10° g/mol; ~45,5x10° g/mol (PDI=2,9),
a takze ~115,8x10° g/mol (PDI=4,8) [Xu i in., 2016a; Xu i in., 2016b; Xu i in., 2018;
Albaiin., 2018; Pancerz i in., 2022].

Wedtug Wu i in. (2022), pektyny wyodrebnione z owocdw maliny podczas kwasowej

ekstrakcji na goraco charakteryzowaly si¢ masa czasteczkowa w zakresie od 65 do
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262x10° g/mol, podczas gdy ekstrakcja wspomagana enzymatycznie (EAE) dodatkowo
sprzyjata ekstrakcji frakcji wielkoczasteczkowych (122—-11790x10° g/mol). Kwasowa
ekstrakcja na goraco przeprowadzona przez Mufioz-Almagro i in. (2021) skutkowata
uzyskaniem niejednorodnego produktu o rozkladzie masy w zakresie 4-8x103 g/mol oraz
27-609%10° g/mol. Xu iin. (2019) w ramach HWE otrzymali polisacharydy o masie
czasteczkowej 411x10° g/mol. Pektyny malin uzyskane poprzez EAE, nastepnie
oczyszczone na kolumnie Sephadex G-100, wykazywaly mase czgsteczkowg ~4x10°
g/mol [Yuiin., 2015].

W przypadku masy czasteczkowej polisacharydow owocu truskawki rowniez
zaobserwowano duze zrdéznicowanie. Polisacharydy natywne o poczatkowej wartosci
Mw=9479x10°  g/mol poddano  degradacji ultradzwickami i  otrzymano
makroczgsteczkowe laficuchy o Mw=791x10° g/mol i Mw=809x10° g/mol [Wang i in.,
2025a]. Ekstrakcja HWE umozliwila otrzymanie polisacharydow o Mw=249x10° g/mol
(PDI=14), natomiast HWE wspomagana mikrofalami prowadzita do otrzymania frakcji
Mw=65x%10° g/mol (PDI=3,5) [Hotchkiss i in., 2024].

W przypadku kolejnego surowca, a mianowicie owocow rokitnika, Wang i in. (2025)
w procesie HWE uzyskali matoczasteczkowe polisacharydy o Mp=~45,5x10° g/mol oraz
Mp=11,3x10° g/mol. Z kolei Wei i in. (2019), stosujgc MAE, otrzymali polisacharydy
rokitnika o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, charakteryzujace si¢ polidyspersyjnym
rozktadem masy czasteczkowej (Mw=968x10° g/mol, Mw=177x10% g/mol, Mw=33x10°
g/mol). Ni i in. (2013) wykryli obecnos$¢ dwoch frakeji pektynowych o Mw=194x10°
g/mol oraz Mw < 10x103 g/mol. Co wigcej, przeglad literaturowy przeprowadzony przez
Teng i in. (2024) oraz Shi i in. (2025) potwierdza fakt, ze bardzo duze zré6znicowanie
masy czasteczkowej wyodrebnionych polisacharydow z danego surowca wynika
z zastosowanego rodzaju ekstrakcji i doboru parametrow procesowych (1- 6460x10°
g/mol).

Zatem masa czasteczkowa, kompozycja monosacharydowa, struktura polisacharydu
oraz jego wlasciwos$ci funkcjonalne zaleza od wielu czynnikow, poczawszy od rodzaju
surowca oraz warunkow jego uprawy czy dojrzewania, poprzez sposob przechowywania,
parametry procesu wstepnego przetwarzania, a skonczywszy na zastosowanej metodzie
ekstrakcji, w szczegélnosci na doborze odpowiednich parametrow procesowych
1 metodzie oczyszczania [Rosli i in., 2004; Hotchkiss i in., 2024; Konrade i in., 2023; Li
iin., 2024].

110



3.4.1.4.  Analiza FTIR-ATR wybranych produktow i ich frakcji

Do identyfikacji grup funkcyjnych obecnych w wytypowanych do analizy produktach
i ich frakcjach wykorzystano technike spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera FT-IR z wykorzystaniem urzadzenia zaopatrzonego w przystawke ATR (ang.
Attenuated Total Reflection). Metoda FTIR-ATR jest powszechnie stosowana zardwno do
analizy = zwigzkow  organicznych, jak inieorganicznych, do identyfikacji
charakterystycznych wigzan chemicznych, a przystawka ATR zapewnia mozliwo$¢
analizy materialu bez koniecznosci przygotowywania w formie tabletki z KBr lub jako
roZtwor.

Dobrze rozdrobnione probki poddano analizie ATR-FTIR. Widma spektroskopowe
produktéow z wyttokow owocu czarnej porzeczki (4) oraz (11) poréwnano z widmem
produktu optymalnego (38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3) (Ryc. 31).
Zestawienie liczb falowych wraz z ich interpretacja przedstawiono w Dodatku (Tabele
D4-D7).

Produkty (4), (11) i (38) wykazaly szereg podobienstw, ktore jednoznacznie
potwierdzity polisacharydowy charakter badanych produktow. Szerokie pasmo
w zakresie 3500-3100 cm™!' odpowiadato drganiom rozciggajacym grup hydroksylowych,
pochodzacych najprawdopodobniej od sacharydow oraz polifenoli [Simdo i in., 2024].
Sygnaty przy 2930 oraz 2860 cm’! odzwierciedlaly asymetryczne oraz symetryczne
drgania rozciagajace C—H pochodzace od atomow wegla tworzacych z innymi wigzania
alifatyczne. Wyrazne pasmo w okolicy 1730 cm™! wskazywalo na wystepowanie dran
rozciggajacych C=0 grupy karbonylowej, co w przypadku pektyn zazwyczaj odnosi si¢
do obecnosci form estrowych grup karboksylowych (~COOR). W potaczniu z pasmem
o przesunigciu ~1600 cm™!, przypisywanym mig¢dzy innymi asymetrycznym drganiom
rozciggajacym, pochodzacym od reszt -COOH kwasow uronowych [Kyomugasho i in.,
2015; Hernandez-Hernandez 1 in., 2024]. Obszar ,fingerprint” znajdujacy si¢
w przedziale okoto 1300-800 cm™! potwierdzit obecno$¢ szeregu mozliwych interakcji
w obrebie wigzan glikozydowych (~1141 ¢cm™) oraz pasma pochodzgce od pierscieni
piranozowych (~1015 cm™!). Sygnaly o przesunieciach ~860 oraz ~890 cm! wskazujg na
obecno$¢ wigzan glikozydowych typu o oraz 3 [Demir i in., 2024; Liu i in., 2021].

Zestawienie widma FTIR produktu optymalnego (38) z jego frakcjami wykazato brak

pasma przy ~1730 cm™! na widmach frakcji pektynowych, co moze $wiadczy¢
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o deestryfikacji reszt karboksylowych UA w procesie separacji IEC. Nie mozna tez
wykluczy¢, ze efekt zaistnial w toku przygotowania roztworu do analizy IEC, w 0,05 M
roztworze NaOH. Srodowisko alkaliczne sprzyja deestryfikacji pektyn [Cui i in., 2023;
Guo 1 in., 2025]. Stopien estryfikacji (DE) dla produktu (38) wyniést ~53%, co jest
zgodne z doniesieniami literaturowymi na temat pektyn czarnej porzeczki uzyskanych na
drodze HWE w warunkach niskiego pH [Konrade i in., 2023]. Natomiast w przypadku
frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3) na widmach zaobserwowano obecnos$¢ sygnatu przy
~1410 cmo duzej intensywnosci, co $wiadczy o obecno$ci drgah symetrycznych
rozciggajacych charakterystycznych dla anionu karboksylowego, co moze potwierdzac¢
reszty karboksylowe UA w postaci niezestryfikowanej. Sygnal ten wraz z pasmem
o przesunigciu przy ~1014 cm! opisywane sg jako charakterystyczne dla regionow RG
oraz HG w pektynach [Liu i in., 2021].

Widma FTIR zarejestrowane dla produktow (M2), (T3) i (R2) prezentowaly pasma
charakterystyczne dla polisacharydow o charakterze kwasowym, co potwierdzaty pasma
o przesunieciach przy ~1730 cm™! (C=0, estry metylowe), ~1610-1600 cm™ (COO"),
~1440/1410 cm™! (symetryczne COO"), ~1320-1230 cm™! (wigzania C-0,), 1140-1000
cm!, ~890 oraz ~860 cm™! (wigzania glikozydowe anomerycznych atomow wegla typu B
i o) [Grassino i in., 2018; de Menezes i in., 2025]. Poré6wnanie widm pochodzacych od
danego produktu i jego frakcji potwierdzilo ich wysokie podobienstwo. Ewentualne
réznice pomigdzy probkami mialy prawdopodobnie charakter ilosciowy i dotyczyty
gléwnie intensywnos$ci poszczegdlnych pasm. Produkty optymalne (M2), (T3) i (R2)
wykazywatly szacunkowy stopien estryfikacji w zakresie ~18,5 - 27,5%, natomiast frakcje
charakteryzowaty si¢ niemal catkowita deestryfikacja (do ~3% dla frakcji produktow
z wytlokéw owocu maliny oraz owocu rokitnika) badz niskim stopniem estryfikacji (do
~7,5% dla frakcji produktu z wyttokdw owocu truskawki) (Tabele D4-D7). W odniesieniu
do surowca modelowego mozna zauwazy¢ zroznicowanie w wartoSciach DE
w zaleznosci od zastosowanej procedury ekstrakcji, co pozostaje zgodne z doniesieniami
literaturowymi [Hernandez-Hernandez i in., 2024].

Hipoteza zakladajaca deestryfikacje polisacharydéw w trakcie frakcjonowania na
drodze IEC znalazla swoje potwierdzenie rowniez w przypadku produktow (M2), (T3)
1 (R2). Wsrod produktow optymalnych z czterech roznych surowcéw odpadowych oraz
ich frakcji pektynowych wigkszo§¢ mozna zaklasyfikowaé do grupy pektyn
niskometoksylowych (LM < 50%), wyjatek stanowi produkt (38) (HM > 50%) [Cui i in.,
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2023; Konrade i in., 2023]. Wysoki stopien zestryfikowania pektyny znaczaco wptywa
na jej rozpuszczalno$¢ w wodzie, zdolno$¢ tworzenia zelu i wlasciwosci sorpcyjne

[Hernandez-Hernandez i in., 2024].

3.4.1.5.  Charakterystyka polisacharydow metodg GC-MS

Struktura chemiczna pektyn odgrywa kluczowa role¢ w determinowaniu ich
wlasciwos$ci biologicznych oraz mozliwego potencjatu aplikacyjnego. Chromatografia
gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (ang. Gas Chromatography - Mass Spectrometry,
GC-MS) umozliwia analizg jako$ciow3 i iloSciowa monomerdéw w polisacharydach [Guo
1in., 2025]. Metoda ta cechuje si¢ wysoka czulo$cig oraz rozdzielczoscia. Przygotowanie
probki do analizy obejmuje etap hydrolizy polisacharydu na monosacharydy, etap
redukcji reszt aldehydowych i derywatyzacji alditoli do postaci lotnych pochodnych,
gdzie najczesciej stosuje si¢ reakcje acetylowania obok reakcji tworzenia
trifluoropochodnych lub form trimetylosililowych [Zheng i in., 2023]. W niniejszej pracy
analizowano przygotowywane wczesniej acetylowe pochodne alditoli zgodnie
z procedurg Pettolino i in. (2012).

W pierwszej kolejnosci badaniom poddano produkty (4) i (11), uzyskane
odpowiednio na drodze HWE oraz w 10% roztworze CA, ktore przeanalizowano pod
katem jako$ciowym oraz iloSciowym obecnych w nich monosacharydéw obojetnych, jak
réwniez udziatu UA w czg¢$ci polisacharydowej tych produktéw. Aby oznaczy¢ rodzaj
i 1lo$¢ UA konieczne byto poddanie kazdego produktu reakcji redukeji grup —COOH do
reszt —OH, a nastg¢pnie hydrolizie, kolejnej redukcji — tym razem reszt aldehydowych do
grup —OH 1 derywatyzacji do acetylowych pochodnych alditoli. Wynik takiego
postgpowania, porownany z analogicznym widmem GC-MS tego samego produktu,
jednak bez reakcji redukcji grup —COOH kwaséw uronowych przed hydrolizag wigzan
glikozydowych w cze$ci polisacharydowej, dat odpowiedz na pytanie o rodzaj UA
obecnych w polisacharydzie oraz umozliwil ich iloSciowg oceng. Dodatkowo
analogicznym czynnos$ciom poddano frakcje produktow (4) i (11), czyli (4-F1), (4-F2),
(4-F3), (11-F1) i (11-F2), otrzymanych na drodze IEC. Uzyskane wyniki przedstawiono
na wykresach (Ryc. 32) oraz zebrano w Tabeli 31.
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Ryec. 32. Analiza sktadu monosacharydéw w produktach (4) i (11) otrzymanych z wytlokéw owocu czarnej porzeczki oraz w ich frakcjach
otrzymanych na drodze IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].
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Dla obu analizowanych produktéw (4) i (11) oraz ich frakcji otrzymano profile
monosacharydowe, w ktorych dominujacy udziat stanowit GalA, odpowiednio 41,1%
oraz 62,8%. Nalezy doda¢, ze nie wykryto obecnosci GIcA, co potwierdza pektynowy
charakter kwasowych polisacharydow. Ekstrakcja w 10% CA sprzyjata wyodrebnieniu
frakcji bogatych w GalA, co posrednio determinowato otrzymywanie polisacharydow
o wigkszej ilosci domen HG, charakterystycznych dla pektyn owocowych [Riyamol i in.,
2023; Dang i in., 2025]. Sposob przeprowadzonej ekstrakcji mial wpltyw na ostateczny
sktad monosacharydow w produkcie koncowym, a separacja przy zastosowaniu IEC
skutecznie prowadzita do otrzymania frakcji pektynowych zawierajacych nawet 10%
wigcej GalA niz produkty, z ktérych zostaly wydzielone (4-F2, 11-F2). Wdréd
monosacharydéw obojetnych, wchodzacych w sktad tek otrzymanych pektyn
zidentyfikowano Rha, Ara, Xyl, Man, Gal oraz Glc, przy czym dla (4) najwigkszy udziat
stanowily Gal i Ara, natomiast dla (11) — Gal, Glc, Man i Rha. W obu produktach nie
stwierdzono obecnosci Fuc oraz Rib, co pozostaje zgodne z kompozycja pektyn
owocowych, opisywanych w doniesieniach literaturowych, ktéore wskazuja na
dominujacy udzial GalA, Rha, Ara oraz Gal [Cui i in., 2021]. Ryboza, ktérej gldéwnym
zrodtem sg kwasy rybonukleinowe, nie nalezy do monosacharydow typowych dla pektyn.
Obecnos¢ fukozy moze posrednio wskazywaé na wyzszy stopien ztozonosci pektyny,
gdyz jest uznawana za monosacharyd charakterystyczny dla regiondw typu RG-II,
stanowigcych mniej niz 10% catkowitej struktury pektyn w owocach [Drusch i in., 2024;
Pang i in., 2024]. Obecnos$¢ Xyl, Man i Glc w produktach (4) i (11) jest przypuszczalnie
zwigzane ze wspolekstrakcja i/lub czeSciowa degradacja hemiceluloz (ksylanow,
mannandw, glukomannanéw, ksyloglukanéw), ktorych pozostato$ci obecne sa w tych
produktach [Konrade i in., 2023; Mathura i in., 2024]. Glc moze by¢ rowniez zwigzana
z obecnos$cig fragmentéw celulozowych wydzielonych z frakcja pektynowa [Milshina
i Sautkina, 2025].

Produkt (4) otrzymany na drodze HWE, gdzie srodowiskiem ekstrakcyjnym byla
woda dejonizowana, cechowat si¢ duzg ilo§cig monosacharydéw obojetnych, zwlaszcza
Ara (~16%). Niskie pH medium ekstrakcyjnego (pH < 2) w przypadku ekstrakcji
produktu (11) prawdopodobnie prowadzito do cze$ciowej hydrolizy reszt arabinozowych
tancuchéw bocznych pektyn, stad udzial tego monosacharydu byl mniejszy

w poréwnaniu do (4). W literaturze naukowej mozna znalez¢ wzmianki na temat
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wrazliwosci wigzan glikozydowych Ara na drastyczne warunki wyodrgbniania pektyn
[De Laet i in., 2025; Obodo-Ovie i in., 2024].

Zastosowanie wskaznikow strukturalnych, opartych o stosunki procentowe
poszczego6lnych monosacharydéw obecnych w tancuchach pektynowych [Houben i in.,
2011], umozliwito lepsza charakterystyke polisacharyddéw. Zastosowano nastepujace

zaleznosci:

GalA
Fuc+Rha+Ara+Gal+Xyl

stopien liniowoSci =

udziat regiondw RG I = Rha [8];
GalA
stopien rozgatezienia = Arg;;fal [9].

Wigkszy udziat cukréw obojetnych w produkcie (4) przypuszczalnie wptywat na
stopnien rozbudowania tancuchéw bocznych w domenie RG (wskaznik Ara+Gal/Rha
~8,95). Obecnos¢ Ara i Gal wskazywata na mozliwo$¢ wystgpowania w regionie RG-I
bocznych tancuchéw arabinanéw, galaktanéw lub arabinogalaktanéw [De Laet i in.,
2025; Belkheiri i in., 2021; Wang i in., 2025b]. Rha, bedaca wraz z jednostkami GalA
czg$cig tancucha gtownego RG-I, stanowi miejsce przylaczenia tancuchow bocznych,
determinujac stopien rozgalezienia tancucha gtownego pektyny [Hoel i in., 2026].
W przypadku produktu (11) kwasowe sSrodowisko ekstrakcyjne sprzyjato uzyskaniu
produktu o wyzszym udziale regionow HG, przy jednoczesnie ograniczonej obecnosci
domen RG-I. Analogiczne zalezno$ci zaobserwowano dla produktéw otrzymanych
w wyniku ekstrakcji woda: (Mn20), (Ru20), (Th20) oraz 10% roztworem CA: (Mca),
(Rca), (Tca) w przypadku pozostalych surowcow odpadowych. Frakcjonowanie
produktow (4) i (11) metoda IEC skutkowato uzyskaniem frakcji o bardziej liniowe;j
organizacji przestrzenne;j.

Produkt z wyttokow owocu czarnej porzeczki (38) oraz jego frakcje (38-F1), (38-F2)
1 (38-F3) charakteryzowatly si¢ udziatem GalA w przedziale 54,8 - 61,85%. Podobnie jak
w przypadku produktu (11), w$rod monosacharydow obojetnych w produkcie (38)
przewazaly: Gal, Glc, Man i Rha. Wskaznik liniowos$ci wykazat na wigkszy udziat domen
HG we frakcjach niz w produkcie (38). Frakcje (38-F2) i (38-F3), w odréznieniu od (38-

F1), charakteryzowaly si¢ mniejszym stopniem rozgalezienia tancuchéw bocznych.
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Frakcja (38-F1) charakteryzowata si¢ najmniejszym udziatem RG-I w strukturze pektyny,

przy jednocze$nie najwyzszym stopniu rozgat¢zienia obecnych tancuchéw bocznych

(Ryc. 33, Tabela 31).
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Man .88 ' Rha/GalA > 008!

