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1. Imie i nazwisko
Bartosz Marek Brzozowski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2004 Doktor nauk rolniczych, dyscyplina: Technologia zywnoSci i Zywienie,
specjalno$¢: Biotechnologia zywno$ci, Wydziat Nauki o Zywno$ci, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie,

Tytut rozprawy doktorskiej: ,2Studia nad wytwarzaniem
egzopolisacharydow przez termofilne bakterie fermentacji mlekowej”,
promotor: Prof. dr hab. Andrzej Babuchowski, recenzenci: Prof. dr hab. inz.
Stawomir Milewski, Prof. dr hab. Kazimierz Kornacki

1998 Magister inZynier, dyscyplina: Technologia Zzywnosci i Zywienie cztowieka,
specjalno$é: Biotechnologia zywno$ci, Wydziat Technologii Zywnosci,
Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie

Tytut pracy magisterskiej: ,Proba otrzymywania modyfikowanych ziaren
kefirowych” promotor: Prof. dr hab. Andrzej Babuchowski

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych

2021 - obecnie  Adiunkt, Katedra Inzynierii, Aparatury Procesowej i Biotechnologii
Zywnosci, Wydzial Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie

2005 - 2021 Adiunkt, Katedra Biotechnologii Zywnosci, Wydzial Nauki o
Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

2003 - 2005 Technolog, Katedra Biotechnologii Zywnosci, Wydziat Nauki o
Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

2002 -2003 Inzynier technolog, Instytut Mleczarstwa w Warszawie, Stacja
Doswiadczalna w Olsztynie

4. Omowienie osiggniec¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U.z 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.).

4.1. Tytul osiagniecia naukowego
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~Wplyw proceséw bio-technologicznych na immunoreaktywne wtasciwos$ci
biatek pszenicy w aspekcie ich celiakotoksycznosci”

4.2. Cykl powiazanych tematycznie publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe

Omawiane osiggniecie naukowe zostato przedstawione w postaci czterech artykutéw
naukowych, opublikowanych w jezyku angielskim:

Al.

Brzozowski B., Stasiewicz K. Effects of water stress on the composition and
immunoreactive properties of wheat storage proteins. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 2017,97(4), 1134-1142, DOI: 10.1002 /jsfa.7839

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 3(2)" [F2017=2,379 MNiSW2017=35 pkt lista A
SCOPUS: 4(3) [F2021=4,125 MEiN2021=100 pkt

5-letni [F=4,096

* w nawiasie liczba cytowan bez autocytacji
Moj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen, pomiaréw i charakterystyki elektroforetycznej (elektroforeza dwukierunkowa 2D-
NuPAGE, elektroforeza kapilarna FZCE i SDS-CE) i immunochemicznej biatek (ELISA,
Immunoblotting) (4) selekcje, analize statystyczng, opracowanie i omowienie uzyskanych wynikow,
(5) opracowanie graficzne wynikéw, (6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu
artykutu, (8) przygotowanie odpowiedzi na recenzje i finalnq edycje manuskryptu.

A2. Brzozowski B. Immunoreactivity of wheat proteins modified by hydrolysis and

A3.

polymerisation. European Food Research and Technology. 2016, 242(7), 1025-
1040, DOI: 10.1007/s00217-015-2608-6

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 14(11) IF2016=1,664 MNiSW2016=30 pktlista A
SCOPUS: 13(11) IF2021=3,498 MEiN2021=70 pkt

5-letni IF=3,455

Mdj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowanie w hydrolizie biatek pszenicy (3)
wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymow, ocene sredniej dtugosci polipeptyddéw, ocene stopnia
hydrolizy biatek i ich charakterystyke elektroforetycznq (jednokierunkowa elektroforeza NuPAGE i
elektroforeza kapilarna FZCE) i immunochemiczng (ELISA) (4) selekcje, analize statystyczng,
opracowanie i omdwienie uzyskanych wynikéw, (5) opracowanie graficzne wynikéw, (6)
opracowanie dyskusji wynikow, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8) przygotowanie odpowiedzi
na recenzje i finalnq edycje manuskryptu.

Brzozowski B., Stasiewicz K., Ostolski M. Adamczak M. Reducing
immunoreactivity of gliadins and coeliac-toxic peptides using peptidases from L.
acidophilus 5e2 and A. niger. Catalysts. 2020, 10, 923. DOLI:
10.3390/catal10080923

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 3(3) [F2020=4,146 MNiSW2020=100 pkt
SCOPUS: 3(3) [F2021=4,501 MEiN2021=100 pkt

5-letni IF=4,641
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Moj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowania w hydrolizie gliadyn i peptydow (3)
wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymdw, ocene stopnia hydrolizy gliadyn i peptydéw i ich
charakterystyke elektroforetyczng (dwukierunkowa elektroforeza 2D-NuPAGE i elektroforeza
kapilarna FZCE) i immunochemicznq (ELISA, Inmunoblotting) (4) wspotudziat w selekcji, analizie
statystycznej, opracowaniu i oméwieniu uzyskanych wynikow, (5) opracowanie graficzne wynikéw,
(6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8) przygotowanie
odpowiedzi na recenzje i finalng edycje manuskryptu.

A4. Brzozowski B. Impact of food processing and simulated gastro-intestinal
digestion on gliadin immunoreactivity in rolls. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 2018, 98(9), 3363-3375, DOI: 10.1002 /jsfa.8847

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 4(3) [F2018=2,379 MNiSW2018=35 pkt lista A
SCOPUS: 4(3) IF2021=4,125 MEiN2021=100 pkt

5-letni [F=4,096

Mcj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowanie w produkcji modyfikowanych butek
pszennych (3) wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymdéw, ocene Sredniej dtugosci polipeptydow,
ocene stopnia hydrolizy biatek i ich charakterystyke elektroforetyczng (jednokierunkowa
elektroforeza NuPAGE i elektroforeza kapilarna FZCE) i immunochemicznq (ELISA) (4) selekcje,
analize statystyczng, opracowanie i omowienie uzyskanych wynikéw, (5) opracowanie graficzne
wynikéw, (6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8)
przygotowanie odpowiedzi na recenzje i finalng edycje manuskryptu.

Liczba punktéw MNiSW/MEIiN zgodnie z rokiem wydania: 200 pkt

Impact Factor zgodnie z rokiem wydania: 10,568

Liczba cytowan wg Web of Science na dzien 22 luty 2023 r.: 24 (19 bez autocytowan)
Liczba cytowan wg SCOPUS na dzien 22 luty 2023 r.: 24 (19 bez autocytowan)

4.3.0mowienie osiggniecia naukowego
4.3.1. Wstep

Celiakia (enteropatia jelita cienkiego, choroba trzewna) jest przewlekta choroba
jelita cienkiego o podiozu autoimmunologicznym wystepujacg zaréwno u dzieci, jak i
0s6b dorostych. Badania epidemiologiczne szacujg, ze dotyka ona 1-3 % populacji
ludzkiej. Czynnikiem wyzwalajgcym jej rozwdj jest spozywanie biatek glutenu pszenicy,
jeczmienia lub zyta przez osoby predysponowane genetycznie, u ktérych obserwuje sie
uszkodzenie nabtonka jelita cienkiego, zanik kosmkéw i hyperplazje krypt. Nastepstwem
tych zmian s3 zaburzenia zotadkowo-jelitowe, zmniejszenie przyswajania sktadnikéw
odzywczych, chroniczne zmeczenie oraz zwiekszenie ryzyka rozwoju choréb
nowotworowych jelita (Di Sabatino i Corazza, 2009; Gilissen i wsp., 2014; Catassi i wsp.,
2005).
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W etiologii celiakii kluczowg role odgrywajg uwalniane z glutenu peptydy bogate
w proline i glutamine wyzwalajgce nieprawidtowg odpowiedz uktadu immunologicznego.
Prolina ze wzgledu na cykliczng budowe przestrzenng wptywa na strukture drugo- i
trzeciorzedowa peptydow i biatek, warunkujac ich wtasciwosci biologiczne. W tancuchu
polipeptydowym odpowiada ona za tworzenie [3-zwrotéw tworzac bardziej upakowana
przestrzennie strukture, niz a-helisa (Simpson, 2001).

Wystepowanie w sekwencji aminokwasow obok siebie reszt proliny powoduje, Ze
wigzania peptydowe utworzone przy jej udziale sa odporne na dziatanie enzymoéw
proteolitycznych przewodu pokarmowego cztowieka i moga przenika¢ bariere jelita
(Shan i wsp. 2005). Obecnos$¢ reszt glutaminy w peptydach uwalnianych z glutenu
powoduje, ze sg one dobrym substratem do reakcji z transglutaminazg tkankows (tTG)
(Stamnaes i wsp., 2008). Deamidacja glutaminy do kwasu glutaminowego zwieksza
powinowactwo peptydéw do antygendw gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej MHC
I (HLA-DQ2), ktére eksponowane sg pomocniczym limfocytom T CD4+. Wystepowanie
celiakii jest silnie skorelowane z ekspresja czasteczek HLA-DQ2 i HLA-DQ8. U od 90 do 95
% o0s6b cierpigcych na enteropatie jelita cienkiego stwierdza sie haplotyp HLA-DQ2, zas u
od 5 do 10 % haplotyp HLA-DQ8. Rola tych czasteczek jest prezentacja obcych antygenéw
wlasnym komérkom T CD4+, ktére po ich rozpoznaniu i aktywacji produkuja cytokiny.
Cytokiny limfocytow ThZ moga aktywowac i stymulowa¢ komérki B do produkc;ji
przeciwciat IgA skierowanych przeciw peptydom uwalnianym z glutenu i przeciw
transglutaminazie tkankowej. Z kolei cytokiny limfocytow Th1 wywotujg stan zapalny w
obrebie jelita poprzez stymulacje fibroblastow do wydzielania metaloproteinaz i
zwiekszenie cytotoksycznosci Srédnabtonkowych limfocytow w kierunku enterocytow
prowadzacg do apoptozy nabtonka. Powoduje to zwiekszenie przenikania celiako-
toksycznych peptydéw przez bariere nabtonkowsg jelita. Nastepuje atrofia kosmkow i
hiperplazja uchytkéw jelitowych (Arentz-Hansen i wsp., 2002; Ciccocioppo i wsp., 2005;
Deking i wsp., 2008; Vader i wsp. 2002).

U os6b z celiakia, komorki T CD4* stymulowane sg fragmentami peptydow
uwalnianymi z gliadyn np. a(93-106), y(60-79), y(102-113), w sekwencji ktérych
stwierdza sie duzg zawarto$c¢ proliny i glutaminy. Peptydy uszkadzajace w warunkach in
vitro komorki nabtonka os6b z chorobg trzewng zawieraja w swojej budowie
molekularnej jeden z nastepujacych motywéw sekwencji aminokwasowych tj.: PSQQ,
QQQP, QQPY lub QPYP, wsrdod ktérych rdéwniez wystepuje prolina i glutamina.
Homologiczne motywy strukturalne znajdujg sie w hordeinach jeczmienia i sekalinach
zyta (Arentz-Hansen i wsp., 2002; Ciccocioppo i wsp., 2005; Deking i wsp., 2008; Shan i
wsp., 2002).

Najskuteczniejszym sposobem zahamowania rozwoju celiakii jest dieta
eliminujgca z jadtospisu os6b chorych produkty zawierajace gluten. Za zywno$¢
bezglutenowg uwaza sie produkty, w ktorych stezenie glutenu jest mniejsze niz 20 mg kg
1. W produktach o niskiej zawartosci glutenu jego stezenie nie powinno przekracza¢ 100
mg kg1 (Codex Alimentarius, 2008).

Na jakosc¢ i stezenie biatek glutenowych w ziarniakach, stanowigcych surowiec do
produkcji maki, majg wptyw warunki w jakich uprawiane sg zboza. Ros$liny hodowane w
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warunkach polowych sg narazone na dziatanie réznych czynnikéw $srodowiskowych:
biotycznych np. patogendéw roslinnych i abiotycznych np. deficytu wodnego, stresu
cieplnego, czy stresu osmotycznego (Brzozowski i wsp., 2008; Flagella i wsp., 2010; Wang
i Frei, 2011). W warunkach srodowiskowych z reguty na rosline oddziatuje r6wnocze$nie
kilka czynnikdw stresogennych np. podwyzszona temperatura i niedobdér wody.
Niekorzystne warunki podczas hodowli pszenicy moga pogarsza¢ jej wtasciwosci
technologiczne wynikajgce ze zmian jakoSci i ilo$ci zaréwno skrobi, jak i biatek
zapasowych (Singh i wsp., 2008).

Na ilo$¢ syntezowanego biatka w ziarniakach ma wplyw dostepnos¢ wody,
zar6wno podczas wzrostu pszenicy, jak i ksztattowania sie ziarniakéw. Niedobér wody
podczas wzrostu rosliny przyczynia sie do zmniejszenia wydajnosSci plonu ziarna,
zwiekszenia ilo$ci biatka ogétem w ziarniakach i zwiekszenia udziatu frakcji wielko-
czasteczkowych kosztem mato-czgsteczkowych glutenin (Flagella i wsp., 2010).
Natomiast wplyw deficytu wody w $rodowisku na sktad i jako$¢ biatek zapasowych
pszenicy podczas ksztattowania sie ziarniakéw nadal nie jest do konca wyjasniony. W
badaniach Panozzo i wsp. (2001) nie stwierdzono wptywu stresu wodnego na proporcje
gliadyn i glutenin w ziarniakach. Z innych badan wynika, Ze niedob6r wody powoduje
zwiekszenie ilosci glutenu w ziarniakach, przy czym ilos¢ gliadyn w warunkach stresu
maleje kosztem zwiekszenia udziatu glutenin (Flagella i wsp., 2010). Stres wodny podczas
rozwoju pszenicy powoduje zmniejszenie w ziarniakach ilo$ci albumin i globulin, -
gliadyn i glutenin w poréwnaniu do biatek ziarniakéw pszenicy nie poddanej dziataniu
czynnika stresogennego (Konopka i wsp. 2007). Zmiany skiadu i jakosSci biatek
zapasowych pszenicy bedace wynikiem odpowiedzi rosliny na niedobér wody moga
wptywac ich wtasciwos$ci immunoreaktywne.

Przetworzone ziarno pszenicy konsumowane w postaci np. makaronow i pieczywa
jest gtdbwnym sktadnikiem codziennej diety, oraz jest jedng z najczestszych przyczyn
alergii oraz nietolerancji pokarmowych (Rizzello i wsp., 2006). Z powodu wzglednie
duzego spozycia produktéw zbozowych w naszej codziennej diecie, to wiasnie biatka
pszenicy sa uznane, jako potencjalne Zrodto alergii i nietolerancji pokarmowych (Battais
i wsp., 2005).

Alternatywnym do diety rozwigzaniem jest usuniecie lub modyfikacja
celiakotoksycznych i immunoreaktywnych fragmentéw tancuchdéw polipeptydowych na
etapie produkcji ZywnosSci lub poprzez wspomaganie trawienia biatek w przewodzie
pokarmowym cztowieka. Eliminacja immunogennego potencjatu peptydéw polega na
degradacji lub modyfikacji struktury epitopéw rozpoznawanych przez komorki uktadu
immunologicznego z zastosowaniem prolino- lub glutamino-specyficznych enzymoéow. W
tym celu stosuje sie m.in. endopeptydaze prolinowa (EPP), transglutaminaze (TG),
peptydazy syntezowane przez bakterie fermentacji mlekowej (BFM), grzyby strzepkowe
oraz rodzime peptydazy zb6z (Gass i wsp., 2007; Gobbetti i wsp., 2007).

Istotng role w uwalnianiu biologicznie aktywnych peptydow z biatek,
wchodzacych w sktad produktéw spozywczych, petni trawienie Zywnosci w przewodzie
pokarmowym cztowieka. Alergenno$¢ i immunogenno$¢ biatek zmienia sie nie tylko
procesach technologicznych stosowanych w przetwarzaniu surowcéw do produktu
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spozywczego, ale rowniez podczas ich przemian w uktadzie pokarmowym. Rozpatrujac
wplyw proceso6w technologicznych na wtasciwo$ci bialek modulujgce uktad
immunologiczny, nalezy zwré6ci¢ uwage na produkty ich przemian uwalniane w procesie
hydrolizy pepsyna w srodowisku kwasowym Zotadka, a nastepnie hydrolizy w warunkach
lekko zasadowych enzymami trzustkowymi tj. trypsyna, chymotrypsyng, elastaza i
karboksypeptydaza uwalnianych do dwunastnicy oraz enzymami zlokalizowanymi w
mikrokosmkach nabtonka jelita (Gass i wsp., 2007). Dlatego tez istotna jest ocena
alergennosci i immunoreaktywnosci nie tylko gotowej ZywnoSci, ale rowniez produktow
jej trawienia.
W prezentowanym cyklu publikacji zaprezentowano wptyw wybranych operacji
technologicznych i biotechnologicznych na zmiany wiasciwo$ci immunoreaktywnych
biatek pszenicy istotnych w etiologii celiakii od surowca do produktu gotowego z
uwzglednieniem proceséw jego trawienia w ukiadzie modelowym przewodu
pokarmowego.
Za gtéwny cel badan cyklu publikacji tworzacych osiaggniecie naukowe przyjeto:
- OkreSlenie wptywu wybranych warunkéw hodowli pszenicy na zawarto$¢
immunoreaktywnych biatek istotnych w etiologii celiakii.

- Okres$lenie wptywu modyfikacji enzymatycznych biatek pszenicy katalizowanych
transglutaminazg i peptydazami na ich wtasciwos$ci immunoreaktywne.

- Okres$lenie mozliwo$ci zastosowania mieszaniny peptydaz syntezowanych przez L.
acidophilus i A. niger w hydrolizie gliadyn i celiakotoksycznych peptyddow.

- Okreslenie wptywu fermentacji ciasta i wypieku pieczywa pszennego na peptydy
uwalniane podczas trawienia i ich wiasciwo$ci immunoreaktywne.

4.3.2. Omowienie wynikow badan

Okreslenie wplywu wybranych warunkéw hodowli pszenicy na zawartos¢
immunoreaktywnych biatek istotnych w etiologii celiakii.

Wstepne badania wilasne oraz literaturowe wykazaly, ze jednym z czynnikow
abiotycznych istotnie wptywajacym na stezenie i jako$¢ biatek w ziarniakach pszenicy jest
dostepnos¢ wody i zwigzany z nig stres wodny. W do$wiadczeniach zastosowano probki
ziarna pszenicy odmian: Nawra (allele glutenin N-7+8-5+10) i Tonacja (allele glutenin 2*-
7+9-2+12) pochodzace z Zakladu Doswiadczalnego Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego (UWM) w Balcynach. Doswiadczenie wazonowe przeprowadzono w szklani
doswiadczalnej UWM w Olsztynie stosujagc nawodnienie gleby w zakresie optymalnym
60-70 % kapilarnej pojemnosci wodnej (kpw) i 30-35 % kpw odpowiadajace dziataniu
suszy. Zmniejszong wilgotno$¢ podtoza stosowano od momentu kwitnienia pszenicy do
zbioru ziarniakoéw, aby symulowa¢ warunki odpowiadajgce suszy. Omawiane badania
zrealizowano w ramach projektu PBZ-KBN 097/P06/2003 ,Identyfikacja i sposoby
przeciwdziatania toksycznosci i alergennosci biatek waznych roslin uprawnych”.

Celem przeprowadzonych doswiadczen bylo zweryfikowanie hipotezy, czy
hodowla pszenicy w warunkach deficytu wodnego wptywa na wtasciwosci
immunoreaktywne biatek ziarniakéw.

Strona 8 z 38



Zatacznik 3 - Autoreferat Bartosz Brzozowski

Zmniejszenie wilgotnos$ci podtoza z 60-70 do 30-35 % kapilarnej pojemnosci
wodnej podczas rozwoju pszenicy powoduje formowanie mniejszych ziarniakow i
zawierajacych mniej biatka. Analiza sktadu frakcyjnego biatek wykazata, Ze obie odmiany
pszenicy syntezuja mniejsze ilosci gliadyn i glutenin w ziarniakach podczas suszy. W
ziarniakach Nawry odnotowano zmniejszenie syntezy gliadyn i glutenin odpowiednio o
11,9 i 20,8 %. Mniejsze ilosci biatek zapasowych stwierdzono réwniez w ziarniakach
pszenicy Tonacja w warunkach niedoboru wody. llo$¢ syntezowanych gliadyn i glutenin
zmniejszyta sie odpowiednio 0 29,11 13,5 %.

