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Katedra Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa Zywnosci

GBENBTYCZNA IDBENTYFIKACIA OPERONU ERLWETYCYNY
U SZCZBPOW POCEIODZACYCE %z FERMBENTOWANYCE

PRODUKTOW MLBCZNYCHE

GENETIC IDENTIFICATION OF HELVETICIN OPERON

FROM FERMENTED MILK PRODUCTS

STRESZCZENIE

Bakrerie  kwasu  mLEkowEco
syntetyzuja  kilka substancji przeciwbak-
teryjnych, jednymi z nich sa bakteriocyny.
Bakterie wykorzystywane do fermentowania
zywnosci dzieki wytwarzaniu bakteriocyn,
potrafig ograniczaé¢ rozwéj niepozadanych mi-
kroorganizméw patogennych. Wecigz prow-
adzone sg badania nad zastosowaniem bak-
teriocyn w przemysle, jako alternatywy dla
chemicznych konserwantéw. Jedna z bakte-
riocyn jest helwetycyna, ktéra wytwarzana jest
przez gatunek Lactobacillus helveticus, stoso-
wany jako kultura starterowa do produkgii sera.
Helwetycyna dziata hamujaco na: Lactobacil-
lus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus i subsp. Iactis., czyli gatunki blisko
spokrewnione. Jednakzezdolno$¢ dojejwytwar-
zaniajest niezwykle wazna aby wyselekcjonowac
odpowiedni szczep do celéw przemystowych.
Sekwencja oraz ilo$¢, a nawet faza, w ktérej
syntezowana jest helwetycyna, jest zalezna
od szczepu. Dodatkowo, w przeciwienstwie
do wickszosci bakteriocyn, helwetycyna jest
kodowana chromosomalnie, a nie na plazmid-
zie. W niniejszym badaniu zsekwencjonowano
i okreslono zréznicowanie operonu helwety-
cyny u dwunastu polskich szczepéw Lb.

helveticus,
anych produktéw mlecznych. Otrzymana se-
kwencja rézni si¢ od sekwencji helwetycyny J,
opisanej przez JOERGER I KLAENHAM-
MER, iloscia nukleotydéw, polimorfizmami
oraz inng organizacja loci. Zamieszczone w
pracy wyniki mialy na celu zwigkszenie infor-
macji na temat genetycznego zrdznicowania
helwetycyny i moga utatwi¢ dobdr idealne-
go szczepu do zastosowan przemystowych.

IN STRAINS DERIVED

wyizolowanych z fermentow-

Stowa kLuczowe: Lactobacillus helve-
ticus, helwetycyna, bakteriocyny, bakterie
kwasu mlekowego.

ABSTRACT

LACTIC ACID BACTERIA SYNTHESIZE

several antimicrobial agents, one of which is
bacteriocin. Bacteria used in food fermenta-
tion, due to the production of bacteriocin can
reduce growth of undesirable pathogenic mi-
croorganisms. Research on the use of bacterio-
cins in industry is continually carried out as an
alternative to chemical preservatives. One of
the bacteriocin is helveticin, which is produced
by the species Lactobacillus helveticus used
as a cheese starter culture. Helveticin inhibits
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus del-

brueckii subsp. bulgaricus and subsp. lactis., in

NRr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE 3
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other words, closely related species. The ability
to produce helveticin, is significant in order to
select the suitable strains for industrial purpos-
es. Sequence, quantity and the phase in which
the synthesis of helveticin occurs, depends on
the strain. In addition unlike most bacteriocins,
helveticin is encoded chromosomally rather
than on plasmid. In this study, one sequenced
and evaluated the diversity of helveticin op-
eron in twelve polish Lb. helviticus strains iso-
lated from fermented milk products. Obtained
sequence differs from helveticin J sequence, de-
scribed by JOERGER AND KLAENHAM-
MER by number of nucleotides, polymorphisms
and other loci organization. The result of the
research presented in this article were aimed to
increase the information about the genetic vari-
ability of helveticin, as well as to facilitate the
selection of the ideal strain for industrial use.

Key worps: Lactobacillus helveticus, hel-
veticin, bacteriocins, lactic acid bacteria.

WPROWADZENIE

Wsrép  1icznven  zastosowax
bakterii kwasu mlekowego (LAB) warto
podkresli¢ ich potencjalne zastosowanie jako
naturalne konserwanty zywnosci, co stanowi
temat wielu badan w ostatnich latach (BAL-
CIUNAS IIN. 2013; GALVEZ I IN., 2007).
Produkowane przez te bakterie mate peptydy,
zwane bakteriocynami, maja wlasciwosci an-
tybakteryjne. Bakeriocyny dzialajac na gatun-
ki blisko spokrewnione, umozliwiaja bakte-
riom kontrolowaé ekosystem, w ktérym zyja
(KARPINSKI I  SZKARADKIEWICZ,
2013). Wiele znanych dzisiaj bakteriocyn
zostalo wyizolowanych z Zywnosci, co moze by¢
dowodem na to, Ze sg to substancje bezpieczne
dla zdrowia, poniewaz cztowiek nieswiadomie
spozywa je od wielu lat (CLEVELAND 1
IN., 2001). Idealna bakteriocyna powinna

mie¢ szeroki zakres dzialania, takze przeciw

4 Nz 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE

bakteriom  patogennym, powinna  by¢
odporna na zmiany pH 1 temperatu-
ry oraz ftatwo przenika¢ do produktéw
(PIARD 1 DESMAZEAUND, 1992).

Jedna z najmniej opisanych bakteriocyn
jest helwetycyna, produkowana przez Lac-
tobacillus helveticus, ktéry jest wykorzysty-
wany przemystowo do produkeji sera (ZHAO
I IN,, 2011). Na temat molekularnej orga-
nizacji operonu helwetycyny istnieje niewiele
informacji (JOERGER I KLAENHAM-
MER, 1990; ZHANG I IN., 2013). Nato-
miast jest wiadome, ze mikrobiom Zzywnosci
fermentowanej jest doskonalym zrédlem tej
bakteriocyny. Przyktadowo w jednej prébce
tofu zidentyfikowano 7 rodzajéw i 32 ga-
tunkéw bakterii kwasu mlekowego, zas$ az
108 réznych sekwencji helwetycyny. Dlatego
tez, w znacznej mierze, nie jest wykorzystany
potencjal mikroorganizméw izolowanych z
fermentowanej zywnosci, jako Zrédita gendéw
réznych bakteriocyn (ZHANG I IN., 2013).

Lactobacillus helveticus nalezacy do
grupy organizméw ogdélnie znanych jako
bakterie kwasu mlekowego, ktére zajmuja
réznorodne nisze ekologiczne poczawszy
od produktéw spozywczych, takich jak fer-
mentowane produkty mleczne, zakwas, wina,
a skoriczywszy na bardziej specyficznych
srodowiskach wliczajac glebe, roSliny oraz
ludzki przewdd pokarmowy (SLATTERY I
IN., 2010). Oprécz giéwnego zastosowania
przemystowego Lb. helveticus w przetworstwie
seréw, z powodzeniem wykorzystywany jest do
produkcji réznych fermentowanych napojéw
mlecznych, o wiasciwosciach zdrowotnych
(GRIFFITHS 1 TELLEZ, 2013). Na drodze
selekeji, genetycznej modyfikacji, gatunek
ten wyksztalcit niezbedne cechy, pozwalajace
przetrwa¢ w danej niszy ekologicznej (AZCA-
RATE - PERILTKLAENHAMMER, 2010).
Do cech tych, zalicza si¢ produkcje kwasu
mlekowego (KYLA-NIKKILA I IN., 2000),

wyksztalcenie jednego z najlepszych systeméw
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proteolitycznych (CEP) wsréd rodzaju Lacto-
bacillus (MAYO 1 IN., 2010), oraz biosynteze
bakteriocyny eliminujgcej w  sSrodowisku
gatunki  blisko  spokrewnione  (GWI-
AZDOWSKA I TROJANOWSKA, 2005).

— MATERIALY I METODY ——

Mareriar BADAWCZY sTANOWD 12
szczepéw Lb. helveticus: T105, 141, T104, K1,
B734,T103,80, DMS,T15,T80,199 oraz 159.
Wszystkie szczepy zostaly wyizolowane z fer-
mentowanych polskich mlecznych produktéw
i zdeponowane w Polskiej Kolekeji Drobnous-
trojéw, znajdujacej si¢ w Instytucie Immunolo-
gii 1 Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu.
Wszystkie szczepy byly hodowane na pozywce
ptynnej Man, Rogosa, Sharpe (MRS, Sigma)
wraz z suplementacja 0,05% L - cysteiny,
pH pozywki ustalono w granicach 6.2 + 0.2.
Nastepnie bakterie inkubowano w warunkach
beztlenowych, w temperaturze 37°C, przez 48
h. Przed prowadzonymi badaniami, przeszcze-
piano hodowle na nowa pozywke kilkukrotnie,
w celu zwigkszenia metabolizmu Lb. helveticus.
Pod koniec uzyskano znaczny pelet biomasy.

[zoLacja cEnoMOwEGOo DNA

Przep  wykonaniem  1zovacy,
hodowle¢ przeszczepiono i inkubowano w
37°C, przez dobe. Po calonocnej hodow-
li, pobrano 3 ml i zwirowano z predkoscia
(8000 rpm/4°C/5 min). Nast¢pne etapy byly
przeprowadzane na lodzie. Izolacje DNA
wykonano za pomocg mieszanin, ktérych
gtéwnym sktadnikiem byl fenol i chloroform,
wedtug metody odezynnikowej (SENGUVEN
I IN., 2014). Izolacje wykonano dwukrotnie.
Bezposrednio po izolacji DNA wykona-
no analize jakosciowg i ilo§ciowa materiatu,
z uzyciem spektrofotometru  NanoDrop,
mierzacym absorbancj¢ w przedziale od 230 do
320 nm. Wyzerowano spektrofotometr woda

STR.3-13

dejonizowana, w ktérej zostalo zawieszone
DNA. Nastepnie naniesiono pipeta 1ul roz-
tworu DNA na spektrofotometr, pobranego
kolejno z probéwek trzymanych na lodzie.
Po kazdym pomiarze wyczyszczono ok-
ienko aparatu. Stosunek absorbancji A260/
A280, wynoszacy od 1,7-2,0, wskazuje na
wystarczajace oczyszczenie preparatu. Do dal-
szychanalizwybranoprébkionajlepszejczystosci
oraz sporzadzono rozciefczenia 50 ng/pl.

PCR

7/, WYKORZYSTANIEM  SEKWENCI
helwetycyny J, zdeponowanej w NCBI Gen-
Bank, zaprojektowano startery specyficzne
do genu kodujacego helwetycyne J (Tab. 1).
Startery zaprojektowano tak, aby ampliko-
ny nie nachodzily na siebie oraz aby mozna
byto ztozy¢ caly operon helwetycyny J, o
ditugosci 3300 nt. Nazwa starteréw to ana-
logicznie: hell- liczba porzadkowa, 552- to
dtugo$¢ produktu danej pary starteréw, L, R
— polozenie na amplikonie w konfiguracji 5’-3’.

Pelet oligonukleotydéw, zwirowano, za-
lano odpowiednig iloscia 10 mM Tris-HCI o
pH 8, pozostawiono na 3 minuty, a nastgpnie
zworteksowano. Tak przygotowane roztwory
wyj$ciowe starteréw, rozcieficzano do reakeji w
proporcjach: 2 pl startera + 18 pul buforu. Do
reakeji uzyto DreamTaq PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific), zawierajagce polimerazg
DreamTaq DNA, zoptymalizowany Dream-
Taq bufor, MgCl, oraz dNTP. Sktadniki reak-
¢ji PCR na jedng prébke:12 ul Master Mix, po
1 pl startera R i L, 1 pl materiatu DNA, 7 pl
wody wolnej od nukleaz. Do kazdej pary start-
eréw warunki reakcji zostaty zoptymalizowane,
poprzez zmiany w liczbie cykli reakeji, zmiany
w temperaturze przylaczania starteréw, czy
wydluzeniu czasu elongacji. Dla Hel3552L,
Hel3552R wykonano 30 cykli skladajacych
si¢ na: denaturacja poczatkowa 94°C przez 5
minut, denaturacja wiasciwa 94°C przez 30

NRr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE 5
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S
Tas. 1. Startery. {\5
L.pr. Nazwa Tm  |Drucosé SEKWENCJA =
1 | Hel3552L 492°C | 22nt CCGTGCTTAAAAGCATAATTGA X
Hel3552R | 53,0°C | 23nt CACACGTGTTTCTAGGCTTTTTC
2 | Hel6632L 49,7°C | 20nt ATCTGGTCAAGCAGGTGGTC
Hel6632R | 53,8°C | 20nt TCCATTGGTCTTCGCTTTCT
3 |Hel7565L 47,7°C | 20nt AAAAGCGCCAGATTTTGATG
Hel7565R | 51,8°C | 20nt TGCAGCTTGAACCGTATGAG
4 | Hel8220L 50,1°C | 26nt GGCATTATTTATAAATTAAAAGGACA
Hel8220R | 53,5°C | 23nt CCGTAAGCGTAATACTTTTGACC

sekund, przylaczanie starteréw 57°C przez 30
sekund, elongacja 72°C przez 2 minuty oraz
wydtuzanie koricowe 72°C przez 10 minut. An-
alogicznie dla Hel6632L, Hel6632R 94°C — 5
min, 94°C — 30s,48,7°C — 30 s, 65°C — 3 min,
65°C — 3 min, dla Hel75651., Hel7565R 94°C
— 10 min, 94°C - 305,46°C - 305, 72°C - 2
min, 72°C — 7 min, dla Hel8220L, Hel8220R
94°C - 10 min, 94°C - 305,49°C - 3055, 72°C
— 2 min, 72°C — 10 min. Reakcje przebiegaty

programu ClastalW oraz programu MEGA 5.0.

WYNIKI BADAN

W' wyniku  1zovacn METODA
odczynnikowa, wykonano pomiar czystosci i
jakosci materiatu genomowego w dwéch pow-
térzeniach. W tabeli nr 2 przedstawiono $rednie
wyniki z obu izolacji, uzyskane za pomocy
spektrofotometru  NanoDrop,
absorbancje w przedziale od 230 do 320 nm.

mierzacym

w termocyklerze (SensoQuest labcycler).
RozDZIAL WYNIKI ROZDZIALU
ELEKTROFORETYCZNY ELEKTROFORETYCZNEGO

Po przePROWADZENTU reAkc)1 PCR,
probki rozdzielano na zelu agarozowym 1%,
z dodatkiem bromku etydyny. Elektroforezg
prowadzono przy napieciu 80V, przez 1h
30 minut. Produkty reakcji PCR naktadano
na zel wraz z buforem obcigzajacym DNA
Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scien-

tific) oraz z markerem GeneRuler 1 kb

Po  »srzerrowapzone;  ELEKTRO-
forezie, wykonano zdjecia zelu analizowane-
go w $wietle UV, za pomocg Gel-Doc™XR
(Bio Rad). Za pomocy starteréw Hel6632L,
Hel6632R, w reakcji PCR, o podanym profilu
termicznym uzyskano produkty zobrazowane
na rysunku 1. Zamplifikowane produkty
majag mas¢ zawartg miedzy 600 a 700 par
zasad. Uzyskano amplifikacje w wszystkich

Plus DNA Ladd Th Scientific).
e adder  (Thermo  Scientific) badanych szczepach Lb. helveticus. Produkty
uzyskano u szczepéw T105, 141, T104, K1,
SEKWENCJONOWANIE B734, T103, 80, DMS, T15, T80, 199, 159.

