UNIWERSYTET WYDZIAL :
PRZYRODNICZY NAUK O ZYWNOSCI
w Lublinie | BIOTECHNOLOGII

dr inz. Anna Jakubczyk

Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci
Wydzial Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Zalacznik 11
Autoreferat w jezyku polskim

Lublin, 2019



Anna Jakubczyk Autoreferat

Spis tresci

1. DANE OSODOWE ..ottt ettt e et e e steere e besbe e st e teeRe e tenteeneeneeereetenre s 3
2. Posiadane dyplomy i StOPNIie NAUKOWE .........ccveiiiiiieie ettt 3
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych ...........cccccooveviiiinine 3

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz.

882 ze zm. W DZ. U. Z 2016 1. POZ. 1311.) et 3
4.1. Tytul 05132NICia NAUKOWEZO ...ovviiviieiieiiie it be e 3
4.2. Publikacje wchodzace w sktad 0S18ZNICCIA .....cvviveiveriiiiieiece e 3
4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnictych wynikéw wraz z omoéwieniem ich
eWeNntualNego WYKOIZYSTANIA .........cveeiiriiriiiiesietee et 6

T S VAV o (0 1V o 1= o 1TSS 6
4.3.2. Cel naukowy oraz omowienie Wynikow badan ............cccccevveinenieninine e 10
4.3.3. POUSUMOWANIE. .....c.cviiiiiiriiiiiiisieie ettt 19

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczyCh ..........cccoovviveiiiiiicic e 22
6. ZeStaWIeNie AOMODKU .......covciiiiiiiic s 30



Anna Jakubczyk Autoreferat

1. Dane osobowe

Imig¢ i nazwisko: Anna Maria Jakubczyk

Miejsce pracy: Katedra Biochemii i Chemii Zywno$ci
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
ul. Skromna 8, 20-704 Lublin

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe
2011 dr nauk rolniczych w zakresie technologii zywnos$ci i zywienia — specjalnos¢:

biochemia zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o

Zywnosci i Biotechnologii

2007 mgr inzynier biotechnologii, specjalnos$¢: biotechnologia zywnos$ci, Akademia

Rolnicza w Lublinie, Wydzial Nauk o Zywnosci i Biotechnologii

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2013-obecnie adiunkt, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydzial Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii, Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci
2011-2013 asystent, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i

Biotechnologii, Katedra Biochemii i Chemii Zywnoéci

4. Wskazanie osiagniccia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r.
poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

4.1.  Tytul osiagnigcia naukowego

Osiagnigcie bedace podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego

stanowi cykl siedmiu publikacji naukowych ujetych pod wspolnym tytutem:

”Wybrane $rodki spozywcze pochodzenia roslinnego jako zrodlo zwigzkow o potencjalnych
wlasciwosciach hamujacych patogeneze zespolu metabolicznego”.

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia

O1. Jakubczyk A., Kara$ M., Baraniak B., Pietrzak M. (2013). The impact of fermentation and in
vitro digestion on formation angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory peptides from pea
proteins. Food Chemistry, 141 (4), 3774-80.

(MNiSW= 40 pkt., IF=3.259*, 4.879**; liczba cytowan wg WoS=30, Scopus=36)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych przeprowadzeniu fermentacji nasion grochu w réznych

warunkach czasu i temperatury, oznaczaniu aktywnosci inhibitorowej enzymu konwertujgcego
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angiotensyne I otrzymaniu hydrolizatow, oznaczeniu zawartosci peptydoéw oraz analizie wynikéw
identyfikacji peptydow technika LC-MSIMS; interpretacji wynikéw, udzial w napisaniu manuskryptu

oraz petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

02. Durak A., Baraniak B., Jakubczyk A., Swieca M. (2013). Biologically active peptides
obtained by enzymatic hydrolysis of Adzuki bean seeds. Food Chemistry, 141(3), 2177-2183.
(MNiSW= 40 pkt., IF=2.259*, 4.879**; liczba cytowan wg WoS=40, Scopus=41)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczqcych przeprowadzenia hydrolizy frakcji biatkowych nasion
fasoli adzuki w warunkach symulujgcych uklad pokarmowy czlowieka, oznaczeniu zawartosci
peptydow, wykonaniu czesci oznaczen dotyczqcych wilasciwosci antyoksydacyjnych (aktywnosé
przeciwrodnikowa wobec ABTS, chelatowanie jonow zelaza (1)), analizie i interpretacji wynikow,

napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 40%.

03. Jakubczyk, A., Kara$, M., Ztotek, U., Szymanowska, U. (2017). Identification of potential
inhibitory peptides of enzymes involved in the metabolic syndrome obtained by simulated
gastrointestinal digestion of fermented bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds. Food Research
International 100, 489-496.

(MNiSW= 40 pkt., IF=4.520*, 4.196**; liczba cytowan wg WoS=9, Scopus=6)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczqcych przeprowadzenia procesu fermentacji nasion w roznych
warunkach czasu i temperatury, rozdziatu bialek technikg SDS-PAGE i analizie mas czgsteczkowych
bialek, oznaczeniu zawartosci peptydow i wyznaczeniu stopnia hydrolizy biatek, oznaczeniu
potencjalnych wlasciwosci hamujgcych patogeneze zespotu metabolicznego (wlasciwosci inhibitujgce
aktywnos¢ enzymu konwertujgcego angiotensyne 1 i lipazy trzustkowej), interpretacji wynikow,
napisaniu manuskryptu orvaz petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy

szacuje na 70%.

O4. Jakubczyk, A, Swieca, M., Gawlik-Dziki, U., Dziki, D. (2018). Nutritional potential and
inhibitory activity of bread fortified with green coffee beans against enzymes involved in metabolic
syndrome pathogenesis. LWT — Food Science and Technology, 95, 78-84

(MNiSW= 40 pkt., IF=3.129%, 3.455%*; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,

wykonaniu czesci doswiadczen dotyczqcych przygotowania hydrolizatow chleba fortyfikowanego
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zielong kawa, oznaczeniu potencjalnych wlasciwosci hamujgcych patogeneze zespotu metabolicznego
(Wlasciwosci inhibitujgce aktywnosé enzymu konwertujgcego angiotensyne I, lipazy trzustkowej, o-
amylazy i a-glukozydazy), analizie i interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu oraz petnieniu roli

autora korespondencyjnego. Mo;j udzial procentowy szacuje na 70%.

0O5. Jakubczyk A. (2018). Effect of addition of fermented bean seed flour on the content of
bioactive components and nutraceutical potential of wheat wafers. LWT — Food science and
Technology 98, 245-251

(MNiSW= 40 pkt., IF=3.129*, 3.455**; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie i interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu oraz

petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

06. Jakubczyk A., Szymanowska U., Karas M., Ztotek U., Kowalczyk D. (2019). Potential anti-
inflammatory and lipase inhibitory peptides generated by in vitro gastrointestinal hydrolysis of heat
treated millet grains. CyTA - Journal of Food, CyTA - Journal of Food
http//.doi.org/10.1080/19476337.2019.1580317

(MNiSW= 20 pkt., IF=1.371*, 1.371**; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
Wykonaniu czesci doswiadczen dotyczqcych otrzymania frakcji biatkowych z nasion prosa poddanych
obrobce w roznej temperaturze, oznaczeniu masy czgsteczkowej bialek technikq SDS-PAGE
przeprowadzeniu hydrolizy frakcji biatkowych, oznaczeniu wiasciwosci hamujgcych aktywnosé lipazy
trzustkowej, analizie wynikow dotyczgcych sktadu aminokwasowego frakcji peptydowych, analizie i

interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje na 65%.

O7. Jakubczyk A., Karas M., Ztotek U., Szymanowska U., Baraniak B., Bochnak J. (2019).
Peptides obtained from fermented faba bean seeds (Vicia faba) as potential inhibitors of an enzyme
involved in the pathogenesis of metabolic syndrome. LWT - Food Science and Technology,
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2019.02.009

(MNiSW= 40 pkt., IF=3.129*, 3.455**; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych przeprowadzenia procesu fermentacji nasion bobu w
roznych warunkach czasu i temperatury, rozdzialu bialek technikg SDS-PAGE i analizie mas

czgsteczkowych bialek, oznaczeniu zawartosci peptydow i wyznaczeniu stopnia hydrolizy bialek,
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oznaczeniu potencjalnych wiasciwosci hamujgcych patogeneze zespotu metabolicznego (wlasciwosci
inhibitujgce aktywnos¢ enzymu konwertujgcego angiotensyng 1 i lipazy trzustkowe), interpretacji
wynikow oraz napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.
Lacznie:

Impact Factor — 20.796*, 22.122**

Punkty MNiSW - 260

*obowigzujace w roku wydania publikacji (w przypadku publikacji z lat 2018-2019 przyjeto
warto$¢ IF wyliczong dla 2018 roku)

**$redni pigcioletni Impact Factor

Oswiadczenia wspotautorow prac, okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie publikacji

— Zalacznik IV

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i1 osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

W ostatnich latach zywno$¢ stata sie przedmiotem badan nie tylko jako zrodta podstawowych
sktadnikow odzywczych niezbgdnych do prawidlowego funkcjonowania organizmu, ale takze jako
zrodla bioaktywnych zwigzkow. Obecnie wzrasta takze zainteresowanie konsumentow zywnoscia,
ktéra moze korzystnie wpltywaé na poprawe zdrowia poprzez zapobieganie wystepowaniu wielu
chorob, w tym takze tzw. chordb cywilizacyjnych (Farhud, 2015; Ditlevsen, Sandee i Lassen, 2019).
Jedng z nich jest zesp6l metaboliczny (z and. metabolic syndrome, zwany takze zespotem X lub
Raevena), ktorego kryteria rozpoznania spelnia coraz wigcej mieszkancow — panstw
wysokorozwinietych, a takze dzieci, co staje si¢ wspotczesnym globalnym problemem zdrowotnym.

Zespdt metaboliczny (ZM) to wspotwystepowanie czynnikow ryzyka pochodzenia
metabolicznego o podtozu miazdzycowym, sprzyjajacym rozwojowi cukrzycy typu 2, otytosci, stanow
prozakrzepowych i prozapalnych oraz choréb sercowo-naczyniowych, takich jak nadci$nienie tgtnicze,
dysfunkcje naczyniowe, udar czy zawat serca (Srikanthan i in., 2016). Niektore badania naukowe
wskazujg takze na duzg zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem zespolu metabolicznego i rozwojem
réznego rodzaju nowotworow (Bitzur i in., 2016). Ze wzglgdu na jego zlozono$¢ oraz wcigz
pojawiajace si¢ watpliwosci diagnostyczne, doktadna patogeneza zespotu metabolicznego nie zostata
poznana. Wiadomo, ze rozwdj choroby zwigzany jest z nadmierng aktywnoscia enzymow
odpowiedzialnych za wystgpowanie nietolerancji glukozy, nadci$nienia tetniczego czy stanow

zapalnych, a insulinoopornos$¢ i otytos¢ uznawane sg za gldowne czynniki ryzyka.
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W poczatkowej fazie rozwoju cukrzycy typu 2 wystepuje zmniejszona zdolnos¢ insuliny do
pobierania glukozy we krwi, co moze przyczyniaé si¢ do rozwoju insulinoopornosci i
nieprawidlowego poziomu glukozy. Jedng z metod zapobiegania wystepowania cukrzycy jest
hamowanie aktywnosci enzymow biorgcych udziat w uwalnianiu w przewodzie pokarmowym glukozy
z zywnosci czyli a-amylazy (EC 3.2.1.1), produkowanej glownie przez $linianki i trzustke oraz a-
glukozydazy (EC 3.2.1.20) zwigzanej z btong komorkowsa jelita cienkiego, katalizujaca reakcje
hydrolizy di — i oligosacharydéw do glukozy, ktéra nastgpnie transportowana jest do krwioobiegu.
Hamowanie aktywnosci tych enzymoéw, takze przez spozywanie naturalnych inhibitorow
pochodzacych z zywnosci, jest waznym czynnikiem wspomagajacym leczenie popositkowej
hiperglikemii (Yu i in., 2012).

