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Streszczenie

Rosngce zainteresowanie konsumentéw zdrowa zywnos$cig i jej pozytywnym wplywem
na organizm wymusza wprowadzenie na rynek prozdrowotnych produktow zywnosciowych.
Pieczywo pszenne, jako podstawowy element codziennej diety, odgrywa istotng role
W zywieniu czlowieka i z tego wzgledu moze by¢ uwazane za odpowiedni no$nik cennych
I niezbednych dla organizmu substancji prozdrowotnych. Obecnie pieczywo jak i inne produkty
pszenne wytwarzane sg z maki rafinowanej, pozbawionej waznych sktadnikow odzywczych t;j.
btonnik pokarmowy i zwigzki polifenolowe. Wyzej wymienione substancje odzywcze wchodza
w sklad preparatéw btonnikowych. Wykorzystanie preparatow blonnikowych oraz ich
komponentow do suplementacji pieczywa pszennego moze by¢ uwazane za zagospodarowanie
odpadow po produkcji zbozowej 1/lub owocowo-warzywnej, co jest zgodne z polityka Unii
Europejskiej. Waznymi komponentami preparatow btonnikowych sa zwigzki polifenolowe,
ktore wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace. Zwiazki polifenolowe moga by¢
dodawane do ciasta w postaci ekstraktow Iub barwnikow spozywczych. Zrozumienie
podstawowych mechanizméw oddziatywania zwigzkéw polifenolowych z poszczegdlnymi
sktadnikami ciasta chlebowego moze w przysztosci umozliwi¢ stworzenie odpowiedniej
technologii wytwarzania chleba, ktory bedzie charakteryzowal si¢ wlasciwosciami
prozdrowotnymi, a jednoczesnie bedzie posiadat jako$¢ pozadang przez konsumentow.

Jako$¢ pieczywa $cisle zwigzana jest ze strukturg biatek glutenowych, ktére determinuja
wlasciwos$ci mechaniczne ciasta. Badania przeprowadzone z zastosowaniem preparatow
blonnikowych w cieécie pszennym pokazaty, ze obserwowane zmiany w strukturze biatek
glutenowych sg zwigzane glownie z obecno$cig polisacharydow. Dlatego tez wykonano
badania, w ktorych zastosowano czyste polisacharydy. Zaobserwowane zmiany w strukturze
biatek glutenowych nie pokrywaty si¢ w peilni ze zmianami wywotanymi przez preparaty
blonnikowe. Z tego tez wzgledu celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byto
okreslenie wptywu wybranych kwasow fenolowych réznigcych sie iloscig 1 rodzajem grup
funkcyjnych (kwasu cynamonowego, kawowego, ferulowego, chlorogenowego, kumarowego),
jak rowniez wielko$cia czasteczki (kwasu galusowego, elagowego oraz taninowego) na
strukture biatek glutenowych w modelowym i glutenowym ciescie pszennym oraz zbadanie
wplywu tych polifenoli na wtasciwosci reologiczne ciasta. Badania zostaty przeprowadzone na
mace modelowej (skrobia pszenna: gluten pszenny w proporcji 80:15 w/w) oraz glutenie
pszennym (bez obecno$ci skrobi pszennej) w celu wyeliminowania wplywu pozostatych
sktadnikow naturalnie obecnych w mace pszennej (btonnik pokarmowy, lipidy, polifenole) na

uzyskane wyniki. Badania te przeprowadzono przy uzyciu metod spektroskopowych
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(spektroskopii w podczerwieni (FT-IR) oraz spektroskopii ramanowskiej (FT-Ramana))
I metody farinograficznej.

Wyniki badan farinograficznych pokazaly zmiang¢ w przebiegu procesu miesienia ciasta
w obecnosci kwasoéw fenolowych, ktorg uznano za rozpad ciasta (ang. dough breakdown).
Zjawisko to zachodzito najszybciej w przypadku kwasu kawowego, a najwolniej w przypadku
kwasu p-kumarowego, ktore charakteryzuja si¢ odpowiednio najwyzsza 1 najnizsza
aktywnoscig przeciwutleniajgcg sposrod badanych kwaséw fenolowych. W przypadku kwasow
z szeregu pochodnych kwasu benzoesowego (kwas galusowy i elagowy) rowniez obserwowano
rozpad ciasta. Jedynie kwas taninowy (najwicksza czasteczka) wykazat odmienne zachowanie
I stabilizowat sie¢ glutenowsa.

Wyniki badan spektroskopowych wykazaty, ze zmiany obserwowane w strukturze sieci
glutenowej w wyniku suplementacji ciasta kwasami fenolowymi zalezg od liczby i rodzaju grup
funkcyjnych obecnych przy pierScieniu aromatycznym tych kwasow, aktywnosci

antyoksydacyjnej polifenoli, jak rowniez wielko$ci czasteczki.

Stowa kluczowe: gluten, kwasy fenolowe, FT-IR, FT-Raman, struktura drugorzedowa,

struktura trzeciorzgdowa, farinograf



Abstract

The growing interest of consumers in healthy food and its positive impact on the human
body induces the introduction of health-promoting food products to the market. Wheat bread,
as a basic element of the daily diet, plays an important role in human nutrition, and therefore
can be considered as an appropriate carrier of valuable and health-promoting substances
necessary for the human body. Currently, bread and other wheat products are made of refined
flour, devoid of important nutrients, i.e. dietary fiber and polyphenolic compounds. The above-
mentioned nutrients are included in the fiber preparations. The use of fiber preparations and
their components for the supplementation of wheat bread can be considered as the waste
management from cereal and/or fruit and vegetable production, which is in line with the policy
of the European Union. Important components of fiber preparations are polyphenolic
compounds that have strong antioxidant properties. Polyphenolic compounds can be added to
the dough in the form of extracts or food colors. Understanding the basic mechanism of
interaction of polyphenolic compounds with individual components of bread dough may in the
future enable the creation of an appropriate technology for the production of bread that will be
characterized by health-promoting properties and at the same time will have the quality desired
by consumers.

The quality of bread is closely related to the structure of gluten proteins. The proteins’
structure also affects the rheological properties of the dough. The research, concerning effects
of the dietary fiber preparations on the structure of gluten proteins in wheat dough showed that
the observed structural changes in the these proteins are mainly related to the presence of
polysaccharides. Therefore, studies were performed in which pure polysaccharides were used.
The observed changes in the structure of gluten proteins did not fully coincide with the changes
caused by the dietary fiber preparations. For this reason, the aim of the present research was to
determine the effect of selected phenolic acids, differing in the amount and type of functional
groups at the aromatic ring (cinnamic, caffeic, ferulic, chlorogenic, coumaric acid) as well as
the size of the molecule (gallic, ellagic and tannic acid) on the structure gluten proteins in the
model and gluten dough. Moreover, the influence of these polyphenols on the rheological
properties of the dough was investigated. The researches were carried out on model flour (wheat
starch: wheat gluten in the proportion 80:15 w/w) and wheat gluten (without the presence of
wheat starch) in order to eliminate the influence of other ingredients naturally present in wheat
flour (dietary fiber, lipids, polyphenols) on obtained results. These studies were carried out
using spectroscopic methods (Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and Raman

spectroscopy (FT-Raman)) and the farinographic method.



The results of farinographic studies showed a change in the behavior of the dough in the
presence of phenolic acids, which was regarded as a “dough breakdown ”. This phenomenon
was the fastest in the case of caffeic acid, and the slowest in the case of p-coumaric acid, which
are characterized by the highest and the lowest antioxidant activity, respectively. Dough
breakdown was also observed in the case of the benzoic acid series (gallic and ellagic acid).
Only tannic acid (the largest molecule) showed a different behavior and stabilized the gluten
network.

The results of spectroscopic studies showed that the changes observed in the structure
of the gluten network as a result of the dough supplementation with phenolic acids depend on
the number and type of functional groups present at the aromatic ring of the acids, their

antioxidant activity, as well as molecular size.