Po wizvauizacn  prazkéw  pop
$wiattem UV, otrzymane sekwencje nukleoty-
dowe oznaczano stosujac BigDye Terminator
v3.1Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
USA) oraz kapilarny system sekwencjonowania
3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA).Sekwencje DNA opracowano za pomocg

6  Nr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE

W przypadku pary starteréw Hel7565L,
Hel7565R, zidentyfikowano produkty o ma-
sie mieszczacej si¢ pomiedzy 500 a 600 nuk-
leotydéw. Startery okazaly sie by¢ specy-
ficzne dla fragmentéw sekwencji szczepow
Lb. helveticus 'T105, 141, T104, B734, T103,
80, DMS, T80 oraz 159. W przypadku szcz-
epéw K1, T15 oraz 199 nie wystapita ampli-
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-
o
< Taz. 2. Wyniki izolacji.
8 L.p.| Szczep Izoracja 1 Izoracja 11 SREDNIE sTEZENIE C [N6/pL]| SD
N A260/280 [ A260/230 [ A260/280 | A260/230
1 T105 2,18 2,36 2,21 2,43 1787,6 0,777
E 2 141 1,85 1,75 2,21 2,26 8182,5 0,707
Ol 3 T104 2,02 1,9 1,97 1,46 343,0 1,414
o 4 K1 2,04 2,12 2,21 2,42 5113,0 0,141
5 5 B734 2,11 1,89 2,18 2,43 4526,0 0,707
g 6 T103 2,01 1,95 2,13 2,02 1389,3 0,212
@) 7 80 2,00 1,96 2,18 2,37 6724,7 0,283
% 8 DMS 2,15 2,15 2,20 2,32 4145,6 0,354
<ZC 9 T15 2,10 2,20 2,11 2,04 2715,7 0,353
E 10 T80 1,92 1,48 2,20 2,41 3611,6 0,848
g 11 199 1,99 2,09 1,83 2,10 83,0 0,071
B 12 159 2,14 2,30 2,17 2,31 3076,5 1,838
& fikacja. Dodatkowo, u szczepu Lb. helveti-  kwencja helwetycyny ], komplementarna z
S| cus T104 zauwazono inny profil genetyczny,  tymi starterami, znajduje si¢ u szczepéw 1104,
f\g prazek znajduje si¢ wyzej co wskazuje na jego ~ B734, T103, 80, T15, natomiast u szczepéw
i/ wigkszg mase, powyzej 600 par zasad (Rys.2). T80, 199, 159, DMS, K1, 141, T105 brakuje

Reakcja PCR z starterami Hel3552L,  powyzszego produktu amplifikacji (Rys. 3).
Hel3552R  wykazata iz poszukiwana se-  Przy uzyciu starteréw Hel8220L, Hel8220R,

141 K1 T103 DMS T80 159
TI0S  T104 B734 80 T15 199

Rys. 1. Produkty PCR otrzymane przy uzyciu Hel6632L,
Hel6632R, na 12 badanych szczepach.
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141 K1 T103 DMS T80 159
T105 T104 B734 80 T15 109

a0 *

S500 *
Rys.z. Produkty PCR otrzymane przy uzyciu Hel7565L, Hel7565R, na 12 badanych
szczepach.

141 K1 T103  DMS T80 150
T105 T104 B734 80 I15 199

300 —.-_

400 emm—
Rys. 3. Produkty PCR otrzymane przy Hel3552L, Hel3552R na 12 badanych szcz-
epach.
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141 Kl

T105 T104

B734

T103

DAIS T80 150
80 T15 199

Rys. 4. Produkty PCR otrzymane przy uzyciu Hel8220L, Hel8220R, na 12 badanych

szczepach.

otrzymano produkty w reakcji PCR z szczepami
T105,141,T104,K1,T15, 159. Rozdziat elek-
troforetyczny pozwolit okresli¢,Ze masa produk-
tu zawiera si¢ miedzy 200, a 100 nukleotydéw.
W przypadku bakterii Lb. helveticus B734,
T103, 80, DMS, T80, 199, brak jest produktéw,
co ttumaczy si¢ brakiem sekwencji komple-
mentarnej do pary starteréw Hel8220 (Rys. 4).

WYNIKI SEKWENCJONOWANIA
ORAZ OPRACOWANIE
BIOINFORMATYCZNE

Winik WYKAZUJ4, ZE ISTNIEJ4
réznice w organizacji loci genu lhv w badanych
szczepach Lb. helveticus. Startery w tej pracy
byly zaprojektowane do sekwencji regionu
ORF2 i ORF3. Para starteréw Hel6632L,
Hel6632R data pozytywne wyniki u wszyst-
kich dwunastu badanych szczepéw. Natomiast
w przypadku starteréw Hel7565 L i R stwi-
erdzono wystagpienie specyficznej sekwencji u
dziewigciu szczepéw, dodatkowo u Lb. helveti-
cus'T104 wystapit inny profil genetyczny, uzys-
kano aplifikon o wickszej masie niz pozostate.
Najwieksze zréznicowanie uzyskano w reakcji
PCR z wykorzystaniem starteréw Hel8220 i
Hel3552. Po amplifikacji z powyzszymi start-
erami, trzy rodzaje genotypéw zostaly opisane.
U o$miu szczepéw Lb. helveticus K1, T159,
B734,1T103,T104, T105, T15 i DSM zostaty
wykryte sekwencje strukturalne i sygnatowe
peptydu. Trzy szczepy Lb. helveticus' T199, T80
oraz 80 zawieraly gen sygnalu peptydowego,
jednakze nie zidentyfikowano genu struktural-
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nego helwetycyny J, sugeruje to wystgpowanie
u nich odmiennej sekwencji lhv od tej zde-
ponowanej w GenBanku (M59360.1). Szczep
Lb. helveticus 141 nie posiadat sygnatu pep-
tydowego, lecz obecny byl gen strukturalny
helwetycyny. Amplifikacja przy wszystkich
starterach wystapita tylko u szczepu Lb. hel-
veticus 'T104, dlatego tez do dalszych badan
wybrano sekwencj¢ nukleotydows genu /hv.
Dzigki produktom reakcji pochodzacym
od réznych starteréw udato si¢ uzyskaé
sekwencje helwetycyny wystepujaca u Lb.
helveticus szczepu T104. Sekwencja ta liczy
sobie 1216 nukleotydéw, otrzymata numer
KF860892.1 w bazie danych GenBank NCBI.

Otrzymanasekwencja DNA byta podob-
na do /Av/(JOERGER I KLAENHAMMER,
1990), w dwéch fragmentach od nukleotydu 55
do 369 oraz od 400 do 1217. Analogiczne takze
byly sekwencje miejsca wigzania rybosomu i
sygnaly peptydowego. To co rézni te dwie se-
kwencje to ich dtugos¢, gen Thv 1104 jest krétszy
o 183 nukleotydy od genu Jhv/. W 51 nukleo-
tydzie kodujacej sekwencji DNA, wykryto nie-
synonimiczny polimorfizm pojedynczego nuk-
leotydu (SNP), ktéry doprowadzit do zamiany
waliny na alaning w strukturze helwetycyny.
SNP zostaly takze zlokalizowane w nukleoty-
dowej sekwencji kodujacej sygnal peptydowy
helwetycyny. W pozycji 55 nukleotydu oraz 72
znajdowaly sie synonimiczne polimorfizmy po-
jedynczego nukleotydu. Poréwnanie sekwencji
sygnatu peptydowego z genomami innych Lac-
tobacillus, wykazalo ze zaobserwowany poli-
morfizm u Lb. helveticus T104 byt wyjatkowy.
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1 AGAGGTGGTG CCAATGACTG TGCAATAAGG AAAAAGAGAG GTGAAGAAGA AATCATGGAT
61 TTCATGATT ACGTTGAATT GATAGCTTTA GCGTTTTGGG CTATCAGTGT TGTAAGTGTC
121 GGTATCTTGA GTCATGTTCA TTTTAAGAAT AAGAGGCTGG AACAGTTTCG TATTACTGCT
181 GATGATTTGA TGAAAAACTA CGTTGGTTTG TACAACAAAG AAAGTTTAGC CAGCGATCAA
241 AAAATCAATC GGATTGTCAA TGCAGTAGTA GACGGACTAG AAGCTAAAGG TTTTAAAGTG
301 GAAGACCAAG ATGTAAAGGA TATTTTTGCA AAGGTCGCAA AAATTATTAA TGAAAATTCT
361 TCTAAGTAGG AAGATAGAGA TTTTTTCGGA GGTTTTATTA TGAAGCATTT AAATGAAACA
421 ACTAATGTTA GAATTTTAAG TCAATTTGAT ATGGATACTG GCTATCAAGC AGTAGTTCAA
481 AAAGGCAATG TAGGTTCAAA ATATGTATAT GGATTACAAC TTCGCAAAGG TGCTACTACT
541 ATCTTGCGTG GTTACCGTGG AAGTAAAATT AATAACCCTA TTCTTGAATT ATCTGGTCAA
601 GCAGGTGGTC ACACACAGAC ATGGGAATTT GCTGGTGATC GTAAAGACAT TAATGGTGAA
661 GAAAGAGCAG GTCAATGGTT TATAGGTGTT AAACCATCGA AAATTGAAGG AAGCAAAATT
721 ATTTGGGCAA AGCAAATTGC AAGAGTTGAT CTTAGAAATC AAATGGGACC TCATTATTCA
781 AATACTGACT TTCCTCGATT ATCCTACTTG AATCGCGCCG GTTCTAATCC ATTTGCTGGT
841 AATAAGATGA CGCATGCCGA AGCCGCAGTA TCACCTGATT ATACTAAGTT TTTAATTGCT
901 ACTGTTGAAA ATAACTGTAT TGGTCATTTT ACTATATACA ATTTAGATAC AATTAATGAA
961 AAACTTGATG AAAAGGGAAA TAGTGAAGAT GTTAATCTCG AAACTGTTAA ATACGAAGAT
1021 AGTTTTATCA TTGATAATTT ATATGGTGAT GATAATAATT CTATTGTAAA TTCAATTCAA
1081 GGGTATGATT TGGATAATGA TGGAAATATT TATATTTCCA GTCAAAAAGC GCCAGATTTT
1141 GATGGCTCTT ATTATGCACA TCATAAGCAG ATTGTTAAGA TTCCATATTA TGCTCGGTCT
1201 AAAGAAAGCG AAGACCA
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Rysunek 5 przedstawia sekwencje peptydu Dvyskus JA
sygnatowegowystepujacau Lb. helveticus'T104.

W wyniku analizy filogenetyczne;
otrzymano drzewo (Rys. 6), dla sekwencji genu

Lacrosacriivs  meLveTICcus, ktéry
zdominowat réznorodne nisze ekologiczne,

helwetycyny w grupie rodzaju Lactobacillus, w gléwnie. fermentowane  produkty mleczm-a,
ktérym moznawyrézni¢ dwie oddzielne gatezie. ale tak/ze przewody pokar/mowe, wyksztalc.ﬁ
Gen [hvI'104, ktéry byt przedmiotem badan, szczegllne cechy dla ktérych tak chetnie

byt blisko spokrewniony z genem helwetycyny wykorzystywany jest przemystowo (SLAT-
J, obecnej u Lb. helveticus M59360, natomiast TERY I IN., 2010; AZCARATE - PERIL

gen kodujacy helwetycyne pochodzacy z Lb. I KLAENHAMMER, 2010). Poza zaletami
helveticus DPC 4571, byt zblizony do genéw ~ gatunku Lb. helveticus jakimi jest najlepszy
system proteolityczny (CEP) oraz wynikajace
z tego jego wazne znaczenie przemystowe. Co
wiecej, biosynteza bakteriocyny przez Lb. hel-
veticus w technologii zywnosci, ma szczegdlng
wage, jaka jest unikanie zakazen w produ-

wystepujacych u gatunkéw Lb. acidophilus
oraz Lb. amylovorus. Na podstawie otrzymanej
sekwencji stworzono za pomocg narzedzi bio-
informatycznycznych  (Modeller), graficzny
model helwetycyny, pokazany na rysunku 7.
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M DIHDYVELIALAFWQISVVSVG
KF860892 ATGGATATTCATGATTACGTTGAATTGATAGCTTTAGCGTTTTGG ATB\GTGTTGTAAGTGGT

M59360 ATGGATATTCATGATTACGTTGAATTGATAGCTTTAGCGTTTTGGATE}\GTGTTGTAAGTGTE]SGT
M DI HDYVELI ALAFWNMI §V VS VG

Rys. 5. Peptyd sygnatowy u Lb. helveticus T104.
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Lactobacillus helveticus T104

L.helveticus helveticin J genes M59360

Lactobacillus amylovorus GRL 1112 CP002338 1

Lactobacillus amylovorus GRL 1118 CP002609 1

Lactobacillus helveticus DPC 4571 CPO00517

100

Lactobacillus acidophilus 30SC CP002553

Lactobacillus amylovorus GRL 1112 CP002338 2
96

Lactobacillus amylovorus GRL 1118 CP002609 2

Rys. 6. Drzewo filogenetyczne rodzaju Lactobacillus dla sekwencji genu helwetycyny.

kowanych serach. Przeprowadzone badania
mialy na celu zwigkszenie informacji na temat
zréznicowania helwetycyny. Pozwolitoby to na
rozwinigcie sposobéw jej wykorzystania oraz
utatwitoby dobér idealnych mikroorganizméw
przemystowych. W wyniku niniejszej pracy,
w oparciu o reakcje PCR, wyizolowano i zse-
kwencjonowano operon helwetycyny, polskiego
szczepu Lb. helveticus 'T104, ktéry otrzymat
numer KF860892.1 w bazie danych NCBI
GenBank. Uzyskane wyniki potwierdzaja ist-
nienie zréznicowania u wykorzystanych dwu-
nastu gatunkéw, w obrebie genu helwetycyny.

Pomimo licznych zalet i mozliwosci
wykorzystania, helwetycyna ] jest jedng z
najmniej poznanych bakteriocyn. Byta odkryta
w 1986, przez JOERGER I KLAENHAM-
MER, podczas badani nad szczepem Lb. hel-
veticus 481 oraz pdzniej opisana i zsekwenc-
jonowana (JOERGER I KLAENHAMMER,
1986; 1990). Opracowali oni molekularne zor-
ganizowanie operonu helwetycynyJ, rozmieszc-
zenie otwartych ramek odczytu, oraz przebieg
transkrypcji. W pézniejszych latach odkry-
wano nowe rodzaje helwetycyn, ktére réznity
si¢ od siebie wiasciwosciami oraz sekwencja.
W 1992 r. opisano helwetycyne V1829,
wplywajaca tylko na wskaznikowe szczepy Lb.
helveticus i Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

10 Nr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE

Ruys. 7. Przestrzenny model helwetycyny J.

(VAUGHAN I IN,, 1992), natomiast w 1996
r. bakteriocyne o szerszej aktywnosci antybak-
teryjnej, wyizolowanej z Lb. helveticus CNRZ
450 (THOMPSONIIN.,1996). Helwetycyna
51 wyizolowana z Lb. helveticus G51 w 2001
roku, wyrézniata si¢ silng aktywnoscia oraz duzg
odpornoscig na proteinazy, produkowane przez
szczepy wrazliwe lub oporne na ta bakteriocyng
(BONADETIIN.,2001). Obecnie panuje nowa
metagenomowa tendencja badan bakteriocyn,
takie wyniki otrzymano takze dla helwety-
cyny. ZHANG I IN. wyizolowali 108 unika-
towych sekwencji helwetycyny, produkowanej
przez bakterie zamieszkujace rézne nisze
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— Kraupia Gustaw, MAGDALENA MICHALAK, ADAM WASKO

tradycyjnych chinskich produktéw fermentow-
anych, dodatkowo prébki pobrano z réznych
miejsc geograficznych. Ponadto stwierdzo-
no, ze w jednej prébce znajduje si¢ ogromne
zréznicowanie helwetycynyJ,co §wiadczy o tym,
ze zywno$¢ fermentowana tworzy niezwykle
cenne zrédlo genow (ZHANG I IN., 2013).