Otylo$¢ zwigzana jest z brakiem rownowagi pomig¢dzy zapotrzebowaniem organizmu na
kalorie a dostarczaniem ich wraz z pozywieniem. Prowadzi to do nieproporcjonalnego gromadzenia
tkanki tluszczowej, nadmiernej jej aktywnosci oraz zaburzen w metabolizmie thuszczéw (Magsood i
in., 2017). Jedng z metod zapobiegania wyst¢powania i leczenia tej choroby jest zmniejszenie
hydrolizy lipidow w przewodzie pokarmowym. W tym celu hamowana jest aktywno$¢ lipazy
trzustkowej (lipazy triacyloglicerolowej, EC 3.1.1.3), gtéwnego enzymu zaangazowanego w hydrolize
lipidoéw, ktory odpowiedzialny jest za trawienie 50% -70% tluszczéw spozywanych wraz z dieta
(Birari i Bhutani, 2007). Metoda leczenia otytosci jest stosowanie przez pacjentow Orlistatu, leku
ktory hamuje aktywnos¢ lipazy trzustkowej (Sahebkar i in., 2018), ktory moze jednak powodowac
powazne skutki uboczne, przyczyniajac sie gldwnie do rozwoju chordéb nerek (Buysschaert i in.,
2016), dlatego tez poszukuje si¢ inhibitoréw tego enzymu wystepujacych w produktach spozywezych,
ktore jednoczes$nie charakteryzujg si¢ niskg kalorycznoscia, co w konsekwencji moze przyczynié si¢
do zwigkszenia skutecznosci dietoterapii otytosci. Choroba ta zwigzana jest nie tylko z nadmierng
iloscig tkanki tluszczowej, ktora moze wplywaé na nieprawidlowe funkcjonowanie organizmu, ale
takze z przewleklym stanem zapalnym, ktéry stymuluje wzrost poziomu krazacych prozapalnych
cytokin, takich jak: leptyna, rezystyna, czynnik martwicy nowotwordéw (TNF)-a czy interleukina (IL) -
6, ktore przyczyniaja sie do rozwoju insulinoopornosci i dysfunkcji srodbtonka (Ellulu i in., 2017).

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) ze wzgledu na ich wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwbolowe 1 przeciwgoraczkowe sg lekami powszechnie stosowanymi na calym $wiecie w
leczeniu bolu oraz réznych chordb np. reumatyzmu czy zapaleniu stawow. Niemniej jednak moga one
powodowac¢ dzialania niepozadane, takie jak reakcje alergiczne, zaburzenia czynnosci przewodu
pokarmowego lub nerek, dlatego ich stosowanie jest czgsto ograniczone. W zwigzku z powyzszym
poszukuje si¢ nowych strategii leczniczych, do ktoérych nalezy hamowanie aktywnosci
cylooksygenazy (COX, EC 1.14.99.1) i lipooksygenazy (LOX, EC. 1.13.11.12), enzymow
katalizujacych biosynteze¢ metabolitow bioracych udziat w odpowiedziach zapalnych i
odpornosciowych. Oba enzymy odgrywaja kluczowa role w katalizie kaskady kwasu arachidonowego,

najczgsciej wystepujacego wielonienasyconego kwasu thuszczowego znajdujgcego si¢ w fosfolipidach
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bton komoérkowych (Charlier i Michaux, 2003). Cyklooksygenazy sg waznymi enzymami
katalizujagcymi biosynteze prostaglandyny H,, ktora jest glownym prekursorem produkcji
eikozanoidow: prostaglandyn, tromboksanow i prostacyklin. Istnieja dwie izoformy COX:
cyklooksygenaza-1 (COX-1) i cyklooksygenaza 2 (COX-2). Obydwie formy katalizujg zasadniczo t¢
samg reakcje, roznig si¢ jednak struktura, ekspresjg i funkcja. Pierwsza z nich jest konstytutywna
izoformg odpowiedzialng gtéwnie za regulacj¢ agregacji ptytek i synteze prostaglandyn, ktore dziataja
cytoochronnie na przewdd pokarmowy, reguluja nerkowy przeptyw krwi oraz kontroluja czynnosci
nerek. Natomiast COX-2 aktywowana jest przez mediatory prozapalne i utatwia uwalnianie
prostaglandyn zaangazowanych w proces zapalny, onkogenezg i wystgpowanie bolu (Hansen i in.,
2012; El i in., 2018). Lipooksygenazy (LOX) naleza do enzyméw z klasy oksydoreduktaz, ktore sa
niehemowymi dioksygenazami wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych. Lipoksygenazy ssakow
zostaly podzielone na cztery rodziny: 5-lipoksygenazy (5-LOX), 8 -lipoksygenazy (8 -LOX), 12-
lipoksygenazy (12-LOX) i 15-lipoksygenazy (15-LOX). Przeksztalcaja one kwas arachidonowy,
linolowy i inne wielonienasycone kwasy tluszczowe w wodoronadtlenki kwasow thuszczowych i inne
biologicznie aktywne metabolity, m.in. leukotrieny (LT) (Schneider i in., 2009; Ribeiro i in., 2014).
Zwiazki te biorg udzial w procesach zapalnych, a ich aktywno$¢ prowadzi do rozwoju chorob takich
jak miazdzyca t¢tnic, reumatoidalne zapalenie stawow, alergia, astma, otyto$¢ czy nowotwory (Werz i
Steinhilber, 2005; Gunderson i in., 2016). Dlatego dziatanie inhibitor6w aktywnosci COX i LOX
moze przyczynia¢ si¢ do zahamowania rozwoju procesu zapalnego oraz wielu chordb o podlozu
zapalnym. W literaturze znalez¢ mozna informacje na temat peptydow (Montoya-Rodriguez i de
Mejia, 2015) czy zwiazkow fenolowych (Ribeiro i in., 2014) pochodzacych z zywnosci o
wiasciwosciach inhibitujacych aktywno$¢ tych enzymow i jednoczesnie stanowigcych alternatywe w
zapobieganiu chordb sercowo-naczyniowych takich jak miazdzyca i niewydolno$¢ serca.

Innym waznym, niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych jest
nadci$nienie tetnicze. Zwigzane jest ono z nadmierng aktywnoscig enzymu konwertujacego
angiotensyn¢ I (ACE, EC 3.4.15.1), ktory odgrywa gltdéwng role w regulacji ci$nienia krwi oraz
regulacji wodno-elektrolitowej organizmu. ACE przeksztatca nieaktywng angiotensyne I (dekapeptyd)
w angiotensyne I (oktapeptyd) o silnym dziataniu kurczgcym naczynia krwiono$ne. Ponadto enzym
ten inaktywuje bradykining, ktora wykazuje wlasciwosci rozszerzajace naczynia krwiono$ne i wptywa
na produkcje aldosteronu (Russo i in., 2018). Dlatego tez inhibitory tego enzymu wykazuja
wlasciwos$ci przeciwnadcis$nieniowe 1 w konsekwencji chronig naczynia krwiono$ne oraz serce.
Syntetyczne inhibitory ACE, takie jak kaptopril, enalapryl lub lizynopryl powszechnie stosowane sg w
leczeniu nadcis$nienia tetniczego, takze w przypadku wystepowania cukrzycy typu 2. Powodujg jednak
powazne skutki uboczne, takie jak kaszel, obrzek naczynioruchowy, zaburzenia smaku lub wysypki
skorne, nie mogg by¢ takze stosowane u kobiet w ciazy ze wzgledu na ryzyko rozwoju niewydolnosci
nerek, zahamowania wzrostu ptodu, nieprawidlowym rozwojem kosci oraz ptuc dziecka (Garcia i in.,

2015). Z zwiazku z powyzszym, zidentyfikowanie i opracowanie mechanizmu dzialania nowych
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inhibitorow ACE wykazujacych dziatanie terapeutyczne bez wywotania skutkow ubocznych staje si¢
nowym wyzwaniem dla naukowcoéw oraz diagnostow.

W patogenezie zespolu metabolicznego, chorob nowotoworowych czy choroby Alzheimera
wazng role odgrywa stres oksydacyjny - stan, w ktérym dochodzi do zaburzenia réwnowagi migdzy
produkcja a neutralizowaniem wolnych rodnikow, a przede wszystkim reaktywnych form tlenu (ROS)
czyli wysoce reaktywnych czasteczek, krotkotrwatych pochodnych zredukowanego tlenu
wytwarzanych w sposob ciggly we wszystkich uktadach biologicznych. ROS odgrywaja dwojakg role:
z jednej strony ich nadmiar moze prowadzi¢ do rozwoju wielu choréb (Roberts i Sindhu, 2009), z
drugiej za$ niskie poziomy ROS wymagane sa w wielu procesach biochemicznych, do ktorych nalezy
obrona przed mikroorganizmami (Lee i in., 2008), réznicowanie komoérek, odpornos¢ na apoptoze,
zahamowanie wzrostu i wewnatrzkomorkowe przesytanie sygnatu (Tohyama i Yamamura, 2004;
Roberts i Sindhu, 2009). Wiele wynikow badan wskazuje na gtowna role stresu oksydacyjnego i
wolnych kwaséw thuszczowych w przewlektym zapaleniu, patogenezie insulinoopornos$ci, rozwoju
powiktan cukrzycowych i otytosci (Houstis i in., 2006; Garcia i in., 2014). Stres oksydacyjny
wystepuje podczas zaburzenia rownowagi pomiedzy iloscia wytwarzanych ROS, a zdolnoscia
przeciwutleniajaca mechanizméw enzymatycznych (obnizona aktywno$¢ enzymow o wlasciwosciach
przeciwutleniajacych) lub nieeznymatycznych (zmniejszona zawarto$¢ zwigzkow o wiasciwosciach
przeciwutleniajacych). W zwigzku z powyzszym poszukuje si¢ nowych zwiazkéw dostarczanych z
zywno$ciag wykazujacych wlasciwosci przeciwutleniajagce oraz obnizajace aktywno$¢ niektorych
enzymow, co moze przyczynia¢ si¢ do zahamowania patogenezy zespotu metabolicznego.

Do produktéw zawierajacych liczne bioaktywne zwiazki, ktoére mogg wptywac pozytywnie na
organizm, zaliczane sg ziarna kawy. Uzyskany z nich napar jest jednym z najczesciej spozywanych
napojéw w Europie i Ameryce. Jego smak i aromat jest powszechny i specyficzny, dlatego kawa
czesto wykorzystywana jest w produkeji roznych srodkoéw spozywezych. Wyniki badan wskazuja, ze
zwiazki polifenolowe zawarte w ziarnach kawy moga hamowac¢ aktywno$¢ LOX (Gawlik-Dziki i in.,
2016) i wykazywaé wiasciwosci przeciwutleniajgce (Liang i in., 2016). Stad tez zasadne jest
wykorzystanie ziaren kawy jako dodatek do produktéw czesto spozywanych przez konsumentow, do
ktorych nalezy pieczywo.

