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Zyciorys naukowy

1. Imig i nazwisko: Malgorzata Renata Cyran

2. Posiadane dyplomy:

30.06.1986 — uzyskanie tytulu magistra inzyniera rolnictwa o specjalnosci technologia
zywnosci na Wydziale Technologii Zywnosci Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie.

Tytul pracy magisterskiej: ”"Charakterystyka substancji azotowych w nowych odmianach

Sasoli”,

Promotor: prof. dr hab. Mirostawa Klepacka.

17.01.1997 — uzyskanie stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci
1 zywienia na Wydziale Technologii Zywnosci SGGW w Warszawie.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,, Badania nad skadem polisacharydéw nieskrobiowych ziarna
pszeniyta i iyta, ich degradacjq w organizmie jednozolgdkowcow oraz zawiqzkiem z
wartosciq wypiekowq maki”,

Promotor: prof. dr hab. Maria Rakowska.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1986 — stazysta, Zaklad Biologicznej Oceny Produktéw Roslinnych, IHAR, Radzikow
1988 — asystent, Zaklad Biologicznej Oceny Produktéw Roslinnych, IHAR, Radzikéw
1997 — do chwili obecnej, adiunkt, Zaktad Biochemii i Fizjologii Ro$lin, IHAR-PIB,
Radzikow
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 6522003 r. poz.595; Dz. U. 164 z 2005 r. poz.1365; Dz. U. 84 22011 r. poz. 455):

a) Tytut osiggniecia:

»Struktura makromolekularna arabinoksylanéw $ciany komérkowej zyta (Secale
cereale L.) ekstrahowalnych woda jako czynnik warunkujacy lepki potencjal

pieczywa”

b) Osiagnigcie stanowi jednotematyczny cykl nastepujacych publikacii:

1. Cyran, M., Courtin, C. M., Delcour, J. A. 2003. Structural features of arabinoxylans
extracted with water at different temperatures from two rye flours of diverse breadmaking
quality. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 4404 — 4416.

IF = 2,102, 11 pkt wg listy z 2003 roku, udzial 80%.

2. Cyran, M.R., Saulnier, L. 2005. Cell wall fractions isolated from outer layers of rye grain
by sequential treatment with a-amylase and proteinase: Structural investigation of polymers in
two ryes with contrasting breadmaking quality. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 53, 9213 — 9224,

IF = 2.507, 24 pkt MNiSW wg listy z 2005 roku, udzial 85%.

3. Cyran, MLR., Cegliniska, A. 2011. Genetic variation in the extract viscosity of rye (Secale
cereale L.) bread made from endosperm and wholemeal flour: impact of high-molecular-
weight arabinoxylans, starch and protein. Journal of the Science of Food and Agriculture,
91, 469 — 479.

IF = 1.436, 32 pkt MNiSW wg listy z 2011, udzial 75%.

4. Cyran, M.R., Saulnier, L. 2012. Macromolecular structure of water-extractable
arabinoxylans in endosperm and wholemeal rye breads as factor controlling their extract
viscosities. Food Chemistry, 131, 667 — 676.

IF = 3.334, 45 pkt MNiSW wg listy z 2012 roku, udzial 85%.

5. Cyran, ML.R., Ceglinska, A., Kolasinska, I. 2012. Depolymerization degree of water-
extractable arabinoxylans in rye bread: characteristics of inbred lines used for breeding of
bread cultivars. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60, 8720 — 8730.

IF =2.906, 45 pkt MNiSW wg listy z 2012 roku, udzial 75%.

6. Cyran, M.R., Dynkowska, W.M. 2014. Mode of endosperm and wholemeal arabinoxylans
solubilisation during rye breadmaking: Genotypic diversity in the level, substitution degree
and macromolecular characteristics. Food Chemistry, 145, 356 — 364.

IF = 3.334, 40 pkt MNiSW wg listy z 2013 roku, udzial 90%.

Jestem autorem koncepcji naukowej powyzszych publikacji, gléwnym wykonawca,
pierwszym autorem, ktory napisal wszystkie manuskrypty oraz autorem korespondencyjnym,
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odpowiedzialnym za warto§¢ merytoryczng i proces publikowania manuskryptow w
wiodacych czasopismach miedzynarodowych.

® Sumaryczny Impact Factor powyzszych publikacji wedtug listy Journal Citation
Reports wynosi 15,619

® 54 cytowania w/w publikacji wedlug Web of Science,

e suma punktow za 6 publikacji z listy MNiSW wynosi 197.

Oswiadczenia wspotautorow w/w publikacji wraz z okre$leniem ich wkladu w powstanie
pracy stanowi Zalgcznik 5.

¢) Omoéwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Arabinoksylany stanowig glowny sktadnik scian komdrkowych ziarna zyta, pszenicy i
pszenzyta. Naleza one do grupy polisacharydéw S$ciany, ktore razem z celulozg okre$lane sa
terminem ,nieskrobiowych”, w odroznieniu od skrobi, dominujgcego polisacharydu
zapasowego ziarna zbdz. Razem z innymi polisacharydami $ciany komorkowej, takimi jak -
glukany, arabinogalaktany oraz, w niewielkim stopniu, glukomannany i ksyloglukany,
wypelniajg szkielet celulozowy $ciany, a ich koncentracja oraz cechy strukturalne warunkuja
wiasciwosei fizyko-chemiczne i mechaniczne $ciany komodrkowej oraz jej potencjat
antyoksydacyjny.

Polisacharydy $ciany komoérkowej tworzg zasadniczg frakcje btonnika pokarmowego
zywnos$ci pochodzenia roslinnego o udokumentowanych wlasciwosciach prozdrowotnych.
Produkty zbozowe sg gtownym zrodtem blonnika pokarmowego w diecie czlowieka, wsréd
nich produkty zytnie wyr6zniajg si¢ wysoka koncentracja tej frakcji. Jedng z najwazniejszych
wlasciwosci produktow zytnich jest zdolno$¢ do znacznego podnoszenia lepkosci tresci
pokarmowej w jelicie cienkim po ich spozyciu. Wysoka lepkos¢ tresci pokarmowej ogranicza
wchlanianie glukozy oraz trojglicerydéw a w rezultacie powoduje spadek poziomu glukozy i
cholesterolu w surowicy krwi (Jenkins i wsp. 2004). Powyzsze zaleznosci odzwierciedlaja
jeden z zasadniczych mechanizméw dziatania blonnika pokarmowego w profilaktyce i
leczeniu cukrzycy, otytosci oraz chorob ukladu sercowo-naczyniowego. Lepkosé tresci
pokarmowej po spozyciu pieczywa zytniego jest $cisle skorelowana z lepkoscia jego ekstraktu
(Malkki, 2001), kontrolowang gtéwnie przez polisacharydy Sciany komoérkowej, ktore nie sg
trawione przez enzymy przewodu pokarmowego cztowieka, w odrdéznieniu od pozostatych
wysokoczasteczkowych sktadnikdéw ekstraktu, przede wszystkim skrobi i biatek.

Wykazano, ze lepkos$é ekstraktow zyta i pszenicy jest skorelowana z koncentracja
arabinoksylanéw ekstrahowalnych (Petterson i Aman, 1987; Scoles i wsp. 1993; Saulnier i
wsp., 1995; Martinant i wsp., 1999). Nieliczne doniesienia podnosity znaczenie cech
strukturalnych arabinoksylanéw zytnich w odniesieniu do poziomu lepkosci ekstraktu
(Bengtsson 1 wsp. 1992; Nilsson i wsp., 2000; Ragaee i wsp. 2001). Pojawitly si¢ rowniez
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doniesienia, ktére wskazywaly na znacznie wyzsza lepkos¢ ekstraktu jasnej maki zytniej w
poréwnaniu do lepkosci maki caloziarnowej o wyzszej koncentracji tej frakcji (Fengler i
Marquardt, 1988; Ragaee i wsp. 2001), co sugerowato réznice w strukturze arabinoksylanéw
obecnych w centralnych warstwach bielma, ktére podczas przemiatu sg kumulowane w mace
jasnej, i tych wystgpujacych w zewnetrznych warstwach ziarna, gromadzonych gléwnie w
otrebach. Jakkolwiek ekstrakt zytni zawiera takze inne sktadniki wielkoczasteczkowe, ktore
moga wpltywaé na warto$¢ tego parametru.

W zwigzku z tym pojawily sie pytania (1) czy lepkos¢ ekstraktu jasnego pieczywa
zytniego moze by¢ wyzsza niz pieczywa catoziarnowego? co mogloby wskazywaé na jego
silniejsze dziatanie w profilaktyce i leczeniu pewnych chorob cywilizacyjnych, jesli jest ona
kontrolowana przez polisacharydy btonnika pokarmowego, (2) jakie czynniki warunkujg
wysoka lepkos¢ ekstraktu? oraz (3) jakie sg zaleznosci pomiedzy lepkoscig ekstraktow maki i
pieczywa zytniego? Monotematyczny cykl publikacji prezentowany ponizej w znacznym
stopniu  wyjasnia te zagadnienia, rozpoczynajgc od nowej wiedzy na temat cech
strukturalnych arabinoksylanow, niezbednej do lepszego zrozumienia mechanizmow
kontrolujacych ich stopien modyfikacji podczas produkcji pieczywa zytniego.

