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1. Dane osobowe

Imig¢ i nazwisko: Monika Kara$

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

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

e 2004 dr nauk rolniczych w zakresie technologii Zywno$ci i zywienia — specjalnos¢:

biochemia i chemia zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Rolniczy.

e 1996 mgr chemii, specjalno$¢: ochrona $rodowiska, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej

w Lublinie, Wydziat Chemii.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2004 — obecnie adiunkt, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i
Biotechnologii, Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci
1996-2004 asystent, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Wydziat Nauk o Zywnosci i

Biotechnologii, Katedra Biochemii i Chemii Zywnosci

4, Wskazanie osiggnigcia wynikajagcego 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 .
poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

4.1,  Tytut osiggnigcia naukowego

Osiggniecie bedace podstawg do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego

stanowi cykl o$miu publikacji naukowych ujetych pod wspdlnym tytutem:

»Hydrolizaty bialkowe wybranych roS$lin i owadow jako zZrédlo bioaktywnych peptydow

W zywieniu czlowieka”

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia

O1. Karas M., Jakubczyk A., Baraniak B. (2010): Antiradical and antihypertensive activity of
peptides obtained from proteins pea sprouts (Pisum Sativum L.) by enzymatic hydrolysis, Annales
UMCS, Sectio DDD, Pharmacia, 23(3), 115-121.

(MNiSW= 9 pkt; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=4)

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

wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych wyhodowania kietkow nasion grochu, przeprowadzenia
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procesu hydrolizy, oznaczeniu zawartosci peptydow, wykonaniu rozdziatu chromatograficznego oraz
czesci oznaczen dotyczqcych wlasciwosci przeciwrodnikowych wobec ABTS™" i inhibitorowych wobec
enzymu konwertujgcego angiotensyne I, analizie i interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu oraz

Petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

02. Jakubczyk A., Karas M., Baraniak B. (2011): Antihypertensive and antioxidative activity of
peptides derived from pea sprouts (Pisum sativum L.) protein hydrolysates, Annales, Sectio DDD,
Pharmacia, 24(3), 175-182.

(MNiSW= 7 pkt; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=3)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych wyhodowania kietkow nasion grochu, przeprowadzenia
procesu hydrolizy, oznaczeniu zawartosci peptydow, wykonaniu rozdziatu chromatograficznego oraz
czesci oznaczen dotyczqcych wlasciwosci przeciwutleniajacych (aktywnosci przeciwrodnikowej wobec
ABTS"™, chelatowania jonéw Fe**) inhibitorowych wobec enzymu konwertujgcego angiotensyne I,

analizie i interpretacji wynikow oraz napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 45%.

03. Karas M., Jakubczyk A., Paczos-Grzgda E. (2013): Wilasciwos$ci przeciwutleniajace hydrolizatow
biatek z ziarna uprawnych i dzikich gatunkéw owsa (Avena L.). Zywno$é. Nauka Technologia. Jako$¢,
6 (91), 106-117.

(MNiSW= 15 pkt; IF=0,311*, 0,295**; liczba cytowan wg WoS=1, Scopus=1)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych hydrolizy enzymatycznej, przeprowadzenia rozdziatu
biatek technikq SDS-PAGE i analizie mas czgsteczkowych biatek, oznaczeniu zawartosci peptydow,
wykonaniu  czesci  oznaczen  dotyczgcych — wilasciwosci  przeciwutleniajgcych  (aktywnosci
przeciwrodnikowej wobec ABTS" chelatowania jonéw Fe®), analizie i interpretacji wynikow,
napisaniu manuskryptu oraz pefnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy

szacuje na 55%.

04. Kara§ M., Jakubczyk A., Szymanowska U., Materska M., Zielinska E. (2014): Antioxidant
activity of protein hydrolysates from raw and heat-treated yellow string beans (Phaseolus vulgaris L.).
Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 13(4), 385-391.

(MNiSW= 10 pkt; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=5)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczqcych hydrolizy enzymatycznej, przeprowadzenia oznaczeniu
zawartosci peptydow, wiasciwosci przeciwutleniajqcych (aktywnosci przeciwrodnikowej wobec
ABTS"" i DPPH’, chelatowania jonéw Fe**), analizie i interpretacji wynikéw, napisaniu manuskryptu

oraz petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy szacuje na 55%.
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O5. Kara$ M., Baraniak B., Rybczynska K., Gminski J., Gawet-Begben K., Jakubczyk A. (2015):
The influence of heat treatment of chickpea seeds on antioxidant and fibroblast growth stimulating
activity of peptide fractions obtained from proteins digested under simulated gastrointestinal
conditions. International Journal of Food Science and Technology, 50 (9), 2097-2103.

(MNiSW= 25 pkt., IF= 1,504*, 1,655**; liczba cytowan wg WoS=8, Scopus=10)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych przeprowadzenia hydrolizy biatek nasion ciecierzycy w
warunkach symulujgcych uktad pokarmowy czlowieka, oznaczenia zawartosci peptydow, czesci
oznaczen dotyczgcych wlasciwosci przeciwutleniajgcych (aktywnosci przeciwrodnikowej wobec
ABTS"" i DPPH’, chelatowania jonéw Fe**, sily redukcji), analizie i interpretacji wynikéw, napisaniu

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

06. Zielinska E., Kara§ M., Jakubczyk, A. (2017): Antioxidant activity of predigested protein
obtained from a range of farmed edible insects. International Journal of Food Science and Technology.
52(2), 306-312.

(MNiISW= 25 pkt; IF: 2,383*; liczba cytowan wg WoS=7, Scopus=8)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspottworzeniu koncepcji przeprowadzonych badan,
wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych przeprowadzenia hydrolizy biatek wybranych owadow
W warunkach symulujgcych uktad pokarmowy czlowieka, oznaczenia zawartosci peptydow, czesci
oznaczen dotyczqcych wlasciwosci antyoksydacyjnych (aktywnosci przeciwrodnikowej wobec ABTS"
i DPPH’, przeprowadzeniu analizy danych, interpretacji wynikoéw, napisaniu i korekcie manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 40%.

O7. Kara$ M. (2018). Influence of physiological and chemical factors on the absorption of bioactive
peptides. International Journal of Food Science & Technology. https://doi.org/10.1111/ijfs.14054
(MNiSW= 25 pkt; IF: 2,383*; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu danych
bibliograficznych, przeprowadzeniu analizy danych, opracowaniu tabel, schematow, napisaniu
manuskryptu oraz petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udzial procentowy szacuje na
100%.

08. Kara$ M., Jakubczyk A., Szymanowska U., Jederka K., Lewicki S., Ztotek U. (2019). Different
temperature treatments of millet grains affect the biological activity of protein hydrolyzates and
peptide fractions, Nutrients, 11(3), 550. https://doi.org.10.3390/nu11030550

(MNiSW= 35 pkt., IF=4,196*, 4,603**; liczba cytowan wg WoS=0, Scopus=0)



https://doi.org/10.1111/ijfs.14054
https://doi.org.10.3390/nu11030550
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na, wykonaniu czesci doswiadczen dotyczgcych,
oznaczeniu zawartosci peptydow i wyznaczeniu stopnia hydrolizy biatek, oznaczeniu potencjalnych
wlasciwosci inhibitorowych wobec enzymu konwertujgcego angiotensyne I, o-glukozydazy, a-amylazy,
okresleniu potencjalnej biodostgpnosci i bioprzyswajalnosci, interpretacji wynikow, pisaniu

manuskryptu oraz petnieniu roli autora korespondencyjnego. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

Lacznie:
Impact Factor — 10,777%*, 11,335**
Punkty MNiSW - 151
*obowigzujace w roku wydania publikacji

**§redni pigcioletni Impact Factor
Oswiadczenia wspotautoréw prac, okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie publikacji

— Zalacznik IV

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

W ostatnich latach w centrum zainteresowania wielu o$rodkow naukowych na catym $§wiecie
znajdujg si¢ badania zalezno$ci pomigdzy stylem zycia i odzywianiem a wystgpowaniem chorob
tzw. cywilizacyjnych, do ktorych zalicza si¢ m.in. otytos$¢, cukrzyce, nowotwory, choroby sercowo-
naczyniowe 1 neurodegeneracyjne. Prowadzone prace w zakresie technologii zywnosci i dietetyki
dotycza opracowania receptur i badania wilasciwosci takich $rodkow spozywczych, ktéore moga
zapobiega¢ chorobom dietozaleznym, poprawiaé jako$¢ zycia oraz lagodzi¢ proces starzenia si¢
organizmu. W aspekcie znaczenia $srodkow spozywczych w profilaktyce tych choréb istotng role
odgrywa znajomo$¢ potencjatu prozdrowotnego, zaréwno sktadnikéw zywnosci jak i produktow ich
hydrolizy w przewodzie pokarmowym oraz mozliwo$ci zmian bioaktywnosci wynikajacych
z oddziatywan pomiedzy sktadnikami zywnosci i/lub produktami ich enzymatycznego rozktadu.

Kluczowg role w patogenezie wielu chordb odgrywaja wolne rodniki, ktérych nadmiar
W organizmie przyczynia si¢ do powstawania niekorzystnych zmian wynikajacych z zaburzenia
rOwnowagi przeciwutleniajacej organizmu wywolanej czynnikami stresogennymi (Brownlee, 2001;
Kandola i in., 2015; Furukawa i in., 2017).

W organizmach tlenowych wolne rodniki sg stale wytwarzane podczas przebiegu procesow
metabolicznych. Jednak nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) i zmniejszenie zdolnosci

przeciwutleniajacych organizmu moze przyczynia¢é si¢ do rozwoju wielu chorob, w tym
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nowotworowych, udaru, zawatu migénia sercowego lub stanow zapalnych. RFT odgrywaja rowniez
istotng rolg¢ w starzeniu si¢ ludzkich komorek skory i tym samym przyczyniajg si¢ do patologii
skornych (Stadtman, 2006; Umachigi i wsp., 2007). Szkodliwe dziatanie wolnych rodnikow ma
rowniez wptyw na patofizjologi¢ otylosci, nadcisnienia, nieprawidtowego funkcjonowania srodbtonka,
co sugeruje, ze stres oksydacyjny moze by¢ podstawowym mechanizmem tego dysfunkcyjnego obrazu
metabolicznego u 0s6b z zespotem wielu chordb (Furukawa i in., 2017). W stanie cukrzycowym stres
oksydacyjny uposledza wychwyt glukozy w migsniach i tkance tluszczowej oraz zmniegjsza
wydzielanie insuliny z trzustkowych komorek B (Maddux i in, 2001). Zwigkszony stres oksydacyjny
rowniez lezy u podstaw patofizjologii nadci$nienia i miazdzycy, bezposrednio wplywajac na komorki
$ciany naczyn krwiono$nych (Ohara, 1993). Nieprawidtowosci te obejmuja dysfunkcje srodbtonka,
ktoéra charakteryzuje si¢ zmniejszong biodostgpnoscia lekow rozszerzajacych naczynia krwionosne,
w szczegolnosci  tlenku azotu (NO), oraz wzrostem kurczliwych czynnikdéw pochodzacych
z $rédbtonka, sprzyjajacych chorobie miazdzycowej (Fernandez-Sanchez i in., 2011).

Organizm ludzki posiada endogenne systemy ochrony, tj. przeciwutleniajgce enzymy i zwigzki
0 niskiej masie czgsteczkowej, ale poszukiwane sg naturalne zwigzki, ktore chronityby komorki przed
mutacjami i przedwczesnym starzeniem si¢ oraz zapobiegaly wielu chorobom (Lobo i wsp., 2010).
Dodatkowy system wzmacniajacy i naturalng obrong¢ ustroju stanowia fizjologicznie aktywne zwiazki
dostarczane w diecie, do ktoérych =zaliczane s3 réwniez peptydy. Biatka pochodzenia roslinnego
i zwierzgcego zawieraja sekwencje peptydowe o znacznej aktywnosci biologicznej. Sekwencje te
moga by¢ uwalnianie na drodze procesow trawiennych biatek w przewodzie pokarmowym, w wyniku
hydrolizy in vitro, ex vivo lub w wyniku proceséw technologicznych (Giron-Calle i in., 2010,
Borawska i in, 2015). Bioaktywne peptydy pochodzace z biatek zZywnosci sg szczegodlnie interesujace
z uwagi na ich korzystne wlasciwosci przeciwnadci$nieniowe, przeciwnowotworowe,
hipocholesterolemiczne, przeciwzapalne oraz przeciwutleniajace, a to moze miec¢ istotne znaczenie
zarOwno w zywieniu ludzi jak i technologii zywnosci (Zhang i in., 2012; Chakrabarti i in., 2018; Li-
Chan, 2015; Borawska i in, 2016). Wiele peptydow oraz hydrolizatow biatkowych moze obnizaé
szybko$¢ procesu autoutleniania lipidow, chelatowaé jony metali cigzkich, usuwaé wolne rodniki
poprzez pehienie funkcji promotora rozkladu nadtlenkéw czy bra¢ udzial w procesach
przeciwzapalnych (Ruiz-Ruiz i in., 2013, Borawska i in, 2015). Co wigcej, badania in vitro wykazaty,
ze peptydy przeciwutleniajace chronig fibroblasty przed uszkodzeniem komoérek wywotanym przez
RFT (Zhang i Falla, 2009). Peptydy przeciwutleniajace otrzymywane z biatek zywnosci sg badane pod
katem ich aktywnosci fizjologicznej i znaczenia w profilaktyce wielu choréb (Lorenzo i in, 2018).
Wedlug danych literaturowych peptydy hamujg stany zapalne, regulujg synteze biatek macierzy
pozakomorkowej 1 stymuluja proliferacje komoérek, €O moze mie¢ pozytywne dziatanie
immunomodulacyjne, jesli celem sg komorki lub uktad odpornosciowy (Giron-Calle i in., 2010;
Espinosa-Moncada i in, 2018). Biologicznie aktywne peptydy wykazuja takze zdolnosSci

modyfikowania dzialania enzymow, ktore przyczyniaja si¢ do rozwoju nietolerancji glukozy,
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nadcisnienia, otytosci lub stanu zapalnego (Iwaniak i in, 2018). Wspoétistnienie wielu czynnikow
ryzyka miazdzycy, w tym hiperglikemii, dyslipidemii i nadci$nienia tgtniczego u tej samej osoby
okresla si¢ terminem tzw. zespotu metabolicznego (z ang. metabolic syndrome) lub zespotem wielu
czynnikow ryzyka (Furukawa i in., 2017). Dotychczas ta jednostka chorobowa byta charakterystyczna
wylacznie dla 0sob powyzej 50 roku zycia, natomiast obecnie jest diagnozowana u coraz mtodszych
pacjentow, w tym u otytych dzieci. Wedlug aktualnych statystyk zespol metaboliczny dotyczy 25%
populacji na catym $wiecie, co w konsekwencji pozwala na stwierdzenie, ze jest to obecnie globalny
problemem zdrowotny (Pituch-Zdanowska i in, 2016).

Pojawienie si¢ choroby metabolicznej jako gléwnego problemu zdrowotnego na $wiecie
doprowadzito do opracowania srodkow, ktére sa ukierunkowane na receptory peptydow zotadkowo-
jelitowych zwigzane z apetytem (GLP-1), wydzielaniem insuliny i rownowaga energetyczng
(Clemmensen i in., 2017). Dokladna patogeneza zespotu metabolicznego nie zostata poznana, ale
wiadomo, ze rozwoj choroby zwigzany jest z nadmierng aktywnoscig enzyméw odpowiedzialnych
za utrzymanie rownowagi zawartosci glukozy we krwi, nadci$nienia, dyslipidemii i otylosci (Cornier
i in, 2008). Gtownymi enzymami zaangazowanymi w patogenez¢ zespotu metabolicznego sa te, ktore
uczestniczag w procesach zwigzanych z generowaniem otytosci (lipaza trzustkowa), cukrzycy typu 2
(a-amylaza i a-glukozydaza) i nadci$nienia (enzym konwertujacy angiotensyng I —ACE z ang.
Angiotensin Converting Enzyme) (Fernandez-Gomez i in., 2016). Jedna z metod zapobiegania
hiperglikemii popositkowej jest zahamowanie wchtaniania wegglowodanow po positkach.
W pierwszym etapie polisacharydy w przewodzie pokarmowym ulegaja hydrolizie przy udziale
a-amylazy do dekstryn lub oligosacharydow, ktore sg substratem dla dziatania o-glukozydazy,
co prowadzi do uwalniania duzej ilosci glukozy. Dlatego hamowanie enzyméw bioragcych udziat
W degradacji polisacharydéw moze zmniejszy¢ hiperglikemi¢ popositkowa (Yu i in., 2012; Kunyanga
i in., 2012). Dlugotrwate wysokie ci$nienie krwi moze prowadzi¢ do rozwoju nadcis$nienia i chorob
sercowo-naczyniowych, takich jak udar, choroba wiencowa i choroba t¢tnic obwodowych. Glowna
role w utrzymaniu prawidlowego cisnienia krwi odgrywa enzym konwertujacy angiotensyne (ACE).
Jego nadmierna aktywno$¢ powoduje rozrost migSni naczyniowych, zmniejszenie $wiatla
naczyniowego irozwoj nadci$nienia (Garcia i in, 2015). Obecnie na szeroka skalg w leczeniu
farmakologicznym hiperglikemii, nadcisnienia i niewydolno$ci serca stosowane sg syntetyczne
inhibitory enzyméw katalizujacych hydrolize polisacharydow (np. akarboza) czy ACE (kaptopryl
lub enapapryl), ale mogg one powodowaé wiele dziatan niepozadanych (Rosas-Peralta i Jiménez-
Genchi, 2018). Wiadomo, ze zwiazki bioaktywne, w tym peptydy, pochodzace z pozywienia,
zapobiegajg rozwojowi chorob sercowo-naczyniowych poprzez modulacj¢ procesu angiogenezy.
Ze wzgledu na duze znaczenie angiogenezy w tworzeniu tkanek, gojeniu si¢ ran oraz w Stanach
patologicznych, takich jak rak czy choroby autoimmunologiczne, identyfikacja czynnikoéw

wplywajacych na tworzenie naczyn krwiono$nych ma duze znaczenie.
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W zwigzku z powyzszym wzrosto zainteresowanie badaczy zywnoscig, ktora nie tylko
dostarcza podstawowych skltadnikow odzywczych, ale rowniez jest zrodtem biologicznie aktywnych
zwiazkow, ktore moglyby zapobiega¢ wielu chorobom (Martirosyan i Mille, 2018).