Nasiona prosa charakteryzujg si¢ wysoka warto$cia odzywcza, a ponadto sg szczegdlnie
rekomendowana w zywieniu o0sob cierpigcych na celiaki¢. Bezglutenowe bialka prosa zawierajg
niezbedne aminokwasy egzogenne, takze te zawierajace siarke: metioning i cysteing. Wykazano wiele
dodatkowych korzysci zdrowotnych wynikajacych ze spozywania prosa m.in. regulowanie ci$nienia
krwi, zmniejszenie ryzyka wystgpowania chordb serca czy regulowanie poziomu cholesterolu (Gupta i
Pandey, 2012).

Rosliny straczkowe sa waznym elementem prawidtowo zbilansowanej diety, ze wzgledu na
ich warto$¢ odzywcza, wysokg zawarto$¢ biatka, blonnika pokarmowego oraz witamin. Wykazano

takze, iz spozywanie straczkowych powoduje zmniejszenie ryzyka chordb sercowo-naczyniowych,
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insulinooporno$ci i niektorych rodzajéw nowotworéw (Garcia-Lafuente i in., 2014; Cassan i
Holopainen-Mantila, 2016). Jednym z gtownych aspektow ograniczajacych spozywanie ro$lin
straczkowych sa zawarte w nich zwiazki antyodzywcze takie jak lektyny, glikozydy cyjanogenne,
fityniany czy inhibitory proteaz. Istnieje jednak wiele sposobow technologicznych, do ktorych nalezy
obtuskiwanie, moczenie, gotowanie w roznych temperaturach, ogrzewanie mikrofalowe,
autoklawowanie czy fermentacja (Luo i Xie, 2013; llowefah i in., 2014; Marston, Khouryieh i
Aramouni, 2016), ktére powoduja zmniejszenie ich zawartosci. Procesy te moga takze powodowac
poprawe warto$ci odzywczej produktow spozywczych lub zwigksza¢ biodostepnosé zwigzkow o
wlasciwosciach prozdrowotnych.

Rozwdj technologiczny oraz wciaz zwigkszajace si¢ tempo zycia sprawito, ze konsumenci nie
majg wystarczajaco duzo czasu na przygotowanie pelnowartosciowego positku, dlatego siegaja po
pOtprodukty lub produkty gotowe do spozycia (tzw. ready to eat lub ready to use) czy przekaski.
Jednak wiedza i $wiadomo$¢ konsumentoéw dotyczaca wptywu zywnosci na zdrowie i samopoczucie
wcigz wzrasta, dlatego coraz czesciej spozywaja oni produkty bogate w skladniki bioaktywne lub
produkty fortyfikowane. W zwiazku z powyzszym podjeto badania dotyczace wplywu procesow
technologicznych takich jak fermentacja czy gotowanie w roznych temperaturach, na $rodki
spozywcze o wlasciwosciach potencjalnie hamujacych patogeneze zespotu metabolicznego oraz

okresleniu biologicznej aktywno$¢ zwiazkow otrzymanych z produktéw fortyfikowanych.

4.3.2. Cel naukowy oraz omowienie wynikow badan

Hipoteza badawcza przeprowadzonych badan zaktada, ze potencjalna aktywnosc¢ fizjologiczna
zwigzkow uwolnionych w procesie symulowanego trawienia ze Srodkdw spozywczych moze byc
modyfikowana poprzez wybrane procesy technologiczne, a w produktach fortyfikowanych poprzez

zawarto$¢ wybranych dodatkow.

Glownym celem prac stanowigcych osiggniecie naukowe bedgce podstawg do ubiegania si¢ o
stopien naukowy doktora habilitowanego zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r.
poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.) jest okreslenie wpltywu wybranych proceséw
technologicznych na aktywno$¢ zwigzkow uwalnianych w procesie trawienia srodkéw spozywczych
w warunkach in vitro, posiadajacych potencjalne wiasciwosci przeciwdzialajacych wystepowaniu
zespotu metabolicznego oraz mozliwo$ci wykorzystania ich w procesie otrzymywania $rodkow

spozywczych o ukierunkowanym oddziatywaniu na organizm czlowieka.
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Szczegolowe cele pracy obejmuja:

1. Okreslenie wplywu warunkéw fermentacji nasion grochu, fasoli i bobu na aktywnos$é
peptydow uwolnionych po trawieniu in vitro posiadajacych potencjalne wlasciwosci

przeciwdziatania wystepowaniu zespotu metabolicznego.

2. Charakterystyka frakcji biatkowych oraz ich ocena jako prekursoréw biologicznie aktywnych
peptydoéw otrzymanych z ziarna prosa z uwzglednieniem obrdbki termicznej nasion oraz

nasion fasoli adzuki.

3. Badanie wplywu suplementacji chleba maka z ziaren zielonej kawy i wafli maka z
fermentowanych nasion fasoli na potencjat odzywczy produktéw oraz aktywno$¢ biologiczng

hydrolizatow otrzymanych w wyniki trawienia in vitro.

Ad 1. Fermentacja jest jedng z najstarszych metod konserwowania zywnosci pochodzenia roslinnego,
ktéra pozwala na zachowanie wartosci odzywczej produktow, poprawia ich strukture, smak i aromat,
strawnos$¢ sktadnikow odzywczych, a takze zmniejsza zawarto$¢ naturalnie wystepujacych sktadnikéw
toksycznych lub antyodzywczych. W procesie tym stosowane sg bakterie, grzyby i drozdze, jednak
najczescie] sa to bakterie kwasu mlekowego. Oprocz doboru odpowiedniego mikroorganizmu do
otrzymania produktu o najwyzszych wartosciach odzywczych oraz wysokiej zawartosci i
biodostgpnosci sktadnikow funkcjonalnych bardzo istotne sg warunki przeprowadzenia procesu. W
pracach wchodzacych w sktad Osiagniecia oceniano wplyw warunkéw fermentacji nasion grochu
(Pisum sativum) - praca O1, fasoli (Phaseolus vulgaris L.) - praca O3 oraz bobu (Vicia faba) - praca
O7 na zawarto$¢ peptydow uwolnionych podczas trawienia w warunkach symulujacych uktad
pokarmowy czlowieka, badano wiasciwosci biologiczne peptydéw oraz okreslono ich sekwencjg
aminokwasowg. Do procesu fermentacji wybrano bakteryjny probiotyczny szczep Lactobacillus
plantarum 299v. W dostepnej literaturze brak jest danych dotyczacych badania wptywu warunkow
fermentacji na wlasciwosci otrzymanych produktéw z udzialem tego szczepu. Jako czynniki
determinujace proces fermentacji przyjeto czas trwania procesu (3 godziny, 3 dni i 7 dni) oraz
temperaturg (22 °C, 30 °C i 37 °C). Probe odniesienia (kontrolg) stanowity nasiona niepoddane
fermentacji. Wszystkie nasiona przed procesem fermentacji moczono przez 12 godzin w wodzie
destylowanej, a nastepnie obluszczono.

Uzyskane wyniki w pracach O1, O3 i O7 wskazuja, ze warunki fermentacji determinuja
zawarto$¢ bialek w otrzymanych produktach, co stwierdzono poprzez poréwnanie intensywnos$ci
prazkow otrzymanych po rozdziale bialek nasion fermentowanych i biatek nasion kontrolnych. Biatka

otrzymane w wyniku fermentacji nasion grochu (O1) oraz fasoli (O3) charakteryzowaly si¢ masg
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czgsteczkowg w zakresie od 14,4 do 116,0 kDa, natomiast biatka nasion bobu (O7) w zakresie 6,5 do
97 kDa. Zarowno temperatura, jak i czas przeprowadzenia procesu fermentacji roznicowaty zawartosc
biatek o masach czasteczkowych w przedziale 45,0 - 62,0 kDa, a wraz ze wzrostem czasu procesu
fermentacji zwickszata si¢ ilo§¢ bialek niskoczgsteczkowych. Wplyw zastosowanych parametrow
(czasu i temperatury fermentacji) na zawarto$¢ biatka w otrzymanych produktach uzalezniony byt od
gatunku rosliny: w nasionach grochu, niezaleznie od temperatury, trzygodzinny proces spowodowat
nieznaczny, nierdznigcy si¢ istotnie statystycznie wzrost poziomu biatka, a wydtuzanie czasu trwania
tego procesu spowodowato zmniejszanie ilo$ci tego sktadnika (O1); natomiast dla nasion fasoli
niezaleznie od warunkow fermentacji uzyskano spadek zawartosci biatka (O3). Najwickszy spadek w
poréwnaniu z proba kontrolng (o 6,00 mg/ml) uzyskano dla nasion fermentowanych w temperaturze
22°C przez 7 dni. W przypadku nasion bobu (O7) nie wykazano jednoznacznej zalezno$ci pomiedzy
czasem trwania procesu, a zawartoscig biatka. Najwyzszy spadek (o 3,59 mg/ml) zawartosci tego
sktadnika w poroéwnaniu z préba kontrolna uzyskano dla nasion fermentowanych w temperaturze 22
°C przez 3 dni; natomiast najwyzszy wzrost (o 3,09 mg/ml) uzyskano dla nasion fermentowanych w
temperaturze 37 °C przez 3 dni. Obnizenie poziomu biatka nie we wszystkich przypadkach zwigzane
bylo ze wzrostem poziomu oznaczonych peptydéw. W przypadku nasion grochu wykazano zalezno$¢
miedzy stezeniem peptydow a czasem trwania procesu fermentacji tylko dla prob otrzymanych po
fermentacji przeprowadzonej w temperaturze 37°C.

Wyniki uzyskane w pracy O1 wskazuja, ze najwyzsze stezenie peptydow w produktach
otrzymanych po procesie fermentacji nasion grochu oznaczono dla préb uzyskanych po 7 dniach
trwania procesu w 30°C, a wartos¢ ta wyniosta 2,06 mg/ml. Wykazano zalezno$¢ migdzy stgzeniem
peptydéw a czasem trwania procesu fermentacji tylko dla prob otrzymanych po fermentacji w
temperaturze 37°C, w ktorych zawartos¢ peptydéw malata wraz ze wzrostem czasu procesu. Nalezy
podkresli¢, iz stezenie peptydow dla wszystkich prob w pierwszych trzech godzinach trwania procesu
wzrosto w poréwnaniu z probg kontrolng, a nastepnie po 3 dniach zmalato. Moze wynikac to z faktu,
ze mikroorganizmy produkujg oligopeptydy, a nastgpnie enzymy, ktore katalizujg reakcje hydrolizy
tych zwiazkdéw, a kolejno zwigzki te sg zuzywane przez mikroorganizmy do ich wzrostu.

Natomiast w przypadku fermentacji nasion fasoli (O3) wszystkie otrzymane produkty
charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cia peptydow w poréwnaniu do proby kontrolnej. Nie
wyznaczono wyraznej zalezno$ci miedzy zawarto$cig peptydow, a czasem i temperaturg trwania
procesu. Dla prob otrzymanych w 22°C, zawarto$¢ peptydow malala wraz z czasem fermentacji,
natomiast dla prob fermentowanych w temperaturze 37°C zawarto$¢ peptydow rosta wraz z czasem
prowadzenia procesu. Najwyzsza zawarto$¢ peptydow (2,27 mg/ml) oznaczono dla proby otrzymanej
po 7 dniach trwania procesu fermentacji w temperaturze 37°C, ktora jest optymalng temperaturg do
rozwoju Lactobacillus plantarum. Otrzymane wyniki wskazuja, ze warunki te sg optymalnymi

warunkami do otrzymania peptydow z produktow fermentowanej fasoli.
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Po przeprowadzonym procesie fermentacji nasion bobu (O7) w temperaturze 22°C i 30°C wykazano,
7ze wraz ze wzrostem czasu prowadzonego procesu zawarto$¢ peptydow wzrastata. Natomiast
najwyzsze stezenie peptydow (1,46 mg/ml) oznaczono dla produktu otrzymanego po fermentacji
nasion w temperaturze 37°C przez 3 dni.