Tematyka niniejszych badari, takze
podkresla ~ wage  istnienia  ogromnego
zréznicowania struktury i sekwencji helwety-
cyny, réwniez wsréd polskich szczepéw Lb.
helveticus. Zaprojektowane startery okazaly
sie specyficzne wobec sekwencji helwetycyny |
z 1986 roku, jednakze pozwolily na uzyskanie
réznorodnych wynikéw. Otrzymana sekwencja
IhvT104, o dlugosci 1216 nukleotyddw, jest
krétsza od sekwencji Jhv], ktéra ma 1399 nuk-
leotydéw (JOERGER I KLAENHAMMER,
1990). Natomiast ZHANG I IN. uzyskali frag-
ment DNA majacy 906 par zasad (ZHANG 1
IN., 2013).Sekwencja DNA uzyskanaw tej pra-
cy, jest identyczna do sekwencji JOERGER’A
I KLAENHAMMERA w dwéch odcinkach
nukleotydéw, od 55 do 369 oraz od 400 do
1217, zmianie nie uleglo polozenie miejsca
wigzania rybosomu i sygnatlu peptydowego
(JOERGER 1 KLAENHAMMER, 1990).
Niemniej jednak odkryto wystepowanie po-
limorfizméw pojedynczego nukleotydu w
sekwencji [hvT104. Uzyskane wyniki w tej
pracy, wskazuja na inng organizacje loci lhv, w
badanych szczepach, co wiecej wystepowanie
polimorfizméw i inna organizacja moleku-
larna pozwolita na zakwalifikowanie jej jako
odmienng sekwencje DNA. LOMBARDI 1
IN. zidentyfikowali dzigki uzyciu metod geno-
typowania i fenotypowania 67 szczepéw Lb.
helveticus izolowanych z kultur starterow-
ych serwatki i seréw, a niniejsza praca wska-
zuje na prawdopodobiedstwo wystepowania
wielu réznych szczepéw  produkujacych
helwetycyne, w kazdej niszy specyficznej dla
tego gatunku (LOMBARDI I IN., 2002).

STR.3-13

PopsuMOwWANIE

Ls. newvericus pzieki BakTERIOCY-
nom stanowi wazny sktadnik kultur, produk-
téw fermentowanych, ktéry dzieki efekty-
wnemu konkurowaniu, moze by¢ czynnikiem
stabilizujacym  populacje ekosystemu. W
zwigzku z tym, istnieje w dalszym ciggu potrze-
ba ulepszenia istniejacych kultur starterowych,
oraz odpowiedni dobér szczepéw Lb. helveti-
cus, jako sktadnikéw kultur, istotnych dla pro-
cesu produkcyjnego. Wiedza na temat réznic
w sekwencji genu u szczepéw Lb. helveticus,
umozliwia wilasciwe komponowanie kultur
starterowych, w ktérych bakterie produkujace
bakteriocyny oraz szczepy na nie odporne, beda
poprawiac jakos¢ produktéw fermentowanych.
Dziesi¢¢ oraz dwa kontrolne szczepy (1105,
141,T105,K1,B734,T103,80, DMS,T80,199,
159.T15) badane w tej pracy, moga by¢ z pow-
odzeniem stosowane w przemysle spozywczym,
jako obiecujace elementy kultur starterowych.
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PROBIOTYKI Il PREBIOTYKI JAKQO
FUNKCIONAILNI D@%TKI

DO PRODUKCII LOD

PREBIOTICS AND PROBIOTICS AS FUNCTIONAL INGREDIENTS

IN ICE CREAM PRODUCTION

STRESZCZENIE

ABSTRACT

Loby SA PRODUKTEM O SPECYFIC-
zNYCH wiasciwosciach fizycznych i chemic-
znych. Sktadajg si¢ z tluszczu, pecherzykéw
powietrza i krysztatéw lodu rozproszonych w
roztworze biatek, soli, polisacharydéw i cukréw.
Sa bardzo popularnym deserem wsréd kon-
sumentéw na catym $wiecie. Dzieki unikalnym
wlasciwosciom, mozliwe jest ich wzbogace-
nie o sktadniki bioaktywne takie jak: bakterie
kwasu mlekowego, blonnik pokarmowy, zami-
enniki cukru, naturalne przeciwutleniacze oraz
pro- i prebiotyki. W ponizszej pracy scharak-
teryzowano wybrane probiotyki i prebiotyki
wykorzystywane w produkeji lodéw. Opisano
ich wplyw na fizykochemiczne i sensoryczne
cechy produktéw mrozonych oraz przedstawio-
no najwazniejsze wtasciwosci prozdrowotne.

Srowa KLuCZOWE: zywno$¢ funkcjonalna,
lody, probiotyki, prebiotyki.
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Ick creAM 15 A PRODUCT WITH SPECIF-
1c physical and chemical properties. It contains
fat globules, air bubbles and ice crystals dis-
persed in a freeze concentrated solution of pro-
teins, salts, polysaccharides and sugars. It is a
very popular dessert among consumers all over
the world. There is possible to enrich it with
bioactive ingredients such as: lactic acid bacte-
ria, dietary fiber, alternative sweeteners, natu-
ral antioxidants, pro- and prebiotics thanks to
its unique properties. There were characterized
selected probiotics and prebiotics used in ice
cream production in this paper. The influence
on physicochemical and sensory properties of
frozen products and was described and the
most important health benefits were presented.

Key worbs: functional food, ice cream, pro-
biotics, prebiotics.
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WsTEP

W' ostarnicn  Laracu NASTAPIL
gwaltowny wzrost zainteresowania zywnoscig
funkcjonalng. Ludzie zacz¢li zwracaé coraz
wieksza uwage na warto$ci odzywcze i pro-
zdrowotne spozywanych produktéw. Staty
si¢ one zrédlem sktadnikéw zapobiegajacych
wystepowaniu wielu choréb m.in. nadcisnienia
tetniczego,cukrzycy, otytoscianawet niektérych
typéw nowotworéw (BANDINI I IN., 2010).

Na przestrzeni ostatnich lat powstato
wiele definicji Zywnosci  funkcjonalne;.
Amerykariska Rada ds. Nauki i Zdrowia
opisuje ja jako zywnos$¢, ktéra poza dostarcza-
niem podstawowych sktadnikéw odzywczych,
zapewnia dodatkowe korzysci zdrowotne dla
ludzi, podczas jej regularnego spozywania
w  zalecanych proporcjach. Zywnos¢ funk-
cjonalna musi zawiera¢ przynajmniej jeden
zwigzek, ktéry wspiera prawidlowe funke-
jonowanie organizmu lub zmniejsza ryzyko
wystepowania choréb przewlektych. Produkt
spozywczy moze by¢ uznany za funkcjona-
Iny, jezeli: jest fortyfikowany substancjami
odzywczymi (np. witaminami, mineratami,
pierwiastkami $ladowymi i przeciwutleniac-
zami) lub sktadnikami prozdrowotnymi (pre- i
probiotyki), usuni¢to w nim jeden lub wigcej
sktadnikéw wywierajacych niekorzystny wplyw
na zdrowie (np. tluszcze trans) oraz jest wz-
bogacony o jedna lub wigcej substancji m.in.
kwasy ttuszczowe omega-3 i sprz¢zony kwas
linolowy (BIGLIARDI I GALATI, 2013).

Na rynku §$wiatowym istnieje wiele
produktéw spetniajacych wymogi dla zywnosci
funkcjonalnej. Najwigcej z nich jest produ-
kowanych przez przemyst mleczarski, cuki-
erniczy i piekarniczy. Liczne dodatki pro-
zdrowotne wystepuja réwniez w napojach
bezalkoholowych i odzywkach dla niemowlat.
Najczesciej wystepujacymi dodatkami sg pro-
biotyki, nastgpnie witaminy, zwigzki miner-
alne, pierwiastki §ladowe i prebiotyki. Spozycie
zywnosci prozdrowotnej w duzej mierze zalezy
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od $wiadomosci konsumentéw dotyczacej zasad
prawidlowego odzywiania, bezpieczenstwa
wlaczonych sktadnikéw odzywczych oraz
jakosci sensorycznej produktu. Wzbogacanie
zywnosci w skladniki bioaktywne moze byé
przeprowadzone poprzez ich bezposredni do-
datek do produktu, przy uzyciu innych sub-
stancji bogatych w dany sktadnik (przypraw,
owocéw lub migzszu ro§linnego) lub za pomocy
specjalnie opracowanych nos$nikéw jadalnych
(mikrokapsutek, filméw i powlok). Ponadto,
mimo prozdrowotnych wiasciwoséci, produkt
powinien spetnia¢ szereg dodatkowych kry-
teriéw takich jak: zwigkszenie stabilnosci,
przedtuzenie okresu trwatosci, bezpieczenstwo
zdrowotne oraz udowodniona (najlepiej klinic-
znie) biodostepnosé i funkcjonalnosé zastoso-
wanych dodatkéw (SOUKOULISITIN., 2014).

W Polsce lody probiotyczne sg postrze-
gane jako nowo$¢, ktéra cieszy si¢ najwigkszym
powodzeniem wéréd mtodych ludzi. Do naj-
popularniejszych smakéw naleza: waniliowe,
czekoladowe, truskawkowe, jagodowe, banan-
owe, tiramisu i o smaku owocéw lesnych (PAL-
KA, 2015). Na $wiecie najbardziej popularne
sg lody zawierajace Streptococcus thermophi-
Ius i Lactobacillus delbureckii ssp. Bulgaricus
(SADY I IN., 2016). Produkty zawierajace
probiotyczne mikroorganizmy sa najbardziej
popularne w krajach Europy Péinocnej i Skan-
dynawii, ze wzgledu na dtugoletnie tradycje
spozywania produktéw poddanych procesowi
fermentacji (BHADORIA I MAHAPA-
TRA, 2011). Lody zawierajagce pre- i probio-
tyki nalezg do produktéw niszowych, wciaz nie
odgrywajacych znaczacej roli wéréd produktéw
funkcjonalnych, na rynku europejskim (SAX-
ELIN, 2008).

NRr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE 15
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Lopy jako
—— NOSNIKI SKEADNIKOW ——
PROZDROWOTNYCH

Loby spozyweze sa zNaNE 1 poPU-
LARNE na calym $wiecie juz od przeszto 300
lat. Ich historia jest $cisle zwiazana z rozwojem
chtodnictwa, jednak popularnosé¢ zyskaty dop-
iero w XIX wieku, bedac wéwcezas produktem
sprzedawanym w kawiarniach, restauracjach i
bezposrednio na ulicach. Wynalezienie nowych
metod zamrazania i wprowadzenie produk-
¢ji przemystowej, rozpowszechnily na szeroka
skale wytwarzanie lodéw. Weszly one na state
do diety ludzi wraz z poczatkiem 1920 roku
(DZWOLAK I ZIAJKA, 1993). Obecnie na
rynku krajowym wystepuja réznorodne lody i
desery mrozone. Wedtug definicji zawartej w
PN-A-86431: ,lody to produkty otrzymane z
emulsji ttuszczu i biatka z dodatkiem innych
surowcéw i substancji zgodnie z odpowiednimi
przepisami oraz produkty otrzymane z miesza-
niny wody, cukru i innych surowcéw i substancji,
poddane pasteryzacji, zamrozone, przeznac-
zone do bezposredniego spozycia lub po ich
przechowywaniu”. W' zaleznosci od sktadu
surowcowego mozemy wyréznié: lody produ-
kowane z uzyciem nabiatu, lody niezawierajace
produktéw pochodzenia zwierzecego, ge-
lato (lody w stylu wioskim produkowane z
uzyciem z6ttek jaj kurzych), mrozone jogurty
zawierajace bakterie kwasu mlekowego, sor-
bety na bazie owocéw lub szerbety (z niewiel-
kim dodatkiem mleka badz $mietany), ,lizaki
lodowe” produkowane przy uzyciu syropu
cukrowego lub lody owocowe zawierajace w
swoim sktadzie sok z owocéw. Wszystkie
powyzsze rodzaje lodéw charakteryzuje stodki
smak oraz mozliwos¢ spozycia bezposrednio
po zamrozeniu, co odréznia je od innych
mrozonych produktéw (CLARKE, 2012).

Ze wzgledu na dostgpnos$¢ na catym
swiecie, duzg popularnosé¢ i walory sensoryc-
zne, lody moga by¢ Zrédtem sktadnikéw bioak-
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tywnych. Ponadto niskie temperatury pro-
cesu i przechowywanie produktu w stanie
zamrozonym umozliwiaja dlugotrwate zach-
owanie cech fizykochemicznych lodéw. Stata
niska temperatura (GORALTIIN.,2017)ibrak
dostepu $wiatta m.in zmniejszaja uszkodzenia
komorek bakterii probiotycznych (SOUKOU-
LISTIN., 2014).

ProBioTYKI
Webrue FAO/WHO (2002) PROBIO-

TYKI to zywe mikroorganizmy, ktére podawane
w odpowiedniej ilosci, przynosza korzysci zdro-
wotne dla gospodarza. Definicja ta zostata pow-
szechnie zaakceptowana i do 2014 roku ulegta
jedynie drobnym modyfikacjom gramatycznym
(SANCHEZ11IN.,2016). Podlega ona jednak
ciagtym dyskusjom. Pewne jest, ze efekty zd-
rowotne odzialywania probiotykéw musza byé
udowodnione badaniami klinicznymi prow-
adzonymi na ludziach. Analizy prowadzone
na zwierzetach i in vitro wykazuja jedynie ich
mozliwe odzialywania. Wtasciwosci prozdro-
wotne probiotykéw musza dotyczy¢ konkretne-
go szczepu bakterii. Mikroorganizmy w obrebie
jednego gatunku, nawet blisko spokrewnionych
szczepdw moga wywolywaé odmienne efekty
fizjologiczne (DE VRESE I SCHREZEN-
MEIR, 2008). Definicja probiotykéw zapro-
ponowana przez FAO/WHO zostata przyjeta
przez wiele organizacji m.in. International
Scientific Association for Probiotics and Pre-
biotics (ISAPP), World Gastroenterology Or-
ganization (WGO), Codex, Institute of Food
Technologists (IFT) i European Food Safety
Authority (EFSA) (SANCHEZ I IN., 2016).

Do probiotykéw najczesciej stosowanych
u ludzi naleza m.in.: niektére szczepy bakte-
rii nalezace do rodzaju: Lactobacillus, Bifido-
bacterium, Enterococcus i Propionibacterium
oraz niektére gatunki drozdzy jak na przyktad
S. boulardii czy S. cerevisize (SANCHEZ 1
IN., 2016). Wigkszo$¢ probiotycznych bak-
terii nalezy do rodzajéw Lactobacillus i Bifi-
dobacterium. Lactobacillus sa to gram-dodat
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nie mikroorganizmy, niesporujace, pateczki,
prowadzace fermentacje glukozy tylko do
kwasu mlekowego lub do kwasu mlekowego,
etanolu (octanu) i CO,. Bifidobacterium s3
gram-dodatnimi pateczkami (w ksztalcie litery
V lub Y), nie wytwarzajacymi przetrwalnikéw
(JEDRZEJCZAK-KRZEPKOWSKA T BI-
ELECKI, 2011; ZIELINSKA I IN., 2012).
Bifidobacterium (podobnie do Lactobacillus)
stanowia znaczng cz¢$¢ naturalnej mikroflory
jelitowej u ludzi (wystepuje az 12 gatunkéw).
Ich liczba w okreznicy dorostego, zdrowego
cztowieka wynosi 101°-10" jtk/g, a najwicksza
ich liczba wystepuje u noworodkéw (95%
calej mikroflory jelitowej). Wigkszos¢ szcz-
epéw Bifidobacterium jest $cisle beztlenowych
(DE VRESE I SCHREZENMEIR, 2008).

Mimo wysokiej zawartosci tluszczu i
cukru, lody sg powszechnie uwazane za do-
bre Zrédlto wartoéci odzywczych, dzigki do-
datkowi mleka i owocéw. Wprowadzenie
kultur probiotycznych czyni je zZywnoscia
funkcjonalng. Regularne spozywanie bakte-
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rii szczepu Bifidobacterium Iactis Bb-12 zm-
niejsza zywotno$¢ chorobotwérezych drob-
noustrojéw jamy ustnej i zapobiega préchnicy
zebéw (CRUZ 1 IN., 2009). Istnieje wiele
udokumentowanych klinicznie dowodéw na
korzystne odziatywanie probiotykéw na or-
ganizm cztowieka. Najwigcej z nich dotyczy
przewodu pokarmowego i efektéw immuno-
modulacyjnych (Rys.1) (NOWAKTIN.,2010).