Nasiona roslin sg cennym zrodlem biatka, ktore jest zasobne we fragmenty bioaktywnych
peptydow uwalnianych podczas procesu trawienia w przewodzie pokarmowym lub w procesie
technologicznym w wyniku enzymatycznej hydrolizy (Toldra i in, 2018). Wiele roslin, w tym fasola
(Ruiz-Ruiz i in., 2013), groch (Olagunju i in., 2018), stodkie ziemniaki (Zhang i wsp., 2012)
i ciecierzyca (Kou i wsp., 2013) okazaly si¢ dobrym zréodlem hydrolizatdéw biatkowych
0 wlasciwosciach przeciwutleniajgcych. Bialka pochodzenia ro$linnego i zwierzecego moga byc
rowniez zréodlem bioaktywnych peptydow, ktére moga wykazywaé roéznorodne wlasciwosci m.in.
przeciwutleniajace, przeciwnadci$nieniowe czy immunomodulacyjne (Darewicz i in., 2014; Darewicz
i in., 2017; Chakrabarti i in, 2018).

Na szczegolng uwage zastuguja nasiona roslin stragczkowych, a zwlaszcza ciecierzycy, fasoli
i grochu, bedace interesujagcym materiatem badawczym w procesie otrzymywania biologicznie
aktywnych peptydow (Torres-Fuentes i in., 2011; Kou i in., 2013, Olagunju i in., 2018).

Konieczno$¢ przetwarzania nasion roslin stragczkowych w celu bezpiecznej konsumpcji
wymaga stosowania roéznych procesow technologicznych. Podczas produkcji zywnos$ci surowce
najczesciej poddawane sa procesom termicznym, ktdre prowadza do poprawy wartosci odzywczej
poprzez usunigcie skladnikow antyzywieniowych, zwigkszenie biodostgpnosci prozdrowotnych
zwigzkow oraz polepszenia wlasciwosci technologicznych produktu. Na redukcje czynnikow
antyodzywczych, zwigkszenie biodostgpnos¢ makro- 1 mikroelementow, poprawe strawnosci
oraz dostgpnosci bioaktywnych sktadnikoéw wplywa takze poddawanie nasion procesowi kietkowania
(Khyade i Jagtap, 2016).

Kolejna grupa roslin, ktéra zdobywa coraz wigksze uznanie wéréd konsumentdéw, z uwagi
na unikatowe warto$ci odzywcze i prozdrowotne, sg ziarniaki zb6z takich jak proso i owies. Proso
(Panicum miliaceum) podobnie jak i owies (Avena sativa) jest zbozem, ktérego ziarniaki sg zrodtem
biatka (10-14%; 13-16,5%, odpowiednio) o duzym potencjale odzywczym oraz prozdrowotnym.
Ponadto, ze wszystkich zb6z, ziarno owsa i prosa jest dobrym zrodlem egzogennych aminokwasow
siarkowych (metioniny i cysteiny) oraz zwigzkéw wykazujacych dziatanie kardioprotekcyjne,
przeciwwrzodowe, przeciwrakowe, przeciwhiperlipidemiczne oraz przeciwutleniajace (Rasane i in.,
2015; Agrawal i in., 2016; Chen i in., 2016; Kumar i in., 2016; Perrelli i in, 2018).

Niekonwencjonalnym zrédlem biatka i bioaktywnych peptydéw sa jadalne owady, ktore
wprawdzie nie wzbudzaja wciaz jeszcze powszechnej akceptacji w wielu krajach, w tym w Polsce, ale
sa promowane przez Komisje¢ Europejska z uwagi na ich warto$¢ odzywczg i ekologiczng. O warto$ci
odzywczej 1 prozdrowotnej owadow decyduje wysoka zawarto§¢ biatka o pozadanym profilu

aminokwasowym, kwasow ttuszczowych i skladnikow mineralnych oraz witamin (Rettore, 2016).
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Badania naukowe dotyczace owadow jadalnych gtownie okreslaja ich warto$¢ odzywcza, natomiast
wcigz brakuje wiedzy w zakresie ich strawnosci i potencjalu prozdrowotnego.

Swiadomo$¢ konsumentéw dotyczaca znaczenia udziatu sktadnikéw prozdrowotnych
W komponowaniu diety jest coraz wieksza i moze to stworzy¢ korzystne perspektywy dla nowych

produktéw otrzymanych na bazie zboz i ro$lin straczkowych czy owadow.

4.3.2. Cel naukowy oraz omowienie wynikow badan

Hipoteza badawcza przeprowadzonych badan zaklada, ze peptydy uwalniane w procesie
proteolizy biatek zywnosci posiadaja ukierunkowang aktywnos$¢, ktora moze by¢ modyfikowana przez

wybrane procesy technologiczne.

Glownym celem prac stanowiagcych osiggni¢cie naukowe bedace podstawag do ubiegania si¢
0 stopien naukowy doktora habilitowanego zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 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 aktywnos$ci prozdrowotnej peptydow
uwalnianych w trakcie proteolizy biatek Zzywnosci i ich zmian zachodzacych pod wplywem

wybranych proceséw technologicznych.
Szczegbdlowe cele pracy obejmuja:

1. Oceng wpltywu wybranych zabiegéw technologicznych (obrobka termiczna i kietkowanie)
na aktywnos$¢ peptydow uwolnionych w procesie proteolizy izolatow biatkowych otrzymanych

z ziarniakéw owsa, fasoli szparagowej i kietkow nasion grochu.
2. Omoéwienie warunkow biodostgpnosci i bioprzyswajalnosci peptydow.

3. Okreslenie aktywnosci peptydow uwalnianych w trakcie symulowanego procesu trawienia:
- izolatow biatka i ich frakcji otrzymanych z surowych i poddanych obrébce termicznej nasion
ciecierzycy i owsa,

- biatka wybranych gatunkow jadalnych owadow.

4. Ocene wplywu hydrolizatoéw i frakcji peptydowych uwalnianych w trakcie symulowananego
procesu trawienia izolatow biatkowych otrzymanych z surowych i poddanych obréobce termicznej

nasion ciecierzycy i owsa na stymulacj¢ wzrostu fibroblastow oraz komorek srodbtonka mysiego.
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Ad 1. W ostatnich latach biatka dostarczane w diecie cztowieka traktowane sg nie tylko jako
podstawowy sktadnik odzywczy, ale takze jako zrodto aktywnych peptydéw o ukierunkowanym
dziataniu fizjologicznym. Ros$nie takze popularno$¢ wykorzystania w technologii zywnos$ci surowcow
niekonwencjonalnych, stosowanych dotychczas w niewielkim stopniu lub wcale w diecie czlowieka.
W nasionach roslin straczkowych i ziarnach zbdz obok sktadnikéw wykazujacych pozytywny wptyw
na organizm czlowieka wystepuja takze substancje przeciwzywieniowe, ktorych pozbawione
sg izolaty lub/i koncentraty biatkowe z nich otrzymane. W wigkszos$ci prac, wchodzacych w sktad
osiggniecia, przedmiotem badan byly peptydy uwalniane w procesie proteolizy izolatow biatkowych
otrzymanych z réznorodnych surowcow roélinnych. W pracy O3 poddawano 2 godzinnej proteolizie
Z udziatem alkalazy z Bacillus licheniformis (2,4 U) izolaty biatkowe otrzymane z ziaren owsa - 12
odmian (genotypow) uprawnych i dzikich heksa- i tetraploidalnych gatunkéw z rodzaju Avena
L. Otrzymane hydrolizaty posiadaly rozng zawarto$¢ peptydow, uwarunkowang genotypem
ziarniakow, z ktorych otrzymano izolaty, niemniej jednak wiecej peptydow posiadaty preparaty z form
dzikich a wsrod nich najwiecej (1,37 mg/ml) hydrolizat izolatu z Avena maroccana 5222. Réwniez
wlasciwosci przeciwutleniajace, oznaczone jako zdolnosci do neutralizowania wolnych rodnikow
(DPPH' i ABTS™) i chelatowania jonow Fe™, byly wyzsze dla hydrolizatéw izolatow biatka
otrzymanych z form dzikich. | tak: najwyzsza zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow
generowanych z ABTS (87,27 %) oraz DPPH (46%) wykazal hydrolizat izolatu z owsa Avena
maroccana CN 43136, a najwicksza zdolnos$é do chelatowania jonow Fe?* (90,12 %) oznaczono dla
preparatu z Avena sterilis AVE 2116. Krzyzowanie miedzygatunkowe podwyzsza wigc wlasciwosci
przeciwutleniajgce hydrolizatow bialek owsa, a w konsekwencji korzystnie wptywa na wlasciwosci
prozdrowotne ziarna.

Elektroforetyczny rozdziat izolatdéw biatkowych technika SDS-PAGE  wykazat,
ze dominujacymi frakcjami byty biatka o masie czasteczkowej w zakresach 16 — 23 kDa oraz 35 — 38
kDa we wszystkich badanych genotypach owsa. Najwigksza liczba polimorficznych frakcji
biatkowych wystapita w genotypie Avena maroccana CN 43136, a peptydy uwolnione w wyniku
proteolizy izolatu otrzymanego z jego ziaren charakteryzowata najwyzsza zdolno$¢ neutralizowania
wolnych rodnikow.

Analiza otrzymanych elektroforegramow wykazata, ze zawarto$¢ polimorficznych frakcji
biatkowych jest najwigcksza w formach tetraploidalnych Avena maroccana i Avena murphyi, ktore
reprezentujg najstarsze ewolucyjnie gatunki.

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca sktadnikow zywno$ci uzalezniona jest, obok jej rodzaju, takze
od przeprowadzanych zabiegéw technologicznych. Obrébka termiczna nalezy do jednej z najstarszych
metod utrwalania zywnosci, ktéra dodatkowo przyczynia si¢ do zmniejszenia zawartosci naturalnie
wystepujacych sktadnikéw przeciwodzywczych. Ponadto, pod wpltywem wysokiej temperatury
zniszczeniu ulega struktura wtorna biatek, co zwigksza dostepnos¢ wigzan peptydowych dla enzymow

proteolitycznych, a tym samym poprawia strawnos¢ tych biatek. W pracy O4 przebadano wplyw
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obrobki cieplnej na wilasciwosci przeciwutleniajgce peptydéw uzyskanych w wyniku hydrolizy
pepsyna izolatow biatkowych otrzymanych ze strakdéw zottej fasoli szparagowe;.

Hydrolizaty izolatow otrzymanych z surowca poddanego obrdbce termicznej odznaczaly si¢
lepszymi wlasciwo$ciami przeciwutleniajagcymi niz otrzymane z surowych strakow fasoli. Oznaczona
dla nich zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow DPPH’ wyniosta 46,12% a ABTS" 92,32%,
podczas gdy dla hydrolizatow izolatéw biatkowych z fasoli surowej uzyskano odpowiednio: 38,02%
i 88,24%. Otrzymane hydrolizaty wykazaty zdolnos¢ do chelatowania jonow Fe?*, ktéra takze byla
najwicksza dla hydrolizatu biatek wyizolowanych z fasoli po obrobce termicznej (warto$¢ ICsg
wyniosta 0,19 mg/ml). Wyniki badan otrzymane w tej pracy wykazaly, ze obrébka cieplna fasoli
szparagowej powoduje wzrost zarowno zawarto$ci peptydow w otrzymanych hydrolizatach jak
rowniez ich wlasciwosci przeciwutleniajacych.

Kolejnym zabiegiem wykorzystywanym do modyfikacji sktadu i wlasciwosci zywnosci
pochodzenia roslinnego jest poddawanie nasion procesowi kietkowania. Od szeregu lat kietki roslinne
polecane sg w diecie jako zrodlo tatwo przyswajalnych odzywcezych i prozdrowotnych sktadnikéw.
Ich sklad chemiczny jest istotnie zmodyfikowany przemianami metabolicznymi zachodzacymi
w trakcie kietkowania. W pierwszych etapach nastgpuje intensywna mobilizacja substancji
zapasowych, co powoduje zwigkszenie ich biodostgpnosci.

W pracy O2 i Ol badano aktywnos¢ peptydéw otrzymanych w wyniku pepsynowej
i trypsynowej hydrolizy izolatow biatkowych otrzymanych z kietkow grochu. Proces hydrolizy
zardwno pepsyna jak itrypsyna spowodowal uwalnianie mieszaniny peptydow, ktoére wykazywaty
zblizong aktywnoéé przeciwrodnikowa wobec ABTS™ (99,57% i 98,29%, odpowiednio) pomimo
ponad dwukrotnie wyzszej zawartosci peptydow w trypsynowym hydrolizacie. Otrzymana aktywnos$¢
przeciwrodnikowa hydrolizatow byta prawie pigciokrotnie wyzsza od aktywnosci wyjsciowego izolatu
biatkowego. Rowniez zdolno$¢ do hamowania aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyne I
(ACE), co moze potencjalnie przeciwdziata¢ nadcisnieniu, byta wyzsza dla hydrolizatow, przy czym
w przypadku tej wlasciwosci hydrolizat pepsynowy okazat si¢ ponad dwukrotnie aktywniejszy od
hydrolizatu trypsynowego (ICso = 1,59 mg/ml i 3,44 mg/ml, odpowiednio).

W wyniku rozdziatu obydwu hydrolizatow z zastosowaniem jonowymiennej chromatografii
na zitozu DEAE-celuloza otrzymano osiem frakcji — wszystkie wykazaly aktywnosé
przeciwrodnikows, a najwicksza frakcja pierwsza zardwno po trawieniu trypsyna (100 %) jak i po
trawieniu pepsyna (60,95 %).

Aktywno$¢ inhibitorowa wobec ACE wykazalo pigé frakeji trypsynowego hydrolizatu i tylko
dwie frakcje z hydrolizatu otrzymanego w wyniku dzialania pepsyna. Najbardziej aktywna po
hydrolizie trypsyna byta pierwsza frakcja (ICso = 0,24 mg/ml), a po hydrolizie pepsyna — szosta (ICsg
= 0,38 mg/ml). Obie te frakcje zostaly rozdzielone z zastosowaniem techniki sgczenia molekularnego
na ztozu Sephadex G-10. Chromatogram uzyskany z frakcji po trypsynowej hydrolizie uwidocznit 21

pikéw, wszystkie te frakcje wykazaty aktywnos$¢ przeciwrodnikowsg, a tylko sze$¢ aktywno$c
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inhibitorowg wobec ACE. Frakcja czwarta otrzymana po hydrolizie trypsyng w najwyzszym stopniu
hamowata ACE (ICs, = 0,007 mg/ml). Natomiast po rozdziale frakcji uzyskanej po pepsynowej
hydrolizie otrzymano tylko 1 pik, ktory odznaczat si¢ zar6wno zdolnosciami przeciwrodnikowymi
wobec ABTS"™ (60,95 %) jak i inhibitorowymi wobec ACE (0,69 mg/ml). Dodatkowo stwierdzono, ze
peptydy otrzymane po trawieniu pepsyng odznaczaty si¢ lepszymi zdolnosciami przeciwrodnikowymi
wobec ABTS™ (60,95 %) oraz chelatujgcymi jony Fe®* (75,38 %) niz peptydy otrzymane po trawieniu
trypsyna (28,68 % neutralizowania ABTS™) (02 i O1).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze aktywnos$¢ peptydow uwalnianych z izolatéw biatkowych
uzalezniona jest zaréwno od gatunku surowca jak i metod zastosowanych do jego technologicznej
obrobki, jak rowniez od rodzaju enzymu, a S$cislej specyficznosci danej proteazy wykorzystanej

W procesie enzymatycznej hydrolizy.