Wyniki otrzymane po przeprowadzeniu hydrolizy fermentowanych nasion grochu (O1), fasoli
(O3) oraz bobu (O7) w warunkach symulujgcych uktad pokarmowy czlowieka (z zastosowaniem a-
amylazy, pepsyny oraz pankreatyny) wykazaty, ze na kazdym etapie hydrolizy zawarto$¢ peptydow
wzrastata, niezaleznie od czasu i temperatury procesu fermentacji. Fakt uzyskania wyzszego poziomu
peptydéw po hydrolizie a-amylazag dowodzi potaczenia niektorych bialek z polisacharydami, a
uwolnienie z kompleksow zwicksza ich biodostepnos¢ w uktadzie pokarmowym. Najwyzsze stezenie
peptydow (3,01 mg/ml) otrzymano w hydrolizatach nasion grochu fermentowanych przez 7 dni w
temperaturze 30°C; dla fasoli w hydrolizatach nasion fermentowanych przez 3 godziny w
temperaturze 37°C i przez 7 dni w temperaturze 22°C (odpowiednio 3,69 i 3,57 mg/ml); a dla bobu w
hydrolizatach nasion fermentowanych przez 7 dni w temperaturze 30°C oraz 3 dni w temperaturze
37°C (odpowiednio 4,78 i 4,65 mg/ml).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ilos¢ peptydow uwolnionych w procesie trawienia in vitro z
fermentowanych nasion roslin straczkowych uzalezniona jest zarowno od gatunku rosliny jak i
warunkow przeprowadzenia procesu fermentacji. Gatunek ro$liny i warunki procesu fermentacji
roéznicujg takze podatno$¢ bialek nasion na dzialanie enzymoéw proteolitycznych. W przypadku
hydrolizatow biatek nasion grochu (O1) najwyzszy stopien hydrolizy (DH) oznaczono dla nasion
kontrolnych (68,62%), a najmniejszy (17,03%) po hydrolizie produktu po 7 dniach fermentacji w
temperaturze 37°C. Natomiast zawarto$¢ peptydow o masie czasteczkowej ponizej 7,0 kDa byla
najnizsza dla proby kontrolnej (19,48 mg/ml). Proces fermentacji obniza wigc strawno$¢ bialek nasion
grochu. Natomiast w przypadku nasion fasoli i bobu (O3 i O7) proces fermentacji zwigkszyt
strawnos$¢ biatka. Najwyzszy stopien hydrolizy (98,38%) oznaczono dla fasoli po 7 dniach fermentacji
w 37 °C, podczas gdy w probach niefermentowanych warto$¢ ta wyniosta 74,62%. Dla nasion bobu
wystarczyla 3- godzinna fermentacja w temperaturze 22°C by uzyska¢ najwyzszy stopien hydrolizy
(98,72%). Wydhluzanie czasu i podwyzszenie temperatury procesu nie powodowato istotnych
statystycznie zmian tej wartosci. Dla nasion niepoddanych fermentacji stopien hydrolizy biatka po
procesie ich trawienia wyniost 58,41%.

Peptydy otrzymane w wyniku trawienia biatka musza zosta¢ wchionigte do krwiobiegu i
dostarczone do celowych miejsc ich wykorzystania. O ich bioprzyswajalnosci decyduje masa
czasteczkowa, dlatego z otrzymanych hydrolizatow wydzielono peptydy o masie czasteczkowej
mniejszej od 7 kDa w przypadku hydrolizatéw otrzymanych z nasion grochu (O1) i fasoli (O3) oraz
masie czasteczkowej mniejszej od 3,0 kDa w przypadku nasion bobu (O7), a ich biologiczne
znaczenie wyrazono poprzez oznaczenie zdolnosci hamowania aktywnosci enzymu konwertujacego

angiotensyne I (ACE), w przypadku fasoli takze lipazy i a-amylazy, w przypadku bobu lipazy i
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lipooksygenazy. Wykazano, ze na te aktywnoSci ma wpltyw przeprowadzony proces fermentacji
analizowanych nasion. Wyniki zawarte w pracy O1 wskazuja, Zze najbardziej aktywna jest frakcja
peptydowa otrzymana z hydrolizatu nasion grochu fermentowanego przez 7 dni w temperaturze 22°C,
dla ktorej uzyskano najnizsza warto$¢ ICsy peptydowych inhibitorow ACE (0,19 mg/ml). W
przypadku nasion fasoli (O3) najbardziej korzystna okazata si¢ fermentacja przeprowadzona w
temperaturze 30°C przez 3 dni (ICsp = 0,28 mg/ml). Ta sama frakcja okazata si¢ najbardziej
efektywnym inhibitorem aktywnos$ci lipazy 1Csp =1,19/ml. Natomiast najsilniejsze wlasciwosci
inhibitorowe wobec a-amylazy wykazywala frakcja uzyskana po fermentacji w 22°C przez 3 godziny
(ICso = 1,94 mg/ml). Z kolei w przypadku nasion bobu (O7) najwyzsza zdolno$¢ hamowania
aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyne I wykazata frakcja uzyskana po fermentacji przez 3
dni w temperaturze 30°C (ICsp = 1,01 mg/ml); ta sama frakcja najefektywniej neutralizowata wolne
rodniki ABTS (ICso = 0,99 mg/ml). Natomiast frakcja uzyskana z nasion fermentowanych przez 3
godziny w temperaturze 22°C byta najaktywniejszym inhibitorem lipooksygenazy (ICso = 0,54 mg/m),
a lipazy (ICso = 0,92 mg/ml) frakcja nasion fermentowanych przez 3 dni w temperaturze 37°C.

Kolejnym etapem badan byto oczyszczanie peptydow o najwyzszych wlasciwosciach
potencjalnie przeciwdzialajacych wystepowaniu zespotu metabolicznego z zastosowaniem roznych
technik chromatograficznych (saczenia molekularnego, HPLC) oraz ich identyfikacja z
zastosowaniem techniki LC-MS/MS. Po rozdziale na ztozu Sephadex G10 najaktywniejszej frakcji
peptydowej z grochu otrzymano dwie frakcje, z ktorych pierwsza wykazywata silniejsze wtasciwosci
inhibitorowe wobec ACE (ICsy = 64,04 ug/ml). Zidentyfikowano w niej peptyd o sekwencji
KEDDEEEEQGEEE i masie czgsteczkowej 1593,58 Da (O1). Frakcja peptydowa najbardziej aktywna
wobec ACE i lipazy otrzymana z nasion fasoli (O3) ulegta rozdziatowi na cztery frakcje. Czwarta
wykazata najwigksze wlasciwosci inhibitujace, a zidentyfikowane w niej peptydy posiadaly sekwencje
aminokwasowa INEGSLLLPH oraz FVVAEQAGNEEGFE. Peptydy te skutecznie hamowaty takze
aktywnos¢ a-amylazy, czego nie wykazano dla ich mieszaniny. Rozdzialowi i identyfikacji zostat
poddany takze hydrolizat otrzymany z fasoli po 3-godzinnej fermentacji w temperaturze 22°C. Z
czterech otrzymanych frakcji trzecia okazata si¢ najbardziej aktywna i zawierala peptydy o
nastepujacej sekwencji aminokwasowej: INEGSLLLPH, SGGGGGGVAGAATASR,
GSGGGGGGGFGGPRR, GGYQGGGYGG, NSGGGYGNRG, GGSGGGGGSSSGRRP oraz
GDTVTVEFDTFLSR (0O3). Z kolei po rozdziale najbardziej aktywnego hydrolizatu otrzymanego z
nasion bobu (fermentowanego przez 3 dni w temperaturze 30°C) uzyskano trzy frakcje peptydowe.
Frakcja pierwsza wykazata najwigkszy efekt inhibitujagcy wobec ACE i lipooksygenazy, a takze
posiadala najwigksze wtasciwosci przeciwrodnikowe i1 zawierata peptydy o nastepujacej sekwencji
aminokwasowej: DALEPDRIESEGGLIETWNPNNRQ, FEEPQQSEQGEGR, GSRQEEDEDEDE,
WMYNDQDIPVINNQLDQMPR, RGEDEDDKEKRHSQKGES i RLNIGSSSSPDIYNPQAGR
(O7).
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W dobie stale wzrastajacego zainteresowania zywno$cig jako zrodtem substancji aktywnych
fizjologicznie, ktoére maja znaczenie w profilaktyce wystepowania chorob przewleklych, a takze
zespotu metabolicznego, wiele badan skierowanych jest na opracowanie receptur otrzymywania
srodkow spozywczych specjalnego przeznaczenia zywieniowego i badaniu ich prozdrowotnych
wiasciwosci. Jednym z bioaktywnych czynnikow sg peptydy, zarowno obecne w s$rodkach
spozywczych jak i powstajagce w trakcie trawienia pokarmu, szczegélnie zasobnego w biatko.
Poszukiwane sa wigc nowe mozliwosci zwigkszania potencjalu prozdrowotnego zywnosci.
Przedstawione prace udowodnily, ze proces fermentacji nasion roslin stragczkowych za pomoca
Lactobacillus plantarum wptywa korzystnie na proces uwolnienia in vitro peptydow hamujacych
aktywno$¢ enzymdéw zaangazowanych w patogeneze zespotu metabolicznego. Wykazano, ze czas i
temperatura fermentacji determinuja ten proces, dlatego nalezy zoptymalizowac jego warunki zgodnie
ze specyficzng aktywnoscig peptydow. Fermentowane nasiona lub otrzymane z nich frakcje
peptydowe moga by¢ wykorzystywane do produkcji zywnosci funkcjonalnej, takiej jak przekaski co
zostato przetestowane (O5), a wyniki otrzymanych eksperymentéw zostana omdwione w dalszej

czgsSci autoreferatu.

Ad. 2. Wiasciwosci prozdrowotne zywnosci uzaleznione sg od wiasciwosci surowca, metody jego
obrobki oraz sposobu i czasu przechowywania produktu. Gotowanie jest jedng z gtéwnych i
najpopularniejszych technik stosowanych w technologii Zywnos$ci, a obecnie coraz czesciej
wykorzystywane s metody ogrzewania niskotemperaturowego w nowoczesnych technikach
gotowania i projektowaniu zywnosci. Warunki przygotowania produktu, takie jak czas, temperatura
czy warto$¢ pH, maja istotny wpltyw na warto$¢ odzywczg i wlasciwosci zywnosci, jednak wiele
opracowan naukowych poswigconych jest gltownie badaniu wplywu temperatury na jako$¢
przygotowania roznego rodzaju migsa. Generalnie brak jest danych dotyczacych wptywu temperatury
na profil biatkowy oraz wilasciwosci hydrolizatow otrzymanych po trawieniu w warunkach
symulujacych uktad pokarmowy cztowieka zywnosci pochodzenia roslinnego zasobnej w biatko.

Ziarna prosa sg zbozem uzywanym do przygotowania zywno$ci w wielu kulturach na calym
$wiecie. Proso nalezy do zb6z bezglutenowych, jest dobrym Zrodtem biatka zawierajacego wysoka
zawarto$¢ niezbednych aminokwasow, zwlaszcza aminokwasow siarkowych takich jak metionina i
cysteina oraz kwasow tluszczowych, btonnika pokarmowego i witamin. Spozywane jest najczesciej w
postaci kaszy jaglanej lub maki dodawanej do dan lub wypiekow. Badania wskazuja, Ze spozywanie
prosa wptywa na regulacj¢ ci$nienia krwi i poziom cholesterolu, zapobiega wystepowaniu chorob
serca i uktadu krazenia.