Keywords: gluten, phenolic acids, FT-IR, FT-Raman, secondary structure, tertiary structure,

farinograph
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Wykaz skrotow:

FT-IR: Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
FT-Raman: Spektroskopia Ramana z transformacjg Fouriera
LMW: gluteniny o matej masie czgsteczkowej
HMW: gluteniny o duzej masie czasteczkowe;j
SDS: dodecylosiarczan sodu

TRIS: (hydroksymetylo) aminometan

DTNB: kwas 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoesowy)
CINA: kwas cynamonowy

CAFA: kwas kawowy

COUA: kwas kumarowy

CHLA: kwas chlorogenowy

FERA: kwas ferulowy

GALA: kwas galusowy

ELAA: kwas elagowy

TANA: kwas taninowy

EDTA: z ang. ethylenediaminetetraacetic acid
ANOVA: analiza wariancji

0-0-g: gauche-gauche-gauche

t-g-g: trans-gauche-gauche

t-g-t: trans-gauche-trans

TYR: tyrozyna

TD: dublet tyrozynowy

TRP: tryptofan
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1. Wstep
1.1 Gluten-charakterystyka

Gluten definiuje si¢ jako lepko-sprezysta mase, ktora pozostaje po przemyciu ciasta
pszennego 2% roztworem wodnym NaCl w celu usunigcia skrobi i sktadnikow maki
rozpuszczalnych w wodzie. W zalezno$ci od doktadnosci wymycia, sucha masa zawiera
75-85% biatka i 5-10% skrobi (Grant i wsp., 1999). Na gluten pszenny sktadaja si¢ dwa rodzaje
biatek: gliadyny i gluteniny. Bialka te sa biatkami zapasowymi pszenicy i odgrywaja
decydujaca role w powstawaniu ciasta pszennego, jak réwniez w procesie wypieku chleba.
Gliadyny odpowiadajg za lepkos¢ i rozciagliwos$¢ ciasta pszennego, natomiast gluteniny za

wytrzymato$¢ i sprezystos¢ ciasta (Wieser, 2007).

1.2 Struktura glutenu

Na poziomie czasteczkowym gluten jest przestrzennie ciagla siecia zbudowang
z tancuchow polipeptydowych polaczonych ze sobg za pomoca réznego rodzaju wigzan
chemicznych, takich jak wigzania disiarczkowe, wodorowe czy oddziatywania hydrofobowe.
Gluten tworza dwie frakcje biatek: rozpuszczalne w  alkoholu gliadyny
I nierozpuszczalne w alkoholu gluteniny (Vasil i Anderson, 1997).

Biatka glutenowe charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig glutaminy (35%), glicyny
(20%) 1 proliny (10%) oraz niska zawarto$cig aminokwasow z grupami naladowanymi (Ktosok
I wsp., 2021). Dodatkowo, w sekwencji aminokwasowej tych biatek obecne jest okoto 2%
cysteiny. Reszty cysteiny biorg udzial w tworzeniu mostkéw disiarczkowych — wigzan
chemicznych niezbednych do utworzenia prawidlowej sieci glutenowej (Abedi
i Pourmohammadi, 2020).

Gliadyny sg biatkami monomerycznymi, ktore w zalezno$ci od ruchliwosci biatka
w niskim pH okreslonej za pomocg elektroforezy zelowej, podzielono na trzy grupy: a-/B-, y-
i o-gliadyny. a-/B- i y-gliadyny sa podobne pod wzgledem masy czasteczkowej, ktora miesci
si¢ W przedziale 30-35 kDa. Frakcje te, dzigki obecnosci cysteiny w sekwencji aminokwasowej
tworza gldwnie wewnatrz-tahcuchowe wigzania disiarczkowe (S-S). Niektore gliadyny majg
nieparzystg liczbe cystein, co pozwala im na utworzenie mig¢dzyczasteczkowych wigzan
disiarczkowych. Pelnig one takze funkcje terminatora polimeryzacji gluteniny. o-gliadyny nie
zawieraja cysteiny, dlatego tez biatka te nie tworza mostkow disiarczkowych. Masa

czagsteczkowa m-gliadyn wynosi 44-88 kDa (Ktosok i wsp., 2021).
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Gluteniny sg biatkami polimerycznymi, a ich masa czasteczkowa waha si¢ od 500 kDa
do 10 MDa. Gluteniny sktadaja si¢ z dwodch frakcji, ktore réznig si¢ masa czasteczkowa —
gluteniny o niskiej (LMW) i duzej masie czasteczkowej (HMW). Gluteniny, ze wzgledu na
r6zng ruchliwos¢ w polu elektrycznym, mozna podzieli¢ na cztery podgrupy A, B, C i1 D. Grupe
A stanowi frakcja glutenin HMW, natomiast frakcja LMW glutenin zaliczana jest do grupy B,
C i D (Gianibelli i wsp., 2001). Do grupy B zaliczaja si¢ wylacznie gluteniny LMW
0 masie czasteczkowej 42-51 kDa, natomiast do grupy C oraz D oprocz glutenin LMW (30-40
kDa) zalicza si¢ roOwniez a-, y-gliadyny i w-gliadyny. Podjednostki gluteninowe o matej masie
czasteczkowej (LMW) maja podobng sekwencje aminokwasowa do gliadyn, dlatego tez
wykazuja do nich silne powinowactwo. W przeciwienstwie do gliadyn, gluteniny LMW biora
udziat w tworzeniu mig¢dzy-tancuchowych wigzan S-S, ktoére umozliwiaja tworzenie
rozgal¢zionej sieci gluteninowej. Ponadto, wsrod glutenin HMW wyr6znia si¢ dwie
podjednostki, x- i y-, roznigce si¢ masg czasteczkowg (83-88 kDa i 67-74 kDa) (Johansson
I wsp., 2013).

Rys. 1. Uproszczony schemat przedstawiajacy strukture glutenu, gdzie: HMW-GS- gluteniny
wysokoczgsteczkowe, LMW-GS -gluteniny niskoczasteczkowe, G-gliadyny, S-S- wigzanie

disiarczkowe.

Gliadyny i gluteniny w trakcie procesu miesienia ciasta oddziatuja ze sobg w obecnosci
wody poprzez tworzenie wiagzan kowalencyjnych i niekowalencyjnych, tworzac sie¢ glutenowg
(Rys.1). Jednym z najwazniejszych wigzan kowalencyjnych wystepujacych w sieci glutenowej
sa mostki disiarczkowe, ktore powstaja pomigedzy dwiema resztami cysteinowymi. Jak

wspomniano powyzej, gliadyny tworza gldwnie wewnatrz-tahcuchowe mostki disiarczkowe,
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podczas gdy gluteniny uczestniczg w tworzeniu wewnatrz- i migdzy-tancuchowych wigzan
S-S. Z tego powodu gliadyny z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami S-S nie biorg udziatu
w wymianie SH-SS, ktora zachodzi podczas procesu miesienia ciasta. Wymiana SH-SS dotyczy
tylko miedzyczgsteczkowych mostkow disiarczkowych w gluteninach. Z tego wzgledu obie
podjednostki glutenin moga peti¢ role fragmentu wydhluzajacego tancuch polipeptydowy
(Shewry i wsp., 2002). Wsrdéd innych wigzan kowalencyjnych tworzonych podczas miesienia
ciasta mozna wyr6zni¢ wigzania tyrozyna-tyrozyna pomiedzy tancuchami polipeptydowymi
glutenu oraz wigzania tworzone pomiedzy tyrozyng a kwasem dehydroferulowym i biatkami
glutenowymi a arabinoksylanami (Ktosok i wsp., 2021). Jednakze te dwa rodzaje wigzan
powstaja rzadko. Ponadto, sie¢ glutenowa powstaje rowniez dzigki obecnosci oddziatywan
niekowalencyjnych, takich jak wigzania wodorowe, jonowe, hydrofobowe 1 sity Van der

Waalsa (Ktosok i wsp., 2021).

1.3 Polifenole - podzial i charakterystyka

Polifenole sg organicznymi zwigzkami, ktore powszechnie wystepuja w roslinach.
Zwiazki te sg wtornymi metabolitami roslinnymi, ktére wykazuja korzystny wptyw na
organizm cztowieka (Upadhyay i Dixit, 2015). W swojej strukturze posiadajg one przynajmniej
jedna grupe hydroksylowa (—OH), ktora determinuje ich wtasciwos$ci antyoksydacyjne. Oprocz
posiadania silnych wlasciwo$ci przeciwutleniajacych, zwiazki te moga wptywac na cechy
sensoryczne produktow spozywczych. Zrodtem zwiazkow polifenolowych dla cztowieka jest
zywno$¢ pochodzenia roslinnego, gléwnie Swieze owoce 1 warzywa, jak tez przetworzone
produkty roslinne: soki, wino czy herbata. Obecnie poznanych zostato okoto 8000 polifenoli
(Cory i wsp., 2018). Wsrdd tej duzej grupy zwigzkoéw, na podstawie struktury podstawowego
szkieletu weglowego, wyrdzniono nastepujace grupy polifenoli: kwasy fenolowe, flawonoidy,
stilbeny, lignany i ligniny (Rudrapal i wsp., 2022).