Elektroforeza dwukierunkowa biatek wykazata zmiany proteomu w prébkach obu
badanych odmian pszenicy poddanej stresowi wodnemu. Analiza poré6wnawcza obrazéw
elektroforetycznych biatek ziarniakéow pszenicy odmiany Nawra poddanych stresowi
wodnemu i kontrolnych wykazato, ze 109 polipeptydow (75 %) ma takie same wartos$ci
mas czasteczkowych i punktéw izoelektrycznych. Pozostate frakcje (25 %) to
polipeptydy, ktérych synteza zostata zahamowana w wyniku dziatania stresu wodnego.
Hodowla pszenicy w warunkach stresu wodnego powoduje rowniez indukcje syntezy 38
nowych biatek. Zmiany w proteomie odnotowano réwniez dla ziarniakow pszenicy
Tonacja. Sposrod biatek probki kontrolnej 159 (88 %) peptydéw ma takie same wartosci
mas czasteczkowych i punktéw izoelektrycznych, jak peptydy prébki po stresie. Hodowla
pszenicy Tonacja w warunkach suszy powoduje zahamowanie syntezy 24 polipeptydéw
oraz indukcje syntezy 21 nowych biatek. Elektroforeza dwukierunkowa prébek biatek
ziarniakéw pszenicy odmian Nawra i Tonacja, wykazata obecno$¢ duzej ilosci
polipeptydéw w zakresie mas czasteczkowych od 31 kDa do 55 kDa. Obszar ten,
charakterystyczny dla biatek zapasowych pszenicy uczestniczacych w patogenezie alergii
i celiakii, zawiera polipeptydy nalezace do frakcji a-, B-, y-gliadyn i matoczasteczkowych
glutenin - LMW-GS (28-39 kDa) oraz frakcji m1,2- (39-44 kDa) i ws-gliadyn (49-55 kDa)
(Wieser, 2007; Vensel i wsp., 2014).

Zmiany sktadu biatek zapasowych ziarniakdw zb6z potwierdzono réwniez z
zastosowaniem elektroforezy kapilarnej. Niedob6r wody powoduje zmniejszenie udziatu
frakcji o/p i y w gliadynach ogétem. Hodowla pszenicy w warunkach stresu powoduje
zwiekszenie ilosci o-gliadyn o 4,5 i 43,3 % dla odmian odpowiednio Nawra i Tonacja.
Hodowla pszenicy odmian Nawra i Tonacja w warunkach ubogich w wode powoduje
zmiany jakoSciowe biatek, w tym roéwniez bialek o charakterze alergennym i
celiakotoksycznym.

Stres wodny sprzyja zwiekszeniu udziatu proliny (P) i glutaminy (Q) /kwasu
glutaminowego (E) w gliadynach. Gliadyny izolowane z ziarniakéw pszenicy Nawra po
stresie wodnym, zawierajg wiecej P (16,2+0,6 mol%), niz gliadyny z prébki kontrolnej
(14,6+0,7 mol%). Podobnie wiecej P (17,4+0,6 mol%) oznaczono w gliadynach z pszenicy
Tonacja hodowanej w warunkach deficytu wodnego, niz w gliadynach z prébki kontrolnej
(14,9+£0,7 mol%). Nalezy zwroci¢ uwage, Ze cechg charakterystyczng peptydéw waznych
w etiologii alergii i celiakii jest duza zawarto$¢ P i Q (Tuckova i wsp., 2012, Wieser i
Koehler, 2008). Wieksza zawarto$¢ reszt P i Q/E w probkach ziarniakéw pszenicy
hodowanej w warunkach obnizonej kapilarnej pojemnosci wodnej podtoza do 30-35 %
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powoduje wieksza reaktywnosci gliadyn z przeciwciatami IgE od os6b ze stwierdzong
alergig, jak réwniez z przeciwciatami R5.

Ziarniaki pszenicy hodowanej w warunkach stresu wodnego charakteryzujg sie
wiekszg zawarto$cig gliadyn, niz ziarniaki formowane w warunkach optymalnego
uwodnienia gleby. Ilo$¢ gliadyn w prébkach pszenicy Nawra i Tonacja poddanych
stresowi, wyznaczona metoda sandwich R5 ELISA, wynosita odpowiednio 52208498 i
49091£62 mg kg'1. Natomiast zawarto$¢ gliadyn w prébkach kontrolnych byta mniejsza i
wynosita 50263156 i 47132458 mg kg1 odpowiednio dla pszenicy odmiany Nawra i
Tonacja. Testy kompetycyjne ELISA wykrywajace sekwencje QQPFP obecne w gliadynach
réwniez wykazaty wiekszg immunoreaktywno$¢ gliadyn w probkach pszenicy
hodowanej w warunkach stresu wodnego, niz w prébkach pszenicy kontrolne;j.

W warunkach deficytu wodnego ros$liny te akumulujg w ziarniakach prolaminy
reagujace z przeciwciatami od oséb z alergia na gluten. Przeciwciata IgE iaczyty sie z
biatkami wystepujacymi w obszarze mas czasteczkowych od 36 do 55 kDa
charakterystycznego dla w-gliadyn oraz od 24 do 36 kDa odpowiadajgcego frakcjom a-,
B-1ivy-gliadynom. Western-blotting wykazat, Ze w obszarze mas czasteczkowych od 24 do
29 kDa proébki biatek ulegaja intensywniejszemu wybarwieniu, co §wiadczy o obecnosci
wiekszej ilo$ci biatek rozpoznawanych przez przeciwciata. Stwierdzono réwniez
obecno$¢ biatek w zakresie mas czasteczkowych od 20 do 24 kDa w prébce prolamin
izolowanych z pszenicy odmiany Tonacja poddanej stresowi wodnemu, a nieobecne w
prébce kontrolne;j.

Do gtéwnych osiggnie¢ przeprowadzonych badan mozna zaliczy¢ wykazanie, Ze:

- deficyt wody wystepujacy od kwitnienia do wyksztatcenia ziarniakéw pszenicy
powoduje zmiany iloSci i sktadu biatek syntezowanych i gromadzonych w ziarniakach,

- zmniejszenie dostepnosci wody zmienia sktad frakcyjny gliadyn zwiekszajac w nich
udziat ®-gliadyn oraz zwieksza iloSci reszt proliny i glutaminy/kwasu glutaminowego
w gliadynach,

- stres wodny powoduje zwiekszenie immunoreaktywno$¢ gliadyn z przeciwciatami R5
wykrywajacymi epitopy celiakotoksyczne i reaktywnos$¢ z przeciwciatami IgE od os6b
z alergig na gluten.

Przedstawione wyniki badan opisano w publikacji A2 (Zatqcznik 4 - 2.A1):

v Brzozowski B., Stasiewicz K. Effects of water stress on the composition and
immunoreactive properties of wheat storage proteins. Journal of the Science of Food
and Agriculture. 2017,97(4), 1134-1142, DOI: 10.1002 /jsfa.7839

Okreslenie wplywu modyfikacji enzymatycznych bialek pszenicy katalizowanych
transglutaminaza i peptydazami na ich wlasciwos$ci immunoreaktywne.

W degradacji biatek glutenu wykorzystuje sie aparat enzymatyczny aktywnych
fizjologicznie bakterii fermentacji mlekowej. Jednak ze wzgledu na matg aktywnos$¢
enzymoéw zewnatrzkomdrkowych tych mikroorganizméw hydroliza biatek moze trwac
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nawet 24-48 godzin (Gobbetti i wsp., 2007). Wstepna hydroliza prolamin zb4z jest wiec
prowadzona przez endogenne enzymy proteolityczne ziarniakdw lub dodawane do maki
peptydazy grzybowe, a nastepnie uwolnione peptydy sg dalej degradowane przez BFM
(Rizzello i wsp., 2007).

W  omawianych  doswiadczeniach  zastosowano dodatek  preparatu
wewnatrzkomdrkowych peptydaz, syntezowanych przez BFM, do hydrolizy maki
pszennej, co eliminuje konieczno$¢ oczekiwania na wzrost komdérek mikroorganizmow.
Wstepne badania realizowane w ramach projektu N312 066 31/3701 ,Zastosowanie
wysokowydajnego skriningu mikroorganizméw i metod bioinZynierii w pozyskiwaniu
peptydaz prolinowych przydatnych w degradacji peptydéw immunoreaktywnych w
zywnosci” pozwolity na wyselekcjonowanie 2 szczepow bakterii fermentacji mlekowe;j
Lactobacillus acidophilus 5e2 i Lactobacillus sanfranciscensis DSM20663 degradujacych
biatka zapasowe pszenicy. Z biomasy bakterii izolowano frakcje cytoplazmatyczng
komorek zawierajaca peptydazy wykazujace zdolnos¢ do hydrolizy wigzan peptydowych
utworzonych przez reszty proliny. Ponadto w dos$wiadczeniach zastosowano
endopeptydaze prolinowa (EPP) syntezowana przez Aspergillus niger i transglutaminaze
(TG) syntezowang przez Streptoverticillium mobaraense.

Badania zrealizowano w ramach projektu N N312 170739 ,Charakterystyka
znaczenia aktywnosci inhibitoréw enzymow proteolitycznych w procesie wyrobu pieczywa
i jego trawienia z uwzglednieniem oddziatywan alergennych i patogenezy celiakii”.
Modyfikacje enzymatyczne (30 °C, 3 h, dawka enzymu 10 U g1 maki) biatek pszenicy
obejmowaly hydrolize, sieciowanie, hydrolize biatek uprzednio sieciowanych oraz
sieciowanie ich hydrolizatow.

Celem do$wiadczen byto zweryfikowanie hipotezy, czy enzymatyczne modyfikacje
biatek pszenicy, jedno- i dwuetapowe, zmniejszajg ich immunoreaktywnos$¢ do poziomu
bezpiecznego dla 0séb z celiakia.

Zastosowanie preparatu peptydaz z L. acidophilus 5e2 (LA) i L. sanfranciscensis
DSM20663 (LS) umozliwia gtebsza hydrolize biatek, niz przy zastosowaniu
endopeptydazy prolinowej z A. niger (EPP). Wynika to z faktu, ze BFM syntezuja
mieszanine peptydaz o szerokim spektrum dziatania i réznej specyficznosci wzgledem
reszt aminokwasowych tworzacych wigzania peptydowe w tafcuchu polipeptydowym.
Natomiast ilo$¢ wigzan degradowanych przez endopeptydaze prolinowa jest ograniczona
do tych utworzonych przynajmniej przez jedng reszte proliny (Stepniak i wsp., 2006).
Zréznicowana degradacja frakgji gliadyn przez endopeptydaze prolinowa wynika z rdznej
zawartoSci reszt proliny. Ilo$¢ tego aminokwasu we frakcjach aff, y i w wynosi
odpowiednio 16, 17 i 23 mol% . Ponadto obecnos¢ reszt cysteiny w C-koncowej domenie
aBf- 1 vy-gliadyny wumozliwia utworzenie odpowiednio trzech i czterech
wewnatrzczasteczkowych wigzan dwusiarczkowych (Wieser, 2007), ktére moga
zmniejsza¢ dostepno$¢ wigzan peptydowych utworzonych przez proline. Natomiast w-
gliadyna prawie w ogoéle nie zawiera reszt cysteiny i tym samym nie bierze udziatu w
tworzeniu wigzan dwusiarczkowych. Zawarto$c¢ reszt proliny umozliwia uszeregowanie
gliadyn od frakcji af§, najmniej podatnej na hydrolize katalizowang przez endopeptydaze
prolinowg, przez frakcje y, do frakcji w degradowanej w najwiekszym stopniu.
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Zrealizowane przeze mnie doswiadczenia wykazaty, Zze dodatek pojedynczych
preparatow enzymdéw wewngtrzkomdrkowych z L. acidophilus 5e2 i L. sanfranciscensis
DSM20663 oraz endopeptydazy prolinowej z A. niger w dawce 10 U g1 maki obniza jej
immunoreaktywno$¢ o co najmniej 35 % w czasie 3 godzin. W dos$wiadczeniach
zastosowatem przeciwciata monoklonalne R5 wykrywajace m.in. sekwencje
aminokwaséw QQPFP, LQLQPFP, QLPYP, PQPF i PQPFP obecne w strukturze
pierwszorzedowej gliadyn. Skuteczno$¢ degradacji celiakotoksycznych fragmentow
peptydéw potwierdzono stosujac elektroforeze kapilarng. Zmiana zawartosci gliadyn w
probkach hydrolizowanych przez LA, LS i EPP wynosita odpowiednio ok. 35,401 20 % w
stosunku do prébki natywne;j.

W modyfikacji biatek zb6z zastosowatem rowniez transglutaminaze nalezaca do
grupy acylotransferaz i katalizujaca reakcje przeniesienia grupy acylowej pomiedzy
grupg Yy-karboksyamidowa glutaminy, a réznymi pierwszorzedowymi grupami
aminowymi roznych zwigzkéw w tym biatek. Enzym ten moze katalizowac reakcje
deamidacji przenoszac grupe acylowa glutaminy na czasteczke wody z wytworzeniem
kwasu glutaminowego i amoniaku. Z kolei sieciowanie biatek nastepuje w wyniku
transamidacji, czyli wytworzenia wigzania kowalencyjnego €-(y-Q)-K miedzy grupa e-
aminowa lizyny jednego biatka i grupa y-karboksyamidowg glutaminy drugiego biatka
(Yokoyama i wsp., 2004). W Srodowisku kwasnym TG katalizuje przede wszystkim
reakcje deaminacji glutaminy do kwasu glutaminowego. Podczas, gdy w Srodowisku
alkalicznym przewazaja reakcje transamidacji i tworzg sie wigzania miedzy tancuchami
polipeptydowymi (Dekking i wsp., 2008). Moje doswiadczenia wykazaty réwniez
zdolno$¢ sieciowania biatek przez TG w Srodowisku o odczynie zasadowym. Wraz ze
zmniejszaniem sie kwasowosci $Srodowiska wydtuza sie Srednia dtugos$¢ tancuchow
polipeptydowych, co $wiadczy o tworzeniu wigzan poprzecznych miedzy polipeptydami
i tworzeniu struktur zagregowanych biatek. Modyfikacje biatek z zastosowaniem TG
prowadzone w Srodowisku kwasnym wykazaty niewielkie zmiany w Sredniej dtugosci
tancuchéw polipeptydowych, ale ich immunoreaktywnos$¢ wzrosta od 6,6 do 41,4 % w
poréwnaniu do prébki natywnej. Obserwacje te sugeruja, ze w Srodowisku kwasnym
transglutaminaza katalizuje przede wszystkim reakcje deamidacji.

Gliadyny i gluteniny ze wzgledu na duza zawartos¢ reszt glutaminy, odpowiednio
35-56 i 36-38 mol%, stanowig bardzo dobry substrat do reakcji z TG (Wieser, 2007).
Niestety zawartos$¢ lizyny w biatkach zapasowych pszenicy jest niewielka i wynosi 0,7 i
1,2 mol% odpowiednio dla gliadyn i glutenin. Z kolei w catych ziarniakach i mace pszenne;j
stezenie tego aminokwasu wynosi odpowiednio 2,8 i 2,2 mol% (Shewry, 2007). Przy
duzej podazy reszt glutaminowych czynnikiem ograniczajagcym tworzenie wigzan
izopeptydowych jest zawarto$¢ w biatkach reszt lizyny. W gliadynach jej stezenie wynosi
maksymalnie 0,6 mol%, 0,9 mol% i 0,6 mol%, odpowiednio dla frakcji a, y i w. Z kolei w
LWM- i HMW-gluteninach zawarto$¢ lizyny wynosi odpowiednio 0,6 i 1,1 mol%
(Gianibelli i wsp., 2001). W Srodowisku o matej zawartosSci lizyny lub jej braku,
transglutaminaza bedzie katalizowac reakcje deamidacji grup karboksyamidowych reszt
glutaminy tworzac kwas glutaminowy, co zwieksza immunoreaktywnos$¢ peptydow
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poprzez wzrost ich powinowactwa do antygenéw gléwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej MHC Il (HLA-DQZ2) (Dekking i wsp., 2008).

Dostepnosci aminokwaséw w probkach biatek pszenicy mozna zwiekszy¢
prowadzac wstepna ich hydrolize. Degradacja polipeptydéw przez peptydazy LA i LS
uwalnia peptydy bedace pdzniej substratem do reakcji z TG. Zaproponowany proces
plasteinizacji zmniejszat immunoreaktywnos$¢ biatek pszenicy. Plasteiny pozyskane w
wyniku dzialania peptydaz LS i nastepnie TG charakteryzowaty sie najwyzsza
immunoreaktywnos$cia (97,6129 %). Wynika to z wiekszych uzdolnienn preparatu
peptydaz LS do degradacji biatek pszenicy (DH 14,45+0,11 %), niz pozostatych
preparatow EPP (DH 1,69+0,01 %) i LA (12,23%£0,07 %). Nalezy zwr6ci¢ uwage, Ze
modyfikacje biatek maki prowadzono w S$rodowisku wodnym przy poczatkowe;j
kwasowosci pH 6,2. Moje badania wykazaty, ze w srodowisku kwasnym TG katalizuje
gléwnie reakcje deamidacji. Tak wiec, wstepna hydroliza biatek z zastosowaniem
wewnatrz-komérkowych peptydaz i endopeptydazy prolinowej uwalnia rézng ilos¢
peptydéw, ktére pdzniej ulegajg sieciowaniu i/lub deamidacji. Z kolei mniejsza
immunoreaktywnos$¢ hydrolizatéw biatek wstepnie usieciowanych, niz natywnych,
mozna ttumaczy¢ wstepng polimeryzacja peptydéw i wytworzeniem iso-wigzan. Zmiany
konformacyjne biatek utrudnia dostepno$¢ do wigzan peptydowych enzymom
proteolitycznym, jak i przeciwcialom rozpoznajacym sekwencje QQPFP.

Wedtug Codex Alimentarius (2008) tylko zywno$¢ zawierajagca mniej niz 20 mg
kgl glutenu moze by¢ oznaczana jako produkt bezglutenowy. Zywno$¢ zawierajaca od
20 do 100 mg kgl moze by¢ oznaczana jako zZywno$¢ o matej zawartosci glutenu.
Zaproponowane w do$wiadczeniach modyfikacje enzymatyczne biatek pszenicy
umozliwiajg zmniejszenie zawartos$ci glutenu z 61400 mg kg1 dla probki maki natywnej
do 7200 mg kg1 przy zastosowaniu TG w §rodowisku o pH 8,5. Tak wiec, to wcigz za duzo,
aby oznaczy¢ te make jako bezglutenowg, czy o matej zawartosci glutenu. Maka
modyfikowana nie jest produktem koncowym i nalezy jg traktowac jako surowiec o
obnizonej zawarto$¢ glutenu. Proponowana enzymatyczna metoda redukcji
immunoreaktywnos$ci biatek pszenicy moze by¢ stosowana jako dodatkowy etap
modyfikacji maki w produkcji pieczywa.

Do gtéwnych osiggnie¢ przeprowadzonych badan mozna zaliczy¢ wykazanie, Ze:

- reakcje katalizowane transglutaminaza wraz ze zwiekszaniem sie zasadowoSci
Srodowiska powoduja zmiany sktadu frakcyjnego gliadyn poprzez efektywniejsze
sieciowanie w-gliadyn i zmniejszenie immunoreaktywnoSci biatek,

- hydroliza biatek katalizowana endopeptydaza prolinowa z A. niger i peptydazami z L.
acidophilus 5e2 and L. sanfranciscensis DSM20663 sprzyja degradacji gtéwnie HMW-
glutenin i w-gliadyn,

- biata zapasowe ziarniakow pszenicy degradowane peptydazami z L. acidophilus 5e2
(LA) i L. sanfranciscensis DSM20663 (LS) charakteryzuja sie mniejszg immuno-
reaktywnoscia niz te degradowane endopeptydaza prolinowa z A. niger, czy sieciowane
transglutaminaza z S. mobaraense (TG),
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- dwuetapowa enzymatyczna modyfikacja maki pszennej zmniejsza
immunoreaktywno$¢ hydrolizatow biatek wusieciowanych w wyniku reakcji
katalizowanych transglutaminaza/peptydaza LS, jak i bialek sieciowanych
transglutaminaza po hydrolizie peptydazami LS w odniesieniu do maki natywnej,

- proponowane metody enzymatycznej jedno- i dwuetapowej redukcji
immunoreaktywnos$ci biatek ziarniakéw pszenicy moga by¢ wykorzystane jako
dodatkowy etap modyfikacji maki w technologii produkcji pieczywa.