Celem pracy O6 realizowanej w ramach projektu nr 1P2015 026174 pt:. ,,Charakterystyka
peptydéw uwalnianych z prekursorowych bialek prosa w aspekcie ich aktywnosci fizjologicznej w
chorobach zespotu metabolicznego” finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego w ramach konkursu Tuventus Plus V, byto okreslenie wptywu temperatury ogrzewania (65 i
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100°C) ziarniakoéw prosa na profil poszczegolnych frakcji biatkowych (albumin, globulin 7S, globulin
118, prolamin i glutelin) oraz zawartos¢ peptydow w hydrolizatach otrzymanych po ich trawieniu in
vitro. Probe kontrolng stanowity ziarna prosa niepoddane obrobce termiczne;.

Analiza elektroforegramu biatek prosa (wykonanego technika SDS-PAGE) wykazala, Zze temperatura
obrobki nasion miata wptyw na profil biatkowy, co obrazowane byto iloscig i intensywnoscig
prazkow. Najwigcej prazkow uzyskano dla frakcji albumin proby kontrolnej, najmniej dla wszystkich
frakcji biatkowych otrzymanych z ziaren prosa poddanych obrobce w temperaturze 100°C. Globuliny
7S (niezaleznie od temperatury obrobki) posiadaty masg czasteczkowa w zakresie od 6,5 do 70,0 kDa,
a globuliny 118 z ziaren nieogrzewanych i poddanych ogrzewaniu w 65°C - od 6,5 do 70 kDa, a
ogrzewanych w 100°C w zakresie 6,5 do 20,0 kDa. Prolaminy natomiast scharakteryzowano jako
biatka o niskiej masie czasteczkowej - ponizej 20,0 kDa. Oznaczanie masy czasteczkowej gluteliny
bylo utrudnione z uwagi na brak wyraznych prazkéw na elektroforegramie. Zaobserwowano biatko o
masie czasteczkowej okoto 45 kDa tylko dla proby kontrolnej i probach z obrobki ziarna w
temperaturze 65°C.

Wyniki hydrolizy otrzymanych frakcji biatkowych w warunkach symulujacych uktad
pokarmowy cztowieka wykazaly, ze najwyzsza zawartos¢ peptydow uzyskano po hydrolizie albumin,
w tym z nasion niepoddanych obrobce termicznej (2,03 mg/ml). Z kolei najubozsze w peptydy byly
hydrolizaty globulin 11S, a w$rdd nich najmniejsza zawarto$¢ peptydéw (0,09 mg/ml) oznaczono w
otrzymanych z ziaren ogrzewanych w 65°C. W celu okres$lenia aktywnosci fizjologicznej oznaczono
zdolno$¢ hamowania aktywnosci cyklooksygenazy (formy 1 i 2), lipooksygenazy i lipazy
pankreatynowej, enzymow bioracych udziat w powstawaniu standow zapalnych 1 otylosci organizmu.
Obrobka termiczna nasion owsa spowodowala wzrost zdolnoSci inhibitorowej hydrolizatow
poszczegdlnych frakcji biatka owsa, wérdd ktorych najmniej aktywna okazata si¢ frakcja albumin. Po
oddzieleniu ze wszystkich hydrolizatéw frakcji peptydowej o masie czasteczkowej ponizej 3,0 kDa
udokumentowano, ze otrzymana frakcja z globuliny 7S ziaren ogrzewanych w 65 °C
charakteryzowata si¢ najwyzszg aktywnoscig hamujagcg COX-1 i COX-2 (wartosci ICsq wyniosty
odpowiednio 0,08 i 0,12 mg/ml), a otrzymana z prolamin nasion ogrzewanych w 100°C okazata si¢
najaktywniejsza wobec LOX (ICsy = 0,14 mg/ml). Natomiast najwyzszg aktywnos$cig hamowania
lipazy trzustkowej (ICsp = 0,03 mg/ml) charakteryzowala si¢ frakcja z prolaminy nasion ogrzewanych
w 65°C. Analiza sktadu aminokwasowego tych najbardziej aktywnych frakcji wykazala, ze zawieraja
one wysokie poziomy glicyny. Najwigksze roznice zawartos$ci uzyskano dla kwasu asparaginowego i
asparaginy - we frakcji prolamin otrzymanej po obrobce ziaren w 100°C otrzymana wartos¢ bylta
ponad dwu- i czterokrotnie wyzsza, natomiast frakcja ta zawierata ok. 2-krotnie mniej glicyny (O7).

Jako zrodto aktywnych peptydoéw przebadano takze frakcje biatka fasoli odm. adzuki (O2),
otrzymane z nich hydrolizaty w warunkach symulujacych przewo6d pokarmowy oraz wyizolowane z
nich potencjalnie bioprzyswajalne peptydy o masie czasteczkowej ponizej 7,0 kDa. Najwyzsza

zawarto$¢ peptydow uzyskano po kazdym etapie trawienia albumin, najnizsza w trakcie
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symulowanego trawienia prolamin. Réwniez poziom bioprzyswajalnych peptydow byt najwyzszy we
frakcji wyizolowanej z albumin (50,69 mg/ml), natomiast stopien hydrolizy byl najwyzszy (47,04 %)
dla frakcji glutein. Stwierdzono, ze peptydy otrzymane z frakcji prolamin charakteryzowaty sig¢
najwyzsza aktywnoscig inhibitorowa wobec ACE (ICsyp = 0,17 mg/ml) oraz przeciwrodnikowg -
warto$¢ ICso wobec ABTS dla tej frakcji wynosita 0,06mg/ml, wobec DPPH 0,02 mg/ml, wartos¢ 1Csq
dla chelatowania jonow zelaza (II) - 2,52 mg/ml, natomiast chelatowania jonow miedzi (II) - 0,85
mg/ml. Dobre wlasciwosci przeciwutleniajace wykazaly peptydy otrzymane po trawieniu globulin i
surowego ekstraktu. Te ostatnie wykazaly najstabsze dziatanie hipotensyjne (ICso = 21,18 mg/ml).
Uzyskane wyniki dokumentujg, ze w wyniku hydrolizy bialek zboz czy ro$lin stragczkowych
uwalniane sg peptydy o specyficznej aktywnos$ci biologicznej, ktéra moze mie¢ znaczenie w
profilaktyce chorob zespotu metabolicznego. Dlatego istotny jest wybdr takiego zrddta biatka, ktére
po hydrolizie w przewodzie pokarmowym dostarczy organizmowi peptydow bioprzyswajalnych, a

jednoczes$nie wykazujacych ukierunkowang aktywnosc¢ fizjologiczna.

Ad.3. W dobie stale wzrastajacej $wiadomosci konsumenta o znaczeniu diety dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu przy jednoczesnym wzroscie tempa zycia poszukiwana jest zZywno$¢
wygodna, ale zawierajaca jednocze$nie fizjologicznie czynne sktadniki, taka jak pieczywo, batony,
herbatniki czy wafle wzbogacane w sktadniki bioaktywne. Wychodzac naprzeciw tym oczekiwaniom
opracowano receptur¢ otrzymywania wafli pszennych wzbogaconych maka fermentowanych nasion
fasoli (O5) oraz chleba pszennego maka z ziaren zielonej kawy (O4).

Nasiona fasoli fermentowane byty przez 3 dni w temperaturze 30 °C z udziatem Lactobacillus
plantarum 299v, ktére to warunki zoptymalizowano w pracy O3. Wafle pszenne przygotowano z
dodatkiem 10%, 20%, 30%, 40%, 50% lub 100% maki z fermentowanych nasion fasoli (BF), a
produktem kontrolnym byly wafle bez zadnego dodatku (WF). Wykazano, ze wafle przygotowane w
100% BF posiadaty najwyzsza zawarto$¢ bioaktywnych zwigzkow takich jak: peptydy (0,79 mg/ml),
polifenole (0,46 mg/ml) i biatko (0,086 mg/ml) i z tych wafli po procesie hydrolizy w warunkach
symulujacych uktad pokarmowy cztowieka zostata uwolniona najwigksza ilo$¢ peptydow. Dla tego
wariantu uzyskano rowniez najwyzszy stopien hydrolizy (32,81%). Natomiast najwyzszg aktywnosc¢
przeciwrodnikowg wobec ABTS ™ oznaczono dla hydrolizatow wafli z 40% dodatkiem (ICsp = 17,81
pg/ml), a wobec DPPH" w przypadku hydrolizatow z wafli z 30% BF (ICso = 34,43 pg/ml). Z kolei
hydrolizaty z wafli z dodatkiem 40% i 50% BF wykazaty najwyzsza aktywno$¢ chelatujaca Fe** (4,28
14,32 pg/ml - odpowiednio) istotng statystycznie w porownaniu do proby kontrolnej (4,57 pg/ml).
Natomiast wartosci I1Csq otrzymane dla tych prob nie wykazywaty istotnych rozni¢ statystycznych.
Najwyzsza aktywnos¢ inhibitorowa wobec a-glukozydazy wykazaty hydrolizaty wafli z 40%, 50% i
100%, a otrzymana dla nich warto$¢ ICsy byla taka sama i wynosita 0,14 mg/ml. Aktywnosc¢ lipazy
trzustkowej i ACE najskuteczniej hamowaly frakcje otrzymane po hydrolizie wafli wzbogaconych w

50% 1 100% maki z fasoli osiggajac takie same wartosci ICso - odpowiednio 0,24 mg/ml i 0,19 mg/ml.
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Produkty piekarnicze, szczegdlnie chleb, sg najczgsciej spozywang zywnoscig na $wiecie.
Charakteryzuja si¢ wysoka zawartos$cig btonnika pokarmowego i sktadnikow mineralnych oraz niska
soli, cukru i tlhuszczu. Chleb jest jednym z najbardziej dostgpnych na rynku i czgsto podstawowym
produktem dla konsumentéw, a dostgpny jego szeroki asortyment posiada zréznicowany sktad
chemiczny. Stanowi wigc bardzo dobry obiekt do przeprowadzania modyfikacji jego sktadu poprzez
wzbogacanie w surowce zasobne w bioaktywne sktadniki. Tak otrzymane produkty wychodza
naprzeciw oczekiwaniom konsumentow $wiadomych wplywu diety na jakos¢ ich zycia i zdrowia