Kwasy fenolowe stanowig okolo jednej trzeciej wszystkich zwigzkéw fenolowych.
W swojej budowie posiadaja przynajmniej jedna grupe hydroksylowa oraz grupe
karboksylowa. W $wiecie roslin zwiazki te wystepuja jako pochodne kwasu cynamonowego
oraz pochodne kwasu benzoesowego. Do badan przedstawionych w niniejszej pracy
wykorzystano kwasy fenolowe pochodzace z obydwu grup. Sposrod pochodnych kwasu
cynamonowego wybrano kwas cynamonowy, ferulowy, kawowy, kumarowy oraz
chlorogenowy. Kwasy te roznity si¢ miedzy soba iloscig 1 rodzajem grup funkcyjnych

przylaczonych do pier§cienia aromatycznego. Kwas galusowy, elagowy oraz taninowy
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wybrano jako przedstawicieli pochodnych kwasu benzoesowego. Kwasy te roznity si¢ migdzy

sobg wielko$cia czgsteczki i liczbg grup hydroksylowych. Ponizej przedstawiono struktury tych

kwasow (Rys. 2).
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Rys. 2. Struktura wybranych do badan kwasow fenolowych: kwas cynamonowy
(CINA), kwas kumarowy (COUA), kwas kawowy (CAFA), kwas chlorogenowy (CHLA),
kwas ferulowy (FERA), kwas galusowy (GALA), kwas elagowy (ELAA), kwas taninowy

(TANA).
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1.4 Rodzaje oddzialywan bialko — polifenol

Kwasy fenolowe oddziatujg z biatkami glutenowymi tworzac kompleksy. Prowadzi to
do zmian strukturalnych i funkcjonalnych w obu zwigzkach. Na interakcje pomigedzy kwasami
fenolowymi a biatkami wptywaja rézne czynniki, w tym temperatura, pH, rodzaj i st¢zenie
biatka, jak rowniez struktura zwigzkow fenolowych (w tym rodzaj i ilo§¢ grup funkcyjnych
przy pierScieniu aromatycznym) oraz ich masa czasteczkowa. Polifenole moga tworzy¢
z biatkami wigzania odwracalne tj. wigzania wodorowe, hydrofobowe i sity Van der Waalsa
oraz nicodwracalne (wigzania kowalencyjne) (Rys.3a). Mechanizm oddziatywan biatko -
polifenole moze obejmowac kilka faz. Pierwsza faza polega na utlenieniu zwigzku fenolowego
do ortochinonu. Nastepnie ortochinon tworzy wigzania kowalencyjne z tancuchami bocznymi
aminowymi (C-N) i/lub sulfhydrylowymi (C-S) polipeptydow (Ozdal i wsp., 2013). Zar6wno
oddziatywania kowalencyjne, jak 1 niekowalencyjne wptywaja na strukture chemiczng biatek
i zwigzkéw fenolowych, ktore zmieniajg rowniez ich wlasciwosci odzywceze, funkcjonalne
I biologiczne (Yilmaz i wsp., 2022). Ponadto, zwigzki fenolowe moga by¢ zamykane
w kieszeniach hydrofobowych utworzonych przez biatko, nie tworzac wtedy wigzan

z fancuchami polipeptydowymi (Rys. 3b) (Sivam i wsp., 2010).

Rys. 3. Schemat oddziatywan pomiedzy polifenolami a fancuchami biatkowymi,
a- oddzialtywania za pomoca wigzan odwracalnych, badz nieodwracalnych, b- polifenol

zamknigty w kieszeni hydrofobowej utworzonej przez bialko.

Istnieja badania, ktore potwierdzaja interakcje pomiedzy biatkami glutenowymi
a polifenolami. Sivam i wsp. (2013) badali interakcje pomigdzy biatkami glutenowymi
a pektynami i polifenolami ekstrahowanymi z jagod, z uzyciem spektroskopii FT-IR oraz
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FT-Ramana, w pieczywie modelowym i pszennym. W chlebie poddanym obrobce wzrosta ilos¢
B-kartek kosztem zakretow [, wzrosta rowniez ilo$¢ struktur nieuporzadkowanych, zwlaszcza
W Obecnosci polifenoli jagodowych. Welc i wsp. (2022a) badali zmiany w strukturze
drugorzedowej 1 trzeciorzedowej bialek glutenowych wywotane przez wybrane kwasy
fenolowe z grupy kwaséw hydroksycynamonowych i hydroksybenzoesowych. Badania
z wykorzystaniem spektroskopii FT-Ramana pokazaly, ze badane kwasy fenolowe
przyczyniaja si¢ do tworzenia nicuporzagdkowanych i zagregowanych struktur kosztem p-kartek
czy zakr¢tow PB. Analiza spektrofotometryczna wykazata, ze kwasy hydroksycynamonowe
oddziatywaty silniej z  biatkami  glutenowymi w  poroéwnaniu z  kwasami
hydroksybenzoesowymi. Jest to zwigzane prawdopodobnie z obecno$cia dodatkowego
tancucha weglowodorowego z wigzaniem C=C w strukturze kwasu cynamonowego i jego
pochodnych. Kwasy nalezace do grupy kwasow hydroksycynamonowych nie wbudowywaty
si¢ lub wbudowywaty si¢ tylko czgsciowo w sie¢ glutenowa poprzez tworzenie wigzan
kowalencyjnych lub wodorowych. W innych badaniach Welc i wsp. (2022b) okreslali
odziatywania kwasoéw fenolowych z gliadynami z wykorzystaniem spektroskopii FT-IR oraz
spektroskopii  fluorescencyjnej. Jako  modyfikatory gliadyn zastosowano  kwas
4-hydroksybenzoesowy, protokatechowy, wanilinowy, syringowy, kumarowy, kawowy,
ferulowy oraz synapowy. Wyniki badan wykazaty, ze kwasy hydroksybenzoesowe ze wzgledu
na swoje mniejsze rozmiary wbudowuja si¢ w przestrzenie mi¢dzytancuchowe gliadyn i tworza
z nimi wigzania wodorowe prowadzac do agregacji. Natomiast kwasy hydroksycynamonowe,
ze wzgledu na wigkszg sztywnos¢ 1 rozmiar, rozdzielaty tancuchy polipeptydowe prowadzac
do dezagregacji gliadyn. Interakcje biatek z flawonoidami ekstrahowanymi ze skorki cebuli,
jak rowniez lisci komosy ryzowej, ktora bogata jest we flawonoidy, badali Swieca i wsp. (2013,
2014). Wyniki uzyskane za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej pokazaly
zwigkszenie pola powierzchni pikéw ekstraktow, uzyskanych po trawieniu pieczywa
wzbogaconego w polifenole, ktore wyraznie wskazywaly na tworzenie si¢ kompleksow
biatkowo-polifenolowych w wyniku interakcji pomigdzy tymi zwigzkami. Taddei i wsp. (2013)
wykorzystali spektroskopie Ramana do badan interakcji gliadyn z antocyjanami. Uzyskane
przez nich wyniki pokazaly, Ze badane antocyjany indukuja w gliadynach zmiany
konformacyjne. Obserwowano zmniejszenie ilosci  struktur nieuporzgdkowanych
I jednocze$nie tworzenie nowych wigzan wodorowych pomiedzy gliadynami a antocyjanami.
Ponadto, zaobserwowano znaczace zmniejszenie ilo$ci zakretow [, zmniejszenie wartosci
dubletu tyrozynowego i ilo§ci mostkoéw disiarczkowych w stabilnej energetycznie konformacji