Cele osiagniecia naukowego [material]:

1. Dystrybucja i analiza cech strukturalnych sub-populacji arabinoksylanow
ekstrahowalnych woda w réznej temperaturze z centralnych warstw ziarna zyta o
zrédznicowanej lepkosci ekstraktu. [mgka jasna — 2 odmiany zyta]

2. Charakterystyka makromolekularna arabinoksylandw sekwencyjnie ekstrahowalnych
wodg w obecnosci a-amylazy i proteinazy pochodzacych z zewnetrznych warstw
ziarna zyta o zroznicowanej lepkosci ekstraktu. [otrgby zytnie — 2 odmiany zyta]

3. Badanie zréznicowania lepkosci ekstraktow pieczywa jasnego i caloziarnowego oraz
wplywu wysokoczgsteczkowych arabinoksylanow, B-glukanéw, skrobi i biatek na
poziom lepkosci ekstraktu ogdlnego. [pieczywo jasne i catoziarnowe — 11 odmian
zytal|

4. Identyfikacja elementow struktury arabinoksylanéw kontrolujacych poziom lepkosci
ekstraktow pieczywa otrzymanego z odmian populacyjnych i mieszancowych zyta.
[pieczywo jasne i catoziarnowe — 10 odmian zyta]

5. Analiza struktury makromolekularne; arabinoksylanow w ekstraktach maki
wyjsciowej i pieczywa otrzymanego z linii wsobnych zyta o zréznicowanej zawartosci
arabinoksylanow i aktywnosci enzymow degradujacych te polisacharydy oraz
wskazanie prostych testow przesiewowych do selekcji populacji hodowlanych zyta w
kierunku odmian ,,chlebowych” o wysokim potencjale lepkim. [maka wyjsciowa,
pieczywo jasne i catoziarnowe — 6 linii wsobnych zyta]

6. Badanie mechanizméw uptynniania frakcji arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych
wodg podczas produkcji pieczywa jasnego i catoziarnowego otrzymanego z odmian
populacyjnych i mieszancowych zyta. [maka wyjsciowa, pieczywo jasne i
catoziarnowe — 11 odmian zyta]
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Prace naukowe wykonane przeze mnie dotycza pieczywa otrzymanego w jednakowych
warunkach z ciasta zytniego, ktore zostato bezposrednio zakwaszone poprzez dodatek kwasu
mlekowego.

Opis wynikéw badan

Struktura arabinoksylanéw s$ciany komorkowej zbdz jest bardzo ztozona. Wynika to ze
znacznego zrdznicowania pod wzgledem stopnia podstawienia gtownego tancucha tych
polisacharydéw szeregiem réznych podstawnikéw bocznych, ich wzajemng proporcjg i
sekwencja w lancuchu gtownym, a takze istotnego zréznicowania pod wzgledem dystrybuciji
mas czasteczkowych.

Obecnie w literaturze $wiatowej coraz czgsciej podkresla sie fakt, ze niewielkie zmiany w
strukturze biopolimeréw powodujg istotne zmiany ich wtasciwosci fizyko-chemicznych, ktore
bezposrednio wptywaja na wlasciwosci surowca roslinnego lub jego produktu koncowego. Te
niewielkie zmiany sg praktycznie niewidoczne w ogdlnej populacji biopolimerow, dlatego
zastosowanie odpowiedniej metody sekwencyjnego frakcjonowania populacji ogdlnej jest
konieczne do obserwacji takich zmian.

W badaniach naukowych zastosowano technike sekwencyjnego frakcjonowania siarczanem
amonu. Pozwala ona na izolacje sub-populacji wchodzgcych w sklad frakeji ogolnej
polisacharydéw (WE), przez ich kolejne wytracanie z oczyszczonego ekstraktu przy
wzrastajacym stopniu nasycenia tej soli. Przy nasyceniu 0 — 40% otrzymujemy sub-frakcje
WE.40, a nast¢pnie przy kolejnych stopniach nasycenia 40 — 60%, 60 — 80% oraz 80 — 100%
otrzymujemy odpowiednio sub-frakcje WE.60, WE.80 oraz WE.100. W badaniach
zawartych w publikacji H6 zastosowano rowniez sekwencyjne frakcjonowanie etanolem i
poréwnano profile elucyjne HPSEC i masy czasteczkowe polisacharydéw Sciany do tych
otrzymanych za pomocg frakcjonowania siarczanem amonu.

(H1) Struktura arabinoksylanéw bielma zyta ekstrahowalnych wodg o r6znej temperaturze

Gléwny tancuch arabinoksylanow zbudowany jest z reszt B-D-ksylopiranozy (Ksylp)
polaczonych wigzaniem 1—4 glikozydowym, ktére wystepuja w postaci reszt nie-
podstawionych (u-Ksylp) i podstawionych; z jednym podstawnikiem arabinofuranozy (Araf)
w pozycji O-3 (3-Ksylp), bardzo rzadko w pozycji O-2 (2-Ksylp) oraz z dwoma
podstawnikami w pozycji O-2 i O-3 (2,3-Ksylp) (Rys. 1). Ponadto, terminalne reszty Araf
moga by¢, w pewnym stopniu, podstawione kolejng reszta Araf i tworzy¢ krotkie
oligomeryczne boczne tancuchy arabinoksylanow poprzez wigzania 1—2, 1—3 i 1-5
glikozydowe (Ebringerowa i wsp. 1994) a takze moga wystepowac w postaci zestryfikowane;j
kwasami fenolowymi, giownie kwasem ferulowym. Natomiast *lancuch gléwny
arabinoksylanow moze zawiera¢ reszty kwasow uronowych: glukuronowego i
galakturonowego, a takze reszty kwasu octowego, zwigzanych glikozydowo do Ksylp.

Wyizolowano trzy frakcje polisacharydéw s$ciany komorkowej kolejno ekstrahowane woda o
temperaturze 4, 40 i 100 °C, odpowiednio WE.I, WEL.II i WE.III, z maki jasnej odmiany
populacyjnej i mieszancowej zyta (Amilo i Nawid). Na podstawie bilansu tych frakcji 1 ich
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sktadu wykazano, ze 62 — 66% ogdlnej populacji arabinoksylanow jest ekstrahowalna wodg w
niskiej temperaturze, czyli nie jest silnie zasocjowana ze $Sciang. Natomiast 10 — 15% i 23 —
24% wymaga wyzszej 1 wysokiej temperatury ekstrakcji.
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Rys. 1. Podstawowe elementy struktury lancucha sub-frakeji arabinoksylanéw ekstrahowalnych wodg
(AX-1V, AX-I, AX-II and AX-III, wyizolowanych w wyniku sekwencyjnego wytracania
siarczanem amonu stosujgc stopien nasycenia odpowiednio 40, 60, 80 i 100%). Schemat dzialania
enzyméw bioracych udziat w hydrolizie tych polisacharydéw (Cyran, 2014).

Z kazdej populacji ogdlnej s$ciany komorkowej ekstrahowalnej woda wyizolowano trzy
bardziej jednorodne sub-frakcje arabinoksylanéw: dominujaca WE.60 o niskim stopniu
podstawienia, okreslonym przez proporcje¢ arabinozy do ksylozy (Ara/Ksyl), wynoszacg 0.47
— 0.51, oraz sub-frakcje WE.80 i WE.100 o srednim i wysokim stopniu podstawienia
odpowiednio 0.74 — 0.91 i 0.98 — 1.28. Na podstawie widm magnetycznego rezonansu
protonéw (‘"H NMR) uzyskanych dla sub-frakcji oraz ich analizy sktadu obliczono proporcje
reszt Ksylp bez podstawnikow, z jednym oraz dwoma podstawnikami w tancuchu. Frakcje
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gléwne $ciany komorkowej ekstrahowalne zimng woda (WE.I) zawieraly wigksze udzialy
dominujacej sub-frakcji arabinoksylanow WE.60, ktora byta zbudowana prawie wytacznie z
u-Ksylp i 3-Ksylp. Frakcje ogolne tych polisacharydéw WE.II i WEL.III, ktére wymagaty
wyzszej 1 wysokiej temperatury, zawieraly wieksze udziaty sub-frakcji WE.80 i WE.100, o
wzrastajacym stopniu usieciowania poprzez reszty 2,3-Ksylp z dwoma podstawnikami i
nizszym udziale u-Ksylp i 3-Ksylp. Ponadto w sub-frakcjach WE.80 i WE.100
zidentyfikowano unikalny podstawnik tancucha arabinoksylandw zytnich, 2-Xylp, ktérego
rola w interakcjach pomiedzy sktadnikami $ciany komoérkowej nie zostata dotychczas
wyjasniona. Jego udzial w tancuchu wzrastal proporcjonalnie do udzialu reszt z dwoma
podstawnikami (2,3-Kylp).