Lody stanowia dobry no$nik dla bakterii
probiotycznych ze wzgledu na swéj sktad chem-
iczny i brak zmian fizycznych nast¢pujacych
podczas ich dlugotrwatego przechowywania.
Jednakze produkt powinna charakteryzowaé
stosunkowo wysoka wartoéé pH (5,5- 6,5),ktéra
zwieksza przezywalno$¢ wigkszosci gatunkéw
bakterii. Lactobacillus helveticus oraz L. de-
brueckii subsp. Bulgaricuspreferuja pH 5,5-5,8,
akultury starterowe Lactobacillusod 6,3 do 6,9.
Natomiast optymalne pH dla Streptococcus
thermophilus wynosi 6,5-7,5 (GAJEWSKA 1
BEASZCZYK, 2012). Obojetne pH wpltywa

réwniez na pozadane cechy sensoryczne, ak-

zapobieganie
biegunkom
wywolywany

tagodzenie
skutkow
nietolerancji
laktozy

modulacja
mikroflory
jelitowej

zapobieganie
infekcjom
drog
oddechowych

Rola
probiotykow

wspomaganie
leczenia
zakaien

przez
rotawirusy

zapobieganie
nowotworom

zwiekszenie
absorbcji
Zwigzkow

mineralnych

zapobieganie
lub tagodzenie
objawdw
alergii

MOCZoWOo-
plciowych

Rys. 1. Wybrane efekty prozdrowotne mikroorganizméw pro biotycznych.
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ceptowane przez konsumentéw. Odpowied-
nia przezywalno$é probiotykéw wymaga op-
tymalizacji kazdego etapu procesu produkeyj-
nego tak, aby ich dodatek nie mial wptywu na
ogdlng jakos¢ produktu (CRUZ I IN., 2009).
Probiotyki moga by¢ wprowadzane do lodéw
w stanie wolnym lub w postaci mikrokapsutek.
Pierwszy sposéb polega na potaczeniu kultur
starterowych sfermentowanej bazy mlecznej z
mieszanka do wyrobu lodéw lub bezposrednim
zaszczepieniu mieszanki (przed zamrozeniem)
inoculum bakteryjnym. Wprowadzenie in-
oculum moze powodowaé catkowita lub
cze$ciowy fermentacj¢ mieszanki albo w ogéle
nie uczestniczyé w procesie fermentacji, w
zaleznoéci od oczekiwaé wobec koricowego
produktu.  Wykorzystanie = mikrokapsutek
utatwia proces produkgji, eliminujgc etap fer-
mentacji bazy mlecznej. Moze réwniez skutec-
znie zmniejszy¢ skutki stresu komoérek, ktéry
wplywa na zZywotno$¢ bakterii. W ostatnich
latach przeprowadzono wiele badaii majacych
na celu przedtuzenie procesu przechowywania i
wykluczenie zmian teksturalnych lodéw probio-
tycznych, wyprodukowanych z wykorzystaniem
mikrokapsutek (SOUKOULIS I'TZIA, 2008).

Do  czynnikéw  wplywajacych  na
przezywalno$¢  mikroorganizméw w  lo-
dach naleza m.in.: zamrazanie, skladniki
mieszanki, pH oraz obecno$¢ tlenu. Proces
zamrazania moze powodowal rézne skutki
dla komérek bakteryjnych, w zaleznosci od ich
cech fenotypowych oraz przebiegu procesu.
Zbyt szybkie zamrazanie moze prowadzi¢ do
zwickszenia przepuszczalnosci blony, a nawet
przerwania jej ciggtosci. Ponadto zewnatrz- i
wewnatrzkomoérkowe tworzenie si¢ krysztaléw
lodu powoduje uszkodzenia btony komérkowe;.
Jednak z drugiej strony, powolne zamrazanie
réwniez moze powodowad plazmoliz¢ komérek
w wyniku utraty wody z ich wnetrza, spow-
odowanej wysokim gradientem ci$nienia os-

motycznego (FERRAZ TIN.;2012). Zdaniem

wielu autoréw, bakterie z rodzaju Bifidobacteri-
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um sa bardziej odporne na zamrazanie niz Lac-

tobacillus ( HEKMAT I MCMAHON, 1992;
BASYIGIT I IN., 2006; AKIN I IN., 2007,
AKALIN T ERISIR, 2008; HOMAYOUNI
I IN., 2008). Sktadniki lodéw zdolne do zmi-
any ich wlasciwosci fizycznych moga wplywacd
na ogdlng liczbe probiotykéw. Wiele z nich
uwazanych jest za substancje krioochronne,
ktére zapobiegajg uszkodzeniom komérek bak-
terii podczas zamrazania (SANTIVARANG-
KNA T IN., 2008). Zwickszenie zawartosci
cukru lub tluszczu w mieszance, w niewielkim
stopniu zwicksza zywotnos$¢ probiotykéw. Kon-
trola pH lodéw jest kolejnym waznym czyn-
nikiem zapewniajacym przezywalno$¢ bakterii
probiotycznych. Obnizenie tej wartosci czgsto
jest uwarunkowane dodatkiem substancji kwa-
sowych (soki owocowe, syropy i purée owo-
cowe). Podczas produkeji lodéw ich pH waha
si¢ najezesciej w zakresie od 4,5 (produkt pod-
dany fermentacji) do 6,3 (produkt niefermen-
towany). Dla bakterii probiotycznych zalecane
pH wynosi co najmniej5,5. Skutki odziatywania
kwasnego $rodowiska mozna zminimalizowaé
dodajac kultury symbiotyczne (mieszanina
probiotykéw i prebiotykéw) zamiast pojedync-
zych, startowych kultur bakterii (DAVIDSON
I IN., 2000). Napowietrzanie mieszanki, ho-
mogenizacja i przenikanie tlenu przez material
opakowaniowy réwniez ma znaczenie dla
zywotnosci mikroorganizméw. Zawarto$¢ wy-
prowadzanego powietrza do mieszanki zalezy
od rodzaju lodéw. Gelato zawieraja okoto 20%
mieszaniny tlenu, a tradycyjne mrozone de-
sery od 50 do 100%. FERRAZ I IN. (2012)
wykazali, ze obecnoé¢ tlenu w lodach ponize;
45% nie wplywa na przezywalnos¢ bakterii
probiotycznych zas 60%- 90% spowodowato
spadek liczby mikroorganizméw od 1,02 do
1,98 log jtk/g. Scisle beztlenowe bakterie Bifi-
dobacterim sg bardziej narazone na toksyczne
odziatywanie tlenuniznp. Lactobacillus.Ponad-
to, L. rhamnosus i L. casei wykazuja wyzsza
tolerancj¢ O, niz L. acidophilus w niefermen-
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anych lodach (MARSHALL 1 IN., 2003).

Bakterie probiotyczne moga wplywaé
na wilasciwosci fizykochemiczne, zaréwno fe-
rementowanych jak i niefermentowanych
lodéw. Dodatek probiotykéw do mieszanek
nie poddanych procesowi fermentacji nie po-
woduje zmiany sktadu chemicznego, lepkosci
i tekstury lodéw. Jest to najprawdopodobniej
spowodowane niewielka objetoscia bakterii w
stosunku do pozostatych sktadnikéw mieszan-
ki. ALAMPRESE 1 IN. (2002) wykorzystali
0,2% Lactobacillus johnsonii Lal, natomi-
ast PANDIYAN 1 IN. (2012) Lactobacillus
acidophilus w objetosci 4%. Liczne badania
wykazaty, ze wlasciwosci sensoryczne niefer-
mentowanych lodéw zaleza od gatunku lub
szczepu wykorzystanych mikroorganizmdéw.
Produkt z dodatkiem L. casei wykazywal
bardziej pozadane cechy sensoryczne od
lodéw wzbogaconych o L. rhamnosus GG
(DI CRISCIO I IN., 2010). Fermentowane
lody probiotyczne, w przeciwieristwie do nief-
erementowanych, charakteryzuja znaczace
zmiany fizykochemiczne. Wielko$¢ inocu-
lum, warunki fermentacji, pH i szczep bakterii
wplywaja na lepko$¢ produktu. 0,2% dodatek
kultur probiotycznych (L. acidophilus, Bifi-
dobacterium 1 L. casei) spowodowal spadek
lepkosci lodéw. Natomiast zastosowanie szcz-
epéw L. gasseri, L. rhamnosus i L. reuteri
wplyneto na wzrost wartosci tego parame-
tru. Niektére gatunki bakterii probiotycznych
wykazuja réwniez wlasciwosci stabilizujace.

PreBI1OTYKI

Presioryi po raz prerwszy zostary
zdefiniowane w 1995 roku przez GIBSONA 1
ROBERFROIDA, jako nieulegajace trawieniu
sktadniki zywnosci, ktére przynosza korzysci
dla gospodarza poprzez wplyw na wzrost i/lub
aktywnos¢ jednego rodzaju lub ograniczone;j
ilosci mikroflory jelitowej (SCHREZEN-
MEIR I DE VRESE, 2001). Definicj¢ ta
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wielokrotnie uzupetniano i modyfikowano
m.in. w 2004 i 2007 r. Obecnie prebiotyki
okresla si¢ jako selektywnie fermentowane
sktadniki Zywnosci powodujace zmiany w
sktadzie lub/i aktywnosci mikroflory jelitowej
przynoszace prozdrowotne korzysci dla gos-
podarza. Wedlug najnowszej definicji, pre-
biotyki poza udokumentowanym wpltywem
na zdrowie i dobre samopoczucie, musza by¢
sktadnikami zywnosci o wiasciwosciach mod-
ulacyjnych wobec mikrobioty gospodarza
(SLIZEWSKA 1 IN., 2013). Prebiotyki nie
moga ulega¢ catkowitemu trawieniu w jelicie
cienkim. Dzi¢ki temu podlegaja one wybidr-
czej fermentacji w jelicie grubym przez pro-
biotyki lub bakterie potencjalnie probiotyczne.
Proces ten przynosi szereg korzysci dla gos-
podarza m.in.: powoduje zmiany w skladzie
krétkotancuchowych kwaséw tluszczowych,
redukuje pH jelita grubego oraz stymuluje
prace uktadu immunologicznego (WANG,
2009). Zdolnosé¢ prebiotyku do selektywne;
stymulacji bakterii Bifidobacterium i Lacto-
bacillus okresla indeks prebiotyczny (PI). Jego
celem jest zdefiniowanie zmian liczby populacji
bakterii probiotycznych w danym czasie, w wa-
runkach in vitro (SLIZEWSKA T IN., 2013).

Wickszos¢  prebiotykéw sklada sie
gltéwnie z oligosacharydéw, nieliczne- z poli-
sacharydéw (np. inulina). Pelnig one wazne
funkcje technologiczne oraz prozdrowotne.
W zaleznosci od rodzaju, stopnia polimery-
zacji (DP) i rozgal¢zienia (DB), prebiotyki
mogg wywiera¢ znaczacy wplyw na teksture
gotowych produktéw. Substancje te oddziatujg
z biatkami mleka i tworza agregaty zlozone z
uwodnionych mikrokrysztaléw. Ponadto niek-
tére prebiotyki, takie jak: inulina, polidekstroza,
oligofruktoza i dekstryny z pszenicy posiadaja
zdolnosci emulgujace i stabilizujace. Dzigki
temu moga zwigksza¢ lepkos¢ produktu i
imitowaé tluszcz. Do prozdrotownych aspe-
ktéw stosowania prebiotykéw nalezy przede
wszystkim stymulacja wzrostu bakterii pro-
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biotycznych i hamowanie przezywalnosci pa-
togennych mikroorganizméw m.in. Esche-
richia coli, Campylobacteri jejuni, Enterobac-
terium spp., Salmonella enteritidis. Ponadto
maja one wihasciwosci immunomodulacyjne i
przeciwzapalne (Rys. 2) (SAAD I IN,, 2013).

Do  najpopularniejszy  prebiotykéw
wykorzystywanych w przetwérstwie zywnosci
naleza: oligosacharydy i polisacharydy. Oli-
gosacharydy sa definiowane jako polimery
monosacharydéw o DP od 2 do 10. Wéréd
nich wyrézniamy zwiazki o potwierdzonych
dziataniu prebiotycznym m.in.: fruktooligosa-
charydy (FOS), galaktooligosacharydy (GOS),
izomaltooligosacharydy (IMO), ksylooligosa-
charydy (XOS), laktuloz¢ oraz oligosacharydy
sojowe (SBOS). FOS i GOS s3 izolowane z
polisacharydéw roélinnych (BARRETEAU 1
IN., 2006) m.in. z cebuli, szparagéw, pszenicy,
bananéw, ziemniakéw oraz miodu. IMO s3
produktami dwustopniowej hydrolizy enzy-
matycznej skrobi, a XOS naturalnie wystepuja
w ziarnach zbéz i traw. SBOS otrzymuje si¢
poprzez ekstrakcje soi, a Zrédlem laktulozy jest
laktoza z mleka. Polisacharydy sa zbudowane
z monomeréw o prostych lub rozgatezionych
tancuchach. Najpopularniejszym polimerem

STRr. 14 - 23

jest inulina, ktéra sktada si¢ z 10- 65 czasteczek
fruktozy potaczonych wigzaniami B-(2,1) i
koncowaresztaglukozowapotaczongwiagzaniem
a-(1,2) (LOPES I IN., 2015). Jako dodatek do
zywnosci jest ona dobrym Zzrédlem rozpuszc-
zalnego blonnika. Wplywa pozytywnie na pro-
ces trawienia, zmniejsza ryzyko chordéb serca
oraz zapobiega nadwadze (SCHAAFSMA 1
SLAVIN, 2015). Jej naturalnym zrédlem jest:
cykoria, topinambur, cebula, czosnek, pomidory,
banany i pszenica (SLIZEWSKA 1IN, 2013).

Istnieje wiele opracowan, w ktérych
wykorzystano prebiotyki do stymulowania wz-
rostu probiotykéw i poprawy wiasciwosci tech-
nologicznych lodéw. Niektére prebiotyki (w
zaleznosci od ich DP 1 DB) wywieraja wptyw na
wlasciwosci koligatywne zywnosci. Obecnos¢
inuliny i oligofruktozy w lodach modyfikuje ich
temperature krioskopowa. Inulina charaktery-
zuje si¢ lepszymi wiasciwosciami krioochron-
nymi niz oligofruktoza. Dodatek polidekstrozy
do lodéw czyni produkt bardziej jednorodnym,
nadajac mu kremows konsystencje. Fruktooli-
gosacharydy wplywaja na lepkos¢ i teksture
lodéw. Ponadto inulina i oligofruktoza sg
czesto stosowane jako zamienniki cukru w lo-
dach, ze wzgledu na ich zdolnos$¢ do wigzania

regulacja
steienia

Zmniejszenie
steienia
glukozy w
0S0CZU

poziomu
triglicerydow

zwiekszenie
absorpcji
zwigzkow

mineralnych

Rola

regulacja

steienia

poziomu
cholesterolu

zapobieganie
nowotworom
jelita grubego

prebiotykow

mineralizacja
kosci

obnizanie pH
tresci jelitowej

Rys. . Wybrane efekty prozdrowotne zwiazane z podaza prebiotykéw.
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czasteczek wody. Zastosowanie prebiotykéw
umozliwia lepsze napowietrzenie mieszanki
oraz produkcje lodéw o zmniejszonej zawartosci

thuszczu 1 cukru (SOUKOULIS T IN., 2014).