W pracy O4 oceniano wptyw dodatku sproszkowanych ziaren kawy (w ilosci 1, 2, 3, 4 lub 5
2/100g maki) do chleba pszennego na potencjal odzywczy otrzymanych produktow oraz zdolnos¢
hamowania aktywnosci wybranych enzyméw zaangazowanych w patogeneze zespotu metabolicznego.
Badania te prowadzitam jako wykonawca projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w
ramach konkursu Opus 5 nr 2013/09/B/NZ9/01801 pt.: ,Interakcje i biodostepnos¢ kwasu
chlorogenowego i ferulowego jako kluczowe czynniki warunkujace aktywno$¢ biologiczng wybranych
surowcOw ro$linnych”. Zastapienie maki pszenne] maka z ziaren kawy znaczaco zmniejszyto
catkowita zawarto$¢ biatka tylko po wprowadzeniu jej w ilosci 4 g. Wyrdzniki jakosci skrobi takie jak:
catkowita zawarto§¢ skrobi, zawarto$¢ skrobi opornej i strawnos$¢ skrobi nie roznity sie istotnie
statystycznie w porownaniu do chleba kontrolnego. Natomiast biodostepnos¢ skrobi byta znaczaco
nizsza dla chlebow fortyfikowanych 4g i 5 g kawy (odpowiednio: 311,84 i 325,34 mg/g suchej masy),
podczas gdy dla chleba kontrolnego wynosita 392,67 mg/g suchej masy. Chleb wzbogacony maka z
ziaren kawy posiadat wyzszy wskaznik hydrolizy skrobi i potencjalny indeks glikemiczny niz chleb
bez ich dodatku, ale zmiany te nie wykazywaly rdznic statystycznych. W hydrolizatach otrzymanych
po przeprowadzeniu procesu trawienia w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego
oznaczono zdolno$¢ hamowania aktywnosci enzyméw zaangazowanych w patogenezg zespotu
metabolicznego takich jak: enzym konwertujacy angiotensyne I (ACE), lipaza trzustkowa, a-amylaza
oraz a-glukozydaza. Hydrolizaty chlebéw wzbogaconych w 4g i 5 g kawy posiadaty wyzsze zdolno$ci
hamowania aktywno$ci ACE, o czym $wiadczg nizsze warto$ci wskaznika ECsy (W zakresie 1,6-7,77
mg/ml, podczas gdy dla chleba kontrolnego warto$¢ ta wyniostal7,96 mg/ml). Wszystkie hydrolizaty
chleba fortyfikowanego maka z ziaren kawy wykazywaly wiasciwo$ci hamujgce aktywnos¢ lipazy
trzustkowej, ktorej nie posiadal hydrolizat otrzymany z chleba kontrolnego. Pozwala to stwierdzi¢, ze
wzbogacanie chleba o ziarna kawy zwigksza potencjalne wlasciwosci przeciwotylosciowe
otrzymanego produktu, ktory moze by¢ wykorzystywany w dietach stosowanych przy redukcji masy
ciala. Natomiast dodanie ziaren kawy do chleba pszennego nie spowodowalo zmian zdolnosci

hamowania aktywnosci a-amylazy i a-glukozydazy badanych hydrolizatow.
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4.3.3. Podsumowanie

Przedstawiony jako Osiagniecie cykl prac stanowi potaczenie zagadnien z zakresu
peptydomiki, biochemii oraz technologii zywno$ci. Uzyskane wyniki dostarczaja nowa wiedze i
poszerzaja juz istniejaca na temat bioaktywnych wtasciwosci srodkoéw spozywcezych, ktoére moga byc
zrodtem zwigzkow hamujacych rozwoj zespotu metabolicznego. Przeprowadzone badania wskazaty,
iz biatka roslin poddanych fermentacji lub obrdbce cieplnej moga by¢ prekursorem bioaktywnych
peptydow uwalnianych w organizmie w procesie trawienia, poniewaz po przeprowadzeniu takiego
procesu w warunkach in vitro udowodniono ich zdolno$¢ do hamowania aktywno$¢ enzyméow
zaangazowanych w powstawanie tego typu schorzen.

Biologicznie aktywne peptydy moga by¢ otrzymywane z roznych zrédet biatka, a jak wynika z
prac wchodzacych w sktad Osiggniecia istotny jest wybor takich, z ktorych (po ewentualnej celowej
obrébee technologicznej) w wyniku proteolitycznej hydrolizy uwolnione zostang peptydy posiadajace
ukierunkowane oddziatywanie fizjologiczne. Wyizolowane i zidentyfikowane peptydy moga zatem
znalez¢ wykorzystanie w projektowaniu zywnosci specjalnego przeznaczenia zywieniowego czy

dietetycznej.
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5. Omowienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych

Prac¢ magisterska dotyczaca charakterystyki esterazy kwasu ferulowego produkowanej przez
rozne szczepy bakterii Lactobacillus wykonatam w Katedrze Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i
Towaroznawstwa Zywnosci (obecnie Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka)
Akademii Rolniczej w Lublinie (obecnie Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie) pod kierunkiem dr
hab. inz. prof. nadzw. Dominika Szwajgiera. Otrzymane wyniki opublikowano w Acta Scientiarum
Polonorum i Technologia Alimentaria (prace D1-2, D1-5).

Po rozpoczeciu studiow doktoranckich na Wydziale Nauk o Zywnosci i Biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie zostatam wlaczona w prace Zespotu Katedry Biochemii i
Chemii Zywnosci kierowanej przez prof. dr hab. Barbare Baraniak (promotor dysertacji doktorskiej),
zajmujgcego si¢ m.in. badaniami z zakresu enzymologii Zzywnosci, proteomu nasion roslin
straczkowych oraz wlasciwosciami biologicznie czynnych skladnikéw zywnosci pochodzenia
ro$linnego, w tym (obok metabolitow wtornych) peptydow. Efektem jest praca D1-1 opublikowana w
Food Chemistry dotyczaca charakterystyki lipooksygenazy wyizolowanej z nasion grochu odm.
Telefon. Réwnolegle podjetam prace badawcze zwiazane z charakterystyka biologicznie aktywnych
peptydow pochodzacych z hydrolizatow biatek kietkow grochu, ktorych wyniki zostaty umieszczone
w pracach opublikowanych w Annales Universitatis Mariae Curie-Sktodowska, Sectio, DDD (D1-3 i
D1-4).

Tematyke badawcza dotyczaca bioaktywnych peptydéw otrzymanych z biatek nasion roslin
straczkowych kontynuowatam w ramach dysertacji doktorskiej pt.: "ldentyfikacja peptydowych
inhibitorow enzymu konwertujacego angiotensyne I (ACE) otrzymanych w wyniku hydrolizy biatek
wybranych roslin", ktéra na wniosek Recenzentéw zostala wyrdzniona nagrodag JM Rektora. Badania
realizowane w ramach dysertacji doktorskiej byly czgsciowo finansowane przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu promotorskiego pt.: "Izolowanie i charakterystyka
inhibitorow enzymu konwertujgcego angiotensyne I w angiotensyne Il z nasion roslin straczkowych"
(Nr N N312 234038), ktorego bytam gtéwnym wykonawcg. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
nasiona wybranych ro§lin straczkowych (grochu, fasoli i soczewicy) stanowig zrodto prekursorowych
biatek, z ktérych w wyniku hydrolizy uwalniane sg peptydy o wlasciwosciach hamujgcych aktywnos¢
enzymu konwertujgcego angiotensyne I (ACE). Wykazano, ze frakcja peptydowa (5-F) otrzymana z
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globulin soczewicy (praca D2-3), hydrolizowanych w warunkach symulujgcych uktad pokarmowy
cztowicka wykazuje najsilniejsze wlasciwosci hamujgce aktywnos¢ ACE (ICso = 1,13 mg/ml). W
oparciu 0 wykresy Lineweavera-Burka wyznaczono dla niej parametry kinetyczne: Km (1,24 mM),
Vmax (0,012 U/min), K; (0,12 mg/ml) i okreslono typ inhibicji jako niekompetycyjny.

Z zastosowaniem techniki ESI-MS/MS we frakcji tej zidentyfikowano nastgpujace sekwencje
peptydéw: KLRT, TLHGMV i VNRLM.

Z globulin grochu (praca D2-6) poddanych hydrolizie w warunkach symulujacych uktad
pokarmowy czlowieka otrzymano frakcje o najwyzszych wilasciwosciach hamujacych aktywnosc¢
ACE, dla ktorej warto§¢ ICsy wyniosta 73 pg/ml. Na podstawie wykresoOw Lineweaver-Burk
oznaczone parametry Kinetyczne wynosity: K, = 1,16 mM, K; = 0,039 mg/ml oraz Vy.x = 0,012
(U/min), a typ inhibicji okreslono jako niekompetycyjny. We frakcji tej zidentyfikowano za pomoca
techniki ESI-MS/MS nastepujace peptydy: GGSGNY, DLKLP, GSSDNR, MRDLK i HNTPSR. Inne
peptydowe inhibitory ACE pochodzace z bialek zywnosci zostaty opisane w pracy przegladowej D2-
26 oraz w rozdziale monografii D2-12.

Biologicznie aktywne peptydy peinia istotng role w wielu procesach fizjologicznych jako
ligandy receptorow, inhibitory enzymow, regulatory czynnikow wchtaniania jelitowego, antybiotyki
czy antyoksydanty. Oprécz korzystnego wptywu na funkcjonowanie organizmu moga one takze
wykazywaé dziatanie toksyczne. Tego typu zwigzki sa najczeSciej oporne na dziatanie enzymow
uktadu pokarmowego i w niezmienionej formie transportowane przez komorki nabtonkowe dzieki
czemu moga niekorzystnie wptywac¢ na funkcjonowanie organizmu. Peptydy te czesto roznig sig
strukturalnie od powstatych z prekursorow biatkowych i zawieraja aminokwasy niebiatkowe takie jak:
B-alanina, kwas y-aminomastowy, D-aminokwasy oraz a-alkiloaminokwasy (D2-22). Niektore
peptydy uwalniane z glutenu, mieszaniny biatek wystgpujacych w pszenicy, zycie i jeczmieniu, moga
by¢ szczegoblnie niebezpieczne dla zdrowia, zwlaszcza u 0séb cierpigcych na celiakig, ktora zwiazana
jest z jego nietolerancjg. Badania wskazuja, ze peptydy toksyczne dla osob cierpigcych na celiakie
uwalniane sg z frakcji prolamin, gléwnie gliadyn. Ze wzgledu na ogromng réznorodno$¢ biatek
glutenu i1 brak odpowiednich testow, doktadny mechanizm toksycznos$ci i przyczyn wystgpowania
choroby jest wcigz niejasny. Wiadomo jednak, ze w przewodzie pokarmowym cztowieka w wyniku
niepelnego trawienia glutenu, ze wzgledu na wysoka zawarto§¢ proliny, zmniejszajacej aktywnosc¢
enzymow proteolitycznych, uwalniane sg peptydy oporne na dziatanie enzymow uktadu pokarmowego
biorace udzial w patogenezie celiakii. Jednak liczne badania in vitro i in vivo dotyczace peptydow
uwalnianych z prolamin pochodzacych z pszenicy, nie wyjasniaja jednoznacznie mechanizmu ich
toksycznosci (D2-23).

Rownolegle z powyzszymi badaniami wraz z innymi pracownikami Katedry Biochemii i
Chemii Zywno$ci zajmowalam sie okresleniem wlasciwosci przeciwutleniajacych $rodkow
spozywczych wykorzystujgc réozne metody analityczne. Oznaczano zdolnos¢ do neutralizowania

wolnych rodnikow z zastosowaniem modelowych zwigzkow DPPH i ABTS, chelatowania jonow
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zelaza (IT) (prace D1-3; D1-4; D2-1; D2-7; D2-18; D2-20; D2-24), dodatkowo badano hamowanie
peroksydacji lipidow oraz hamowanie aktywnosci lipoksygenazy (D2-20).

W prowadzonych badaniach wykazano, ze dobrym zrodtem zwigzkéw o wiasciwosciach
przeciwutleniajacych sa napary ziarna kawy (D2-20) oraz herbaty (D2-24). W wodnych i
metanolowych ekstraktach ziaren kawy (D2-20) (Coffea arabica L.) prazonych technika tradycyjna
pochodzacych z Brazylii, Kolumbii, Etiopii i Kenii oraz ziaren kawy pochodzacych z Brazylii
palonych za pomocg techniki przemystowej oznaczono zawarto$¢ fenoli i kofeiny oraz okre§lono ich
wlasciwosci przeciwutleniajace. Wyniki pracy wskazuja, ze ekstrakty metanolowe otrzymane z
réznych rodzajow kawy wykazuja potencjalne wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwutleniajgce.
Natomiast najwyzszg aktywnos$¢ przeciwutleniajacg wykazywaty ekstrakty otrzymane z nasion kawy
palonej tradycyjnie pochodzacej z Kolumbii i Etiopii.