Stwierdzono wyrazne roznice w dystrybucji mas czasteczkowych i udziatach czterech
badanych typéw Ksylp w lancuchach arabinoksylanow wyizolowanych z odmiany
populacyjnej o wysokiej lepkosci ekstraktu oraz odmiany mieszancowej o niskiej wartosci
tego parametru. Arabinoksylany obecne w centralnej czgsci bielma odmiany populacyjnej
charakteryzowaly si¢ wyzszg Kkoncentracja dominujgcej sub-frakcji WE.60, dwukrotnie
wyzszym udziatem 2-Ksylp a takze byly w znacznie mniejszym stopniu zasocjowane z
biatkami i substancjami fenolowymi $ciany komorkowej. Wysokosprawna chromatografia
wykluczania (HPSEC) wykazata, ze dominujaca sub-frakcja arabinoksylanéw odmiany
populacyjnej byta bardzo symetryczna, natomiast analogi odmiany mieszancowej zbudowane
byly z dwoch, czesciowo rozdzielonych populacji o nizszej i wyzszej masie czasteczkowe;.

(H2) Struktura arabinoksylanéw zewnetrznych warstw ziarna zyta ekstrahowalnych woda

Wyizolowano frakcje ogolne arabinoksylanéw z otrgb odmiany populacyjnej i mieszancowej
zyta Amilo i Nawid stosujac sekwencyjng ekstrakcje woda w obecnosci a-amylazy i
proteinazy. Oczyszczone ekstrakty zostaly poddane frakcjonowaniu siarczanem amonu o
wzrastajagcym stopniu nasycenia 40, 60, 80 i 100% a otrzymane sub-populacje WE.40,
WE.60, WE.80 i WE.100 zostaly poddane szczegdtowej analizie cech strukturalnych
stosujac 'H NMR, HPSEC oraz FTIR (analiza w podczerwieni z transformacja Fouriera).

Frakcje wyizolowane z otrgb generalnie zawieraly analogi strukturalne arabinoksylanow
obecnych w centralnych warstwach ziarna, ktore zostaty opisane w poprzedniej pracy HI1.
Jakkolwiek, zidentyfikowano sub-frakcje arabinoksylanéw specyficzng wyltacznie dla Sciany
komdrkowej zewnetrznych warstw zyta, o bardzo niskim stopniu podstawienia wynoszacym
0.30, posiadajacg reszty sieciujgce mono- i dwu- podstawione, 3-Ksylp i 2,3-Ksylp oraz
regiony w ktorych wystepuje kilka niepodstawionych reszt ksylozy w sekwencji. Natomiast
analogi strukturalne arabinoksylanéw zewnetrznych warstw zyta o wysokim stopniu
podstawienia, WE.80 i WE.100, praktycznie nie zawieraly 2-Ksylp.

Frakcja ekstrahowalna wodg w obecno$ci proteinazy zawierala polisacharydy silnie
zasocjowane z bialkiem $ciany oraz estrowo zwigzane z kwasami fenolowymi. Arabinoksylan
wystepujgcy w tej frakcji zawierat znaczny udziat reszt dwu-podstawionych 2,3-Ksylp.

Arabinoksylany obecne w zewnetrznych warstwach ziarna odmiany mieszancowej Nawid o
nizszej lepkosci ekstraktu, w odniesieniu do tych pochodzgcych z odmiany populacyjnej
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Amilo, charakteryzowaly si¢ wyzszym stopniem usieciowania poprzez dimery kwasu
ferulowego, nizsza masg czasteczkowa oraz nizsza proporcjg pasma amidowego I do II
wykazang przez FTIR.

Podsumowaniem wynikéw badan nad zréznicowaniem cech strukturalnych arabinoksylanow
Sciany komodrkowej zyta zawartych w publikacji H1 i H2 jest zaproponowana klasyfikacja i
bilans poszczegdlnych sub-populacji tych polisacharydow ekstrahowalnych woda obecnych w
centralnych warstwach bielma, warstwach zewngtrznych oraz w calym ziarnie zyta, biorac
pod uwage ich stopien podstawienia, gtowny typ reszty sieciujgcej oraz poziom saturacji
siarczanem amonu, ktory pozwalat na ich wytracenie z ekstraktu populacji ogdlnej (Tabela
1).

Tabela 1. Zawarto$¢ w ziarnie zyta, udzial % i parametry charakterystyki strukturalnej czterech klas
arabinoksylan6w ekstrahowalnych woda otrzymanych w wyniku frakcjonowania siarczanem

amonu.

poziom stopien glowny element udzial (%) zawartos§¢
TR i I S pOds[:i:fie"ia loesiney Rl e ot ziarno® (% sm ziarna)
AX-IV 40 0.31 bardzo niski 3-Xylp, 2,3-Xylp nd 13-18 8§-11 0.27 -0.28
AX-I 60 0.47 - 0.51 niski 3-Xylp 69-70 55-58 60 — 62 1.60 — 1.94
AX-II 80 0.74 - 0.91 Sredni 3-Xylp, 2,3-Xylp 23 18 -24 20-24 0.52-0.76
AX-1IT 100 1.00 - 1.28 wysoki 2,3-Xylp 7-8 7-8 7-8 0.18-0.24
Cyran i Saulnier, 2005

“Ara/Ksyl, proporcja arabinozy do ksylozy; "zrédlo, Cyran i wsp., 2003; ‘wartosci obliczono na podstawie
wydajno$ci przemialu maki i otrgb; nd, nie wykryto. Wyniki uzyskane dla dwéch odmian zyta, Amilo i
Nawid

Dominujgca klasa arabinoksylanow ziarna zyta ekstrahowalnych woda, AX-I, o niskim
stopniu podstawienia, zawierajgca prawie wytacznie 3-Ksylp jako element sieciujacy, stanowi
60 — 62% frakcji ogdlnej. Klasa AX-II o $rednim stopniu podstawienia zawierajaca dwa
elementy sieciujace 3-Kylp i 2,3-Ksylp, stanowi 20 — 24%. Klasa AX-III o najwyzszym
stopniu podstawienia fafcucha, zawierajgca gtdwnie reszty dwu-podstawione, stanowi tylko 7
— 8%. Natomiast specyficzna dla zewnetrznych warstw ziarna klasa AX-IV o bardzo niskim
stopniu podstawienia stanowi 8 — 11% arabinoksylanow ekstrahowalnych woda obecnych w
ziarnie zyta.

(H3) Wysokoczasteczkowe skladniki ekstraktu pieczywa zytniego warunkujace jego lepkos¢é

Oznaczono lepko$é¢ ekstraktu ogolnego pieczywa jasnego i caloziarnowego otrzymanego z 5
odmian mieszancowych i 6 odmian populacyjnych zyta oraz lepkos¢ po inkubacji z
enzymami katalizujgcymi rozklad hydrolityczny bialek (proteaza), skrobi (a-amylaza i
amyloglukozydaza), B-glukanow (lichenaza) oraz arabinoksylanow (endo-ksylanaza), w celu
wykazania wplywu poszczegdlnych sktadnikow ekstraktu na poziom lepkosci a takze
dziatania synergistycznego enzymow trawigcych skrobig i biatka (Rys. 2).
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Depolimeryzacja B-glukandw w wyniku dziatania lichenazy spowodowata srednio 5 i 10%
spadek lepkosci ekstraktu ogdlnego, odpowiednio w przypadku pieczywa jasnego i
catoziarnowego. Synergistyczne dzialanie enzymow trawigcych skrobie i biatka w ekstrakcie
powodowalo dwukrotnie wieksza redukcje lepkosci (Srednio 26 i 17%, w przypadku
pieczywa jasnego i catoziarnowego), niz dziatanie kazdego enzymu osobno (Srednio 12, 11 i
14% w ekstraktach pieczywa jasnego oraz 7, 8 i 9% w ekstraktach pieczywa catoziarnowego,
odpowiednio dla a-amylazy, amyloglukozydazy i proteazy). Dodatek endoksylanazy
powodowat drastyczng 93 — 94% redukcje lepkosci ekstraktu pieczywa.