Ad. 2 Pochodzace z zywnosci bioaktywne peptydy moga by¢ uwalniane podczas trawienia i majg
potencjalnie korzystny wptyw na zdrowie czlowieka. Wiadomo, ze penetracja peptydow przez jelito
cienkie moze odbywac si¢ na kilka sposobow i Ze na proces ten wptywa wiele czynnikow. Badania
zwigzane z biodostgpnoscig peptydow rozwijaja sie dynamicznie, ale wcigz budza wiele watpliwosci
dotyczacych ich pobierania tkankowego oraz odpowiedniej odpowiedzi fizjologicznej. Ponadto
istnieje niewiele opracowan, ktore w sposob syntetyczny przedstawiaja informacje na temat
najnowszych badan in vitro i in vivo, dotyczacych absorpcji peptydow i ich aktywnosci w narzadach
docelowych.

W pracy przegladowej O7 omowiono procesy trawienia i wchlaniania peptydow oraz
modyfikujace je czynniki fizjologiczne i chemiczne. W pracy tej zebrano i przeanalizowano takze
najnowsze badania in vitro i in vivo dotyczace biodostepnosci oraz bioprzyswajalnosci peptydow.
Bioaktywnos$¢ badanego zwiazku definiuje si¢ jako specyficzny efekt uzyskany po ekspozycji na ten
zwigzek i mozna ja oceni¢ in vivo, ex vivo lub in vitro. Obejmuje ona zarowno pobieranie tkankowe,
jak i odpowiednig odpowiedz fizjologiczna (przeciwutleniajaca, przeciwzapalng, przeciwalergiczna,
przeciwbakteryjng lub przeciwnowotworowa) organizmu. Termin bioprzyswajalnos¢ (bioavailability)
zwigzkow obejmuje trawienie w przewodzie pokarmowym (uwalnianie), wchlanianie, dystrybucje do
tkanek, metabolizm oraz wydalanie i jest okreslany in vivo u zwierzat lub ludzi (LADME z ang.
Liberate, Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion).

Z kolei biodostepnos¢ (bioaccessibility) obejmuje kilka etapow: uwalnianie z matrycy
zywnos$ciowej, konwersje w warunkach symulujacych trawienie i absorpcj¢ przez komorki nabtonka
jelitowego, metabolizm, rozmieszczenie w tkankach oraz aktywno$¢ biologiczng i jest okreslana
za pomocg procedury trawienia in vitro.

Termin ten ma kilka znaczen w zaleznosci od obszaru badan - z farmakologicznego punktu
widzenia, biodostgpnos$¢ jest szybkoscig i zakresem, w jakim ugrupowanie terapeutyczne jest

wchlaniane 1 staje si¢ dostgpne w miejscu dziatania leku. Z zywieniowego punktu widzenia
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biodostepnos¢ odnosi si¢ do frakcji sktadnika odzywczego (np. peptydu), ktéra jest magazynowana
lub jest dostepna i wykazuje fizjologiczne funkcje. Jest to kluczowe okreslenie skutecznosci
zywieniowej, poniewaz nie wszystkie ilosci zwigzkow bioaktywnych sg skutecznie wykorzystywane
przez organizm. Zanim bioaktywny sktadnik stanie si¢ biodostepny, musi zosta¢ uwolniony z matrycy
zywno$ciowej i zmodyfikowany w przewodzie pokarmowym. Na proces biodostepnosci aktywnego
zwigzku wptywa wigc wiele czynnikow.

Pierwsza barier¢ wchlaniania peptydow stanowia proteazy 1 peptydazy znajdujace
w przewodzie pokarmowym, kolejnym sg mucyny - glikoproteiny, ktore tworza hydrozelowsa
(komorki nablonkowe) warstwe sluzu wzdhuz wewnetrznych $cian jelit. Wewngtrzna powierzchnia
jelita cienkiego jest pokryta mikrokosmkami wylozonymi monowarstwa komoérek nabtonkowych
(w ponad 80% enterocytami) majacymi na celu zwigkszenie powierzchni chlonnej. Nabtonek jelitowy
stanowi selektywnie przepuszczalng barierg, ktora wspomaga wchtanianie sktadnikéw odzywczych
i stanowi barier¢ dla szkodliwych substancji. Po dotarciu do nabtonka peptydy moga zostaé roztozone,
przeksztatcone lub wchionigte w zalezno$ci od ich wlasciwosci. Peptydy muszg przeniknaé przez dwie
warstwy wysciolki jelita cienkiego - jednej luzno, a drugiej mocno przylegajacej. Szczelne potaczenia
(TJ) sa kompleksami wielobiatkowymi, ktoérych glowng funkcja jest ograniczenie przeptywu
mi¢dzykomorkowego wody, jonow 1 substancji rozpuszczonych. Sg one uzyteczne w utrzymywaniu
barier nablonkowych i $rodbtonkowych, jak rowniez polaryzacji komorek. Szczelne polaczenia
zapobiegaja przechodzeniu substancji przez przestrzen miedzy blonami plazmatycznymi
sasiadujacych komorek. Ponadto TJ zlokalizowane migdzy komoérkami nablonkowymi ograniczaja
proces penetracji polarnych makroczgsteczek. Dlatego peptydy przechodzace przez nablonek jelitowy
przedostajg si¢ do komoérek w wyniku dyfuzji lub aktywnego transportu. Aktywny transport obejmuje
ruch peptydow przeciwnie do gradientu stezenia przez biatka transblonowe, podczas gdy pasywny
transport obejmuje dyfuzj¢ czasteczek peptydéw w kierunku gradientu stezenia. Istnieje kilka
mozliwych $ciezek aktywnego Iub pasywnego wchlaniania peptydow w jelicie: (i) szlaki
okotokomorkowe, tj. pasywny transport przez polaczenia migdzykomorkowe majace zastosowanie do
absorpcji hydrofilowych oligopeptydow o niskiej masie czasteczkowej; (ii) szlaki transkomoérkowe,
tj. bierna dyfuzja przez enterocyty - peptydy penetrujagce komorki sg zdolne do transportowania
aktywnego peptydu; oraz (iii) systemy transportowe za pos$rednictwem nosnika (PepT1) w jelicie.
Wyznacznikiem procesu transportu przeznabtonkowego peptydu i jego absorpcji sa wilasciwosci
fizykochemiczne czasteczki peptydu, takie jak: wielko$¢ peptydu, jego struktura pierwotna i wtorna,
lipofilowos¢ i tadunek lub podatno$§¢ na degradacje przez proteazy jelitowe, podczas gdy
hydrofobowos¢ peptydéw prawdopodobnie nie wptywa na ten proces. Peptydy, ktore moga przenikaé
przez nablonek jelita cienkiego, sa transportowane przez krwiobieg i wywieraja okreslony efekt
w miejscu docelowym. Jednak funkcja immunologiczna organizmu, ci$nienie krwi, interakcje
z innymi zwigzkami spozywczymi przenoszonymi w krwiobiegu oraz poziom insuliny i glukozy

rowniez moga modulowa¢ niektore wlasciwosci peptydu.
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Biodostgpnos¢ aktywnych peptydow uzalezniona jest rowniez od rodzaju matrycy
zywnosciowej. Peptydy mogg tworzy¢ polaczenia ze sktadnikami matrycy z racji obecnosci w ich
strukturze grup funkcyjnych takich jak: aminowa (lizyna), karboksylowa (kwas asparginowy
i glutaminowy), iminowa (prolina), sulfhydrylowa (cysteina) oraz hydroksylowa (seryna i treonina).
Dlatego peptydy moga tworzy¢ szereg wiazan, np. wodorowych i disiarczkowych, hydrofobowych czy
van der Waalsa ze sktadnikami matrycy. Moga ulega¢ reakcjom kondensacji i sieciowania z cukrami
redukujacymi lub innymi peptydami, co moze prowadzi¢ do zmian w ich natywnej strukturze, a przez
to modyfikowa¢ ich aktywno$¢. Niektore badania wskazuja, Zze matryca zywnosciowa chroni
bioaktywne peptydy przed strawieniem w jelicie cienkim oraz zwieksza ich absorpcje. Ponadto
zaobserwowano, ze sklad aminokwasowy bialka i obecnos¢ blonnika sa gldéwnymi czynnikami
zwigkszajacymi biodostgpno$¢ peptydow pochodzacych z zywnosci. Brakuje jednak badan
wyjasniajacych mechanizm jelitowego przenikania peptydow uwzgledniajacych wplyw innych
szlakow metabolicznych na ten proces.

Oznaczona aktywno$¢ wyizolowanych z zywno$ci peptydow musi by¢ zachowana podczas
procesu trawienia i wchtaniania. Biodostgpnos¢ aktywnych peptydow pochodzacych z zywnosci jest
zwykle oceniana za pomocg trawienia oraz wchtaniania in vitro w warunkach symulujacych trawienie

w przewodzie pokarmowym cztowieka.

Ad. 3. Bialka dostarczane w diecie ulegaja trawieniu w uktadzie pokarmowym, a uwolnione w tym
procesie aktywne peptydy moga potencjalnie w ukierunkowany sposob oddziatywaé na organizm
czlowieka. Dlatego szczego6lnie wazne jest przeprowadzenie proteolizy w warunkach symulujacych
uktad pokarmowy cztowieka. W pracach wchodzacych w sktad Osiagniecia oceniano wptyw obrobki
cieplnej nasion ciecierzycy (Cicer arietinum L.) - praca O5 oraz prosa (Panicum miliaceum L.) - praca
08 na zawartos¢ i aktywnos¢ peptydéw uwolnionych podczas trawienia in vitro izolatow biatkowych
Z nich otrzymanych.

Sposrad roslin straczkowych na uwaga zastuguja nasiona ciecierzycy, ze wzglgdu na wysoka
jako$¢ odzywczag biatka i niski poziom sktadnikéw przeciwzywieniowych. Nasiona ciecierzycy
poddano procesowi gotowania przez jedna godzine w temperaturze 100°C. Wyniki badan wykazaty,
iz obrobka cieplna nasion zwigkszyla podatno$¢ izolatow biatkowych na dziatanie enzymow
proteolitycznych przewodu pokarmowego cztowieka. Stopien hydrolizy (DH) dla tego izolatu wynosit
20,49%, podczas gdy dla izolatu z surowych nasion osiagnat wartos¢ 13,88%.

Peptydy otrzymane w wyniku trawienia biatka musza zosta¢ wchioniete do krwioobiegu i dostarczone
do docelowych miejsc ich wykorzystania. O ich bioprzyswajalnosci decyduje wiele czynnikéw, wérod
ktérych najwazniejszy to masa czasteczkowa. Dlatego hydrolizaty izolatow bialek nasion ciecierzycy
rozfrakcjonowano wedlug masy czasteczkowej stosujac membrany o odcigciu 7, a nastepnie 3,5 kDa,

otrzymujac w ten sposob trzy frakcje o masie czasteczkowej < 7 kDa, 3,5-7 kDa oraz <3,5 kDa.
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W celu okreslenia aktywnosci fizjologicznej hydrolizatow i ich frakcji peptydowych
oznaczono zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow ABTS™ i DPPH’, chelatowania jonow
Cu?" i Fe*" oraz zdolno$¢ do redukcji jondw Fe**. Najwyzsze whasciwosci przeciwrodnikowe wobec
ABTS" wykazata frakcja peptydowa o masie czasteczkowej 3,5-7 kDa otrzymana z bialek ciecierzycy
gotowanej (ICsp = 41,01 pg/ml). Natomiast ta sama frakcja otrzymana z bialek ciecierzycy
niegotowanej wykazata najwyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa wobec DPPH™ oraz zdolno$é
do chelatowania Fe?* (wartosci ICso: 20,94 pg/ml i 52,53 pg/ml, odpowiednio).

Z kolei frakcja peptydow o masie <3,5 kDa otrzymanych po hydrolizie biatek ciecierzycy
gotowanej wykazala najwyzsza zdolno$¢ do chelatowania jonéw Cu®* (ICsy = 56,60 pg/ml)
i najwyzsza sile redukcji (0,362 Azo/ugeml™). Uzyskane wyniki wskazuja, ze proces obrobki cieplnej
nasion ciecierzycy nie powodowal wzrostu aktywnosci przeciwrodnikowej wobec DPPH’,
a w przypadku zdolnosci do chelatowania jonéw metali efekt uzalezniony byt od masy czasteczkowe;j
frakcji peptydowych otrzymanych w wyniku trawienia in vitro izolatow.

Udziat w diecie prosa i produktdow z niego otrzymanych, podobnie jak owsa, spotyka si¢
ze stale wzrastajaca akceptacja wsrod konsumentdow, z uwagi na duzy potencjal odzywczy
i prozdrowotny ziarna tych zbdz. Zawarto$¢ biatka w ziarnach prosa jest pordéwnywalna z pszenica,
ale udzial niezbednych aminokwasoéw (leucyny, izoleucyny i metioniny) jest znacznie wyzszy
w prosie.

Celem pracy O8 realizowanej w ramach projektu nr 1P2015 026174 pt: ,,Charakterystyka
peptydow uwalnianych z prekursorowych biatek prosa w aspekcie ich aktywnosci fizjologicznej
w chorobach zespolu metabolicznego” finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w ramach konkursu Iuventus Plus V, bylo okreslenie wptywu temperatury ogrzewania
(65°C 1 100°C) ziarniakow prosa na aktywno$¢ biologiczng i biodostepnos¢ hydrolizatow
otrzymanych po trawieniu in vitro frakcji biatkowych (albumin, globulin 7S, globulin 11S, prolamin
i glutelin) wyizolowanych z ziarniakow prosa.

Wplyw obrobki termicznej ziarniakow prosa na stopien hydrolizy poszczegdlnych frakceji
biatkowych byt zréznicowany w zalezno$ci od dziatajacego enzymu i rodzaju frakeji biatkowej. Pod
wplywem o—amylazy i pepsyny najwyzszy stopien hydrolizy (69,24% i 85,36, odpowiednio) uzyskano
dla frakcji albumin z nasion ogrzewanych w 65°C, natomiast kofncowy etap, po dziataniu pankreatyny,
byt najbardziej skuteczny dla globulin 7S z nieogrzewanego ziarna prosa. Stopien hydrolizy w tym
przypadku wynosit 98,33% i byla to najwyzsza warto$¢ ze wszystkich oznaczonych. Poréwnujac
podatnos¢ poszczegolnych frakeji na symulowane trawienie okazato si¢, ze w najwigkszym stopniu
hydrolizie ulegly albuminy i prolaminy wyizolowane z biatka ziaren ogrzewanych w 65°C; gluteliny
z ogrzewanych w 100°C a globuliny 7S z ziaren nieogrzewanych. W przypadku frakcji globulin 11S
stopien hydrolizy na poszczegolnych etapach byl zréznicowany, a najwyzszy (47,68%) po koncowym

(dziatanie pankreatyng) uzyskano dla ogrzewanych w 100°C.
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Dla hydrolizatow frakcji biatkowych otrzymanych w procesie symulowanego trawienia
obliczono wskazniki biodostgpnosci i bioprzyswajalnosci peptydow. Wszystkie analizowane proby
charakteryzowaty si¢ dobra biodostepno$cig, poniewaz posiadaly wskaznik biodostepnosci powyzej
1, a w przypadku peptydoéw otrzymanych z globulin 11S ziaren prosa ogrzewanych w 100°C jego
warto$¢ byta najwyzsza i wyniosta az 23,89. Natomiast najwyzszym wskaznikiem bioprzyswajalnosci
(2,12) charakteryzowatly si¢ peptydy uzyskane z globulin 11S ziarniakéw prosa ogrzewanego w 65°C.
Jednakze w celu potwierdzenia oznaczonych aktywno$ci w organizmie nalezy zbada¢ ich wlasciwosci
podczas procesu trawienia i wchtaniania in vivo.

Przebadano potencjalng przydatnos¢ hydrolizatow frakcji biatkowych w profilaktyce zespotu
metabolicznego. Z uwagi na fakt, ze rozwoj schorzen zaliczanych do tego zespotu zwigzany jest
z aktywnos$cia enzymow odpowiedzialnych za utrzymanie rownowagi zawarto$ci glukozy we krwi
oraz nadci$nieniem, oznaczono ich wptyw na aktywnos$¢ enzymu konwertujgcego angiotensyng (ACE)
i aktywnos$¢ o-amylazy oraz a-glukozydazy. Hydrolizat otrzymany w wyniku trawienia in vitro
glutelin ziarniakow prosa poddanego obrobce termicznej w temperaturze 100°C wyrdznial si¢
najwyzsza zdolno$cia do hamowania aktywnosci a-amylazy (ICso = 0,12mg/ml), a nastepnie
hydrolizat prolamin kontrolnych (ICsy = 0,77mg/ml). Natomiast spo$roéd hydrolizatow otrzymanych
z bialek ziarniakéw prosa po obrobce w 65°C tylko hydrolizat albumin wykazywal zdolno$¢
do hamowania aktywnosci tego enzymu (ICso = 1,37mg/ml).