Przedstawione wyniki badan opisano w publikacji Al (Zatqcznik 4 - 2.A2):

v Brzozowski B. Immunoreactivity of wheat proteins modified by hydrolysis and
polymerisation. European Food Research and Technology. 2016, 242(7), 1025-1040,
DOI: 10.1007/s00217-015-2608-6

OKkreslenie mozliwosci zastosowania mieszaniny peptydaz syntezowanych przez L.
acidophilus i A. niger w hydrolizie gliadyn i celiakotoksycznych peptydow.

Zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej do degradacji bialek pszenicy nie
zawsze jest efektywne, np. L. sakei TMW 1.22, L. plantarum TMW 1.468 i L.
sanfranciscensis TMW 1.53 izolowane z zakwasu chlebowego, mimo iz, syntezowaly
enzymy proteolityczne, to w niewielkim stopniu hydrolizowaly gluten (Wieser i wsp.,,
2008). Zwiekszenie wydajnosci hydrolizy biatek zb6z, mozliwe jest po zastosowaniu
mieszaniny enzyméw syntezowanych przez Kilka szczepéw BFM albo dodatku peptydaz
innego pochodzenia, np. grzybowego (Gerez i wsp., 2012; Rizzello i wsp., 2006, 2007).

Doswiadczenia zaprezentowane w publikacji A2 wykazaty, Ze enzymatyczna
modyfikacja jedno i dwuetapowa biatek pszenicy nie obniza ich immunoreaktywnosci do
poziomu uznanego za bezpieczny dla osob z celiakia. Najlepsze rezultaty redukcji
immunoreaktywnosSci biatek pszenicy odnotowano dla wariantu sieciowania biatek z TG
w $rodowisku o odczynie zasadowym o pH 8,5. Jednak ze wzgledu na fakt, Ze ciasto
pszenne prowadzone na zakwasie z udziatem BFM charakteryzuje sie kwasowos$ciag w
zakresie pH 4,0-6,5 to TG bedzie gléwnie katalizowata reakcje deaminacji biatek, a nie
sieciowania. W kolejnych dos$wiadczeniach zaproponowatem wiec zastosowanie
mieszaniny peptydaz syntezowanych przez BFM i endopeptydazy prolinowej do
hydrolizy biatek pszenicy. W doswiadczeniach zastosowano dawke mieszaniny peptydaz
100 U mg? gliadyn. Czas hydrolizy wynosit 3 h i byt prowadzony w Srodowisku o
kwasowosci pH 4,0 i pH 6,0, w 30 i 37 °C. Substratami w reakcjach hydrolizy byty gliadyny
izolowane z pszenicy odmiany Nawra oraz celiakotoksyczne peptydy o sekwencjach
aminokwasowych: LGQQQPFPPQQPY (P1) i PQPQLPYPQPQLP (P2).

Celem doswiadczen bylo zweryfikowanie hipotezy, czy hydroliza biatek
katalizowana przez mieszanine peptydaz redukuje immunoreaktywnos$¢ gliadyn oraz
celiakotoksycznych peptydéw do poziomu bezpiecznego dla oséb z celiakia. Badania
zrealizowano w ramach projektu N N312 170739 ,,Charakterystyka znaczenia aktywnosci
inhibitor6w enzyméw proteolitycznych w procesie wyrobu pieczywa i jego trawienia z
uwzglednieniem oddziatywan alergennych i patogenezy celiakii”.
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Szczep L. acidophilus 5e2 syntezowatl enzymy proteolityczne wykazujace
aktywno$¢ aminopeptydazowq, karboksypeptydazowa, endopeptydazowa, w tym
prolino-specyficzng istotng w degradacji immunoreaktywnych peptydéw, bogatych w
reszty proliny i glutaminy. Zastosowano dodatek preparatu wewnatrz-komoérkowego
peptydaz syntezowanych przez L. acidophilus 5e2 i endopeptydazy prolinowej
syntezowanej przez A. niger w celu hydrolizy gliadyn izolowanych z pszenicy odmiany
Nawra. Niezaleznie od parametrow Srodowiska reakcji wszystkie probki biatek ulegly
hydrolizie, a najwiekszy stopien hydrolizy gliadyn, wynoszacy 74,0+1,2 %, uzyskano po 3
h reakcji, w 37 °C, w Srodowisku o odczynie pH 4,0. Pozostate probki gliadyn
charakteryzowaly sie istotnie statystycznie (p<0,05, ANOVA, Bonferroni test) mniejszym
stopniem hydrolizy wynoszacym od 49,9+0,8 do 66,4+0,7 %. Zwiekszenie kwasowosci
Srodowiska reakcji, z pH 6,0 do pH 4,0, powodowato zwiekszenie istotne statystycznie
(p<0,05, ANOVA, Bonferroni test) stopnia hydrolizy biatek o 33,0 i 20,1 %, odpowiednio
dla prébek inkubowanych w 30 i 37 °C. Rdwniez zwiekszenie temperatury reakcji z 30 do
37 °C sprzyjato hydrolizie gliadyn i statystycznie istotnemu zwiekszeniu (p<0.05, ANOVA,
Bonferroni test) stopnia degradacji biatek o 11,4 i 23,4 % w $rodowisku o odczynie
odpowiednio, pH 4,0 i pH 6,0.

Analizy immunochemiczne wykazaty, Ze enzymatyczna hydroliza biatek zmniejsza
stezenie sekwencji aminokwasowych QQPFP w gliadynach, uznanych za
celiakotoksyczne, wykrywanych przez przeciwciata R5. Stezenie peptydu QQPFP w
prébce natywnej gliadyn wynosito 47689,8+221,1 mg kg!, a jej immunoreaktywnos$¢
wiasciwa 269412,49+4831,01 pg mg1. Hydrolizaty gliadyn, otrzymane w wyniku reakcji
enzymatycznej w 37 °C i pH 4, charakteryzowaty sie istotnie statystycznie (p<0,05,
ANOVA, Bonferroni test) mniejszym stezeniem peptydu QQPFP wynoszacym 432,2+4,3
mg kg1l i mniejszg immunoreaktywnoscig wtasciwa wynoszaca 0,08+0,00 pg mgl, niz
pozostate préobki hydrolizatow. Po reakcji hydrolizy katalizowanej w 30 °C i pH 6,0
uzyskano najmniejszy stopnien degradacji biatek, w tym celiakotoksycznej sekwencji
aminokwasowej QQPFP, ktdrej stezenie w tej probce wynosito 16097,5+118,1 mg kg1
Hydrolizat ten charakteryzowat sie rowniez najwieksza immunoreaktywnos$cig wtasciwag
wynoszacg 4,15+0,00 pg mg1. Zwiekszenie temperatury Srodowiska reakcji z 30 do 37 °C
zmniejszyto stezenie peptydu QQPFP w hydrolizatach zaré6wno w Srodowisku o odczynie
pH 4,0 i pH 6,0, 0 odpowiednio 84,81 77,2 %. Immunoreaktywno$¢ wzgledna wszystkich
otrzymanych hydrolizatow gliadyn byta istotnie statystycznie (p<0,05, ANOVA,
Bonferroni test) mniejsza niz w prébce natywnej. Najmniejsza immunoreaktywnos$cia
charakteryzowaly sie hydrolizaty gliadyn otrzymane w wyniku degradacji enzymatyczne;j
w Srodowisku o odczynie pH 4,0 zaré6wno w 30 i 37 °C wynoszacg odpowiednio 3,97+0,08
i0,91+0,01 %.

Gliadyny i ich hydrolizaty rozdzielano z zastosowaniem elektroforezy
dwukierunkowej i identyfikowano ich wtasciwo$ci immunoreaktywne z zastosowaniem
przeciwciat R5. Natywne gliadyny charakteryzowaty sie obecnoscig 35 frakcji o masach
czasteczkowych od 28 do 65 kDa oraz punktach izoelektrycznych od pl 4,0 do pI 9,5 z
czego 18 frakcji wykazywato wtasciwosci immunoreaktywne. Poréwnanie obrazéw
elektroforetycznych biatek natywnych i hydrolizowanych wykazato, ze od 74,3 do 94,3 %
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polipeptydéw ma takie same wartoS$ci mas czasteczkowych i punktéw izoelektrycznych.
Pozostate frakcje (5,7-25,7 %) to polipeptydy uwolnione z gliadyn w wyniku degradacji
enzymatycznej. W wyniku hydrolizy gliadyn ilo$¢ zidentyfikowanych peptydow
zwiekszyla sie z 35 dla probki natywnej do 37 i 38 dla probek hydrolizatow. Na podstawie
obrazow elektroforetycznych biatek wykazano, ze w zaleznos$ci od warunkéw srodowiska
reakcji w wyniku hydrolizy z gliadyn uwalniane sg polipeptydy w ilosci od 5 do 11 o
masach czasteczkowych ponizej 28 kDa. Analiza immunochemiczna wykazata, ze
zaréwno w przedziale mas czgsteczkowych 28-65 kDa charakterystycznym dla gliadyn
natywnych, jak i obszarze mas czasteczkowych ponizej 28 kDa odpowiadajagcym
uwolnionym polipeptydom wystepuja frakcje biatek wykazujace zdolno$¢ taczenia
przeciwciat R5. Najmniejsza ilo$¢ frakcji (14 spotéow) o wilasciwosciach
immunoreaktywnych odnotowano dla prébki gliadyn hydrolizowanych w 37 °C i
$Srodowisku o odczynie pH 4,0. Pozostate hydrolizaty charakteryzowaty sie obecnoscig od
18 do 21 frakcji immunoreaktywnych.

Peptydazy syntezowane z L. acidophilus 5e2 i endopeptydaze prolinowa z A. niger
zastosowano rowniez w hydrolizie peptydéw o sekwencjach aminokwasowych
LGQQQPFPPQQPY (P1) i PQPQLPYPQPQLP (P2) petniagcych istotng role w patogenezie
celiakii. Stopien hydrolizy peptydu P1 wynosit od 93,1+0,7 do 99,8+0,0 % w zaleznoSci
od zastosowanych parametréow s$rodowiska reakcji. Na podstawie rozdziatéw
elektroforetycznych z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej wykazano prawie
catkowitg hydrolize peptydu P1 w Srodowisku o odczynie pH 4,0 i 37 °C. Zar6wno
zmniejszenie temperatury i kwasowosci srodowiska zmniejszato istotnie statystycznie
(p<0,05, ANOVA, Bonferroni test) stopien hydrolizy peptydu o 4,3-6,9 %. Z kolei stopien
hydrolizy peptydu P2 wynosit od 89,4+0,3 do 97,5+0,1 %. Podobnie jak w do§wiadczeniu
z peptydem P1 jako substratem w najwiekszym stopniu hydrolizie peptydu P2 sprzyja
Srodowisko o odczynie pH 4,0 i temperaturze 37 °C. Zmniejszenie temperatury
Srodowiska reakcji z 37 do 30 °C i jego alkalizacja z pH 4,0 do pH 6,0 zmniejszato istotnie
statystycznie (p<0,05, ANOVA, Bonferroni test) stopien hydrolizy o 4,4-8,1 %.

Analizy immunochemiczne produktéw hydrolizy peptydow P1 i P2 =z
zastosowaniem peptydaz z L. acidophilus 5e2 i endopeptydazy prolinowej wykazaty
zmniejszenie ich immunoreaktywnosci wzglednej. Produkty hydrolizy peptydéw P1 i P2
charakteryzowaly sie immunoreaktywnoscia wzgledng wynoszaca odpowiednio od
0,8+0,02 do 8,8+0,02 % oraz od 3,2#0,01 do 11,5+0,02 %. Najmniejsze wartoSci
immunoreaktywnos$ci wzglednej odnotowano dla hydrolizatbw uzyskanych w
Srodowisku o odczynie pH 4,0 i temperaturze 37 °C. Zmiana odczynu Srodowiska reakgji,
z pH 4,0 do pH 6,0, powodowata zwiekszenie istotne statystycznie (p<0,05, ANOVA,
Bonferroni test) immunoreaktywnos$ci hydrolizatow peptydu P1 o 18,2 i 90,9 %
odpowiednio dla probek inkubowanych w 30 i 37 °C. Zwiekszenie temperatury reakgcji z
30 do 37 °C sprzyjato istotnej statystycznie (p<0,05, ANOVA, Bonferroni test) redukcji
immunoreaktywnosci peptydu P1 o 82,2 % w Srodowisku o odczynie pH 4,0 i jej
zwiekszeniu o 60,0 % w Srodowisku o odczynie pH 6,0. Podobne zaleznos$ci odnotowano
w dos$wiadczeniu z zastosowaniem peptydu P2, tj. zwiekszenie temperatury reakcji w

Strona 16 z 38



Zatacznik 3 - Autoreferat Bartosz Brzozowski

$Srodowisku o wartosci pH 4,0 redukuje immunoreaktywnos$¢ hydrolizatu, a w §rodowisku
o pH 6,0 zwieksza.

Mozliwo$¢ powszechnego =zastosowania aparatu enzymatycznego bakterii
fermentacji mlekowej do redukcji immunoreaktywnych biatek pszenicy ogranicza
konieczno$¢ stosowania wielogodzinnej fermentacji. Rozwigzaniem wydaje sie wiec
zastosowanie preparatu peptydaz syntezowanych przez BFM wraz z peptydazami
grzybowymi do degradacji bialek pszenicy. BFM syntezujg mieszanine peptydaz o
szerokim spektrum dziatania i réznej specyficznosci wzgledem reszt aminokwasowych
tworzacych wigzania peptydowe w tancuchu polipeptydowym, natomiast endopeptydaza
prolinowa z A. niger hydrolizuje gtownie wigzania peptydowe utworzone z udziatem reszt
proliny (Di Cagno i wsp., 2004; Stepniak i wsp., 2006).

Oba zastosowane w do$wiadczeniach peptydy zawieraja w swojej sekwencji
aminokwasowej motyw QQPFP. Zastosowanie mieszaniny peptydaz z L. acidophilus 5e2 i
endopeptydazy prolinowej zmniejszato stezenie QQPFP w hydrolizatach
celiakotoksycznych peptydéw. Stezenie natywnego peptydu LGQQQPFPPQQPY
wynoszace 403,0+0,3 mg kg1 zmniejszato sie do wartosci od 3,2+0,1 do 35,3+0,1 mg kg1
w zaleznos$ci od parametréow Srodowiska reakcji. Najwieksze zmniejszenie stezenia
sekwencji QQPFP o0 99,2 % odnotowano po hydrolizie w srodowisku reakcji o pH 4,0 i
temperaturze 37 °C, najmniejsze za$ 0 91,2 % w Srodowisku o pH 6,01 30 °C. Hydrolizaty
peptydu P2 rowniez charakteryzowaty sie mniejszym niz peptyd natywny (401,8+0,3 mg
kg1) stezeniem sekwencji QQPFP wynoszacym od 12,8+0,2 do 46,2+0,2 mg kglo.
Najmniejsze stezenie sekwencji QQPFP wynoszace 12,8+0,2 mg kgl odnotowano w
hydrolizacie peptydu P2 uzyskanym w Srodowisku o odczynie pH 4,0 i temperaturze 37
°C.

W powszechnie stosowanej technologii wyrobu pieczywa zrezygnowano z
dtugotrwatej fermentacji z udziatem zakwasu chlebowego w sktad ktérego wchodza BFM
odpowiedzialne za jego ukwaszenie i proteolize, na rzecz zastosowania krétkotrwatych
procesoéw z zastosowaniem réznego rodzaju polepszaczy pieczywa. Zastosowanie takiej
technologii powoduje, ze biatka zb6z w czasie produkcji pieczywa sg degradowane w
niewielkim stopniu. Zmiana sposobu wytwarzania pieczywa i przeprowadzenie
skutecznej degradacji immunoreaktywnych biatek pszenicy w krotszym czasie w
poréwnaniu do proceséw tradycyjnych moze by¢ osiggnieta poprzez jednoczesne
zastosowanie peptydaz syntezowanych BFM i grzyby.

Do gtéwnych osiggnie¢ przeprowadzonych badan mozna zaliczy¢ wykazanie, Ze:

- w zalezno$ci do odczynu S$rodowiska i temperatury hydroliza gliadyn i
celiakotoksycznych peptydow zachodzi z r6zng wydajnoscia,

- degradacja gliadyn z udziatem peptydaz z L. acidophilus 5e2 i endopeptydazy
prolinowej z A. niger prowadzona w Srodowisku o kwasowosci pH 4,0 i w 37 °C
zmniejsza stezenie gliadyn ponad 110 Kkrotnie redukujac immunoreaktywno$¢
wzgledna hydrolizatu do 0,91 % wartos$ci wyjsSciowej,

- hydroliza celiakotoksycznych peptydéw o sekwencjach aminokwasowych
LGQQQPFPPQQPY i PQPQLPYPQPQLP =zachodzi najwydajniej w Srodowisku o
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kwasowosci pH 4,0 i w 37 °C, dla ktérych stopien hydrolizy wynosit 99,8+0,0i197,5+0,1
%,

- mieszanina peptydaz z L. acidophilus 5e2 i A. niger degraduje zaréwno biatka jak i
peptydy oporne na hydrolize enzymami przewodu pokarmowego cztowieka,
zmniejszajac ich immunoreaktywnos¢,

- mieszanina peptydaz z L. acidophilus 5e2 i A. niger zastosowana w czasie klasycznej
fermentacji ciasta pszennego moze skréci¢ czas potrzebny na degradacje biatek i
produktéw ich hydrolizy.

Przedstawione wyniki badan opisano w publikacji A4 (Zatqcznik 4 - 2.A3):

v BrzozowskKi B, Stasiewicz K., Ostolski M., Adamczak M. Reducing immunoreactivity of
gliadins and coeliac-toxic peptides using peptidases from L. acidophilus 5e2 and A.
niger. Catalysts. 2020, 10, 923. DOI: 10.3390/catal10080923

Okreslenie wplywu fermentacji ciasta i wypieku pieczywa pszennego na peptydy
uwalniane podczas trawienia i ich wlasciwosci immunoreaktywne.

Zmiane wtasciwosci biologicznych biatek zb6z mozna prowadzi¢ podczas
produkcji pieczywa w czasie fermentacji i wyrobu zakwasu oraz ciasta chlebowego lub
wspomagajac procesy trawienia biatek w przewodzie pokarmowym. Na etapie produkcji
w modyfikacji biatek zapasowych zbdz stosuje sie enzymy, jak rowniez mikroorganizmy
m.in. BFM wchodzace w sktad zakwas6w chlebowych. Niestety, ze wzgledu na mata
aktywno$¢ zewnagtrzkomdrkowa enzymoéw syntezowanych przez te mikroorganizmy
degradacja biatek moze trwa¢ nawet 24-48 godzin. Poczatkowo hydroliza biatek
zapasowych zb6z jest wynikiem dziatania endogennych enzyméw ziarniakéw lub
peptydaz grzybowych dodawanych podczas formowania zakwasu, a nastepnie uwolnione
peptydy sa gtebiej hydrolizowane przez peptydazy z BFM (Di Cagno i wsp., 2004; Rizzello
iwsp., 2007,2014).

Celem doswiadczen byto zweryfikowanie hipotezy, czy enzymatyczne modyfikacje
biatek pszenicy na etapie fermentacji ciasta, a nastepnie podczas symulowanego
trawienia pieczywa zmniejszajg jego immunoreaktywnosc.

Dodatek preparatéw peptydaz LA i EPP podczas formowania cista sprzyja
degradacji biatek zapasowych pszenicy zwiekszajac stopien ich hydrolizy i zmniejszajac
Srednia dtugos¢ tancuchdw polipeptydowych. Krotsze peptydy i wyzszy stopien hydrolizy
biatek podczas fermentacji ciasta pszennego z zastosowaniem preparatéw peptydaz LA
izolowanych z bakterii fermentacji mlekowej, niz przy zastosowaniu EPP syntezowanej
przez A. niger wynika z faktu, ze BFM syntezuja mieszanine peptydaz o szerokim
spektrum dziatania i r6znej specyficznosci wzgledem reszt aminokwasowych tworzacych
wigzania peptydowe w tanicuchu polipeptydowym. Z kolei EPP hydrolizuje tylko wigzania
peptydowe utworzone z udziatem reszt proliny (Di Cagno i wsp., 2004; Stepniak i wsp.,
2006).