Prowadzone badania zawarto$ci zwigzkow polifenolowych wybranych naparéw herbat
producentow komercyjnych (praca D2-24) wskazuja, ze najwyzsza zawartoscig zwigzkow
polifenolowych w przeliczeniu na kwas galusowy charakteryzowaty si¢ napary otrzymane z herbaty
»daga” (159 mgGAE/100 ml). Jednocze$nie napar ten wykazywal najlepsza aktywno$¢
przeciwrodnikowg wobec DPPH" (67,96%) i ABTS™ (98,92%). Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy
barwa napardw, a ich zdolno$cig przeciwrodnikowa oraz zawarto$cig zwiazkow polifenolowych.

W prawdzie warto§¢ konsumencka $wiezych warzyw oceniana jest gldwnie poprzez ich cechy
wizualne, to wigksze znaczenie maja jej wartosci odzywcze i obecnos¢ biologicznie aktywnych
metabolitow wtornych. Na zawarto$¢ fitozwigzkow wpltywa szereg czynnikow, a do najwazniejszych
zaliczy¢ nalezy genotyp ro$liny oraz warunki jej wzrostu. W pracy D2-2 skoncentrowano si¢ na
okresleniu  wplywu gestosci siewek na zawarto$¢ bioaktywnych zwiazkéw 1 zdolnosé
przeciwutleniajaca gotowych do spozycia trzy- i1 czterodniowych kietkow soczewicy. Wyniki
wskazujg, ze wraz ze wzrostem gestosci hodowli wzrastata zawarto$¢ tanin oraz flawonoidow,
natomiast gestos¢ hodowli negatywnie wptywa na mas¢ plonu oraz peroksydacje lipidow, dlatego
wyro6znik ten odgrywa wazng rolg w projektowaniu jakosci gotowego produktu.

Wykazano takze, ze biatka ziarna uprawnych i dzikich gatunkow owsa (Avena sativa L.)
stanowig zrodto peptyddéw o aktywnos$ci przeciwutleniajgcych (D2-1). Ziarniaki badanych genotypow
owsa otrzymano w eksperymencie polowym, zlokalizowanym na poletkach Gospodarstwa
Doswiadczalnego UP w Lublinie, w Czestawicach koto Nalgczowa przeprowadzonym przez
pracownikow Instytutu Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin UP w Lublinie.

We wspotpracy z Wyzsza Szkota Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie prowadzitam takze
badania dotyczace charakterystyki czosnku jako zrodta bioaktywnych zwiazkow przeciwdzialajacych
wystepowaniu réznych choréb. Wykazano, ze duze znaczenie ma nie tylko odmiana rosliny, ale takze
region z jakiego ona pochodzi. Celem pracy opublikowanej w Polish Journal of Food and Nutrition
Science (D2-15) byta ocena i porownanie aktywnosci biologicznej wodnych ekstraktow z dziewigciu

odmian czosnku z roéznych krajow (Polska, Hiszpania, Chiny, Portugalia, Birma, Tajlandia i
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Uzbekistan). Badano wlasciwo$ci przeciwutleniajgce oraz wptyw na proliferacje fibroblastow skory.
Uzyskane wyniki wykazaly, ze ekstrakty czosnku pochodzacego z Chin zawieraly najwyzsza
zawarto$¢ pochodnych kwasow syryngowych i p-hydroksybenzoesowych. Dla ekstraktow tych
wyznaczono najnizsze wartoéci ICsy wobec DPPH', ABTS™ i zdolnoé¢ chelatowania Cu®*
(odpowiednio 4,63, 0,43 i 14,90 ug/ml). Ekstrakty z hiszpanskiej odmiany Morado i chinskiego
czosnku byly wysoce cytotoksyczne w stosunku do ludzkich fibroblastow skory, poniewaz
zmniejszyty proliferacj¢ komorkowa o 70-90%.

W badaniach dotyczacych zwigzkoéw otrzymanych z materiatu roslinnego oproécz odmiany
ro$liny waznym aspektem jest dobdr odpowiednich rozpuszczalnikow do ekstrakcji bioaktywnych
skladnikow. Wyniki pracy (D2-19) opublikowanej W Zywnosé. Technologia. Jakosé¢ dotyczacej
wplywu rozpuszczalnika na sktad oraz wybrane biologiczne wlasciwosci ekstraktow z lisci pietruszki
zwyczajnej (Petroselinum crispum Mill), dowodza, ze z testowanych rozpuszczalnikow (woda, etanol,
glicerol-woda, glikol-woda) najbardziej efektywnym ekstrahentem zwigzkow fenolowych jest
rozpuszczalnik glikolowo-wodny. Ten ekstrakt w najwigkszym stopniu neutralizowat rodnik DPPH’
(ICso = 6,89 ng/ml), natomiast ekstrakt wodny — kationorodnik ABTS™ (ICsp = 31,44 pg/ml).
Zastosowanie rozpuszczalnika nie mialo istotnego wplywu na zdolnos¢ do chelatowania jonow Fe?'.
Natomiast ekstrakty: etanolowy oraz wodny wykazywaty najwyzsza cytotoksyczno$¢ w warunkach in
vitro w stosunku do ludzkiej linii komorkowej BJ (ATCC CRL-2522).

Innym obszarem badawczym realizowanym podczas mojej pracy jest badanie wptywu réznych
procesow technologicznych, ktérym poddawane sg nasiona roslin strgczkowych, na aktywnosé
przeciwutleniajagca hydrolizatow oraz frakcji peptydowych otrzymanych z ich biatek. Do
najczestszych metod obrébki nasion nalezy gotowanie. Jak wskazujg wyniki badan opublikowanych w
pracy D2-7 gotowanie nasion ciecierzycy wptywa na aktywnos¢ biologiczng peptyddéw uzyskanych w
wyniku trawienia in vitro w warunkach symulujacych przewdod pokarmowy poprzez zmiany ich
wlasciwosci przeciwutleniajgcych oraz oddzialywanie na fibroblasty skory. Badania te zostaly
zrealizowane we wspolpracy z Katedra Zdrowia Publicznego, Dietetyki i Chorob Cywilizacyjnych
Wyzszej Szkoly Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie. Najwyzszg aktywno$¢ przeciwrodnikowa
wobec ABTS™ wyrazona jako wartos¢é ICs, obserwowano dla frakcji peptydowej o masie
czasteczkowej w zakresie 3,5- do 7-kDa otrzymanej z hydrolizatu nasion gotowanych (41,01 pg/ml).
Frakcja ta wykazala rowniez najwyzsza aktywnos$¢ stymulujaca wzrost fibroblastow skory BJ (ATCC
CRL-2522).

Wptyw obrobki cieplnej na uwalnianie peptydow przeciwutleniajacych uzyskanych w wyniku
hydrolizy zoltej fasoli szparagowej oraz hydrolizatow izolatow biatkowych z niej otrzymanych bylo
celem pracy D2-18. Wyniki pokazuja, ze obrobka cieplna powodowata zarowno zwigkszona
zawarto$¢ peptydow, jak i ich aktywno$¢ przeciwutleniajaca po hydrolizie pepsyng biatka fasoli
szparagowej. Hydrolizaty otrzymane z surowych i poddanych obrobce cieplnej ziaren wykazywaty

lepsze wlasciwos$ci przeciwutleniajace niz izolaty biatkowe z nich otrzymane.

25



Anna Jakubczyk Autoreferat

Na jako$¢ produktu majg wplyw takze warunki przechowywania zywnosci. W pracy
opublikowanej w Food Chemistry (D2-10) po raz pierwszy przedstawiono wyniki badan wptywu
traktowania ozonem owocow papryki oraz warunkéw przechowywania na ich jakos¢. Najwyzszy
udziat gléwnych flawonoidow papryki: 3-O-ramnozydu kwercetyny i 3-O-ramnozydu7-O-glukozydu
kwercetyny oznaczono dla papryki traktowanej ozonem przez 3 godziny i przechowywanej przez 20
dni w warunkach chtodniczych. Traktowanie owocow ozonem spowodowato spadek aktywnosci
amoniako-liazy L-fenyloalaninowej oraz amoniako-liazy tyrozynowej z jednoczesnym zwigkszeniem
aktywnosci oksydazy polifenolowej i oksydazy gwajakolowej, co wskazuje na udzial tych enzymow w
odpowiedzi na stres oksydacyjny.

Innym czynnikiem modyfikujacym walory sensoryczne produktu roslinnego i metabolizm
wtorny jest zastosowanie dodatkowych zwigzkow chemicznych podczas wzrostu rosliny. W pracy D2-
5 opublikowanej w Food Chemistry przedstawiono zmiany zawarto$ci zwiazkow fitochemicznych,
aktywnosci przeciwrodnikowej i jako$ci sataty spowodowane zastosowaniem jako elicytoroéw kwasu
arachidonowego (AA), kwasu jasmonowego (JA) i kwasu abscysynowego (ABA) w réoznym stgzeniu.
Elicytacja spowodowata wzrost stgzenia chlorofilu a (1 pM i 100 pM AA, 50 uM ABA); chlorofilu b
(100 uMM AA); karotenoidow (100 uM AA, 1 pM JA 1 100 uM ABA) i witaminy C (100 uM AA,
100 uM JA), natomiast zastosowanie JA w stezeniul pM i 100 uM indukowal wzrost st¢zenia
zwigzkow fenolowych, w tym flawonoidéw i kwasow fenolowych. Najwyzsza aktywnos¢
przeciwrodnikowg wobec DPPH’ odnotowano dla roslin otrzymanych po zastosowaniu 100 uM AA i
100 uM JA. Nalezy podkresli¢, ze elicytacja nie zmienila jako$ci sensorycznej sataty, dlatego metoda
ta moze by¢ stosowana do poprawy wilasciwosci produktu bez utraty jej jakosci sensorycznej.

W tematyke dotyczaca wpltywu roznych procesdéw technologicznych oraz indukcji metabolizmu
ro$lin na jako$¢ zywnos$ci wpisuja si¢ takze badania zrealizowane we wspolpracy z Panstwowsa
Wyzsza Szkota Zawodowa w Chelmie, Uniwersytetem Przyrodniczo-Humanistycznym w Siedlcach
oraz Katedrg Eksploatacji Maszyn i Zarzadzania UP w Lublinie czego wynikiem sg prace D2-11 oraz
D2-14 obejmujgce oceng wptywu zastosowania biostymulatorow roslin na warto$¢ odzywcza fasoli.
Badania dotyczyty uprawy dwéch odmian fasoli (Toska i Aura) z zastosowaniem preparatu Atonik
opartego na zwigzkach nalezgcych do grupy nitrofenoli (D2-11) oraz preparatu Kelpak (ekstrakt z alg
Ecklonia maxima) — D2-14. Podwdjna aplikacja 0,1% roztworu stymulatora spowodowata istotnie
zwigkszenie zawartosci zwigzkow fenolowych w nasionach fasoli odmiany Toska, podczas gdy
wszystkie zastosowane metody nie wywolaly istotnych zmian w zawartosci tych bioaktywnych
zwiazkoéw w nasionach fasoli odmiany Aura (D2-11).