PobpsuMoOwWANIE

W CIAGU OSTATNIE] DEKADY NASTAPIE
gwaltowny wzrost zainteresowania zywnoscig
funkcjonalng. Wozrosta $§wiadomos¢ kon-
sumentéw dotyczaca spozywania zywnosci
wzbogaconej o sktadniki odzywcze oraz jej
prozdrowotnych wtasciwosci. Prowadzonych
jest coraz wigcej badan nad mozliwoscia
wprowadzenia do lodéw skltadnikéw funk-
cjonalnych m.in. pro- i prebiotykéw. Ze
wzgledu na odpowiednig strukture i mozliwos¢
dtugotrwalego przechowywania bez zmian fi-
zykochemicznych, lody s3 dobrym nosnikiem
sktadnikéw bioaktywnych, w tym zywych mik-
roorganizméw. Jednak z drugiej strony wprow-
adzenie do deseru probiotykéw, moze wplywacé
na zmiang¢ jego wiasciwosci. W konsekwencji
dodatek mikroorganizméw wymaga $cislej
kontroli kazdego etapu produkcji lodéw. Wazna
jest réwniez optymalizacja warunkéw procesu,
aby zachowaé jak najwyzsza przezywalnosé
bakterii. Natomiast dodatek prebiotykéw
poza korzysSciami zdrowotnymi pozytywnie
wptywa na fizykochemiczne wlasciwosci lodéw.
Sktadniki te powoduja m.in. modyfikacje tem-
peratury zamarzania produktéw, pelnia role
krioochronne, nadaja kremowsg konsystencj¢
mrozonym deserom i moga by¢ stosowane
jako zamienniki ttuszczu i cukru w lodach.
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AILBRGENY POKARMO
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FOOD ALLERGENS - A THREAT TO FOOD SAFETY

STRESZCZENIE

ALERGIE POKARMOWE DEFINIOWANE
sg jako nieprawidtowa reakcja uktadu immuno-
logicznego. Dotyczy¢ moga konsumentéw na
calym $wiecie. Alergeny - czynniki wywotujace
alergie, to w gtéwnej mierze biatka zdolne
do indukowania uktadu immunologicznego
i wywotania reakcji alergicznej u oséb uczu-
lonych. Znaczaca role w wywolaniu odpow-
iedzi ze strony organizmu odgrywaja cechy
strukturalne biatek. Ponadto funkcje biatka
(w tym aktywno$¢ enzymatyczna) oraz ich
trwalos¢ (w tym odpornosé na trawienie pro-
teolityczne) ksztaltujg potencjal alergizujacy
zywnos$ci. Takze kolejne etapy produkcji i
przetwarzania zywnosci moga wplywac na ry-
zyko wystapienia alergii po spozyciu danego
produktu, np. poprzez zmiany konformacji
biatek w wyniku dziatania wysokich tempera-
tur albo zwickszenie liczby sekwencji pep-
tydéw zdolnych do wywotania odpowiedzi
immunologicznej, uwolnionych w procesie
fermentacji. Zmiany w aktywnosci uczulajacej
podczas przetwarzania zywnosci wynikaja z
dezaktywacji lub zniszczenia struktur epitopéw,
tworzenia nowych epitopéw lub uwolnienia
epitopéw uprzednio ukrytych w tréjwymiar-
owej strukturze bialek. Mnogosé¢ alergenéw,
jak i matryc zywnosci, stwarza koniecznosé
poznania wplywu proceséw przetwérczych
i/lub trawienia produktéw w uktadzie pokar-

24 Nr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE

mowym na poziomie czasteczkowym, w celu
okreslenia stabilnosci biatka i jego wlasciwosci
alergizujacych.Zgromadzonawiedzaumozliwia
rozwinigcie dostepnych metod detekcji aler-
genéw w §rodkach spozywcezych ograniczajac
tym samym narazenie oséb wrazliwych na
sktadniki alergizujace. Ponadto utatwia dobdr
odpowiedniej,indywidualnej diety, ograniczajac
tym samym mozliwo$¢ szkodliwego dziatania
zywnosci u pacjentéw z alergia pokarmows.

Stowa kLUCZOWE: alergeny pokarmowe,
bezpieczeristwo zywnosci.

ABSTRACT

Foop aLLerGY 15 DEFINED As AN AB-
NORMAL reaction of the immune system and can
affect consumers around the world. Allergens
- the factors that cause allergies are predomi-
nantly proteins capable of inducing the immune
system and allergic reaction in sensitive sub-
jects. Structural characteristics of proteins play
a significant role in triggering a response from
the body. Furthermore, the functions of the
protein (including enzyme activity) and their
stability (including resistance to proteolytic
digestion) may influence the allergenic poten-
tial of foods. Further stages of production and
processing of food can aftect the risk of allergy
after consumption of the product, e.g. through
changes in protein conformation as a result of
high temperatures or an increase in the peptide
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sequence capable of inducing an immune re-
sponse in the fermentation process. Changes in
sensitizing activity during food processing are
due to the deactivation or destruction of struc-
tures epitopes, creating new epitopes or the re-
lease of new epitopes previously hidden in the
three-dimensional structure of proteins. A mul-
titude of allergens and food matrices create the
need to recognize the impact of processing and
digestion of products in the digestive system at
the molecular level to effectively determine the
stability of the protein and determine its aller-
genic properties. The accumulated knowledge
enables the development of methods available
for the detection of allergens in foods thereby
limiting the exposure of individuals who are
sensitive to allergenic ingredients. Moreover,
it facilitates the selection of a suitable indi-
vidual diet and minimize the potential adverse
effects of food in patients with food allergy.

| Key worbs: food allergen, food safety.
WsTEP

ALircis PokaRMOWE $4 ISTOTNYM
problemem zdrowia publicznego na calym
swiecie. Lekarze alarmuja, ze cze¢sto$¢ ich
wystepowania systematycznie ro$nie, jednak
jak dotad nie opracowano jednej, uniwersalnej
metody ich leczenia. Dane epidemiologiczne
swiadcza, ze na alergie pokarmowe cierpi okoto
8% dzieci i 5% oséb dorostych (VAN HEN-
GEL,2007; SICHERERISAMPSON,2014).

Kazdy antygen zewnatrzpochodny,
powodujacy reakcje alergiczng nazywany jest
alergenem. Wspdlng cecha wigkszosci anty-
gendw jest ich immunogennos¢, czyli zdolnosé
substancji do wywolywania przeciwko so-
bie swoistej odpowiedzi odpornosciowej oraz
antygenowos¢ jako  zdolno$¢
substancji do tlaczenia si¢ ze swoistymi
przeciwciatami. Antygenami powodujacymi
reakcje alergiczne sa na ogét biatka lub gliko-
proteiny (immunogeny), a takze substancje
chemiczne o matej masie czasteczkowej-hap-
teny. Hapteny nie wykazuja immunogennosci,

rozumiana

ale wykazuja antygenowo$¢. Poczatkowo
hapteny sa ,niezauwazalne” dla uktadu im-
munologicznego, dopiero jako kompleksy z
proteinami wilasnymi organizmu s w stanie
zainicjowacé reakcje ze strony uktadu immuno-
logicznego (CZARNOBILSKA T IN., 2007).

Najsilniejszymi alergenami pokarmow-
ymi s3 biatka o masie czasteczkowej 15 - 40
kDa i glikoproteiny rozpuszczalne w wodzie o
masie 10 - 70 kDa (BARTUZI, 2009). Moga
one wywoltywaé stany chorobowe o przebiegu
tagodnym do ci¢zkiego, a nawet zagrazajacym
zyciu. Reakcje alergiczne zlokalizowane sg
zwykle w okreslonej czesci ciata, a do ich ob-
jawéw zalicza si¢ m.in. wysypke, zaczerwien-
ienie, obrz¢k tkanek (np. warg), trudnosci w
oddychaniu, kichanie, wymioty czy biegunke.
Gwattowna  odpowiedZ  immunologiczna
na czynnik alergizujacy moze skutkowad
anafilaksja (np. alergie na orzechy arachidowe z
gwaltownym przebiegiem), kiedy to nast¢puje
reakcja calego ustroju, objawiajaca si¢ naglym
spadkiem ci$nienia krwi i silnym wstrzasem
anafilaktycznym. Jezeli akcja ratunkowa nie
zostanie w pore podjeta, wstrzas anafilaktyczny
moze mie¢ nawet skutek §miertelny (KUREK,
1998; SICHERER 1 SAMPSON, 2014).

Z uwagi na fakt, ze produkty pochodze-
nia zwierzecego i roslinnego sa bogatym
zrédlem biatka, istnieje prawdopodobieristwo,
ze organizm ludzki wykaze odpowiedz
immunologiczng po ich spozyciu. Nalezy jed-
nak pamietaé, ze nie kazda czasteczka biatka
powoduje reakcje alergiczna. Co wigcej, nie ilo§é
biatka, a jego rodzaj determinuje wiasciwosci
alergizujace. Przyklad stanowiag produkty
roslinne, tj. nasiona i orzechy. Sa one bard-
zo dobrym Zrédtem biatka, jednak tylko 1%
catkowitej jego zawartosci w tych produktach
wykazuje zdolno$¢ do modulowania odpow-
iedzi immunologicznej i wywolania reakcji
alergicznych. Ponadto w surowcu roélinnym
wystepujg znaczne ilosci biatek (np. niek-
tére biatka obecne we wszystkich roslinach w
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duzych ilosciach, takie jak enzym rybulozo-
1,5-karboksylazy bisfosforanu - stanowiacy
30-40% catkowitego biatka lisci), w sto-
sunku do ktérych nigdy nie bylo doniesiert
o ich alergizujacych wlasciwosciach. W
przeciwienistwie do tego, niespecyficzne biatka
przenoszace lipidy (ang. nonspecific lipid
transter proteins, nsL'I'Ps) sg silnymi aler-
genami, cho¢ wystepuja w bardzo matych
ilosciach (BREITENEDER I MILLS, 2005).

Alergie pokarmowe,wzalezno$ciod aler-
genu, moga towarzyszy¢ nam przez cate zycie
(np. alergie na orzeszki ziemne, orzechy, ryby
i skorupiaki) albo ustgpi¢ lub ztagodzi¢ swoje
objawy. Przykladem sa alergie powodowane
spozyciem mleka, jaj, pszenicy i soi, ktére daja
najsilniejsze objawy w okresie dzieciristwa i za-
zwyczaj normalizujg si¢ w pézniejszym okresie
dorastania (SICHERER I SAMPSON, 2014).
W duzej mierze intensywnos$¢ wystepowania
alergii zalezy od czynnikéw srodowiskowych,
predyspozycji genetycznych, ekspozycji na
okreslony alergen (tzn. jak dtugo i w jakim nasi-
leniu oddziatywatl on na przewéd pokarmowy)
a takze przebytych infekcji i antybiotykotera-
pii oraz niedojrzatoéci (np. u matych dzieci)
lub dysfunkcji barier ochronnych przewodu
pokarmowego. Zaktada sie, ze od 70 do okoto
160 produktéw pokarmowych i dodatkéw do
zywnosci moze by¢ powigzanych przyczynowo
z rozwojem alergii pokarmowych. Badania nad
czestoscig wystgpowania alergii pokarmowych
powodowana produktami je wywolujacymi
wytonity osiem grup produktéwzywnosciowych
stanowiacych gtéwne Zrédlo potencjalnych
alergenéw pokarmowych. Zgodnie z Rapor-
tem Organizacji Narodéw Zjednoczonych
ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) z 1995
roku oraz Codex Alimentarius Commission z
1999 roku, produkty nazwane ,wielkg 6semka”
powoduja tacznie 90% wszystkich alergii po-
karmowych. Zalicza si¢ do nich: mleko krowie,
jaja, pszenicg, soje, ryby, skorupiaki, orzechy i
orzechyarachidowe (WROBLEWSKA, 2002).
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STR. 24 - 36

DEFINICJE ALERGII
POKARMOWE]

TERMIN »ALERGIA” (GR. ALLON ARGON
- zmieniony, odbiegajacy od normy sposéb re-
agowania) zostal wprowadzony w 1906 roku
przez austriackiego pediatre Clemensa Johan-
nesavon Pirqueta(ZWIERZCHOWSKIIIN,,
2011).Potocznie o alergii na pokarm méwi si¢ w
kontekscie wszelkich niedogodnosci bedacych
nastepstwem spozycia konkretnego produktu
lub positku. Jednak taka definicja alergii pokar-
mowych nie jest precyzyjna, zas wszelkie symp-
tomy ogélnie nazwaé¢ mozna ,niepozadanymi
reakcjami na pokarm”. Zwrot ten powszech-
nie jest uzywany w kontekscie wielu jednostek
chorobowych w celu opisu réznych reakeji orga-
nizmu na produkty zywno$ciowe, a zwlaszcza:

a) nietolerancji pokarmowej - ogdlny
termin stosowany dla okreslenia szeregu odt-
warzalnych, niewtasciwych reakcji na pokarm
lub jego sktadnik, powstajacych bez wzgledu na
to, czy dana osoba $§wiadoma jest jego spozycia
czy tez nie;

b) awersji pokarmowej - niecheci do
pewnych produktéw, a w konsekwencji uni-
kania ich;

c) zatrucia ~ pokarmowego -
wywolywanego  przez  bakterie, wirusy,
plesnie, zwiazki chemiczne, toksyny i
substancje drazniace obecne w  produk-
tach zywnosciowych (BUTTRIS, 2011).

Alergie pokarmowe nie sg tozsame z
pojeciem nietolerancji pokarmowej (ZWI-
ERZCHOWSKI I IN., 2011). Nietolerancja
to reakcja o podtozu nie immunologicznym,
ktéra swoja definicja obejmuje gtéwnie wady
metaboliczne (np. niezdolnos¢ do trawienia
laktozy powodowana brakiem enzymu lak-
tazy), pozostajaca bez zwigzku z ukladem
odpornosciowym. Z kolei alergiczna reakcje
na pokarm mozna okresli¢ jako niewlasciwa
reakcje systemu odpornosciowego (uktadu
immunologicznego) na spozycie produktu,
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ktéry u wigkszosci oséb nie powoduje negaty-
wnych skutkéw ubocznych (MICHALCZUK
I SYBILSKI, 2010; BUTTRIS, 2011). W
przypadku alergii pokarmowych, wchodzace
w sktad pokarmu alergeny, na ktére dana os-
oba jest nadwrazliwa, uznawane sg przez sys-
tem odporno$ciowy za niebezpieczne, co
wywotuje fizjologiczng odpowiedz organizmu.
Alergie wywolane przez skiadniki zywnosci
mozna podzieli¢ na zwiazane z wydzielaniem
przeciwcial i niezwigzane z tym procesem. W
pierwszym przypadku system odpornosciowy
reaguje na alergen produkcja przeciwcial,
zwanych immunoglobulinami E (IgE), ktére
pobudzaja inne komorki (np. komérki tuc-
zne) do uwalniania substancji odpowiedzial-
nych za powstawanie stanéw zapalnych, tzw.
mediatoré6w (m.in. serotoniny i histaminy).
W drugiej grupie przypadkéw (alergie IgE-
niezalezne) istotng role odgrywaja limfocyty T,
objawiajace swoje dziatanie np. w celiakii lub
enteropatii spowodowanej spozyciem mleka
krowiego (KUREK, 1998; BARTUZI, 2009).

Mechanizm powstawania odczynu aler-
gicznego jest wieloetapowy. W wyniku pier-
wszego kontaktu alergenu ze §luzéwka or-
ganizmu nast¢puje szereg skomplikowanych
zdarzen, prowadzacych do wytworzenia spe-
cyficznego dla alergenu przeciwciata (immu-
noglobuliny, gtéwnie klasy E) i/lub uczulonych
limfocytéw - dochodzi do uczulenia orga-
nizmu. Wtasciwa reakcja alergiczna powstaje
po co najmniej dwukrotnym kontakcie z czyn-
nikiem alergizujacym, wywotujac odpowiedz
zapalng powodowang uwalnianiem media-
toréw przez komoérki tuczne i bazofile oraz
cytokiny, prowadzac do wystagpienia miejscowo
objawéw alergicznych (objawy zespolu ana-
filaksji jamy ustnej, astmy, egzemy). W posta-
ciach najcigzszych (wstrzas anafilaktyczny)
moze dochodzi¢ do drgawek oraz obrzeku
blony $luzowej krtani powodujacych zablo-
kowanie drég oddechowych, a w konsekwencji
zgonu (ZWIERZCHOWSKI I IN., 2011).