Badajac wptyw hydrolizatow biatek prosa na aktywno$¢ a-glukozydazy stwierdzono,
iz hydrolizat prolamin 65°C (ICsp = 0,06mg/ml) wykazywal dwukrotnie wyzsze wlasciwosci
inhibitorowe wobec tego enzymu w porownaniu do hydrolizatu globulin 11S z nasion kontrolnych
100°C (ICsg = 0,12 mg/ml) i prawie sze$ciokrotne w stosunku do globulin 118 z nasion ogrzewanych
w 100°C (ICso = 0,35 mg/ml). Najmniej aktywne okazaly si¢ peptydy uwolnione z globulin 7S
z nasion kontrolnych (ICs = 1,46 mg/ml).

Najwyzsza zdolnos¢ do hamowania aktywnosci enzymu konwertujacego angiotensyn¢ (ACE)
wykazat hydrolizat globulin 11S biatka z ziaren prosa po obrobce termicznej w 65°C oraz prolamin
po obrébce w 65°C i 100°C (ICso odpowiednio: 0,44 mg/ml, 1,24 mg/ml i 1,38mg/ml). W przypadku
ziarniakow nasion prosa obrobka termiczna spowodowata wzrost zdolnosci inhibitorowej
hydrolizatéw poszczegodlnych frakcji biatek, wsrdd ktdrych najmniej aktywne okazaty si¢ albuminy.

W kolejnym etapie badan ze wszystkich hydrolizatow frakcji biatkowych ziarniakow prosa
wydzielono frakcje peptydowe o masie czasteczkowej ponizej 3,0 kDa, a nastgpnie zbadano ich
wpltyw na aktywno$¢ ACE, a-glikozydazy i a-amylazy. Frakcja otrzymana z hydrolizatu prolamin
ziarniakow prosa po obrobce w 100°C w najwigkszym stopniu hamowata aktywnos$¢ enzymu
konwertujacego angiotensyne (ACE) (ICso = 0,33 mg/ml). Natomiast frakcje peptydowe otrzymane
z hydrolizatu albumin, globulin 11S i glutelin (po obroce w 65°C) w najwigkszym stopniu hamowaty
aktywnos¢ a-glukozydazy (ICs, = 0,05 mg/ml, 0,05 mg/ml i 0,06 mg/ml, odpowiednio). Analizujgc

wplyw frakcji peptydowych na aktywno$¢ a-amylazy, stwierdzono iz wszystkie frakcje otrzymane
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z bialek prosa kontrolnego i tylko jedna z albumin prosa po obrobce w 100°C wykazywaly
inhibitorowy charakter wobec tego enzymu. Frakcja peptydowa otrzymana z hydrolizatu prolamin
kontrolnych w najwigckszym stopniu hamowata a- amylaze (ICso = 0,11 mg/ ml).

Nalezy zauwazy¢, ze w porownaniu z hydrolizatami nie wszystkie frakcje peptydowe 0 masie
czasteczkowej ponizej 3,0 kDa hamowaly aktywnos$¢ enzymoéw, ktére maja znaczenie w patogenezie
zespotu metabolicznego. Mechanizm ten mozna tlumaczy¢ synergistycznym dziataniem mieszaniny
peptydow znajdujacych sie¢ w hydrolizacie.

Kolejnym etapem badan w pracy O8 bylo oczyszczenie peptydow o najwyzszych
wlasciwosciach inhibitorowych wobec enzymoéw, ktore potencjalnie mogg przeciwdziataé zespotowi
metabolicznemu, z zastosowaniem roznych technik chromatograficznych (sgczenie molekularne
i HPLC) oraz ich identyfikacja z uzyciem techniki LC-MS/MS. Do oczyszczenia wybrano trzy frakcje
peptydowe otrzymane z: prolamin prosa kontrolnego, z globulinl1S prosa po obrobce w 65°C
i prolamin prosa po obrobce w 100°C. Po rozdziale na ztozu Sephadex G10 otrzymano po dwie
frakcje, z ktorych wybrano z kazdego wariantu jedng, posiadajacg wysokie zdolno$ci hamowania
aktywnosci ACE, a-amylazy i a-glukozydazy. W przypadku prolamin z prosa kontrolnego byta
to frakcja 1 (ICsq: 4,82; 43,56 i 91,38 pg/ml), dla globulinl1S po obrobece w 65°C frakcja 2 (ICso:
13,28; 68,24 i 36,20 ug/ml) a dla prolamin po obrobce w 100°C réwniez frakcja 2 (ICsq: 31,27; 118,12
i 107, 01pg/ml). Frakcje te poddano analizie przy uzyciu spektrometrii masowej w celu identyfikacji
peptydow. W kazdej z wybranych frakcji zidentyfikowano po dwa peptydy o nastepujacej sekwencji
aminokwaséw: GQLGEHGGAGMG i GEHGGAGMGGGQFQPV - prolamina z prosa kontrolnego;
EQGFLPGPEESGR i RLARAGLAQ - globulinallS po obrobce w 65°C; YGNPVGGVGH
i GNPVGGVGHGTTGT - prolamina po obréobce w 100°C. Na podstawie bazy danych sekwencji
biatkowych (NCBI, UniProt) oraz przy pomocy programu MASCOT stwierdzono, ze otrzymane

sekwencje peptydow pochodzily z niescharakteryzowanego biatka Panicum hallii (O8).

W wigkszosci prowadzonych badan, dotyczacych powigzania sekwencji aminokwasow
w peptydach z ich aktywnos$cia pod uwagg brana jest zazwyczaj ich ukierunkowane dzialanie. Uwaza
si¢, ze peptydy posiadajace zdolno$¢ hamowania aktywnos$ci ACE posiadaja na C-koncu reszty
aminokwasow aromatycznych (prolina, tryptofan, fenyloalanina) lub na N-koncu reszty aminokwaséw
alifatycznych (glicyna, walina, leucyna, izoleucyna); aktywno$¢ a-amylazy hamowana jest przez
peptydy posiadajace w swoim skladzie histydyne, proling i metioning, a hamujace aktywnosc¢
a-glukozydazy posiadajg sekwencje glutamina, prolina, glicyna, arginina. Otrzymane wyniki nie
wyjas$niajg jednoznacznie zwigzku pomiedzy strukturg peptydéw a ich kilkukierunkowsa aktywnoscig —
w dalszych badaniach nalezy poszukiwa¢ oddziatywan synergistycznych i antagonistycznych, jak

rowniez oddziatywan na organizmy zwierzgce w badaniach in vivo.

Do niekonwencjonalnych zrodet biatka pochodzenia nieroslinnego zaliczane sg owady, a ich

spozywanie przez cztowieka jest popularne w wielu krajach $wiata i staje si¢ coraz bardziej znane
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rowniez w Europie. Najwazniejszym skladnikiem odzywczym obecnym w owadach jest
pelnowartosciowe biatko, ktore rowniez moze by¢ prekursorem bioaktywnych peptydow. Niewiele
jest badan na temat warto$ci odzywcze] owadow hodowanych przez europejskich dostawcoOw
handlowych, a prace zwigzane z oznaczaniem aktywnosci biologicznej ich skladnikow sg
nowatorskimi badaniami w tym zakresie. W pracy O6 poddano analizie pig¢ gatunkow owadow:
szarancz¢ wedrowng (Locusta migratoria), karaczany argentynskie (Blaptica dubia), karaczany
madagaskarskie (Gromphadorhina portentosa), drewnojady (Zophobas morio) i swierszcze kubanskie
(Amphiacusta annulipes). Gatunki te naleza do roéznych rodzin, sa dobrze znane i tatwe do
rozmnazania w Europie. Celem pracy bylo zbadanie aktywno$ci przeciwutleniajacej hydrolizatow
otrzymanych po trawieniu in vitro wyzej wymienionych owadoéw jadalnych. Najwickszg zawarto$cia
peptydoéw charakteryzowata si¢ szarancza, zaréwno przed jak i po trawieniu (odpowiednio 3,13 i 5,88
mg/ml), a stopien hydrolizy wynosit 36,29%. Zasobne w peptydy byly takze hydrolizaty karaczandéw
madagaskarskich (5,62 mg/ml) i karaczanow argentynskich (5,21 mg/ml). Najmniej peptydoéw
oznaczono w $wierszczach kubanskich i w ich hydrolizatach (odpowiednio 0,15 i 1,68 mg/ml).
Potencjat przeciwutleniajacy hydrolizatow jadalnych owadow okreSlono jako aktywno$¢
przeciwrodnikows, zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali (Fe®* i Cu®*) oraz redukowania jonow
Fe®*. Stwierdzono, iz hydrolizat otrzymany po trawieniu in vitro $wierszczy kubanskich odznaczat sie
najwyzszg aktywnos$cia przeciwrodnikowa wobec DPPH" (ICso = 19,1 pg/ml), natomiast hydrolizaty
otrzymane po trawieniu drewnojadow (Zophobas morio) w najwyzszym stopniu neutralizowaty wolne
rodniki ABTS™ (ICso = 4,6 pg/ml). Najnizsza zdolno$é¢ neutralizowania wolnych rodnikow ABTS™
wykazat hydrolizat biatka szaranczy we¢drownej (ICso = 25,9 pg/ml), a rodnikow DPPH" - hydrolizat
biatka karaczanow argentynskich (ICsp = 76,3 pg/ml). Generalnie hydrolizaty biatka wszystkich
analizowanych owaddw jadalnych posiadaly znacznie wyzsza zdolno$¢ neutralizowania wolnych
rodnikow ABTS™ niz DPPH’. Hydrolizaty otrzymane ze $wierszczy kubafnskich posiadaty najwyzsza
zdolno$¢ do chelatowania jonéw Fe** (58,82%) i redukowania jonow Fe** (0,652). Natomiast
najwyzsza zdolnoé¢ do chelatowania jonow Cu®* wykazywat hydrolizat szaranczy wedrownej
(86,05%). Uzyskane wyniki wykazaty, ze jadalne gatunki owadow stanowig wartosciowe zrodto
przeciwutleniajgcych peptydow, co jest powodem do popularyzowania wykorzystania tego typu
niekonwencjonalnego zrédla bioaktywnych peptydow bezposrednio w zywieniu czlowieka lub jako

dodatkéw do zywnosci specjalnego przeznaczenia zywieniowego.

Ad 4. Wedlug danych literaturowych w warunkach stresu oksydacyjnego nadmierna ilo$é
reaktywnych form tlenu moze prowadzi¢ do powstawania patologicznych zmian skornych, w tym
zakloca¢ proces gojenia si¢ ran, powodowac przedwczesne starzenie si¢ skory czy jej przewlekle
choroby. Peptydy jako bioaktywne sktadniki hamujg stany zapalne, regulujg syntez¢ biatek macierzy
pozakomoérkowej 1 stymulujg proliferacje komorek, co moze mie¢ pozytywne dziatanie

immunomodulacyjne, jesli celem sa komorki lub uktad odporno$ciowy. W pracach wchodzacych
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w sktad osiagniecia okre§lano wpltyw wybranych hydrolizatow i frakcji peptydowych na wzrost
ludzkich fibroblastow skory BJ (ATCC CRL-2522) (O5) oraz komoérek mysiego $rodbtonka
(HECal0) (08).

Komorki ludzkich fibroblastow skéry hodowano na 96-studzienkowej plytce w pozywce
EMEM (ang. Eagle’s minimal essential medium) z 1% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS
z ang. fetal bovine serum) i zawierajacych 6,25; 12,5; 25; 50 i 100 pg/ml analizowanych frakcji
peptydowych (O5). Dodanie 1% FBS pozwolito na utrzymanie zdrowych komorek bez znaczacej
stymulacji proliferacji komoérek i pomogto oceni¢ efekt biologiczny analizowanych peptydow. Po 48
godzinach hodowli komorek w obecnosci i nieobecnosci peptydow, oceniano liczbe zywych
fibroblastow. Wyniki otrzymane w pracy O5 wskazuja, ze frakcje peptydowe 3.5 - 7 kDa otrzymane
w wyniku trawienia in vitro izolatéw z surowych i poddanych obrobce cieplnej (100°C) nasion
ciecierzycy znaczaco stymulowatly proliferacje fibroblastow skory, podczas gdy frakcje <7 1 <3,5 kDa
niec powodowaly wzrostu komorek. Najbardziej znaczaca stymulacje proliferacji fibroblastow
zaobserwowano, gdy komodrki hodowano w obecnosci frakcji peptydowej 3,5-7 kDa otrzymanej
w wyniku symulowanego trawienia izolatow biatkowych z gotowanej ciecierzycy. Ta frakcja
zwigkszylta liczbg zywych fibroblastow o okoto 30-40% w zakresie stezen od 12,5 do 100 pg/ml,
podczas gdy efekt biologiczny frakcji peptydowej 3,5 — 7 kDa uzyskanej z hydrolizatu izolatu
biatkowego z ciecierzycy surowej byt istotny (30%) tylko dla najwyzszego analizowanego st¢zenia
peptydu (100 pg/ml). Jest to bardzo wazne dla konsumenta z uwagi na fakt, ze nasiona ciecierzycy
spozywane sg zazwyczaj po ich obrébce cieplne;.

W przypadku badan dotyczacych wplywu frakcji biatkowych wyizolowanych i poddanych
trawieniu in vitro z ogrzewanych i nieogrzewanych ziarniakow prosa na zywotnos¢ komorek mysiego
$rédblonka z linii HECal0 wybrano trzy hydrolizaty (prolamin prosa kontrolnego, globulinl1S prosa
po obrobce w temperaturze 65°C i prolamin prosa po obrobce w temperaturze 100°C), ktore wykazaty
najlepsze zdolnosci do hamowania aktywnosci enzymow, ktore potencjalnie moga przeciwdziataé
zespotowi metabolicznemu oraz wyodrgbnione z nich frakcje peptydow o masie czasteczkowej
ponizej 3,0 kDa.