Poziom lepkosci ekstraktow pieczywa uzyskany w wyniku synergistycznego dziatania
enzymoéw trawigcych skrobig i biatka warunkowany byl obecnoscig polisacharydow $ciany
komoérkowej, gtownie arabinoksylanow, stad okreslono go jako lepkos¢ ekstraktu odnoszong
do arabinoksylanow obecnych w ekstrakcie (AX-EV). Warto$¢ tego parametru moze
posrednio odzwierciedlaé lepkosé tresci pokarmowej jelita cienkiego czlowieka po spozyciu
pieczywa zytniego i strawieniu biatka i skrobi w warunkach in vivo.
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Rys. 2. Wplyw dodatku enzym6w na lepkos$¢ ekstraktu chleba jasnego i caloziarnowego pochodzgcego
z tej samej odmiany zyta populacyjnego.
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Stwierdzono silne korelacje miedzy zawartoscig arabinoksylanow ekstrahowalnych wodg w
pieczywie a jego lepkoscia ekstraktu, niezaleznie od pH ekstraktu (ekstrakt wodny pH 3.80 —
4.76, ekstrakt w buforze maleinowym o pH 6.0 oraz ekstrakt w kwasnym buforze HCI/KCI
pELS)

Lepkos¢ ekstraktow pieczywa byta skorelowana z lepkoscig ekstraktu maki wyjsciowe;.
Lepkos¢ ekstraktu wodnego i1 kwasnego pieczywa jasnego otrzymanego z odmian
mieszancowych zyta byta ujemnie skorelowana ze stopniem wymiatu maki.

Wykazano, ze lepko$¢ ekstraktu pieczywa jasnego warunkowana obecnoscia
arabinoksylanéw (AX-EV), pomimo nizszej koncentracji tych polisacharydéw, jest wyzsza
lub rowna lepkosci ekstraktu pieczywa catoziarnowego otrzymanego z tej samej odmiany
(Rys. 21 3).

50

(2.67 - 3.76%)  (2.47 - 3.15%) (2.77 -3.07%) (2.22 - 2.57%)
45
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Rys. 3. Lepkos¢ ekstraktu pieczywa jasnego i caloziarnowego otrzymanego z odmian
populacyjnych i mieszancowych zyta po wytrawieniu skrobi i bialek.

Ekstrakty pieczywa uzyskanego z odmian populacyjnych o nizszej zawartosci
arabinoksylanéw, w odniesieniu do ekstraktow pieczywa z odmian mieszancowych,
charakteryzowaly si¢ wyzszg lepkoscia ekstraktu odnoszong do arabinoksylanow AX-EV
(Rys. 3).

(H4) Struktura makromolekularna arabinoksylanow pochodzacych z odmian zyta
jako czynnik kontrolujacy poziom lepkosci ekstraktu pieczywa

Frakcje ogdlne arabinoksylanéw ekstrahowalnych woda oraz wchodzace w ich sklad sub-
populacje zostalty wyizolowane z pieczywa otrzymanego z odmian populacyjnych i
mieszancowych zyta o zréznicowanej lepkosci ekstraktu.
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Wysokosprawna chromatografia zelowa wykazata, ze arabinoksylany we frakcji ogdlnej
pieczywa caloziarnowego o nizszej lepkosci ekstraktu charakteryzowatly si¢ nizsza masg
czasteczkowa niz ich analogi pochodzace z pieczywa jasnego o wyzszej lepkosci.

Pieczywo jasne, w odniesieniu do pieczywa caloziarnowego, zawieralo arabinoksylany
wzbogacone w dominujgcg sub-populacje AX-I, poza tym sub-frakcja AX-III miata wyzszy
stopien usieciowania resztami 2,3-Ksylp oraz 2-Ksylp i znacznie nizszg proporcje 2,3-
Kylp/2-Ksylp (Rys. 4), co moze odpowiada¢ za zwigkszong opornos$é arabinoksylanéw na
dzialanie endogennej endoksylanazy podczas fermentacji ciasta zytniego.

Magnetyczny rezonans jadrowy protonéw (‘H NMR)wykazat, ze czes¢ sub-populacji AX-I,
ktdra ulegta degradacji podczas przygotowania ciasta zytniego do wypieku, jest odzyskiwana
w kolejnych sub-frakcjach AX-IT i AX-III, powodujac wzrost sygnalow anomerycznych
protondw Araf zwigzanych do Ksylp w pozycji O-3, 3-Xylp. Wyzszy sygnat tych protonow
w widmach 'H NMR oznaczal wyzszy stopien depolimeryzacji AX-I (Rys 4).

Chleb jasny-Diament WE-AX Chleb jasny-Diament AX-I Chleb jasny-Diament AX-II Chleb jasny-Diament AX-IIT
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3 3 32 Xy~
' AR N
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~Xylp-
3
s
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-Xylp- /':""
/3 2\ P
Araf  Araf ,}
—
54 53 52 54 53 52 54 53 82
Chleb ciemny-Diament WE-AX Chleb ciemny-Diament AX-I Chleb ciemny-Diament AX-II Chleb ciemny-Diament AX-III
~Xylp- -Xylp- -Xylp~
3 3 ~Xylp-
32
Araf Araf asf \

lvb— Araf Araf

-x“p—
s
lep-
“Xylp-
Ar.; Arql 32
\JJLV” L.. — oy J
L_J‘\;./\.*.__ o/ \.___

3 52 54 53 52

Rys 4. Widma '"H NMR frakeji ogélnych i sub-frakeji arabinoksylanéw wyizolowanych z pieczywa zytniego (Cyran i Saulnier, 2012).

Spadek lepkosci ekstraktu pieczywa zwigzany byt ze wzrostem stopnia degradacji sub-frakcji
AX-I a jego miarg byt spadek proporcji sygnatow 2,3-Ksylp/3-Xylp oraz 2-Ksylp/3-Kylp w
widmach sub-populacji AX-IT 1 AX-IIL

Poziom aktywnosci endogennej endoksylanazy w mace jasnej byl znacznie nizszy niz w mace
catoziarnowej. Aktywnos¢ endoksylanazy w mace caloziarnowej byta ujemnie skorelowana z

lepkoscia ekstraktu pieczywa.
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Wyzsza lepkos¢ ekstraktu pieczywa uzyskanego z odmian populacyjnych zyta, w odniesieniu
do pieczywa 2z odmian mieszancowych, byla warunkowana gltownie strukturg
arabinoksylanow a nie ich poziomem.

(H5) Struktura makromolekularna arabinoksylanéw pochodzgcych z linii wsobnych Zyta
jako czynnik kontrolujacy poziom lepkosci ekstraktu pieczywa — porOwnanie

z analogami wystepujacymi w odmianach zyta

Lepko$¢ ekstraktu pieczywa uzyskanego z odmian zyta mieszancowego generalnie byla
wigksza niz lepko$¢ pieczywa z linii wsobnych uzytych do ich hodowli, ktore
charakteryzowaly sie znacznie wiekszg koncentracjg arabinoksylanéw ekstrahowalnych
woda, co sugerowalo istotne rdznice w strukturze arabinoksylandw obecnych w tych
materialach oraz stanowilo gléwng przestanke do podjecia badan wyjasniajacych to
zagadnienie.

Oceniono maki jasne i catoziarnowe otrzymane z linii wsobnych zyta oraz pieczywo pod
wzgledem lepkosci ekstraktu, poziomu aktywnosci endogennej endoksylanazy, o-L-
arabinofuranozydazy i B-D-ksylozydazy a takze cech makromolekularnych frakcji i sub-
populacji arabinoksylanéw ekstrahowalnych woda.

Lepkos¢ ekstraktu pieczywa jasnego i catoziarnowego pochodzacego z linii wsobnych byta
porownywalna, w przeciwienstwie do pieczywa otrzymanego z odmian zyta, ktore
charakteryzowato si¢ wyzszg lepkoscig ekstraktu pieczywa jasnego w poréwnaniu do lepkosci
ekstraktu pieczywa catoziarnowego.

Stwierdzono znacznie wyzszy stopien degradacji arabinoksylanow w pieczywie z linii
wsobnych niz w pieczywie z odmian zyta, poréwnujac ich profile elucyjne uzyskane za
pomoca HPSEC (Rys. 5).

i L, Le

RI response
Rl response
Rl response

R
10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19 20 10 1" 12 13 14 15 16 17 1 19 20

Elution volume (mL) Elution volume (mL) Elution volume (mL)
~=L1-EB  ==L1-WMB Diament-EB  ——Konto-WMB ——L2-EB =—L2-WMB Diament-EB  ——Konto-WMB —~—L6-EB ~——L6-WMEB - Diament-EB  —Konto-WMB

Rys. 5. Dystrybucja mas czasteczkowych arabinoksylanow ekstrahowalnych woda obecnych w pieczywie
jasnym (EB) i caloziarnowym (WMB) otrzymanym z linii wsobnych i odmian zyta
(Cyran i wsp. 2012).

Ponadto sub-populacje arabinoksylanow o wysokim stopniu podstawienia AX-II i AX-III
charakteryzowaty sie¢ bardzo niskim udzialem 2-Ksylp, w poréwnaniu do ich analogow z
odmian zyta.