STR.24-36 —

Reakcje  alergiczne ~ wywolywane
mogg by¢ przez tzw. swoiste komponenty,
czyli sktadniki alergenu charakterystyczne ty-
lko dla jednego gatunku. Jednak wsréd aler-
genéw (szczegdlnie pochodzenia roslinnego)
wystepuje pewna grupa bialek wykazujacych
podobienistwo strukturalne. Z tego wzgledu
niejednokrotnie osoba odpowiadajgca ob-
jawami alergicznymi na biatko pochodzace
z jednego zrédla, moze reagowaé na podob-
ny skiadnik (podobny strukturalnie aler-
gen) wystepujacy w zupelnie innym Zrédle.
Takie zjawisko nazywamy reakcja krzyzows.
Przyktadem reakcji krzyzowej jest odpowiedz
alergiczna spowodowana przez gléwny alergen
jabtkowy Mal d 1 z powodu reakcji krzyzowej
z alergenem brzozy Bet v 1, na ktéry wezesniej
uczulil si¢ organizm. Mal d 1 nie jest sam
w stanie indukowaé produkeji przeciwciat
IgE (BREITENEDER I MILLS, 2005B).

Intensywnos¢ objawéw alergic-
znych, bedacych skutkiem spozycia czyn-
nika alergizujacego, jest wypadkows wielkosci
i czasu ekspozycji organizmu na alerge-
ny pokarmowe, uwarunkowane nawykami
zywieniowymi (tj. indywidualnej predyspozy-
¢ji do uczulenia sig, stopnia wchlaniania aler-
genéw wieloczasteczkowych) oraz sity alergen-

nej biatek pokarmowych (BREDEHORST 1
DAVID, 2001). Wspdétdziatanie czynnikéw
genetycznych i §rodowiskowych przyczynia
si¢ do wzrostu zachorowan na alergie pokar-
mowe. Ryzyko rozwoju alergii u dzieci zd-
rowych rodzicéw waha si¢ od 5% do 15%, w
przypadku, gdy jedno z rodzicéw jest chore
prawdopodobienistwo to wzrasta do 40%, za$
gdy oboje rodzice cierpia na alergie sigga nawet
60-80%. Istotna, a moze nawet najwazniejsza
role we wzroscie czestosci rozwoju alergii po-
karmowych, odgrywaja wybrane czynniki
srodowiskowe wchodzace w interakeje z ludz-
kim genomem. Takie oddzialywanie czynnikéw
srodowiskowych na genom ludzki nazywane
jest ,dziataniem epigenetycznym”. Zgodnie z
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ta teorig zaklada sig, ze niektére czynniki otoc-
zenia (np. poglebiajace si¢ zanieczyszczenie
srodowiska, modyfikacje réznych sktadnikéw
zywnosci oraz wzrost udzialu przetworzonej
zywnosci w diecie, ekspozycja na spaliny, dym
tytoniowy, alergeny $rodowiskowe itp.) moga
oddziatywa¢ niekorzystnie na wybrane geny w
organizmie ludzkim, w szczegdlnosci na geny
odpowiedzialne za ksztaltowanie odpornosci.
W wyniku zaistniatej interakcji: genom - czyn-
niki srodowiskowe, dokonuja si¢ pewne zmiany
w genomie na poziomie molekularnym. Nie
dotycza one bezposrednio sekwencji nukleoty-
déw w DNA, natomiast najczesciej zaburzaja
procesy metylacji zasad nukleotydowych
(hipometylacja, brak metylacji),  ekspresji
genéw lub organizacji chromatyny jadrowe;.
Takie zaburzenia, w przypadku gendéw
odpornosci, mogg prowadzi¢ do zmian (osob-
niczych lub populacyjnych) w dotychczasowej
odpowiedzi  immunologicznej  organizmu
ludzkiego, przez co mogg przejawiaé si¢ jako
nadwrazliwo$¢ uktadu immunologicznego na
dziatajace czynniki otoczenia. W odniesieniu
do alergenéw moze to skutkowaé zdolnoscia
tatwiejszego uczulania organizmu i w konse-
kwencjiprowadzi¢dorozwojualergiipokarmow-

ych (HONG I WANG, 2014; PRESCOTT I
SAFFERY, 2011; GODFREY I IN., 2007).

WPLYW PROCESU TECHNO-
-LOGICZNEGO NA ALERGENNOSC-
PRODUKTOW SPOZYWCZYCH

W ostarnics Latach popjETo WIELE
badani polegajacych na analizie strukturalnych,
funkcjonalnych i biochemicznych cech aler-
genéw w celu znalezienia powiazain miedzy
nimi, ktére ttumaczytyby ich zdolnos¢ do aler-
gizacji. Pewne wiasciwosci bialek umozliwiajg
zachowanie ich struktury, chronigc przed
niekorzystnym wplywem niskiego pH, prote-
olizy, srodkéw powierzchniowo czynnych i ob-
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r6bki termicznej (DAVIS TIN., 2001; MILLS
I IN., 2004). Struktura niektérych alergenéw
moze by¢ stabilizowana przez wigzania dwu-
siarczkowe, glikozylacje, glikacje czy agregacie
biatek (BREITENEDER I MILLS, 2005B).
Wiele alergenéw wiaze si¢ z lipidowymi
biatkami transportowymi, aby umozliwi¢ trans-
portwewnatrz blony komérkowej, coumozliwia
ochrong przed destrukcyjnymi wlasciwosciami
srodowiska (BREITENEDER I MILLS,
2005; MILLS I IN., 2004). Analiza sekwencji
biatka alergenu moze zatem dostarczy¢ przy-
datnych wskazéwek do przewidywania ich
potencjalu alergizujacego. Zalozenia te s3
tozsame z wynikami badaii BREITENEDER
MILLS (2005), ktérzy analizowali biochemic-
zne i fizykochemiczne wlasciwosci alergenéw
pokarmowych. Wykazali oni, ze stabilnos¢ ter-
miczna, odpornosé na proteolizg, zdolnos¢ do
wigzania ligandéw i oddzialywania z lipidami
sg gléwnymi czynnikami determinujgcymi
alergizujace wilasciwosci bialek spozywcezych.
Uwzgledniajac budowe i wiasciwosci fizyko-
chemiczne, wyrézniono dwie klasy alergenéw
pokarmowych (DADAS-STASIAK 1 IN,
2010): a) klasa I - biatka i glikoproteiny o ma-
sie czgsteczkowej 10-70 kDa, rozpuszczalne
w wodzie. Indukujg proces uczulenia poprzez
uktadimmunologicznyprzewodupokarmowego
powodujac ogblnoustrojowe reakcje alergiczne.
Alergeny te s3 odporne na wysoka temperature
oraz dzialanie proteolityczne enzyméw i kwasu
solnego; b) klasa II - homologiczna z glikopro-
teinami owocéw, warzyw i pytkéw roslin. Do
uczulenia dochodzi poprzez uktad pokarmowy
i oddechowy (krzyzowe reakcje z pytkami
ro$lin). Generalnie, zniszczenie epitopéw kon-
formacyjnych (podatnych na proces denatu-
racji termicznej lub hydrolizy enzymatycznej)
w procesie gotowania lub zamrazania pokar-
moéw ogranicza ich wiasciwosci alergizujace.

Niektére alergizujace produkty
spozywcze, gtéwnie warzywa i owoce, s3 czgsto
spozywane na surowo. Jednak znaczna ich czgs¢,

STR.24-36 —
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na przyktad migso, ryby lub mleko muszg by¢
poddawane procesom przetwoérczym, takim jak
ogrzewanie, chlodzenie, dziatanie wysokich
ci$nien, ultrafiltracja, hydroliza czy fermentac-
ja. Procesy te moga mie¢ wpltyw na zdolnosci
alergizujace  pokarméw, poprzez —zmiany
integralnosci biatek alergennych (PASCHKE I
BESLER, 2002). Jak wynika z etiologii alergii
pokarmowych, u 0séb uczulonych przeciwciata
IgE beda wigzad si¢ ze specyficznymi fragmen-
tami alergenu-epitopami. Epitopy wystepuja w
dwéch odmianach: jako liniowe/sekwencyjne
(tworza je liniowe odcinki aminokwasowe)
oraz nieliniowe/konformacyjne (nie musza
wchodzi¢ w sktad jednego tafcucha polipep-
tydowego, ale tworzg przestrzenng strukture
rozpoznawang przez przeciwcialo) (BREDE-
HORST 1 DAVID, 2001). Przetwérstwo
zywnosci wplywa na integralno$¢ biatka
zmieniajac jego tréjwymiarows strukture (np.
poprzez denaturacj¢ cieplng), przez co wplywa
na zdolnos$¢ wigzania IgE do konformacyjnych
epitopéw. Z kolei metody przetwarzania
zywnosci, ktére rozszczepiaja biatka (np. fer-
mentacja, hydroliza) dotycza w gtéwnej mierze
reakeji przeciwcial IgE z epitopami liniowymi
(VAN HENGEL, 2007). Mozna by zatem
oczekiwadé, ze przetwdrstwo zywnosci zmniejsza
potencjal alergenny zywnosci. Jednak z drugiej
strony procesy technologiczne moga zwalniaé
niedostepne wezesniej epitopy, ktére byty ukr-
yte w tréjwymiarowej sekwencji alergenu. Ist-
nieje takze mozliwo$¢ modyfikacji biatek i
peptydéw wskutek przetwarzania zywnosci,
ktéra moze prowadzi¢ do powstania nowych
struktur o alergizujacych wtasciwosciach.

Obrébka termiczna jest najczgstszym
etapem przetwarzania zywnosci, ktéra moze
mie¢ wplyw na alergennosé. Po zjedzeniu sur-
OWego OWOCU Czy warzywa mogg pojawic si¢
objawy alergii; jezeli jednak ten sam owoc lub
warzywo zostanie upieczone lub ugotowane,
to najczesciej moze by¢ spozywane bezpiec-
znie. Biatka, ktérych czasteczki pod wptywem

STR.24-36 —

dziatania ~ czynnikéw  technologicznych
zmieniajg si¢ nazywamy biatkami nietrwatymi.
Biatka, ktérych struktura zostaje niezmieni-
ona - trwalymi. Ta cecha jest bardzo istotna,
poniewaz biatka nietrwale wywotuja na ogét
reakcje o charakterze miejscowym. Przyktadem
nietrwatych bialek sa owotransferyna i lizo-
zym - biatka jaja kurzego. Inng grupe stanowia
biatka trwate wyst¢pujace m.in. w orzechach i
ziarnach, alergeny ryb, kazeina - biatko mleka
oraz owomukoid - alergen biatka jaja. Biatka
trwale sa przyczyna silnych reakeji alergic-
znych, poniewaz generalnie nie tracg swoich
wilasciwosci  alergizujacych pod  wplywem
dziatania wysokich temperatur, cho¢ ich zakres
jest rézny w zaleznosci od alergenu. Badania
KILARA I CHANDAN (2011) oraz BU 1
INNI (2013) wykazaty, ze biatka serwatkowe
ulegaja denaturacji cieplnej, podczas gdy ka-
zeina wykazuje stabilno$é podczas ogrzewania.
KAMATH I INNI (2014) wykazali, ze ogrze-
wanie zwigksza reaktywno$¢ immunologiczna
na alergeny krewetek tygrysich. Takze
wyniki badari BU I INNI (2009) nad alfa-
laktoalbuming i beta-laktoglobuling wykazaty,
ze wiazanie IgE znacznie wzrasta po pastery-
zacji w temperaturach pomig¢dzy 50 °C i 90
°C, w stosunku do nieogrzanego mleka. Z
kolei PASCHKE I BESLER (2002) wyka-
zali redukcje alergennosci przez podgrzanie
mleka krowiego przez 10 minut. SCIBILIA 1
INNI (2006) skupili si¢ na alergennosci biatek
pszenicy poddanej dziataniu wysokich tem-
peratur. Wykazali oni, ze objawy kliniczne po
spozyciu surowych i gotowanych (podgrze-
wanych w wodzie do temperatury wrzenia
i natychmiast chlodzonych) positkéw nie
réznily si¢ istotnie: prawie wszyscy pacjenci
wykazywali podobne objawy. Wyniki te potwi-
erdzili takze PASTORELLO I INNI (2007),
ktérzy stwierdzili, ze biatka pszenicy utrzymuja
swojg zdolno$é¢ do wigzania IgE po ugotowa-
niu. Z kolei obrébka termiczna (100 °C przez
20 min.) orzeszkéw ziemnych zmniejszata
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zdolno$¢ wystepujacych w nich biatek do
wigzania IgE w warunkach in vitro BEYER 1
IN., 2001). Natomiast wptyw obrébki termic-
znej (pieczenie) na stabilno$¢ biatek orzechéw
laskowych oceniano na poziomie iv vivo, gdzie
zaobserwowano ograniczenie intensywnosci
wystepowania objawéw fizjologicznych po
ich spozyciu (HANSEN I IN., 2003). W
kilku badaniach wykazano, ze hydroliza zm-
niejsza zdolno$¢ niektérych biatek Zywnosci,
np. orzechéw arachidowych do wiazania IgE.
Wykazano réwniez (CHUNG 1 IN., 2004;
YU I IN,, 2011), ze enzymy proteolityczne
(a-chymotrypsyna i trypsyna) lub peroksydaza
zmniejszaja ilo§¢ Arah 11 Arah 2 w prazonych
orzeszkach ziemnych. YU I INNI (2011)
podkreslajg réwniez, ze blanszowanie (5 minut
we wrzacej wodzie) przed hydroliza zwigksza
skutecznosédziataniaenzymdéwhydrolitycznych
w przypadku prazonych orzeszkéw ziemnych.
W badaniach VAN BOXTEL I INNI (2007)
podkreslono wplyw ogrzewania w temper-
aturze 100 °C i hydrolizy pepsyna przez 10 min
na zmniejszenie zdolnos$ci wigzania przez IgE
glicyniny soi, co potwierdzono w analizie im-
munoblotingu. Zatem procesy termiczne moga
determinowa¢ posrednio wiasciwosci alergenne
bialek zmieniajac ich podatnosé na dzialanie
innych proceséw przetwérstwa zywnosci.

W przetwérstwie zywnos$ci wazng role
odgrywaja procesy fermentacyjne, zachodzace z
udzialem bakterii kwasu mlekowego. Z punktu
wiedzenia alergii pokarmowych istotna cecha
bakterii fermentacji mlekowej, stosowanych na
przyktad przy produkcji mlecznych napojéw
fermentowanych, jest degradowanie immuno-
gennych fragmentéw bialek (epitopéw) przez
bakterie wchodzace w sktad kultur starterow-
ych (JEDRYCHOWSKI i IN., 1999). Takze
hydrolityczny rozpad biatek z wykorzystaniem
trypsyny, pepsyny i chymotrypsyny (podsta-
wowych enzyméw ukladu trawiennego) jest
czesto stosowana do wytwarzania preparatéw

hipoalergicznych (VERHOECKX 1 IN,
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2015). Stabilnos¢ alergenéw pokarmowych po-
winna by oceniana w warunkach przewodu po-
karmowego jako kryterium oceny potencjalnej
alergennosci zywnosci. Zdecydowanawigkszo$¢
roslinnych alergenéw pokarmowych zachowuje
swoje wlasciwosci podczas pasazu w przewodzie
pokarmowym. Za te whasciwosci odpowiadaja
dwie grupy biatek: prolaminy lub cupiny,
ktére wykazuja duza stabilno$¢ strukturalng i
na ogoét sa oporne na degradacj¢ przez prote-
azy (MORENO, 2007; MILLS I IN., 2003).
W celu wyjasnienia roli fragmentéw pepty-
dowych uwolnionych podczas symulowanego
trawienia in vitro w przewodzie pokarmow-
ym oraz odpornoéci matrycy zZywnosciowe]
na stymulacje ukladu odpornosciowego
najczesciej stosowane sg testy immunologiczne.
Jako przyktad, w oparciu o test ELISA stwi-
erdzono, ze hydroliza in vitro biatka sojowego
przez enzymy trawienne (pepsyne, trypsyne,
chymotrypsyne) ograniczatazdolno$ci wigzania
IgE niemal 10.000 razy (BURKS I IN., 1991).

Istnieja pewne kontrowersje dotyczace
badania odpornosci bialek na dziatanie en-
zyméw trawiennych. Jak podkresla MORENO
(2007) stabilno$¢ biatkaalergizujacego moze by¢
uzalezniona od warunkéw eksperymentalnych
(pH, czystosci i iloéci enzymu). Z tego wzgledu
podatnosénatrawienie enzymamiprzewodu po-
karmowegotego samego alergenu moze réznié
si¢ w zaleznosci od przeprowadzonego badania
in vitro. Takze jelitowe wchlanianie alergenéw
pokarmowych i rodzaj odpowiedzi immuno-
logicznej sa wysoce zalezne od charakteru an-
tygenu, ktéry moze determinowaé typ odpow-

iedzi immunologicznej (MAYER I IN., 2001).