W celu okreslenia zywotnosci komérek HECal0 zastosowano dwa testy (MTT i NR), ktore
mierzyly rézne parametry metaboliczne komoérek. Test MTT jest oparty na zdolnosci dehydrogenazy
mitochondrialnej do przeksztalcania pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego formazanu,
bedacego ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakcji. Test ten moze byé tez uzywany
do okreslania zywotnosci komoérek w populacjach komorek juz nie dzielgcych sig, ale aktywnych
metabolicznie. Natomiast w tescie NR zywotnos¢ komorki okresla sie przez wychwyt komorkowy
neutralnego czerwonego barwnika (NR) wlaczonego do ich lizosomoéw. Badanie to pozwala odrézni¢
komorki zywe 1 nieuszkodzone od martwych lub uszkodzonych, poprzez okresélenie liczby komorek

zywych. W tedcie proliferacji (testy MTT i NR) zaréwno hydrolizat prolamin prosa kontrolnego
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jak i frakcja peptydowa z niego otrzymana wykazaty podobne zaleznosci. Niskie stezenia obu prob
(0,1 i 1 pg/ml) spowodowaly znaczace zmniejszenie liczby komorek po 24 godzinach inkubacii,
natomiast wyzsze stezenia badanych prob (50 i 100 ug/ml) spowodowaty wzrost liczby komorek.
W obu testach (MTT i NR) stezenia 5 1 10 ug/ml byly punktem odci¢cia migdzy negatywnym
i pozytywnym wplywem analizowanych prob na liczbe komoérek HECalO. Nie zaobserwowano
znaczacych zmiany w odsetku zywych komorek w obu badanych probach. Obserwowane zmiany
liczby komorki byly zwigzane z aktywacja apoptozy. Dodanie hydrolizatu prolamin prosa kontrolnego
w stezeniu 0,1 1 10 ug /ml spowodowato najwigkszy wzrost odsetka apoptotycznych komorek
w pordéwnaniu do kontroli. Wykazano takze, ze przy niskim stezeniu (0,1 pug/ml i 10 ug/ml) hydrolizat
ten posiada aktywno$¢ przeciwnekrotyczng. W przeciwienstwie frakcja peptydowa z niego otrzymana
powodowata wzrost apoptozy niezaleznie od stezenia (0,1, 10 i 100 pg/ml), natomiast nie wykazywata
aktywnosci przeciwnekrotycznej. Podczas 24 godzinnej inkubacji komérek HECalO z hydrolizatem
globulinl IS prosa po obrobce w temperaturze 65°C nie uzyskano znaczacych zmian w liczbie
komorek mierzonych za pomoca testow MTT i NR. Podobne wyniki uzyskano dla wyizolowanej
Ztego hydrolizatu frakcji peptydowej w tescie NR, jednakze w teScie MTT zaobserwowano
nieznaczny wzrost liczby komorek HECal0 w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi w warunkach
kontrolnych. Nie zaobserwowano rdéwniez znaczacych zmian w Zywotno$ci apoptotycznych
i nekrotycznych komoérek po 24-godzinnej ich inkubacji z frakcjg peptydowg hydrolizatu globulinll1S
prosa po obrobce w temperaturze 65°C. Natomiast inkubacja z hydrolizatem tych globulin
spowodowala znaczne zmniejszenie odsetka zywych komorek w potaczeniu ze wzrostem odsetka
komorek apoptotycznych (glownie we wczesnej fazie apoptozy komorek). Nie stwierdzono rowniez
istotnych zmian w liczbie komoérek mierzonych za pomoca testow MTT i NR zarowno w obecnosci
hydrolizatu prolamin otrzymanych z prosa poddanego obrobce cieplnej w 100°C jak i frakeji
peptydowej z niego wyizolowanej w zakresie badanych stezen (0,1-100 pg/ml). Jedynie w tescie NR
frakcja peptydowa przy stezeniu 100 pg/ml spowodowata istotny statystycznie spadek liczby komorek
w porownaniu z warto$ciami kontrolnymi. Najwigkszy dodatek (100 pg/ml) hydrolizatu oraz frakcji
peptydowej uzyskanych z prosa poddanego obrébee termicznej w 100°C przyczynit si¢ do wzrostu
liczby komorek apoptotycznych. Pewne niewielkie roéznice w zywotnosci komorek w obecnos$ci
analizowanych hydrolizatow i peptydéw, obserwowane w testach MTT i NR, mogag wynikaé
z roznych parametrow metabolicznych komodrek mierzonych za pomoca tych testow lub modulacji
metabolizmu komorek przez badane zwiazki (tj. wplywu stanu metabolicznego komorki). Pomimo,
iz zaobserwowano wpltyw hydrolizatow 1 frakcji peptydowych na komoérki HECalO, to nie
zaobserwowano wyraznej zalezno$ci miedzy stezeniami probek i ich efektem biologicznym

(zwlaszcza w przypadku ziaren prosa poddanych obrébee temperaturowe;).
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4.3.3. Podsumowanie

Przedstawiony jako Osiagniecie cykl prac stanowi potaczenie zagadnien z zakresu
peptydomiki, technologii zywnosci oraz biochemii. Uzyskane wyniki badan stanowia warto$ciowe
zrédlo informacji, ktore poszerzaja juz istniejaca wiedze¢ na temat skladnikow zywnosci bedacych
potencjalnym zrédtem bioaktywnych peptydow, ktore moga zapobiegaé rozwojowi chorob
cywilizacyjnych. Przeprowadzone badania wykazaty, iz nasiona roslin stragczkowych, ziarniaki zb6z
i wybrane gatunki jadalnych owadow mogg stanowi¢ warto$ciowe zrodto nie tylko sktadnikow
odzywczych ale rowniez biologicznie aktywnych peptydow, ktore moga potencjalnie zapobiegad
rozwojowi zespotu metabolicznego. Udowodniono bowiem ich dziatanie przeciwutleniajace,
przeciwnadcisnieniowe, przeciwcukrzycowe oraz stymulujace wzrost fibroblastow, a proces obrobki
termicznej czy tez kietkowania nasion modyfikuje ich uwalnianie, co réznicuje ich aktywnosci
fizjologiczne. Uzyskane wyniki sugeruja, ze rodzaj uzytych enzymoéw oraz warunki procesu hydrolizy
oraz procesy technologiczne mogg mie¢ znaczacy wplyw na aktywno$¢ i dostepno$¢ peptydow.
Wyizolowane i zidentyfikowane peptydy moga znalezé wykorzystanie w projektowaniu zywnos$ci

specjalnego przeznaczenia zywieniowego.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych

Po rozpoczeciu pracy jako asystent zostalam wilaczona w prace Zespotu Katedry Biochemii
i Chemii Zywnoséci kierowanej przez prof. dr hab. Barbare Baraniak, zajmujacego si¢ szeroko
pojetymi zagadnieniami zwigzanymi z chemia i1 biochemia Zzywno$ci pochodzenia roslinnego,
ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwosci otrzymywania ros$linnych preparatoéw biatkowych,
badaniach proteomu nasion ro$lin stragczkowych oraz chromatograficznymi metodami rozdziatu
peptydow, w tym chromatografii powinowactwa na unieruchomionych jonach metalu (IMAC).
Efektem sg prace: D1-1 opublikowana w Journal of Animal and Feed Sciences dotyczaca wiasciwosci
przeciwutleniajacych koncentratoéw chloroplastycznych koagulowanych z soku z lucerny roéznymi
metodami; D1-3 opublikowana w Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, dotyczaca
wilasciwosci funkcjonalnych koncentratow chloroplastycznych koagulowanych z soku z lucerny
réznymi metodami; D1-2 opublikowana w Annales UMCS sec. E Agricultura, dotyczaca wptywu
wybranych substancji na aktywno$¢ kwasnej fosfatazy lucerny i lisci stonecznika; D1-4 opublikowana
w Agri-Food Quality Il, Quality Management of Fruits and Vegatables, dotyczaca wptywu
temperatury na aktywno$¢ enzymoéw proteolitycznych wyizolowanych z frakcji albumin zielonego
groszku.

Badania te wzbudzily moje =zainteresowanie enzymami proteolitycznymi i peptydami,
produktami ich dziatania. Prace zwigzane z analizg struktury oraz wlasciwosciami biatek i peptydow
jako fizjologicznie aktywnych sktadnikow diety mialy wowczas charakter nowatorski i podejmowane
byly przez nieliczne $wiatowe i krajowe osrodki naukowe. Istotnym problemem w tego typu
badaniach jest wyizolowanie peptydow i przeprowadzenie ich charakterystyki. W skomplikowanym
procesie rozdziatu postanowilam oceni¢ skuteczno§¢ wykorzystania chromatografii powinowactwa na

unieruchomionych jonach metali — IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography), metody
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nie testowanej w procesie rozdzielania peptydow =z biatek spozywczych. Chromatografia
powinowactwa wykorzystuje specyficzne oddziatywania migdzy aminokwasami oraz ich reaktywnymi
ugrupowaniami w peptydach a jonami metali immobilizowanymi na kolumnach z odpowiednim
nosnikiem. Jako obiekt badan wybratam fasole szparagowa, warzywo zasobne w biatko, popularne
W Polsce zar6wno w uprawie jak i konsumpcji. Tematyka ta stanowita zakres badan dysertacji
doktorskiej pt.: "Izolowanie i charakterystyka peptydéw fasoli szparagowej”, wykonanej pod
kierunkiem dr hab. prof. Barbary Baraniak. Na wniosek Recenzentéw praca ta zostata wyr6zniona
nagroda JM Rektora.

W procesie izolowania peptydow wykorzystatam r6zne metody: ekstrakcje 1% roztworem TCA
(kwas trichlorooctowy), wydzielenie z mieszaniny po ekstrakcji buforem Tris-HCIl o pH = 7,5;
poprzez wytracenie biatek metanolem, acetonem, 20% kwasem trichlorooctowym oraz kationowym
flokulantem Magnafloc M-22S. Testowalam przydatnos¢ jondéw metali (Cu®* i Ni**) i czynnika
chelatujgcego (iminodioctan - IDA i o-fosfoseryna - OPS) w procesie rozdziatu peptydow
(otrzymanych takze z fasolki poddawanej obrobce termicznej) na kolumnach wypetnionych zelem
Sephadex G-25. W celu scharakteryzowania frakcji peptydowych przeprowadzony zostal rozdziat
elektroforetyczny, identyfikacja peptydow przy uzyciu spektrometrii mas ESI-MS/MS oraz ich
wlasciwosci przeciwutleniajace. Otrzymane wyniki opublikowatam w czasopi$émie Bromatologia
i Chemia Toksykologiczna, Protein and Peptide Letters, Electronic Journal of Polish Agricultural
Universities oraz Journal of Elementology (prace D2-23, D2-1, D2-22, D2-2 i D2-3).

Wykazano, ze peptydy wyizolowane 1% kwasem trichlorooctowym (TCA) z ogrzewanej
fasoli szparagowej charakteryzowaly si¢ zblizonym powinowactwem do jondw miedzi i niklu
unieruchomionych poprzez kwas iminodioctowy na zelu Sephadex G-25. Powinowactwo przebiegato
w kolejnosci Cu > Ni, natomiast selektywno$¢ uktadata si¢ w kolejnosci Ni > Cu. Ogrzewanie fasoli
szparagowej spowodowalo obnizenie zawartosci peptydow w ekstraktach w zalezno$ci od czasu
trwania procesu i rodzaju zastosowanej techniki grzewczej — mikrofale czy blanszowanie (D2-2).
Natomiast peptydy wydzielone z mieszaniny wyekstrahowanej buforem Tris-HCI ze stragkow fasoli,
po usunigciu  frakcji  wysokoczasteczkowych bialek (metanolem, acetonem, 20% kwasem
trichlorooctowym oraz kationowym flokulantem Magnafloc M-22S) wykazaty zblizone
powinowactwo do jonéw miedzi immobilizowanych na zelu Sephadex G-25 poprzez o-fosfoseryne.
Wykazano réwniez, ze rozdzial peptydow w niewielkim stopniu zalezal od wiasciwosci czynnika
zastosowanego podczas usuwania bialek z ekstraktu (D2-3). Stwierdzono natomiast, iz czynnik
zastosowany do usuwania zwigzkow wysokoczasteczkowych roznicuje zawarto$¢ peptydow
W pozostatych ekstraktach i ich wlasciwosci przeciwrodnikowe (wyrazone jako % neutralizowania
wolnych rodnikéw DPPH). Przeprowadzony rozdziat elektroforetyczny wykazat, ze zdolno$é
neutralizowania rodnikow DPPH przez te peptydy jest determinowana wielkos$cig ich molekut,

natomiast nie zalezy od ich zawartosci (D2-23).
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Z kolei w pracy (D2-1) peptydy wyekstrahowane z fasolki szparagowej 1% TCA rozdzielono
wykorzystujac ztoze Sephadex G-25 z unieruchomionymi poprzez iminodioctan i o-fosfoseryne
jonami miedzi. Stwierdzono, ze zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw DPPH przez
otrzymane frakcje peptydowe zalezy od wykorzystanego zwigzku chelatujagcego (OPS, IDA)
i kolejnosci w jakiej frakcje wymywano z kolumny. Niezaleznie jednak od zastosowanego czynnika
chelatujacego w najwigkszym stopniu wiasciwosci przeciwrodnikowe wykazaty frakcje 2-6 1 36-41,
W najnizszym za$ frakcje 17-19 (IDA) i 7-11 (OPS). Przeprowadzona w najaktywniejszej frakcji
identyfikacja peptydow przy uzyciu spektrometrii mas ESI-MS/MS wykazata, Zze najprawdopodobnie;j
jest to zmodyfikowany di- lub tripeptyd.

Stwierdzono, ze chromatografia powinowactwa z wykorzystaniem unieruchomionych jonow
metali na schelatowanym kwasem iminodioctowym (IDA) lub o-fosfoseryng zelu Sephadex G-25
moze by¢ z powodzeniem stosowana do rozdziatu peptydoéw z fasoli szparagowe;.

Dodatkowo przeprowadzono badania podatnosci enzymow proteolitycznych zwigzanych
z frakcja albumin fasoli szparagowej na dziatlanie wybranych inhibitorow: glutation,
Tris(hydroksymetylo)aminometan, PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy), EDTA (s61 sodowa
etylenodiaminooctanu), wybrane jony metali, diaminy, inhibitor trypsyny oraz inhibitory
wyekstrahowane z fasoli szparagowej (D2-22). Stwierdzono, ze spo$rdd przebadanych substancji jony
srebra i rteci w najwickszym stopniu hamowaly aktywno$¢ proteaz wyekstrahowanych z fasoli
szparagowej. Natomiast sposrod inhibitor6w organicznych najsilniejsze dziatanie hamujace
wykazywatl zredukowany glutation i PMSF. Analizowane diaminy wykazywaly najmniejsza
aktywno$¢ hamujaca nawet stosowane w stezeniu dziesigciokrotnie wigkszym niz w przypadku jonow
rteci i jonéw srebra dawaty stosunkowo niski procent hamowania. Natomiast wyizolowane z fasoli
szparagowej inhibitory proteaz roOwniez wykazywaty hamujgce dziatanie w stosunku do trypsyny
i pepsyny oraz enzymow proteolitycznych wyekstrahowanych z fasoli buforem Tris-HCI (pH =7,5)
ale za to aktywowatly dziatanie bromelainy.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze zielona fasola szparagowa (Phaseolus vulgaris L,
cv. Fana) jest zrédtem przeciwutleniajacych peptydow, ktore z powodzeniem moga by¢ rozdzielane

przy wykorzystaniu techniki chromatografii powinowactwa na unieruchomionych jonach metali.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora kontynuowatam zespolowe prace dotyczace
biologicznie aktywnych peptyddéw z zywnosci, jak rowniez badania aktywnosci innych sktadnikow
wybranych srodkéw spozywczych.

Wiele niskoczgsteczkowych peptydow wystepujacych naturalnie w komorkach roslin, bakterii
i zwierzgt wykazuje réznorodng aktywno$¢ fizjologiczng. Naleza do nich miedzy innymi peptydy
przeciwutleniajace (glutation), opioidowe (enkefaliny, endorfiny), neuropeptydy (substancja P) jak
réwniez toksyczne (m.in. toksyny grzybow, jady wezy, niektore antybiotyki). Zwigzki te zwykle

W swojej czasteczce zawierajg elementy nie aminokwasowe (np. hydroksykwasy) oraz aminokwasy
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nie biatkowe (np. B-alaning, kwas y-aminomastowy, D-aminokwasy), ktore powoduja, ze takie
peptydy sa odporne na dzialanie proteaz przewodu pokarmowego cztowieka. Po procesie wchianiania
przedostaja si¢ do krwioobiegu i mogg wykazywac¢ roznorodng aktywno$¢ fizjologiczna.

Wihasciwo$ci  biologicznie aktywnych peptydow wcigz budza zainteresowanie wielu
naukowcoéw nad wykorzystaniem ich jako farmaceutykow w zwalczaniu bolu, hamowaniu proliferacji
komorek nowotworowych, w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych czy tez nadcisnienia, co opisano
w monografii ,,Odzywcze i funkcjonalne sktadniki zywnosci” (D2-29) oraz pracy przegladowej (D2-
38).

Czes$¢ biologicznie aktywnych peptydow, naturalnie wystepujagcych w przyrodzie nalezy
do zwigzkow, ktore sa waznym elementem uktadu odporno$ciowego oraz obronnego organizméw
zwierzecych i roslinnych. W pracy (D2-33) opublikowanej w monografii ,, Toksyczne substancje
spozywcze” opisano toksyczne peptydy pochodzace z jadu pszczelego (melityna), osowatych
(wespina), ptazéw (bombina), gadow (a-kobratoksyna), migczakow (w-conotoksyna) oraz grzybow
(fallotoksyny), ktore w wielu przypadkach znalazly zastosowanie jako lekarstwa. Przykladem moze
by¢ wykorzystanie w-conotoksyny jako gtownego sktadnika nieopioidowego leku przeciwbolowego
(Prialt) stosowanego u o0s6b cierpiacych na choroby nowotworowe. Ze wzgledu na duze
powinowactwo i selektywnos$¢ toksyn peptydowych, sa one wykorzystywane jako leki lub sa
testowane w badaniach klinicznych.

Obok wielu dobrze poznanych gtéwnych sktadnikow Zzywnosci, takich jak bialka, ttuszcze,
weglowodany i btonnik pokarmowy oraz mikroelementy, zywnos¢ moze zawiera¢ takze substancje
0 wlasciwosciach toksycznych. Naleza do nich niewatpliwie alkaloidy pirolizydynowe opisane
w pracy opublikowanej w Przemysle Spozywczym (D2-25) oraz peptydy, ktére sg uwalniane podczas
procesu trawienia glutenu przez osoby z nietolerancja tego sktadnika (celiakia) (D2-34). Niektore
peptydy uwalniane z mieszaniny biatek (glutenu), wystepujacych w pszenicy, zycie i jeczmieniu,
moga by¢ szczegdlnie niebezpieczne dla zdrowia, zwlaszcza u 0sob cierpiacych na celiakie. Z uwagi
na duza réznorodnos¢ biatek glutenu i brak odpowiednich testow, doktadny mechanizm toksycznosci
i przyczyn wystepowania choroby jest wciaz niejasny, a liczne badania in vitro i in vivo dotyczace
peptydow uwalnianych z prolamin pochodzacych z pszenicy, nie wyjasniajg jednoznacznie
mechanizmu ich toksyczno$ci. Wiadomo jednak, ze ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ proliny
W glutenie, ktora zmniejsza aktywno$¢ enzymoéw proteolitycznych dochodzi do niepelnego jego
trawienia w przewodzie pokarmowym cztowieka, w wyniku czego uwalniane sa peptydy, ktore biora

udziat w patogenezie celiakii (D2-34).