Maki otrzymane z linii zyta wykazywaty bardzo wysoki poziom aktywnosci endoksylanazy.
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Wstepny etap selekceji linii wsobnych w kierunku odmian chlebowych o wysokim potencjale
lepkim pieczywa moze opiera¢ si¢ na ogélnej lepkosci ekstraktu mgk wyjsciowych. Etap
wstepny nie jest wystarczajacy, poniewaz warunki pomiaru lepkosci ekstraktu znacznie
odbiegajg od warunkow produkcji pieczywa.

Konieczny jest drugi etap selekcji oparty na pomiarze lepkosci ekstraktu pieczywa
odnoszonej do arabinoksylanéw (po wytrawieniu bialek i skrobi z ekstraktu), ktory
definitywnie oceni przydatnos¢ linii do hodowli odmian zyta przeznaczonych do produkcji
pieczywa o wysokiej lepkosci ekstraktu.

(H6) Mechanizmy modyfikacji struktury i poziomu arabinoksylandw zytnich ekstrahowanych

woda podczas produkcii pieczywa jasnego i caloziarnowego

Oszacowano ilosci arabinoksylanow, ktdore ulegly hydrolizie podczas produkcji pieczywa na
podstawie analizy zawartosci frakcji ekstrahowalnej i nie-ekstrahowalnej w makach
wyjsciowych oraz otrzymanym pieczywie jasnym i catoziarnowym (spadek poziomu frakcji
nie-ekstrahowalnej w pieczywie) (Rys. 6; WU-AX hydrolysed). Populacja ta sklada si¢ z
podjednostek o roznej masie czgsteczkowej, ale tylko te o duzej masie czasteczkowej
powoduja wzrost frakcji ekstrahowalnej w pieczywie, tj., moga by¢ wytracone z ekstraktu
pieczywa 80% etanolem (WU-AX solubilised).
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Rys. 6. Iloéci arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych woda, ktore ulegly hydrolizie (WU-AX hydrolysed) oraz zostaly
uplynnione (WU-AX solubilised) do frakcji ekstrahowalnej woda podczas produkcji pieczywa jasnego
i caloziarnowego z odmian mieszancowych i populacyjnych zyta (Cyran i Dynkowska, 2014).

Pomimo faktu, iz maki jasne charakteryzowatly si¢ znacznie nizszym poziomem aktywnosci
endoksylanazy oraz wyzszym stopniem usieciowania arabinoksylanow nie-ekstrahowanych w
odniesieniu do mak caloziarnowych, $rednie ilosci tych polisacharydow, ktore ulegly
hydrolizie podczas produkeji pieczywa jasnego i catoziarnowego byly zblizone. Jakkolwiek
obserwowano istotne zréznicowanie miedzy poszczegdlnymi odmianami zaréwno w
przypadku odmian populacyjnych jak i mieszancowych.

Srednio 42 i 36% arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych woda ulegto uptynnieniu podczas
produkcji pieczywa jasnego i catoziarnowego, powodujac 11 i 8% wazrost frakeji
ekstrahowalnej wodg w pieczywie.
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Wysokosprawna  chromatografia ~ wykluczenia frakcji  ogdlnych  arabinoksylanow
ekstrahowalnych woda wykazata, ze maki wyjsciowe zawierajg populacje o réznych masach
czasteczkowych (Rys. 7), roznej lepkosci granicznej, réznych wspoétczynnikach polidyspers;ji
116znych promieniach bezwtadnosci.

Najwyzsze wartosci masy czasteczkowej, lepkosci granicznej, promienia bezwladnosci oraz
najnizsze wartosci wspolczynnika polidyspersji stwierdzono dla populacji pochodzacych z
maki jasnej odmian populacyjnych zyta. Masa czasteczkowa arabinoksylandw w mace
caloziarnowej byla nizsza a wspotczynnik polidyspersji wyzszy w porownaniu do analogdéw
maki jasnej pochodzacej z tej samej odmiany.
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Rys. 7. Dystrybucja mas czgsteczkowych arabinoksylanéw ekstrahowalnych woda wyizolowanych z maki wyjSciowej
i pieczywa jasnego i caloziarnowego odmian populacyjnych i mieszancowych zyta (Cyran i Dynkowska, 2014).

Arabinoksylany obecne w pieczywie charakteryzowaty si¢ nizszymi masami czgsteczkowymi
w poréwnaniu do form natywnych z mak wyjsciowych. Degradacja ich lancuchow byta
sygnalizowana obecnos$cig drugiej populacji o nizszych masach czasteczkowych, a
wzrastajacy stopien degradacji byt odzwierciedlany wzrastajacym udziatem tej sub-populacji
we frakcji ogélnej (Rys. 7).
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Wskazano zasadnicze mechanizmy hydrolizy enzymatycznej arabinoksylanow w wyniku
depolimeryzacji glownego tancucha oraz hydrolizy bocznych podstawnikéw terminalnych w
przypadku produkcji pieczywa jasnego i caloziarnowego, z punktu widzenia r6znic w stopniu
usieciowania tych polisacharydow w mace jasnej i caloziarnowej, w poziomach aktywnosci
endoksylanazy, arabinofuranozydazy i ksylozydazy tych mak oraz niskiej wartosci pH ciasta
zytniego z bezposrednim dodatkiem kwasu mlekowego.

Biorac pod uwage wzrost zawartosci frakcji ekstrahowalnej arabinoksylanow w pieczywie
jako jeden z indeksow pozytywnego dziatania metabolicznego w organizmie czlowieka
wykazano, ze najwazniejszym czynnikiem w produkcji pieczywa wykazujacego takie
dziatanie jest uzycie zyta odpowiedniej odmiany.

Najwazniejsze osiaggniecia naukowe

H1.

e Wobec braku jednoznacznej odpowiedzi w literaturze migdzynarodowej na pytanie -
czy populacje AX-I i AX-III sg odrebne, czy tez stanowig wspolng czes¢ jednego
polimeru? - wykazano, ze dominujgca sub-frakcja arabinoksylandw AX-I, zawierajaca
jedynie jeden typ usieciowania (3-Ksylp) oraz sub-frakcja AX-III o najwyzszym
stopniu usieciowania resztami z dwoma podstawnikami (2,3-Ksylp), stanowig odrebne
populacje.

e Po raz pierwszy zbilansowano wszystkie sub-populacje, w procentach wyizolowanego
wysokoczasteczkowego materiatu oraz w procentach sm maki lub pieczywa.

Wykazano. ze:

e ckstrahowalno$¢ arabinoksylandéw jest warunkowana wzajemng proporcja sub-frakcji
o niskim stopniu podstawienia, AX-I, do sub-frakcji o wysokim stopniu usieciowania
AX-IIIL. Im wyzszy udziat AX-III we frakcji ogdlnej tym wyzsza temperatura jest
wymagana do ich ekstrakcji;

e bialka i substancje fenolowe $ciany komodrkowej biorg udzial w niekowalencyjnym
wigzaniu arabinoksylanow ekstrahowalnych woda.

H2.

e Wyizolowano i scharakteryzowano pod wzglgdem cech strukturalnych sub-populacje
arabinoksylanow obecng wylgcznie w zewnetrznych warstwach ziarna zyta.

e Wykazano, ze mono-podstawiona ksylopiranoza w pozycji O-2, 2-Ksylp, praktycznie
nie wystepuje w tafncuchu arabinoksylandéw $ciany warstw peryferyjnych.

e Zaproponowano klasyfikacje strukturalng arabinoksylanow z punktu widzenia ich
stopnia usieciowania, elementow sieciujacych tancuch gtéwny oraz poziomu saturacji
siarczanem amonu, przy ktérym sg wytracane.

H3.
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H4.

Zobrazowano, jak wazny jest genotyp zyta uzyty do wypieku pieczywa z punktu
widzenia koncentracji blonnika pokarmowego i jego gtéwnych komponentéw a takze
potencjatu lepkiego pieczywa.

Wykazano, ze:

nie tylko ilos¢ arabinoksylanow ale ich cechy strukturalne kontroluja lepkos¢ ekstraktu
pieczywa;

lepko$¢ ekstraktow pieczywa jasnego, w zaleznosci od odmiany zyta, z ktorego
otrzymano make, moze by¢ znacznie wyzsza niz lepkos¢ ekstraktu pieczywa
caloziarnowego otrzymanego z tej samej odmiany, co sugeruje, ze Zytnie pieczywo
jasne moze by¢ co najmniej tak skuteczne w profilaktyce i leczeniu niektérych choréb
cywilizacyjnych jak pieczywo catoziarnowe. Taki wlasnie przypadek zostal
potwierdzony w badaniach Kklinicznych na ludziach przez naukowcow z
Uniwersytetu w Lund, Szwecja (Rosén i wsp. 2009).