(gauche-gauche-gauche). Zmiany te prowadzity do nieprawidtowego zwijania si¢ lub agregacji
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gliadyn. Zhang i wsp. (2021) za pomocg metod spektroskopowych analizowali wptyw kwasu
chlorogenowego i luteoliny na gliadyny i gluteniny w pH 7. Kwas chlorogenowy powodowat
powstanie bardziej nieuporzadkowanej struktury gliadyn 1 glutenin oraz zmniejszat
hydrofobowos$¢ powierzchni tych biatek. Huang i wsp. (2018) badali natomiast wptyw kwasu
ferulowego na strukture glutenu w ciescie modelowym. Wzrost stezenia kwasu ferulowego
z 1% do 4% powodowal wzrost ilosci a-helis i zakrgtow B przy jednoczesnym zmniejszeniu
zawarto$ci P-kartek i struktur nieuporzgdkowanych. Autorzy stwierdzili, ze zmniejszenie
zawarto$ci B-kartek kosztem zakr¢tow P moze prowadzi¢ do uszkodzenia sieci glutenowej.
Feng 1 wsp. (2022) badali mechanizm interakcji pomigedzy kwasami fenolowymi
wystepujacymi naturalnie w zbdzach (kwasem galusowym, kawowym, syringowym
I p-kumarowym) a biatkami glutenowymi. Wyniki wykazaty, ze wybrane kwasy fenolowe
oddziatywaty z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych, jak rowniez
wigzan wodorowych, zmieniajgc tym samym strukturg glutenu. Dodatek kwasu kawowego,
p-kumarowego oraz  galusowego powodowal zwigkszenie zawartosci  struktur
nieuporzadkowanych ~w  biatkach  glutenowych.  Wyzsza  zawarto$¢  struktur
nieuporzadkowanych wskazuje na mniej uporzadkowang strukture sieci glutenowej z mniejsza
iloscig wigzan wodorowych. Tworzenie si¢ wigzan wodorowych w sieci glutenowej zostato
prawdopodobnie zaburzone obecno$cig kwasoéw fenolowych. Autorzy obserwowali rowniez
zmniejszenie ilosci B-kartek pod wptywem kwasu syryngowego, co mogto przyczyni¢ si¢ do
rozerwania wigzan disiarczkowych a interakcja pomigdzy kwasem syryngowym a biatkami
glutenowymi prowadzi do zmiany struktury tancuchéw peptydowych biatka. Han i Koh (2011)
badali wpltyw kwasow fenolowych na fizyczne wiasciwosci ciasta
i chleba pszennego. Ich wyniki sugerowaly, ze podczas produkcji chleba biatka pszenicy
ulegaja przeorganizowaniu, a kwasy fenolowe redukuja podjednostki o duzej masie
czasteczkowej, co przyczynia si¢ rowniez do wigkszej ekstrahowalnosci biatek glutenowych.
Ponadto Girard i Awika (2020) twierdza, ze monomeryczne polifenole (np. kwasy fenolowe)
mogg skraca¢ Czas miesienia ciasta i poprawia¢ elastycznos¢ sieci glutenowej. Jednakze
polifenole o duzej masie czasteczkowej (taniny) moga zwigkszaé wytrzymatos¢ sieci
glutenowej poprzez tworzenie wigzan wodorowych i oddzialywan hydrofobowych z biatkami.
Ponadto Wang 1 wsp. (2015) podczas badan nad wplywem tanin na wlasciwosci
fizykochemiczne 1 strukturalne biatek glutenowych wykazali, ze zwiazki te indukujg
powstawanie niekowalencyjnych oddziatywan z biatkami glutenowymi. Ilo§¢ zakretow

B 1 a-helis ulegta zwigkszeniu, natomiast ilos¢ B-kartek w ciescie zawierajacym taniny obnizyta

18



si¢. Ponadto, dodatek tanin przyczyniat si¢ do agregacji bialek glutenowych, modyfikowat

mikrostrukture sieci glutenowej, jednoczesnie poprawiajac wlasciwosci reologiczne ciasta.
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2. Cele i hipotezy badawcze

Rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu 4 publikacji, potagczonych ze sobg tematycznie.
Celem tych prac jest okreslenie wptywu polifenolowych komponentéw preparatow
btonnikowych (wybranych kwaséow fenolowych) na strukturg biatek glutenowych w dwodch
rodzajach ciasta pszennego (modelowe ciasto pszenne i ciasto glutenowe). Ponadto celem
badan przedstawionych w tej pracy bylo zbadanie wlasciwosci reologicznych ciasta
modelowego powstatego w wyniku suplementacji wybranymi kwasami fenolowymi.

Dane literaturowe wskazuja, ze polifenole podczas procesu miesienia ciasta moga
ulegaé reakcjom chemicznym. Swiadczy o tym fakt, ze pieczywo wzbogacone w polifenole
charakteryzuje si¢ wyzsza aktywno$cig antyoksydacyjng w poréwnaniu z pieczywem
niewzbogaconym w polifenole (Han i Koch, 2010). Dlatego tez wazne jest okreslenie, z jakimi
sktadnikami ciasta oddziatuja polifenole oraz jaki jest mechanizm tych oddziatywan.
Jednoczesnie suplementacja ciasta wybranymi zwigzkami fenolowymi moze powodowac
obnizenie jego jakosci, a co za tym idzie réwniez jakosci pieczywa. Dlatego tez sformutowano
nastepujace hipotezy badawcze:

- W procesie miesienia pszennego ciasta modelowego/glutenowego kwasy fenolowe tworzg
kompleksy z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych, wodorowych
oraz hydrofobowych. Prowadzi to do zmiany struktury drugorzedowej, konformacji mostkéw
disiarczkowych i §rodowiska dwoch aminokwaséw aromatycznych - tyrozyny i tryptofanu;

- kwasy fenolowe mogg by¢ zamykane w kieszeniach hydrofobowych utworzonych przez
tancuchy polipeptydowe podczas miesienia ciasta;

- interakcje pomiedzy kwasami fenolowymi a biatkami glutenowymi nie powoduja rozerwania
mostkow disiarczkowych. Zaktada si¢ natomiast przeksztalcenie wigzan S-S z konformacji
najbardziej stabilnej energetycznie (gauche-gauche-gauche) do mniej stabilnych (trans-gauche-
gauche i trans-gauche-trans) oraz tworzenie wigzan pomigdzy wolnymi grupami SH i kwasami
fenolowymi;

- kwasy fenolowe powoduja agregacje biatek glutenowych.
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3. Metodyka
3.1 Materialy

Do przeprowadzenia badan wykorzystano gluten pszenny, skrobi¢ pszenng, chlorek
sodu, kwas kumarowy (COUA), kwas ferulowy (FERA), kwas kawowy (CAFA),
kwas galusowy (GALA), kwas elagowy (ELAA), kwas taninowy (TANA),
tri(hydroksymetylo)aminometan (TRIS), glicyne, kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA),
dodecylosiarczan sodu (SDS), kwas 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (DTNB, odczynnik
Ellmana). Zwiazki te zakupiono w firmie Sigma Aldrich (Polska). Kwas cynamonowy (CINA)
otrzymano od firmy Alfa Aesar (USA), a kwas chlorogenowy (CHLA) zakupiono od firmy
Acros Organics (Polska). Uzywano takze wody podwojnie destylowane;.

3.2 Przygotowanie ciasta modelowego

Glownym obiektem badawczym w publikacji P.1, P.2 i P.3 byto ciasto modelowe.
Ciasto modelowe przygotowywano z maki modelowej, ktora zostata odtworzona z komercyjnie
dostepnych skrobi pszennej i glutenu pszennego w statej proporcji wagowej 80:15 (przy tej
samej wilgotnosci 65%). Proporcje wagowe przyjeto na podstawie rzeczywistych $rednich
zawartosci skrobi 1 glutenu w mace pszennej. Uproszczony sktad maki modelowej byt celowy,
poniewaz obecnos¢ natywnego btonnika pokarmowego oraz polifenoli w mace pszennej moze
zaktoci¢ analizg otrzymanych wynikéw. Ciasto modelowe wzbogacano w wybrane kwasy
fenolowe w trzech stgzeniach: 0.05%, 0.1%, 0.2%. Zawarto$¢ kwasow fenolowych ustalono na
podstawie ich rzeczywistych zawarto$ci w preparatach btonnikowych. Z wymienionych wyzej
sktadnikow przygotowano ciasto modelowe w farinografie (Brabender, Niemcy). Proby ciasta
modelowego (ciasta kontrolnego) oraz ciasta suplementowanego wybranymi kwasami
fenolowymi byty przygotowane wedhlug nieznacznie zmodyfikowanej procedury standardowe;j
ICC 115/1. Standardowy czas rejestracji farinogramow (20 min) w przypadku ciasta
kontrolnego oraz ciasta suplementowanego kwasami fenolowymi (kwasem cynamonowym,
kumarowym, kawowym, ferulowym, chlorogenowym i galusowym) wydtuzono do 60 min.
Czas miesienia ciasta zostal wydtuzony, poniewaz zaobserwowano dodatkowe piki na
farinogramach suplementowanych probek. Piki te zwigzane sg ze zjawiskiem rozpadu sieci
glutenowej (dough breakdown - DBD). Przyktadowy farinogram z pikiem DBD przedstawiono
na Rys.3. Czas miesienia ciasta suplementowanego kwasem elagowym wydtuzono do 75 minut

ze wzgledu na pozniejsze pojawienie si¢ charakterystycznego piku na farinogramie (P.2 i P.3).
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Dla tego kwasu przygotowano rowniez ciasto kontrolne miesione 75 min. Czas miesienia ciasta
z kwasem taninowym poczatkowo wydtuzono do 120 minut (maksymalny mozliwy czas
rejestracji farinogramu). Jednakze pomimo wydtuzenia czasu miesienia, dodatkowego piku na
farinogramie zwigzanego z DBD nie zarejestrowano. Z tego tez wzgledu dla ciasta z kwasem
taninowym przyjeto czas miesienia 60 minut. Wszystkie probki przygotowano w trzech
powtdrzeniach.