Gal 25,02  (AratGaDRha 2.3

Glc

GalA 54,82

Ria T

Ara 10,04 . GalA/(Fuc+RhatAra+GaltXyl) > 1,95

xyl W21 | Rha/GalA > 0,06/

Man | (Ara+Gal)/Rha > 652

Gal

Glc

GalA 57,06

Rha | 0488 s
: (38-F2) :

Ara 10,05 | GalA/(FuctRhatAra+GaltXyl) > 2311

Xyl 2,04 | Rha/GalA > 0,08

Man | a4 (AreiGabRba > 411

Gal —19,83

Glc 5,66

GalA 161,85

Rha [ S86 e
: (38-F3) ;

Ara | 0,05 | GalA/(FuctRhatAra+GaltXyl) > 2,041

Xyl [ 2,57 | Rha/GalA > 0,10

Man [ 629 (AreiGabRba > 349

Gal 220,42

Glc 05,71

GalA 559,00

Ryec. 33. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (38) otrzymanym z wytlokow owocu
czarnej porzeczki oraz jego frakcji uzyskanych w IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki
strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

Polisacharydy otrzymane z wytlokdw owocu maliny z wykorzystaniem NADES
(M2) oraz frakcje pektynowe tego produktu - (M2-F1) i (M2-F2) prezentowaty wysoki
udziat GalA (64,1 — 87,6%) (Ryc. 34, Tabela 31). Wskazuje to na dominacj¢ domen HG
w strukturze wyodrebnionych pektyn, szczegodlnie w przypadku obu frakcji, co

potwierdzaja duze wartosci wskaznika liniowosci (3,0 — 9,3). Udziat Ara oraz Xyl byt
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bardzo maty (<1,4%), natomiast ilo§¢ Rha nie przekraczala 4,8%. Frakcje
charakteryzowaty si¢ zblizonym udzialem RG-I w strukturze, przy czym tancuchy boczne
(M2-F1) wykazywaly wyzszy stopien rozgal¢zienia. Doniesienia literaturowe
potwierdzaja zidentyfikowany dla pektyn z wytloku owocu maliny skfad
monosacharydowy z przewazajaca wigkszoscig GalA [Xu i in., 2019; Yu i in., 2015].

0 20 40 60 80 100
—_ >1(%)

Rha 4,76 OO O U U TR UU OISO :

Xyl : GalA/(Fuct+RhatAra+Gal+Xyl) -> 3,03
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Man ¢ ]
¢ (Ara+Gal)/Rha > 3,16;

Gal 14,42 ..................................................................

Glc

GalA 64,08

Rha ..................................................................
: (M2-F1) ;

Ara 0,72 | GalA/(Fuc+Rha+Ara+Gal+Xyl) > 6,131

Xyl §#1,03 | Rha/GalA > 0,041

Man ! (Ara+Gal)/Rha > 296!
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GalA 83,59

Rha 13,23 ST — ,
z (M2-F2) |

Ar ! ]

a 077 | GalA/(Fuc+Rhat+Ara+Gal+Xyl) > 9,26

Xyl | 1,04 " Rha/GalA > 0,04

Man |1 1,40 ! (Ara+Gal)/Rha > 1,601

Gal | #441
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Ryc. 34. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (M2) otrzymanym z wyttokow owocu
maliny oraz jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono
wskazniki strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

Produkt (T3) wydzielony z wytlokéw owocu truskawki oraz jego frakcje (T3-F1)
1(T3-F2) charakteryzowaty si¢ réwniez duza iloscia GalA (54,5-68,3%). Wsrod
monosacharydéw obojetnych przewazaty gldwnie Gal, Glc, Rha i Man. Udziat Ara i Xyl,
podobnie jak w przypadku poprzednich produktéw pektynowych, byt stosunkowo maty
(<2,3%), nie odnotowano jednak podobnych zaleznosci strukturalnych. Produkt natywny
(T3) oraz frakcja (T3-F1) wykazywaty zblizony udzial GalA, przy czym preparat

wyjsciowy wykazywal mniejszy udzial regionow RG-I o nizszym stopniu rozgatezienia
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tahcuchow bocznych. Frakcja (T3-F1) wyrozniata si¢ na tle innych pektynowych
produktow z owocu truskawki wysokim stopniem rozgalt¢zienia fancuchow bocznych
domen RG-I, cho¢ to frakcja (T3-F2) przypuszczalnie miata w swojej strukturze wiekszy
udzial regioné6w RG-I, na co wskazywat podwyzszony udziat Rha (Ryc. 35, Tabela 31).
Profil monosacharydowy pektyn truskawki opisywany w literaturze obejmuje: GalA,

Man, Rha, Gal, Glc i Ara [Wang i in, 2025a; Saez-Aguayo i in., 2025].

0 20 40 60 80 100
- . : - : - (%)
Rha 6,25 e
Ara z (T3) s
Xyl GalA/(Fuc+tRha+Ara+Gal+Xyl) -> 2,49
Man - Rha/Gala > o
Gal Rl OORRS .22
Glc
GalA 54,52
Rha B 671
: (T3-F1) !
Ara | GalA/(Fuc+Rha+Ara+Gal+Xyl) > 1,731
Xyl [ 1,34 | Rha/GalA > 012!
Man (Ara+Gal)/Rha > 3,50
Gal
Glc
GalA 54,45
Rha jlo’so .......................... (T3-F2)
Ara []0,97 | GalA/(Fuc+Rhat+Ara+Gal+Xyl) > 2,62,
Xyl | 1222 | Rha/GalA > 016!
Man_ ] 098 (AreiGabRba > 121
Gal | H12,09
Gle | 1465
GalA —— 68,28

Ryec. 35. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (T3) otrzymanym z wytlokow owocu
truskawki oraz jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono
wskazniki strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

Produkt (R2) wyodrgbniony z wytlokéw owocu rokitnika oraz jego frakcje
pektynowe (R2-F1) i (R2-F2), analogicznie jak w przypadku pozostatych produktow
iich frakcji, cechowata duza ilos¢ GalA (77,8-85,5%), natomiast w przypadku cukrow
obojetnych dominowaty: Gal, Glc i Rha. Produkty z rokitnika posiadaty tylko nieznaczne
ilosci Man (<0,5%) 1 Ara (<1%). Duza ilos¢ GalA determinowata wysokie warto$ci

wskaznika liniowo$ci, wskazujac na znaczny udzial domen HG w strukturze
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polisacharydowej. Nie wyklucza to jednak obecnosci regionow RG-I, przy czym
najwigksze prawdopodobienstwo wystapienia licznych rozgalezien tancuchéw bocznych
tej domeny istniato dla produktu (R2). Wyniki sugeruja, iz chromatografia jonowymienna
skutecznie ograniczata stopien rozgalezien tancuchéw bocznych, tym samym
zwigkszajac jednorodno$¢ frakcji (Ryc. 36, Tabela 31). Dominacja domen HG
w strukturze pektyny otrzymanej z rokitnika znajduje potwierdzenie w dostgpnych
doniesieniach literaturowych [Ni i in., 2013]. Rokitnik stanowi dobre Zrédlo pektyn.
Zaleznie od zastosowanej metody ekstrakcji cukry obojetne, stanowigce obok GalA
pozostale sktadniki, obejmuja: Gal, Glc, Rha, Xyl, Man i Ara [Teng i in., 2024; Shen i in.,
2021; Wei i in., 2019].
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Ryc. 36. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (R2) otrzymanym z wytlokéw owocu
rokitnika oraz jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono
wskazniki strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].
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Tabela 31. Monosacharydy jako sktadniki produktow wyekstrahowanych z wytlokow czarnej porzeczki (38), maliny (M2), truskawki (T3),
rokitnika (R2) i ich frakcji pektynowych. Zestawienie danych liczbowych wraz z warto$ciami wskaznikow strukturalnych.

Monosacharydy (%) “) (4-F1) (4-F2) (4-F3) an (11-F1) (11-F2) 38) (38-F1) (38-F2) (38-F3)
Rha 4,24 4,95 5,88 8,14 4,83 4,81 6,02 4,61 3,61 4,84 5,86

Fuc - - - - - - - - - - -

Rib - - - - - - - - - - -

Ara 15,84 17,44 12,01 14,9 0,93 0,55 0,55 0,07 0,04 0,05 0,05

Xyl 4,21 3,61 5,03 8,54 1,43 1,53 1,61 1,99 2,11 2,04 2,57

Man 3,41 2,87 2,53 2,81 7,27 8,11 4,18 5,88 6,52 5,74 6,29

Gal 22,07 15,97 14,43 18,85 13,73 12,33 10,69 25,02 23,48 19,83 20,42

Glc 9,12 6,96 5,43 6,36 8,98 4,20 2,90 7,61 7,19 5,66 5,71

GalA 41,11 48,21 54,68 40,40 62,83 68,47 74,06 54,82 57,06 61,85 59,09
GalA/(Fuc+Rha+Ara+Gal+Xyl)* 0,89 1,15 1,46 0,80 3,00 3,56 3,93 1,73 1,95 2,31 2,04
Rha/GalA** 0,10 0,10 0,11 0,20 0,08 0,07 0,08 0,08 0,06 0,08 0,10
(Arat+Gal)/Rha*** 8,95 6,75 4,50 4,15 3,04 2,68 1,87 5,44 6,52 4,11 3,49
Monosacharydy (%) (Mnz0)  (Mca) (M2) (M2-F1) (M2-F2) (Tu20)  (Tca) (T3) (T3-F1) (T3-F2) Ruz20)  (Rea) (R2) (R2-F1) (R2-F2)
Rha 6,56 541 4,76 3,18 3,23 10,36 10,10 6,25 6,71 10,80 3,66 6,38 4,75 5,51 5,26

Fuc - - - - - 0,52 - - - - - - - - -

Rib - - - - - - - - - - - - - - -

Ara 8,29 - 0,59 0,72 0,77 6,44 1,52 1,01 1,06 0,97 5,24 1,12 0,69 0,83 0,74

Xyl 2,12 1,68 1,39 1,03 1,04 5,36 3,18 1,57 1,34 2,22 4,31 4,02 2,91 1,88 1,80

Man 3,91 6,29 498 1,37 1,40 7,14 4,17 5,20 5,38 0,98 1,91 1,13 0,57 0,43 0,42

Gal 38,52 23,94 14,42 8,71 4,41 43,76 40,71 13,11 22,44 12,09 8,24 10,22 6,62 5,51 3,77

Glc 10,89 12,41 9,78 1,40 1,55 16,82 21,52 18,34 8,61 4,65 14,10 11,97 6,70 3,09 2,50

GalA 29,71 50,27 64,08 83,59 87,59 9,56 18,79 54,52 54,45 68,28 62,55 65,15 77,75 82,75 85,51
GalA/(Fuc+Rhat+Ara+Gal+Xyl)* 0,54 1,62 3,03 6,13 9,26 0,14 0,34 2,49 1,73 2,62 2,92 3,00 5,19 6,03 7,39
Rha/GalA** 0,22 0,11 0,07 0,04 0,04 1,08 0,54 0,11 0,12 0,16 0,06 0,10 0,06 0,07 0,06
(Arat+Gal)/Rha*** 7,14 4,42 3,16 2,96 1,60 4,85 4,18 2,26 3,50 1,21 3,68 1,78 1,54 1,15 0,86

*liniowy charakter pektyny, **udziat regionow RG w strukturze pektyny, *** stopien rozgal¢zienia regionow RG-I [Houben i in., 2011]

122



Podsumowujac, stwierdzono, ze niskie pH uktadu ekstrakcyjnego skutkowato
cz¢$ciowy eliminacjg bardziej rozgalezionych struktur w tancuchach polisacharydowych
wyodrgbnionych pektyn, co dotyczy takze produktow uzyskanych na drodze ekstrakcji
NADES. Frakcjonowanie IEC, oprocz oczyszczenia pektyn z biatek i polifenoli,
spowodowato zmniejszenie udziatu polisacharydéow obojetnych. Zaobserwowano takze
ograniczony udzial Xyl w obrebie wszystkich badanych produktéw i ich frakcji, przy
czym jej udzial byt najwyzszy dla produktéw otrzymanych na drodze HWE.

3.4.1.6.  Analiza NMR produktow i ich frakcji pektynowych

Dopetnienie analizy strukturalnej uzyskanych produktéw pektynowych stanowity
badania technika magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic
Resonance, NMR). Widma protonowe dostarczaja istotnych informacji na temat struktury
badanych zwiagzkow, jednakze ze wzgledu na wysoki stopien skomplikowania budowy
polisacharydow oraz naktadajacy si¢ sygnat od wody deuterowanej, popularnego
rozpuszczalnika do przygotowania probek, na sygnaty protonéw od anomerycznych
atomow wegla w czasteczkach cukrowych, sg czesto niewystarczajace. Stad zaistniata
potrzeba poszerzenia badan strukturalnych o metody z zakresu dwuwymiarowej
heterojadrowej korelacyjnej spektroskopii NMR.

Analizy NMR zostaly przeprowadzone w ramach stazu w Instytucie Chemii,
Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie, na Stowacji. Widma zostaty opracowane przy
wsparciu merytorycznym opiekundéw naukowych — dr Zuzany Kostélovej oraz dr Petera
Capek’a. Analiza widm zostata przeprowadzona przy uzyciu oprogramowania CASPER

oraz w oparciu o dane literaturowe [Capek 1 in., 2025; Li i Rao, 2024; Qiao i in., 2024].

Produkt (38) otrzymany w warunkach ekstrakcyjnych w $§rodowisku NADES,
uznanych za najbardziej optymalne oraz jego frakcj¢ pektynowa (38-F1) poddano
analizom '"H NMR, 2D 'H-13C HSQC, HSQC-TOCSY oraz HMBC (Ryc. 37 i 38, Tabela
32). Widma analizowanych produktow (38) i (38-F1) wykazaty dominacj¢ regionu HG
oraz RG-I w strukturach polisacharydowych. Lancuch gtowny pektyny zbudowany jest
glownie z reszt a-D-GalA (GA?), przy czym w przypadku produktu (38) widma wskazaty
na zestryfikowang forme (EA? EAP) cze$ci grup karboksylowych GalA. Obecnos$é
domeny RG-I zdaja si¢ potwierdza¢ sygnaly pochodzace od reszt a-D-GalA (GA®)
polaczonych z jednostkami a-D-Rha wigzaniem (1,2)-glikozydowym (R?). Rozgalezienia
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charakterystyczne dla RG-I mozliwe sg do zinterpretowania poprzez wystepowanie na
widmach  sygnaldéw  pochodzacych od reszty (1—2,4)-a-D-Rhap, ktéra
najprawdopodobniej stanowita tacznik dla tancuchéw bocznych zbudowanych

z podjednostek S-Gal.

standard
CH3COCH

8 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18 14 10 0¢
f1 (ppm)

Ryc. 37. Wybrane regiony widm "H NMR dla frakcji pektynowych: (A) - czarnej porzeczki (38-
F1), (B) - rokitnika (R2-F1), (C) - maliny (M2-F1) oraz (D) - truskawki (T3-F1).
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Ryc. 38. Wybrane regiony widm 'H-">C HSQC (CH, CH; — niebieski; CH, - czerwony) oraz
widm HMBC (zielony) dla: (A) - produktu (38), (B) - frakcji pektynowej (38-F1).
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Oprécz regionéw typowych dla pektyn zidentyfikowano sygnaly sugerujace
obecno$¢ 4-O-metyloglukuronoksylanu oraz przypuszczalnie frakcji arabinogalaktanu II.
Widmo produktu (38) prezentowalo przesunigcia chemiczne charakterystyczne dla
zestryfikowanej formy GalA. Na widmie '"H NMR rowniez mozna zauwazy¢ wyrazny
sygnat o przesunieciu 6 3,8 ppm, wskazujacy na obecno$¢ grupy metoksylowej przy GalA
dla produktu (38). Widmo frakcji (38-F1) nie posiadato tego sygnatu, co zdaje si¢
potwierdza¢ wczesniejsze wnioski wynikajace z analizy FT-IR, ktore wskazywaly na

deestryfikacje frakcji (38-F1).

Tabela 32. 'H-"*C HSQC NMR - zestawienie danych dla widm polisacharydéw czarnej
porzeczki (38) oraz frakcji pektynowej (38-F1). Brakujace sygnatly nie zostaly zidentyfikowane
z powodu naktadania si¢ lub bardzo niskiej intensywnosci.

Przesuniecia chemiczne (6, ppm
Reszta € (6, ppm) TH-13C HMBC
1 2 3 4 5 6

Reszty cukrowe wystepujgce w produkcie (38) oraz (38-F1)

GA*  —4)-a-D-GalpA- 506 3,77 399 441 4,76
(1— 99,9 69,0 69,8 788 72,2 176,2
GA?  ¢-D-GalpA-(1— 5,06 426 4,75
99,9 69,0 71,7 73,1
GA®  —4)-a-D-GalpA- 500 3,77 411 443 4,64 GASHI/R*C2
(1-2 link to Rhap 98,5 71,1 78,7 7234 1760
R*  —2)-a-D-Rhap- 527 411 3,52 1,26 R*H1/GAC4
(1— 99,3 77,1 72,8 70,3 17,5
R®  —2.4)-g-D-Rhap- 3,67 131
(1— 81,3 68,3 17,7
G*  —4)p-Galp-(1— 464 359 377 4,18 3,69 G*H1/RC4
105,3 742 78,5
G*  —6)p-Galp-(1— 445 352 3,66 3,91 4,06
104,4 74,5 70,3
UA*  @-D-40MeGlepA- 5,29 3,23 433 -OCH3/UAPC4
(1— 98,5 719 83,4 73,1 1776
UA®  p-GlepA-(1— 451 335 352 UA*H1/GC6
103,7 739 765 176,6
X® o2 4)BXylp-(1—> 462 344 3,80  3,42-4,14 X*H2/UAPC1
1024 774 77,4 63,6

Xt 52)pXylp-(1> 448 329 356 3580 3,384,10
102,8 738 749 774 64,0

Reszty cukrowe obecne jedynie w produkcie (38)

EA*  —4)-g-D- 4,97 4,48 5,16 -OCH3/EA*C6
6MeGalpA-(1— 101,3 79,3 71,4 171,7

EA®  —4)-g-D- 491 5,09 -OCH3/EAPC6
6MeGalpA-(1— 101,0 71,5
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Porownanie widm '"H NMR (Ryc. 37) oraz dwuwymiarowych widm 'H-13C HSQC
NMR dla frakcji (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) umozliwito wyciagnigcie ogolnych
wnioskOw na temat ich roznic i podobienstw. Wszystkie widma 'H NMR sugerowaly
ztozony, polisacharydowy charakter analizowanych probek, migdzy innymi poprzez
wystapienie charakterystycznego regionu ,(fingerprint” w przedziale 6 3,0-5,5 ppm,
w ktorego obrebie wyrdznia si¢ grupg sygnatéw od protonéw anomerycznych atomow
wegla podjednostek cukrowych o & 4,8-5,2 ppm [D’Agostino i in., 2024; Huamani-
Palomino i in., 2025]. Obecnos¢ Rha potwierdzit dublet pikéw o przesunieciu w zakresie
~0-1,2-1,3 ppm, odpowiadajacy protonom grupy metylowej —CH3 form (1—2)-a-D-Rhap
oraz (1—2,4)-a-D-Rhap (R?, RP) [D’Agostino i in., 2024; Koziot i in., 2022]. Natomiast
sygnal przy 6 ~3,9 ppm przypuszczalnie pochodzit od protonow grupy —CHj3 stanowigcej
reszte estrowa GalA [Koziot i in., 2022].

Widmo 'H-13C HSQC NMR frakcji (R2-F1) charakteryzowato si¢ glownie sygnatami
o przesuni¢ciach chemicznych odpowiadajacych regionom wskazujacym na obecno$é
struktur typowych dla HG i RG-I, podczas gdy inne reszty cukrowe wystepowaty
w minimalnych ilo$ciach. Ponadto zaobserwowano sygnat o przesuni¢ciu pochodzacym
od (1-2)-B-Xylp (XP), ktory zidentyfikowano jedynie w przypadku frakcji (R2-F1).
Obecnos¢ reszt (1—2,4)-a-D-GalpA (GA®) potaczonych bezposrednio z resztami Rha
(R?, R®) sugeruje naprzemienne wystepowanie regionu HG oraz RG-1 [Golovchenko i in.,
2022]. Widma HSQC zarejestrowane dla (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) prezentowaty
niewielkie ilosci GalA wystepujacego w pozycji niekoncowej oraz koncowej tancucha
polisacharydowego (GAY, GA™) (ang. reducing galacturonic acid from the non-terminal
end), co sugeruje relatywnie niska masg¢ czasteczkowa analizowanych pektyn. Zalozenie
to zostato potwierdzone technika HPLC-SEC.