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze dodatek preparatéw enzymoéw
wewnatrzkomorkowych syntezowanych przez L. acidophilus 5e2, endopeptydazy
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prolinowej lub transglutaminazy w ilo$ci 10 U g-1 maki po 6 godzinach fermentacji obniza
jej immunoreaktywnos$¢ o odpowiednio 83,9, 51,9 i 18,5 %. W tesScie ELISA zastosowano
przeciwciata monoklonalne R5 wykrywajace m.in. sekwencje aminokwaséw QQPFP,
LQLQPFP, QLPYP, PQPF i PQPFP obecne w strukturze pierwszorzedowej gliadyn.
Skuteczno$¢ degradacji celiakotoksycznych fragmentéw peptydéw potwierdzono
stosujac  elektroforeze kapilarng. Zmiana zawartos$ci gliadyn w prébkach
hydrolizowanych przez LA, EPP i TG wynosita odpowiednio 57,0, 57,1 i 43,4 % w
stosunku do prébki natywnej. Proces fermentacji ciasta pszennego z dodatkiem
preparatow enzymatycznych TG, EPP lub LA zmniejszat immunoreaktywnos$¢ biatek
glutenu, ale jego zawarto$¢ w cieScie przekraczata nawet dopuszczalng warto$¢ 100 mg
kg1 przyjeta dla zywnoSci o matej zawartos$ci glutenu zgodnie z wytycznymi Codex
Alimentarius (2008).

Mozliwos$ci modyfikacji biatek przez peptydazy syntezowane przez BFM i
endopeptydaze prolinowg wykazano we wcze$niejszych badaniach. Hydroliza biatek
zapasowych pszenicy z zastosowaniem EPP i peptydaz z L. acidophilus 5e2 sprzyja
uwalnianiu peptydéw o Sredniej dtugoSci wynoszacej odpowiednio 20,8 i 6,5 reszt
aminokwasowych (AAU). Nizsze wartos$ci $redniej dtugosci peptydow i wieksze wartosci
stopnia hydrolizy biatek wynikaja z wydtuzenia czasu reakcji do 6 godzin w poréwnaniu
do badan wczesniejszych.

Zroznicowana degradacja gliadyn przez EPP wynika z réznej zawartosci reszt
proliny, ktéra wynosi 16, 17 i 23 mol% odpowiednio dla frakcji of3, y i w. Mniejsza
dostepnos$¢ wigzan peptydowych utworzonych przez proline moze wynika¢ z obecnosci
wewnatrzczasteczkowych wigzan dwusiarczkowych utworzonych przez reszty cysteiny
w C-koncowej domenie af- i y-gliadyny (Wieser, 2007). Z kolei w-gliadyna nie bierze
udziatu w tworzeniu wigzan dwusiarczkowych. Zawarto$¢ reszt proliny umozliwia
uszeregowanie gliadyn od frakcji af§, najmniej podatnej na dziatanie EPP, przez frakcje vy,
do frakcji w degradowanej w najwiekszym stopniu przez EPP.

Mniejszy stopien hydrolizy biatek pszenicy modyfikowanych z udziatem TG, niz
peptydaz LA i EPP wynika z r6znej dostepnos$ci substratow. Biatka zapasowe pszenicy
zawierajg duzg ilo$¢ reszt glutaminy 35-56 i 36-38 mol% odpowiednio dla gliadyn i
glutenin (Wieser, 2007). Natomiast zawarto$¢ lizyny jest niewielka i wynosi 0,7 i 1,2
mol% odpowiednio dla gliadyn i glutenin. W catych ziarniakach i mace pszennej stezenie
tego aminokwasu wynosi odpowiednio 2,8 i 2,2 % (Shewry, 2007). W prezentowanych
doswiadczeniach zaobserwowano réwniez zmiany stopnia hydrolizy i Sredniej dtugosci
tancuchéw polipeptydowych w prdébce kontrolnej. Zmiany te $wiadczg o aktywnosci
rodzimych enzyméw proteolitycznych ziarniakéw. Obecno$¢ tych enzymoéw w
ziarniakach zb6z wykorzystuje sie w autohydrolizie prolamin pszenicy, jeczmienia i zyta.

Wypiek pieczywa powoduje reorganizacje struktury przestrzennej biatek glutenu
zmieniajgc gtownie epitopy konformacyjne, zbudowane z aminokwasow, ktdre nie musza
wchodzi¢ w sktad jednego tancucha polipeptydowego, lecz tworza odpowiedni uktad
przestrzenny, ktoéry jest rozpoznawany przez okreslone przeciwciato. Zniszczenie
struktury trzecio- i czwartorzedowej glutenu, rozpad i tworzenie nowych wigzan
dwusiarczkowych, agregacja moze ukrywac lub eksponowac epitopy liniowe istotne w

Strona 19 z 38



Zatacznik 3 - Autoreferat Bartosz Brzozowski

patogenezie celiakii (Wieser i Koehler, 2008). Zmiany konformacji biatek wynikajace z ich
ogrzewania prowadza do wyeksponowania innych grup funkcyjnych na powierzchni
biatka, co moduluje rozpoznawanie antygenéw przez przeciwciata. W prezentowanych
doswiadczeniach immunoreaktywnos$¢ biatek zmniejsza sie w wyniku obrobki termicznej
w zakresie od 14,3 do 18,5 %. Temperaturowe zmiany konformacyjne biatek glutenu, a
przez to zmniejszenie ich rozpuszczalno$ci w roztworach wodnych etanolu potwierdzita
elektroforeza kapilarna. W prébkach pieczywa odnotowano zmniejszenie zawartoSci
gliadyn od 77,1 do 80,2 %. Natomiast zastosowanie do ekstrakcji gliadyn roztworu
detergentu, anionowego surfaktanta i etanolu zwieksza rozpuszczalno$¢ biatek, chociaz i
tak ich zawartos¢ w pieczywie jest mniejsza, niz w cie$cie pszennym.

Prezentowane do$wiadczenia wykazaty, Ze wprowadzenie dodatkowych peptydaz
podczas trawienia in vitro biatek pieczywa istotnie zmniejsza ich immunoreaktywnosc.
Zawartos¢ gliadyn w probce pieczywa wstepnie modyfikowanego peptydazami
syntezowanymi przez L. acidophilus 5e2, a nastepnie hydrolizowanej trypsyna i
chymotrypsyng z dodatkiem endopeptydazy prolinowej zmniejszyta sie do poziomu 7,9
mg kg1, czyli warto$ci uznanej za bezpieczng. Pozostate warianty pieczywa byty bardziej
immunoreaktywne i zawieraly powyzej 20 mg kg1 gliadyn, czyli wiecej, niz dopuszcza
Codex Alimentarius (2008). Na potencjal immunoreaktywnos$ci biatek wptywa ich
wstepna enzymatyczna modyfikacja na etapie fermentacji ciasta. Zmniejszenie
zawarto$ci immunoreaktywnych biatek podczas produkcji pieczywa powoduje, zZe
podczas jego trawienia uwalnia sie z matrycy pieczywa mniej peptyddw rozpoznawanych
przez przeciwciata R5.

W terapii enzymowej istotne jest, aby wprowadzi¢ do przewodu pokarmowego
cztowieka enzymy, ktére zdegraduja celiakotoksyczne peptydy zanim dotra one do jelita
cienkiego. Enzymy te powinny by¢ aktywne w warunkach, jakie panujg w przewodzie
pokarmowym i stabilne w obecnosci soli Z6tciowych (Gass i wsp., 2007). Sktad pokarmu
zawierajgcego gluten istotnie wplywa na mozliwos¢ degradacji immunoreaktywnych
peptyddéw przez endopeptydaze prolinowa podczas trawienia in vitro. Obecny w Zywno$ci
ttuszcz nie wptywa istotnie na degradacje peptydéw przez EPP. Natomiast obecnos¢
innych biatek zZywnoSci w pokarmie zmniejsza szybko$¢ detoksykacji glutenu.
Nieprzetworzony gluten jest w wiekszym stopniu degradowany przez EPP, niz gluten
poddany wypiekowi (Montserrat i wsp., 2015).

Oddziatywanie wysokiej temperatury podczas wypieku na biatka pszenicy
zmniejsza ich degradacje przez peptydazy uktadu trawiennego i modyfikuje wtasciwosci
immunologiczne. Trawienie biatek miekiszu chlebowego pepsyna w $rodowisku
kwasnym powoduje degradacje HMW-glutenin do polipeptyddéw, ale nadal wykrywanych
przez przeciwciata IgG. Natomiast degradacja uwolnionych pepsyna polipeptydow z
zastosowaniem enzymow trzustkowych do peptydéw zapobiega ich detekcji. Z kolei
gliadyny i LMW-gluteniny uwalniajg w wyniku hydrolizy peptydy, ktore sg wykrywane na
kazdym etapie trawienia (Pasini i wsp., 2001).

Dodatek peptydaz lub transglutaminazy na etapie produkcji pieczywa, jak réwniez
wspomaganie peptydazami procesu jego trawienia w istotny sposéb zmienia ilos¢ i sktad

Strona 20 z 38



Zatacznik 3 - Autoreferat Bartosz Brzozowski

biatek pszenicy. Wstepna enzymatyczna modyfikacja biatek na etapie fermentacji ciasta
zmniejsza ich immunoreaktywny potencjat powodujac, Ze podczas trawienia uwalnia sie
z matrycy pieczywa mniej peptydéw rozpoznawanych przez przeciwciata R5. Ponadto
peptydy te sa skuteczniej degradowane, gdy enzymy trawienne s3 wspomagane
dodatkiem endopeptydazy prolinowe;.

Do gtéwnych osiggnie¢ przeprowadzonych badan mozna zaliczy¢ wykazanie, Ze:

- dodatek enzymoéw: endopeptydazy prolinowej z A. niger (EPP), peptydaz z L.
acidophilus 5e2 (LA) lub transglutaminazy z S. mobaraense (TG) podczas fermentacji
obniza immunoreaktywno$¢ biatek ciasta pszennego odpowiednio 83,9, 51,91 18,5 %,

- najbardziej podatnymi na modyfikacje enzymatyczne sposrdd gliadyn sg frakcje y i w,

- hydroliza biatek zapasowych ziarniakow pszenicy z udzialem endopeptydazy
prolinowej z A. niger (EPP) i peptydaz z L. acidophilus 5e2 (LA) zmniejsza steZenie of3-
Y- i w-gliadyn odpowiednio o0 13,7, 60,2141,9 % oraz o 22,1, 43,5136,9 %,

- sieciowanie biatek z zastosowaniem transglutaminazy (TG) lub ich hydroliza
peptydazami EPP i LA na etapie fermentacji ciasta pszennego, a nastepnie trawienie
prébek pieczywa z dodatkiem peptydaz EPP i LA zmniejsza immunoreaktywnos$¢
hydrolizatéw pieczywa od 2,4 do 0,02 %,

- zawarto$¢ peptydu QQPFP wykrywanego w sekwencjach polipeptydowych wynosi
263,4£3,3,30,9+1,51 7,9+0,4 mg kg1 dla probek hydrolizatéw pieczywa trawionego z
dodatkiem EPP wyprodukowanego z ciast modyfikowanych odpowiednio przez TG,
EPPiLA.

Przedstawione wyniki badan opisano w publikacji A3 (Zatqcznik 4 - 2.A4):

v Brzozowski B. Impact of food processing and simulated gastro-intestinal digestion on
gliadin immunoreactivity in rolls. Journal of the Science of Food and Agriculture. 2018,
98(9), 3363-3375, DOI: 10.1002/jsfa.8847

Za najwazniejsze osiagniecia przedstawionych publikacji uwazam:

e Wykazanie istotnego wptywu stresu wodnego na zmiany sktadu jakoSciowego i
iloSciowego biatek gromadzonych w ziarniakach pszenicy w tym biatek istotnych
w etiologii celiakii.

e Wykazanie mozliwoS$ci zastosowania peptydaz syntezowanych przez bakterie
fermentacji mlekowej L. acidophilus 5e2 i L. sanfranciscensis DSM20663 w redukcji
immunoreaktywnoSci biatek ziarniakéw pszenicy.

e Opracowanie dwuetapowej, enzymatycznej modyfikacji biatek zapasowych
pszenicy zmniejszajgcej ich immunoreaktywno$¢ z zastosowaniem peptydaz
syntezowanych przez L. sanfranciscensis DSM20663 i transglutaminazy
syntezowanej przez S. mobaraense.

e Opracowanie warunkéw hydrolizy biatek ziarniakéw pszenicy, jak i
celiakotoksycznych peptydéw z zastosowaniem mieszaniny peptydaz z L.
acidophilus 5e2 i endopeptydazy prolinowej z A. niger, ktorej wynikiem jest
zmniejszenie immunoreaktywnosci.
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e Wykazanie, ze wstepna enzymatyczna modyfikacja biatek na etapie fermentacji
ciasta zmniejsza ich immunoreaktywny potencjal powodujac, Ze podczas
trawienia uwalnia sie z matrycy pieczywa mniej peptydéw rozpoznawanych przez
przeciwciata R5.

e Wpykazanie, ze dodatek endopeptydazy prolinowej z A. niger podczas trawienia in
vitro pieczywa, wspomaga dziatanie enzyméw trawiennych degradujac
immunoreaktywne biatka i peptydy wstepnie hydrolizowane przez peptydazy z L.
acidophilus 5e2 na etapie fermentacji ciasta pszennego.

Uzyskane wyniki majg zaréwno charakter poznawczy jak i aplikacyjny.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnos$ci zagraniczne;j.

5.1.Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk rolniczych

Podczas realizacji badan do mojej pracy magisterskiej wspotpracowatem z Panem
dr Joseph’em Boudrant z Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries
Alimentaires, w Nancy, we Francji. W ramach projektu PROJET 7021 POL/3T0/201 pt.
»Modification of physiological characteristics of kefir grains microorganisms influencing the
healthy and organoleptic properties of the products” badatem zmiany fizjologii ziaren
kefirowych podczas fermentacji mleka w bioreaktorach o réznych wymiarach
geometrycznych.

Czes$¢ doswiadczen i analiz do pracy doktorskiej wykonatem we wspétpracy z
Panem prof. dr ir. Luc’'iem De Vuyst z Research Group of Industrial Microbiology and
Food Biotechnology, z Vrije Universiteit Brussel, w Brukseli, w Belgii. Badania
realizowane w ramach projektu miedzynarodowego INCO-Copernicus 1C15-CT98-0905
»Controlled production of functional exopolysaccharides by thermophilic lactic acid bacteria
to obtain uniform, high-quality fermented milks” dotyczyly charakterystyki
egzopolisacharydow pod wzgledem wielkoSci czasteczek z zastosowaniem
chromatografii cieczowej (LC) 1 skladu monomerowego 2z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii jonowymiennej (HPAEC-PAD).

5.2.Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych

W ramach projektu PBZ-KBN-097/P06/2003, pt. ,Identyfikacja i sposoby
przeciwdziatania toksycznosci i alergennosci biatek waznych roslin uprawnych”
wspotpracowatem zespotem Pana prof. dr hab. Gabriela Fordonskiego z Katedry
Diagnostyki i Patofizjologii Roslin, Wydziatu Ksztattowania Srodowiska i Rolnictwa,
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Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie w zakresie laboratoryjnej hodowli
pszenicy w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego. Wspotpracowatem réwniez z
zespotem Pana prof. dr hab. Lucjana Jedrychowskiego z Instytut Rozrodu Zwierzat i
Badann ZywnoSci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, w zakresie oceny
immunoreaktywno$ci i alergenno$ci (ELISA, Northern-blotting) substratéw i produktéw
hydrolizy biatek zapasowych zbdz. Wspéiprace w tym zakresie kontynuowatem z
zespolem Pani prof. dr hab. Barbary Wrdéblewskiej z Zakltadu Immunologii i
Mikrobiologii Zywnosci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie w projekcie Nr N312 066
31/3701 pt. ,Zastosowanie wysokowydajnego skriningu mikroorganizméw i metod
bioinZynierii w pozyskiwaniu peptydaz prolinowych przydatnych w degradacji peptydéw
immunoreaktywnych w Zywnosci”.

Wspotpracowatem rdéwniez z zespolem Pana prof. dr hab. Andrzeja
Babuchowskiego z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci, rodzimego
wydzialu w zakresie opracowania metody szybkiej identyfikacji gatunkowej bakterii
fermentacji mlekowej z zastosowaniem technik spektrometrii w bliskiej podczerwieni z
transformacjg Fouriera (FTIR) oraz identyfikacji ich metabolitow, w tym biosurfaktantéw
i egzopolisacharydow.

W  ramach projektu NCBiR BIOSTRATEG3/344253/2/NCBR/2017 pt.
,Bioprodukty z biomasy lignocelulozowej pozyskanej z gruntéw marginalnych w celu
wypetnienia luki obecnej w narodowej biogospodarce” wspotpracowatem z zespotem Pana
prof. dr hab. Mariusza Stolarskiego z Katedry Genetyki, Hodowli RoSlin i InZynierii
Biosurowcédw, Wydziatu Rolnictwa i Le$nictwa, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie w zakresie upraw, otrzymywania i utrwalania biomasy wieloletnich roslin
przemystowych oraz z Panem dr hab. Wiestawem Wiczkowskim, prof. instytutu z
Zaktadu Chemii i Biodynamiki Zywno$ci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie w zakresie
analizy bioaktywnych ekstraktéw nadkrytycznych z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC-MS).

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

Po uzyskaniu stopnia doktora bytem opiekunem 38 prac magisterskich (z
Wydziatu Nauki o Zywnosci i Wydziatu Biologii i Biotechnologii, UWM w Olsztynie), 22
prac inzynierskich (z Wydziatu Nauki o Zywno$ci, Wydziatu Biologii i Biotechnologii i
Wydziatu Bioinzynierii Zwierzat, UWM w Olsztynie) oraz bylem promotorem
pomocniczym w przewodzie doktorskim Pana mgr Mateusza Ostolskiego (z Wydziatu
Biologii i Biotechnologii, UWM w Olsztynie). Bytem rowniez opiekunem studentéow
studiéw niestacjonarnych I i II stopnia na kierunku Technologia Zywno$ci i Zywienie
Cztowieka oraz na kierunku Towaroznawstwo. Bytem recenzentem 24 prac
magisterskich i 12 prac inzynierskich (z Wydziatu Nauki o Zywnoscii Wydziatu Biologii
i Biotechnologii,, UWM w Olsztynie).
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Koordynowatem realizacje zaje¢ dydaktycznych z 23 przedmiotow dla studentéw
nastepujacych kierunkéw: Technologia Zywnos$ci i Zywienie Cztowieka, Inzynieria
Chemiczna i Procesowa, Towaroznawstwo, Broker Innowacji w Przemysle Spozywczym,
Biotechnologia, Biotechnologia przemystowa, Biotechnologia farmaceutyczna,
Bioinzynieria Produkcji Zywno$ci, Inzynieria Srodowiska. Opracowatem tresci
dydaktyczne i/lub prowadzitem wyktady i/lub ¢wiczenia z 21 przedmiotow w tym 2
przedmiotéw w jezyku angielskim.

W trakcie swojej pracy bytem trzykrotnie (w 2007, 2014 i 2015r.) nagrodzony
przez ].M. Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie za indywidualne i
zespolowe osiggniecia w dziedzinie dydaktyczne;j.

Podczas mojego zatrudniania bytem cztonkiem nastepujacych komisji:

— 2008-20121i2016-2020 r. Wydzialowa Komisja ds. Infrastruktury,

— 2008-2020 r. Rada Katedry Biotechnologii Zywno$ci,

— 2012-2016 r. Wydzialowa Komisja ds. Dydaktyki i Zapewnienia oraz Doskonalenia
Jako$ci Ksztatcenia, zesp6t ds. dostosowania programoéw ksztatcenia do potrzeb rynku
pracy,

— 2016-2020 r. Zespo6t programowy ds. kierunkéw realizowanych na Wydziale Nauki o
Zywnos$ci (zesp6t programowy ds. kierunku Technologia Zywnosci i Zywienie
Cztowieka),

— 2020-2022 r. Wydziatowa Komisja ds. ewaluacji dyscypliny Technologia Zywnosci i
Zywienia.