W Kolejnym etapie badan proby ciasta suplementowanego wybranymi kwasami
fenolowymi rowniez przygotowano w farinografie. Jednakze miesienie ciasta zatrzymywano
4 minuty przed pojawieniem si¢ piku zwigzanego z DBD na farinogramach. Dla tych probek
przygotowano ciasto kontrolne (czas miesienia 30 minut). Wszystkie probki przygotowano

w trzech powtorzeniach.

dough breakdown (DBD)

Consistency (FU)

EO "51 t2
Time (min)
Rys.3. Schemat przyktadowego farinogramu ciasta modelowego suplementowanego kwasami

fenolowymi.
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3.3 Przygotowanie ciasta glutenowego

Ciasto glutenowe niesuplementowane (probka kontrolna) oraz modyfikowane
wybranymi kwasami fenolowymi (P.4) przygotowano w miesiarce wibracyjnej SZ-1
(Sadkiewicz Instruments, Bydgoszcz, Polska) wedtug metody opisanej przez Nawrocka i wsp.
(2016). Do 7 g komercyjnego glutenu dodawano wybrane kwasy fenolowe. Zawartos$¢
polifenoli wynosita 0,05%, 0,1% i 0,2% w stosunku do masy mieszaniny gluten — kwas
fenolowy (przy tej samej wilgotnos$ci - 65%). Probki ciasta mieszano z 2% wodnym roztworem

NaCl przez 3 min. Wszystkie probki przygotowano w trzech powtorzeniach.

3.4 Przygotowanie prob glutenu do badan spektroskopowych i biochemicznych

Z prob ciasta modelowego 1 glutenowego wymyto gluten za pomocg aparatu Glutomatic
2200 (Perten Instruments, Szwecja). Nastepnie go zamrozono, liofilizowano przez 24 h
i sproszkowano. Tak przygotowane probki uzyto do pomiaréw FT-Ramana. Cze$é
sproszkowanego glutenu nawilzono 10% wodnym roztworem ci¢zkiej wody (D20) i wykonano
pomiar z uzyciem techniki FT-IR. D20 uzyto jako wzorca wewngtrznego, aby wyeliminowaé
oscylacje pochodzace od czasteczek wody z pasma amid [ we wszystkich badanych probkach.
Nawilzanie za pomocg D20 polegato na umieszczeniu zliofilizowanej, sproszkowanej probki
glutenu w eksykatorze, w ktérym umieszczone bylo naczynie z 20 ml roztworu D.O na

4 godziny. Aby sprawdzié, czy probki zostaly nawilzone, probki wazono przed i po nawilzaniu.

3.5 Metody pomiaru

Glownymi metodami pomiarowymi wykorzystywanymi w badaniach przedstawionych
w niniejszej rozprawie byly metody spektroskopowe: spektroskopia ramanowska
z transformatg Foruriera (FT-Raman) i spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera
(FT-IR).

3.5.1 Spektroskopia FT-Ramana

Widma FT-Ramana byly mierzone na module FT-Raman (NXR FT Raman) dla
stanowiska FT-IR Nicolet 6700 przy uzyciu detektora InGaAs i rozdzielacza wigzki CaF2
(Thermo Scientific, Madison, W1, USA). W metodzie tej uzywano lasera Nd:YAG o dlugosci

fali $wiatla A=1064 nm. Maksymalna moc lasera wynosita 1 W. Widma byly rejestrowane
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w zakresie 150 - 3500 cm™, a kazde widmo byto $rednig 256 skanéw przy rozdzielczosci
8 cmL. Otrzymane widma usredniano z pieciu zarejestrowanych widm. Dla uzyskanych widm
wykonano korekcje linii bazowej, a nastepnie widma te normalizowano wzgledem pasma
fenyloalaniny przy 1003 cm™, przy uzyciu programu ORIGIN (wersja 9.0 PRO, OriginLab
Corporation, USA). Widma FT-Ramana dajg informacje dotyczace struktury drugorzedowej
biatek poprzez analize pasma amid I (1570-1720 cm™) oraz struktury trzeciorzedowej poprzez
analize pasma zwigzanego z konformacjami mostkéw disiarczkowych (490-550 cm™), pasm
zwigzanych z mikrosrodowiskiem dwoch aminokwaséw aromatycznych: tyrozyny (dublet
tyrozynowy (1(850)/1(830)) oraz tryptofanu (I(760)).

Na podstawie literatury w obszarze pasma amid | wyodrgbniono nastepujace struktury:
o-helisa - 1650-1660 cm™, B-kartki - 1619-1633 cm™, antyrownolegte B-Kartki - 1675-1695
cm?, zakrety B - 1666-1677 cm™, pseudo B-kartki - 1610-1625 cm™, uwodnione p-kartki
- 1606-1607 cm™, zwigzane wigzaniami wodorowymi antyréwnolegte B-Kartki - 1680 cm™,
zwigzane wigzaniami wodorowymi p-kartki - 1682 cm™, zwigzane wigzaniami wodorowymi
zakrety P - 1646, 1656 cm™ (Nawrocka i wsp., 2017, Linlaud i wsp., 2011, Tozzi i wsp., 2013).

3.5.2 Spektroskopia FT-IR

Widma FT-IR rejestrowano za pomocg spektrometru Nicolet 6700 FT-IR (Thermo
Scientific, USA) wyposazonego w diamentowa przystawke odbiciowa (Attenuated Total
Reflection — ATR). Widma byly rejestrowane w zakresie 400-4000 cm™ z rozdzielczoscig
4 cm? a kazde widmo bylo $rednig 128 skanéw. Otrzymane widma usredniano z pieciu
zarejestrowanych widm. Dla uzyskanych widm wykonano korekcje linii bazowej, a nastgpnie
widma te normalizowano wzgledem pasma ciezkiej wody na 2485 cm™, przy uzyciu programu
ORIGIN (wersja 9.0 PRO, OriginLab Corporation, USA). Widma FT-IR daja informacj¢ na
temat struktury drugorzedowej bialek poprzez analize pasma amid I (1570-1720 cm™) oraz
pasma amid Il (1200-1340 cm™). Ponadto metoda ta umozliwia badanie populacji wody
poprzez analize pasma zwigzanego z drganiami rozciagajacymi grup OH (2800-4000 cm™).
Przygotowanie zarejestrowanych widm do analizy wykonano w programie ORIGIN (v.9.0
PRO, OriginLab Corporation, USA). W celu okreslenia zmian w strukturze drugorzgdowej
biatek glutenowych wyliczono widma réznicowe.

Na podstawie literatury w pasmie amid I odpowiednim przedzialom spektralnym
przypisano wystgpowanie poszczegolnych struktur drugorzedowych biatek: a-helisa -
1649-1655 cm™, B-kartki - 1680-1687 cm™, antyrownolegle B-kartki - 1629-1632 cm,
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zakrety B - 1666-1677 cm™. Dodatkowo struktury zagregowane w pasmie amid I
przyporzadkowano  nastgpujacym  przedzialom = spektralnym: pseudo  f-kartki -
1613-1615 cm™, o-helisa zwiazana wiazaniami wodorowymi z czasteczkami wody -
1648-1651 cm™, uwodnione B-kartki - 1600-1630 cm™, zwiazane wiazaniami wodorowymi
antyréwnolegte B-Kartki - 1627, 1690 cm™, zwigzane wigzaniami wodorowymi B-kartki - 1680-
1695 cm?, zwigzane wigzaniami wodorowymi zakrety B - 1643 cm™ (Secundo i Guerrieri,
2005, Pezolet i wsp., 1992, Georget i Belton, 2006).

Pasmo amid Ill natomiast zostalo podzielone na cztery regiony spektralne, ktorym
przypisano nastepujace rodzaje struktur drugorzedowych: p-kartki (1200-1250 cm™), struktury
nieuporzadkowane (1250-1270 cm™), zakrety B (1270-1295 cm?), oraz a-helisy
(1295-1330 cm™) (Cai i Singh, 1999).

3.6 Sposo6b przygotowania widm do analizy

Do analizy struktury drugorzgdowej biatek glutenowych uzyto dwoch rodzajow widm
roéznicowych. Pierwszy rodzaj widm roznicowych (normalny) wyliczono poprzez odjgcie
widma probki kontrolnej od widma mieszaniny gluten-kwas fenolowy. Widma byly
normalizowane polem powierzchni pod pasmem amid | (P.1, P.2, P.3, P.4) oraz amid Il (P.3
i P.4). W ten sposob otrzymano pierwsze widmo roznicowe. Dodatkowo dla kwasu
cynamonowego, kumarowego oraz chlorogenowego (P.1) liczono drugie widmo roéznicowe.
Drugie widmo réznicowe w przypadku tych kwasow wyliczono, poniewaz na pierwszym
widmie r6znicowym obserwowano pasma charakterystyczne dla tych kwasow. Obliczenia
polegaly na odjeciu od pierwszego widma réznicowego widma czystego kwasu. Pierwsze
widmo rdéznicowe oraz widmo czystego kwasu byly normalizowane intensywno$cia pasma
charakterystycznego dla czystego kwasu fenolowego.