Frakcja pektynowa z czarnej porzeczki (38-F1) stanowila ztozong mieszaning reszt
cukrowych, w przypadku ktorej dodatkowo odnotowano sygnaty odpowiadajace 4-O-
metylogalakturonoksylanowi. Pik korelacyjny od grupy metylowej (8~3,47/60,8 ppm)
pochodzacej najprawdopodobniej od (1—4)-a-D-6MeGalpA byt dobrze widoczny ze
wzgledu na wysoka czuto$¢ urzadzenia NMR. Jednakze obecnos¢ galakturonoksylanu
zostala potwierdzona poprzez sygnaty odpowiadajace Xyl tylko w przypadku frakcji
pektynowych (38-F1) i (R2-F1). Brak pikéw pochodzacych od Ara w analizowanych
produktach pektynowych potwierdzil wyniki analizy kompozycji monosacharydowych,

otrzymane w GC-MS. Analiza chromatograficzna potwierdzita natomiast obecno$¢ Ara
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w produktach uzyskanych w HWE, czyli w (4), (Mu20), (Tu20), i (Ru20), co sugeruje
zjawisko tzw. ,,wygladzenia” (ang. smoothing) gtdéwnego tancucha pektynowego podczas

ekstrakcji w NADES, prawdopodobnie z powodu degradacji tancuchéw bocznych

bogatych w Ara [Chandel i in., 2020].
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Ryc. 39. Wybrane regiony widm 'H-">C HSQC NMR (CH, CHj; — niebieski; CH; - czerwony)
dla frakcji pektynowej: (A) - czarnej porzeczki (38-F1), (B) - rokitnika (R2-F1), (C) - maliny
(M2-F1), (D) - truskawki (T3-F1).

Widma 'H-'*C HSQC zarejestrowane dla frakcji (M2-F1) i (T3-F1), oprocz
przesuni¢¢ typowych dla pektyn, posiadaty tez sygnaty korelacyjne wskazujace na
obecno$¢ tancucha ztozonego (1—3)-B-Galp (G®) oraz z (1—6)-p-Galp (GY),
zakonczonego w pozycji C6 resztg GlcA (UAD), co sugerowato wystepowanie niewielkie;
frakcji kwasowego galaktanu. Kwasowy galaktan, zbudowany z jednostek 1,3- oraz 1,6-

Gal, polaczonych z f-GIcA, jest szczegdlnie zauwazalny w przypadku frakcji (T3-F1).
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Frakcja ta by¢ moze stanowita element arabinogalaktanu II Iub kompleksu
arabinogalaktan-bialko, ktorych cecha charakterystyczng jest obecny na koncu tancucha
polisacharydowego [Ghosh i in., 2023]. Ponadto, w przypadku frakcji (M2-F1) piki
korelacyjne odpowiadajace resztom (1—4)-a-D-GalpA (G?) potaczonym z (1—2,4)-0-D-
Rhap (RP) przypuszczalnie potwierdzajg substytucje taficuchéw bocznych galaktanu
poprzez wigzania typu (1—4) w obrebie domeny RG-I.

Tabela 33. 'H-"*C HSQC NMR — zestawienie przesunie¢ chemicznych reprezentujacych
wybrane reszty cukrowe obecne w dominujgcych frakcjach pektynowych (M2-F1), (T3-F1)
oraz (R2-F1) [Dou i in., 2025; Wu i in., 2022].

Przesuni¢cia chemiczne (6, ppm)
1 2 3 4 5 6
Reszty cukrowe wystepujgce we frakcjach (M2-F1), (T3-F1) oraz (R2-F1).

. 506 377 399 441 4,76
GA®  —4)-a-D-GalpA-(1— 99,9 69,0 698 788 72,2 176,2

Reszty

b 5,06 4,26 4,75
GA”  a-D-GalpA~(1— 999 69,0 71,7 73.1
Gae  —H-a-D-GalpA-(1-2 500 377 411 443 4,64
link to Rhap 98,5 7,1 78,7 72,3 176,0
—4)-0-D-GalpA 5,31
GAred 93,14 4,40
—4)-A-D-GalpA 4,60 71,3
97,08
. 527 411 391 352 1,26
R —2)-a-D-Rhap-(1— 99,3 771 70,6 72,8 70,3 17,5
b 4,11 1,31
R —2,4)-a-D-Rhap-(1— 7.1 17.7
Reszty cukrowe wystepujqce jedynie we frakcjach (M2-F1) oraz (T3-F1).
. 4,45 3,91 4,06
G —6)-p-Galp-(1— l04s 52 366 745 A
. 4,69 386 422
G —3)p-Gap-(1— 104.8 828 695
b 4,51 335 352
UA™ - p-GlepA-(1— 1037 739 765 176.6

Reszty cukrowe wystepujqce jedynie we frakcji (M2-F1).
a 4,64 3,59 3,77 4,18 3,69
G 2dpGap-(- 1053 742 785 754
Reszty cukrowe wystepujqce jedynie we frakcji (R2-F1).
4,48 3,29 3,56 3,80  3,38-4,10
b R _ b b b b b b
X 22X 1028 738 749 774 640
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3.4.2. Analiza produktow ros§linnych metodami mikroskopowymi

3.4.2.1.  Mikroskopia optyczna

Mikroskopia optyczna umozliwia ocen¢ morfologii, stopnia agregacji, ksztattu
czastek oraz jednorodno$ci suchych produktéw roslinnych. Struktura powierzchni,
porowato$¢ oraz stopien fragmentacji zaleza od rodzaju surowca, metody ekstrakcji,
stopnia i sposobu oczyszczania, a takze wykorzystanej metody suszenia [Li i in., 2022;
Riyamol i in., 2023]. Wobec tego, mikroskopia stanowi istotne narzedzie uzupetniajace
informacje strukturalne, uzyskane przy wykorzystaniu innych technik analitycznych.

Produkty (38), (M2), (T3) i (R2) wykazaly znaczng niejednorodnos¢. Amorficzne
agregaty cechowaly si¢ niska przezierno$cig optyczna, przez co ich obserwacja
z wykorzystaniem $wiatla przechodzacego byta utrudniona. Produkty (38), (M2), (T3)
oraz (R2) wymagaly zastosowania zewngtrznego zrodla $wiatta, ktére umozliwito
doswietlenie od gory. Ich czastki byly wyraznie ciemniejsze, o barwie brunatnej lub
pomaranczowo-brazowej. Bardziej zwarte, prezentujace raczej ziarnistg strukture, czesto
o nieregularnej formie i wyraznych, ostrych krawedziach. Ich intensywne zabarwienie
wynikato z obecnosci naturalnych barwnikow z grupy polifenoli, co zostato potwierdzone
analizami spektrofotometrycznymi.

Frakcje (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) przyjely posta¢ nieregularnych,
cienkich platkéw. Ich obserwacji sprzyjata potprzezroczysta struktura. Wyniki analizy
kolorymetrycznej wskazaty nizszy udziat polifenoli w badanych frakcjach pektynowych
(< 2,65% wag.), niz w produktach (38), (M2), (T3) i (R2), co znajduje potwierdzenie
w obrazach mikroskopowych, a mianowicie analizowane frakcje charakteryzowaty si¢
jasng, kremowo-z06tta barwa. Badane frakcje prezentowaty takze znaczng zmiennos¢ pod
wzgledem ksztattu krawedzi — od ostrokrawedzistych w przypadku (M2-F1), przez
poszarpane u (R2-F1), po gladsze, lecz wcigz wyraznie nieregularne dla (38-F1).
Obserwacja wykazata réwniez obecno$¢ frakcji drobnoziarnistej w produktach. Analiza
mikroskopowa wykazata roznice w morfologii pomigdzy produktem optymalnym a jego
frakcja uzyskang wtoku IEC. Frakcje (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1)
charakteryzowaly si¢ wigkszg elastycznoscia niz produkty, z ktorych zostaty
wyodrebnione. Zwigkszona sztywno$¢ (38), (M2), (T3) i (R2) moze wynika¢ z ilosci
polifenoli, ktore poprzez oddziatywania niekowalencyjne z pektynami moga wptywac na

tworzenie dodatkowych miejsc sieciowania.
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Ryec. 40. Morfologia produktow optymalnych (38), (M2), (T3) i (R2) oraz ich dominujacych
frakcji pektynowych (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1), na podstawie obrazow
mikroskopowych w powigkszeniu 4—40x.
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Zjawisko to zalezy od struktury chemicznej komponentow [Hu i in., 2025].
Obserwowane na obrazach mikroskopowych badanych frakcji bezbarwne struktury
o wysokim stopniu uporzadkowania oraz o morfologii zblizonej do krystalicznej mozna
przypisac¢ obecnosci chlorku sodu, stanowiacego pozostato$¢ po procesie frakcjonowania
w IEC, pomimo dializy majacej za zadanie usuni¢cie NaCl z frakcji. Natomiast w
przypadku produktow optymalnych moze to $wiadczy¢ o obecnosci pozostatosci kwasu
cytrynowego, stanowigcego komponent NADES. CA moze oddzialywa¢ z pektyna
poprzez wigzania wodorowe. Bioragc pod uwage charakter tych oddzialywan,
spodziewanym efektem dializy jest catkowita eliminacja kwasu organicznego z produktu.
Jednakze obecno$¢ CA w produkcie po dializie w wodzie sugeruje wystgpowanie
trwalszych oddzialywan chemicznych. Barbosa i in. (2025) wskazali, iz CA jest
skutecznym $rodkiem sieciujagcym polisacharydy, w tym pektyny, poprzez wigzania

estrowe w roztworach o kwasowym pH.

3.4.2.2.  Skaningowa mikroskopia elektronowa sprzezona ze spektroskopig

rentgenowskq z dyspersjq energii (SEM-EDS)

Skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy, SEM)
umozliwia analiz¢ topografii i mikrostruktury powierzchni czastek [Ali i in., 2023a].
Zastosowanie detektora do badania z wykorzystaniem spektroskopii rentgenowskiej
z dyspersja energii (ang. Energy Dispersive Spectroscopy, EDS) umozliwia
przeprowadzenie analizy skiadu pierwiastkowego badanych materiatow. Polaczenie tych
technik stanowi warto$ciowe narzedzie analityczne, pozwalajace na jednoczesng oceng
wizualng morfologii probek oraz analiz¢ ich sktadu chemicznego. Badanie produktow
oraz ich frakcji technika SEM-EDS zostalo przeprowadzone przez dr inz. Marte
Tsirigotis-Maniecka.

Obserwacja produktu z wyttokéw owocu czarnej porzeczki (38) oraz jego frakcji
(38- F1), (38-F2) i (38-F3) potwierdzita réznice w ich morfologii. Produkt (38)
charakteryzowat si¢ zwarta, zbitg, relatywnie gladka powierzchnig, z widocznymi
peknigciami (Ryc. 41). Peknigcia te sg najprawdopodobniej efektem suszenia probki
w warunkach zmniejszonego ci$nienia. Materiat nie wykazywat widocznej porowatosci.
Frakcje (38-F1), (38-F2) i (38-F3) cechowata struktura o mniejszej jednorodnosci niz
produkt (38). Dodatkowo, frakcja (38-F1) prezentowata wigkszy stopiefn pofaldowania,
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co prawdopodobnie wynikalo z wigkszego stopnia rozgalezienia lancucha gléwnego
pektyny (rozdziat 3.4.1.5).

Morfologia produktu z wytlokéw owocu maliny (M2) wykazywala podobne
zalezno$ci od struktury chemicznej, jak w przypadku produktow czarnej porzeczki (Ryc.
42). Produkt (M2) charakteryzowatl si¢ zwarta, warstwowa organizacja, z niewielkimi
chropowato$ciami na powierzchni. Frakcja (M2-F1) miala forme tusek o ostrych
krawedziach, z licznymi nier6wno$ciami na powierzchni. W przypadku (M2-F2)
zaobserwowano rozwarstwienia zauwazalne w przekroju produktu oraz nieregularne
agregaty na powierzchni.

Analiza SEM dla produktu (T3) wykazata zwartg strukture czastek o nieregularne;j,
lecz relatywnie gladkiej powierzchni (Ryc. 43). Przy wigkszym powigkszeniu (1 500%)
zaobserwowano gesto upakowane, drobnoziarniste skupiska. Struktura frakeji (T3-F1)
byla wyraznie niejednorodna, stwierdzono tez obecno$¢ agregatow i licznych porow.
Frakcja (T3-F2) miata forme¢ plaskich tusek o zwartej i bardziej uporzadkowanej
strukturze niz (T3-F1), cho¢ na jej powierzchni zaobserwowano niewielka chropowatos¢.

Struktura powierzchni produktéw wyodrebnionych z wyttokow owocu rokitnika
réznila si¢ od struktury powierzchni produktow uzyskanych z pozostatych surowcow
(Ryc. 44). Obserwacje przy uzyciu SEM wykazaty, ze zarowno produkt (R2) jak i jego
frakcje, mialy posta¢ plaskich ptatkow o ostrych krawedziach, zorganizowanych
warstwowo. Struktura frakcji (R2-F1) byla wyraznie niejednorodna, a jej powierzchnia
byta nieregularna, natomiast powierzchnia (R2-F2) wykazata wysoka jednorodnosc¢.

Poréwnanie morfologii produktow z réznych surowcoéw odpadowych i ich frakcji
pozwolilo zaobserwowac, ze w wyniku procesu frakcjonowania na ztozu IEC otrzymano
pektyny o odmiennej organizacji strukturalnej. Struktura frakcji eluowanych ze zloza
chromatograficznego, przy uzyciu roztworu NaCl o wyzszym stgzeniu (~0,4 M), byla
bardziej nieregularna z uwagi na obecno$¢ licznych poroéw i agregatow. Z kolei struktura
frakcji, ktore uzyskano przy uzyciu soli o nizszym stezeniu (~0,3 M) charakteryzowala
si¢ wigksza jednorodnoscig. Mozna przypuszczaé, ze frakcje o mniejszym stopniu
kwasowosci wynikajacym z mniejszego powinowactwa do ztoza DEAE prezentuja

wiekszg zdolnos¢ do przybierania uporzadkowanej formy.
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Ryec. 42. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wyttokow
owocu maliny (M2) oraz jego frakcji (M2-F1) i (M2-F2), uzyskanych
na drodze chromatografii jonowymienne;.

(38-F3)
< Ryec. 41. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wyttokéw owocu
czarnej porzeczki (38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3), uzyskanych
na drodze chromatografii jonowymienne;j.
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Ryec. 43. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego Ryec. 44. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego
z wyttokéw owocu truskawki (T3) oraz jego frakcji (T3-F1) z wyttokéw owocu rokitnika (R2) oraz jego frakcji (R2-F1)
i (T3-F2), uzyskanych na drodze chromatografii i (R2-F2), uzyskanych na drodze chromatografii
jonowymienne;j. jonowymienne;.
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Pory obserwowane na powierzchni badanych produktéw mozna wigzaé
z odparowywaniem wody z matrycy polisacharydowej, co w efekcie prowadzito do
reorganizacji strukturalnej. Obecno$¢ poréw obserwowano glownie na powierzchni
frakcji, rzadziej w catych produktach. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ faktem, ze
w tancuchach polisacharydowych frakcji pektynowych wystepuja liczne domeny HG,
przy jednoczes$nie niskim stopniu metylowania reszt GalA w poréwnaniu do catych
produktow. Cechy te determinujg bardziej hydrofilowy charakter frakcji, co przektada si¢
na ich wyzsza zdolno$¢ do retencji wody [Einhorn-Stoll, 2018]. W konsekwencji mozna
przypuszczaé, ze woda z powierzchni o wigkszym powinowactwie do wody odparowuje
wolniej podczas suszenia, a zwigkszona lepko$¢ uktadu polisacharydowego utrudnia
zasklepianie powstajacych zaglebien na powierzchni.

Z kolei organizacja przestrzenna lancuchow w calych produktach moze by¢
determinowana przez oddziatywania elektrostatyczne oraz wigzania wodorowe.
W $rodowisku o odczynie obojetnym grupy karboksylowe reszt GalA wystepuja gtdéwnie
w formie zdeprotonowanej. Wraz ze wzrostem ich gestosci powierzchniowej nasilajg si¢
odpychajace oddzialywania elektrostatyczne, co sprzyja przyjmowaniu przez tancuchy
cukrowe bardziej rozwinigtej, zrelaksowanej konformacji. Jednocze$nie wigzania
wodorowe, wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowe, moga sprzyja¢ agregacji lancuchow
pektyny. Uzyskane wyniki wskazuja, ze morfologia pektyn zalezy od ich struktury
chemicznej, ktéra determinuje zaréwno organizacj¢ strukturalng tancuchow

polisacharydowych, jak i ich wiasciwosci fizykochemiczne.

Badaniu metodg SEM-EDS poddano produkty (38), (M2), (T3) oraz (R2) wraz z
dominujacymi frakcjami (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1). Mapowanie EDS
umozliwilo identyfikacje pierwiastkéw zwigzanych z matryca polisacharydows, a takze
oceng ich rozmieszczenia oraz lokalnego zageszczenia na powierzchni probek.

Sktad pierwiastkowy analizowanych produktow i ich frakcji byl zdominowany przez
wegiel itlen, co jest charakterystyczne dla zwigzkow weglowodanowych. Produkty
optymalne wykazywaly wigksze zroznicowanie zaro6wno pod wzgledem skladu
pierwiastkowego, jak i udziatu poszczegdlnych pierwiastkéw. Produkty (38), (M2), (T3),

(R2) charakteryzowaty si¢ wyzsza iloscig azotu, wapnia, potasu, fosforu i siarki.
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N 167 31
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S 0.1 00
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Na 0.0 01
Si 0.0 0.0
Mg 00 01
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Ryec. 45. Obrazy SEM produktow optymalnych oraz frakcji dominujacych wraz z mapowaniem pierwiastkowym (A) oraz widmami EDS (B).
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Z kolei (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) wykazywatly bardziej wyrazny udziat
sodu i chloru, co moze wynika¢ z niepetnego usunigcia soli po procesie separacji IEC,
pomimo zastosowanej dializy w wodzie dejonizowanej. Obecno$¢ azotu moze
wskazywac na pozostato§¢ komponentéw biatkowych (np. reszt aminokwasowych) lub
innych zwiazkdéw azotowych pochodzenia roslinnego. Jony wapnia w strukturze pektyn
wynikaja ze zdolno$ci kompleksujacych grup karboksylowych oraz licznych reszt
hydroksylowych pektyn, tworzacych kompleksy typu ,.egg-box. W analizowanych
probkach wykryto réwniez $ladowe ilosci zZelaza, fosforu i miedzi, ktérych obecnosé

moze mie¢ natur¢ natywna.
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4. PODSUMOWANIE

Celem rozprawy byla optymalizacja procesu ekstrakcji pektyn z wyttokoéw
wybranych rodzimych owocow jagodowych z wykorzystaniem naturalnych mieszanin
gleboko eutektycznych (NADES) oraz charakterystyka otrzymanych produktoéw i ich
frakcji pektynowych z zastosowaniem szeregu metod analitycznych.

Badania rozpoczetam od wyboru biomasy odpadowej stanowiagcej zrodto pektyn
o wysokim potencjale. Przeglad literatury oraz analiza danych statystycznych umozliwity
wybor wytlokéw owocoéw czarnej porzeczki jako surowca modelowego oraz wyttokow
maliny, truskawki i rokitnika jako surowcdéw alternatywnych.

Ekstrakcje wstgpne w wodzie (HWE; 100°C, 4 h) potwierdzily wybdér wytlokow
czarnej porzeczki jako gléwnego przedmiotu badan, gldwnie ze wzgledu na wysoki
udziat cukréw oraz UA, co zostalo zbadane przy pomocy analiz kolorymetrycznych.
Produkt byt bogaty w polifenole, co stanowito istotne wyzwanie technologiczne.