Wykazano, ze:

HS.

struktura arabinoksylanow ekstrahowalnych woda z pieczywa jasnego rdézni si¢ od
tych obecnych w pieczywie caloziarnowym, jest ona jednym z najwazniejszych
czynnikdw warunkujacych potencjat lepki pieczywa;

iloé¢ i masa czasteczkowa dominujgcej sub-populacji AX-I, stopien usieciowania
resztami 2,3-Ksylp i 2-Ksylp oraz wzajemna proporcja tych elementow w lancuchach
sub-populacji AX-II i AX-III kontrolujg lepkos¢ ekstraktu pieczywa;

reszty sieciujgce arabinoksylanow 2-Ksylp maja istotne znaczenie dla opornosci
arabinoksylanow na hydrolityczne dziatanie endogennej endoksylanazy;

proporcje  sygnatow  2,3-Ksylp/3-Ksylp oraz 2-Ksylp/3-Ksylp w  widmie
magnetycznego rezonansu protonow sub-populacji AX-II i AX-III s3 miarg stopnia
degradacji dominujacej populacji AX-I, skorelowana z lepkoscig ekstraktu pieczywa.

Stwierdzono, ze arabinoksylany ekstrahowalne wodg obecne w liniach wsobnych zyta
charakteryzuja si¢ bardzo niskim poziomem reszty sieciujacej 2-Ksylp, ktory jest
jednym z czynnikow wplywajacych na znacznie wigkszy stopien degradacji
arabinoksylanéw w pieczywie otrzymanym z linii niz w pieczywie z odmian
mieszancowych wyhodowanych z tych linii wsobnych.

Hodowla zyta w kierunku odmian mieszancowych warunkujacych wysoka lepkos¢
otrzymanego pieczywa wymaga co najmniej dwoch etapow selekcji; wstepna selekcja
z punktu widzenia wysokiej zawartosci arabinoksylanow ekstrahowalnych woda
oceniana za pomocg pomiaru lepkosci ogdlnej mak wyjsciowych, drugi etap selekcji
wymaga probnego wypieku pieczywa i pomiaru jego lepkosci ekstraktu odnoszonego
wylacznie do arabinoksylanéw.
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He.

e Wykazano czesciowg hydrolize arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych wodg podczas
produkcji pieczywa zytniego, w wyniku czego nastgpowal wzrost frakcji
ckstrahowalnej w pieczywie.

e Proces produkcji pieczywa negatywnie wplywa na mas¢ czasteczkowa, lepkosé
graniczng oraz promien bezwtadnosci arabinoksylanéw we frakcji ekstrahowalnej oraz
pozytywnie na ich wartos¢ wspotczynnika polidyspers;ji.

e Stopien hydrolizy arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych woda nie byt skorelowany ze
wzrostem frakcji ekstrahowalnej w pieczywie, ktora nie zalezata réwniez od stopnia
wymiatu maki ale od odmiany zyta populacyjnego lub mieszancowego uzytego do
produkcji pieczywa.

e Wskazano mechanizmy uptynniania frakcji arabinoksylanow nie-ekstrahowalnych
wodg podczas produkcji jasnego i catoziarnowego pieczywa zytniego, kontrolowane
przez wiele czynnikow takich jak: aktywnosci enzymdéw endogennych
hydrolizujacych arabinoksylany obecnych w mace wyjsciowej, kwasowos¢ ciasta
Zytniego, interakcje arabinoksylanow z innymi skladnikami maki oraz ich
charakterystyka makromolekularna.

Podsumowanie wynikéw i osiagnieé oraz ich znaczenie aplikacyjne

Wyizolowano 4 gléwne klasy arabinoksylanéw ekstrahowalnych woda o réznej strukturze
tancucha. Zbadano ich dystrybucje w magkach oraz otrzymanym pieczywie jasnym i
catoziarnowym pochodzacym z zyta odmian populacyjnych i mieszancowych.

Pomimo znacznej koncentracji skrobi i biatek w ekstraktach chleba zytniego wykazano, ze
nie majg one zasadniczego wplywu na lepkos¢ ogdlng ekstraktow. Arabinoksylany, gtéwne
polisacharydy blonnika pokarmowego zyta, warunkuja 70 — 80% lepkosci og6lnej ekstraktow
chleba zytniego. Natomiast pozostate polisacharydy blonnika pokarmowego zyta, gtéwnie -
glukany, nie majg istotnego wptywu na warto$¢ tego parametru, ze wzgledu na ich znacznie

nizsza koncentracje w ekstraktach a takze nizsze masy czasteczkowe.

Opracowano test enzymatyczny in vitro, ktory szacuje lepkos¢ ekstraktow wynikajaca z
obecnosci  arabinoksylanéow (AX-EV) lub/oraz innych polisacharydéow btonnika
dominujacych w produktach ro$linnych. Polega on na pomiarze lepkosci ekstraktow po
selektywnym wytrawieniu skrobi i biatka w wyniku synergistycznego dziatania a-amylazy,
amyloglukozydazy oraz proteazy, dla ktorych wykazano brak aktywnosci w kierunku
polisacharydéw $ciany komoérkowej, symulujac warunki wystepujace w jelicie cienkim
cztowieka. Warto$¢ tego parametru odzwierciedla lepkos¢ tresei jelita cienkiego po spozyciu
chleba zytniego lub innych produktéw bogatych w btonnik pokarmowy, poniewaz organizm
cztowicka nie wytwarza enzymow zdolnych do rozkladu tej frakecji. Jednym =z
najwazniejszych elementéw tego pomiaru jest wykazanie, ze zastosowane enzymy trawigce
skrobie i bialko z ekstraktéw nie posiadajg zadnych bocznych aktywnosci w kierunku
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polisacharydéw btonnika pokarmowego, w dodatkowych pomiarach lepkosci stosujac sub-
frakcje arabinoksylanéw AX-I. Pomiar lepkosci ekstraktow odnoszonej do polisacharydow
btonnika pokarmowego (AX-EV) pozwoli szacowa¢ zdolno$¢ do podnoszenia lepkosci tresci
pokarmowej jelita cienkiego produktow wchodzacych w sklad diety cztowieka, ktéra
charakteryzuje ich wiasciwosci prozdrowotne istotne z punktu widzenia profilaktyki i

leczenia miazdzycy oraz cukrzycy.

Chleby zytnie charakteryzujace si¢ wysoka lepkosciag zachowuja wysoka wartos¢ tego
parametru niezaleznie od pH buforu uzytego do ekstrakcji (kwasny bufor HCI/KCl o pH 1.5,
bufor maleinowy o pH 6.0), co wskazuje na fakt, ze spozycie chleba zytniego o maksymalne;j
lepkosci ekstraktu zapewni maksymalng warto$¢ tego parametru w gornych odcinkach
przewodu pokarmowego cziowieka (jama ustna pH 5-7, zotadek pH 1.5-2.0 oraz jelito
cienkie pH ok. 6.0—7.0) niezaleznie od ich wartos$ci pH.

Proces fermentacji ciasta zytniego stwarza korzystne warunki dla enzyméw zasocjowanych
z ziarnem/magka zytnig. Wynikiem dziatania enzyméw degradujacych arabinoksylany
(endoksylanazy, arabinofuranozydazy oraz ksylozydazy) podczas fermentacji ciasta zytniego
byt generalnie kilkuprocentowy wzrost zawartosci frakcji ekstrahowalnej arabinoksylanow w
chlebie oraz znacznie bardziej intensywny spadek frakcji nierozpuszczalnej tych
polisacharydéw. Ponadto stwierdzono spadek stopnia podstawienia arabinoza fancuchow
arabinoksylandéw rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w wodzie obecnych w chlebach
zytnich w odniesieniu do stopnia podstawienia tych polisacharydéw w makach wyjsciowych.
Jest to wynik ,,uptynniania” frakcji nierozpuszczalnej arabinoksylanow, ktéra zwigksza pule
frakcji rozpuszczalnej w wodzie oraz rownoczesnego procesu depolimeryzacji obydwu frakeji
tych polisacharydow.

Lepko$¢ odnoszona do arabinoksylanow obecnych w ekstraktach jasnego pieczywa
zytniego otrzymanego z ciasta z bezposrednim dodatkiem kwasu mlekowego moze by¢
podobna, a nawet dwukrotnie wyzsza, niz pieczywa catoziarnowego otrzymanego z tej samej
odmiany. Jasne pieczywo zytnie otrzymane z takich odmian jak Diament i Amilo
(populacyjne) oraz Stach (odmiana mieszancowa) moze skutecznie obniza¢ poziom insuliny i
glukozy we krwi, dlatego te odmiany powinny by¢ powszechnie rekomendowane do wypieku

pieczywa o wysokim potencjale lepkim.