W przypadku publikacji P.1, P.2, P.3 liczono réwniez drugi rodzaj widm r6znicowych.
Ten rodzaj widm otrzymano poprzez odjecie "widma po rozpadzie ciasta” od widma "przed
rozpadem ciasta (DBD)" przy tym samym stezeniu kwasu fenolowego. W przypadku probek

zmodyfikowanych kwasem taninowym, ten rodzaj widm nie byt liczony.
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3.7 Oznaczanie wolnych grup SH

Zawarto$¢ wolnych grup SH oznaczano stosujac metode spektroskopowa opracowang
przez Beveridge i wsp. (1974) z niewielkimi modyfikacjami. 40 mg probki dodawano do 4 ml
buforu TGE + SDS (10,4 g Tris, 6,9 g glicyny, 1,2 g EDTA 12,5 g SDS na litr wody). Probka
byta inkubowana przez 30 min w temperaturze 25 °C. Nastepnie odwirowano jg przy 5000xg
i 4 °C przez 10 min, aby uzyska¢ supernatant. Do supernatantu dodawano 40 pl odczynnika
Ellmana i inkubowano przez 30 min w 25 °C. Odczynnik Elmana (20 mg) rozpuszczono
w5 ml TGE.

Absorbancje¢ supernatantu z odczynnikiem Ellmana mierzono przy dtugosci fali 412 nm
z uzyciem spektrofotometru (Cary 300/Biomelt, Varian Pty, USA). Zawarto$¢ wolnych grup
SH obliczono wedtug wzoru:

Csn=73,53 X As12 X D/Cy

gdzie: 73,53 to warto$¢ wspotczynnika ekstynkcji, As12 to absorbancja przy dtugosci fali
412 nm, D to rozcienczenie supernatantu, a Cqg to stezenie probKi glutenu suplementowanej

poszczeg6lnymi kwasami fenolowymi. Wszystkie probki mierzono w trzech powtdrzeniach.

3.8 Analizy statystyczne

Dla wszystkich badan w przedstawionych w publikacjach P.1, P.2, P.3, P.4
przeprowadzono analize¢ wariancji (ANOVA), a nastgpnie test Tukey'a (0=0,05). We
wszystkich tabelach wyniki przedstawiono jako s$rednie z odchyleniami standardowymi

z trzech powtorzen.
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4. Omowienie uzyskanych wynikow badan

4.1 Publikacja P.1_(Effect of cinnamic acid and its derivatives on structure of gluten proteins

— A study on model dough with application of FT-Raman spectroscopy)

W publikacji P.1 przedstawiono wplyw pigciu kwasoéw fenolowych (kwasu
cynamonowego, p-kumarowego, kawowego, ferulowego i chlorogenowego) na whasciwosci
reologiczne modelowego ciasta pszennego oraz struktur¢ drugo- i trzeciorzegdowa bialek
glutenowych. Gtéwnym celem badan prezentowanych w publikacji P.1 bylo okreslenie zmian
w strukturze drugo- i trzeciorzedowej glutenu indukowanych kwasami fenolowymi przy uzyciu
spektroskopii FT-Ramana. Wybrane do badan polifenole roznity si¢ iloScig i rodzajem grup
funkcyjnych obecnych przy pier§cieniu aromatycznym.

Wyniki badan farinograficznych pokazaly zmiang zachowania ciasta w obecnos$ci wyzej
wymienionych kwasoéw fenolowych, co uznano za rozpad ciasta (dough breakdown-DBD).
Zjawisko to zachodzito najszybciej w ciescie suplementowanym kwasem kawowym
anajwolniej w ciescie suplementowanym kwasem p-kumarowym. Kwasy te charakteryzowaty
si¢ odpowiednio najwyzszg i najnizsza aktywnos$cig antyoksydacyjng sposrod wybranych
polifenoli. Na farinogramach wyszczegolniono trzy etapy. W pierwszym etapie miesienia
od 0 do to (Rys.4) kwasy fenolowe nie powodowaly istotnych zmian w konsystencji ciasta
w porownaniu z kontrolag. Na podstawie tej obserwacji wnioskowano, ze kwasy fenolowe nie
konkurujg o wode z biatkami glutenowymi a ich reaktywnos¢ chemiczna jest zahamowana. Po
czasie to nastgpowato chemiczne uaktywnienie kwasow, co na farinogramie obserwowano jako
wzrost konsystencji ciasta w poréwnaniu z kontrolag. Wzrost zawarto$ci kwasoéw przyspieszat
dynamike wzrostu konsystencji ciasta a czas trwania drugiego etapu znacznie si¢ skracal. Trzeci
etap (t>t1) rozpoczyna si¢ w momencie, gdy kwas fenolowy przestaje oddziatywaé ze
sktadnikami ciasta i zaczyna dominowa¢ destrukcja mechaniczna sieci glutenowej wywotana

dalszym miesieniem ciasta.
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Rys.4. Zmiany konsystencji ciasta podczas mieszania (farinogramy) po suplementacji ciasta

modelowego kwasami fenolowymi: kwasem cynamonowym (CINA), kwasem kumarowym

(COUA), kwasem kawowym (CAFA), kwasem chlorogenowym (CHLA), kwasem

ferulowym (FERA).
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W dalszej czeg$ci badan analizowano dwa rodzaje probek, ktore pobrano tuz przed jego
rozpadem (DBD) oraz z ciasta miesionego 60 min (‘po rozpadzie ciasta’). Odejmujac od siebie
te widma otrzymano widma roznicowe drugiego typu (patrz rozdziat 3.6). Analiza tych widm
réznicowych dla prob kontrolnych wykazata, ze w wyniku nadmiernego miesienia ciasta
powstata wigksza ilo§¢ agregatow, B-kartek i struktur nieuporzadkowanych, podczas gdy
probka kontrolna pobrana przed rozpadem zawierata wigcej zakretow B i antyrownoleglych-f3
kartek z wigzaniami wodorowymi lub bez. Podobne widma réznicowe obliczono dla
wszystkich prob gluten - kwas fenolowy przy tym samym stezeniu kwasu. Analiza tych widm
pokazata, ze charakteryzuja si¢ one podobnym ukladem pasm dla wszystkich badanych
kwasow z wyjatkiem kwasu kumarowego. Na widmie kwasu kumarowego obserwowano jego
dwa charakterystyczne pasma przy 1606 i 1634 cm™ w pasmie amid I. Obecno$¢ tych dwoch
pasm oraz wzrost ich intensywnosci wraz ze wzrostem stezenia kwasu wskazuje, ze nie jest on
usuwany z ciasta modelowego podczas procesu wymywania w przypadku probek pobranych
przed rozpadem ciasta (DBD). Brak przesunigcia tych pasm moze wskazywaé, ze kwas
kumarowy nie jest wbudowywany w sie¢ glutenowa ale moze by¢ zamykany w kieszeni
hydrofobowej utworzonej przez biatko. Ponadto, analiza widm glutenu suplementowanego
kwasami fenolowymi pokazata, ze kwasy te oddziatuja z siecig glutenu m.in. poprzez tworzenie
wigzan wodorowych.

Analiza pierwszego typu widm réznicowych dla prob glutenu modyfikowanego
kwasem cynamonowym, kumarowym oraz chlorogenowym pokazata, ze dodatek tych kwasow
powodowat tworzenie agregatow, B-kartek oraz zakretow P z wigzaniami wodorowymi. Kwasy
kawowy i ferulowy natomiast przyczyniaty si¢ do powStawania pasm zwigzanych z agregatami,
uwodnionymi [-kartkami oraz B-kartkami. Dodatkowo w przypadku tych kwaséw pojawiaty
si¢ pasma, ktoére moglyby $wiadczy¢ o mozliwosci wbudowywania si¢ tych kwaséw w sie¢
glutenowg za pomoca wigzan kowalencyjnych lub wodorowych.

Analiza regionu spektralnego zwigzanego z drganiami rozciggajacymi wigzan S-S
probek kontrolnych pokazata, ze zwigkszanie czasu miesienia do 60 min prowadzito do wzrostu
iloSci mostkow disiarczkowych w konformacji t-g-t kosztem konformacji g-g-g
I t-g-g. Wskazuje to, ze dlugie miesienie ciasta (overmixing) moze prowadzi¢ do powstania
stabszej sieci glutenowej. Analiza wynikéw zwigzanych z modyfikowanymi probkami glutenu
pobranymi przed rozpadem ciasta pokazata, ze dodatek kwasu cynamonowego, kawowego
i chlorogenowego powoduje zmniejszenie liczby wigzan S-S w konformacji g-g-g (najbardziej
stabilnej energetycznie) w porownaniu z probg kontrolng. Liczba mostkoéw disiarczkowych

w tej konformacji nie zmieniata si¢ dla kwasu ferulowego, a nieznacznie wzrastata w obecnos$ci
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kwasu kumarowego. Dla probek glutenu modyfikowanych kwasami kumarowym i ferulowym,
pobranych po rozpadzie ciasta obserwowano wzrost ilosci wigzan S-S w konformacji g-g-g
w porownaniu do probki kontrolnej. Generalnie, suplementacja ciasta modelowego kwasami
fenolowymi powoduje zmiany w strukturze trzeciorz¢dowej sieci glutenowej. Uzyskane wyniKi
mogg sugerowa¢ wbudowywanie si¢ kwasow fenolowych w sie¢ glutenowa, ale takze obecno$é
kwasow fenolowych w kieszeniach hydrofobowych. W obu przypadkach czasteczki kwasow
fenolowych zmieniajg przestrzenne utozenie fancuchow polipeptydowych.