W kolejnym etapie przeprowadzitam badania majace na celu okreslenie parametrow
wstepnych procesu ekstrakcji  pektyn z surowca modelowego w wodzie,
z uwzglednieniem czasu ekstrakcji jako zmiennego parametru oraz zastosowania
maceracji jako etapu wstepnego. W rezultacie otrzymano produkty z r6zng wydajnoscia,
zrdznicowane pod wzgledem kompozycji chemicznej, sposrdd ktérych za najbardziej
obiecujacy uznano produkt (4) (100°C, 4h, bez maceracji). Wyznaczone parametry
wykorzystano w kolejnym etapie badan.

Kolejny etap badan obejmowat przeprowadzenie ekstrakcji z zastosowaniem mediow
o zrdznicowanym pH oraz sile jonowej, bazujac na odczynnikach chemicznych
charakteryzujacych si¢ obnizonym oddziatywaniu $rodowiskowym. Sformutowano
ogblne wnioski na temat pH $rodowiska ekstrakcyjnego oraz przewodnictwa jonowego
srodowiska ekstrakcyjnego, sprzyjajacych ekstrakcji polisacharydow z wysoka
efektywnoscig oraz wysokim udziatem kwasow uronowych. Na tej podstawie, a takze w
oparciu o doniesienia literaturowe, zadecydowano o wykorzystaniu ChCl oraz CA jako
komponentéw mieszaniny NADES. Wstepne ekstrakcje NADES (ChCI/CA, stosunek
molowy 1:1) umozliwity ekstrakcje polisacharydow bogatych w UA z wysoka
wydajno$cig. Istotnym elementem eksperymentu byta rowniez ocena wptywu dodatku
wody do uktadu NADES podczas przygotowania medium ekstrakcyjnego. Ze wzgledu
na wysoka lepko$¢ uktadu NADES czg$ciowe rozcienczenie mieszaniny wodg uznano za

rozwigzanie korzystne technologicznie. Charakterystyka chemiczna, przeprowadzona
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z wykorzystaniem metod kolorymetrycznych, wskazata preferowany stosunek masowy
NADES/woda rowny 1:9.

Kolejny etap obejmowat optymalizacj¢ procesu ekstrakcji pektyn z wyttokow
owocoOw czarnej porzeczki z wykorzystaniem uktadu NADES ChCl/CA (NADES/woda
1:9). Proces optymalizacji zrealizowano w oparciu o metodologic RSM przy
wykorzystaniu planu eksperymentalnego /-optimal. Jako zmienne niezalezne przyjeto
liczbe moli ChCl oraz CA w mieszaninie NADES (X}, X>), a takze czas ekstrakcji (X3).
Zmienne odpowiedzi obejmowaly wydajno$¢ procesu oraz udziat cukréw, kwasow
uronowych i zwigzkow polifenolowych w uzyskanych produktach. Analiza statystyczna
oraz ocena stopnia dopasowania modelu umozliwity predykcje parametrow optymalnych,
ktérych weryfikacja eksperymentalna doprowadzita do wuzyskania produktow
optymalnych (37, 38, 39). Sposréd nich produkt (38) (ChCI/CA 1,5:2; 100°C, 4 h)
wskazano jako dominujacy.

Na dalszym etapie badan skoncentrowano si¢ na ekstrakcji polisacharydow
z wyttokow owocoéw maliny, truskawki oraz rokitnika. W kazdym przypadku
przeprowadzono ekstrakcje z wykorzystaniem jako medium ekstrakcyjnego: wody, 10%
roztworu kwasu cytrynowego oraz ukladow NADES (100°C, 4 h) wyznaczonych na
etapie optymalizacji. Analiza chemiczna wykazala przewage produktéw uzyskanych na
drodze ekstrakcji NADES, szczeg6lnie pod wzgledem ilosci UA. Na tej podstawie
wytypowano produkty optymalne wsrod badanych biomas odpadowych: malina (M2),
truskawka (T3) oraz rokitnik (R2).

Produkty kontrolne czarnej porzeczki (4) i (11) oraz optymalne (38), (M2), (T3)
1(R2) oczyszczono na drodze chromatografii jonowymiennej. Uzyskane frakcje
przeanalizowano pod katem kompozycji chemicznej z wykorzystaniem metod
kolorymetrycznych, ktore wykazaty eliminacje czgéci sktadnikow towarzyszacych,
takich jak polifenole oraz biatka. Na tej podstawie dokonano wyboru dominujacych
frakcji pektynowych (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1) dla kazdego z produktow
optymalnych (38), (M2), (T3) i (R2).

Dominujace frakcje poddano dodatkowej analizie pod katem jednorodnosci
z wykorzystaniem chromatografii zelowej na zlozu Sephadex LH-20. Analiza wykazata
obecnos¢ frakcji polisacharydowych oraz polifenolowych o czgsciowo naktadajacych sie
sygnalach, co moze wskazywa¢ na wystgpowanie komplekséw polifenolowo-

polisacharydowych. Odnotowano $ladowy udziat bialek, co przypuszczalnie bylo
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efektem oczyszczania na drodze IEC. Jednoczesnie odnotowano pewien stopien
niejednorodnos$ci, szczegdlnie w przypadku frakcji pektynowej czarnej porzeczki
(38-F1) oraz rokitnika (R2-F1).

Produkty optymalne (38), (M2), (T3) i (R2) wraz z odpowiadajacymi im frakcjami
pektynowymi poddano analizie HPLC-SEC, ktéra wykazata obecnos$¢ frakcji o matej
i $redniej masie czasteczkowej. Stwierdzono istotny udziat frakcji o niskiej 1 $redniej
masie czasteczkowej, co moze wynika¢ z warunkow ekstrakcji z zastosowaniem NADES.
Frakcje wykazywaty wigksza jednorodno$¢ w porownaniu z produktami wyjsciowymi.
Jednoczes$nie produkty otrzymane z wytlokéw z owocow czarnej porzeczki oraz rokitnika
wykazaly wyzszy stopien niejednorodnosci w zestawieniu z pozostalymi preparatami.

Chromatografia GC-MS umozliwita okreslenie sktadu monosacharydowego
badanych produktéw oraz weryfikacje udziatu kwaséw uronowych, w szczegdlnosci
kwasu galakturonowego. Otrzymane profile monosacharydowe byty typowe dla pektyn
i wykazywaly istotny udzial GalA, przy jednoczesnym zrdéznicowaniu udziatu
pozostatych komponentow w zalezno$ci od rodzaju surowca.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

(38)
(38-F1)
(M2)
(M2_F1)
(T3)
(T3_F1)
(R2)
(R2_F1)

mRha mAra mXyl “Man Gal mGlc mGalA

Ryec. 46. Kompozycja monosacharydowa produktow (38), (M2), (T3) i1 (R2)
oraz frakcji (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1).

Preparaty o wyzszym udziale GalA wykazywaly wigkszy stopien liniowosci, co mozna
wigza¢ z dominacjag domen HG w obrebie tancucha polisacharydowego. Z kolei frakcje
wzbogacone w cukry neutralne (Gal, Glc, Rha, Ara) przypuszczalnie charakteryzowaty
si¢ wickszym udzialem regionéw RG-I, o zrdznicowanym stopniu rozgatezienia
tahcuchow bocznych w zaleznosci od surowca oraz ilosci cukrow neutralnych.
Najwyzszy stopien zlozonosci strukturalnej prezentowaly preparaty otrzymane

z wytlokéw owocoOw czarnej porzeczki.
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Kontynuacj¢ badan strukturalnych stanowita technika ATR-FTIR. Uzyskane widma
prezentowaly istotne podobienstwa, a ich ogolny przebieg byl charakterystyczny dla
pektyn. Analiza wykazata wyrazne obnizenie stopnia estryfikacji DE po frakcjonowaniu
produktéw optymalnych na drodze chromatografii jonowymiennej. Sposréd badanych
probek jedynie produkt (38) mozna Dbylo zaklasyfikowaé jako pektyne
wysokometoksylowa (HM, DE > 50%). Frakcje charakteryzowaty si¢ uproszczonym
profilem, co moze by¢ zwigzane z ich wyzsza jednorodnoscia strukturalng.

Analiza widm NMR wykazala r6znice pomigdzy produktem optymalnym (38) a jego
frakcja (38-F1). Proces frakcjonowania prowadzil do oczyszczenia produktu
wyjsciowego, czemu towarzyszylo uproszczenie struktury i obnizenie stopnia estryfikacji
frakcji, co potwierdzono na podstawie widm NMR.

Na podstawie analiz GC-MS oraz NMR zaproponowano struktury dominujacych
frakcji pektynowych uzyskanych z badanych wytlokéw owocowych. Wykazano
obecno$¢  charakterystycznych ~ domen  homogalakturonianu  (HG)  oraz
ramnogalaturonianu I (RG-I), réznigcych si¢ stopniem rozgalezienia oraz udzialem
cukrow neutralnych w zalezno$ci od rodzaju surowca. Najbardziej ztozong strukturg
charakteryzowata si¢ frakcja uzyskana z wytlokdw owocu czarnej porzeczki. Wyniki
wskazuja rowniez na obecno$¢ fragmentéw arabinogalaktanowych oraz struktur

zawierajacych reszty ksylozy i kwasu glukuronowego.

(A) (D)

(B)

(€)

Ryec. 47. Propozycja struktury frakcji pektynowej (38-F1) otrzymanej z wytlokow
owocu czarnej porzeczki.
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Ryec. 48. Propozycja struktury frakcji pektynowej (M2-F1) otrzymanej z wytlokow
owocu maliny.

(A)

(B)

(€)

o Cen () e
A Rha Q GlcA

Ryec. 49. Propozycja struktury frakcji pektynowej (T3-F1) otrzymanej z wyttokow
owocu truskawki.
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Ryec. 50. Propozycja struktury frakcji pektynowej (R2-F1) otrzymanej z wyttokow
owocu rokitnika.

Analiza mikroskopowa SEM-EDS wykazata zalezno$¢ pomigdzy morfologia
produktow pektynowych a skltadem chemicznym oraz obecnoscia sktadnikow

nieorganicznych. Uzyskane wyniki wskazujg na zmiany organizacji strukturalnej frakcji
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po oczyszczaniu metodg IEC. Identyfikacja azotu moze wskazywaé na obecnosé
resztkowych struktur biatkowych lub innych zwigzkéw azotowych pochodzenia

roslinnego.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wyttoki z owocow czarnej
porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika stanowig cenne zrédlo pektyn. Ekstrakcja
z zastosowaniem naturalnych mieszanin glgboko eutektycznych (NADES), prowadzona
w zoptymalizowanych warunkach procesowych, umozliwila efektywna ekstrakcje
pektyn z badanych biomas odpadowych. Analiza wieloskalowa, wykorzystujaca metody
spektrofotometryczne, spektroskopowe, chromatograficzne oraz mikroskopowe,
umozliwila przeprowadzenie kompleksowej charakterystyki kompozycji chemicznej
oraz strukturalnej uzyskanych pektyn. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych
badan nad wtasciwo$ciami, strukturg oraz potencjatem aplikacyjnym wyekstrahowanych
frakcji pektynowych pochodzenia owocowego.

Uzupetnieniem wykonanych badan bytoby przeprowadzenie optymalizacji ekstrakcji
pektyn z wyttokow owocowych niezaleznie dla kazdego z dodatkowo analizowanych
surowcow. Krok ten umozliwitby uzyskanie petnego obrazu na temat ekstrakcji pektyn
z wykorzystaniem uktadu NADES (ChCl/CA) oraz metodologii RSM z zastosowaniem
planu /-optimal.

Potwierdzenie struktury uzyskanych pektyn wymaga przeprowadzenia rozszerzonych
analiz strukturalnych NMR zaréwno dla produktow natywnych, jak i frakcji uzyskanych
z wyttokéw owocoéw maliny, truskawki oraz rokitnika. Cenne rozwini¢cie badan
strukturalnych stanowitaby metoda Hakomoriego, umozliwiajaca okreslenie typu wigzan
glikozydowych obecnych w glikanach, co dostarczytoby dodatkowych informacji oraz
umozliwilo poglebienie interpretacji struktury badanych preparatow [Pettolino i in.,
2012]. Istotnym uzupetlieniem badan bylaby réwniez charakterystyka wiasciwosci
reologicznych, obejmujaca lepkos¢, zdolnos¢ do zelowania, zdolno$¢ do wigzania wody
oraz ocen¢ zachowania pseudoplastycznego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze uklady NADES stanowig perspektywiczne medium
ekstrakcyjne do izolacji pektyn z biomasy odpadowej pochodzenia owocowego oraz
moga znalez¢ zastosowanie w projektowaniu bardziej zréwnowazonych procesow

ekstrakcyjnych.
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5. MATERIALY I METODY

5.1. Aparatura

— demineralizator Hydrolab HLP 300sp (Polska)

— system odparowywania prozniowego RapidVap Labconco (USA)

— czytnik mikroptytek SPECTROstar Nano, BMG Labtech (Niemcy)

— spektrofotometr Cecil CE 2021, Cecil Instruments (Wielka Brytania)

—  spektrometr FTIR - IRSpirit wyposazony w przystawke ATR, Shimadzu (Japonia)

— spektrometr FTIR - Nicolet iS50 FTIR wyposazony w detektor DTGS, Thermo Fisher Scientific
(USA)

— spektrometr NMR — AVANCE III HD 400 MHz z sondg Prodigy, Bruker (USA)

— chromatograf gazowy — Trace GC Ultra sprz¢zony ze spektrometrem mas ITQ 700 z detektorem
putapki jonowej kwadrupolowej, Thermo Scientific (USA)

— chromatograf Agilent 1260 Infinity GPC/SEC wyposazony w detektory DAD i RI, Agilent
Technologies (USA)

— soczewkowy mikroskop skaningowy JSM-6601LV, JEOL (Japonia)

—  mikroskopu optyczny Achios X Observer (Niemcy), wyposazony w kamer¢ cyfrowag CMEX-18
PRO oraz oprogramowanie Image Focus Alpha

5.2.  Materialy i odczynniki

Surowiec roslinny

Wytloki owocowe z czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) w postaci suchego, sypkiego,
ciemnofioletowego proszku o swoistym, charakterystycznym zapachu, zakupiono na lokalnym rynku —
firma zielarska Zdrowsze Zycie, MAC IT Czwojdrak Edyta (Miejska Gorka, Polska). Pozyskano 3 kg
surowca roslinnego, pakowanego w opakowania o masie 1 kg. Wyniki badan fizykochemicznych
przedstawionych w specyfikacji zakupionego produktu, wykazuja udziat wody na poziomie nizszym niz
12%, przy czym dane z uzyskanego od producenta certyfikatu wskazuja na 9,8%.

Wyttoki owocowe z malin (Rubus idaeus L.), truskawek (Fragaria x ananasa Duchesne) oraz rokitnika
(Hippophae rhamnoides) uzyskano w ramach wspotpracy z Firmg Frunutex Sp. z o0.0. (Lublin, Polska).
Surowiec roslinny dostarczono w papierowych opakowaniach o masie 4 kg. Specyfikacja produktow
wskazuje na ilos¢ wody ponizej 10%, wielko$¢ czastek mniejszg niz 5 mm. Producenci deklaruja, ze
wytloki po ttoczeniu soku umieszczane sa w chtodni, a nastgpnie suszone przy uzyciu suszarni potkowe;j
(komorowej) w temperaturze 55°C przez 12 h. Nastgpnie wytloki zostaty poddane procesowi separacji
mechanicznej przy uzyciu zygzaka oraz sit.

Firma Frunutex Sp. z o.0. posiada certyfikat dla podmiotu ekologicznego w UE potwierdzony przez
upowazniony organ kontrolny (EKO GWARANCIJA PTRE), co zostalo przeze mnie zweryfikowane za
posrednictwem IMSOC (ang. Information Management System for Official Controls, Zintegrowany
System Zarzadzania dla Kontroli Urzgdowych).

Producenci wybranych surowcow roslinnych deklaruja, ze zostaly one wyprodukowane bez GMO.

Materialy

— zloze jonowymienne DEAE-Sephadex - Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

— zloze jonowymienne DEAE-Sephadex A50 — Cytiva, Danaher Corporation (Marlborough,
Massachusetts, USA), zakup za posrednictwem Merck (Darmstadt, Niemcy)

—  zloze chromatograficzne Sephadex LH-20, lipofilowe — Sigma (Lublin, Polska)

—  zloze jonowymienne, silny kationit, Dowex® 50WX8, hydrogen form— Sigma-Aldrich (Warszawa,
Polska)

— worek dializacyjny celulozowy, Spectra Por, MW 12-14 kDa, ROTH (Karlsruhe, Niemcy)

— worek dializacyjny celulozowy, Spectra Por, MW 12400 Da, ROTH (Karlsruhe, Niemcy)
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kolumna kapilarna RTX®-2330, Restek (Bellefonte, Pensylwania, USA)
kolumna kapilarna HEMA-BIO 300 oraz HEMA-BIO 1000, 8 mm x 250 mm (Tessek, Czechy)
uniwersalne papierki wskaznikowe (pH 1-14)

Odczynniki

chlorek choliny (= 98%), Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

kwas cytrynowy monohydrat, P.P.H. STANLAB (Lublin, Polska)

kwas L(+)-askorbinowy cz.d.a., POCH (Gliwice, Polska)

kwas szczawiowy cz.d.a., Odczynniki Chemiczne, Lubelskie Przedsigbiorstwo Przemystowo-
Handlowe, L.P.P.H ,,OCH” (Lublin, Polska)

szczawian amonu monohydrat, cz.d.a., PPH Polskie Odczynniki Chemiczne, POCH (Gliwice,
Polska)

Kwas winowy cz., Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

winian sodu 2hydrat cz., PPH Polskie Odczynniki Chemiczne, POCH (Gliwice, Polska)

glukoza bezwodna cz.d.a., P.P.H STANLAB (Lublin, Polska)

fenol cz.d.a., Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

kwas siarkowy stgzony, >95%, POCH (Warszawa, Polska)

di-sodu tetraboran 10 hydrat cz.d.a., ACS (Na2B4+O7 x 10 H20), POCH (Warszawa, Polska)
m-hydroksydifenol 85% (HDP), Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

wodorotlenek sodu mikrogranulki cz.d.a., POCH (Warszawa, Polska)

kwas galakturonowy monohydrat (GalA), >97%, Fluka (Charlotte, North Carolina, USA)
odczynnik Folin-Ciocélteu, cz.d.a., Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

kwas galusowy monohydrat, Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

weglan sodu bezwodny, POCH (Warszawa, Polska)

siarczan (II) miedzi (VI) CuSOs, Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

Bovine Serum Albumin (BSA), Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

HCl stezony, P.P.H. STANLAB (Lublin, Polska)

chlorek sodu NaCl, POCH (Warszawa, Polska)

metanol, P.P.H. STANLAB (Lublin, Polska)

imidazol >99%, Merck (Darmstadt, Niemcy)

borowodorek sodu NaBH4, >98%, Fluka (Charlotte, North Carolina, USA)

kwas octowy lodowaty, r-r 99,5% cz.d.a., POCH (Warszawa, Polska)

MES bufor, MES hydrat min. 99.5%, SIGMA

CDI, karbodiimid —  N-Cyclohexyl-N’-(2-morpholinoethyl)carbodiimide =~ methyl-p-
toluensulfonate 95%, Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

kwas trifluorooctowy TFA, 99,5% for biochemistry, POCH (Warszawa, Polska)

woda amoniakalna r-r 25% NH4OH, P.P.H. STANLAB (Lublin, Poland)

bezwodnik kwasu octowego cz.d.a., POCH (Warszawa, Polska)

pirydyna cz.d.a., POCH (Warszawa, Polska)

chlorek metylenu cz.d.a., dichlorometan, Chempur (Piekary Slaskie, Polska)

siarczan sodu bezwodny cz.d.a., Eurochem BGD Sp. z.0.0. (Tarnéw, Polska)

D20 >99%, Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)

aceton techniczny, Idalia (Radom, Polska)

dekstrany — HPLC/SEC: 0,5; 5,2; 25,5; 72,7; 158,1; 344,8; 759,4 i 1360,0 kg-mol™ (American
Polymer Standard Corporation, Mentor, OH, USA)

dekstrany — GPC: 1, 5, 50, 150, 200, 670 kDa (Sigma-Aldrich, Warszawa, Polska)
monosacharydy: ramnoza (Rha), fukoza (Fuc), ryboza (Rib), arabinoza (Ara), ksyloza (Xyl),
mannoza (Man), galaktoza (Gal), glukoza (Glc) — Sigma-Aldrich (Warszawa, Polska)
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5.3. Metody

Okreslenie ilosci wody w surowcu roslinnym

Oceng stopnia wilgotnosci surowcoéw roslinnych przeprowadzono bazujac na danych literaturowych
[FP VIII, 2008]. Nawazke biomasy (5 g) suszono w uprzednio zwazonej szalce Petriego przez 2 godziny w
temperaturze ok. 65°C. Po tym czasie, naczynie z surowcem przykrywano pokrywka w celu ograniczenia
kontaktu probki z wilgocia atmosferyczng oraz wszelkimi zanieczyszczeniami na czas studzenia szkta. Po
ochtodzeniu szalki do temperatury pokojowej przystepowano do pomiaru masy. Suszenie kontynuowano
do stalej masy (r6znica pomi¢dzy kolejnymi pomiarami nie wynosita wigcej niz 0,005 g).