W latach 2008-2021 bytem redaktorem strony internetowej Katedry
Biotechnologii Zywnos$ci, Wydziatu Nauki o Zywnosci, a w latach 2008-2014
opiekowatem sie Pracownig biokatalizy i biopreparatéw w rodzimej katedrze.

0Od 2011 roku do 2021 roku koordynowatem plany zaje¢ dydaktycznych w
Katedrze Biotechnologii Zywno$ci, Wydziatu Nauki o ZywnoSci.

W 2018 r. otrzymatem Nagrode Zespotowg ].M. Rektora Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie za osiggniecia w dziedzinie organizacyjnej.

Do osiggnie¢ popularyzujacych nauke moge zaliczy¢ aktywny udziat w Olsztyniskich
Dniach Nauki i Sztuki w latach 2015-2019, 2021-2022, podczas ktorych realizowatem
warsztaty pt, ,lle biotechnologii jest w piwie?”, ,Biotechnologia w piwie” i ,Barwna
biotechnologia”. W 2022 r. wsp6torganizowatem warsztaty dla uczniéow VI LO w Olsztynie
pt. ,Enzymy i drobnoustroje w produkcji zywnosci" w ramach programu Food Talk, na
Wydziale Nauki o Zywnosci.

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1.0moéwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych
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Moje pozostate osiggniecia naukowe sg rezultatem wspotpracy z innymi zespotami
badawczymi na Wydziale Nauki o Zywnosci, Wydziale Ksztattowania Srodowiska i
Rolnictwa, a obecnie Wydziale Rolnictwa i Le$nictwa, Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego Rolniczego, Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci, Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie, Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries
Alimentaires, w Nancy, we Francji, Research Group of Industrial Microbiology and Food
Biotechnology, Vrije Universiteit Brussel, w Brukseli, w Belgii. Wspéipracowatem
réwniez z firmami i przedsiebiorstwami: BIOLACTA TEXEL Spétka z o.0., p6Zniej Rhodia
Food Biolacta Spotka z o.o0. Olsztyn, Polska; DSD Betaprocess, Wemeldinge, Krélestwo
Niderlandéw; Quercus Sp. z 0.0. Pasym, Polska; ChemProf s.c., Olsztyn, Polska. Praca w
réznych zespotach badawczych pozwolita mi na uksztattowanie i wypracowanie
wilasnego warsztatu badawczego. Ponizej zaprezentowano w skrocie najwazniejsze
badania i projekty, w ktérych uczestniczytem.

7.1.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk rolniczych

Poczatek mojej pracy badawczej zwigzany byt z realizacjg pracy magisterskiej w
roku akademickim 1997-1998 w Katedrze Biotechnologii Zywnosci Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Andrzeja
Babuchowskiego. Badania dotyczyty opracowania technologii otrzymywania
modyfikowanych ziaren kefirowych. W pracy magisterskiej pt. ,Préba otrzymywania
modyfikowanych ziaren Kkefirowych” wykazatem, Ze mozliwe jest otrzymanie z
naturalnych ziaren kefirowych izolatéw bakterii i drozdzy, ktére po immobilizacji tworza
modyfikowane ziarno kefirowe oraz mozliwa jest, przy ich udziale, produkcja kefiru o
parametrach jako$ciowych nieodbiegajacych od kefiru z ziaren naturalnych. Cze$¢ badan
do pracy magisterskiej zrealizowatem na stazu naukowym w Ecole Nationale Supérieure
d’Agronomie et des Industries Alimentaires, w Nancy, we Francji w ramach projektu
PROJET 7021 POL/3TO/201 pt. ,Modification of physiological characteristics of kefir
grains microorganisms influencing the healthy and organoleptic properties of the products”
w zespole Pana dr Joseph’a Boudrant. W 1997 roku bratem réwniez udziat w dwo6ch
dwutygodniowych stazach w Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie et des Industries
Alimentaires, w Nancy, we Francji oraz Universita degli Studi della Basilicata, w Potenzy,
we Wtoszech.

W roku 1998 rozpoczatem w tej samej Katedrze realizacje pracy doktorskiej pod
opieka Pana prof. dr hab. Andrzeja Babuchowskiego. Badania do pracy doktorskiej
realizowatem w ramach projektu miedzynarodowego INCO-Copernicus IC15-CT98-0905
»Controlled production of functional exopolysaccharides by thermophilic lactic acid bacteria
to obtain uniform, high-quality fermented milks”. Celem badan realizowanych w ramach
pracy doktorskiej pt. ,Studia nad wytwarzaniem egzopolisacharydoéw przez termofilne
bakterie fermentacji mlekowej” byta charakterystyka egzopolisacharydéw (EPS)
produkowanych przez termofilne bakterie fermentacji mlekowej (BFM), maksymalizacja
ich biosyntezy i produkcja mlecznych produktéw fermentowanych o polepszonych
wtasciwos$ciach reologicznych 1 teksturze. Na poczatku badan z 81 probek
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fermentowanych produktéw mlecznych pochodzacych z rejonu péinocno-wschodniej
Polski pozyskano BFM: 163 izolatow pateczeki 152 izolatoéw ziarniakdw. Do pozyskanych
szczepow BFM dotaczono 13 szczepdéw stanowigcych czes¢ kolekcji stworzonej w ramach
projektu. Wszystkie szczepy BFM byty scharakteryzowane pod wzgledem wzrostu na
podtozu mlecznym, lepkos$ci wytwarzanego skrzepu mleka, szybkosci ukwaszania i
zdolnoSci biosyntezy EPS. W drugim etapie badan wyselekcjonowane BFM zastosowano
do produkgcji EPS, ktore charakteryzowano pod wzgledem masy czasteczkowej i sktadu
monomerowego. Doswiadczenia te realizowatem podczas stazu naukowego w Vrije
Universiteit Brussel, w Brukseli, w Belgii w zespole Pana prof. dr ir. Luc’a De Vuyst z
Research Group of Industrial Microbiology and Food Biotechnology. W kolejnym etapie
okreslono czynniki fizyczne, chemiczne i technologiczne wptywajace na biosynteze EPS
podczas fermentacji. Na podstawie wynikow badan wykazatem, Ze maksymalna
produkcja EPS jest zalezna od fazy wzrostu bakterii. Ponadto okreslitem warto$ci
optymalne temperatury, odczynu Srodowiska, sktadu pozywki dla wzrostu bakterii i
biosyntezy EPS. Przeprowadzone badania poszerzyly wiedze o produkcji EPS in situ.
Okreslitem, Ze roznice: (a) w ilosci wytwarzanych EPS, (b) w wielkoSci ich czasteczek, (c)
w sktadzie monomerowym wptywajg na lepkosc¢ fermentowanych produktéw mlecznych.
W konicowym etapie badan zastosowatem szczepy BFM wytwarzajgce EPS do produkcji
mlecznych napojow fermentowanych na skale utamkowo-techniczng. Do§wiadczenia te
realizowatem we wspéipracy z przedsiebiorstwem BIOLACTA TEXEL Spétka z o.o.,
p6Zniej Rhodia Food Biolacta Spoétka z o.0. w Olsztynie. Przeprowadzona analiza
sensoryczna wykazata, ze niektére szczepy BFM nadaja sie do produkcji jogurtu
naturalnego o zwiekszonej lepkosci, zabezpieczonego przed synereza. Prace doktorska
obronitem w 2004 r. Realizacja pracy doktorskiej zaowocowata 6 doniesieniami
(Zatgcznik 4 - 7.D1, 7.D2,7.D3, 7.D4, 7.D5, 7.D6) na konferencjach naukowych krajowych
i zagranicznych. Po uzyskaniu stopnia doktora powstata dodatkowo 1 publikacja w
czasopi$mie z listy A MNiSW2o009 (Zatqcznik 4 - 4.C9).

Po uzyskaniu absolutorium w 2002 r. rozpoczatem prace w Instytucie Mleczarstwa
w Warszawie, Stacji Doswiadczalnej w Olsztynie na stanowisku inZyniera technologa, a
nastepnie w 2003 roku podjatem prace w Katedrze Biotechnologii Zywno$ci, Wydziatu
Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie na stanowisku
technologa.

7.1.2. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych

Po rozpoczeciu w roku 2003 pracy w Katedrze Biotechnologii Zywno$ci w zespole
Pana prof. dr hab. Wiodzimierza Bednarskiego zajgtem sie badaniami dotyczacymi
wptywu obcych i rodzimych peptydaz ziarniakéw zbdéz na wiasciwosci ich biatek
zapasowych. Uczestniczytem w realizacji doswiadczen w latach 2004-2008, w ramach
projektu badawczego zamawianego PBZ-KBN-097/P06/2003, pt. ,Identyfikacja i sposoby
przeciwdziatania toksycznosci i alergennosci biatek waznych roslin uprawnych”,
dotyczacych wptywu stresu biotycznego i abiotycznego na wiasciwosci biatek
zapasowych pszenicy. Cze$¢ wynikow badan z tego zakresu stanowi moje Osiggniecie
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naukowe. Pozostate badania z tego =zakresu dotyczyly wplywu enzymoéow
proteolitycznych syntezowanych przez patogenne grzyby z rodzaju Fusarium na biatka
zapasowe zb6z. DoSwiadczenia ktére przeprowadzitem wykazaty, ze zdolno$¢ do syntezy
peptydaz degradujgcych gliadyny jest cechg gatunkowa grzybdw z rodzaju Fusarium.
Ponad to wykazano stymulujacy wptyw skazenia ziarna pszenicy grzybami na aktywno$¢
inhibitorow enzymow proteolitycznych. Stwierdzono réwniez, ze kietkowanie ziarna
pszenicy zmniejsza aktywno$¢ inhibitorow peptydaz i przez to umozliwia grzybom z
rodzaju Fusarium hydrolize biatek zapasowych. W kolejnych badaniach wykazalismy
przydatno$¢ rodzimych peptydaz obecnych w nasionach pszenicy ozimej (Sukces i
Tonacja), pszenicy jarej (Nawra), owsa (Flamingsstern), gryki (Kora) i grochu (Ramrod)
do degradacji biatek. Wyniki byly przedmiotem 2 publikacji z listy B MNiSW2oo0s,
MNiSW2o0s (Zatgcznik 4 - 4.C12, 4C14) i rozdziatu w monografii pt. , Biologicznie aktywne
peptydy i biatka zywno$ci” pod redakcjg ]. Dziuby i t.. Fornal (Zatqcznik 4 - 2.B1) oraz byty
prezentowane na konferencjach naukowych (Zatgcznik 4 - 7.D7, 7.D8, 7.D9).

W ramach projektu PBZ-KBN-097/P06/2003, pt. ,Ildentyfikacja i sposoby
przeciwdziatania toksycznosci i alergennosci biatek waznych roslin uprawnych”
wspotpracowatem z zespotem Pana prof. dr hab. Lucjana Jedrychowskiego, a obecnie Pani
prof. dr hab. Barbary Wréblewskiej z Zaktadu Immunologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie oraz zespotem Pana prof. dr hab. Gabriela
Fordonskiego z Katedry Diagnostyki i Patofizjologii Roslin, Wydziatu Ksztattowania
Srodowiska i Rolnictwa, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Wspélnie
realizowane badania wykazaty, Ze porazenie ziarna pszenicy grzybami Fusarium
graminearum nie poddanego kietkowaniu nie zmienia wtasciwo$ci immunoreaktywnych
uwalnianych peptydéw. Charakterystyka elektroforetyczna biatek (elektroforeza
kapilarna CGE i elektroforeza zelowa SDS-PAGE) nie wykazata zmian w skladzie
iloSciowym i jakoSciowym gliadyn. Stwierdzono natomiast istotne zmiany w skladzie
gliadyn, gdy byty izolowane z kietkujacego ziarna pszenicy skazonego Fusarium
graminearum. WykazaliSmy, z zastosowaniem techniki Northern-blot, obecnos$¢ frakcji
biatek o masie czasteczkowej od 20 do 24 kDa, reagujacej z przeciwciatami uzyskanymi z
krwi oséb z nietolerancjg glutenu, co wskazuje, ze rowniez peptydazy fuzaryjne moga
uwalnia¢ z biatek zapasowych pszenicy potencjalnie niebezpieczne dla cztowieka
polipeptydy. Kolejne doswiadczenia wykazaly rdéwniez przydatno$S¢ peptydaz
syntezowanych przez bakterie fermentacji mlekowej do degradacji biatek zapasowych
pszenicy. Wyniki byty przedmiotem publikacji z listy B MNiSW200s (Zatgcznik 4 - 4.C11)
oraz byty prezentowane na konferencjach naukowych (Zatqcznik 4 - 7.010, 7.D11).

W latach 2004-2007 bratem udziat, jako wykonawca, w realizacji projektu
badawczego KBN Nr 2 PO6T 013 27 pt. ,Opracowanie warunkéw biotechnologicznej
syntezy biosurfaktantow o wtasciwosciach przeciw-drobnoustrojowych przydatnych w
produkcji zywnosci” ktorego kierownikiem byt Pan prof. dr hab. Wtodzimierz Bednarski.
Efektem prac byta izolacja i selekcja bakterii fermentacji mlekowej syntezujacych zwiagzki
powierzchniowo aktywne, ktére stosowane jako substancje impregnujace majg zdolno$¢
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do hamowania rozwoju bakterii patogennych na powierzchni nabtonka Caco-2 i
powierzchniach abiotycznych. Wykazano, ze o wydajnoSci syntezy biosurfaktantow
decyduja gtownie sktad podtoza oraz faza wzrostu bakterii L. casei 8/4. Wodne roztwory
preparatow biosurfaktantow wykazujg aktywno$¢ antymikrobiologiczng wobec
testowych szczepow patogendéw Staphylococcus aureus 11, Bacillus subtilis T91 and
Micrococcus roseus R2. Metoda FTIR wykazano, Ze biosurfaktanty zbudowane s3 z frakcji
biatkowych oraz frakcji polisacharydowych, struktury typowej dla glikoprotein, o ktérej
decyduje sktad podtoza oraz faza wzrostu szczepu je syntetyzujgcego. Te same czynniki
determinujg strukture biatek w glikoproteinach, co potwierdzono po ich rozdziale
elektroforetycznym metoda Nu-PAGE. Kolejne doswiadczenia wykazaty, ze
biosurfaktanty syntezowane przez L. fermenti 126 i L. rhamnosus CCM 1825 zbudowane
sg peptydow, polisacharydéw i zwigzkéw fosforu w réznych proporcjach zaleznych od
gatunku mikroorganizmu. Oba szczepy charakteryzuja sie krytycznym stezeniem miceli
9,01 6,0 g L1 oraz napieciu powierzchniowym odpowiednio 45,1+0,1 i 43,6+0,6 mN m-.
Biosurfaktanty syntetyzowane przez L. rhamnosus CCM 1825 wykazywaty wyzsza
aktywno$¢ emulgujgca i pianotwdrcza niz te otrzymywane z L. fermenti 126, co
skutkowato lepszymi wtasciwos$ciami antyadhezyjnymi. Stwierdzono pozytywny wptyw
impregnacji powierzchni polistyrenu wodnym roztworem biosurfaktantow na
hamowanie adhezji szczepdéw chorobotworczych Escherichia coli 22, Klebsiella
pneumoniae 2 i Pseudomonas aeruginosa W2 do impregnowanej powierzchni. W projekcie
tym analizowatem budowe i wtasciwos$ci biosurfaktantéw z zastosowaniem technik
elektroforetycznych, spektroskopii FTIR i zdolnosci do obnizania napiecia
powierzchniowego wody. Efektem tych prac sa 2 publikacje z listy A MNiSW2o09 i
MNiSW2o11 (Zatqcznik 4 - 4.C8, 4.C10) oraz doniesienie na konferencje naukowg
(Zatqcznik 4 - 7.D12).

Réwnoczesnie wspdtpracowatem z zespolem Pana prof. dr hab. Andrzeja
Babuchowskiego z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci, rodzimego wydziatu
w zakresie opracowania metody szybkiej identyfikacji gatunkowej bakterii fermentacji
mlekowej z zastosowaniem technik spektrometrii w bliskiej podczerwieni z
transformacjg Fouriera (FTIR) oraz identyfikacji ich metabolitow. Uzyskane wyniki
opublikowano w 2 publikacjach z listy A MNiSW2o006 i MNiSW2009 (Zatqcznik 4 - 4.C9,
4.C13).

Zainteresowanie biotechnologicznymi metodami zmniejszania immuno-
reaktywnos$ci biatek zbdz istotnych w etiologii celiakii przyczynily sie do ztozenia
wniosku o projekt do MNiSW. W roku 2006 r otrzymatem finasowanie badan w ramach
projektu badawczego Nr N312 066 31/3701 pt. ,Zastosowanie wysokowydajnego
skriningu mikroorganizméw i metod bioinzynierii w pozyskiwaniu peptydaz prolinowych
przydatnych w degradacji peptydéw immunoreaktywnych w Zywnosci”, w ktorym petnitem
role kierownika. Wymiernym efektem tego projektu byta selekcja z puli 66 szczepow
pochodzacych z kolekcji kultur: Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
w Warszawie, Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci i Katedry Biotechnologii
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Zywnosci, Wydziatu Nauki o Zywnos$ci, UWM w Olsztynie oraz Leibniz Institute DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, w Braunschweig, w Niemczech,
dwoch szczepow bakterii fermentacji mlekowej: L. acidophilus 5e2 i L. sanfranciscensis
DSM20663 syntezujgcych prolino-specyficzne peptydazy efektywnie degradujace biatka
zapasowe pszenicy. W ramach projektu scharakteryzowano aktywno$¢ wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowych peptydaz 13 szczepow bakterii fermentacji mlekowej. Wykazano,
ze wybrane BFM syntezuja gtéwnie metalopeptydazy i peptydazy tiolowe. Stwierdzono
réwniez obecno$¢ peptydaz aspartylowych. Wykazano znaczne roéznice aktywnos$ci
peptydaz w zalezno$ci od miejsca wydzielania enzymu. Peptydazy zewnatrzkomorkowe
byty bardziej podatne na inhibicje, niz peptydazy wewnatrzkomérkowe. W kolejnych
etapach projektu wykazano stosujac plany eliminacyjne Placketta-Burmana, ze w
syntezie peptydaz przez L. acidophilus 5e2 istotne jest stezenie Zrodta azotu w pozywce i
jej wyjSciowa kwasowo$¢. Optymalizacja prowadzona metoda centralnych planéw
kompozycyjnych (CCD) potwierdzita zaré6wno liniowy jak i kwadratowy wptyw stezenia
azotu i wyjsciowej kwasowosci pozywki na produkcje peptydaz. Metoda powierzchni
odpowiedzi (RSM) wskazano jako wartosci optymalne steZenie azotu w pozywce na
poziomie 26,88 g L1 i kwasowos$¢ pH 4,85. Walidacja uzyskanego modelu pozwolita
zwiekszy¢ ponad 3-krotnie ilo$¢ syntezowanego enzymu. We wspétpracy z Panig prof. dr
hab. Barbarg Wrdblewska z Zaktadu Immunologii i Mikrobiologii Zywnosci, Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie wykazaliSmy, Ze pozyskane peptydazy moga by¢ stosowane
do degradacji biatek zbdz podczas fermentacji ciasta pszennego, czego efektem jest
obnizZona jego immunoreaktywno$¢. Podobne wyniki otrzymali$my stosujac peptydazy z
bakterii fermentacji mlekowej i grzybéw strzepkowych z rodzaju Aspergillus. Wyniki tych
badan opublikowano w czasopi$mie z listy A MNiSW2o014 (Zatgcznik 4 - 4.C6) oraz byty
one prezentowane na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych (Zatqgcznik 4
-7.D13,7.D14, 7.D15,7.D16, 7.D17).