METODY PREWENC]I
I WYKRYWANIA
ALERGENOW W ZYWNOSCI

JAK DO TEJ PORY NIE MA LEKARSTWA
na alergie pokarmowe, dlatego nadal stanowia
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one realne zagrozenie dla oséb uczulonych.
Leczenie farmakologiczne dotyczy jedynie
neutralizowania objawéw alergii, nie za$ jej
przyczyn. W stanach chorobowych, takich jak
np. pokrzywka, stosuje si¢ leki przeciwhista-
minowe, za$ pacjenci, w stosunku do ktérych
istnieje podejrzenie wystgpienia anafilaks;ji,
zaopatrywani sg w strzykawki z adrenaling
(ZWIERZCHOWSKI T IN., 2011). Jednym
z rozwigzan proponowanych alergikom jest
immunoterapia, polegajaca na wielokrotnym
podaniu stopniowo zwigkszajacej si¢ dawki
antygenéw i zwickszeniu dzigki temu toler-
ancji organizmu do takiego poziomu, ktéry
umozliwia bezpieczng ekspozycje na dany
sktadnik (VAN HENGEL, 2007). Ta metoda
odczulania okazata si¢ by¢ skuteczna w przy-
padku pojedynczych specyficznych alergenéw
spozywczych, takich jak mleko, jaja czy orzesz-
ki ziemne, jednak brak jest informacji odnoénie
réwnoczesnego podawania wielu produktéw
spozywezych w obrebie tej samej terapii (BE-
GIN I IN,, 2014). Z uwagi na fakt, ze dany
alergen u réznych oséb moze powodowad
rézne objawy zlokalizowane w réznych miejs-
cach, leczenie musi by¢ dostosowana indy-
widualnie do pacjenta (ZWIERZCHOWS-
KI T IN., 2011). Ponadto immunoterapia nie
jest rutynowym dzialaniem, natomiast uni-
kanie pokarméw wyzwalajacych odczyn
alergicznyjest najpowszechniejsza praktyka
wéréd oséb z alergiami pokarmowymi. Kon-
sekwencje wyeliminowania z jadlospisu catej
grupy produktéw, bez zasiggnigcia rady spec-
jalisty (np. lekarza, dietetyka), mogg by¢ niez-
wykle ryzykowne dla zdrowia. Na przyktad
wykluczenie z diety produktéw mlecznych, z
racji ,podejrzewanej alergii”, moze drastycznie
zmniejszy¢ ilo$¢ przyjmowanego w pokarmie
wapnia, a tym samym wplyna¢ w niekorzyst-
ny sposéb na stan kosci. Dlatego zaleca sie,
aby po wykryciu silnej alergii na dany produkt
zastapi¢ go innym produktem z tej samej
grupy. W przypadku umiarkowanej alergii na

dany produkt zaleca si¢ stosowanie diety rota-
cyjnej ((MICHALCZUK 1 SYBILSKI, 2010).

Istotnym aspektem w wystepowaniu
alergii pokarmowych jest takze niezamier-
zona, nie§wiadoma ekspozycja osoby uczulo-
nej na kontakt z alergenem pochodzacym z
zywnosci. Producenci zywnos$ci maja obowiazek
udostepni¢ konsumentom informacj¢ o czyn-
nikach alergizujacych obecnych w produk-
cie (odpowiednie znakowanie zywnosci)

(ROZPORZADZENIE PARLAMENTU
EUROPEJSKIEGO I RADY (UE) NR
1169/2011 Z DNIA 25 PAZDZIENIKA
2011R). Rzetelne wywigzywanie si¢ z tego
obowigzku jest istotne, gdyz niekompletna
deklaracja producentéw na etykietach Zywnosci
(w wyniku falszowania zywnosci lub niekon-
trolowanego zanieczyszczenia krzyzowego)
jest przyczyna przypadkowych narazen na
sktadniki alergizujace (VAN HENGEL,
2007). Dlatego wazne z punktu bezpieczenistwa
zywnosci jest ciagle kontrolowanie produk-
téw oferowanych konsumentom pod katem
obecnosci alergenéw. Wykrywanie alergenéw
w §rodkach spozywczych jest stosunkowo
trudne, gdyz zazwyczaj wystepuja one w
sladowych ilosciach, co generuje trudnosci
z  wyselekcjonowaniem 1 pozyskaniem
materialu do badad z matrycy Zywnosciowe;.

Ze wzgledu na biatkowy charakter aler-
genéw zywnosci podjeto wiele dziatan majacych
na celu ich identyfikacje. Wigkszos¢ analiz
opiera si¢ na testach immunoenzymatycznych
(ELISA) oraz na metodach polegajacych na
analizie DNA, opartych na amplifikacji specy-
ficznych fragmentéw DNA za pomocg reakeji
taricuchowej polimerazy (PCR). Obie metody
sg stosowane gltéwnie do oceny jako$ciowej, w
mniejszym stopniu pélilosciowej, cho¢ wiaza
si¢ z pewnymi niedogodnosciami. Dost¢pne
na rynku zestawy ELISA, w zaleznosci od
producenta, wykazywa¢ mogg pewne réznice
we wrazliwosci oraz powodowaé reaktywnosé
krzyzowa, podajac wyniki falszywie dodat-
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nie. Jest to mozliwe, gdy markery stosowane
do detekeji sktadnikéw uczulajacych pozyty-
wnie reaguja z innymi sktadnikami matrycy
zywnosciowej, na przyklad testy na obecnosé
alergenéw orzecha daja pozytywny wynik w
przypadku sojowych biatek alergizujacych. In-
nym waznym czynnikiem jest reaktywnos¢
metody w stosunku do standardu i prébki anal-
itycznej. Ten problem jest widoczny w meto-
dach wykorzystujacych szerokg specyficznosé,
np. metody ELISA, w ktérych nie mozna
odrézni¢ gatunkéw lub odmian sktadnikéw
odpowiedzialnych za alergie (VAN HENGEL,
2007). Interesujacym sposobem  szybkiego
wykrywania alergenéw w Zywnosci sa paskowe
testy immunochromatograficzne. Ich giéwna
zaletg jest fakt, ze sa szybkie, tanie i przenosne,
w zwiazku z czym nie wymagaja specjalistycz-
nego oprzyrzadowania lub wykwalifikowanego
personelu  (SCHUBERT-ULLRICHET 1
IN., 2009; DZANTIEV I IN., 2014). Innym
proponowanym rozwigzaniem sg metody opar-
te na testach wskaznikowych (ang. dipstick
tests). Metody te s3 znacznie mniej ucigzliwe
i szybsze niz test ELISA, lecz nie daja tak
doktadnego wyniku podczas oceny ilo$ciowej
alergennego sktadnika. Komercyjne zestawy
testowe stuza mig¢dzy innymi do wykrywania
alergenéw orzeszkéw ziemnych, glutenu,
mleka, migdaléw, orzechéw laskowych, soi i
jaj (SCHUBERT-ULLRICH I IN., 2009).

Spektrometria masowa (MS) to meto-
da nieimmunologiczna, cechujaca si¢ wysoka
specyficznoscig i czulo$cia, z powodzeniem
stosowana jako narzedzie do potwierdzenia
obecnosci konkretnego biatka alergizujacego.
To podejscie bylo z powodzeniem stoso-
wane do wykrywania alergenéw spozywczych
(CROOTE I WSPOLAUT,, 2016). Obecnie
MS wykorzystywana jest w polaczeniu z innymi
metodami, miedzy innymi MALDI-TOF-MS
i LC-MS (PICARIELLO I WSPOEAUT,
2011). Potaczenie chromatografii cieczowej z
MS moze zapewni¢ jednoznaczng identyfikacje

32 Nr 2(16)/2017 NAUKI PRZYRODNICZE

biatka lub peptydéw wywotujacych alergie po-
karmowe. Pomimo koniecznosci kosztownego
i specjalistycznego sprzetu, niepodwazalng
zaleta MS jest mozliwo$¢ wykrywania wie-
lu niepowiazanych alergenéw pokarmowych
w jednej analizie. Ponadto, mozliwo$¢ anal-
izy peptydéw ulatwia wykrywanie zmian w
biatkach alergizujacych wywotanych przetwar-
zaniem zywnosci (SAYERS I IN., 2016).

Zmiany strukturalne bialek pow-
odowane procesami przetwérczymi wplywaja
na potencjal alergizujacy zywnosci. Z drugiej
strony wplywaja one na czuto$¢ metod detekeji
alergizujacych sktadnikéw obecnych w produk-
cie. W pierwszej kolejnosci istotne znacze-
nie ma wydajnos¢ ekstrakeji, ktéra moze by
ograniczona ze wzgledu na rodzaj matrycy, za-
burzenia rozpuszczalnosci i denaturacje biatek.
Wykazano, ze prazenie orzeszkéw arachidow-
ych zmniejsza skuteczno$¢ ekstrakeji biatek,
co wplywa negatywnie na ich wykrywanie
(POMS I IN., 2004). Ponadto, przetwérstwo
zywnosci wplywa na skuteczno$é otrzymy-
wania analitéw oraz ich efektywnos¢, poniewaz
moze ono zmieni¢ integralnosci zaréwno
biatka, jak i DNA, co wptywa na skuteczno§é
zastosowanej metody detekeji. Nalezy takze
wzigé pod uwage, w jakim stopniu obecnie
dostepne sposoby wykrywania alergenéw po-
karmowych w zywno$ci sg w stanie wykryé
produkty hydrolizy, zachodzacej np. podczas
produkeji fermentowanych wyrobéw mlec-

znych czy migsnych (VAN HENGEL, 2007).

PopsumowANIE

Ay zrozumiEe PATOGENEZE ALERGII
pokarmowych oraz stworzy¢ skuteczne metody
ich diagnozowania, leczenia i profilaktyki,
niezbedne jest poznanie czasteczek alergenéw
oraz gromadzenie szczegétowych informacji na
ich temat. Czynniki wptywajace na zmiennosé
struktury alergenu (warunki $rodowiska,
przetworstwo zywno$ci) modyfikujg ilo$¢ i
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intensywno$¢ zachorowan. Dlatego wazne
jest, aby identyfikowaé struktury epitopu,
gdyz wiedza ta moze okazaé si¢ podstawg do
rozwoju nowych strategii, umozliwiajacych
doktadne rozpoznanie przyczyny alergii oraz
dobér odpowiedniej terapii, jak réwniez przyc-
zyni si¢ do wytwarzania Zywnosci o obnizonej
alergennosci. Swiadomosé probleméw, z ja-
kimi borykaja si¢ konsumenci z alergiami
pokarmowymi, dobre praktyki produkcyjne
majace na celu kontrolowanie zawarto$ci/
obecnosci alergizujgcych sktadnikéw (w tym
umieszczanie rzetelnych informacji o sktadzie
produktu) przyczynia si¢ do ograniczenia
wyraznie rosnacej fali alergii pokarmowych.
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Rozporzadzenie Parlamentu Europe-
jskiego I Rady (UE) NR 1169/2011 z dnia
25 pazdziernika 2011 r.w sprawie przeka-
zywania konsumentom informacji na temat
zywnosci, zmiany rozporzadzenParlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 1924/2006 i
(WE) nr 1925/2006 oraz uchylenia dyrek-
tywy Komisji 87/250/EWG, dyrektywy Rady
90/496/EWG, dyrektywy Komisji 1999/10/
WE, dyrektywy 2000/13/WE Parlamentu Eu-
ropejskiego i Rady, dyrektyw Komisji 2002/67/
WE 1 2008/5/WE oraz rozporzadzenia
Komisji (WE) nr 608/2004 (http://eur-lex.
europa.eu/legal-content/PL/TXT/PDF/
Puri=CELEX:32011R1169&from=PL).
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GENEBTYKA I ROLA BIALEK GLUTENOWYCH

PSZBNICY

THE GENETICS AND FUNCTION OF WHEAT GLUTEN

PROTEINS
STRESZCZENIE

ABSTRACT

UprawnE 1 DZIKIE GATUNKI pszenicy
nalezg do rodzaju Triticum. Ziarno pszenicy
stanowi podstawe wyzywienia czlowieka od
wiekéw. Ponadto jej uprawa wzrasta z roku na
rok. Jednym z kierunkéw prac hodowlanych
nad tym gatunkiem jest poprawa wiasciwosci
technologicznych ziarna, ktéra wiaze sig
z poprawa wlasciwosci wypiekowych oraz
przydatnosci do wyrobu makaronu. Uwaza
si¢, ze w ksztaltowaniu tych cech biorg udziat
biatka glutenowe gliadyny i gluteniny. Gluten-
iny bowiem odpowiadaja za sil¢ i elastycznosé
glutenu, natomiast gliadyny wplywaja na
lepkos¢ i rozciagliwos$¢ ciasta. Zaréwno sita,
lepkos¢, jak 1 rozciagliwos¢ glutenu maja
wplyw na wilasciwosci technologiczne produk-
téw wytwarzanych z pszenicy. Obydwie grupy
biatek sa kodowane przez geny zlokalizowane
na chromosomach nalezacych do 1-6 grup
chromosoméw  homologicznych. Poznanie
whasciwosci oraz struktury i lokalizacji genéw
kodujacych te biatka moze przyczyni¢ si¢ do
polepszenia wtasciwosci  technologicznych.

Stowa KLUCZOWE: gliadyny, gluteniny, glu-
ten, pszenica.

WiLp anp curvatep species of
wheat belong to Triticum genera. Wheat grain
has been staple food for human for ages.
Moreover, its cultivation area has been grow-
ing year by year. One of plant breeding aims
is to increase processing properties of wheat,
which is connected with development of bread
making and pasta processing properties. It is
believed that these traits are depended on glu-
ten proteins: gliadins and glutenins. Gluten-
ins controls strength and elasticity of gluten,
whereas gliadins influences dough viscosity
and extensity. All the strength, viscosity and
extensity of gluten exert an impact on process-
ing properties of wheat products. Both gliadins
and glutenis are encoded by genes located on
chromosomes from 1-6 groups of homolo-
gous chromosomes. The recognition of prop-
erties, as well as structure and localization of
genes encoding these proteins, could contrib-
ute to processing properties improvement.

Key worps: gliadins, glutenins, gluten,
wheat.
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Pszenica JEST JEDNYM z
NAJWAZNIEJSZYCH zb6z uprawianych na
$wiecie, zaraz po kukurydzy (ponad 1 021 mln
ton) oraz ryzu (prawie 741 mln ton). W roku
2014 $wiatowa produkcja pszenicy osiggneta
prawie 729 mln ton. Z roku na rok odnotowuje
sie wzrost produkcji tego zboza, w przeciagu 10
lat produkcja jego wzrosta o ponad 202 mln ton
(FAO 2015). Ponadto, pszenice charakteryzuje
najszerszy zasieg geograficzny i klimatyczny,
gdyz uprawiana jest od Skandynawii az po
Argentyne, wliczajac w to znaczne wysokosci
strefy zwrotnikowej oraz podzwrotnikowe;.
Stato si¢ to mozliwe dzigki pracom hodow-
lanym prowadzonym nad tym gatunkiem
majagcym na celu otrzymanie odmian z
podwyzszong adaptacja do zréznicowanych wa-
runkéw srodowiskowych. Istotny jest réwniez
takt, ze pszenica w przeciwieristwie do kuku-
rydzy jest wykorzystywana gtéwnie w zywieniu
cztowieka (ok. 65%), a ok. 21% do produk-
¢ji pasz. Ponadto, gatunek ten ze wzgledu na
swoje whasciwosci technologiczne oraz wysoka
zawartos§¢ sktadnikéw odzywezych jest szeroko
wykorzystywany do wypieku chleba i pieczy-
wa, produkcji wyrobéw cukierniczych (ciast,
ciasteczek, krakerséw, herbatnikéw itp.), ma-
karonéw i klusek oraz wielu innych produk-
téw. Na uwage zastuguje fakt, ze wsréd samego
chleba wyrézniamy wiele jego rodzajow w
zaleznosci od szerokosci geograficznej w jakiej
jest wypiekany m.in. popularny w Europie i
Pétnocnej Ameryce chleb bochenkowy na zak-
wasie oraz pszenny, w Chinach chleb parzony,
a takze spozywany na Bliskim Wchodzie oraz
Subkontynencie Indyjskim chleb typu flatbread.
Podobnie do chleba mozna wyodrebni¢ wiele
wariantéw klusek oraz makaronéw poczawszy
od znanych wszystkim nitek, konczac na
azjatyckich kluskach somen. Produkeja tak sz-
erokiego spektrum réznorodnych produktéw z
ziarna pszenicy jest mozliwa dzigki obecnosci
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w nim biatek glutenowych, ktére odpowiadaja
za wiasciwoséci lepkosprezyste ciasta. W celu
okreslenia biochemicznych i genetycznych
zaleznodci z wlasciwosciami majacymi wplyw
na proces technologiczny wytwarzania tych
produktéw przeprowadzono wiele badan
dotyczacych struktury, wlasciwosci oraz spo-
sobu dziedziczenia bialek glutenowych. Bada-
nia te sa niezb¢dne nie tylko podczas opracow-
ywania technologii otrzymywania produktéw z
pszenicy, ale réwniez stanowia cenng informacje
dla hodowcéw pszenicy, co prowadzi do

uzyskania nowych odmian (SHEWRY
I IN, 2003, FRANASZEK I IN. 2013).