Oznaczenie wykonano dla wytlokow owocowych czarnej porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika,
w trzech powtorzeniach dla kazdego rodzaju surowca, zgodnie ze wzorem:

W(%) = ﬁ x 100 [10],

gdzie:

W (%) — zawarto$¢ wody w materiale ro§linnym;

m, — masa suchej szalki Petriego wraz z pokrywka (g);

m, - masa suchej szalki Petriego wraz z pokrywka oraz materiatem roslinnym przed rozpocz¢ciem

procesu suszenia (g);

m, - masa suchej szalki Petriego wraz z pokrywka oraz materialem roslinnym po wysuszeniu do

statej masy (g).
Wyniki koncowe przedstawiono jako $rednia z trzech oznaczen wraz z odchyleniem standardowym (g) oraz
udzial wody w probce wyrazong w procentach masowych.

Ocena wizualna surowca roslinnego pod mikroskopem optycznym

Obserwacje surowcow roslinnych przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu optycznego Achios
X Observer (Zeiss, Niemcy) wyposazonym w kamere cyfrowa CMEX-18 PRO wraz z oprogramowaniem
Image Focus Alpha. Niewielka ilo$¢ suchego materiatu ro§linnego przeniesiono na szkietko podstawowe
1 z wykorzystaniem dodatkowego zrodta swiatta w postaci lampy laboratoryjnej, poddano ocenie wizualnej
przy zastosowaniu powigkszenia 4 - 10x.

Procedura ekstrakcji polisacharydow 7 biomasy roslinnej w srodowisku wodnym (ekstrakcja w wodzie)

Ekstrakcje wstgpne przeprowadzono dla wyttokdw owocowych z czarnej porzeczki, maliny, truskawki
oraz rokitnika. Nawazke surowca roslinnego (50 g) ekstrahowano 750 ml wody dejonizowanej (1:15 w/v).
Ekstrakcje ciato state — ciecz prowadzono w 100°C pod chtodnicg zwrotng przez 4 h. Uzyskane ekstrakty
(el — eIV) oddzielono od fazy statej poprzez filtracj¢ przez gaze¢ opatrunkowa, nastgpnie odwirowano (4500
obr./min), a otrzymany supernatant poddawano filtracji grawitacyjnej. Ekstrakty zaggszczono do ok. 150
ml, a nastgpnie wytracono makromolekuly nierozpuszczalne w alkoholu (AIR) poprzez zalanie 2 000 ml
schtodzonego do ok. 3°C metanolu i pozostawienie na 2 h w temperaturze pokojowej (RT) przy ciagtym
mieszaniu. Osad oddzielono od metanolowego przesaczu metoda filtracji ci$nieniowej przy wykorzystaniu
lejku Buchnera, a nastgpnie wysuszono go w piecu (~ 60°C). Suchy produkt ponownie rozpuszczono w 50
ml wody dejonizowanej, a nastgpnie poddano dializie w celu usunig¢cia zwigzkéw maloczasteczkowych.
Wykorzystano w tym celu membrang dializacyjng Spectra/Por® (MWCO: 12-14 kDa, Spectrum Labs).
Dializg kontrolowano poprzez pomiar przewodnos$ci wlasciwej wody dejonizowanej, a proces zakonczono
w momencie uzyskania wartosci rownej do wartosci wyjsciowej (72 — 96 h). Oczyszczony produkt roslinny
odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem z wykorzystaniem urzadzenia RapidVap (Labconco,
USA). W rezultacie otrzymano produkty polisacharydowe z wytlokéw czarnej porzeczki (I), maliny (II),
truskawki (IIT) oraz rokitnika (IV).

Procedura ekstrakcji polisacharydow 7 wytlokow czarnej porzeczki w Srodowisku wodnym
(ekstrakcja w wodzie) — ustalenie wstgpnych parametrow procesowych

Ekstrakcje w wodzie prowadzono metoda maceracji (1) oraz ekstrakcji na goraco (HWE), przy
zmiennym czasie trwania procesu (2-7). Kazdorazowo odwazono 50 g wytloku czarnej porzeczki, ktore
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zalewano 750 ml wody dejonizowanej (1:15 w/v). Maceracj¢ (1) (MAC) prowadzono przez 24 h
w temperaturze pokojowej (RT), natomiast HWE w temperaturze 100°C przez 2, 4 i 6 h (2-4), pod
chtodnica zwrotng. Dodatkowo oceniono wplyw wstepnego etapu maceracji na przebieg ekstrakcji HWE
(5-7) MAC/HWE).

Ekstrakty schtodzono do temperatury otoczenia, a nast¢gpnie oddzielono od fazy statej poprzez przesaczenie
przez gazg opatrunkows, wirowanie (4500 obr./min) oraz filtracj¢ grawitacyjng. Objetos¢ ekstraktu
zredukowano (ok. 150 ml) i poddano wytracaniu metanolem (AIR) przez 2 h w RT, przy ciagtym mieszaniu.
Wytracony osad oddzielono metoda filtracji prozniowej, wysuszono (T = 60°C), a nastepnie rozpuszczono
w wodzie dejonizowane] w celu przeprowadzenia oczyszczania nadrodze dializy wobec wody
dejonizowanej. Roztwory przeniesiono do worka dializacyjnego (membrana Spectra/Por®, MWCO 12-14
kDa), a proces prowadzono przez 72 — 96 h, kontrolujac przewodnos¢ wody dializacyjnej. Po zakonczeniu
procesu, probki odparowano do sucha pod zmniejszonym cisnieniem.

Procedura ekstrakcji polisacharydow z biomasy roslinnej w wodnych mediach ekstrakcyjnych
o zroznicowanym pH i sile jonowej

Za media ekstrakcyjne o zréoznicowanym pH i sile jonowej postuzyty roztwory wodne chlorku choliny
w stezeniach 5% (8) oraz 10% (9) (ChCl), a takze wybranych kwaséw organicznych oraz ich soli: 5% (10)
i 10% (11) r-r kwasu cytrynowego (CA), 5% (12) i 10% (13) r-r kwasu szczawiowego (OA), 5% r-r
szczawiany amonu (14) (AO), 5% (15) i 10% (16) r-r kwasu winowego (TA), 5% r-r winianu sodu (17)
(ST), 5% (18) i 10% (19) r-r kwasu askorbinowego (AA). Wyttoki czarnej porzeczki (50 g) umieszczano
w wybranym medium ekstrakcyjnym oraz poddawano ekstrakcji pod chtodnicg zwrotng przez 6 h. Etapy
filtracji, zageszczania roztworu, wytracania alkoholem (AIR), dializy oraz kofcowego suszenia
przeprowadzono analogicznie do wcze$niej opisanej procedury.

Procedura ekstrakcji polisacharydow 7 biomasy roslinnej 7 wykorzystaniem NADES

Ekstrakcje pektyn z wytlokow czarnej porzeczki rozpoczeto od przygotowania naturalnych mieszanin
gleboko eutektycznych (NADES). Do kolb okragtodennych odwazono sktadniki w odpowiednich
stosunkach molowych (ChCl/CA). Sktadniki mieszano wstepnie szklang bagietka, a nast¢pnie stosowano
wyparke rotacyjna do doktadnego stopienia obu odczynnikow (70 °C, 120 rpm, max. 30 min). Po uzyskaniu
bezbarwne;j, jednorodnej cieczy o wysokiej lepkosci, do mieszaniny wprowadzono wode dejonizowang
w stosunku masowym 1:9 (NADES/woda; w/w), uzyskujac koncowa objetos¢ medium réwng 750 ml.
Otrzymany NADES przenoszono do kolby okraglodennej zawierajacej wyttoki owocowe (50 g). Dalsze
etapy procesu prowadzono analogicznie do procedury opisanej we wezesniejszym akapicie.

Przygotowanie membrany dializacyjnej

Membrang przycigto do dtugosci ok. 15 em. Polimer umieszczono w naczyniu z woda dejonizowang
z dodatkiem EDTA, wykazujacym wilasciwosci chelatujagce wobec dwuwartosciowych jonéw metali,
a nastepnie podniesiono temperature uktadu do ok. 60°C i utrzymywano jg przez ok. 10 min, regularnie
mieszajac przy uzyciu plastikowej tyzki. Membrang ptukano trzykrotnie w §wiezych porcjach wody
ogrzanej do 60°C (po 5 min). Po koncowych przeptukaniu membran¢ przechowywano w lodowce
w wodzie dejonizowanej z dodatkiem metanolu. Proces miat na celu oczyszczenie celulozowej membrany
dializacyjnej ze $rodkéw konserwujacych stosowanych przez producenta, a tym samym usprawnienie
samego procesu dializy.

Przygotowanie roztworow preparatow roslinnych

Roztwory probek roslinnych przygotowywano poprzez rozpuszczenie odwazki w wodzie
dejonizowanej do zadanego st¢zenia koncowego. Probki mieszano przez ok. 12 h, okresowo podnoszac
temperatur¢ ukladu i kontrolujac jej warto§¢. W przypadku niepelnego rozpuszczenia stosowano
dodatkowy czynnik fizyczny, jakim byty ultradzwigki (3 cykle po 2 min).
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Metody spektrofotometryczne w zakresie sSwiatla widzialnego i ultrafioletu (UV-Vis) — metody
kolorymetryczne

Metoda fenolowo-siarczanowa — oznaczenie cukréow calkowitych [Dubois i in., 1956]

Krzywa wzorcowa

Krzywa wzorcowa wykonano przy uzyciu jako wzorca roztworu glukozy (C=1 mg/ml).
W probowkach umieszczano kolejno 0 ul, 10 pl, 20 ul, 40 pl, 80 pl oraz 160 pl roztworu glukozy,
a nastepnie dopelniano woda dejonizowang do 1 ml. Probowki doktadnie mieszano, dodawano 2 krople
fenolu (o stezeniu C=9 g/ml) oraz 2,5 ml st¢zonego kwasu siarkowego (VI), ponownie mieszano
i inkubowano przez 20 min w RT. Pomiary absorbancji wykonywano przy ditugosci fali A=490 nm.
Wykreslona krzywa wzorcowa postuzyla do wyznaczenia réwnania, ktére po usrednieniu wykonanych
powtorzen, przyjeto posta¢ y=0,0118x (R?=0,9987).

Probka

Pomiar dla probek roslinnych rozpoczynano od przygotowania roztworu o st¢zeniu 10 mg/ml, ktory
nastgpnie umieszczano w probowce (25 upl) wraz z woda dejonizowang (975 pl). Po doktadnym
wymieszaniu dodawano 2 krople fenolu oraz 2,5 ml stezonego kwasu siarkowego (VI), ponownie mieszano
1 pozostawiano w temperaturze pokojowej na 20 min. Pomiary absorbancji wykonywano przy dtugosci fali
2=490 nm. Kontrolg¢ stanowita woda (975 ul) wraz z roztworem probki (25 pl) oraz stezony kwas siarkowy
(VI), nie dodawano do uktadu fenolu. Do obliczenia st¢zenia cukrow (ug/ml) wykorzystano wspotczynnik
a pozyskany z krzywej wzorcowej (C=Abs/a). Udzial procentowy cukrow catkowitych obliczono na
podstawie proporcji, przyjmujac, ze stezenie 250 pg/ml odpowiada 100%. Analize kazdego z badanych
produktow wykonywano w minimum 3 powtorzeniach. Do obliczen wprowadzono wskaznik korekty,
wyznaczony niezaleznie dla kazdego surowca roslinnego.

Metoda m-hydroksybifenylowa — oznaczenie kwasoéw uronowych [Blumenkrantz i Asboe-Hansen,
1973]

Krzywa wzorcowa

Substancj¢ wzorcowa stanowit 1 mM roztwor kwasu galakturonowego (GalA). Krzywa kalibracyjna
wykonano poprzez przygotowanie szeregu roztworéw substancji wzorcowej o kolejnych stezeniach: 0, 8,
16, 24, 32, 40, 48 ng/ml. Do kazdej probowki dodawano 3 ml 0,0125 M roztworu boraksu w st¢zonym
H2SOs4, mieszano, chtodzono w tazni lodowej, a nastgpnie inkubowano przez 5 min w 100°C. Po
ponownym schtodzeniu dodawano 50 pl roztworu m-hydroksybifenylu (0,15% roztwor HDP w 0,5%
NaOH), mieszano i inkubowano przez 30 min w RT. Pomiary absorbancji wykonywano przy dtugosci fali
A=520 nm. Wykres zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia kwasow uronowych przedstawiono w postaci krzywej
wzorcowej, ktora po usrednieniu przyjeta rownanie y=0,0122x (R?>=0,9999).

Probka

Wodne roztwory preparatow roslinnych w st¢zeniu 1 mg/ml postuzyly do przygotowania dwoch
rozcienczen kazdego z badanych produktow — 80 ug/ml (A) oraz 120 pg/ml (B, kontrola). Kazdorazowo
objetos¢ w probowcee byta rowna 500 pl. Do kazdej probowki dodawano 3 ml roztworu boraksu, mieszano,
chtodzono w tazni lodowej i inkubowano w 100°C przez 5 min. W kolejnym kroku probki chtodzono,
dodawano 50 pl roztworu m-HDP (probki A, B), przy czym w przypadku probki kontrolnej stosowano
0,5% wodny roztwor NaOH. Zawarto$¢ probowek po wymieszaniu inkubowano przez 30 min w RT.
Pomiary absorbancji wykonywano przy dlugosci fali A=520 nm. St¢zenie kwaséw uronowych (pg/ml)
obliczono z wykorzystaniem wspolczynnika a wyznaczonego zkrzywej wzorcowej (C=Abs/a).
Procentowy udzial UA okres$lono na podstawie proporcji, przyjmujac, ze stezenie 80 pg/ml (probki A) lub
120 pg/ml (probki B) odpowiada 100%. Wyniki dla probek A i B usredniono. Analiz¢ kazdego z badanych
produktow wykonywano w co najmniej 3 powtorzeniach.

Metoda zmodyfikowana stosowana do analizy eluatow IEC

Kolejne eluaty uzyskane na drodze chromatografii jonowymiennej zostaty przeniesione do probowek
(50 wl) oraz 4-krotnie rozcienczone woda dejonizowang. Do kazdej probéwki dodawano 1,2 ml 0,0125 M
roztworu boraksu w st¢zonym H2SOa4, mieszano, chtodzono w tazni lodowe;j, a nast¢pnie inkubowano przez
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5 min w 100°C. W kolejnym kroku probki ponownie chiodzono, dodawano 20 pl roztworu
m-hydroksybifenylu (0,15% roztwéor HDP w 0,5% NaOH), dokladnie mieszano i pozostawiano
w temperaturze pokojowej na 30 min. Pomiary absorbancji wykonywano przy dlugosci fali A=520 nm.

Metoda Folin-Ciocilteu — oznaczenie zwiazkéw polifenolowych [Singleton i Rossi, 1965]

Krzywa wzorcowa

Substancj¢ wzorcowa stanowil roztwor kwasu galusowego w metanolu oraz wodzie (C = 5 mg/ml).
Stosujac roztwor wyjsciowy przygotowano szereg roztworow do krzywej kalibracyjnej, ktorej stezenia
byly réwne odpowiednio 0, 50, 100, 150, 250 oraz 500 pg/ml. Nastepnie do probowek przeniesiono po
20 ul wykonanych rozcienczen kwasu galusowego, dodano 1,58 ml wody dejonizowanej oraz 100 pl
odczynnika Folin’a — Ciocélteu. Probowki wymieszano i pozostawiono z temperaturze pokojowej na 5 min.
Po tym czasie, do kazdej probéwki wprowadzono po 300 pl 25% wodnego roztworu weglanu sodu.
Probowki wymieszano i inkubowano w 40°C przez 30 minut. Pomiary absorbancji wykonywano przy
dhugoscei fali A=765 nm. Wykres zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia polifenoli opisuje krzywa wzorcowa,
ktora po usrednieniu przyjeta posta¢ y=0,001x (R?=0,9982).

Probka

Stezenie roztworow wodnych preparatow roslinnych byto rowne 1 mg/ml. Do probéwek przeniesiono
po 20 ul badanej probki, dodano 1,58 ml wody dejonizowanej oraz 100 pl odczynnika Folin’a — Ciocélteu.
Probowki wymieszano i pozostawiono z temperaturze pokojowej na 5 min. Nastepnie, do kazdej probowki
wprowadzono po 300 pl roztworu weglanu sodu, wymieszano i przeprowadzono inkubacj¢ w 40°C przez
30 minut. Pomiary absorbancji wykonano przy dlugosci fali A=765 nm. Kontrol¢ stanowita probka
zawierajaca badany preparat roslinny, natomiast odczynnik Folin’a — Ciocélteu zostat zastapiony woda
dejonizowang. Ilo$¢ polifenoli wyrazono jako procent wagowy. Analiz¢ kazdego z badanych produktow
wykonywano w co najmniej 3 powtdrzeniach.

Metoda Lowry’ego — oznaczenie bialek [Lowry i in., 1951]

roztwor A — wodny roztwor 0,05% NaxCsH4Os w 2% NaxCOs w 0,1 M NaOH

roztwor B — wodny roztwor 0,1% CuSOs

roztwor C — 45 ml roztworu A + 5 ml roztworu B, przygotowany bezposrednio przed analiza
roztwor D - odczynnik Folina-Ciocélteu/woda - 1:1,6 (v/v)

roztwor E - albumina surowicy bydlecej, C=100 pg/ml

Krzywa wzorcowa

Ilo§¢ biatka w probkach roslinnych wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej, do ktorej
sporzadzenia wykorzystano roztwory BSA o kolejnych stezeniach: 0, 2, 4, 6, 8, 10 pg/ml. Do
przygotowania st¢zen BSA wykorzystano odczynnik C. Probki doktadnie wymieszano i pozostawiono na
10 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie do kazdej proboéwki dodano 500 pl odezynnika D, doktadnie
wymieszano i inkubowano przez 30 min. Pomiary absorbancji wykonywano przy dlugosci fali A=750 nm.
Wykres zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia bialek opisuje wzor krzywej wzorcowej, ktora po usrednieniu
przyjeta posta¢ y=0,0179x (R?>=0,9995).

Probka

Do 5 ml roztworu C dodano 100 pl badanego preparatu roslinnego o st¢zeniu 1 mg/ml. Probki
doktadnie wymieszano i pozostawiono na 10 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 500 pl
odczynnika D, przy czym w kontroli zastgpiono reagent woda dejonizowana. Probka kontrolna zawierata
preparat roslinny. Inkubacj¢ prowadzono przez 30 min w temperaturze pokojowej. Pomiary absorbancji
wykonywano przy dtugosci fali A=750 nm. Udzial procentowy bialek obliczono na podstawie proporcji,
przyjmujac, ze st¢zenie 100 pg/ml odpowiada 100%. Analiz¢ kazdego z badanych produktow wykonywano
w minimum 3 powtorzeniach.