Badania nad efektywng hydrolizg biatek zapasowych pszenicy z uwzglednieniem
ich immunoreaktywnos$ci kontynuowatem w ramach kolejnego projektu badawczego
KBN/NCN Nr N N312 170739, realizowanego w latach 2010-2013, pt. ,Charakterystyka
znaczenia aktywnosci inhibitoréw enzymow proteolitycznych w procesie wyrobu pieczywa
i jego trawienia z uwzglednieniem oddziatywan alergennych i patogenezy celiakii” petnigc
role kierownika. Cze$¢ wynikdw badan z tego zakresu stanowi moje Osiggniecie
naukowe. W projekcie zwrécono uwage na role produktéw hydrolizy prolamin pszenicy,
owsa, jeczmienia i zyta w aspekcie ich celiako-toksycznosci. Procesy technologiczne takie
jak fermentacja i obrobka termiczna ciasta sprzyjajag uwalnianiu peptydéw mogacych
wykazywa¢ wtasciwosci biologiczne. Wsréd nich sg inhibitory trypsyny i peptydy
celiakotoksyczne. Inhibitory dwufunkcyjne o-amylazy/trypsyny sa przyczyna alergii
wziewnych i/lub pokarmowych dotykajacych osoby pracujace w otoczeniu zawierajgcym
pyty magk m.in. miynarzy i piekarzy. Z kolei biatka prolaminowe sg przyczyna enteropatii
glutenowej dotyczacej nie tylko dzieci, ale rowniez coraz czesciej dorostych. Uwalnianie
podczas fermentacji ciasta inhibitoréw trypsyny moze by¢ przyczyna trudnosci w
degradacji toksycznych biatek przez mikroorganizmy. Obecno$¢ termostabilnych
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zwigzkow hamujacych aktywno$¢ peptydaz moze by¢ réwniez przyczyng problemow z
trawieniem biatek w uktadzie pokarmowym cztowieka. Do opracowania wskazan
waznych w produkcji zywnosci o minimalnej lub obniZonej immunoreaktywno$ci biatek
roslinnych zalecanej w zywieniu dzieci i os6b dorostych wazne sg badania aktywnosci,
stabilno$ci i immunogennos$ci inhibitoréw trypsyny izolowanych z maki pszennej
podczas fermentacji ciasta pszennego, wypieku pieczywa i modelowego trawienia biatek.
Wymiernym efektem badan byto wykazanie obecnosci biatkowych inhibitoréw peptydaz
izolowanych z pszenicy odmiany Nawra i Tonacja. Zwigzki te charakteryzowaty sie
masami czasteczkowymi z zakresu od 5 kDa do 35 kDa. Z pszenicy Tonacja wyizolowano
inhibitory charakteryzujace sie masa czasteczkowa ok. 5,3 kDa, ktérych punkty
izoelektryczne zawierat sia w przedziale pl 3,0-4,6 i pl 4,6-5,4. Z kolei inhibitory
izolowane z pszenicy Nawra charakteryzowaty sie masa czasteczkowg ok. 15,0 kDa,
ktérych punkty izoelektryczne zawieraty sie w przedziale pl 7,0-10,0. Wyizolowane
inhibitory niezaleznie od Zrddia pochodzenia hamowaty aktywnos$¢ pepsyny, trypsyny i
chymotrypsyn. Wykazano, Ze obecne w ziarniakach pszenicy jarej Nawra zwigzki
hamujgce aktywno$¢ trypsyny sa termostabilne. Pozostaja one aktywne po 30 min.
inkubacji w temp. 100 °C i 200 °C. Natomiast pszenica ozima Tonacja charakteryzowata
sie obecnoscig inhibitoréw termolabilnych. Wykazano réwniez, ze inhibitory trypsyny
izolowane z pszenicy jarej i ozimej s3 stabilne w szerokim spektrum kwasowoSci
$rodowiska od pH 2,0 do pH 8,0.

W kolejnym etapie prowadzono hydrolize glutenu i gliadyn w warunkach
odpowiadajacych fermentacji ciasta pszennego z i bez inhibitoréw trypsyny w
srodowisku reakcjii. W doswiadczeniach zastosowano preparaty enzymow
proteolitycznych syntezowanych przez L. acidophilus 5e2, L. sanfranciscensis DSM20663,
Aspergillus niger. Stopien hydrolizy glutenu w Srodowisku zawierajagcym inhibitory byt
nizszy niz w Srodowisku bez inhibitoréw dla wszystkich stosowanych preparatéw
enzymatycznych. Okre$lono rowniez wptyw inhibitorow peptydaz na proces
enzymatycznego trawienia glutenu w warunkach symulujgcych uktad pokarmowy
cztowieka. Inhibitory peptydaz izolowane z pszenicy jarej odmiany Nawra oraz pszenicy
ozimej odmiany Tonacja ograniczajg proces trawienia biatek. Wykazano, ze dodatek
inhibitoréw izolowanych z pszenicy Nawra i Tonacja zmniejszat stopien enzymatycznej
degradacji gliadyn odpowiednio o 3,6 % i 3,1 %. Wykazano réwniez, ze inhibitory
trypsyny izolowane z obu odmian pszenicy wptywajg hamujaco na aktywnos$¢ enzymow
przewodu pokarmowego w zakresie od 2,0 % dla elastazy do 59,9 % dla pepsyny, jak
réwniez zmniejszajg aktywnos$¢ endoproteolityczng enzymow o 93,86 %, 62,62 % i 38,65
% izolowanych z hodowli odpowiednio, bakterii L. sanfranciscensis DSM20663, L.
acidophilus 5e2 i Aspergillus niger. Oceniono rowniez wplyw parametrow fermentacji
ciasta pszennego na redukcje celiako-toksycznych biatek pszenicy. Wykazano, ze
temperatura, wielko$¢ inokulum bakterii i czas fermentacji istotnie wptywaja na
zwiekszenie degradacji biatek zapasowych pszenicy, w tym gliadyn. Zwiekszenie dawki
biomasy, temperatura z zakresu 30-37 °C i czas 26 h sprzyjaja zmniejszeniu
immunoreaktywnosci biatek w cie$cie pszennym. Proces wypieku ciasta sprzyjat z kolei
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tworzeniu nowych antygenéw i zwiekszeniu immunoreaktywnosci. Uzyskane wyniki byty
prezentowane na konferencjach naukowych (Zatqcznik 4 - 7.D18, 7.D19, 7.D20) i stat sie
Zrédtem do napisania dwdch rozdziatéw w monografii pt. ,Biotechnologia zywnosci dla
dietetykow. Aspekty technologiczne i zywieniowe.” pod redakcjag W. Bednarskiego i J.J.
Pietkiewicza (Zatqcznik 4 - 2.B2, 2.B3).

Kolejnym obszarem moich zainteresowan naukowych jest produkcja biopaliw. W
latach 2010-2013 uczestniczytem jako wykonawca zadan w projekcie badawczym Nr N
N312 235838 ,Dobér oraz doskonalenie warunkéw degradacji surowcéw
lignocelulozowych oraz intensyfikacja biokonwersji pochodnych sacharydéw do etanolu”
pod kierownictwem Pani dr inz. Matgorzaty Lewandowskiej. W ramach projektu
okreslono wptyw réznych kombinacji preparatow celulazy i hemicelulazy na efektywno$¢
hydrolizy enzymatycznej polisacharydow stomy rzepakowej i miskanta olbrzymiego po
wstepnej obrobce alkalicznej. Ich skuteczno$¢ oceniono na podstawie ilo$ci sacharydow
uwolnionych podczas reakcji enzymatycznej oraz wydajnosci obliczonej na podstawie
sumy polisacharydéw obecnych w substratach natywnych. WykazaliSmy, ze najbardziej
skuteczny okazat sie kompleks preparatow wytworzonych z grzybow Trichoderma
longibrachiatum. W badaniu wykazano istotne dziatanie ksylanaz z T. longibrachiatum,
ktérych obecno$¢ powodowata wzrost efektywnos$ci hydrolizy polisacharydéw o 27-45
% w porownaniu z kompleksami enzymatycznymi bez ich dodatku. Ponadto wyniki
potwierdzity konieczno$¢ zastosowania obrébki wstepnej w konwersji substratow
lignocelulozowych do bioetanolu. Cze$¢ wynikéw uzyskanych w projekcie opublikowano
w czasopi$mie z listy A MNiSW2o014 (Zatgcznik 4 - 4.C7). Zagadnienia zwigzane z
przygotowaniem surowcéw lignocelulozowych do fermentacji etanolowej, w tym z
obrobka wstepng metodami fizycznymi, fizykochemicznymi, chemicznymi i
biologicznymi, jak réwniez hydrolize enzymatyczng, metody fermentacji i nowoczesne
techniki odwadniania bioetanolu oméwiliSmy w publikacji przegladowej z listy MEiN2021
(Zatqcznik 4 - 4.C1).

Prace nad wykorzystaniem enzymoéw do wstepnej degradacji materiatu
lignocelulozowego kontynuowatem w zespole Pana dr hab. Marka Adamczaka, prof.
UWM. Badania dotyczyty hydrolizy biomasy miskanta olbrzymiego i cukrowego, po
hydrotermicznej obrébce alkalicznej, z uzyciem preparatu celulaz (Accellerase 1500) i
mieszaniny enzymow wspomagajacych. Obrobka alkaliczna umozliwia skuteczng
hydrolize biomasy, usuniecie lignin i/lub hemicelulozy. Uzyskano zwiekszenie
porowato$ci materiatu i zmniejszenie udziatu celulozy krystalicznej. Otrzymany substrat
jest podatny na dziatanie hydrolaz, co zapewnia sorpcje enzyméw w biomasie. Uzyskane
wyniki potwierdzajg mozliwosci zastosowania enzyméw litycznych zwigzanych z frakcja
statg surowca lignocelulozowego do jego hydrolizy. WykazaliSmy mozliwos¢ katalizy
dwéch reakcji z uzyciem jednej dawki mieszaniny enzyméw i zachowanie co najmniej
50% wydajnosci poczatkowej procesu. Omowione wyniki badan opublikowano w
czasopiSmie z listy MEiNzo021 (Zatgcznik 4 - 4.C3).
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W obszarze moich zainteresowan jest réwniez synteza biodiesla. Alternatywnym
sposobem jego otrzymywania jest transestryfikacja olejéw roslinnych katalizowana
przez lipazy. Lipazy, pracujagc w tagodnych warunkach temperaturowych, pozwalajg na
tatwy odzysk glicerolu, synteze specyficznych estrow alkilowych oraz transestryfikacje
acylogliceroli wysokimi stezeniami wolnych kwaséw ttuszczowych. Nasiona modraka
abisynskiego (Crambe abyssinica) maja wysoka zawarto$¢ oleju i duzy potencjat do
produkgcji biodiesla. Optymalizacja warunkéw syntezy biodiesla z oleju z nasion modraka
z udzialem lipazy z Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM) metoda centralnych
planéw kompozycyjnych z zastosowaniem powierzchni odpowiedzi wykazata istotny
wptyw stosunku molowego metanolu do oleju, stezenia katalizatora i ilo$ci wody na
wydajnos$¢. Wyniki tych badan prezentowano na konferencji naukowej (Zatgcznik 4 -
7.D22).

W latach 2015-2017 wuczestniczytem w realizacji zadania pt. “Badania
eksperymentalne nad: charakterystykq odpadéw, otrzymaniem bioproduktéw oraz
bioplastiku ze strumienia odpaddw biorafinerii” w miedzynarodowym projekcie ERA-NET
BIOENERGY CHEMBEET/01/2015 pt. “Biofuels and green chemicals from sugar beet
through direct processing CHEMBEET”. Kierownikiem projektu byt Pan prof. dr hab.
Mariusz Stolarski z obecnej Katedry Genetyki, Hodowli Ro$lin i Inzynierii Biosurowcéw,
Wydziatu Rolnictwa i Le$nictwa, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W
ramach projektu opracowaliSmy wraz z zespotem pod kierownictwem Pana dr hab.
Marka Adamczaka, prof. UWM, zalozenia do opracowania technologii produkcji
rozpuszczalnikow organicznych metodami biotechnologicznymi. WykazaliSmy istotne
znaczenie bakterii z rodzaju Clostridium w fermentacji acetonowo-butanolowo-
acetonowej (fermentacja ABE) i biokonwersji acetonu do izopropanolu (fermentacja IBE).
WskazaliSmy na istotng role dehydrogenazy alkoholowej w biokonwersji podczas
fermentacji IBE. Omoéwione zostaly roéwniez czynniki wplywajace na biosynteze
izopropanolu w tym skiad podtoza, metody hodowli mikroorganizméw i modyfikacje
biokatalizatoréw. W cze$ci do$wiadczalnej zastosowatem substrat otrzymany z buraka
cukrowego natywnego i poddanego rozprezaniu podci$nieniowemu (beta-procesowi) w
syntezie enzymow. Wyniki doSwiadczen wskazujg, Zze grzyby strzepkowe z gatunku
Aspergillus niger wykazuja zdolno$¢ do syntezy enzyméw proteolitycznych i
sacharolitycznych podczas hodowli prowadzonej z wykorzystaniem podtoz
skomponowanych z miazgi z buraka natywnego i poddanego beta-procesowi. Nie
wykazano réznic w ilosci syntezowanych enzymow w zaleznoS$ci od obrobki wstepnej
pozywki. Wyniki tych dosSwiadczen byly prezentowane na konferencji naukowej
(Zatgcznik 4 - 7.D21). Doswiadczenia realizowano we wspo6tpracy z DSD Betaprocess, z
Wemeldinge, z Krolestwa Niderlandow.

W dalszej pracy naukowej rozszerzytem zakres moich zainteresowan naukowych
na tematyke zwigzang z otrzymywaniem zwigzkéw aktywnych biologicznie z
wieloletnich roslin przemystowych i ich aplikacji w technologii Zywnosci. W latach 2017-
2021 wraz z zespotem, pod kierunkiem Pana dr hab. Marka Adamczaka, prof. UWM,
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uczestniczytem w realizacji zadania pt. ,Biotechnologia ekstraktow i rafinatéw na cele
spozywcze i/lub  paszowe” w ramach projektu NCBiR  BIOSTRATEG3
/344253/2/NCBR/2017 pt. ,Bioprodukty z biomasy lignocelulozowej pozyskanej z
gruntéow marginalnych w celu wypetnienia luki obecnej w narodowej biogospodarce”
Kierownikiem projektu byt Pan prof. dr hab. Mariusz Stolarski z Katedry Genetyki,
Hodowli Ro$lin i Inzynierii Biosurowcow, Wydziatu Rolnictwa i Le$nictwa, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W ramach projektu wspéipracowaliSmy z
przedsiebiorstwem Quercus Sp. z o0.0. Pasym, Polska, w zakresie hodowli, zbioréw i
utrwalenia biomasy wieloletnich ro$lin przemystowych oraz z przedsiebiorstwem
ChemProf s.c., Olsztyn, Polska, w zakresie: (a) oceny formy i sposobu przygotowania
substancji biologicznie aktywnych, (b) realizacji doSwiadczen w skali pilotowej
weryfikujgcej rezultaty doswiadczen laboratoryjnych, (c) wymiany doswiadczen w
zakresie oceny aktywnos$ci biologicznej ekstraktow, opracowywania koncepcji
biorafinerii.

Glownym celem projektu byto wytworzenie bioproduktéw zawierajgcych
substancje bioaktywne pozyskane z biomasy lignocelulozowej wieloletnich roslin
przemystowych (WRP) uprawianych na gruntach marginalnych. Surowiec w postaci
WPR, w tym uprawianych na gruntach marginalnych w systemie krétkiej rotacji, moze
stanowi¢ wazny wktad w biogospodarke. Wiekszo$¢ dostepnych danych na ten temat
ogranicza sie do produkcji bioenergii z tego rodzaju biomasy roslinnej. Zgodnie z
koncepcja biogospodarki bioprodukty z biomasy majg pierwszenstwo zanim zostang
wykorzystane do produkcji energii. W projekcie scharakteryzowano sktad chemiczny i
aktywnos$¢ przeciwutleniajacg ekstraktéw otrzymanych z kory, drewna oraz mieszaniny
kory i drewna WPR w tym wierzby wiciowej (Salix viminalis), wierzby purpurowej (Salix
purpurea) oraz topoli czarnej (Populus nigra). Ekstrakcja sktadnikow biologicznie
aktywnych byta prowadzona przy uzyciu dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym
(scCOz2), scCOz2 i wody (1 %, w/w) lub tylko wody. W doSwiadczeniach wykazaliSmy, ze
wysokie stezenie polifenoli uzyskano po ekstrakcji scCO2 i wodg, natomiast najnizsze
stezenie stwierdzono w ekstraktach uzyskanych scCO2. Najwyzsze stezenie polifenoli (p
< 0,05) uzyskano w ekstrakcie z P. nigra z kory (502,62 * 9,86 mg GAE g1 s.m.) po
ekstrakcji scCO2 i woda, natomiast najnizsze stezenie polifenoli stwierdzono w ekstrakcie
scCOz z S. purpurea z kory (6,02 + 0,13 mg GAE g1 s.m.). Flawonoidy zostaly skutecznie
oddzielone przez ekstrakcje scCO2 (0,88-18,37 mg QE g! s.m.). Wykazano dodatnig
liniowa zalezno$¢ miedzy aktywnos$cig przeciwutleniajgca oznaczong testami DPPH i
ABTS a stezeniem polifenoli, odpowiednio RZ2=0,8377iR2 =0,9568. Najprawdopodobniej
to stezenie flawonoidéw, a nie polifenoli, determinuje aktywno$¢ chelatujaca Fe?*.
Aktywno$¢ chelatujgca Fe?+ ekstraktow scCO2 wahata sie od 75,11 % (ECso = 5,41 mg cm-
3, S. purpurea, kora i drewno) do 99,43 % (ECso = 0,85 mg cm3, P. nigra, kora i drewno).
Najnizsza aktywno$¢ chelatujaca wykazaty ekstrakty otrzymane z scCO2 i wody
(maksymalnie 26,36 %, S. purpurea, kora i drewno). W ekstraktach otrzymanych z
udzialem scCOz i wody dominujacymi sktadnikami polifenoli byty kwas p-
hydroksybenzoesowy, kwas p-kumarowy, saligenina, i salikortyna. Wszystkie te zwigzki

Strona 35z 38



Zatacznik 3 - Autoreferat Bartosz Brzozowski

chemiczne wystepowaty gtéwnie w postaci wolnej. Wykazalismy, Ze biomasa S. purpurea,
S. viminalis i P. nigra jest atrakcyjnym Zrédiem zwigzkéw biologicznie czynnych do
réznych mozliwych zastosowan w zywnoSci, lekach czy kosmetykach. Doswiadczenia te
realizowaliSmy we wspotpracy z Panem dr hab. Wiestawem Wiczkowskim, prof. instytutu
z Zaktadu Chemii i Biodynamiki Zywnosci, Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie.

AnalizowaliSmy réwniez zmiany sktadnikéw bioaktywnych w ekstraktach w
zalezno$ci od terminu zbioru ros$liny w réznych fazach jej wzrostu. Biomase roslinng
zbierano dwukrotnie w okresie wegetacyjnym (czerwiec i pazdziernik) oraz raz po
zakonczeniu okresu wegetacyjnego (luty). Ekstrakty otrzymano metoda ekstrakcji
dwutlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym (scCO) lub scCOz z wodg jako
korozpuszczalnikiem (scCO2/H20) z biomasy nastepujacych roslin: Helianthus salicifolius,
Silphium perfoliatum, Helianthus tuberosus, Miscanthus x giganteus, Miscanthus
sacchariflorus, Miscanthus sinensis i Spartana pectinata. W ekstraktach okreslono
zawarto$¢ catkowita polifenoli (TPC), flawonoidéw (TFC) oraz przeprowadzono analize
spektralng z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(QATR-FTIR) oraz analize aktywnoSci przeciwutleniajacej. Dla wiekszosci analizowanych
ekstraktow uzyskanych z biomasy w fazie wzrostu przy uzyciu scCO2 lub scCO2/H20
odnotowano wyzszg TPC niz dla prébek biomasy pétdrzewnej lub stomy uzyskanych po
zakonczeniu okresu wegetacyjnego. WykazaliSmy wyzszg zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych w ekstraktach otrzymanych przy uzyciu scCO2/H20. Dla analizowanych
substratéw stwierdzono dodatnig korelacje miedzy TPC a aktywno$cig antyoksydacyjna.
Zawarto$¢ flawonoidow w analizowanych prébkach byta zréznicowana, a wyzsze
zawartoSci na og6t uzyskiwano w ekstraktach scCO2 z biomasy zebranej na poczatku
okresu wegetacyjnego. Duze zréznicowanie sktadu ekstraktéw zostato potwierdzone
analiza spektralna.