Obecnos¢ kwasow fenolowych w probkach pobranych ‘po rozpadzie ciasta’
spowodowata wzrost zawartosci grup SH, co wskazywato na redukcj¢ wigzan disiarczkowych.
Najwickszy wzrost wolnych grup SH zaobserwowano w przypadku probki z kwasem
kawowym. Redukcja wigzan disiarczkowych moze by¢ zwigzana z nadmiernym mieszaniem
1 rozpadem ciasta, a takze z obecnosciag kwasow fenolowych, ktore moga redukowacé te
wigzania.

Badania mikrosrodowiska aminokwaséw aromatycznych tyrozyny i tryptofanu
pokazaly, ze reszty tyrozyny nie uczestniczg w tworzeniu nowych wigzan wodorowych,
poniewaz warto$¢ dubletu tyrozynowego nie ulegata zmianie po zastosowaniu kwasoéw
fenolowych. Natomiast niektore kwasy fenolowe wplywaly na mikrosrodowisko tryptofanu.
Intensywno$¢ pasma tryptofanu nie zmieniata si¢ dla probek z kwasem kawowym
i chlorogenowym a rosta dla probek z kwasem cynamonowym, kumarowym i ferulowym, ktore
pobrano przed rozpadem ciasta. Wzrost intensywnos$ci pasma tryptofanu wskazuje na chowanie
si¢ reszt tego aminokwasu w §rodowisku hydrofobowym (wewnatrz kompleksu biatkowego).
W przypadku probek po rozpadzie ciasta, dodatek kwasow fenolowych powodowat wzrost
intensywnosci pasma tryptofanu niezaleznie od rodzaju uzytego kwasu. Wyniki te wskazuja,
ze reszty tryptofanu sa bardziej wrazliwe na obecno$¢ kwasdéw fenolowych niz reszty tyrozyny.
Ponadto zmiany w $rodowisku tryptofanu dla probek ‘przed rozpadem ciasta’ obserwowano
dla kwasow fenolowych charakteryzujacych sie nizsza aktywnoscig antyoksydacyjna.
Natomiast najwigksze zmiany intensywnos$ci pasma tryptofanu dla probek "po rozpadzie ciasta”
zaobserwowano dla kwasow fenolowych o najwyzszej aktywnosci antyoksydacyjnej (kwasu
kawowego i chlorogenowego). Obecnos$¢ silnych antyoksydantow prowadzita do lokowania si¢

reszt tryptofanu wewnatrz kompleksu biatkowego.
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4.2 Publikacja P.2 (Effect of a polyphenol molecular size on the gluten proteins — polyphenols
interactions studied with FT-Raman spectroscopy)

Publikacja P.2 prezentuje wptyw polifenoli, zroznicowanych pod wzgledem wielkosci
(kwas galusowy, elagowy, taninowy) na strukture sieci glutenowej. Badania przeprowadzono
z wykorzystaniem spektroskopii FT-Ramana.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zmiany strukturalne, jakie obserwuje si¢ po
suplementacji ciasta wyzej wymienionymi polifenolami, zalezg nie tylko od liczby i rodzaju
grup funkcyjnych obecnych przy pierscieniu aromatycznym kwasu fenolowego i aktywnosci
antyoksydacyjnej, ale takze od wielkosci czasteczki. Wyniki badan farinograficznych pokazaty,
ze czas pojawienia si¢ piku zwigzanego z rozpadem ciasta wydtuza si¢ wraz ze wzrostem
wielkos$ci czasteczki badanego polifenolu. W przypadku najwiekszej czasteczki (kwas
taninowy) nie zaobserwowano piku zwigzanego z rozpadem ciasta. Kwas ten przyczyniat si¢
do stabilizacji sieci glutenowej. Analiza wynikow badan spektroskopowych wskazuje, ze
polifenole mogg oddzialywac z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie kowalencyjnych lub
wodorowych wigzan pomigdzy grupami SH biatka a grupami OH polifenolu. Ponadto,
obecno$¢ polifenoli w sieci glutenowej nie wptywata na tworzenie wigzan wodorowych
z tyrozyna. W przeciwienstwie do tyrozyny, mikrosrodowisko tryptofanu zmienialo si¢
znaczaco na bardziej hydrofobowe w wyniku suplementacji polifenolami. Moze to §wiadczy¢
o tworzeniu si¢ bardziej uporzadkowanej struktury i zwijaniu si¢ tancuchéw polipeptydowych.

Podobnie jak w przypadku kwasow z szeregu kwasu cynamonowego (P.1), dla kwasu
galusowego i elagowego, liczono dwa rodzaje widm réznicowych (patrz rozdziat 3.6). Drugi
rodzaj widma nie byt liczony dla kwasu taninowego, poniewaz na widmie tego kwasu nie
zaobserwowano momentu rozpadu ciasta (dough breakdown). Analiza widm réznicowych prob
suplementowanych kwasem galusowym pokazata, ze na widmie probki przed rozpadem ciasta
obecne sg glownie pasma odpowiadajace podstawowym strukturom drugorzedowym
(a-helisom, B-kartkom oraz zakrgtom ). Obecno$¢ struktur niezagregowanych wskazywata na
to, ze kwas galusowy moze czg¢$ciowo chroni¢ biatka glutenowe przed agregacja. Natomiast
wzrost stezenia tego kwasu fenolowego w probce prowadzil do zwigkszenia zawarto$ci tych
struktur. Natomiast zmiany strukturalne obserwowane na widmach prob z kwasem elagowym
w niewielkim stopniu zalezata od st¢zenia tego kwasu fenolowego. Jedyng struktura, ktora
zmienia si¢ wraz ze stezeniem Kkwasu elagowego w probece byly struktury a-helisy. Ich

zawarto$¢ zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem stgzenia Kwasu, co wskazuje na to, ze obecne w
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probkach ,,przed rozpadem ciasta” a-helisy moga uczestniczy¢ w tworzeniu Struktur
zagregowanych.

Analiza pierwszego typu widm réznicowych w pasmie amid | sugeruje, ze zmiany
strukturalne dotycza gltownie gliadyn, gdyz na wszystkich widmach obserwowano silne
negatywne pasmo odpowiadajace a-helisom. Obecnos¢ tego negatywnego pasma sugeruje, ze
struktura gliadyny moze by¢ zaburzona przez badane zwiazki, poniewaz a-helisy sg uwazane
za gtéwng strukture drugorzedowag w gliadynach. Ponadto, na widmach obserwowano takze
negatywne pasma, zwigzane z antyrownoleglymi p-kartkami. Obecno$¢ tych pasm
wskazywata, ze zarowno obecnos¢ polifenoli, jak i nadmierne mieszanie moze prowadzi¢ do

zaburzenia ciggltosci 1 stabilnosci sieci glutenowe;.
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4.3 Publikacja P.3 (Molecular interactions between gluten network and phenolic acids studied
during overmixing process with application of FT-IR spectroscopy)