Metoda zmodyfikowana stosowana do analizy eluatow IEC

Analize¢ przeprowadzono na mikroptytce 96-dotkowej zgodnie z opisang procedurs, stosujac objetosci
zredukowane 20-krotnie.

149



Optymalizacja procesu ekstrakcji

Optymalizacj¢ ekstrakcji pektyn z wytlokow czarnej porzeczki z wykorzystaniem NADES
przeprowadzono z zastosowaniem metodologii planowania eksperymentéw (ang. Design of Experiment,
DoE) oraz analizy powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface Methodology, RSM). Zastosowano
plan I-optimal obejmujacy trzy czynniki numeryczne: (X7) liczba moli chlorku choliny w NADES, (X2)
liczba moli kwasu cytrynowego w NADES oraz (X3) czas trwania procesu ekstrakcji. Kazda ze zmiennych
niezaleznych analizowano na trzech poziomach (Xi: 1-2; Xz: 1-3; X3: 4-6 h). Wygenerowany plan
obejmowal 18 eksperymentdéw, ktorych wyniki oceniono wzgledem czterech odpowiedzi uktadu. Dla
kazdego przypadku dopasowano model powierzchni odpowiedzi i przeprowadzono analiz¢ wariancji
(ANOVA). Przydatno$¢ oraz stopien dopasowania modeli oceniono na podstawie istotnosci statystycznej
modelu (p), wspotczynnika determinacji R?, skorygowanego R? (adj. R?) oraz warto$ci wskaznika testu
adekwatno$ci. Optymalizacj¢ przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Design® Expert (wersja
13.0.5.0, Stat-Ease Inc., USA).

Frakcjonowanie na drodze chromatografii jonowymiennej (ang. Ion Exchange Chromatography, /EC)

Chromatografi¢ jonowymienng przeprowadzono przy uzyciu zelu DEAE-Sephadex (Sigma-Aldrich)
oraz DEAE-Sephadex A50 (Cytiva).

Przygotowanie ztoza:

— DEAE-Sephadex (Sigma-Aldrich): suche ztoze (ok. 15 g) umieszczono w wodzie dejonizowanej na
1 h w RT, mieszajac okresowo szklang bagietka. Zel kondycjonowano kolejno 0,1 M roztworem HCI
(30 min, RT) oraz 0,1 M NaOH (30 min, RT, okresowe mieszanie). Po kazdym etapie zel odmywano
poprzez kolejne wymiany porcji rozpuszczalnika (woda dejonizowana), do momentu uzyskania
odczynu obojetnego.

— DEAE-Sephadex A50 (Cytiva): suche ztoze (ok. 15 g) umieszczono w 0,2 M roztworze NaCl w celu
specznienia przez 48 h w RT, mieszajac okresowo szklang bagietka. Nastepnie odmyto nadmiar soli
poprzez 3-krotne przemycie woda dejonizowang. Zel przechowywano w lodéwce z dodatkiem
alkoholu etylowego jako srodka bakteriostatycznego.

Kolumng¢ chromatograficzng (5 cm x 50 cm) wypehiono ztozem do wysokosci ok. 35 cm, uprzednio
umieszczajac na jej dnie saczek filtracyjny oraz ok. 1 cm warstwe waty. Roztwor produktu roslinnego
przygotowywano poprzez rozpuszczenie ok. 500 mg preparatu w roztworze NaOH o stezeniu 0,05 M,
uzyskujac ostateczne stezenie preparatu rowne 10 mg/ml. Roztwor nanoszono na ztoze stopniowo. Wstepng
elucj¢ wykonano przy uzyciu 1500 ml wody dejonizowanej (F0). Nastepnie zastosowano wodne roztwory
NaCl o kolejnych stezeniach: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,7; 0,8; 1,0 1 1,2 M (po 150 ml kazdy).
W ostatnim etapie kolumn¢ przemywano 500 ml roztworu NaOH o stezeniu 0,1 M. Eluat zbierano
w probowkach po 7,5 ml z wykorzystaniem kolektora frakcji (Gilson FC 203B). Predkos¢ przeptywu
podczas etapu sorpcji wynosita okoto 0,5 ml/min, natomiast w trakcie elucji gradientowej stopniowo
zwigkszano ja do 2,5 ml/min.

Opracowano profile zwiazkow polifenolowych (pomiary absorpcji przy 288 nm) oraz kwasow
uronowych (metoda m-hydroksybifenylowa zmodyfikowana na potrzeby IEC) przy uzyciu czytnika
mikroptytek SPECTROstar Nano (BMG Labtech). Na ich podstawie wyodr¢bniono kolejne frakcje F1, F2
itp. Frakcja 0 (F0), uzyskana bezposrednio po zatadowaniu produktu na kolumng, oraz koncowa frakcja
(F NaOH) zobojetniono 0,1 M roztworem HCI, a nast¢pnie zaggszczono. Nastgpnie wszystkie frakcje
poddano dializie w celu usunigcia NaCl, stosujac membrang Spectra/Por® o granicy odcigcia czasteczek
(MWCO) 12-14 kDa (Spectrum Labs). Po zakonczeniu procesu frakcje odparowano do sucha oraz
przeprowadzono ich charakterystyke chemiczng z wykorzystaniem metod kolorymetrycznych (oznaczenie
cukrow catkowitych, kwaséw uronowych, zwiagzkéw polifenolowych oraz biatek).

Chromatografia kolumnowa LH-20

Jednorodno$¢ wybranych frakeji produktow roslinnych oceniano z wykorzystaniem kolumny
chromatograficznej wypetnionej zelem Sephadex LH-20 (13 mm x 30 cm), stosujgc mieszaning
CHsOH/H:0 (1:3, v/v) jako eluent. Ztoze przygotowano przez odwazenie 10 g suchego materialu oraz
pozostawienie go do pe¢cznienia w wodzie dejonizowanej w temperaturze pokojowej przez ok. 2 h,
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mieszajac okresowo szklang bagietka. Nastgpnie kolumn¢ wypelniono zlozem i przemywano trzema
objetosciami docelowego eluentu. Probke roslinng doktadnie rozpuszczono w wodzie dejonizowanej
(15 mg probki w 500 pl H20) i przefiltrowano przez filtr strzykawkowy (0,45 um) w celu usunigcia czastek
statych. Eluaty zbierano w probowkach po 1 ml przy uzyciu kolektora frakcji Gilson FC 203B, przy
przeptywie 1 ml/min. Uzyskane frakcje poddano analizie spektrofotometrycznej w celu oznaczenia cukrow
(metoda fenolowo-siarczanowa), zwiazkow polifenolowych (pomiar przy A = 288 nm) oraz biatek (metoda
Lowry’ego).

Chromatografia podziatlowa HPLC-SEC (ang. High-Performance Size-Exclusion Chromatography)

Preparaty roslinne (ok. 5 mg) rozpuszczono w 500 pl 0,1 M roztworu NaNOs przy wykorzystaniu
mieszadta magnetycznego z mozliwos$cia podgrzewania. Bezposrednio przed analiza probki przefiltrowano
na filtrze strzykawkowym (45 pm). Analiz¢ metoda wysokosprawnej chromatografii wykluczania
(GPC/SEC) przeprowadzitam przy uzyciu systemu Agilent 1260 Infinity GPC/SEC (Agilent Technologies,
USA) wyposazonego w detektory DAD i RI. Zastosowano dwie kolumny chromatograficzne HEMA-BIO
300 i HEMA-BIO 1000 (8 x 250 mm, Tessek, Czechy), potaczone szeregowo. Faz¢ ruchoma stanowit
roztwor 0,1 M NaNOs. Do kalibracji uzyto zestawu dekstranow (American Polymer Standard Corporation,
Mentor, OH, USA) o masach czasteczkowych 0,5; 5,2; 25,5; 72,7; 158,1; 344,8; 759,4 i 1360,0 kg-mol™
(wzor krzywej wzorcowej: y = -0,0023x%-0,0553x+8,9682; R?=0,9977). Do analizy uzyskanych danych
zastosowano dedykowane oprogramowanie Cirrus GPC/SEC 3.4.1. Procedura zostata przeprowadzona we
wspolpracy z zaprzyjaznionym osrodkiem naukowym — Instytutu Chemii Stowackiej Akademii Nauk,
Bratystawa, Stowacja.

Spektroskopia ATR-FTIR

Widma FTIR-ATR zarejestrowano przy uzyciu spektrometru Nicolet iS50 FTIR (Thermo Fisher
Scientific, USA) wyposazonego w detektor DTGS 1 sterowanego za pomoca oprogramowania Omnic 9.0
(Thermo Scientific). Zakres widm wynosit 4000 do 400 cm™ przy rozdzielczosci 4 cm™, dla kazdej probki
wykonujac 128 skandéw. Do pomiaréw probek w stanie statym zastosowano przystawke Smart Orbit ATR
z krysztatem diamentowym. Analizy wykonano w Instytucie Chemii Stowackiej Akademii Nauk,
Bratystawa, Stowacja. Pomiary wybranych probek (preparaty uzyskane na drodze ekstrakcji w wodzie oraz
kwasie cytrynowym z wytlokow owocoéw maliny, truskawki oraz rokitnika) zostaly wykonane na
urzadzeniu IR Spirit (Shimadzu) z przystawka ATR, przy zachowaniu niezmienionych warto$ci parametrow
pomiarowych.
Uzyskane widma wykorzystano do oznaczenia stopnia estryfikacji (DE) pektyn, w oparciu o zaleznos¢
miedzy stosunkiem intensywnosci pasma przy ok. 1740 cm™, odpowiadajacemu estryfikowanym grupom
karbonylowym, a suma intensywnosci pasm przy 1740 cm™ i 1600 cm™, przypisywanym odpowiednio
grupom estrowym oraz anionom karboksylowym [Kyomugasho i in., 2015].

Chromatografia gazowa sprzeiona ze spektrometrig mas GC-MS — analiza acetylowanych alditolowych
pochodnych cukrow

Analiza preparatow roslinnych

[lo$¢ kwaséw uronowych (UA) oraz sktad monosacharydowy wybranych produktéow oraz ich frakcji
analizowano zgodnie z protokotem Pettolino i in. (2012).

Procedure¢ podwdjnej redukcji, umozliwiajacg oznaczenie kwaséw uronowych, rozpoczeto od
odwazenia do probowki Schott’a z teflonowa zakretka ok. 5 mg probki, ktéra poddano reakcji z 800 pl
karbodiimidu o st¢zeniu 500 mg/ml, buforem MES (400 pl; 0,2 M) i woda (2 ml), w 30 °C przez 3 h.
Dodano 2 ml 4 M r-ru imidazolu, a nast¢gpnie, podczas inkubacji w lodzie, stopniowo wprowadzano 4 ml
NaBH4 (70 mg/ml). Reagent wymagatl dodawania kroplami ze wzglgedu na gwaltowny charakter reakcji
redukcji grup karboksylowych do hydroksylowych. Probki inkubowano przez noc w RT. Po zakonczeniu
redukcji probki zakwaszono poprzez dodanie 2 ml lodowatego kwasu octowego w celu usuni¢cia nadmiaru
NaBHa4. Nastgpnie poddano je dializie wobec wody dejonizowanej (MWCO 12400 Da) i odparowano do
sucha pod zmniejszonym cisnieniem. Ostatecznie probki przemyto 3-krotnie metanolem w celu usunigcia
resztek wilgoci oraz zwigzkodw boranowych.
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Drugi etap przygotowania probek obejmowal procedur¢ umozliwiajaca okreslenie sktadu
monosacharydowego badanych preparatow. Na tym etapie wykorzystano zaréwno osady uzyskane
w wyniku dzialan opisanych w poprzednim paragrafie, jak i nowe nawazki produktéw (~5 mg). Kazda
z probek zostata poddana hydrolizie w 2,5 M TFA w 121°C przez 5 h. Po odwirowaniu supernatant
odparowano pod ci$nieniem do sucha, przemywajac na koniec kilkukrotnie metanolem. Redukcje
przeprowadzono przy wykorzystaniu 100 ul 1 M NaBHa przygotowanego w 2 M roztworze NH+OH oraz
100 ul 2 M NH4OH (inkubacja w 40°C przez 90 min). Nadmiar reduktora usuni¢to za pomoca kationitu
Dowex® 50WX8, ktory nastgpnie oddzielono poprzez filtracj¢ grawitacyjna. Probki odparowano do sucha
pod zmniejszonym ci$nieniem, na koniec przemywajac kilkukrotnie metanolem. W ostatnim etapie
uzyskane osady przeksztalcono do formy lotnej poprzez poddanie ich acetylacji bezwodnikiem octowym
w obecnosci pirydyny. Otrzymane pochodne ekstrahowano dichlorometanem (DCM), a frakcje¢ organiczng
oczyszczano poprzez wymian¢ porcji wody. Frakcje organiczng wysuszono z wykorzystaniem $rodka
suszacego (bezwodny Na>SOs) w celu usunigcia resztkowej wody. Srodek oddzielono poprzez
zastosowanie filtracji grawitacyjnej, a przesacz odparowano pod cisnieniem do sucha, kilkukrotnie
przeptukujac metanolem, nie przekraczajac 40°C. Uzyskane osady rozpuszczano bezposrednio przed
analiza w 1 ml DCM.

Analizg GC-MS przeprowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Trace GC Ultra, sprz¢zonego
ze spektrometrem mas ITQ 700 z detektorem putapki jonowej kwadrupolowej, na kolumnie RTX®-2330
(0,25 mm x 30 m). Na kolumng¢ wprowadzano 1 ul probki w trybie splitless. Gazem no$nym byt hel
(przeptyw 1 ml/min). Temperatura dozownika i pieca chromatograficznego wynosita 240°C, a program
temperaturowy przewidywat wzrost z 170 do 240°C z szybkoscia 2—-3°C/min, z koncowym utrzymaniem
temperatury 240°C przez 10 min. Dane analizowano z wykorzystaniem dedykowanego oprogramowania
Xcalibur (Thermo Scientific). Poréwnanie chromatograméw uzyskanych dla probek poddanych
pojedynczej i podwodjnej redukcji oraz wynikajaca z nich réznica w intensywnosci sygnatlu
odpowiadajacego Gal stanowily podstawe do wyznaczenia udziatu GalA.

Przygotowanie monosacharydow wzorcowych - analiza acetylowanych alditolowych pochodnych

Do probowki Schotta odwazono po ok. 2 mg monosacharydow wzorcowych: ramnoza (Rha), fukoza
(Fuc), ryboza (Rib), arabinoza (Ara), ksyloza (Xyl), mannoza (Man), galaktoza (Gal), glukoza (Glc).
Monosacharydy przeksztatcono do lotnych pochodnych alditolowych poprzez redukcje z wykorzystaniem
NaBH+ w srodowisku NH+OH, a nastgpnie acetylacj¢ bezwodnikiem octowym w obecnosci pirydyny,
zgodnie z procedurg stosowana do analizy preparatow roslinnych. Kolejne etapy przygotowania probki
prowadzono analogicznie do opisanych wczesniej. Wysuszone probki rozpuszczano w 1 ml DCM
i analizowano zgodnie z przedstawiong powyzej metoda. Uzyskane czasy retencji (ang. retention time)
stanowity odniesienie do identyfikacji pikow obserwowanych na chromatogramach prébek roslinnych.
Analiza widm masowych umozliwita dodatkowg weryfikacje identyfikacji monosacharydéw.

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego NMR

Preparat roslinny (~10 mg) doktadnie rozpuszczano w 1000 pl D20 poprzez pozostawienie na
mieszadle magnetycznym z opcja grzania przez ok. 6 h. Nastgpnie roztwor przenoszono do szklanej
probowki NMR o $rednicy 3 mm. Widma NMR 'H oraz dwuwymiarowe widma korelacyjne '"H-"*C HSQC,
HSQC-TOCSY i HMBC o wysokiej rozdzielczosci zarejestrowano przy uzyciu spektrometru Bruker
AVANCE III HD 400 MHz wyposazonego w sond¢ Prodigy. Przesunigcia chemiczne odniesiono do
sygnatow acetonu (2,22/31,07 ppm). Pomiary wykonano w temperaturze 298 K (25°C). Procedura zostata
przeprowadzona we wspotpracy z naukowcami z zaprzyjaznionego osrodka naukowego — Stowackiej
Akademii Nauk, Bratystawa, Stowacja. Analiza oraz interpretacja wynikow sa wynikiem pracy dr Zuzany
Kostalova.

Ocena wizualna produktow roslinnych pod mikroskopem optycznym

Obserwacje¢ produktow optymalnych (38), (M2), (T3) oraz (R2), a takze frakcji pektynowych (38-F1),
(M2-F1), (T3-F1) oraz (R2-F1) przeprowadzono z wykorzystaniem mikroskopu optycznego Achios X
Observer (Zeiss, Niemcy) wyposazonym w kamer¢ cyfrowa CMEX-18 PRO wraz z oprogramowaniem
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Image Focus Alpha. Preparaty poddane obserwacji rozdrobniono w mozdzierzu agatowym. Niewielka ilos¢
suchego materialu roslinnego przeniesiono na szkietko podstawowe, a nastgpnie przeprowadzono oceng
wizualng przy powigkszeniu 4 — 40x, wykorzystujac zarowno $wiatto przechodzace, jak i dodatkowe
oswietlenie zewngtrzne w postaci lampy laboratoryjne;.

Skaningowy mikroskopia elektronowa ze Spektrometrig Rentgenowskiej Dyspersji Energii (SEM-EDS)

Probki roslinne w stanie stalym, uprzednio rozdrobnione w mozdzierzu agatowym, naniesiono na
dwustronng tasme weglowa. Morfologi¢ probek analizowano przy uzyciu mikroskopu skaningowego JSM-
6601LV (JEOL, Tokio, Japonia), przy napigciu przyspieszajacym 15 kV, w wysokiej prozni, w odleglosci
roboczej 10-11 mm od zrodta jondow. Urzadzenie zostato wyposazone w przystawke do badania materiatow
z wykorzystaniem spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (Oxford Aztec Energy, Oxford, UK).
Dane mikroskopowe wykorzystane w rozprawie doktorskiej zostaty zebrane przez Pania dr inz. Marte
Tsirigotis-Maniecka.
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7. DODATEK

Tabela D1. Wyjsciowe wyniki kolorymetrii cukrow catkowitych (CO)
oraz skorygowane wartosci koncowe (C1).