W pracach eksperymentalnych uczestniczylam w badaniach wplywu réznych procesow
technologicznych, ktorym poddawane sg nasiona roélin stragczkowych oraz ziarniaki zboz,
na aktywnos$¢ hydrolizatow oraz frakcji peptydowych otrzymanych z ich biatek w wyniku procesu

trawienia i wchtaniania w warunkach symulujacych uktad pokarmowy cztowieka.
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Fermentacja jest jedna =z najstarszych biotechnologicznych metod stosowanych
W przetworstwie zywnosci w celu poprawy strawnosci nasion roslin straczkowych. Ponadto proces ten
moze przyczyniac si¢ do generowanie funkcjonalnych sktadnikéw zywnosci, jakimi sg migdzy innymi
peptydy. Liczne badania wykazaly, ze biologicznie aktywne peptydy hamujg aktywnos$¢ enzymow
takich jak: enzym konwertujacy angiotensyng¢ (ACE), lipaza, o-amylaza i a-glukozydaza,
lipooksygenaza (LOX) czy tez cyklooksygenaza (COX). Enzymy te uczestnicza w procesach
zwigzanych z zagrozeniem rozwoju chorob sercowo-naczyniowych (miazdzyca, nadcis$nienie),
cukrzycy typu 2, otylosci oraz standw zapalnych. Zespot metaboliczny to grupa powigzanych ze sobg
elementéw, mogacych zwigkszaé ryzyko zachorowalnosci na wyzej wymienione jednostki chorobowe.
Jedna z metod zapobiegania tego typu chorobom jest zahamowanie aktywno$ci enzymow bioracych
udzial w patogenezie zespotu metabolicznego.

Prace opublikowane w Food Chemistry (D2-4), Food Research International (D2-11) i LWT -
Food Science and Technology (D2-20) dotyczyly wplywu procesu fermentacji (z uzyciem
monokultury Lactobacillus plantarum 299v) nasion grochu (Pisum sativum L.), fasoli (Phaseolus
vulgaris L.) i bobu (Vicia faba L.) nauwalnianie peptydowych inhibitorow enzymow
zaangazowanych w patogeneze zespotu metabolicznego, podczas trawienia symulujgcego warunki
w uktadzie pokarmowym czlowieka. Nasiona wyzej wymienionych ro§lin poddano procesowi
fermentacji z uzyciem monokultury Lactobacillus plantarum 299v. Proces fermentacji prowadzony
byl w réznych warunkach czasu (3h, 3dni i 7dni) i temperatury (22°C, 30°C i 37 °C), a produkty
fermentacji poddano procesowi trawienia w warunkach symulujacych przewod pokarmowy czlowieka
(hydroliza pepsyna i pankreatyna). Z otrzymanych hydrolizatow wyodrebniono peptydy o masie
czasteczkowej < 7,0 kDa i oznaczono ich biologiczne aktywnosci. Najaktywniejsze mieszaniny
rozdzielono na zelu Sephadex G-10, aw otrzymanych, najbardziej aktywnych frakcjach
zidentyfikowano metoda LC-MS/MS (po rozdziale HPLC) obecne w nich peptydy.

Fermentowane nasiona grochu nie wykazywaty zdolnosci do hamowania aktywnosci ACE,
natomiast hydrolizaty z nich otrzymane taka zdolno$¢ juz posiadaty (D2-4). Pomimo, ze najwyzszy
stopien hydrolizy biatek (DH = 68,62%) otrzymano dla proby kontrolnej, to najlepsze potencjalne
wlasciwosci przeciwnadci$nieniowe, wyrazone jako wartos¢ ICsy (0,19 mg/ml), otrzymano
w przypadku nasion fermentowanych przez 7 dni w 22 °C. Po jego rozdziale na ztozu Sephadex G-10
otrzymano dwie frakcje peptydow. Najwyzsza zdolnos¢ hamowania ACE (ICsp = 64,04 pg/ml)
oznaczono dla pierwszej frakcji, w ktorej zidentyfikowano peptyd o nastepujacej sekwencji
aminokwasowej: KEDDEEEEQGEEE.

Z kolei wyniki pracy D2-11 wykazaty, ze najbardziej skuteczne w hamowaniu aktywnosci ACE
i lipazy byly frakcje peptydowe o masie czasteczkowej 3,5-7,0 kDa, otrzymane po 3 dniach
fermentacji w 30°C (ICsg = 1,19 mg/ml i 0,28 mg/ml, odpowiednio), ktore na Zelu Sephadex G-10
ulegly rozdzieleniu na cztery frakcje. W czwartej, w najwickszym stopniu hamujacej aktywnos¢

enzymoOw majgcych znaczenie w patogenezie zespotu metabolicznego (ICsq: dla ACE = 0,36 ug/ml,;
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dla lipazy = 0,11 ug/ml; dla a-amylazy = 0,69 ng/ml), zidentyfikowano peptydy 0 nastgpujacej
sekwencji aminokwasowej: INEGSLLLPH, SGGGGGGVAGAATASR, GSGGGGGGGFGGPRR,
GGYQGGGYGGNSGGGYGNRG, FVVAEQAGNEEGFE, GGSGGGGGSSSGRRP
i GDTVTVEFDTFLSR. Z kolei we frakcji trzeciej otrzymanej po rozdziale peptydow o masie
czasteczkowej 3,5-7,0 kDa hydrolizatu nasion fasoli fermentowanej w 22°C przez 3 godziny
zidentyfikowano dwa peptydy: INEGSLLLPH i FVVAEQAGNEEGFE. Frakcja ta wykazata rowniez
wysokie zdolno$ci hamowania aktywnosci badanych enzymow, w szczegdlnosci a-amylazy (ICsq: dla
ACE = 0,20 ug/ml; dla lipazy = 1,15 pg/ml; dla a-amylazy = 0,038 ug/ml).

W przypadku bobu (D2-20) peptydy o masie czgsteczkowej < 3,0 kDa wyodrebnione
Z hydrolizatow uzyskanych po symulowanym trawieniu nasion fermentowanych w r6znych
warunkach wykazaty wysoka aktywnos¢ dla poddawanych temu procesowi przez 3 dni w 30°C (ICsp:
dla ACE = 1,01 mg/ml; dla lipazy 2,11 mg/ml; dla lipooksygenazy = 0,80 mg/ml; dla ABTS™ =
0,99 mg/ml). Z wyjatkiem zdolno$ci do hamowania aktywnosci lipazy byty to warto$ci najwyzsze
ze wszystkich analizowanych mieszanin peptyddw potencjalnie przenikajacych do krwiobiegu
i dlatego ta mieszanina zostata poddana dalszemu rozfrakcjonowaniu na zelu Sephadex G-10.
Wszystkie uzyskane trzy glowne frakcje posiadaty wysokie zdolno$ci inhibitowania aktywnos$ci
enzymoOw potencjalnie zaangazowanych w choroby zespolu metabolicznego i wlasciwosci
przeciwrodnikowe, a peptydy zidentyfikowane w pierwszej, najbardziej aktywnej frakcji (ICsq: dla
ACE=0,05 mg/ml; dla lipazy 0,46 mg/ml; dla lipooksygenazy = 0,1 mg/ml; dla ABTS™ = 0,02
mg/ml) posiadaly nast¢pujaca sekwencje aminokwasowa: DALEPDNRIESEGGLIETWNPNNRQ,
FEEPQQSEQGEGR, RGEDEDDKEKRHSQKGES, WMYNDQDIPVINNQLDQMPR,
GSRQEEDEDEDE i RLNIGSSSSPDIYNPQAGR.

Otrzymane wyniki dokumentuja, ze fermentowane nasiona ro$lin stragczkowych stanowig zrodio
biologicznie czynnych peptydow, ktorych ukierunkowana aktywnos$¢ i potencjalna skuteczno$¢
determinowana jest gatunkiem ro$liny i warunkami prowadzenia procesu. Wykorzystanie ich jako
funkcjonalnych sktadnikow diety musi wigc by¢ poprzedzone badaniami optymalizacji zabiegow
biotechnologicznych.

Coraz wieksza popularno$¢ ziarniakOw prosa i surowcoOw z nich otrzymanych wynika zardéwno
z ich duzej warto$ci odzywczej, jak i obecnosci substancji prozdrowotnych. Gotowanie jest jedng
Z najpopularniejszych technik stosowanych podczas przygotowywania potraw, ktore nie tylko
zwigksza strawno$¢ ale rowniez przyczynia si¢ do usunigcia sktadnikow antyodzywczych. Stosowane
procesy przetworcze ziarniakoéw mogg powodowaé zmiany w strawnosci biatek co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do otrzymywanie nowych zwigzkdéw (peptydow) o zaprojektowanej aktywnos$ci
prozdrowotnej. W celu uzyskania lepszego potencjatu prozdrowotnego surowca poszukuje si¢ roznych
alternatywnych metod obrobki termicznej, do ktérych zaliczamy ogrzewanie niskotemperaturowe.

W ramach projektu nr 1P2015 026174, pt: ,,Charakterystyka peptydow uwalnianych

z prekursorowych biatek prosa w aspekcie ich aktywnosci fizjologicznej w chorobach zespotlu

30



Monika Karas Autoreferat

metabolicznego” finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach
konkursu luventus Plus V, ktorego bytam wykonawca, okreslono wptyw temperatury ogrzewania (65
i 100°C) ziarniakow prosa na profil frakcji biatkowych (albumin, globulin 7S, globulin 11S, prolamin
i glutelin) oraz zawarto$¢ i aktywno$¢ peptyddéw otrzymanych z nich po trawieniu in vitro. WyniKki
tego etapu badan opublikowano w czasopismie Cyta- Journal (D2-21).

Na podstawie rozdziatlu frakcji albumin, globulin 7S i 118, glutelin oraz prolamin uzyskanego
przy uzyciu techniki SDS-PAGE stwierdzono, ze obrobka termiczna znaczgco zmodyfikowata profil
analizowanych biatek. Najwigcej prazkéw uzyskano z frakcji albumin proby kontrolnej (ziarniaki nie
poddawane obrobce termicznej), najmniej ze wszystkich frakceji biatkowych uzyskanych z ziarniakow
prosa po ogrzaniu w 100°C. Najwyzsza zawartos$¢ peptydow (2,03 mg/ml) oznaczono w hydrolizacie
otrzymanym po trawieniu albumin proby kontrolnej w warunkach symulujacych uktad pokarmowy
cztlowieka, a najnizsza (0,09 mg/ml) w hydrolizacie otrzymanym po trawieniu globulin 11S
ziarniakow prosa po ogrzaniu w 65°C.

Frakcje peptydowe o masie czasteczkowej < 3,0 kDa wyodrebnione z hydrolizatow
uzyskanych po symulowanym trawieniu biatlek prosa, odznaczaly si¢ lepszymi zdolno$ciami
do hamowania aktywnosci cyklooksygenaz (COX I i COX II) lipooksygenazy (LOX) oraz lipazy niz
hydrolizaty. Najwyzsza zdolno$¢ do hamowania COX I i II wykazywata frakcja peptydowa
wyizolowana z hydrolizatu globulin 7S ziarniakéw prosa po ogrzaniu w 65°C (ICsq = 0,08 mg/ml
i 0,12 mg/ml, odpowiednio); LOX — z hydrolizatu prolamin ziarniakoéw prosa po ogrzaniu w 100°C
(ICso = 0,14 mg/ml). Natomiast lipaza trzustkowa w najwigkszym stopniu byta hamowana przez

peptydy otrzymane z hydrolizatu prolamin ziarniakéw prosa po ogrzaniu w 65°C (ICsq = 0,03 mg/ml).

Kolejnym obszarem badawczym, zwigzanym z rolg promotora pomocniczego dysertacji
doktorskiej] mgr inz. Eweliny Zielinskiej, byly owady jako niekonwencjonalne zrédto biatka oraz
wielu innych cennych sktadnikow w zywieniu czlowieka. Owady obok biatka, ktore jest takze
prekursorem bioaktywnych peptyddéw, sg zasobne w niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe, sa
zrédlem witamin — gtdwnie witamin z grupy B oraz w mniejszych ilosciach witamin E, A i C, a takze
sktadnikow mineralnych takich jak: zelazo, wapn, magnez, cynk, potas, fosfor, czy selen,
€0 oméwiono w pracach przegladowych D2-36 i D2-4 oraz badawczej D2-7.

Przeprowadzone prace eksperymentalne dotyczyly przede wszystkim charakterystyki biatek
wybranych gatunkéw owadow w aspekcie mozliwo$ci wykorzystania ich w diecie cztowieka
bezposrednio, (w tym jako zrodla bioaktywnych peptydow) lub otrzymanych z nich izolatow
biatkowych jako funkcjonalnych dodatkow do srodkow spozywczych. Otrzymane wyniki
opublikowano w: Food Research International (D2-7); Nutrients (D2-13); LWT — Food Science and
Technology (D2-14) i International Journal of Food Science and Technology (D2-15).

Materiat badawczy stanowily trzy gatunki owadow: doroste §wierszcze bananowe (Gryllodes

sigillatus), doroste szarancze pustynne (Schistocerca gregaria) oraz larwy macznika mtynarka
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(Tenebrio molitor), ktore poddawano obrobce termicznej (gotowane i pieczone) oraz otrzymywano
z nich preparaty biatkowe.

W celu potwierdzenia zasadno$ci zastosowania owadow w przemysle spozywczym w pracy D2-
14 wyzej wymienione gatunki owadow iotrzymane z nich preparaty biatkowe przeanalizowano
w aspekcie okreslenia ich wiasciwosci funkcjonalnych (rozpuszczalno$¢ biatek, zdolno$¢ absorpcji
wody 1 tluszczu, wydajno$¢ pienienia i stabilno$¢ piany oraz aktywno$¢ emulgowania i stabilno$¢
emulsji). Najwyzszg zdolno$¢ absorpcji wody (3,95 g/g), oznaczono dla preparatu biatkowego
otrzymanego z larw macznika (T. molitor), natomiast oleju dla preparatu biatkowego z $wierszcza
bananowego (G. sigilltus) (3,33 g/g). Preparat biatkowy otrzymany z §wierszcza wykazatl roéwniez
najwyzsza zdolno$¢ pienienia, stabilno$¢ piany i aktywno$¢ emulgowania (odpowiednio: 99,0%,
92,0% 1 72,62%), podczas gdy preparat biatkowy z szaranczy pustynnej (S. gregaria) wykazywat
najwyzsza stabilno$¢ emulsji (51,31%). Biatko $wierszcza bananowego (G. sigillatus) odznaczato si¢
dobra rozpuszczalnoscia w szerokim zakresie pH, a zarowno jego maczka jak i preparat biatkowy
charakteryzoway si¢ najlepszymi wlasciwosciami funkcjonalnymi sposrdéd wszystkich przebadanych
gatunkéw (D2-14). Ocena organoleptyczna wykazata, ze preparat biatkowy z szaranczy jest
najbardziej akceptowalny przez potencjalnych konsumentéow. Generalnie, preparaty biatkowe
wykazywaty lepsze wilasciwosci funkcjonalne i byly lepiej ocenione organoleptycznie niz maczki
z owaddw, co czyni je bardziej przydatnymi z punktu widzenia technologii zywnosci (D2-14).

Ocena jako$ci odzywczej wykazata, ze analizowane owady sa dobrym zrédtem biatka (52,35 -
76%), a profil aminokwasowy badanych gatunkow byl porownywalny do biatka wzorcowego WHO /
FAO / UNU. Najwyzszy stopien strawnosci (DH) biatka odnotowano dla pieczonego $§wierszcza
(37,76%). Ponadto zawarto$¢ ttuszczu badanych owadow miescita sie w przedziale 12,97-24,7%,
a kaloryczno$¢ wahata si¢ od 1821 do 1896 kJ/100 g. Wszystkie analizowane gatunki owadoéw byly
zasobne w mikro- i makroelementy takie jak: magnez, miedz, zelazo icynk zgodne z zalecanymi
dziennymi dawkami (mg/dzien) (D2-7).

Kolejng korzyscia, uzyskang z obecnosci w diecie biatek owadow, jest aktywnos$¢ biologiczna
peptyddw, powstajacych w wyniku ich hydrolizy. W pracy D2-7 oznaczono wpltyw obrobki termicznej
owadow na cytotoksyczno$¢ wobec fibroblastow ludzkiej skory hydrolizatow otrzymanych po ich
trawieniu in vitro. Otrzymane wyniki wykazaty, ze proces obrobki termicznej analizowanych owadow
gwarantuje ich bezpieczenstwo zdrowotne.