Nasze wyniki sg zbiezne z wynikami uzyskanymi w niezaleznych badaniach klinicznych
przez naukowcoéw z Uniwersytetu Lund w Szwecji, ktorzy wykazali podobne spadki glukozy i
insuliny we krwi ludzi po spozyciu zytniego pieczywa jasnego i caloziarnowego a takze
korzystny profil tych sktadnikéw (Rosén i wsp. 2009. Endosperm and whole grain rye breads
are characterized by low post-prandial insulin response and a beneficial blood glucose
profile. Nutrition Journal, 8, 42).
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Wykazano, ze generalnie wysoka zawartos¢ arabinoksylanow ekstrahowalnych woda w
pieczywie zytnim, a tym samym wysoka zawarto$¢ ekstrahowalnej frakcji blonnika
pokarmowego, moze nie zapewni¢ wysokiej lepkosci ekstraktu pieczywa. W pewnych
przypadkach zasadnicze znaczenie ma stopien degradacji arabinoksylanéw ekstrahowanych
woda. Dlatego zaproponowany przez nas nowy pomiar lepkosci, odnoszonej wylgcznie do
obecnosci polisacharydéw btonnika pokarmowego, uwzglednia obydwa powyzsze czynniki i
powinien by¢ szeroko stosowany do monitorowania lepkosci produktow zbozowych oraz
innych produktow roslinnych bedgcych zrodtem blonnika pokarmowego w diecie cztowieka.

Uzyskane wyniki stanowig znaczace uzupeinienie dotychczasowej wiedzy na temat
blonnika pokarmowego chleba zytniego oraz powinny przyczyni¢ si¢ do zweryfikowania
powszechnego pogladu, ze potencjat prozdrowotny produktow roslinnych jest bezposrednio
odnoszony wylacznie do koncentracji frakcji blonnika pokarmowego. W przysztosci powinno
si¢ uwzglednia¢ wptyw procesu produkcji na stopien degradacji polisacharydéw btonnika
pokarmowego obecnych w diecie cztowieka, a takze wykorzystaé potencjat jasnego chleba
zytniego do podnoszenia lepkosci tresci pokarmowej jelita cienkiego czlowieka, zwigkszajac
tym samym asortyment produktow zalecanych w profilaktyce i leczeniu chordb serca i
cukrzycy.
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5. Oméwienie pozostalych zainteresowan i osiagnie¢ naukowo-badawczych

Z chwilg podjecia pracy w Zakladzie Biologicznej Oceny Produktéw Roslinnych
(ZBOPR) IHAR w roku 1986 moje zainteresowania naukowe zostaly ukierunkowane przez
prof. dr hab. M. Rakowska, kierownika zaktadu, na polisacharydy $ciany komérkowej zbdz
jako gtownej frakcji widkna pokarmowego. Po wprowadzeniu metody enzymatyczno-
grawimetrycznej oznaczania wiokna pokarmowego do rutynowych analiz wykonywanych w
ZBOPR, nastepnym zadaniem byto oznaczanie sktadu cukrow we frakcji polisacharydowej
wiokna metoda chromatografii gazowej. W tym celu odbylam szkolenie w Pracowni
Chromatografii Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie, gdzie pod kierunkiem dr. M.
Daniewskiego i dr. W. Mielniczuka poznatam zasady analizy chromatograficznej. Nastepnie
pracowalam nad specyficznymi warunkami ilosciowej hydrolizy polisacharydow Sciany
komoérkowej i przeprowadzenia produktow tej hydrolizy (monocukréw) w lotne pochodne,
ktére sg podstawg detekcji przy uzyciu detektora plomieniowo-jonizacyjnego oraz

chromatografu gazowego.

Obecnie rutynowo wykonujemy analize zawartosci i sktadu polisacharydéw sciany réznych
materialéow roslinnych, majac do dyspozycji jeden z najnowszych typéw chromatografu
gazowego firmy Agilent zintegrowany z generatorami ultra czystego wodoru i powietrza w
linii. W zaleznosci od typu tkanki roslinnej mozemy stosowa¢ dwa typy hydrolizy - stosujac
kwas tréjfluorooctowy (TFA) lub dwustopniowa hydroliz¢ w kwasie siarkowym; potrafimy
rowniez przeprowadzié cukry po hydrolizie w dwa typy lotnych pochodnych — aldonitryle
oraz alditole, ktoére umozliwiaja identyfikacje monocukréow, wystepujacych w formie
obojetnej lub kwasnej. Taki warsztat pracy wykorzystatam do badan, ktérych wyniki

przedstawitam w mojej rozprawie doktorskiej.

Etapy rozwoju kariery naukowej oraz dorobek naukowo-badaweczy po uzyskaniu

stopnia doktora (nie wchodzacy w zakres osiagniecia naukowego)
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1. Poprawa wartosci paszowej Sruty rzepakowej poprzez zastosowanie dodatku

mieszanek preparatow enzymatycznych — Post-doc, grant kanadyjski

Podczas mojego pierwszego pobytu jako post-doc w Kanadzie (University of Manitoba,
Department of Animal Sciences) prowadzitam do$wiadczenia na zwierzgtach laboratoryjnych
pod kierunkiem dr. B. Slominskiego w projekcie badawczym pt. ,,Nutritive value of enzyme-
treated canola meal” finansowanym przez The Brewing and Malting Barley Research
Institute and Agri-Food Research and Development Initiative, Winnipeg, Kanada).
Biodostepnosé sktadnikéw odzywczych w Srucie rzepakowej jest ograniczona gléwnie z
powodu wysokiego stopnia lignifikacji oraz wysokiej zawartosci silnie zasocjowanych
polisacharydéw S$ciany komoérkowej. Stosowano komercyjne preparaty celulolityczne
wzbogacone aktywnosciami galaktozydazy, fitazy i pektynazy - w celu depolimeryzacji
sktadnikow S$ciany $ruty w warunkach in vitro i poprawy biodostepnosci skladnikow
odzywczych. Wykazano czeSciowa degradacje polisacharydow $ciany, oligosacharydéw i
fitynianow w $rucie rzepakowej inkubowanej preparatami celulolitycznymi, ktéra
powodowata stosunkowo niewielki wzrost przyrostu masy ciala i wykorzystania paszy
zwierzat w doswiadczeniu wzrostowym, jako wynik braku efektéow w poczatkowym 1 i 2

tygodniu doswiadczenia.

Wyniki badan opisano w doniesieniu konferencyjnym (10™ International Rapeseed Congress
"New Horizons for an Old Crop", Canberra, Australia, 1999) - poz. B9 w wykazie dorobku
(Zatacznik 4).

2. Zaleznos$ci miedzy skladem i struktura polisacharydow blonnika pokarmowego

(Sciany_komdérkowej) a wartoscia technologiczng ziarna zyta — temat statutowy,

wspotpraca z dr. A. Cygankiewiczem, [HAR Zaktad Roslin Zbozowych w Krakowie

Materialy hodowlane zyta zostaly ocenione pod wzglgdem parametréw wstepnej oceny
technologicznej oraz parametréw oceny wartosci wypiekowej na podstawie wypieku
laboratoryjnego, ktore zestawiono z podstawowag oceng fizyko-chemiczng oraz skiadem
polisacharydéw blonnika pokarmowego maki zytniej. Badania wykazaty, ze maki zytnie o
wysokiej ocenie wartoéci wypiekowej charakteryzowaty si¢ wysoka proporcjg frakeji
arabinoksylanéw ekstrahowalnych wodg do frakcji nie-ekstrahowalnych, ktéra byta zbiezna z
wysoka liczbg opadania oraz maksymalng lepkoscia kleiku skrobiowego. Zawartos¢
arabinoksylanéw nie-ekstrahowalnych woda w mace zytniej byla ujemnie skorelowana z
parametrami oceny wypiekowej pieczywa i maki (sumaryczna ocena wartosci wypiekowej,
objeto$¢ pieczywa, koncowa temperatura kleikowania skrobi, maksymalna lepkos¢ kleiku

skrobiowego).

Publikacja z listy JCR poz. A6 oraz doniesienie konferencyjne poz. B6 w wykazie
dorobku (Zatacznik 4).
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D

Zmiennosci cech jakosciowych jeczmienia browarnego w odniesieniu do skladu i

zawartosci_polisacharydow_Sciany komorkowej — temat finansowany przez

Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi

Publikacja w jezyku polskim pozycja B3.

Raport z rocznych wynikow oceny jakosciowej uzyskanych dla materiatéw hodowlanych

jeczmienia.

Nastepne etapy mojego rozwoju naukowego uwidocznione sg w realizacji tematéw nr 4, 5, 6 1

7:

4.

Cechy strukturalne polisacharydéw $ciany komérkowej slodu jeczmiennego jako

czynnikow powodujacych problemy filtracyjne podczas produkeji piwa — Post-

doc, grant kanadyjski

Publikacja z listy JCR poz. A7.

5.

Hemicelulozy zvtnie — frakcjonowanie i poréwnanie cech strukturalnych

populacji obecnych w mace jasnej i otrebach — Post-doc, indywidualne stypendium

OECD w Belgii oraz wspolpraca z INRA, Nantes, Francja w ramach pobytu
sfinansowanego przez Unie Europejska (5" Framework Programme for Research and
Technological Development)

Publikacje z listy JCR pozycje A4 1 A7.