Cukry (% wag.) o

Produkt (wyjéciowe)  +SD Culry (Yo wag) oy P1/P2
Co przeliczone

o) 64,7 22 85,9 2.9 2,60/1,96
@) 55,1 1,3 73,1 1,7
3 59.6 1,4 79,0 1,9
@) 54,5 23 72,3 3,1
6) 63,7 1,3 84,5 1,7
(6) 59,5 0,9 79,0 1,2
1) 56,5 3,5 75,0 4,6
®) 48,9 0,8 64,9 1,1
) 51,3 0,5 68,1 0,6
(10) 41,8 1,7 55,4 22
an 32,3 2,0 42,8 2,7
12) 31,8 1,4 422 1,8
13) 23,7 0,1 314 0,1
(14) 44,5 1,6 59,0 2,1
(15) 36,0 1,8 47,7 2,4
(16) 28,0 1,2 37,2 1,6
an 423 0,7 56,1 0,9
(18) 58,8 2,9 78,1 3,9
19) 56,9 22 754 2,9
0) 417 0,4 553 0,6
@1) 37,0 2,4 49,1 32
2) 41,9 1,7 55,6 22
23) 382 22 50,7 2,9 Q
(24) 38,1 1,2 50,5 1,6 E
5) 417 0,4 553 0,6 z
(26) 41,9 1,7 55,6 22 -
@7 38,6 0,5 51,1 0.6 %
28) 37,7 1,0 50,0 1,4 o
(29) 38,2 22 50,7 2,9 Q
(30) 41,9 1,7 55,6 22 A
31) 37,7 1,0 50,0 1,4
(32) 41,1 1,5 54,5 2,0
33) 417 0,4 55,3 0,6
34 443 0,7 58,8 0,9
35) 443 0,7 58,8 0,9
(36) 40,6 1,9 53,8 2,5
37 41,9 0,7 55,6 0,9
28) 49,4 1,8 65,5 2,4
(39) 44.6 23 59,1 3,1
(4-F0) 48,0 3,1 63,7 4,1
(4-F1) 39,0 1,5 51,7 2,1
(4-F2) 38,9 1,9 51,6 2,5
(4-F3) 38,8 1,6 514 2,1
(4-NaoH) 20,8 0,7 27,5 1,0
(11-F0) 37,1 1,5 492 2,0
(11-F1) 312 33 413 4.4
(11-F2) 30,9 3,1 40,9 4,1
(11-NaoH) 23,8 1,1 316 1,4
(38-F0) 30,7 1,9 40,7 2,5
(38-F1) 35,6 0,7 473 0,9
(38-F2) 30,0 1,7 39,9 22
(38-F3) 28,9 1,6 38,3 2,1
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(38-NaoH) 18,1 1,2 24,0 1,6

N1 22,8 1,4 30,2 1,8

N2 27,9 0,3 37,0 0,4

N3 30,9 3,1 41,0 4,1

N4 35,6 0,7 472 0,9

(Mi20) 58,1 1,2 96,9 2,1 2,87/1,72

(Mca) 39,5 0,9 66,0 1,4

M1) 32,9 2,3 54,9 3,9

(M2) 349 0,8 58,3 1,4 =
(M3) 32,6 0,6 54,3 0,9 =
(M2-F0) 48,7 0,9 81,3 1,5 ;%
(M2-F1) 23,5 0,5 39,2 0,8

(M2-F2) 24,7 0,2 41,1 0,3

(M2-NaOH) 12,2 0,2 20,3 0,3

(Tu20) 60,6 1,5 95.2 2,4 1,57/-

(Tca) 23,5 0,4 36,9 0,7

(T1) 29,8 0,4 46,7 0,6 o
(T2) 29,7 1,0 46,6 1,6 G
(T3) 27,0 1,8 424 2.8 &
(T3-F0) 33,6 0,1 52,8 0,2 =
(T3-F1) 30,2 03 47,4 0,5 A
(T3-F2) 27,5 0,3 43,2 0,5

(T3-NaOH) 5,5 0,2 8,7 0,3

(Ru20) 37,2 1,7 92,2 4,2 2,48/-

(Rea) 222 0,4 55,0 1,1

(R1) 25,1 1,0 62,3 2,4 -
(R2) 22,6 0,6 56,0 1,6 Q
(R3) 22,7 1,2 56,2 2,9 E
(R2-F0) 45,5 0,1 90,9 0,3 Z
(R2-F1) 24,9 1,6 61,7 3,9 7
(R2-F2) 18,6 0,4 46,1 0,9

(R2-NaOH) 5,5 0,5 13,7 1.4

Zalozenie stanowigce podstawg obliczen obejmowato sumg procentowych wartosci
kolorymetrii, charakteryzujacych biatka, polifenole oraz cukry catkowite, wynoszaca mniej niz
100%

Biorac to pod uwage oszacowano dla kazdego z produktow nowa warto$¢ prezentujaca udziat
cukrow w probee (C1) (100% - polifenole (%) — biatka (%) = C1). Dla kazdego z produktow
uzyskano przelicznik korekcyjny poprzez stosunek cukréw C1 do warto$ci wyjsciowej cukrow
oznaczonej kolorymetrycznie (CO0). Wyznaczone przeliczniki, otrzymane dla preparatow
ro$linnych jednego surowca, postuzyly do uzyskania przelicznika wiasciwego (P1). Wartosci
kwasow uronowych jako cukrow kwasowych, miescity si¢ w zakresie wartosci cukrow
catkowitych C1. W przypadkach, gdy suma oznaczonych sktadnikow (C1 + polifenole + biatka)
przekraczata 100%, zastosowano dodatkowy przelicznik (P2), umozliwiajacy proporcjonalne
przeskalowanie wszystkich analizowanych komponentow.

Zastosowane podejscie umozliwito zachowanie wzajemnych proporcji sktadnikow miedzy
probkami, co pozwolito na ich porownywanie w obrgbie badanego surowca. Kolorymetria miata

na celu pogladowa ocen¢ kompozycji komponentéw produktow.
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Tabela D2. Szacunkowe koszty zuzycia energii elektrycznej w procesie ekstrakcji pektyn
z wyttokdw owocowych (50 g) w czasie: (A) - ekstrakcja wodna na gorgco,
(B) - ekstrakcja NADES.

i Ekstrakcja 2-godzinna  Ekstrakcja 4-godzinna Ekstrakcja 6-godzinna
Proces jednostkowy A

tth  W&Wh)  th) W (kWh) t (h) W (kWh)

1 ekstrakcja plaszcz grzejny 2,00 0,257 4,00 0,515 6,00 0,772
2 wirowanie wirowka 0,25 0,041 0,25 0,041 0,25 0,041
3 zatezanie wyparka 4,00 0,150 4,00 0,150 4,00 0,150
rotacyjna
taznia wodna 4,00 1,620 4,00 1,620 4,00 1,620
pompa 4,00 0,400 4,00 0,400 4,00 0,400
membranowa
4 AIR pompa 1,00 0,100 1,00 0,100 1,00 0,100
membranowa
mieszadio 2,00 0,002 2,00 0,002 2,00 0,002
magnetyczne
5 dializa mieszadio 96,00 0,115 96,00 0,115 96,00 0,115
magnetyczne
6 suszenie wyparka 3,00 0,113 3,00 0,113 3,00 0,113
rotacyjna
taznia wodna 3,00 1,215 3,00 1,215 3,00 1,215
pompa 3,00 0,300 3,00 0,300 3,00 0,300
membranowa
Suma 4,31 4,57 4,83
Szacunkowy koszt 423 448 473
energetyczny procesu (z1)
Ekstrakcja 4-godzinna Ekstrakcja 6-godzinna
Proces jednostkowy B
t (h) W (kWh) t (h) W (kWh)
1 przygotowanie NADES wyparka rotacyjna 0,50 0,019 0,50 0,019
taznia wodna 0,50 0,203 0,50 0,203
pompa membranowa 0,50 0,050 0,50 0,050
2 ekstrakcja plaszcz grzejny 4,00 0,515 6,00 0,772
3 wirowanie wirowka 0,25 0,041 0,25 0,041
4 zate¢zanie wyparka rotacyjna 4,00 0,150 4,00 0,150
Yaznia wodna 4,00 1,620 4,00 1,620
pompa membranowa 4,00 0,400 4,00 0,400
5 wytrawianie pompa membranowa 1,00 0,100 1,00 0,100
mieszadto magnetyczne 2,00 0,002 2,00 0,002
6 dializa mieszadto magnetyczne 96,00 0,115 96,00 0,115
7 suszenie wyparka rotacyjna 3,00 0,113 3,00 0,113
Yaznia wodna 3,00 1,215 3,00 1,215
pompa membranowa 3,00 0,300 3,00 0,300
Suma 4,84 5,10
Szacunkowy koszt energetyczny procesu (zt) 4,75 5,00

*1kWh=0,98 zt
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Tabela D3. Parametry pracy urzadzen przyjete do oszacowania zuzycia energii
w procesie ekstrakcji.

. Moc znamionowa . Moc przyjeta do
Urzadzenie W) Warunki pracy obliczen (W)
. 135 rpm;
wyparka rotacyjna 75 obcigzenie ~50% 37,5
, . ~55 °C;
taznia wodna 1350 obciazenic ~30% 405,0
pompa 100 100% 100,0
membranowa
plaszcz grzejny 450 obcigzenie ~30% 128,7
4 500 rpm,
wirdwka 660 165,0
obciazenie ~25%
mieszadto S
4 obciazenie ~30% 1,2
magnetyczne

Zuzycie energii elektrycznej oszacowano na podstawie mocy znamionowej urzadzen oraz
przyjetych warto$ci mocy roboczej w oparciu o warunki prowadzenia procesu. Wykonane

obliczenia majg charakter szacunkowy.
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Tabela D4. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydéw — zestawienie liczb falowych dla produktéw otrzymanych z wytlokow owocow czarnej porzeczki: (4), (11),
(38), (38-F1), (38-F2) i (38-F3) (Liu i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022; Simao i in., 2024; Xu i in., 2016a;
Kyomugasho i in., 2015).

Liczba falowa

Interpretacja pasma 4 an (38) (38-F1) (38-F2) (38-F3)

(cm™)
1. O-H rozciagajace 3500-3200 3379 3359 3354 3316 3317 3315
2. C-H rozciagajace, asymetryczne 2960-2900 2917 2917 2927 2929 2930 2929
3. C-H rozciagajace, symetryczne (gr. -CHs, -CH»-) 2890-2830 2849 - - 2864 2864 2861
4. C-H rozciagajace, aldehydowe 2850-2600 2657 2653 2645 2649 2644 2648
5. C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, estrowa, niesprzezony keton) 1740-1680 1734 1736 1734 - - -
6.  C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, asymetryczne drania COO” w kwasach uronowych i ich 1610-1590 1605 1603 1612 1597 1597 1597

solach, drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego)

7. drgania szkieletowe pierscienia aromatycznego - pochodne kw. ferulowego zwiagzane z
pektyna (G>S)
drgania asymetryczne rozciagajace estrow metylowych (pektyny) 1440 1439 1437 1438 - - -
drgania szkieletowe pierScienia aromatycznego potaczone z deformacjami w ptaszczyznie
wigzan C-H oraz symetryczne drgania rozciagajace COO™ w UA i ich solach

10.  alifatyczne drgania rozciagajace C-H w grupach -CH3 (z wylaczeniem grup metoksylowych
OMe), drgania O-H fenoli oraz deformacje wigzan C-H w pierscieniu sacharydowym

1530-1505 1519 1521 1523 - - -

1430-1400 1422 1415 1420 1408 1409 1410

1370-1365 1370 1370 1368 - - -

11.  drgania deformacyjne (zginajace) grup O-H w pierscieniu piranozowym pektyn 1330-1320 - 1333 1331 1330 1329 1330
12. asymetryczne drgania rozciagajace C-O w gr. estrowych (pektyny) 1240, 1230 1241 1239 1230 1240 1241 1242
13.  drgania wigzan glikozydowych (O-C-O) w pektynach 1141 1140 1143 1144 1141 1141 1141
14.  drgania rozciagajace -C-O-C-, C-O, C-C w pierscieniu pektyn 1100-1090 1089 1091 1094 1089 1093 1092

15. -C-O-H- rozciagajace w jednostkach sacharydowych, C-C rozciagajace w pierScieniu

sacharydowym (charakterystyczne dla galaktanu oraz ramnogalaktanu) ~1070 1071 1070 1069 1070 1072 1070
16.  deformacje w ptaszczyznie wigzan C-H w pierScieniu aromatycznym (G>C), deformacje C- 1044/ 1046/ 1042/

O oraz drgania wigzan C-C w pier$cieniu sacharydowym 1050-1000 1015 1018 1013 1016 1016 1016
17.  drgania deformacyjne (zginajace) O-H w kw. karboksylowych (pektyny) 950-910 923 924 923 956 955 955
18. drgania deformacyjne wigzan B-glikozydowych ~890 891 887 889 893 894 894
19. drgania deformacyjne wigzan a-glikozydowych ~860 - - - 856 856 856
20.  drgania deformacyjne poza ptaszczyzna C-H w pozycjach 2 i 5 pierscienia aromatycznego 805-760 762 764 760 769 772 773
Stopien estryfikacji (%) (ang. degree of esterification, DE) [Kyomugasho i in., 2015] ~31,8 ~45,9 ~531 ~2,3 ~1,7 ~3,2

(G): jednostki guajakolowe; (C): jednostki katecholowe; (S): jednostki syringylowe
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Tabela D5. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla produktéw otrzymanych z wyttokéw owocow maliny: (Mmu20), (Mca), (M2), (M2-

F1), (M2-F2) (Liu i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022; Simdo i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Interpretacja pasma Liczba falowa (cm™)  (Mm) (Mca) (M2) (M2-F1) (M2-F2)

1. O-H rozciagajace 3500-3200 3279 3260 3355 3303 3293

2. C-Hrozciagajace, asymetryczne 2960-2900 2919 2946 2925 2934 2936

3. C-H rozciagajace, symetryczne (gr. -CHs, -CHz-) 2890-2830 - 2884 2853 2876 2876

4. C-H rozciagajace, aldehydowe 2850-2600 - - - - -

5. C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, estrowa, niesprz¢zony keton) 1740-1680 1726 1723 1731 - -

6.  C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, asymetryczne drania COO™ w kwasach uronowych i ich 1610-1590 1605 1625 1612 1597 1597
solach, drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego)

7. drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego - pochodne kw. ferulowego zwigzane z pektyna 1530-1505 - 1517 1536 - -
(G>S)

8. drgania asymetryczne rozciagajace estrow metylowych (pektyny) 1440 - - 1441 - -

9. drgania szkieletowe pierscienia aromatycznego potaczone z deformacjami w plaszczyznie 1430-1400 1418 1419 1413 1408 1408
wigzan C-H oraz symetryczne drgania rozciagajace COO” w UA i ich solach

10. alifatyczne drgania rozciagajace C-H w grupach -CH3 (z wyltaczeniem grup metoksylowych 1370-1365 1367 - 1367 - -
OMe), drgania O-H fenoli oraz deformacje wigzan C-H w pierscieniu sacharydowym

11.  drgania deformacyjne (zginajace) grup O-H w pierscieniu piranozowym pektyn 1330-1320 1337 1321 1325 1328 1327

12. asymetryczne drgania rozciggajace C-O w gr. estrowych (pektyny) 1240, 1230 1233 1227 1230 1237 1236

13.  drgania wigzan glikozydowych (O-C-O) w pektynach 1141 1144 1143 1143 1142 1141

14.  drgania rozciggajace -C-O-C-, C-O, C-C w pierscieniu pektyn 1100-1090 - 1099 1100 1093 1094

15.  -C-O-H- rozciagajace w jednostkach sacharydowych, C-C rozciagajace w pierscieniu ~1070 1075 1072 1069 1073 1073
sacharydowym (charakterystyczne dla galaktanu oraz ramnogalaktanu)

16. deformacje w ptaszczyznie wigzan C-H w pierscieniu aromatycznym (G>C), deformacje C-O 1050-1000 1011 1047/1013  1046/1012 1016 1014
oraz drgania wigzan C-C w pierscieniu sacharydowym

17.  drgania deformacyjne (zginajace) O-H w kw. karboksylowych (pektyny) 950-910 - 955 953 954 953

18.  drgania deformacyjne wigzan B-glikozydowych ~890 896 891 888 893 893

19.  drgania deformacyjne wigzan a-glikozydowych ~860 - 830 - 854 855

20. drgania deformacyjne poza plaszczyzna C-H w pozycjach 2 i 5 pier§cienia aromatycznego 805-760 756 746 756 768 771

Stopien estryfikacji (%) (ang. degree of esterification, DE) [Kyomugasho i in., 2015] ~38.,9 ~38,0 ~18,5 ~1,0 ~1,6

(G): jednostki guajakolowe; (C): jednostki katecholowe; (S): jednostki syringylowe
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Tabela D6. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla produktéw otrzymanych z wytlokow owocow truskawki: (Tu20), (Tca), (T3), (T3-

F1), (T3-F2) (Liu i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022; Simio i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Interpretacja pasma Liczba falowa (cm™) (Th20) (Tca) (T3) (T3-F1) (T3-F2)

1. O-H rozciagajace 3500-3200 3269 3276 3291 3284 3289

2. C-Hrozciagajace, asymetryczne 2960-2900 2939 2935 2931 2930 2933

3. C-H rozciagajace, symetryczne (gr. -CHs, -CHz-) 2890-2830 2887 2878 2880 2876 2876

4. C-H rozciagajace, aldehydowe 2850-2600 - - 2640 - 2652

5. C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, estrowa, niesprz¢zony keton) 1740-1680 1723 1725 1727 - -

6.  C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, asymetryczne drania COO™ w kwasach uronowych i ich 1610-1590 1606 1625 1621 1602 1600
solach, drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego)

7. drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego - pochodne kw. ferulowego zwigzane z pektyna 1530-1505 - 1521 1520 - -
(G>S)

8. drgania asymetryczne rozciagajace estrow metylowych (pektyny) 1440 - 1439 1441 - -

9. drgania szkieletowe pierscienia aromatycznego potaczone z deformacjami w ptaszczyznie wigzan 1430-1400 1417 1402 1409 1406 1405
C-H oraz symetryczne drgania rozciagajace COO” w UA i ich solach

10. alifatyczne drgania rozciagajace C-H w grupach -CH3 (z wyltaczeniem grup metoksylowych 1370-1365 1374 - - - -
OMe), drgania O-H fenoli oraz deformacje wigzan C-H w pierscieniu sacharydowym

11.  drgania deformacyjne (zginajace) grup O-H w pierscieniu piranozowym pektyn 1330-1320 1322 1323 1322 1329 1327

12. asymetryczne drgania rozciggajace C-O w gr. estrowych (pektyny) 1240, 1230 1241 1230 1227 1239 1238

13.  drgania wigzan glikozydowych (O-C-O) w pektynach 1141 1444 1144 1144 1140 1142

14.  drgania rozciggajace -C-O-C-, C-O, C-C w pierscieniu pektyn 1100-1090 - - - 1097 1093

15.  -C-O-H- rozciagajace w jednostkach sacharydowych, C-C rozciagajace w pierscieniu ~1070 1071 1069 1068 1070 1072
sacharydowym (charakterystyczne dla galaktanu oraz ramnogalaktanu)

16. deformacje w ptaszczyznie wigzan C-H w pierScieniu aromatycznym (G>C), deformacje C-O 1050-1000 1021 1017 1015 1018 1016
oraz drgania wigzan C-C w pierscieniu sacharydowym

17.  drgania deformacyjne (zginajace) O-H w kw. karboksylowych (pektyny) 950-910 - 959 956 957 954

18.  drgania deformacyjne wigzan B-glikozydowych ~890 893 892 893 894 894

19.  drgania deformacyjne wigzan a-glikozydowych ~860 - - - 856 856

20. drgania deformacyjne poza plaszczyzna C-H w pozycjach 2 i 5 pier§cienia aromatycznego 805-760 - - 759 771 768

Stopien estryfikacji (%) (ang. degree of esterification, DE) [Kyomugasho i in., 2015] ~37,4 ~25,1 ~19,6 ~5,7 ~7,3

(G): jednostki guajakolowe; (C): jednostki katecholowe; (S): jednostki syringylowe
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Tabela D7. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla produktéw otrzymanych z wytlokow owocow rokitnika (Rimzo), (Rca), (R2), (R2-F1),
(R2-F2) (Liu i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022; Simdo i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Interpretacja pasma Liczba falowa (cm™)  (Ruz0) (Rca) (R2) (R2-F1) (R2-F2)

L. O-H rozciagajace 3500-3200 3279 3283 3299 3296 3292

2. C-Hrozciagajace, asymetryczne 2960-2900 2944 2932 2930 2932 2932

3. C-H rozciagajace, symetryczne (gr. -CHs, -CHaz-) 2890-2830 2882 - 2879 - -

4. C-H rozciagajace, aldehydowe 2850-2600 - - - 2650 2652

5. C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, estrowa, niesprz¢zony keton) 1740-1680 1730 1730 1738 - -

6. C=0 rozciagajace (gr. karbonylowa, asymetryczne drania COO" w kwasach uronowych i ich 1610-1590 1643 1642 1614 1599 1599
solach, drgania szkieletowe pier§cienia aromatycznego)

7. drgania szkieletowe pier$cienia aromatycznego - pochodne kw. ferulowego zwigzane z 1530-1505 1529 1521 1538 - -
pektyna (G>S)

8. drgania asymetryczne rozciagajace estrow metylowych (pektyny) 1440 1437 1439 1439 - -

9. drgania szkieletowe pier$cienia aromatycznego potaczone z deformacjami w plaszczyznie 1430-1400 1401 - 1403 1407 1406
wigzan C-H oraz symetryczne drgania rozciagajace COO” w UA i ich solach

10. alifatyczne drgania rozciagajace C-H w grupach -CHs (z wytaczeniem grup metoksylowych 1370-1365 1367 1366 1369 - -
OMe), drgania O-H fenoli oraz deformacje wigzan C-H w pierscieniu sacharydowym

11 drgania deformacyjne (zginajace) grup O-H w pierScieniu piranozowym pektyn 1330-1320 1320 1315 1325 1326 1328

12.asymetryczne drgania rozciggajace C-O w gr. estrowych (pektyny) 1240, 1230 1227 1225 1233 1237 1239

13. drgania wigzan glikozydowych (O-C-O) w pektynach 1141 1143 1145 1143 1141 1141

14. drgania rozciagajace -C-O-C-, C-O, C-C w pierscieniu pektyn 1100-1090 1099 1099 1095 1094 1094

15. -C-O-H- rozciagajace w jednostkach sacharydowych, C-C rozciagajace w pier§cieniu ~1070 1073 1073 1074 1073 1073
sacharydowym (charakterystyczne dla galaktanu oraz ramnogalaktanu)

6. deformacje w plaszczyznie wigzan C-H w pier$cieniu aromatycznym (G>C), deformacje C-O 1050-1000 1045/1015  1045/1015 1045/1015 1015 1014
oraz drgania wigzan C-C w pierscieniu sacharydowym

17. drgania deformacyjne (zginajace) O-H w kw. karboksylowych (pektyny) 950-910 920 922 915 953 954

18.  drgania deformacyjne wigzah B-glikozydowych ~890 887 X 893 894 893

19. " drgania deformacyjne wigzah a-glikozydowych ~860 - - 852 854 854

20.  drgania deformacyjne poza plaszczyzna C-H w pozycjach 2 i 5 piercienia aromatycznego 805-760 756 652 761 770 760

Stopien estryfikacji (%) (ang. degree of esterification, DE) [Kyomugasho i in., 2015] ~38,0 ~ ~27,8 ~1,6 ~2,8

(G): jednostki guajakolowe; (C): jednostki katecholowe; (S): jednostki syringylowe
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SPIS TABEL I RYCIN

1. Poréwnanie organizacji strukturalnej biatek oraz polisacharydow [na podstawie: Diener i in., 2019;
Duiin., 2022; Fuiin., 2024].