Podczas prac prowadzonych w ramach projektu badawczego finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki pt.” Synbiotyki otrzymane na bazie kieltkow roslin straczkowych - badania
bezpieczenstwa, jakosci odzywczej 1 prozdrowotnej w aspekcie biodostgpnosci i bioprzyswajalnosci w
modelowych uktadach in vitro oraz in vivo” (nr 2015/17/B/NZ9/0179), ktorego jestem wykonawca,

dokonano oceny wpltywu wykorzystania zywych i martwych kultur Lactobacillus rhamnosus na
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indukcje metabolizmu w kietkach soczewicy jadalnej. Otrzymane wyniki wskazujg (D2-26), ze
dodatek zywych i martwych bakterii L. rhamnousus spowodowal istotne zwickszenie zawarto$ci
skrobi w 4-dniowych kietkach oraz istotny spadek zawartosci biatka w 4 i 6-dniowych kietkach.
Natomiast dla wszystkich badanych prob nie wykazano istotnych rdéznic potencjatu
przeciwutleniajacego i redukcyjnego w poréwnaniu do proby kontrolnej.

Moje zainteresowania badawcze dotyczace wtasciwosci biologicznych zywnosci rozszerzytam o
problem fortyfikacji zywnosci w celu zwigkszenia jej potencjalu prozdrowotnego, czego wynikiem sg
prace wchodzace w sktad Osiagniecia, a takze publikacja D2-4. W pracy tej przedstawiono nowe
zastosowanie pulpy z dyni, czgsto traktowanej jako produkt odpadowy, w produkcji chleba
pszennego. Zwickszenie dodatku pulpy dyni od 5 do 20% (w przeliczeniu na suchg masg)
spowodowalo zmniejszenie objetosci chleba i wzrost twardosci i spoistosci migkiszu. Wiasciwosci
sensoryczne chleba takie jak smak, aromat i ogdlna akceptowalno$¢ z dodatkiem pulpy nie ulegly
zmianie w porownaniu z chlebem kontrolnym. Wyniki wskazuja, ze pulpa dyni zastosowana jako
dodatek do chleba zwigksza potencjalng biodostepno$¢ zwiazkéw fenolowych oraz peptydow, a
produkty wzbogacone charakteryzuja si¢ wyzszymi wtasciwosciami inhibitorowymi ACE.

Zywno$¢ moze byé takze zrodlem sktadnikow, ktore mogg znalezé zastosowanie w produkcji
kosmetykow. Wyniki badan opublikowanych w Molecules (D2-8) wskazuja na zastosowanie
ekstraktow stewii nie tylko w przemysle spozywczym, ale takze kosmetycznym, ze wzgledu na
wlasciwosci przeciwutleniajace oraz korzystny wplyw na komorki fibroblastow skory

Kolejnym moim obszarem badawczym jest wykorzystanie owadoéw jadalnych jako
niekonwencjonalnego zrédla biatka oraz okreslenie biologicznie aktywnych peptydow pozyskanych z
biatek roznych gatunkow owadow (D2-9, D2-13, D2-25).

Celem pracy D2-9 opublikowanej w Food Research International bylo okreslenie wartosci
odzywczej jadalnych owadow: $wierszcza bananowego (Gryllodes sigillatus), macznika (Tenebrio
molitor) i szaranczy (Schistocerca gregaria) surowych, poddanych pieczeniu i gotowaniu oraz
okreslenie ich wiasciwo$ci cytotoksycznych in vitro. Zawarto$¢ biatka w zalezno$ci od gatunku
wahata si¢ od 52,35 do 76%, tluszczu w zakresie 12,97-24,7%, a warto$¢ energetyczna wynosita od
1821 do 1896 kJ/100 g. Wszystkie badane gatunki byly zasobne w magnez, miedz, zelazo i cynk, a
zawarto$¢ mineralow byta porownywalna do zalecanego dziennego spozycia (mg/dzien). Najwyzszy
stopien hydrolizy (DH) oznaczono dla hydrolizatu otrzymanego z pieczonego swierszcza (37,76%).
Hydrolizaty z surowych, gotowanych i pieczonych owadow istotnie hamowaty proliferacje
fibroblastow ludzkiej skory CRL-2522.

Wykazano takze, ze niektore gatunki owadow jadalnych w tym Annulipes Amphiacusta czy
szarancza wedrowna (Locusta migratoria) charakteryzuja si¢ wysokimi wlasciwosciami
przeciwutleniajagcymi (D2-13). Owady w diecie czlowieka jako niekonwencjonalne zrodto biatka

zostaly scharakteryzowane w rozdziale monografii D2-25.
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Badania dotyczace roli enzymow takich jak peroksydaza, oksydaza polifenolowa, chitynaza, -
1,3 glukanaza w reakcji obronnej roslin przed szkodnikami owadzimi prowadzono we wspotpracy z
Zaktadem Entomologii UP w Lublinie. Wyniki pracy opublikowanej w Bulletin of Entomological
Research (D2-16) wskazujg, iz szkodniki owadzie w zaleznoéci od gatunku owaddéw z rodziny
galaskowatych (Cynips quercusfolii L., Neuroterus numismalis (Fourc.) i N. quercusbaccarum L.)
indukowaly produkcje enzymoéw obronnych oraz zwigzkéw fenolowych w lisciach debow. Ponadto
badano wpltyw etapow rozwoju galasow na zawarto$¢ biatka, cukrow redukujacych, zwigzkow
polifenolowych oraz aktywnos$¢ chtynazy i f-1,3 glukanazy w reakcji obronnej wigzu syberyjskiego
(Ulmus pumila), co moze sugerowaé, iz owady Tetraneura ulmi z rodziny mszycowatych modulujg
metabolizm ro$liny zywicielskiej. Wykazano znacznie wyzszg zawartos¢ biatka w poczatkowym
okresie powstawania galasow oraz wysoka aktywnos$¢ enzymoéw ochronnych w dojrzatych galasach,
co moze sugerowac, ze Tetraneura ulmi moze modulowaé procesy biochemiczne rosliny zywicielskiej
dla wiasnych potrzeb (D2-17).

Istnieje wiele prac naukowych dotyczacych oznaczenia zawartosci i aktywnosci biologicznej
zwigzkow znajdujacych si¢ w zywnosci, jednak nie zawsze odzwierciedlaja one wplyw badanych
zwigzkow na organizm ludzki. Podczas trawienia sktadnikow zywnos$ci moze dochodzi¢ do wielu
zmian, ktore modyfikuja ich strukture przez co zmieniajg ich biodostepnos¢ i bioprzyswajalnose.
Praca przegladowa opublikowana w International Journal of Food Science and Technolgy (D2-12)
przedstawia najnowsze dane dotyczace czynnikdéw determinujgcych strawnosé, biodostepnos¢ oraz
aktywnos$¢ biologiczng zwigzkow pochodzenia roslinnego.

Podsumowujac, w okresie zatrudnienia w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie

prowadzone przeze mnie badania dotycza:

- wptywu procesow technologicznych na zawarto$¢ i aktywno$¢ biologicznie czynnych
sktadnikow zywnosci,

- modyfikowania aktywnosci enzymow przez wybrane sktadniki zywnosci,

- oznaczenia wlasciwosci biologicznych hydrolizatéw otrzymanych z biatek roslin,

- zastosowania fortyfikacji w celu zwigkszenia jako$ci nutraceutycznej zywnosci,

- badanie owadow jadalnych jako alternatywnego zrddta biatka i1 biologicznie aktywnych
peptydow.

Mo¢j dorobek naukowy, tacznie z pracami uwzglednionymi w cyklu publikacji powigzanych
tematycznie stanowigcych Osiagniecie naukowe, obejmuje autorstwo lub wspoélautorstwo 31
oryginalnych prac naukowo-badawczych, 1 opracowanie przegladowe, 1 rozdzial w podrgczniku
akademickim, 1 monografi¢ naukowa, 5 rozdziatéw w monografii oraz 37 komunikatow naukowych.
Suma punktow wg list MNiSW za publikacje naukowe tacznie z osiagnigciem, bedacym podstawa do

ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego, zgodna z rokiem opublikowania wynosi 864
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pkt, IF: 57,229. L.aczna suma punktéw prac wchodzacych w sktad Osiggniecia wynosi 260 pkt; IF:
20,796.

Wszystkie szczegélowe informacje dotyczace wykazu opublikowanych prac naukowych

przedstawitam w zataczniku V.
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6. Zestawienie dorobku

Wskazniki naukometryczne mojego dorobku naukowego (lacznie z osiggnigciem, bedacym

podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego)

Liczba publikacji

L Rodzaj = Punkty
P- publlkale Przed Po Owbt |\/|N|SWb
doktoratem  doktoracie gotem
Prace indeksowane
w bazie JCR 1 24 25 57,229 754
Oryginalne Prace
1 prace opublikowane w
tworcze czasopismach 4 3 7 - 70
nieindeksowanych
w bazie JCR
5 Monografie 0 1 1 i 20
naukowe
3 Publikacje niepunktowane 0 1 1 - -
Rozdzialy
4 w monografiach naukowych 5 5 i 20
Rozdzialy
S w podrecznikach 0 . . i i
Konferencje
Komunikaty zagraniczne | 0 9 9 - -
miedzynarodowe
naukowe Konferencje
Srenc) 4 24 28 ; ;
krajowe
Dorobek publikacyjny ogotem 9 68 77 57,229 864
W tym oryginalne prace tworcze wchodzace w sklad Osiagniecia
7 20,796 260

% obowigzujacy w roku opublikowania (W przypadku publikacji z 2019 przyjeto warto$é IF wyliczong
dla roku 2018)

®- zgodnie z lista czasopism punktowanych z roku opublikowania

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy:

- Web of Science (na dzien 20.02.2019): 301 (bez autocytowan: 269)

- Scopus (na dzien 20.02.2019): 387 (bez autocytowan: 345)

Indeks Hirscha wedlug bazy:

- Web of Science: 9 (na dzien 20.02.2019)

- Scopus: 11 (na dzien 20.02.2019)
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] L-ba :
Lp. Nazwa czasopisma publikacji IF Pkt MNiSW

| Acta Scientiarum Polonorum Hortorum s 0.970 40
Cultus

Acta Scientiarum Polonorum s.
4 Technologia Alimentaria 4 ¢ 43

3 Annales UMCS s. DDD 2 0 14
4 BioMed Research International 1 1,579 30
5 Bulletin of Entomological Research 1 1,721 35
6 CyTa — Journal of Food 1 1,371 20
7 Food Chemistry 5 17,584 184
8 Food Research International 2 6,702 80
9 Food Technology and Biotechnology 1 0,920 25
10 ?:s}r:::)tligg;] Journal of Food Science and 4 7.624 100
11 Molecules 1 2,465 30
12 LWT — Food Science and Technology 3 9,387 120
13 Po}ish Journal of Food and Nutrition | 1.697 15
Sciences
14 Saudi Journal of Biological Sciences 1 3,138 25
15 Scientia Horticulturae 1 1,760 35
16 Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$é 2 0,311 28
17 Monografie naukowe 1 0 20
18 Rozdziaty w monografiach naukowych 5 0 20
19 ;{l?az:ezrlnai%cykivzhpodreczmkach | 0 0
SUMA: 39 57,229 864

[F- warto$¢ IF obowigzujace w roku opublikowania (w przypadku publikacji z lat 2018-2019
przyjeto wartos¢ IF wyliczona dla 2018 roku)
Pkt MNiSW - punkty zgodnie z rokiem publikacji

Lublin, dn. 20.02.2019 r.

Jllatr a/////
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