W ramach zadania w projekcie oceniana byta rowniez mozliwo$ci zastosowania
ekstraktow roslinnych zawierajacych substancje aktywne biologicznie w produkcji
pieczywa, napojow fermentowanych oraz okreslono mozliwosci otrzymywania
preparatow kapsutkowanych. Wprowadzenie ekstraktéw ros$linnych do ciasta
pszennego, jego fermentacja i wypiek pozwolito otrzyma¢ pieczywo wzbogacone o
zwigzki polifenolowe. Dzieki zakwaszeniu ciasta z uzyciem bakterii fermentacji mlekowej
otrzymano pieczywo utrwalone metodg biotechnologiczng. Najwieksze stezenie
polifenoli uzyskano w probce pieczywa z dodatkiem ekstraktu z drewna P. nigra, ktore
wynosito 94,22 ngGAE cm3, a aktywno$¢ antyoksydacyjna wynosita od 22,77 do 49,72 pg
Troloksu cm-3.

Kolejnymi produktami wzbogaconymi zwigzkami zawartymi w ekstraktach
roslinnych byly mleczne napoje fermentowane. Jogurt otrzymywany w wyniku
fermentacji z udzialem Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbriieckii ssp.
bulgaricus lub Lactobacillus rhamnosus, moze by¢ wzbogacony w zwigzki polifenolowe
zwiekszajace jego whasciwosci antyoksydacyjne. Zrédtem zwigzkéw bioaktywnych byty
ekstrakty nadkrytyczne scCO2z pozyskane z kory i drewna P. nigra i S. viminalis.
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OcenialiSmy wptywu ekstraktéw scCOz z P. nigra i S. viminalis na fermentacje, jako$¢ i
wtasciwosci bioaktywne jogurtu pitnego tradycyjnego i probiotycznego. Doswiadczenia
wykazaty, ze dodatek 0,01 % (w/v) ekstraktu scCOz2 z S. viminalis skracat czas fermentacji
jogurtu tradycyjnego. Jogurt z ekstraktami charakteryzowat sie wielkoscig populacji
bakterii nie mniejsza niz 7 log jtk g1, a mikroflora byta aktywna przez caly okres
przechowywania chtodniczego. Wprowadzenie ekstraktow w dawce 0,01 % (w/v) do
mleka do produkcji jogurtéw tradycyjnych i probiotycznych zwieksza ich wiasciwosci
funkcjonalne poprzez zwiekszenie aktywno$ci antyoksydacyjnej bez wiekszego
negatywnego wptywu na witasciwosci fizykochemiczne i organoleptyczne produktow.
Wykazano, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna jogurtu z ekstraktem scCOz z P. nigra i S.
viminalis byta wieksza odpowiednio 0 1,3-13,2 % i 0 4,4-37,5 % od jogurtéw naturalnych.
Dodatek ekstraktow scCO2do jogurtu tradycyjnego i probiotycznego zwiekszyt synereze,
ale ocena organoleptyczna wygladu i tekstury nie wykazata istotnych réznic w
odniesieniu do jogurtow naturalnych.

Omawiane wyniki doswiadczen opublikowano w trzech czasopismach z listy
MEiN2021 (Zatqcznik 4 - 4.C5, 4.C4, 4.C2) i prezentowano na konferencji naukowej
(Zatqcznik 4 - 7.D23).

W trakcie swojej pracy naukowo-badawczej bytem dwukrotnie (w 20161 2019r.)
nagrodzony przez J.M. Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie za
indywidualne osiggniecia w dziedzinie naukowej, a w 2022 otrzymatem nagrode ].M.
Rektora za wyrdzniajaca sie publikacje naukowg wydang w 2021 roku.

Na prosbe redakcji wykonatem recenzje 17 publikacji naukowych dla
nastepujacych czasopism miedzynarodowych: Journal of the Science of Food and
Agriculture, Food Biotechnology, Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, Probiotics
and Antimicrobial Proteins, Journal of Food and Nutrition Research, Journal of
Agricultural and Food Chemistry i Food Science and Technology International.

Uczestniczytem w szkoleniach podnoszacych kwalifikacje zawodowe:

- Szkolenie ,Asertywna komunikacja, czyli jak efektywnie porozumiewaé sie ze
studentami i wspdipracownikami (z uwzglednieniem szczeg6lnych potrzeb
wynikajgcych z niepelnosprawnosci)”, Stowarzyszenie Twoje Nowe Mozliwosci,
Wroctaw, 5 grudzien 2022

- Szkolenie ,Wsparcie os0b z zaburzeniami psychicznymi w uczelni wyzszej”,
Stowarzyszenie Twoje Nowe Mozliwos$ci, Wroctaw, 28 czerwiec 2022

- Szkolenie, Pierwsza pomoc przedmedyczna ze szczegdlnym uwzglednieniem procedur
odnoszacych sie do oséb z niepetnosprawnosciami”, Osrodek Szkolenn Ratowniczych
Forest-Med, Olsztyn, 24 maj 2022

- Szkolenie ,,ABC wspierania os6b w spektrum autyzmu w UWM w Olsztynie”, OSrodek
ds. Os6b z Niepetnosprawnos$ciami, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn, 27
kwiecien 2022
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- Szkolenie ,Etykieta wobec 0s6b z niepelnosprawnosciami” TECHPAL Sp. z 0.0., Olsztyn,
18 marzec 2022

- Szkolenie ,Zaburzenia depresyjne”, OSrodek ds. Oséb z Niepelnosprawno$ciami,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn, 10 luty 2022

- Szkolenie ,Ochrona danych osobowych”, Inspektor Ochrony Danych, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski, Olsztyn, 22 sierpien 2018

- Szkolenie ,Mistrzowskie wystgpienia publiczne” - Cezary Wojtczak - Regionalny Punkt
Kontaktowy Programéw Badawczych UE, Olsztyn, 30 maj 2018

- Szkolenie ,IC Tour: Chromatografia jonowa - teoretycznie i praktycznie”, Metrohm
Polska Sp. z 0. 0. Opacz-Kolonia, 22 styczen 2014

- Kurs ,NOVABA Postgraduate Course: Agricultural Cooperatives”, Akademia Rolniczo-
Techniczna, Olsztyn, 22-25 marzec 1999

Uczestniczytem rowniez w stazach dotyczacych wspotpracy uczelni i przemystu.
Staze poszerzajace kompetencje zawodowe dotyczace technologii fermentacyjnych
odbytem w ramach projektu Tempus Phare S-JEP-09770-95 w:

- Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires, Nancy,
Francja, 1-14 lipiec 1997, ,Biochemical engineering in malting, brewing and
fermentation technology”

- Universita degli Studi della Basilicata, Potenza, Wtochy, 1-14 wrzesien 1997,
,Biotechnological processes for improvement in fermented food and beverage quality”.

(podpis wnioskodawcy)
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Zatacznik 4 Bartosz Brzozowski

WYKAZ OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,0 KTORYCH MOWA
W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

1. Monografia naukowa, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2a ustawy;
Nie dotyczy

2. Cykl powigzanych tematycznie artykutéw naukowych (zgodnie z art. 219 ust. 1.
pkt 2b ustawy).

Tytut osiggniecia naukowego:

~Wplyw procesow bio-technologicznych na immunoreaktywne wtasciwosci
biatek pszenicy w aspekcie ich celiakotoksycznosci”

Prace wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

Al. Brzozowski B., Stasiewicz K. Effects of water stress on the composition and
immunoreactive properties of wheat storage proteins. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 2017,97(4), 1134-1142, DOI: 10.1002 /jsfa.7839

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 3(2) IF2017=2,379 MNiSW2017=35 pktlista A
SCOPUS: 4(3) IF2021=4,125 MEiN2021=100 pkt

5-letni [F=4,096

Modj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen, pomiaréw i charakterystyki elektroforetycznej (elektroforeza dwukierunkowa 2D-
NuPAGE, elektroforeza kapilarna FZCE i SDS-CE) i immunochemicznej biatek (ELISA,
Immunoblotting) (4) selekcje, analize statystyczng, opracowanie i oméwienie uzyskanych wynikéw,
(5) opracowanie graficzne wynikéw, (6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu
artykutu, (8) przygotowanie odpowiedzi na recenzje i finalnq edycje manuskryptu.

A2. Brzozowski B. Immunoreactivity of wheat proteins modified by hydrolysis and
polymerisation. European Food Research and Technology. 2016, 242(7), 1025-
1040, DOI: 10.1007/s00217-015-2608-6

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 14(11)" [F2016=1,664 MNiSW2016=30 pkt lista A
SCOPUS: 13(11) 1F2021=3,498 MEiN2021=70 pkt

5-letni IF=3,455

* w nawiasie liczba cytowan bez autocytacji

Mdj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowanie w hydrolizie biatek pszenicy (3)
wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymow, ocene Sredniej dtugosci polipeptydow, ocene stopnia
hydrolizy biatek i ich charakterystyke elektroforetycznq (jednokierunkowa elektroforeza NuPAGE i
elektroforeza kapilarna FZCE) i immunochemicznq (ELISA) (4) selekcje, analize statystyczng,
opracowanie i omdwienie uzyskanych wynikéw, (5) opracowanie graficzne wynikéw, (6)
opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8) przygotowanie odpowiedzi
na recenzje i finalnq edycje manuskryptu.
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IL.

A3. Brzozowski B. Stasiewicz K., Ostolski M. Adamczak M. Reducing
immunoreactivity of gliadins and coeliac-toxic peptides using peptidases from L.
acidophilus 5e2 and A. niger. Catalysts. 2020, 10, 923. DOL:
10.3390/catal10080923

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiN
Web of Science: 3(3) [F2020=4,146 MEiN2020=100 pkt
SCOPUS: 3(3) [F2021=4,501 MEiN2021=100 pkt

5-letni [F=4,641

Moj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowania w hydrolizie gliadyn i peptydow (3)
wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymdw, ocene stopnia hydrolizy gliadyn i peptydéw i ich
charakterystyke elektroforetyczng (dwukierunkowa elektroforeza 2D-NuPAGE i elektroforeza
kapilarna FZCE) i immunochemicznq (ELISA, Inmunoblotting) (4) wspétudziat w selekcji, analizie
statystycznej, opracowaniu i oméwieniu uzyskanych wynikow, (5) opracowanie graficzne wynikéw,
(6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8) przygotowanie
odpowiedzi na recenzje i finalnqg edycje manuskryptu.

A4. Brzozowski B. Impact of food processing and simulated gastro-intestinal
digestion on gliadin immunoreactivity in rolls. Journal of the Science of Food and
Agriculture. 2018, 98(9), 3363-3375, DOI: 10.1002 /jsfa.8847

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 4(3) [F2018=2,379 MNiSW2018=35 pkt lista A
SCOPUS: 4(3) IF2021=4,125 MEiN2021=100 pkt

5-letni [F=4,096

Moj wktad w przygotowanie artykutu obejmowat:

(1) postawienie hipotezy badawczej, (2) opracowanie koncepcji i metodyki badan, (2) wykonanie
doswiadczen w zakresie biosyntezy enzymow i ich zastosowanie w produkcji modyfikowanych butek
pszennych (3) wykonanie pomiaréw aktywnosci enzymdw, ocene sredniej dtugosci polipeptyddéw,
ocene stopnia hydrolizy biatek i ich charakterystyke elektroforetyczng (jednokierunkowa
elektroforeza NuPAGE i elektroforeza kapilarna FZCE) i immunochemicznq (ELISA) (4) selekcje,
analize statystyczng, opracowanie i omdéwienie uzyskanych wynikéw, (5) opracowanie graficzne
wynikéw, (6) opracowanie dyskusji wynikéw, (7) napisanie manuskryptu artykutu, (8)
przygotowanie odpowiedzi na recenzje i finalng edycje manuskryptu.

Oswiadczenia wszystkich wspoétautoréw prac, okreslajace ich indywidualny wktad w powstanie
poszczeg6lnych publikacji znajduja sie w Zataczniku 5.

Wykaz zrealizowanych oryginalnych osiagnie¢ projektowych, konstrukcyjnych,
technologicznych lub artystycznych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2c ustawy.

Nie dotyczy

WYKAZ AKTYWNOSCI NAUKOWE] ALBO ARTYSTYCZNE]

Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.1).

Brak
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Wykaz opublikowanych rozdziatéw w monografiach naukowych.
Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora.

B1. Bednarski W., Brzozowski B,, Fornal L., Jedrychowski L., Konopka I., Tanska M.,
Wréblewska B. ,Enzymatyczne i technologiczne modyfikacje celiakotoksycznych
biatek roslinnych” w monografii pt.: ,Biologicznie aktywne peptydy i biatka
zywnosci” pod redakcja J. Dziuby i £. Fornal, Wydawnictwo Naukowo-Techniczne,
Warszawa, 2009, ISBN 978-83-204-3582-5: 408-440. Punktacja MNiSW=3 pkt,
lista B

B2. Brzozowski B. ,Enzymatyczna modyfikacja biatek” w monografii pt.:
,Biotechnologia zywno$ci dla dietetykéw. Aspekty technologiczne i Zywieniowe.”
pod redakcja W. Bednarskiego i ].J. Pietkiewicza, Wydawnictwo Panstwowej
Wyzszej Szkoty Zawodowej im. Witelona w Legnicy, 2018, ISBN 978-83-61389-75-
0: 216-235. Punktacja MNiSW=5 pkt, lista B

B3. Brzozowski B. ,Alergeny pochodzenia roslinnego - alergeny zb6z ich
przetworéw oraz innych produktéw zawierajace biatka zb6z” w monografii pt.:
,Biotechnologia zywnosci dla dietetykéw. Aspekty technologiczne i zywieniowe.”
pod redakcja W. Bednarskiego i ].J. Pietkiewicza, Wydawnictwo Panstwowej
Wyzszej Szkoly Zawodowej im. Witelona w Legnicy, 2018, ISBN 978-83-61389-75-
0: 308-318. Punktacja MNiSW=5 pkt, lista B

Wykaz cztonkostwa w redakcjach naukowych monografii.
Brak

Wykaz opublikowanych artykutéw w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.2).

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora.

C1. Kordala N., Walter M., Brzozowski B., Lewandowska M. 2G-biofuel ethanol: an
overview of crucial operations, advances and limitations. Biomass Conversion and
Biorefinery. 2022. DOI: 10.1007/s13399-022-02861-y

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiIN
Web of Science: 0(0) 1F2021=4,050 MEIN 2021=70 pkt
SCOPUS: 0(0) IF2021=4,050

5-letni [F=4,103

C2. Walter M., Brzozowski B., Adamczak M. Effect of supercritical extract from black
poplar and basket willow on the quality of natural and probiotic drinkable yogurt.
Animals. 2021, 11(10), 2997. DOI: 10.3390/ani11102997

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiIN
Web of Science: 2(2) [F2021=3,231 MEIN 2021=100 pkt
SCOPUS: 2(2) IF2021=3,231

5-letni [F=3,312
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C3. Walter M., Adamczak M., BrzozowskKi B. Recycling of enzymes in the hydrolysis
of biomass of Miscanthus giganteus and Miscanthus sacchariflorus. Przemyst
Chemiczny. 2021, 100(6), 576-580. DOI: 10.15199/62.2021.6.7

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiN
Web of Science: 0(0) [F2021=0,464 MEiN 2021=70 pkt
SCOPUS: 0(0) [F2021=0,464

5-letni [F=0,370

C4. Ostolski M., Adamczak M., Brzozowski B., Stolarski M.]. Screening of functional
compounds in supercritical carbon dioxide extracts from perennial herbaceous
crops. Agriculture. 2021, 11(6), 488. DOI: 10.3390/agriculture11060488

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiIN
Web of Science: 6(6) [F2021=3,408 MEIN 2021=100 pkt
SCOPUS: 6(5) IF2021=3,408

5-letni [F=3,459

C5. Ostolski M., Adamczak M., BrzozowskKi B., Wiczkowski W. Antioxidant activity and
chemical characteristics of supercritical CO2 and water extracts from willow and
poplar. Molecules. 2021, 26(3), 545. DOI: 10.3390/molecules26030545

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MEiN
Web of Science: 8(6) [F2021=4,927 MEiN 2021=140 pkt
SCOPUS: 12(10) [F2021=4,927

5-letni IF=5,110

Cé6. Brzozowski B., Lewandowska M. Prolyl endopeptidase - optimization of medium
and coulture conditions enhanced production by L. acidophilus. Electronic Journal
of Biotechnology. 2014, 17, 204-210. DOI: 10.1016/j.ejbt.2014.07.003

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 16(14) IF2014=0,681 MNiSW2014=15 pkt lista A
SCOPUS: 18(16) IF2021=2,826 MEIN 2021=70 pkt

5-letni [F=3,511

C7. Swiqtek K, §wiqtek M., Lewandowska M., Bednarski W., Brzozowski B. The
improvement of enzymatic hydrolysis efficiency of rape straw and Miscanthus
giganteus polysaccharides. Bioresource Technology. 2014, 151, 323-331. DOI:
10.1016/j.biortech.2013.10.090

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 19(19) IF2014=4,494 MNiSW2014=45 pkt lista A
SCOPUS: 23(23) IF2021=11,889 MEIN 2021=140 pkt

5-letni [F=11,139

C8. Brzozowski B., Bednarski W. Gotek P. The adhesive capability of two
Lactobacillus strains and physicochemical properties of their synthesized
biosurfactants. Food Technology and Biotechnology. 2011, 49(2), 177-186.

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 26(26) IF2011=1,195 MNiSW2011=25 pkt lista A
SCOPUS: 25(25) 1F2021=2,330 MEIN 2021=40 pkt

5-letni [F=4,298
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C9. Brzozowski B., Bednarski W., Dziuba B. Functional properties of Lactobacillus
acidophilus metabolites. Journal of the Science of Food and Agriculture. 2009, 89,
2467-2476.D0I: 10.1002/jsfa.3749

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 8(6) [F2009=1,386 MNiSW2009=32 pkt lista A
SCOPUS: 11(9) [F2021=4,125 MEiN 202:1=100 pkt

5-letni [F=4,096

C10. Gotek P., Bednarski W., Brzozowski B., Dziuba B., The obtaining and properties
of biosurfactants synthesized by bacteria of the genus Lactobacillus. Annals of
Microbiology. 2009, 59(1), 119-126.

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 21(19) 1F2000=0,358 MNiSW2009=13 pkt lista A
SCOPUS: 29(27) [F2021=3,138 MEiN 2021=70 pkt

5-letni [F=2,897

C11. Brzozowski B., Tatarczuk K., Szymkiewicz A., Bednarski W. Immunoreactive
properties of wheat cv. Tonacja storage proteins infected with Fusarium
graminearum fungi. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences. 2008, 58(1), 53-

58.
Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 0(0) [F2008=0,0 MNiSW2008=6 pkt lista B
SCOPUS: 0(0) 1F2021=2,736 MEIN 2021=100 pkt

5-letni [F=3,039

C12. Brzozowski B., Dawidziuk K., Bednarski W. Gliadin degradation by proteases of
Fusarium genus fungi in different in vivo and in vitro conditions. Polish Journal of
Natural Sciences. 2008, 23(1), 188-206,

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 0(0) [F2008=0,0 MNiSW2008=2 pkt lista B
SCOPUS: 0(0) [F2021=0,0 MEiN 2021=20 pkt

5-letni IF=0,0

C13. Dziuba B., Babuchowski A. Niklewicz M. Brzozowski B. FTIR spectra
characteristics of lactic acid bacteria - a spectra library. Milchwissenschaft, 2006,
61(2), 146-149.

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEIN
Web of Science: 11(10) IF2006=0,528 MNiSW2006=15 pkt lista A
SCOPUS: 12(11) IF2021=0,0 MEIN 2021=0 pkt

5-letni [F=0,266

C14. BrzozowsKki B., Bednarski W., Adamczak M. Biotechnologiczna modyfikacja
biologicznych wiasciwosci biatek zboéz. Zywnosé. Nauka. Technologia. Jakosé.
2005, 4(45), 17-26.

Liczba cytowan: Impact Factor Punktacja MNiSW/MEiN
Web of Science: 0(0) [F2005=0,0 MNiSW2005=4 pkt lista B
SCOPUS: 0(0) [F2021=0,0 MEIN 2021=20 pkt

5-letni [F=0,295

Wykaz osiggnie¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt 1.3).
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Nie dotyczy

6. Wykaz publicznych realizacji dziet artystycznych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.3).

Nie dotyczy

7. Wykaz wystapien na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach naukowych
lub artystycznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wyktadéw na zaproszenie
i wyktadéw plenarnych.

Wystapienia przed uzyskaniem stopnia doktora.