2. Struktura wybranych polisacharydéw naturalnych: (A) homoglukany (polimery glukozy o

zroznicowanych typach wigzan glikozydowych) oraz (B) pektyny zbudowane z r6znych
monosacharydow potaczonych wigzaniami glikozydowymi typu o i B [na podstawie: Zheng i in.,
2023].
3. Struktura homogalakturonianu oraz mechanizmy jego sieciowania podczas zelowania pektyn
[Obomighie i in., 2025].
4. Klasyfikacja mieszanin glgboko eutektycznych [Luque-Uria i in., 2025].
5. Parametry wptywajace na proces ekstrakcji z zastosowaniem NADES [na podstawie: Sahin i in.,
2026].
6. Planowanie eksperymentu (DoE) — schematyczne rozmieszczenie punktow eksperymentalnych w
przestrzeni 3D dla wybranych planéw eksperymentalnych metodologii powierzchni odpowiedzi
(RSM), obrazujace gléwne réznice miedzy tymi modelami [Witek-Krowiak i in., 2014; Yolmeh i
Jafari, 2017].

7. Srednia roczna produkcja owocoéw (A) oraz owocow jagodowych (B) w Polsce w latach 2021
2024 [GUS].

8. Diagram Sankeya przedstawiajacy glowne kierunki wykorzystania zbiorow owocow w Polsce na
przyktadzie porzeczki [na podstawie: Wadrzyk i in., 2025] (narzedzie online: sankeyart.com).

9. Produkcja porzeczek w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na $wiecie, (B) produkcja w Polsce
na tle produkcji globalnej [FAOSTAT].

10. Produkcja malin w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na $wiecie, (B) produkcja w Polsce na
tle produkcji globalnej [FAOSTAT].

11. Produkcja truskawek w 2024 roku: (A) najwigksi producenci na §wiecie, (B) produkcja w Polsce
na tle produkcji globalnej [FAOSTAT].

12. Czarna porzeczka (Ribes nigrum L.) [Lindmann, 1917].

13. Malina wtasciwa (Rubus idaeus L.) [Lindmann, 1917].

14. Poziomka truskawka (Fragaria x ananassa Duchesne) [Lindmann, 1917].

15. Rokitnik zwyczajny (Hippophae rhamnoides L.) [Lindmann, 1917].

16. Morfologia wyttoké6w owocowych: A — czarna porzeczka; B — malina; C — truskawka; D —
rokitnik, na podstawie dokumentacji fotograficznej (1) oraz obrazoéw mikroskopowych w
powigkszeniu 4 — 10x (2).

17. Lancuch procesowy wyodrgbniania pektyn z biomasy roslinne;j.

18. Schematyczne przedstawienie interakcji w mieszaninie NADES ChCI/CA [Ali i in., 2023; Sakurai
iin., 2024].

19. Widma ATR-FTIR dla NADES (ChCIl/CA 1:1) przy ré6znym udziale wody.

20. Schemat postgpowania przyjety w czasie prowadzenia optymalizacji procesu ekstrakcji pektyn z
wytlokoéw czarnej porzeczki z wykorzystaniem uktadow NADES [Bezerra i in., 2008].

21. Wykresy powierzchni odpowiedzi (RSM) przedstawiajace wptyw stosunku molowego ChCl i CA
w NADES na: (a) wydajno$¢ procesu ekstrakeji, (b) udziat polisacharydow w produkcie, (c) udziat
kwasow uronowych oraz (d) udzial polifenoli, w czasie prowadzenia ekstrakcji 4,5 lub 6 h.

22. Analiza stopnia dopasowania modeli eksperymentalnych.

23. Wplyw czasu ekstrakcji na uzysk kwasow uronowych (UA) z wytlokdw owocu czarnej porzeczki
oraz zuzycie energii w procesie ekstrakcji: ekstrakcja wodna na goraco (HWE) oraz z zastosowaniem
uktadow NADES (z uwzglednieniem zuzycia energii do przygotowania NADES).

24. Chromatografia jonowymienna DEAE produktow roslinnych, otrzymanych z wyttokéw owocu
czarnej porzeczki: (A) - HWE przez 6 h (4), (B) - ekstrakcja w 10% CA (11), z uwzglednieniem
profilu dla kwasow uronowych, polifenoli oraz biatek.

25. Chromatografia jonowymienna produktow wyodrgbnionych z wyttokéw owocow: (A) - czarnej
porzeczki (38), (B) — maliny (M2), (C) — truskawki (T3), (D) - rokitnika (T2), na zlozu DEAE-
Sephadex, z uwzglgdnieniem profilu dla kwaséw uronowych oraz polifenoli
26. Chromatografia LH-20 pektynowych frakcji dominujacych: (A) - (38-F1), (B) - (M2-F1), (C) -
(T3-F1) i (D) - (R2-F1), otrzymanych w wyniku separacji wybranych produktéw na drodze
chromatografii jonowymiennej DEAE.

27. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokéw owocu czarnej porzeczki
(38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3).

28. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wytlokéw owocu maliny (M2) oraz
jego frakeji (M2-F1) i (M2-F2).
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29. Pozorna wzgledna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokow owocow truskawki (T3)
oraz jego frakcji (T3-F1) i (T3-F2).

30. Pozorna wzglgedna masa czasteczkowa (Mapp) dla produktu z wyttokéw owocow rokitnika (R2)
oraz jego frakcji (R2-F1) i (R2-F2).

31. Widma FTIR-ATR produktow wyodrebnionych z wyttokow: (A) - owocu czarnej porzeczki, (B)
— owocu maliny, (C) - owocu truskawki, (D) - owocu rokitnika.

32. Analiza sktadu monosacharydow w produktach (4) i (11) otrzymanych z wytloko6w owocu czarnej
porzeczki oraz w ich frakcjach otrzymanych na drodze IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki
strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

33. Analiza skladu monosacharydow w produkcie (38) otrzymanym z wyttokdw owocu czarnej
porzeczki oraz jego frakcji uzyskanych w IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki strukturalne dla
kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

34. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (M2) otrzymanym z wyttokéw owocu maliny oraz
jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki strukturalne dla
kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

35. Analiza sktadu monosacharydow w produkcie (T3) otrzymanym z wyttokéw owocu truskawki
oraz jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki
strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

36. Analiza sktadu monosacharydéw w produkcie (R2) otrzymanym z wyttokéw owocu rokitnika
oraz jego frakcji pektynowych wydzielonych w IEC. W tabelach przedstawiono wskazniki
strukturalne dla kazdej badanej mieszaniny [Houben i in., 2011].

37. Wybrane regiony widm 1H NMR dla frakcji pektynowych: (A) - czarnej porzeczki (38-F1), (B) -
rokitnika (R2-F1), (C) - maliny (M2-F1) oraz (D) - truskawki (T3-F1).

38. Wybrane regiony widm 1H-13C HSQC (CH, CH3 — niebieski; CH2 - czerwony) oraz widm
HMBC (zielony) dla: (A) - produktu (38), (B) - frakcji pektynowej (38-F1).

39. Wybrane regiony widm 1H-13C HSQC NMR (CH, CH3 — niebieski; CH2 - czerwony) dla frakcji
pektynowej: (A) - czarnej porzeczki (38-F1), (B) - rokitnika (R2-F1), (C) - maliny (M2-F1), (D) -
truskawki (T3-F1).

40. Morfologia produktéw optymalnych (38), (M2), (T3) i (R2) oraz ich dominujacych frakcji
pektynowych (38-F1), (M2-F1), (T3-F1) i (R2-F1), na podstawie obrazéw mikroskopowych w
powickszeniu 4—40x.

41. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wytlokow owocu czarnej porzeczki (38) oraz jego
frakcji (38-F1), (38-F2) i (38-F3), uzyskanych na drodze chromatografii jonowymienne;.

42. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wytlokéw owocu maliny (M2) oraz jego frakcji
(M2-F1) i (M2-F2), uzyskanych na drodze chromatografii jonowymienne;.

43. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wyttokow owocu truskawki (T3) oraz jego frakcji
(T3-F1) i (T3-F2), uzyskanych na drodze chromatografii jonowymienne;.

44. Mikrofotografie SEM produktu otrzymanego z wytlokéw owocu rokitnika (R2) oraz jego frakcji
(R2-F1) i (R2-F2), uzyskanych na drodze chromatografii jonowymienne;j.

45. Obrazy SEM produktow optymalnych oraz frakcji dominujacych wraz z mapowaniem
pierwiastkowym (A) oraz widmami EDS (B).

46. Kompozycja monosacharydowa produktow (38), (M2), (T3) i (R2) oraz frakcji (38-F1), (M2-F1),
(T3-F1) i (R2-F1).

47. Propozycja struktury frakcji pektynowej (38-F1) otrzymanej z wytlokéw owocu czarnej porzeczki.

48. Propozycja struktury frakcji pektynowej (M2-F1) otrzymanej z wyttokow owocu maliny.

49. Propozycja struktury frakcji pektynowej (T3-F1) otrzymanej z wyttokow owocu truskawki.

50. Propozycja struktury frakcji pektynowej (R2-F1) otrzymanej z wytlokdw owocu rokitnika.
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Tabela 1. Konwencjonalne metody ekstrakcji pektyn z biomasy owocowej rodzimych owocéw jadalnych.

Tabela 2. Przykladowe donory (HBA) oraz akceptory (HBD) wigzania wodorowego w mieszaninach
eutektycznych do przetwarzania polisacharydow [Dai i in., 2013; Smith i in., 2014; Zdanowicz i in.,
2018; Huang i in., 2019; Satija i in., 2024].

Tabela 3. Przyktadowe uktady HBA-HBD w rozpuszczalnikach NADES stosowanych do przetwarzania
polisacharydéw [Dai i in., 2013; Smith i in., 2014; Zdanowicz i in., 2018; Huang i in., 2019; Satija i
in., 2024; Hadidi i in.,2025; Sahin i in., 2026].

Tabela 4. Alternatywne metody ekstrakcji pektyn z biomasy owocoéw rodzimych.

Tabela 5. Taksonomia botaniczna czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) [Woziwoda, 2014].

Tabela 6. Taksonomia botaniczna maliny wtasciwej (Rubus idaeus L.) [Woziwoda, 2014].

Tabela 7. Taksonomia botaniczna poziomki truskawki (potocznie truskawka) (Fragaria x ananassa
Duchesne) [Woziwoda, 2014].

Tabela 8. Taksonomia botaniczna rokitnika zwyczajnego (Hippophae rhamnoides L.) [Woziwoda, 2014].

Tabela 9. Morfologiczna ocena surowcow roslinnych uzytych do badan.

Tabela 10. Ocena ilosci wody w badanych surowcach roslinnych.

Tabela 11. Wydajnos¢ oraz charakterystyka chemiczna polisacharydow otrzymanych z wyttokoéw
wybranych surowcow roslinnych — ekstrakcja wodna (WE).

Tabela 12. Wydajno$¢ oraz charakterystyka chemiczna polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarne;j
porzeczki — ekstrakcja wodna (WE).

Tabela 13. Wlasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajno$¢ i charakterystyka chemiczna
polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) — ekstrakcja wodna na
goraco o ustalonym pH i sile jonowe;j.

Tabela 14. Wlasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajno$¢ i charakterystyka chemiczna
polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) przy wykorzystaniu
NADES (ChCI/CA 1:1) przy zréznicowanym udziale wody w uktadzie.

Tabela 15. Zakres zmiennych niezaleznych i ich poziomy kodowania — optymalizacja procesu ekstrakcji
pektyn z wytlokoéw czarnej porzeczki z wykorzystaniem uktadow NADES.

Tabela 16. Macierz eksperymentalna I-optimal zmiennych zaleznych oraz eksperymentalnie
wyznaczonych warto$ci zmiennych zaleznych dla pektyn z wyttokéw owocu czarnej porzeczki (Ribes
nigrum L.) wyodrebnionych na drodze ekstrakcji w NADES. Zmienne zalezne podano jako $rednie z
trzech powtorzen.

Tabela 17. Wlasciwosci mediow ekstrakcyjnych oraz wydajno$¢ i charakterystyka chemiczna
polisacharydéw otrzymanych z wytlokow czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) — ekstrakcja
z wykorzystaniem uktadow NADES.

Tabela 18. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu liniowego, opisujacego wplyw zmiennych
niezaleznych na wydajno$¢ procesu separacji polisacharydow.

Tabela 19. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego, opisujacego udziat polisacharydow
w produktach otrzymanych z wyttokéw czarnej porzeczki.

Tabela 20. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego opisujacego udziat kwasow uronowych
w produktach uzyskanych z wytlokow owocu czarnej porzeczki.

Tabela 21. Analiza wariancji (ANOVA) dla modelu kwadratowego opisujacego udzial polifenoli w
produktach uzyskanych z wyttokéw owocu czarnej porzeczki.

Tabela 22. Charakterystyka chemiczna produktow otrzymanych z wyttokéw owocow czarnej porzeczki
podczas 4-godzinnej ekstrakcji dla wybranych optymalnych parametréw procesu: (P) — dane uzyskane
na drodze predykcji, (E) wartosci wyznaczone eksperymentalnie.

Tabela 23. Zestawienie zuzycia energii elektrycznej oraz ilosci UA w produkcie, w zaleznosci od czasu
prowadzenia procesu ekstrakcji dla ekstrakcji w wodzie w podwyzszonej temperaturze (HWE) oraz
dla ekstrakcji w uktadzie NADES.

Tabela 24. Wydajno$¢ i charakterystyka chemiczna produktow otrzymanych z wyttokéw owocow czarnej
porzeczki, maliny, truskawki oraz rokitnika — ekstrakcja w wodzie w podwyzszonej temperaturze
(HWE), w 10% CA oraz ekstrakcja w wybranych optymalnych uktadach NADES.

Tabela 25. Wydajnos$¢ oraz charakterystyka chemiczna frakcji uzyskanych w wyniku frakcjonowania IEC
produktow roslinnych (4) oraz (11) otrzymanych z wytlokow owocoéw czarnej porzeczki.

Tabela 26. Wydajnos$¢ oraz charakterystyka chemiczna frakcji uzyskanych w wyniku frakcjonowania IEC
produktow roslinnych otrzymanych z wyttokow owocoéw czarnej porzeczki (38), maliny (M2),
truskawki (T3) oraz rokitnika (R2) poprzez zastosowanie warunkow optymalnych ekstrakcji NADES.

Tabela 27. Charakterystyka mas czasteczkowych (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI (Mw/Mn)
produktu (38) oraz jego frakcji (38-F1), (38-F2) oraz (38-F3).

Tabela 28. Charakterystyka mas czasteczkowych (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI (Mw/Mn) dla
produktu (M2) oraz jego frakcji (M2-F1) i (M2-F2).
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Tabela 29. Charakterystyka masy czasteczkowej (Mp, Mn, Mw) oraz wskaznika PDI (Mw/Mn) dla
produktu (T3) oraz jego frakcji (T3-F1) i (T3-F2).

Tabela 30. Charakterystyka masy czasteczkowej (Mp, Mn, Mw; g/mol) oraz wskaznika PDI (Mw/Mn) dla
produktu (R2) oraz jego frakcji (R2-F1) i (R2-F2).

Tabela 31. Monosacharydy jako sktadniki produktéw wyekstrahowanych z wyttokow czarnej porzeczki
(38), maliny (M2), truskawki (T3), rokitnika (R2) i ich frakcji pektynowych. Zestawienie danych
liczbowych wraz z warto$ciami wskaznikow strukturalnych.

Tabela 32. 1H-13C HSQC NMR - zestawienie danych dla widm polisacharydéw czarnej porzeczki (38)
oraz frakcji pektynowej (38-F1). Brakujace sygnaty nie zostaty zidentyfikowane z powodu naktadania
si¢ lub bardzo niskiej intensywnosci.

Tabela 33. 1H-13C HSQC NMR — zestawienie przesuni¢¢ chemicznych reprezentujacych wybrane reszty
cukrowe obecne w dominujgcych frakcjach pektynowych (M2-F1), (T3-F1) oraz (R2-F1) [Dou i in.,
2025; Wu i in., 2022].

Tabela D1. Wyjsciowe wyniki kolorymetrii cukréw catkowitych (CO) oraz skorygowane wartoSci
koncowe (C1).

Tabela D2. Szacunkowe koszty zuzycia energii elektrycznej w procesie ekstrakcji pektyn z wyttokow
owocowych (50 g) w czasie: (A) ekstrakcja wodna na goraco, (B) ekstrakcja NADES.

Tabela D3. Parametry pracy urzadzen przyj¢te do oszacowania zuzycia energii w procesie ekstrakcji.

Tabela D4. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla
produktow otrzymanych z wytlokow owocdéw czarnej porzeczki: (4), (11), (38), (38-F1), (38-F2) i
(38-F3) (Liu i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i
in., 2022; Simao i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Tabela DS5. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla
produktow otrzymanych z wytlokéw owocoé6w maliny: (Mmo), (Mca), (M2), (M2-F1), (M2-F2) (Liu
i in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022;
Simao i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Tabela D6. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla
produktow otrzymanych z wyttokow owocow truskawkowki: (Tuzo), (Tca), (T3), (T3-F1), (T3-F2)
(Liu iin., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022;
Simao i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).

Tabela D7. Pasma FT-IR charakterystyczne dla polisacharydow — zestawienie liczb falowych dla
produktow otrzymanych z wytlokéw owocow rokitnika (Rm20), (Rea), (R2), (R2-F1), (R2-F2) (Liu i
in., 2021; Huamani-Palomino i in., 2025; Pawlaczyk-Graja i in., 2019; Reichembach i in., 2022;
Simao i in., 2024; Xu i in., 2016a; Kyomugasho i in., 2015).
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