W pracach D2-13 i D2-15 badano wilasciwosci prozdrowotne hydrolizatéw i frakcji
peptydowych otrzymanych w wyniku trawienia in vitro (a-amylaza, pepsyna, pankreatyna, roztwor
70kci) analizowanych gatunkéw owadow jadalnych poddanych obrobce cieplnej oraz otrzymanych
znich izolatow. Wtasciwosci przeciwutleniajagce hydrolizatow, wyrazone jako zdolno$¢
do neutralizowania wolnych rodnikéw generowanych z ABTS i DPPH, chelatowania jonow Fe®* oraz
redukowania Fe*, byly przede wszystkim uzaleznione od gatunku owadow i od rodzaju oznaczanej

aktywnosci. Obrébka termiczna spowodowata wzrost zdolnos$ci neutralizowania wolnych rodnikdw:
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ABTS w przypadku szaranczy pustynnej, a DPPH w przypadku macznika mlynarka; zdolnosé
chelatowania jonow zelaza w przypadku $wierszcza bananowego i macznika miynarka, a sile redukcji
w przypadku $wierszcza bananowego 1 szaranczy pustynnej. Generalnie hydrolizaty izolatow
biatkowych wykazaly lepsze aktywnosci przeciwutleniajgce niz surowce, z ktorych je otrzymano
(z wyjatkiem macznika mtynarka wobec ABTS'™). Obrébka termiczna na ogdt (z wyjatkiem
$wierszcza bananowego) nie spowodowata wzrostu wiasciwos$ci przeciwzapalnych (wyrazonych jako
zdolno$¢ hamowania aktywno$ci lipooksygenazy - LOX i cyklooksygenazy - COX). Gotowanie
i pieczenie poprawilo natomiast zdolno$ci przeciwutleniajgce frakcji peptydowych potencjalnie
przenikajacych do krwiobiegu (o masie czasteczkowej do 3,5 kDa) wyizolowanych z hydrolizatow
(z wyjatkiem zdolno$ci redukcyjnych $wierszcza bananowego). Te frakcje otrzymane z izolatow
biatkowych posiadaly w wigkszosci przypadkow nizsze wlasciwosci przeciwutleniajace w pordwnaniu
z frakcjami uzyskanymi z hydrolizatow owadow surowych i poddawanych dziataniu temperatury (D2-
13). Frakcje o masie czasteczkowej do 3,5 kDa na zelu Sephadex G-10 ulegly rozdziatlowi na kolejne
— w zaleznos$ci od gatunku owada i rodzaju zastosowanej obrobki termicznej - uzyskano od trzech
do osmiu frakcji. W posiadajacych najwyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa oznaczono pozostate
aktywnosci przeciwutleniajace 1 przeciwzapalne oraz zidentyfikowano metoda LC-MS/MS obecne
w nich peptydy, a nastepnie przeprowadzono ich syntez¢ chemiczng (D2-15). Wykazano, ze peptydy
wyizolowane z hydrolizatow po procesie trawienia owadow i rozdzielone za pomoca Sephadex G-10
wykazuja lepsze wilasciwosci przeciwutleniajgce i inhibitorowe wobec LOX i COX niz peptydy

zsyntetyzowane zgodnie ze zidentyfikowana sekwencja aminokwasowa.

Najlepszymi wlasciwo$ciami przeciwutleniajagcymi 1 przeciwzapalnymi odznaczat si¢
hexapeptyd o sekwencji FDPFPK (D2-15). Badania przedstawione w pracach (D2-13-15) czesciowo
wykonane zostaly w ramach projektu badawczego 2014/15/N/NZ9/04045 (PRELUDIUM 8)

finansowanego z Narodowego Centrum Nauki, ktorego bytam wykonawca.

Badania biologicznych aktywnosci peptydow uwalnianych z jadalnych owadow sa nowatorskie

1 wnoszg znaczacy wktad w rozwoj technologii Zywnosci i Zywienia.

Wzrost $wiadomosci konsumentow spowodowal, iz coraz czgéciej poszukuja oni Zywnosci
zawierajgcej naturalne biologicznie aktywne sktadniki wykazujgce pozytywny wpltyw na organizm
ludzki. Przyktadem takich sktadnikow sa miedzy innymi zwiazki fenolowe, ktére stanowig do$é
liczna, zroznicowana grupe. Profilaktyczno- lecznicze wlasciwosci zwigzkow fenolowych polegaja
na zmniejszeniu ryzyka chorob serca, naczyn krwionosnych oraz nadcis$nienia tetniczego, a takze
na aktywnosci przeciwzapalne, antybiotyczne, przeciwnowotworowe.

W zwigzku z powyzszym podjetam takze wspodlprace z innymi pracownikami Katedry
Biochemii i Chemii Zywnosci realizujacymi takg tematyke badawcza.

Prace zwigzane z wptywem wybranych abiotycznych elicytorow na zawarto$¢ i aktywno$¢

antocyjandw 1 zwiazkow fenolowych purpurowej bazylii i1 kietkow fasoli Adzuki, realizowano
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w ramach projektu badawczego luventus Plus pt. "Badanie czynnikow indukujacych synteze
antocyjandw 1 aktywno$¢ enzymoéw przeciwutleniajagcych w  wybranych roslinach i1 procesu
inhibitowania aktywnosci lipooksygenazy i cyklooksygenazy przez otrzymane produkty" nr 1P2010
042070, ktorego bytam wykonawca. Efektem badan otrzymanych w ramach wyzej wymienionego
projektu sg prace opublikowane w Food Chemistry (D2-8), International Journal of Food Science and
Technology (D2-10), Annales UMCS, Sectio DDD (D2-24) oraz Acta Scientarum Polonorum,
Technologia Alimentaria (D2-26).

Antocyjany sg bardzo wazng i cenng frakcja zwigzkoéw polifenolowych z uwagi na ich wartos¢
prozdrowotng. Udokumentowano, ze zwiazki te wykazujg pozytywny wptyw na zdrowie cztowicka
zuwagi na ich silne wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe,
przeciwnowotworowe czy tez przeciwcukrzycowe. Ponadto antocyjany przeciwdziataja krucho$ci
naczyn krwiono$nych, zwtaszcza naczyn wlosowatych oraz stymulujg synteze rodopsyny, przez co
poprawiajg proces widzenia. Obok antocyjandéw wazng grupg zwigzkow fenolowych bazylii
purpurowej stanowig kwasy fenolowe 1 inne flawonoidy, ktéorych charakterystyka zostata
przedstawiona w pracy D2-10.

Wykazano, ze elicytacja zuzyciem kwasu arachidonowego (AA) jasmonowego (JA)
i B-aminomastowego (BABA) indukuje wzrost zawartoéci antocyjanéw w lisciach bazylii purpurowe;j
(Ocimum basilicum L. cv. Dark Opal) oraz poprawia ich wiasciwosci przeciwzapalne, ale nie wpltywa
na wzrost aktywno$ci przeciwrodnikowej ekstraktoéw antocyjanowych otrzymanych z liici tej rosliny.
Zaobserwowano rowniez, ze zdolno$¢ antocyjandéw otrzymanych zlisci elicytowanej bazylii
do chelatowania jonéw Fe** znaczaco zmniejszyta si¢ (o 50 %) w poréwnaniu do kontroli. Jako
elicytor najbardziej efektywny okazat si¢ kwas arachidonowy, ktory przyczynil si¢ do ponad
dwukrotnego wzrostu zawartosci antocyjandw w lisciach elicytowanej rosliny. Ponadto ekstrakty
antycyjanowe otrzymane z lisci bazylii elicytowanej kwasem arachidonowym znaczaco hamowaly
aktywno$¢ cyklooksygenazy oraz lipoksygenazy, enzymoéw biorgcych udzial w patogenezie stanu
zapalnego (D2-8). Frakcja zwiazkow fenolowych zostata oddzielona od frakcji antocyjanowej
technikg ekstrakcji do fazy statej (SPE). W pracy D2-10 i D2-24 wykazano, ze proces elicytacji przy
uzyciu AA, JA i BABA stymulujaco wplywa na zawarto$¢ i aktywno$¢ zwigzkow fenolowych
w lisciach bazylii w poréwnaniu do kontroli, a najlepsze efekty uzyskano po zastosowaniu kwasu
jasmonowego i arachidonowego jako elicytorow (D2-24).

Analizowano takze wplyw abiotycznych czynnikow stresogennych (osmotycznego,
temperaturowego i oksydacyjnego) na zawarto$¢ i wlasciwosci przeciwutleniajace frakcji fenolowych
nasion fasoli Adzuki w procesie ich kietkowania. Kietkowanie wptywa pozytywnie na redukcje
czynnikow antyodzywczych, zwigksza biodostepnos¢ makro i mikroelementéw, a takze modyfikuje
poziom zwiazkéw fitochemicznych, dlatego kietki od szeregu lat stanowia cenny sktadnik diety.
Otrzymane wyniki wykazaly, ze wszystkie zastosowane warunki stresowe (z wyjatkiem stresu

termicznego) spowodowaly zmniejszenie zawarto$ci analizowanych frakcji fenolowych. Najmniejsza
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zawarto$cig zwigzkow fenolowych charakteryzowat si¢ ekstrakt kietkéw hodowanych w warunkach
stresu oksydacyjnego. Najwyzsza zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw generowanych
z ABTS i DPPH wykazywat ekstrakt z kietkow hodowanych w warunkach stresu termicznego,
odpowiednio: 39,94 i 13,20 pumol TEAC/g s.m., natomiast najnizsza - ekstrakty z kieltkow
hodowanych w warunkach stresu oksydacyjnego (18,2 i 9,72 umol TEAC/g s.m.). Najwyzsza
zdolno$cia do chelatowania jonow Fe®* odznaczat sie ekstrakt z kietkow fasoli adzuki hodowanych
w warunkach stresu termicznego (7,06%), a najnizszg ekstrakt kietkow kontrolnych (3,08%).

Zrédlem  biologicznie aktywnych zwiazkéow fenolowych sa rowniez inne produkty
wykorzystywane w produkcji zywnos$ci i1 stosowane w diecie takie jak ziota, przyprawy czy kawa
i herbata.

Celem badan pracy D2-35 byta ocena i porownanie aktywnosci przeciwrodnikowej naparow
szesciu rodzajow herbat owocowych roznigcych si¢ skladem, a wigc zawartoscia zwiazkoéw
fenolowych oraz barwa. Wszystkie napary wykazywaly zdolno$¢ do neutralizowania wolnych
rodnikéw generowanych z ABTS i DPPH, co bylo dodatnio skorelowane z zawartoscig zwigzkow
fenolowych w ich sktadzie. Natomiast nie wykazano zalezno$ci pomigdzy barwa naparow
a zawartoscia w nich zwigzkéw fenolowych. Napary z herbat Lipton oraz Saga odznaczaly si¢
najlepszymi wtasciwosciami przeciwrodnikowymi wobec ABTS™ (98,42 i 98,92%) oraz najwicksza
zawartoscia zwiazkéw fenolowych ogotem w przeliczeniu na kwas galusowy (156,2 i 159 mg

GAE/100ml).

Wyniki badan dotyczacych charakterystyki czosnku jako zrédta bioaktywnych zwigzkow
przeciwdzialajacych wystepowaniu roznych chorob, prowadzonych we wspotpracy z Wyzsza Szkola
Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie, zostaly opublikowane w Polish Journal of Food and
Nutrition Science (D2-16). Oceniono aktywno$¢ biologiczng zwigzkéw fenolowych (wiasciwosci
przeciwutleniajace oraz wplyw na proliferacje fibroblastow skory) wodnych ekstraktow z dziewigciu
odmian czosnku pochodzacych z siedmiu krajow: Birmy, Chin, Hiszpanii, Polski, Portugali, Tajlandii
i Uzbekistanu. Wykazano, ze zarbwno odmiana rosliny jak i kraj pochodzenia maja znaczacy wptyw
na sktad oraz wtasciwosci ekstraktow. Ekstrakty z czosnku pochodzgcego z Chin charakteryzowaly si¢
najwyzszg zawartoScig pochodnych kwaséw syryngowych i p-hydroksybenzoesowych oraz
wykazywaly najlepsze wlasciwosci przeciwutleniajace. Warto$¢ 1Csq wyznaczone dla tych ekstraktow
uzyskano oznaczajac whasciwosci przeciwrodnikowe wobec DPPH", ABTS™ i zdolnoé¢ chelatowania
jonow Cu®* (odpowiednio: 4,63; 0,43 i 14,90 ug/ml). Stwierdzono, ze ekstrakty otrzymane z czosnku
chinskiego oraz hiszpanskiej odmiany Morado znaczaco zredukowaty proliferacje komorkowa (70-
90%), co wskazuje ze byly wysoce cytotoksyczne.

Zawartos¢ zwiazkéw fenolowych uzalezniona jest od gatunku rosliny i sposobu jej uprawy,
natomiast na ich ekstrahowalno$§¢ ma wplyw, obok rodzaju matrycy z ktérg sa zwigzane, uktad

rozpuszczalnikow wykorzystanych w procesie ich izolowania.
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W pracy D2-28 wykorzystano wode¢ i metanol do ekstrakcji zwigzkéow fenolowych i kofeiny
z ziaren kawy (Coffea arabica L.) pochodzacych z Brazylii, Kolumbii, Etiopii i Kenii prazonych
technika tradycyjng oraz ziarna kawy pochodzace z Brazylii prazone technika przemystowa oraz
zbadano ich zdolnosci przeciwutleniajgce oraz przeciwzapalne. Wykazano, ze ekstrakt metanolowy
kawy palonej technika przemystowsa odznaczal si¢ najwigksza zawartoscia zwigzkow fenolowych
ogétem w przeliczeniu na kwas galusowy (650,96 mg GAE/s.m.). Ponadto wszystkie ekstrakty
metanolowe w poréwnaniu z wodnymi charakteryzowaty si¢ wyzszymi zawartosciami Kofeiny —
najwyzsza (339,39 mg/g s.m.) posiadat ekstrakt z kawy pochodzacej z Etiopii. Metanolowe ekstrakty
w pordéwnaniu do wodnych ekstraktow odznaczaty si¢ réwniez znaczaco wyzsza zdolnoscia do
chelatowania jonéw Fe?* (najwyzsza wykazywat ekstrakt z kawy pochodzacej z Kolumbii, ECs,=1,79
mg/ml), do redukcji Fe** (najwyzsza posiadat ekstrakt z kawy pochodzacej z Kenii, EC5,=0,25 mg/ml)
oraz hamowania peroksydacji kwasu linolowego i lipooksygenazy (najwyzsza uzyskano dla ekstraktu
z kawy pochodzacej z Brazylii - prazonej technika przemystowa, ECs=1,07mg/ml i 1,57mg/ml,
odpowiednio). Natomiast wodne ekstrakty kaw wykazywaty lepsze wilasciwosci przeciwrodnikowe
w porownaniu do ekstraktow metanolowych - najwyzsza (1,26 mg/ml) posiadat ekstrakt z kawy

pochodzacej z Kolumbii.