D1. Dziuba B. Brzozowski B., Babuchowski A. Fetlinski A., Vaningelgem F,
Vancanneyt M., Kotakowski P., De Vuyst L. Isolation and characterisation of
exopolysaccharides produced by thermophilic lactic acid bacteria naturally
existing in environments of eastern Europe. First International Symposium on
Exopolysaccharides from Lactic Acid Bacteria. 16-19 May, 2001, Bruksela, Belgia.
Prezentacja posterowa

D2. Vaningelgem F., Zamfir M., Brzozowski B., Degeest B., Laws A., De Vuyst L.
Biodiversity of heteropolysaccharide production by thermophilic lactic acid
bacteria. First International Symposium on Exopolysaccharides from Lactic Acid
Bacteria. 16-19 May, 2001, Bruksela, Belgia. Prezentacja posterowa

D3. Brzozowski B., Dziuba B., Babuchowski A., Warminska-Moroz L., Vaningelgem F.,
De Vuyst L. Isolation and characterisation of exopolysaccharide produced by
Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus T60. First International Symposium on
Exopolysaccharides from Lactic Acid Bacteria. 16-19 May, 2001, Bruksela, Belgia.
Prezentacja ustna w jezyku angielskim

D4. Kowalska A., Brzozowski B. Dziuba B. Jachnowicz A., Babuchowski A.
Evaluation of commercial suitability of the EPS producing starter cultures. First
International Symposium on Exopolysaccharides from Lactic Acid Bacteria. 16-19
May, 2001, Bruksela, Belgia. Prezentacja posterowa

D5. Brzozowski B., Babuchowski A., Dziuba B. Egzopolisacharydy produkowane
przez bakterie fermentacji mlekowej, jako alternatywa stosowania substancji
zageszczajacych i stabilizujgcych w jogurtach. VIII Sesja Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci pt. ,Bezpieczna
Zywno$¢”, 2003, Guzowy Piec, Polska. Prezentacja ustna

D6. Brzozowski B., Dziuba B., De Vuyst L., Kotakowski P., Babuchowski A. Wptyw
egzopolisacharydéow produkowanych in situ przez szczepy Streptococcus
thermophilus na wtasciwosci jogurtu. IV Konferencja organizowana przez
Politechnike t.6dzkq pt. ,Bakterie fermentacji mlekowej. Metabolizm, genetyka,
wykorzystanie.” 2003, Spata, Polska. Prezentacja ustna

Wystapienia po uzyskaniu stopnia doktora.
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D7. Brzozowski B., Bednarski W., Pszczétkowska A., Fordonski G. Oddziatywanie
warunkow $rodowiskowych na aktywno$¢ rodzimych endoproteaz oraz ich
inhibitoréw w nasionach pszenicy. I Krajowa Konferencja Naukowa pt. ,Alergeny
i sktadniki powodujace nietolerancje pokarmowe wystepujagce w surowcach
ro$linnych i zywnosci”, 2005, Olsztyn, Polska. Prezentacja ustna

D8. Brzozowski B., Bednarski W. Wptyw rodzimych endoproteaz na biatka
zapasowe nasion wybranych roslin uprawnych. I Krajowa Konferencja Naukowa
pt. ,Alergeny i sktadniki powodujace nietolerancje pokarmowe wystepujace w
surowcach roslinnych i zywno$ci”, 2005, Olsztyn, Polska. Prezentacja ustna

DO9. Tatarczuk K., Brzozowski B., Bednarski W. Ocena wptywu proteaz grzybéw z
rodzaju Fusarium na sktad i wtasciwosci biatek pszenicy. XXXVII Sesja naukowa
Komitetu Nauk o Zywnosci PAN, 26-27 wrzesiefi, 2006, Gdynia, Polska.
Prezentacja posterowa

D10. BrzozowsKi B., Tatarczuk K., Szymkiewicz A., Bednarski W. Immunoreaktywne
wtasciwosci biatek zapasowych pszenicy ozimej Tonacja porazonej grzybami
Fusarium graminearum. Il Krajowa Konferencja Naukowo-Szkoleniowa pt.
»Alergeny i skladniki powodujace nietolerancje pokarmowe wystepujace w
surowcach roslinnych i zywnosci” 19 wrzesien 2007, Olsztyn, Polska. Prezentacja
posterowa

D11. Brzozowski B., Tatarczuk K., Rzewnicka E., Klebukowska L., Bednarski W.
Ocena zdolnoSci bakterii fermentacji mlekowej do degradacji biatek zapasowych
pszenicy. Il Krajowa Konferencja Naukowo-Szkoleniowa pt. ,Alergeny i sktadniki
powodujace nietolerancje pokarmowe wystepujace w surowcach roslinnych i
zywnosci” 19 wrzesien 2007, Olsztyn, Polska. Prezentacja posterowa

D12. Gotek P., Bednarski W., Brzozowski B., Dziuba B. Charakterystyka budowy
chemicznej biosurfaktantéw syntetyzowanych przez bakterie z rodzaju
Lactobacillus. 11l Krajowy Kongres Biotechnologii pt. ,Biotechnologia - cztowiek i
sSrodowisko”, 9-12 wrzesien, 2007, Poznan, Polska. Prezentacja posterowa

D13. Brzozowski B., Bednarski W., Krzyzanowska W., Wroblewska B. Application of
selected microorganisms and enzyme preparations in reduction of allergic
proteins during wheat dough fermentation. COST 928 Control and exploitation of
enzymes for added-value products. 3rd Annual Meeting, 23-25 wrzesien, 2009,
Krakéw. Prezentacja ustna w jezyku angielskim

D14. Brzozowski B., Bednarski W. Application of prolyl endopeptidase synthesized
by Lactobacillus acidophilus 5e2 and Aspergillus niger to detoxifying wheat
storage proteins. COST 928 Control and exploitation of enzymes for added-value
products. Final Workshop, 2-4 Marzec, 2010, Neapol, Wtochy. Prezentacja
posterowa

D15. BrzozowskKi B., Bednarski W., Wréblewska B. Modification of immunoreactive
properties of wheat flour with application microbial transglutaminase and lactic
acid bacteria proteases. COST 928 Control and exploitation of enzymes for added-
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value products. Final Workshop, Neapol, Wtochy, 2-4 Marzec, 2010, Neapol],
Wtochy, Prezentacja posterowa

D16. Brzozowski B., Bednarski W., Wroblewska B. Degradation of gliadin peptides
toxic for coeliac disease patients by prolyl endopeptidase synthesized by
Lactobacillus acidophilus 5e2 and Aspergillus niger. GF10 Second International
Symposium on Gluten-Free Cereal Products and Beverages, 8-11 czerwiec, 2010,
Tampere, Finlandia. Prezentacja posterowa

D17. Brzozowski B., Bednarski W. Biotechnological methods for gluten degradation
and detoxification for coeliac disease patients. Central European Congress of Life
Sciences Eurobiotech 2010, White Biotechnology, 20-22 wrzesien, 2010, Krakéw,
Polska, Acta Biochimica Polonica, 57 Suplement 3, L2.2. Referat plenarny w
jezyku angielskim

D18. Brzozowski B., Bednarski W., Wojnicz S. Ocena wplywu inhibitoréw trypsyny
na trawienie biatek zapasowych pszenicy w uktadzie modelowym. X Konferencja
Naukowa “Zywnos¢ XXI wieku - Zywnosé Projektowana”, 22-23 wrzesien, 2011
Krakéw, Polska. Prezentacja posterowa

D19. Brzozowski B., Bednarski W., Zawalich M. Znaczenie pszenicznych inhibitoréw
trypsyny w enzymatycznej modyfikacji biatek zapasowych ziarniakéw zb6z. X
Konferencja Naukowa “Zywnos¢ XXI wieku - Zywnos¢ Projektowana”, 22-23
wrzesien, 2011 Krakéw, Polska. Prezentacja ustna

D20. Brzozowski B., Bednarski W. Puzio K., Enzymatyczna modyfikacja
immunoreaktywnych wtasciwosci biatek pszenicy. XLI Sesja Komitetu Nauk o
Zywnosci PAN pt. ,Innowacyjno$¢ w nauce o zywnodci i zywieniu”, 2-3 lipiec,
2013, Krakoéw, Polska. Prezentacja posterowa

D21. Stasiewicz K., Brzozowski B., Lewandowska M., Adamczak M. A new method of
sugar beet pretreatment and lactic acid fermentation of this substrate. SSCHE17
- 44th International Conference of the Slovak Society of Chemical Engineering,
22-26 May 2017, Demanovska Dolina, Stowacja. Prezentacja posterowa

D22. Ostolski, M., Walter M., Brzozowski B., Adamczak M. Optimization of methyl
esters synthesis from crambe oil (Crambe abyssinica) by lipozyme TL IM.
SSCHE17 - 44th International Conference of the Slovak Society of Chemical
Engineering, 22-26 May 2017, Demanovska Dolina, Stowacja. Prezentacja
posterowa

D23. Kordala N. Stasiewicz K., Brzozowski B., Adamczak M. Oddzialywanie
wybranych ekstraktow roslinnych na drobnoustroje kultur starterowych
stosowanych w przemys$le mleczarskim. 43 Miedzynarodowe Seminarium
Naukowo - Techniczne pt. ,,Chemistry for Agriculture”, 25-28 listopad 2018,
Karpacz, Polska. Prezentacja posterowa

8. Wykaz udziatu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych
lub miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji.
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Czlonek Kkomisji oceniajacej doniesienia posterowe, X Konferencja Naukowa
“Zywno$¢ XXI wieku - Zywnos¢ Projektowana”, 22-23 wrzesien, 2011 Krakéw, Polska

9. Wykaz uczestnictwa w pracach zespotéw badawczych realizujgcych projekty
finansowane w drodze konkurséw krajowych lub zagranicznych, z podziatem na
projekty zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji
o pelnionej funkcji w ramach prac zespotow.

Uczestnictwo w projektach przed uzyskaniem stopnia doktora.

1997-1998 - Projekt miedzynarodowy PROJET 7021 POL/3T0/201 ,Modification of
physiological characteristics of kefir grains microorganisms influencing the
healthy and organoleptic properties of the products” (kierownik projektu Prof.
dr hab. Andrzej Babuchowski) - wykonawca

1998-2001 - Projekt miedzynarodowy INCO-COPERNICUS IC15-CT98-0905
»Controlled Production of Functional Exopolysaccharides by Thermophilic Lactic
Acid Bacteria to Obtain Uniform, High Quality Fermented Milks (EPS from LAB)”
(kierownik projektu Prof. dr ir. Luc De Vuyst) - lider zespotu badawczego

Uczestnictwo w projektach po uzyskaniu stopnia doktora.

2004-2008 - Projekt badawczy zamawiany KBN PBZ-KBN 097/P06/2003
s<ldentyfikacja i sposoby przeciwdziatania toksycznos$ci i alergennosci biatek
waznych roslin uprawnych” - lider zespotu badawczego realizujacego zadanie
pt. ,Charakterystyka aktywnoS$ci proteaz rodzimych i obcych oraz warunkéw ich
oddziatywania na sklad i wtasciwosci biatek wybranych nasion” (kierownik
zadania Prof. dr hab. Wtodzimierz Bednarski)

2004-2007 - Projekt badawczy wtasny KBN Nr 2 PO6T 013 27 ,Opracowanie
warunkéw biotechnologicznej syntezy biosurfaktantow o witasciwosciach
przeciw-drobnoustrojowych przydatnych w produkcji zywnosci” (kierownik
projektu Prof. dr hab. Wtodzimierz Bednarski) - wykonawca

2006-2009 - Projekt badawczy witasny Nr N312 066 31/3701 ,Zastosowanie
wysokowydajnego skriningu mikroorganizméw i metod bioinzynierii w
pozyskiwaniu peptydaz prolinowych przydatnych w degradacji peptydow
immunoreaktywnych w zywnosci” - kierownik projektu

2010-2013 - Projekt badawczy wtasny KBN/NCN Nr N N312 170739
»,Charakterystyka znaczenia aktywnosci inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych
w procesie wyrobu pieczywa i jego trawienia z uwzglednieniem oddziatywan
alergennych i patogenezy celiakii” - kierownik projektu

2010-2013 - Projekt badawczy wiasny KBN/NCN Nr N N312 235838 ,Dobor oraz
doskonalenie warunkéw degradacji surowcéw lignocelulozowych oraz
intensyfikacja biokonwersji pochodnych sacharydéw do etanolu” (kierownik
projektu Dr inz. Matgorzata Lewandowska) - wykonawca
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10.

11.

12.

2015-2017 - Projekt miedzynarodowy NCBiR ERA-NET BIOENERGY
CHEMBEET/01/2015 “Biofuels and green chemicals from sugar beet through
direct processing CHEMBEET” (kierownik projektu Prof. dr hab. Mariusz
Stolarski) - wykonawca zadania “Badania eksperymentalne nad:
charakterystykg odpaddéw, otrzymaniem bioproduktéw oraz bioplastiku ze
strumienia odpadéw biorafinerii” (kierownik zadania Dr hab., prof. UWM Marek
Adamczak)

2017-2021 - Projekt NCBiR BIOSTRATEG3/344253/2/NCBR/2017 ,Bioprodukty z
biomasy lignocelulozowej pozyskanej z gruntéw marginalnych w celu
wypetienia luki obecnej w narodowej biogospodarce” (kierownik projektu Prof.
dr hab. Mariusz Stolarski) - lider zespotu badawczego realizujacego zadanie
,Biotechnologia ekstraktéw i rafinatéw na cele spozywcze i/lub paszowe”
(kierownik zadania Dr hab., prof. UWM Marek Adamczak)

Wykaz cztonkostwa w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach
i towarzystwach naukowych wraz z informacja o petnionych funkcjach.

Brak

Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych,
z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Staze odbyte przed uzyskaniem stopnia doktora.

1. Ecole Nationale Supérieure d ' Agronomie et des Industries Alimentaires, Nancy,
Francja, 1-14 lipiec 1997, staz w ramach projektu Tempus Phare S-JEP-09770-95
,Biochemical engineering in malting, brewing and fermentation technology”

2. Universita degli Studi della Basilicata, Potenza, Wtochy, 1-14 wrzesien 1997, staz
w ramach projektu Tempus Phare S-JEP-09770-95 ,Biotechnological processes
for improvement in fermented food and beverage quality”

3. Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie et des Industries Alimentaires, Nancy,
Francja, 16-28 listopad 1997, staz naukowy fundowany przez Ambasade Francji
w ramach projektu PROJET 7021 POL/3T0O/201 ,Modification of physiological
characteristics of kefir grains microorganisms influencing the healthy and
organoleptic properties of the products”

4. Vrije Universiteit Brussel, Bruksela, Belgia, 27 wrzesien - 26 pazdziernik 2000,
staz naukowy w ramach projektu INCO-COPERNICUS IC15-CT98-0905
»Controlled Production of Functional Exopolysaccharides by Thermophilic Lactic
Acid Bacteria to Obtain Uniform, High Quality Fermented Milks (EPS from LAB)”

Staze odbyte po uzyskaniu stopnia doktora.
Brak

Wykaz cztonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz
z informacja o petionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego
rady naukowej, itp.).
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13.

14.

15.

16.

II1.

Edytor goscinny w czasopi$mie Catalyst, EISSN 2073-4344, Published by MDPI

Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczeg6lnosci
publikowanych w czasopismach miedzynarodowych.

W latach 2013-2022 przygotowatem 17 recenzji prac naukowych w nastepujacych
czasopismach: Journal of the Science of Food and Agriculture (5), Food Biotechnology
(4), Polish Journal of Food and Nutrition Sciences (3), Probiotics and Antimicrobial
Proteins (3), Journal of Food and Nutrition Research (1), Journal of Agricultural and
Food Chemistry (1), Food Science and Technology International (1).

Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.

Brak

Wykaz udziatu w zespotach badawczych, realizujgcych projekty inne niz okreslone
w pkt. I1.9.

Brak

Wykaz uczestnictwa w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan,
wnioski o przyznanie nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majacych
charakter naukowy lub dydaktyczny.

Brak

WSPOLPRA Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM I GOSPODARCZYM
Wykaz dorobku technologicznego.

Brak

Wspélpraca z sektorem gospodarczym.

Wspétpraca przed uzyskaniem stopnia doktora.

- Wspotpraca z przedsiebiorstwem BIOLACTA TEXEL Spoétka z o.0., p6Zniej Rhodia
Food Biolacta Spotka z o.0. w Olsztynie, w zakresie pozyskania i przygotowania
termofilnych kultur jogurtowych syntezujacych egzopolisacharydy w ramach
projektu INCO-COPERNICUS IC15-CT98-0905 ,Controlled Production of
Functional Exopolysaccharides by Thermophilic Lactic Acid Bacteria to Obtain
Uniform, High Quality Fermented Milks (EPS from LAB)”.

Wspélpraca po uzyskaniu stopnia doktora.

- Wspoétpraca z przedsiebiorstwem DSD Betaprocess, Wemeldinge, Kroélestwo
Niderlandéw w zakresie prozniowej implozji materiatéw roslinnych w ramach
projektu ERA-NET BIOENERGY CHEMBEET/01/2015 “Biofuels and green
chemicals from sugar beet through direct processing CHEMBEET”.
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IV.

- Wspbtpraca z przedsiebiorstwem Quercus Sp. z o0.0. Pasym, Polska, w zakresie
hodowli, zbioréw i utrwalenia biomasy wieloletnich roslin przemystowych w
ramach projektu BIOSTRATEG3/344253/2/NCBR/2017 ,Bioprodukty z biomasy
lignocelulozowej pozyskanej z gruntéw marginalnych w celu wypeinienia luki
obecnej w narodowej biogospodarce”.

- Wspélpraca z przedsiebiorstwem ChemProf s.c., Olsztyn, Polska, w zakresie: (a)
oceny formy i sposobu przygotowania substancji biologicznie aktywnych, (b)
realizacji doSwiadczen w skali pilotowej weryfikujacej rezultaty doswiadczen
laboratoryjnych, (c) wymiany doswiadczen w zakresie oceny aktywnoS$ci
biologicznej ekstraktéw, opracowywania koncepcji biorafinerii w ramach projektu
BIOSTRATEG3/344253/2/NCBR/2017 ,Bioprodukty z biomasy lignocelulozowe;j
pozyskanej z gruntéw marginalnych w celu wypetnienia luki obecnej w narodowej
biogospodarce”.

Wykaz uzyskanych praw witasnosci przemystowej, w tym uzyskanych patentow
krajowych lub miedzynarodowych.

Brak
Wykaz wdrozonych technologii.
Brak

Wykaz wykonanych ekspertyz lub innych opracowan wykonanych na zamoéwienie
instytucji publicznych lub przedsiebiorcéw.

Brak

Wykaz udziatu w zespotach eksperckich lub konkursowych.

Brak

Wykaz projektow artystycznych realizowanych ze sSrodowiskami pozaartystycznymi.

Nie dotyczy

DANE NAUKOMETRYCZNE
Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktérych parametr ten jest
powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Publikacje wchodzace w cykl osiggniecia naukowego wedlug roku wydania:
IF=10,568

Publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora: IF=0,0

Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora: IF=24,722

Sumaryczny Impact Factor publikacji wedtug roku wydania: IF=35,290
Sumaryczny Imact Factor publikacji wedtug punktacji z 2021 roku: IF=59,373
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5-letni Impact Factor wszystkich publikacji: IF=62,183

2. Liczba cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym uwzglednieniem
autocytowan.

Liczby cytowan podane na 22 luty 2023 roku

Liczba cytowan wedtug Web od Science: 141

Liczba cytowan wedtug Web od Science bez autocytowan: 126

Liczba cytowan wedtug SCOPUS: 162

Liczba cytowan wedtug SCOPUS bez autocytowan: 148

3. Indeks Hirscha.
Indeks Hirscha podany na 22 luty 2023 roku
H-index wedtug Web od Science: 8
H-index wedtug SCOPUS: 8
H-index wedtug SCOPUS bez autocytowan: 8

4. Informacja o liczbie punktéw MNiSW/MEiN.

Punktacja publikacji wchodzacych w cykl osiggniecia naukowego wedtug roku
wydania: 200 pkt.

Punktacja publikacji przed uzyskaniem stopnia doktora: 0 pkt.
Punktacja publikacji po uzyskaniu stopnia doktora: 650 pkt.
Punktacja publikacji wedtug roku wydania publikacji 850 pkt.
Punktacja publikacji wedtug danych z 2021 roku: 1410 pkt.
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(podpis wnioskodawcy)
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