6.

Izolacja i charakterystyka strukturalna polimerycznych ksylanéw uwolnionych z

nie-ekstrahowanej frakeji $ciany komoérkowej zyta pod wplywem proteinazy i

lichenazy jako potencjalnych komponentéw folii biodegradowalnych - Post-doc,

indywidualne stypendium OECD w Belgii oraz wspétpraca z INRA, Nantes, Francja
w ramach pobytu sfinansowanego przez Uni¢ Europejska (5™ Framework Programme

for Research and Technological Development)

Publikacja z listy JCR poz. A3.

7.

Wplyw hvdrolizy termicznej na wyslodki buraczane jako surowiec do produkcji

biogazu — wspdlpraca z dr inz. K. Zieminskim (Politechnika Lédzka, Wydzial
Biotechnologii i Nauk o Zywnosci)

Publikacja z listy JCR poz. A2.

Tematyka powyzszych badan dotyczyla metod frakcjonowania chemicznego i

enzymatycznego oraz analizy cech makromolekularnych polisacharydéw $ciany komorkowej.

Otrzymane stypendia podoktoranckie, dwa kanadyjskie (University of Manitoba oraz
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Canadian Grain Commission, Winnipeg, Kanada) i jedno przyznane przez OECD na
realizacje badan wlasnych na Uniwersytecie Leuven w Belgii, oraz wspotpraca z autorytetami
naukowymi w tej dziedzinie (Aleksander W. MacGregor, Marta S. Izydorczyk, Jan A.
Delcour oraz Luc Saulnier), pozwolily mi na opanowanie zaawansowanych technik
stosowanych obecnie na $wiecie w badaniach struktury polisacharydow $ciany komdrkowej
(B-glukany, glukurono-arabinoksylany, arabinogalaktany).

Techniki te obejmujg nie tylko metody izolacji i frakcjonowania materialu roslinnego, ale
réwniez umiejetnos¢ identyfikacji cech strukturalnych w oparciu o magnetyczny rezonans
protonéw/wegla 'H/"*C NMR, analize metylacyjna oraz wykorzystanie jednoczesnej potréjnej
detekcji w zakresie UV, RI i §wiatla laserowego (MALLS).

Uzyskane wyniki badan wnoszg nowag wiedze w tej dziedzinie, ponadto rewiduja
dotychczasowe, powszechnie cytowane poglady na temat struktury polisacharydéw oraz ich
dystrybucji w $cianie komdrkowej zbdz.

Ze wzgledu na fakt, ze $ciana komorkowa zboz zawiera znaczne ilosci niskoczasteczkowej
frakcji biatkowej oraz biologicznie czynnych substancji fenolowych o bardzo szerokim
profilu, moja aktywno$¢ naukowa zostala dalej ukierunkowana na te substancje.
Uruchomilam nowe stanowiska pracy w Zakladzie Biochemii i Fizjologii Roslin (ZBiFR),
gdzie obecnie pracuje, do oznaczania kwaséw fenolowych (wolnych, skoniugowanych oraz
zwigzanych kowalencyjnie ze $ciang komodrkowg) 1 dimerow kwasu ferulowego
wykorzystujagc metode GC lub HPLC/DAD, aktywnosci enzyméw hydrolizujacych Sciang
komoérkowg oraz testow in vitro szacujacych potencjal antyoksydacyjnych réznych

materialéw roslinnych oraz ich produktow koncowych.

8. Badanie mechanizméw modyfikacji struktury arabinoksvlanéw w ukladach

modelowych chleba Zytniego, jej wplyw na zdolnos$¢ chleba do tworzenia lepkich

roztworéw oraz potencjal antyoksydacyjny — projekt wilasny (NCN OPUS 2)

aktualnie realizowany, wspotpraca z prof. dr hab. A. Ceglinska (SGGW, Zaklad
Technologii Zb6z Wydziatu Nauk o Zywnosci)

Publikacja z listy JCR poz. A1 oraz doniesienie w formie plakatu poz.1.

Poréwnano wptyw niektorych czynnikéw technologicznych i genetycznych na poziom
kwaséw fenolowych i dimeréw kwasu ferulowego w chlebie zytnim (5 eksperymentalnych
ukladéw chleba zytniego, 5 odmian zyta, 2 rodzaje maki, jasna i caloziarnowa). Opisano
rowniez procesy transformacji kwaséw fenolowych (wolnych, skoniugowanych oraz

kowalencyjnie zwigzanych ze $ciang komorkowa) podczas produkeji pieczywa.
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Aktualnie realizowane projekty dotyczg nie tylko $ciany komodrkowej ziarna zboz, ale takze
$ciany komorkowej korzeni/lisci/siewek pszenicy wyjsciowej oraz linii addycyjnych pszenicy
z chromosomami zyta w aspekcie zmian indukowanych stresami abiotycznymi.

9. Zastosowanie parametréow fizvkochemicznych i biochemicznych Sciany

komoérkowej w hodowli zb6z 0 podwyzszonej tolerancyjnosci na stresy abiotyczne

— aktualnie realizowany temat statutowy — pszenica oraz linie addycyjne pszenicy)

Moje przyszte plany naukowe obejmujg wdrozenie innych zaawansowanych technik do analiz
cech strukturalnych polisacharydow $ciany wykonywanych rutynowo w ZBiFR — profil
oligomeryczny po trawieniu specyficznymi enzymami depolimeryzujacymi oraz identyfikacja
strukturalna otrzymanych oligo-, di- i monomeréw (MALDI-TOF, ESI-ITMS, ESI-Q-TOF).
Wyniki powyzszych analiz mogg by¢ pomocne w wyjasnianiu niektérych mechanizmow
regulacji metabolizmu $ciany komoérkowej a takze moga by¢ podstawa nowych testow z
wykorzystaniem specyficznych przeciwcial lub ligandéw (carbohydrate binding molecules)
do szybkiej selekcji materialtow hodowlanych z punktu widzenia okreslonych elementéw

struktury, warunkujgcych uzytecznos¢ gospodarcza materiatow roslinnych.

Moéj dotvchezasowy dorobek naukowy obejmuje:

(szczegbtowy wykaz publikacji oraz dorobku dydaktycznego i popularyzatorskiego znajduje

sie w Zalaczniku 4)

e 21 prac oryginalnych w tym 20 opublikowanych w czasopismach z listy JCR
opublikowanych po doktoracie (wlaczajac 6 publikacji sktadajgcych si¢ na osiggnigcie
naukowe), w 18 przypadkach jestem pierwszym autorem a w 19 przypadkach jestem
autorem korespondencyjnym;

e 5 publikacji w ktoérych opublikowano wyniki badan uzyskane w ramach pracy
doktorskiej;

e 1 praca przeglagdowa oraz 1 rozdziat w ksigzce o zasiggu migdzynarodowym;

e 4 wygloszone referaty, w tym jeden w jezyku angielskim;

e 10 doniesien konferencyjnych;

e udzial w 3 wihasnych projektach badawczych jako kierownik projektu (OECD, KBN
oraz NCN, OPUS 2 — w realizacji);

e udzial w 3 miedzynarodowych projektach jako post-doc lub wykonawca (2 projekty
kanadyjskie, 1 europejski);

e wykonatam 15 recenzji oryginalnych prac naukowych dla wiodacych czasopism (Food
Chemistry, Journal of Agricultural and Food Chemistry, Food Hydrocolloids,
Carbohydrate Polymers; Journal of Cereal Science, Phytochemical Analysis);
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e sumaryczny wspotczynnik wptywu Impact Factor prac wg JCR z roku opublikowania
wynosi 31,747 w tym 15,619 - sumaryczny Impact Factor prac wilgczonych do
osiggniecia naukowego;

o liczba cytowan na podstawie Web of Science 120, w tym 94 bez autocytowan;

e Index Hirscha opublikowanych publikacji - 6 wg Web of Science;

e suma punktow przyznanych za publikacje w czasopismach naukowych wg listy
MNiSW wynosi 385, w tym 197 dotyczy publikacji wchodzacych w sktad osiagnigcia
naukowego.

Szczegdlnym wyrdznieniem byto dla mnie:

e imienne zaproszenie przez prof. Victor’a R. Preedy z King’s College w Londynie do
udziatu w przygotowaniu rozdziatu pt.”Dietary fiber arabinoxylans in processed rye:
milling- and breadmaking-induced changes” w ksigzce ,,Processing and Impact on
Active Components in Food” wydanej przez Academic Press, Elsevier Inc., ktore
odbieram jako dostrzezenie moich osiggnie¢ naukowych na forum miedzynarodowym;

e oraz rekomendacja publikacji H6 przez nieznanego naukowca z zagranicy w sieci
PubAdvanced.
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