Wplyw rozpuszczalnika na sktad oraz przeciwutleniajace wlasciwosci ekstraktow z lisci stewii
(Stevia rebaudiana) oraz pietruszki zwyczajnej (Petroselinum crispum Mill) badano we wspotpracy
z Wyzsza Szkota Informatyki i Zarzadzania w Rzeszowie, a otrzymane wyniki opublikowano
w Molecules (D2-6) oraz Zywnosé. Technologia. Jakosé. (D2-27). W pracach tych oceniono wplyw
trzech rodzajow 1 ukladu rozpuszczalnikow: woda, etanol i glicerol-woda na jako$¢ i ilos¢
wyekstrahowanych zwigzkéw z pietruszki oraz stewii. Wykazano, ze najbardziej efektywnym
ekstrahentem zwigzkow fenolowych byt rozpuszczalnik glikolowo-wodny. W przypadku stewii
oznaczono w nim 15, 50 mg/g s.m. zwigzkéw fenolowych a dla ekstraktow z lisci pietruszki 2,63 mg/g
s.m. i byto to dwukrotnie wigcej niz oznaczono w ekstraktach etanolowych. Ekstrakt z pietruszki
uzyskany zudziatem rozpuszczalnika glikolowo-wodnego wykazal najwicksza aktywnosc¢
przeciwrodnikowa oznaczong wobec DPPH" (ICso = 6,89 pg/ml), a wobec ABTS™ - najlepszy okazal
si¢ ekstrakt wodny (ICsq = 31,44 pg/ml). W przypadku ekstraktow otrzymanych ze stewii, najwyzsza
aktywno$¢ przeciwrodnikowa wobec ABTS™ i DPPH" wykazywat ekstrakt etanolowy oraz glikolowo-
wodny (ICso = 0,38 1 0,71 pug/ml). Dodatkowo stwierdzono, ze rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika
nie miat istotnego wplywu na zdolno$é ekstraktow z pietruszki do chelatowania jondéw Fe?* (D2-27),
natomiast sposrod ekstraktow otrzymanych ze stewii ekstrakt etanolowy wykazywat najwyzsza
zdolno$é do chelatowania jonow Fe®* (D2-6). Najwyzsza cytotoksycznosé w warunkach in vitro
w stosunku do ludzkiej linii komoérkowej BJ (ATCC CRL-2522) uzyskano w przypadku etanolowego
i wodnego ekstraktu otrzymanego z liSci pietruszki (D2-27) oraz etanolowego i glikolowo-wodnego

otrzymanego z lisci stewii (D2-6).
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Moje zainteresowania badawcze zwigzane z wlasciwosciami biologicznymi zywnosci dotycza
rowniez wplywu fortyfikacji na jej potencjat prozdrowotny. W pracy D2-5 opublikowanej w Food
Technology and Biotechnology analizowano mozliwo$ci wykorzystania produktu odpadowego jakim
jest pulpa dyniowa do produkcji chleba o charakterze funkcjonalnym. Stwierdzono, ze wlasciwosci
sensoryczne takie jak smak, aromat i ogolna akceptowalno$é chleba wzbogaconego dodatkiem pulpy
nie ulegly pogorszeniu w poroéwnaniu z chlebem kontrolnym. Ponadto zwigkszenie dodatku pulpy
dyni w ilosci 5 do 20% (w przeliczeniu na suchg masg) przyczynito si¢ do zmniejszenia objetosci
chleba i wzrostu twardosci i spoistosci migkiszu. Dodatek pulpy dyni do chleba w ilosci 10-15%
spowodowatl wzrost potencjalnej biodostepnosci zwigzkow fenolowych oraz peptyddéw, oraz wzrost
ich wlasciwosci przeciwutleniajacych (z wyjatkiem zdolnosci do chelatowania jondéw metali).
Aktywnos$ci te znacznie wzrosty w ekstraktach uzyskanych w wyniku symulowanego trawienia.
Po procesie trawienia in vitro bardzo znaczaco wzrosta rowniez zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
enzymu konwertujacego  angiotensyne ACE, czyli wzrosty potencjalne  wiasciwosci
przeciwnadci$nieniowe. Otrzymane wyniki wskazujg na przydatno$¢ pulpy dyni jako sktadnika
fortyfikujacego chleb, ktéry dodany w odpowiednich ilosciach zwigksza funkcjonalno$¢ otrzymanego
produktu.

Istnieje wiele opracowan naukowych dotyczacych okreslania zawarto$ci i1 aktywnosci
biologicznej zwigzkow wystgpujacych w zywnosci (peptydow i zwigzkow fenolowych). Nie jest
to jednak wystarczajace do okreslenia ich wplywu na organizm ludzki, poniewaz aktywno$¢
biologiczna zwiazkow zawartych w zywnosci zalezy od wielu czynnikéw determinujacych ich
biodostepnosé. Dlatego w pracy przegladowej opublikowanej w International Journal of Food Science
&Technology (D2-12) przedstawiono dane umieszczone w najnowszych publikacjach dotyczace
procesu trawienia i bioprzyswajalnosci fitosktadnikow takich jak: peptydy, polifenole i witaminy.

Podczas trawienia zywnosci wiele czynnikow moze modyfikowaé strukture jej sktadnikow,

co powoduje zmiany w ich wchtanianiu i bioaktywnosci.

Wiele fenolowych aglikonéw jest hydrofilowych i moga by¢ absorbowane przez blony
biologiczne w drodze dyfuzji. Wigkszo$¢ polifenoli wystepuje jednak w postaci glikozydowe;,
co niewatpliwie wplywa na ich wchianianie w jelicie. Natomiast oligopeptydy moga by¢ wchtaniane
na drodze aktywnego transportu wykorzystujgcego gradient jondw wodorowych lub przez peptydowy
transporter 1 (PepTl). Mechanizmy i czynniki wplywajace na transport peptydow bardziej
szczegotowo zostaty opisane w pracy O7. Ponadto biodostepnos¢ fitosktadnikow zalezy od ich masy
czasteczkowej, struktury chemicznej i matrycy zywno$ci. W zwigzku z tym w pracy D2-12
przedstawiono najnowsze dane dotyczace wpltywu wielu czynnikdw na strawnos$¢, biodostgpnosc
i aktywno$¢ wybranych bioaktywnych zwigzkéw pochodzenia roslinnego.

Wazrost zainteresowania zywnos$cig o wydtuzonym okresie przydatnosci do spozycia powoduje

rozw0j badan dotyczacych powlok jadalnych otrzymanych z substancji naturalnych takich jak: biatka,
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polisacharydy i/lub ttuszcze. Powtoki/folie jadalne, ktore charakteryzuja si¢ duza przepuszczalno$cia
pary wodnej, znalazty zastosowanie w przetworstwie owocowym, poniewaz hamujg procesy ich
dojrzewania, oraz w innych gal¢ziach przemystu spozywczego np. powloki zeinowe do orzechow
wioskich i cukierkow czy tez ostonki na kietbasach. Powtoki skrobiowe uzywane sg do powlekania
ZYyWnos$ci poniewaz sg izotropowe, bezzapachowe, bezsmakowe, przezroczyste oraz nietoksyczne,
Celem pracy opublikowanej w Carbohydrate Polymers (D2-18) bylo poréwnanie wptywu stgzenia
kwasu askorbinowego (AA) jak i askorbinianu sodu (SA) (0-100 mM) na wtasciwosci skrobiowych
folii jadalnych. Wykazano, ze w foliach z dodatkiem SA reakcje brazowienia zachodzity szybciej niz
w foliach z dodatkiem AA, ale kwas askorbinowy szybciej rekrystalizowat niz askorbinian sodu (SA).
Najwyzszy dodatek SA zwickszyl zdolno§¢ folii do przepuszczania pary wodnej. Natomiast
wytrzymato$¢ mechaniczna i sztywno$¢ folii stopniowo zmniejszaty si¢ wraz ze wzrostem zawartosci
jonu askorbinowego (AI) w powlokach. Widma otrzymane w wyniku analizy spektroskopowej
W podczerwieni z transformacjg Fouriera sugeruja, ze dodanie SA do folii wywotato bardziej
intensywne zmiany strukturalne w poréwnaniu z dodatkiem AA. Zbadano roéwniez wptyw dodatku
jonu askorbinowego do folii na stopien krystalicznosci. Parametr ten wyznaczano stosujgc technike
szerokokatnej dyfrakcji promieni rentgenowskich (WAXD). Na podstawie otrzymanych krzywych
WAXD wykazano, ze 25 i 50 mM dodatek jonu askorbinowego do folii zwigkszyt stopien ich
krystaliczno$ci. Filmy z AA 1 SA nie roznity si¢ pod wzglgdem rozpuszczalnosci w wodzie, zdolnosci
uwalniania jonu askorbinowego a w konsekwencji aktywnos$ci przeciwutleniajacej wyrazonej jako

zdolno$¢ przeciwrodnikowa wobec ABTS™ oraz sita redukcji.

Inng metodg stosowang w przemysle spozywczym stuzacg do przedluzania trwatosci warzyw
i owocOw jest poddawanie ich ozonowaniu. Ozon w przemysle spozywczym jest stosowany jako
czynnik bakteriobdjczy, ktory moze ograniczy¢ stosowanie do tego celu tradycyjnych, szkodliwych
dla $rodowiska naturalnego zwiazkow chemicznych, np. chloru. Zaleta stosowania ozonu to szybki
rozpad tego zwiazku do tlenu. Technologie ozonowania, ktora wykorzystuje si¢ w zakladach
przemystu spozywczego okresla si¢ jako bezpieczng i przyjazng dla srodowiska naturalnego. W pracy
opublikowanej w Food Chemistry (D2-9) po raz pierwszy przedstawiono wyniki badan dotyczacych
wplywu procesu ozonowania owocOw czerwonej papryki oraz warunkow przechowywania na ich
jako$¢. Proces ozonowania przyczynit si¢ do zaindukowania aktywnosci oksydazy polifenolowej
i oksydazy gwajakolowej, co moze $wiadczy¢ o udziale tych enzymoéw w odpowiedzi na stres
oksydacyjny wywotany tym czynnikiem. Ponadto zaobserwowano, ze aktywnos$ci amoniakoliazy
L-fenyloalaninowej oraz amoniakoliazy tyrozynowej w papryce traktowanej ozonem byla nizsza
W poroéwnaniu do kontroli. Stwierdzono, ze zmiany w zawarto$ci metabolitow wtéornych owocow
papryki zaindukowane przez traktowanie ozonem wprawdzie nie byly znaczne ale dostrzegalne.
Najwyzsza zawarto$¢ flawonoidow oznaczono w owocach papryki ozonowanych przez 3 godziny

i przechowywanych przez 10 dni w warunkach chtodniczych, natomiast zawarto$¢ zwigzkow
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fenolowych ogolem byla najwyzsza w owocach papryki ozonowanych przez 1 godzing
I przechowywanych przez 20 dni w warunkach chtodniczych. Dodatkowo stwierdzono, ze owocnia
zawierala wigcej zwigzkoéw fenolowych 1 wykazywata lepsze wiasciwosci przeciwrodnikowe wobec
DPPH’ niz tozysko owocow papryKki.

Réwnolegle we wspolpracy z pracownikami Zakladu Entomologii UP w Lublinie podj¢tam
badania dotyczace aktywnosci enzymow (peroksydaza, oksydaza polifenolowa, chitynaza, [-1,3
glukanaza) wytwarzanych w odpowiedzi roslin na biotyczne szkodniki owadzie. Wyniki pracy
opublikowanej w Bulletin of Entomological Research (D2-17) wykazaty, Zze owady z rodziny
galaskowatych (Cynips quercusfolii L., Neuroterus numismalis (Fourc.) i N. quercusbaccarum L.)
indukowaty synteze enzymow obronnych oraz zwiazkéw fenolowych w lisciach dgbow przez nie
atakowanych, a ich zawarto$¢ i aktywno$¢ byla uzalezniona od gatunku owada. Natomiast celem
pracy D2-19 byto zbadanie wptywu owadoéw Tetraneura ulmi na syntezg enzymow (chitynazy i -1,3
glukanazy), zawarto$¢ biatka, cukrow redukujacych oraz zwigzkéw fenolowych po ataku na wigz
syberyjski (Ulmus pumila), na réznych etapach rozwoju wyrosli zwanych galasami powstajacych na
lisciach w reakcji obronnej. Otrzymane wyniki wykazaty, ze do zwigkszonej syntezy biatka dochodzi
w poczatkowym etapie rozwoju galasow, zwigkszong biosynteze zwigzkéw fenolowych
zaobserwowano podczas procesu galusowania, natomiast najwyzsza aktywnos¢ enzymow takich jak
chitynaza i B-1,3 glukanaza na etapie dojrzewania galaséw. Ponadto stwierdzono, ze galasy nie
gromadzity cukréw redukujacych na zadnym etapie rozwoju. Dziatanie indukujace tworzenie galasow
przez T. ulmi wywotatlo reakcje obronne rosliny, co wykazuje iz owady te maja zdolno$¢ do

kontrolowania i programowania wzrostu rosliny gospodarza dla wtasnych korzysci (D2-19).

Podsumowujac, w okresie zatrudnienia w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie

prowadzone przeze mnie badania obejmowaty:

- badania nasion roslin straczkowych i ziarniakow zboz jako zrodta biatka i biologicznie aktywnych
peptydow,

- oznaczenia biologicznych aktywno$ci hydrolizatéw i peptydow otrzymanych z bialek nasion
wybranych roélin,

- charakterystyke wybranych owadow jadalnych jako zrodta biatka i aktywnych peptydéw w zywieniu
cztowieka,

- badania wiasciwos$ci preparatow biatkowych otrzymanych z ro$lin i owadow,

- ocene przydatnos$ci réznych technik chromatograficznych (IMAC, SEC, SPE, HPLC) do rozdziatu
biatek i peptydow oraz zwigzkow fenolowych,

- badania wptywu procesow technologicznych na zawarto$¢ i aktywno$¢ biologicznie aktywnych

sktadnikow zywnosci,
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- ocen¢ wpltywu wybranych sktadnikéw zywno$ci na aktywno$¢ enzymdéw majacych znaczenie
W powstawaniu stanéw chorobowych,

- badanie wptywu procesu elicytacji i stresu na syntezg roslinnych metabolitow wtornych,

- badania zalezno$ci pomig¢dzy sktadem jadalnych powlok a ich wtasciwo$ciami fizykochemicznymi

i przeciwutleniajacymi.

Moj dorobek naukowy, tacznie z pracami uwzglednionymi w cyklu publikacji powigzanych
tematycznie stanowigcych Osiggniecie naukowe, obejmuje autorstwo lub wspotautorstwo 37
oryginalnych prac naukowo-badawczych, 2 opracowania przegladowe, 3 rozdziaty w podreczniku
akademickim, 1 monografi¢ naukowa, 9 rozdziatow w monografii oraz 54 komunikatow naukowych.
Suma punktéw wg list MNiSW za publikacje naukowe tacznie z osiggnigciem, bedacym podstawg do
ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego, zgodna z rokiem opublikowania wynosi 892
pkt, IF: 62,236. Laczna suma punktow prac wchodzacych w sktad Osiagniecia wynosi 151 pkt; IF:
10,777.

Wszystkie szczegolowe informacje dotyczace wykazu opublikowanych prac naukowych

przedstawitam w zataczniku V.
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6. Zestawienie dorobku

Wskazniki naukometryczne mojego dorobku naukowego (facznie z osiagnigciem, bedacym

podstawg do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora habilitowanego)

Liczba publikacji

Lp Rodzaj = Punkty
) pUbIlkaCJl Przed Po i '\/lNlSWb
doktoratem  doktoracie Ogblem
Prace indeksowane
w bazie JCR 1 26 27 62,236 739
Oryginalne Prace
1 prace opublikowane w
tworcze czasopismach 2 10 12 - 97
nieindeksowanych
w bazie JCR
5 Monografie 0 1 1 i 20
naukowe
3 Publikacje niepunktowane 0 1 1 - -
4 Rozdzialy 1 8 9 . 36
w monografiach naukowych
Rozdziaty
> w podrecznikach 0 3 3 ) )
Konferencje
Komunikaty ;agraniczne i 2 11 13 - -
6 miedzynarodowe
naukowe Konferencje
. 9 32 41 - -
Krajowe
Dorobek publikacyjny ogdtem 15 92 107 62,236 892

W tym oryginalne prace twércze wchodzace w sklad Osiagniecia

8 10,777 151

% obowigzujacy w roku opublikowania

®- zgodnie z lista czasopism punktowanych z roku opublikowania
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy:

- Web of Science (na dzien 14.04.2019): 205 (bez autocytowan: 174)
- Scopus (na dzien 14.04.2019): 267 (bez autocytowan: 227)

Indeks Hirscha wedlug bazy:

- Web of Science: 8 (na dzien 14.04.2019)

- Scopus: 10 (na dzien 14.04.2019)
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Lp. Nazwa czasopisma L e Plft'
prac factor MNiSW
1 Acta Scientarum Polonorum Hortorum Cultus 1 0,448 20
2 Acta Scientarum Polonorum, Technologia Alimentaria 3 0 40
3 Annales UMCS s. DDD 3 0 23
4 Annales UMCS s. E Agriculture 1 0
5 Bromatologia i Chemia Toksykologiczna 1 0 4
6 Bulletin of Entomological Research 1 1,721 35
7 Carbohydrate Polymers 1 5.158 40
8 Cyta-Journal of Food 1 1,371 20
9 Electronic Journal of Polish Agricultural Universities 1 0 4
10 Food Chemistry 3 11,84 120
11 Food Research International 2 6,702 80
12 Food Technology and Biotechnology 1 0,920 25
13 | International Journal of Food Science and Technology 6 12,676 150
14 Journal of Animal Feed Science 1 0,472 11
15 Journal of Elementology 2 0,708 18
16 LWT — Food Science and Technology 2 6,258 80
17 Molecules 1 2,465 30
18 Nutrients 2 8,392 70
19 Polish Journal of Food and Nutrition Sciences 2 1,697 21
20 Protein and Peptide Letters 1 1,097 10
21 Przemyst Spozywczy 1 0 5
22 Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢. 2 0,311 28
23 Monografie naukowe 1 0 20
24 Rozdzialy w monografiach 9 0 36
25 Rozdziaty w podrecznikach akademickich 3 0 0
Suma 52 62,236 892

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

Lublin, dn. 15.04.2019 r.
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