W publikacji P.3, przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni (FT-IR), badano zmiany
w strukturze drugorzedowej oraz populacjach wody spowodowane suplementacjg ciasta
modelowego wybranymi kwasami fenolowymi roznigcymi si¢ liczba 1 rodzajem grup
funkcyjnych  (kwasu  cynamonowego,  p-kumarowego, kawowego, ferulowego
i chlorogenowego), jak rowniez wielko$cig czgsteczki (kwas galusowy, elagowy, taninowy).
Dodatkowo okreslono wptyw nadmiernego miesienia ciasta na strukture bialek glutenowych.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze wydluzenie czasu miesienia do 75 minut spowodowato
powstanie agregatoOw, rozerwanie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w sieci
glutenowej oraz rozerwanie silnych wigzanh wodorowych pomiedzy biatkami glutenu
a czasteczkami wody. Te silne wigzania wodorowe uwaza si¢ za niezb¢dne do uzyskania sieci
glutenowej charakteryzujacej si¢ odpowiednig strukturg i wlasciwo§ciami mechanicznymi.
Wskazuje to, ze nadmierne mieszanie powoduje stopniowa mechaniczng destrukcje sieci
glutenowe;j, ktora dotyczyta glownie glutenin. Suplementacja ciasta modelowego kwasami
fenolowymi prowadzita w wigkszos$ci przypadkow do rozpadu ciasta. Jedynym zwigzkiem, dla
ktérego nie obserwowano rozpadu ciasta, byl kwas taninowy. Obserwowane zmiany
strukturalne w sieci glutenowej sugeruja, ze rozpad ciasta moze by¢ wynikiem blokowania grup
—SH niezbg¢dnych do migdzyczasteczkowej wymiany SH - SS podczas procesu miesienia ciasta.
Depolimeryzacja sieci glutenowej zwigzana z procesem miesienia nie jest kompensowana
przez odbudowe miedzyczasteczkowych wigzan disiarczkowych. Zatem rozpad ciasta mozna
uzna¢ za natychmiastowe zniszczenie sieci glutenowej. Dodatkowo wyniki prob glutenu “przed
rozpadem ciasta" wskazuja, ze kwasy fenolowe z grupy kwaséw cynamonowych i z grupy
kwasow galusowych w rozny sposob oddziatywaty z siecig glutenowa. Prawdopodobnie kwasy
fenolowe z grupy kwasu cynamonowego wbudowywaty si¢ w sie¢ glutenowg tworzac wigzania
wodorowe, natomiast kwasy z grupy kwasu galusowego zamykaty si¢ w kieszeniach
hydrofobowych lub w niewielkim stopniu oddziatywaty z siecig glutenowa. Wyniki dotyczace
populacji wody wykazaty, ze grupa pochodnych kwasu cynamonowego nie konkurowata
o wode z biatkami glutenowymi, poniewaz prawdopodobnie nie posiadala wystarczajacej
liczby grup hydroksylowych, ktore moglyby oddziatywa¢ z czasteczkami wody podczas

miesienia ciasta. Odwrotne zachowanie wykazywaly pochodne kwasu galusowego.
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4.4 Publikacja P.4 (Wplyw wybranych polifenoli na struktur¢ glutenu - badanie ciasta

glutenoweqo z zastosowaniem spektroskopii FT-IR i FT-Ramana)

W publikacji P.4 badano interakcje wybranych kwaséw fenolowych, pochodnych
kwasu cynamonowego (kwas cynamonowy, kawowy, kumarowy, ferulowy, chlorogenowy)
oraz benzoesowego (kwas galusowy, elagowy i taninowy), z biatkami glutenowymi w ciescie
glutenowym (bez obecnosci skrobi pszennej). Interakcje te badano przy uzyciu dwoch
komplementarnych metod, spektroskopii FT-IR oraz FT-Ramana.

Wyniki uzyskane za pomocg metod spektroskopowych wykazaty, ze suplementacja
ciasta glutenowego kwasami fenolowymi powoduje zmiany w strukturze biatek glutenowych.
Na widmie probki modyfikowanej kwasem cynamonowym widoczne byto dodatnie pasmo
zwigzane z agregatami (1600 cm™). W przypadku prébek suplementowanych kwasem
kawowym, kumarowym, ferulowym, galusowym, elagowym i taninowym pasmo to bylo
ujemne, natomiast obecne bylo dodatnie pasmo zwigzane z antyrownolegltymi B-kartkami
(1693 cm™), co rowniez wskazuje na agregacje biatek. Kwas cynamonowy jest czasteczka,
ktora w przeciwienstwie do innych kwaséw fenolowych nie posiada zadnej grupy funkcyjne;j
przytaczonej do pierscienia aromatycznego. Dlatego tez powoduje inne zmiany w strukturze
biatek glutenowych. Moze by¢ on wbudowywany w sie¢ glutenowa lub zamykany
w kieszeniach hydrofobowych tworzonych przez biatko. W przypadku wszystkich kwaséw
fenolowych obserwowane zmiany dotycza gléwnie struktur [, ktore sa strukturami
dominujacymi dla glutenin. Dodatkowo, badania spektroskopowe probek z kwasem
chlorogenowym wykazaty obecno$¢ pasm zwigzanych ze strukturg a-helisy (1313 i 1648
cm™?), co moze wskazywaé, ze kwas ten oddzialuje rowniez z gliadynami. Nieco inny sposob
oddziatywania kwasu chlorogenowego z biatkami glutenowymi jest prawdopodobnie
spowodowany obecnoscia czasteczki kwasu chinowego w strukturze tego polifenolu. Ponadto,
obserwowany niewielki wzrost ilo§ci wigzan disiarczkowych w konformacji g-g-g w obecnosci
kwasu galusowego, elagowego 1 taninowego moze wskazywac, ze kwasy te mogg zapobiegad
przeksztalcaniu si¢ wigzan disiarczkowych w konformacje mniej stabilne energetycznie.
Wszystkie badane polifenole zwigkszaty intensywno$¢ pasma tryptofanu i zmieniaty
srodowisko tego aminokwasu na bardziej hydrofobowe. Moze to $§wiadczy¢ o tworzeniu

bardziej uporzadkowanej struktury 1 zwijaniu si¢ tancuchow polipeptydowych.
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5. Whnioski

Przedstawione w niniejszej pracy hipotezy badawcze zostaly potwierdzone przy

pomocy przedstawionych wynikéw badan i opublikowane w czasopismach. Na podstawie tych

badan sformutowano nastepujace wnioski:

1.

W procesie miesienia pszennego ciasta modelowego/glutenowego kwasy fenolowe tworza
kompleksy z biatkami glutenowymi poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych,
wodorowych oraz hydrofobowych.

Kwasy fenolowe z grupy kwasu cynamonowego wbudowywaty si¢ w sie¢ glutenowa
tworzac wigzania wodorowe, natomiast kwasy z grupy kwasu benzoesowego zamykaty si¢
w kieszeniach hydrofobowych lub w niewielkim stopniu oddzialywaty z siecig glutenowa.
Obserwowane zmiany w strukturze drugorzedowej bialek moga dotyczy¢ zaréwno gliadyn
jak i glutenin, poniewaz obserwowano zmiany w pasmie zwigzanym ze strukturg a-helisy
oraz w strukturach B. a-helisy uwazane sa za glowna strukture drugorzedowa gliadyn,
natomiast struktury p - glutenin.

Interakcje pomiedzy kwasami fenolowymi a biatkami glutenowymi prowadza do
przeksztalcania wigzan -SS- z konformacji najbardziej stabilnej energetycznie (gauche-
gauche-gauche) do mniej stabilnych (trans-gauche-gauche i trans-gauche-trans).

Kwasy fenolowe redukuja mostki disiarczkowe i prowadza do wzrostu zawarto$ci wolnych
grup SH. Ponadto zaobserwowano tworzenie si¢ wigzan pomie¢dzy wolnymi grupami SH
i wolnymi kwasami fenolowymi, posiadajagcymi w swojej strukturze wigksza ilos¢ grup
OH.

Zaroéwno kwasy z szeregu kwasu cynamonowego jak i kwasu benzoesowego wptywaty na
srodowisko tryptofanu. Obserwowano wzrost intensywno$ci pasma odpowiadajacego
temu aminokwasowi aromatycznemu w obecnos$ci kwaséw fenolowych w ciescie
modelowym i glutenowym. Wskazywato to na zmiang charakteru srodowiska tryptofanu
na bardziej hydrofobowe oraz tworzenie bardziej uporzadkowanej struktury i zwijaniu
fancuchow polipeptydowych po wplywem dziatania tych polifenoli.

Obserwowane zmiany strukturalne zaleza od liczby i rodzaju grup funkcyjnych obecnych
przy pierscieniu aromatycznym polifenoli, ich aktywnos$ci antyoksydacyjnej, jak rowniez
od wielko$ci czasteczki suplementowanego polifenolu.

Kwasy fenolowe powoduja agregacje biatek glutenowych zardwno w ciescie modelowym

jak i glutenowym.
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10.

11.

12.

Wydluzone miesienie ciasta (overmixing) spowodowato powstanie agregatow, rozerwanie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w sieci glutenowej oraz rozerwanie silnych
wigzan wodorowych pomiedzy biatkami glutenu a czasteczkami wody.

Nadmierne miesienie ciasta powoduje mechaniczng destrukcje sieci glutenowej
w obecnos$ci wybranych polifenoli charakteryzujacych si¢ matym rozmiarem.

Wyniki dotyczace populacji wody wykazaty, ze grupa pochodnych kwasu cynamonowego
nie konkurowata o wodg¢ z biatkami glutenowymi, poniewaz prawdopodobnie nie posiadata
wystarczajacej liczby grup hydroksylowych, ktore moglyby oddzialywaé z czasteczkami
wody podczas miesienia ciasta. Odwrotne zachowanie wykazywaly pochodne kwasu
benzoesowego.

Obecnos¢ polifenoli, jak i nadmierne mieszanie moze prowadzi¢ do zaburzenia ciggtosci

1 stabilno$ci sieci glutenowe;.
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