— (GENETYKA PSZENICY ——

UprAWNE 0RAZ BLISKO SPOKREWNIONE
znimi dzikie gatunki pszenicy naleza do rodzaju
Triticum L., ktéry zawiera formy diploidalne,
tetraploidalne oraz heksaploidalne. Gatunki
poliploidalne pojawily si¢ w wyniku spon-
tanicznego krzyzowania z dzikimi gatunkami
nalezacymi do rodzaju Aegilops. Podstawowa
liczbg chromosomdw (n) dla obydwu rodzajéow
jest 7. W zaleznosci od stopnia ploidalnosci,
w ktérej liczebno$¢ zespotéw chromosoméw
rézni sig, liczba ta wynosi dla gatunkéw diploi-
dalnych 14, tetraploidalnych 28, natomiast dla
form heksaploidalnych 42. Wsréd form dip-
loidalnych wyrézniamy Triticum boeoticum
Boiss., Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan
oraz Triticum monococcum L., dwie pierwsze
sg gatunkami dzikimi, za$ ta ostatnia jest forma
uprawng. Wszystkie formy zawierajg genom
A, ktéry wystepuje we wszystkich gatunkach
poliploidalnych. Tetraploidalne Triticum tur-
gidum zawiera genomy A i B. Uwaza sig, ze
wyodrebnienie tego gatunku bylo mozliwe
dzieki spontanicznemu krzyzowaniu diploidal-
nego Iriticum urartuoraz dzikiego gatunku Ae-
gilops speltoides Tausch. o genomie SS. Wiréd
gatunkéw Triticum turgidum wyréznia sig
jedng forme dzikg Triticum dicoccoides (Korn.
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uprawne takie jak: pszenica twarda (7riticum
durum Dest.), pszenica plaskurka (Triticum.
dicoccum Schrank ex Schiibl.), pszenica angiel-
ska, zwana inaczej szorstka (Triticum turgidum
L.), pszenica polska zwana inaczej olbrzymia
(Triticum polonicum L.), pszenica Khorsan
(Triticum turanicum Jakubz.), pszenica perska
(Triticum carthlicum Nevaski in Kom.) oraz
pszenica Georgian (7riticum karamyschevii
Nevaski). Innymi gatunkami tetraploidalnymi
pszenicy sa zawierajace genomy A i G gatunki
nalezace do grupy Triticum timopheevii, do
ktérej zaliczamy dzika forme¢ Triticum ararati-
cum Jakubz. oraz uprawng Triticum timophee-
vii Zhuk. Jednakze ich uprawa ograniczona jest
jedynie do terenéw Zakaukazia oraz Armenii.
Sposréd  wszystkich gatunkéw  tetraploidal-
nych najwicksze znaczenie gospodarcze ma 1.
durum, uprawiana szeroko w Basenie Morza
Srédziemnego. Formami heksapolidalnymi
rodzaju Triticum sa 1" zhukovskyi Menabde &
Ericzjan o genomie AAAAGG oraz T aestivum
L. zawierajace genomy AB pochodzace z 1.
turgidum oraz genom D z dzikiego gatunku
Aegilops squarrosa, znanego réwniez jako Ae-
gilops tauschii. Wyréznia si¢ 6 podgatunkéw
pszenicy heksaploidalnej: pszenica zwyczajna
(Triticum aestivum L.), pszenica orkisz (1riti-
cum spelta L.), pszenica kartowata, zwang in-
aczej zbitoktosa (Triticum compactum Host),
pszenica indyjska kartowa (Triticum sphaero-
coccum Percival), Triticum macha Dekapr.
& Menabde oraz Triticum vavilovii Jakubz.
Sposréd wyzej wymienionych gatunkéw hek-
saploidalnych najwickszym znaczeniem gos-
podarczym charakteryzuje si¢ pszenica zwyc-

zajna (HUANG I IN., 2002; KILIAN I IN,,
2007; TSUNEWAKI, 2009; MATSUOKA,
2011). Poliploidalna natura gatunkéw pszenicy
ma istotny wptyw na kompozycje glutenu, jak
réwniez powinna by¢ brana pod uwage podczas
analiz bialek glutenowych. Nalezy pamigtad,
ze genomy te zawieraja geny homologiczne
kodujace t¢ samg grupe bialek i najczesciej

STR.37-44 ——

zlokalizowane s3 w podobnych miejscach na
chromosomach. Ma to szczegélne znaczenie
podczas préby wprowadzania genéw podc-
zas programéw hodowlanych, gdzie w wyniku
krzyzowania z innymi gatunkami lub rodzajami
na poziomie molekularnym moze doj$¢ do utra-

ty badz translokacji catego, ramienia lub frag-
mentu chromosomu (SHEWRY i IN. 2003).

CHARAKTERYSTYKA

BIALEK GLUTENOWYCH

Dojrzare z1arno pszenicy skeapa
si¢ z dwéch genetycznie odmiennych organéw,
zarodka oraz bielma, ktére powstanie wa-
runkowane jest dwoma oddzielnymi zdarze-
niami podczas zapylenia. Lagiewka pytkowa
do woreczka zalgzkowego transportowane sa
dwie komérki plemnikowe, gdzie jedna iaczy
sic z komoérka jajowa tworzac diploidalng
zygote. Druga komérka plemnikowa laczy
si¢ z jadrami biegunowymi tworzac bielmo,
w ktérym znajduje si¢ material zapasowy,
umozliwiajacy pézniejsze kietkowanie zar-
odka. Materialem zapasowym sa biatka glu-
tenowe oraz skrobia (SHEWRY I IN., 2003).

Biatka glutenowe mozemy podzielié
na dwie frakcje: rozpuszczalne w alkoholu
gliadyny oraz nierozpuszczalne gluteniny.
Gliadyny sktadaja si¢ z bialek monomeryc-
znych, sposréd ktérych mozna wyréznié cz-
tery grupy: o, B, y oraz ®. Natomiast glute-
niny sa biatkami polimerycznymi o masie
czasteczkowej do kilkunastu milionéw dal-
tonéw (Da). Buduje je wiele tancuchéw poli-
peptydowych, ktére dzieki obecnosci di-
sulidowych ~ wewnatrzczasteczkowych i
mi¢dzytaiicuchowychwigzantworzaspecyficzng
strukture glutenu. W wyniku redukeji tego
rodzaju wigzan powstaje szereg podjednostek
o masie czasteczkowej 80-120 kDa, ktére
sg klasyfikowane jako wysokoczgsteczkowe
(HMW, ang. high molecular weight) oraz

niskoczgsteczkowe (LMW, ang. low molecular
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weight). Dodatkowo ze wzgledu na mobilnosé
w zelu poliakrylamidowym (wielko$¢, punkt
izoelektryczny) wyrézniamy cztery podgrupy
A, B, C i D (D)OVIDIO I MASCI, 2004;
FRANASZEK I IN., 2013). Frakcja HMW
stanowi grupe A, natomiast LMW zaliczana
jest do grupy B, C i D. Region B obejmuje je-
dynie LMW gluteniny o masie czasteczkowej
42-51 kDa, za§ w obszarach C i D obok
niskoczasteczkowych glutenin (m. cz. 30-40
kDa) wystepuja takze a-, y-gliadyny i w-glia-
dyny (IKEDA I IN., 2002). Ponadto te dwie
grupy réznia si¢ wiasciwosciami funkcjonal-
nymi, udowodniono ze gluteniny odpowiadaja
za site 1 elastycznosé glutenu, natomiast glia-
dyny wptywaja na lepkos$¢ i rozciggliwo$¢ cia-
sta. Zaréwno sita, lepkos¢, jak i rozciagliwosé
glutenu majg wplyw na wtasciwosci techno-
logiczne produktéw wytwarzanych z pszenicy
(WAN i IN., 2013). Podczas produkcji ma-
karonu wazng cechg jest elastycznos¢ glutenu,
ktéra zwigzana jest z wyzsza zawartoscig glute-
nin. Wykazano, ze na jako$¢ glutenu z pszenicy
twardej ma wplyw skiad niskoczgsteczkowych
glutenin, a w szczegdlnosci zawartosé y-glia-
dyn. Wsréd nich wyrézniono dwie y-gliadyne
42 oraz vy-gliadyne 45, przy czym uwaza
sie, ze gluten charakteryzujacy si¢ wyzsza
elastycznodcia zawiera wiecej y-gliadyny 45
(EDWARDS T IN. 2003). W przypadku cech
majacych wpltyw na jakos¢ wypiekows chle-
ba istotna jest elastyczno$¢ glutenu, bowiem
niezadowalajaca elastyczno$¢ prowadzi do zm-
niejszenia objetosci bochenka. Zwigkszenie
elastycznosci powoduje zwigkszenie objetosci
bochenka, jednakze zbyt elastyczny gluten
ogranicza rozprowadzanie dwutlenku wegla co
skutkuje nizszg obj¢toscia bochenka. Uwaza sie,
ze wysokoczasteczkowe podjednostki glutenin
sg czynnikiem determinujgcym jakos$¢ chleba.
Na podstawie badarn PAYNE I IN. (1987) oraz
HOSNEY (1994) stwierdzono, ze podjed-
nostka HMW 5 zwigzana jest z dobrg jakoscia
wypiekowa, natomiast podjednostka HMW
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2 z staba jako$cia wypiekowa. UTHAYAKU-
MARAN T IN. (2002) dowiedli, ze para pod-
jednostek HMW 5+10 ma duzy udzial w for-
mowaniu wlasciwosci ciasta w poréwnaniu do
pary HMW 17+18 oraz podjednostki HMW
1, ktére maja najmniejszy udzial. Uprzednie
badania sugerowaly, ze gliadyny moga petnic
istotng rol¢ w wyznaczaniu funkcjonalnych
wiasciwosci maki pszennej (BARAK T IN,,
2015). Jednakze wpltyw gliadyn na jako$¢ chle-
ba pozostaje kwestia sporng od dziesigcioleci,
bowiem (UTHAYAKUMARAN I IN., 2001;
OHMIIN., 2010) podkreslali ujemna korelacje
pomiedzy zawartoscig tego rodzaju biatek a
objetoscia bochenka chlebowego, natomiast
pozytywny wplyw na objeto$¢ chleba przed-
stawiali (PARK I IN 2006; LAN I IN., 2009).

U pszenicy zwyczajnej biatka glutenowe
gluteniny i gliadyny sa kodowane przez geny
zlokalizowanych na chromosomach nalezacych
do 1-6 grup chromosoméw homologicznych.
Wiele badan o dziedziczeniu gliadyn zostato
przeprowadzono, na ich podstawie stwierd-
zono, ze gtéwne geny kodujace gliadyny zor-
ganizowane s3 w klustery gendw, anizeli jako
pojedyncze geny. Uwaza sig, ze o-gliadyny sg
kodowane przez loci Gli-1 (Gli-A1, Gli-B1,
Gli-D1) znajdujacych si¢ na krétkich ramio-
nach grup homologicznych chromosoméw
1, podczas gdy grupy o- i B-gliadyn s3 kon-
trolowane przez loci Gli-2 (Gli-A2, Gli-B2 i
Gli-D2) zlokalizowanych na krétkich ramio-
nach chromosoméw 1-6. Biatka gluteninowe
dzielg si¢ na wysoko- oraz niskoczasteczkowe,
te pierwsze kodowane s przez kompleks genéw
zlokalizowane na dlugim ramieniu 1 grupy
chromosoméw  homologicznych  (Glu-Al,
Glu-B1, Glu-D1). Dodatkowo kazdy z tych
loci zawiera dwa $cisle sprzezone geny kodujace
podjednostki, okreslane jako typ -x oraz -,
charakteryzujace si¢ odpowiednio wysoka oraz
niskg masg czasteczkows i $cisle zlokalizowane
w loci Glu-1-1i Glu-1-2. Poszczegdlne typy

podjednostek réznia si¢ zawartoscia cysteiny
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w typie-x wystepuje 4 takie aminokwasy, zas
w typie-y siedem, jak réwniez wystepowaniem
powtarzalnych motywéw: heksapeptydowe i
nanopeptydowe w obydwu podjednostkach, za$
tripeptydowe jedynie w typie-x. W rezultacie
u gatunkéw pszenicy heksaploidalnej trzy loci
powinny kodowac az do szczesciu réznych glu-
tenin wysokoczasteczkowych (ZHANG T IN.,
2008).Jednakze ze wzgledu nazjawisko wycisza-
nia niektérych genéw, dochodzi do ekspresji
tylko pieciu podjednostek HMW u réznych
odmian pszenicy zwyczajnej. W szczegdlnosci
dwie podjednostki sg kodowane przez locus
Glu-D1, dwie lub jedna przez Glu-B1 oraz
jedna lub zadna (allel null) przez locus Glu-A1.
W momencie gdy dochodzi do ekspresji jedne;
podjednostki w loci Glu-BI lub Glu-A1, zw-
ykle jest to podjenostka typu x. Podobna sytu-
acja ma miejsce u pszenicy twardej. Natomiast
w przypadku uprawnych i dzikich gatunkéw
pszenicy diploidalnej (7. monococcum, T
boeoticum i T’ urartu), dzikiej formie pszenicy
tetraploidalnej T".dicoccoides, jak réwniez up-
rawnych i dzikich formach gatunkéw z grupy 1.
timopheevii w locus Glu-A1 moze dochodzié
do ekspresji podjenostki typu y (SHEWRY
I IN., 2003). Synteza niskoczasteczkowych
biatek gluteninowych kontrolowana jest przez
geny zlokalizowane na krétkich ramionach 1 i
6 grupy chromosoméw homologicznych w loci
Glu-3, scisle zwigzanym z loci Gli-1 i Gli-2,
w ktérych znajdujg si¢ geny a-,y- 1 ©-gliadyny
(MASCI T IN., 2002; D’OVIDIO I MASCI,
2004; FRANASZEK T IN. 2013). Jak dotad
zostalo scharakteryzowanych szesnascie wari-
antéw alleli genéw kodujacych LMW biatka
glutenionowe w locus Glu-A3 (allele: Glu-A3a
- Glu-A3p), dwadziescia pi¢¢ w locus Glu-
B3 (allele: Glu-B3a - Glu-B3y) i dziewig¢ w
locus Gli-D3 (allele: Glu-D3a - GluD3i).
Scharaktyzowane zostaly takze dwa geny
kodujace niskoczgsteczkowe gluteniny typu-
m oraz cztery geny odpowiadajace za ekspresje
niskoczgsteczkowych  bialek gluteninowych
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typu-i zlokalizowanych w locus Glu-A3. Nato-
miast w locus GluB3 zidentyfikowane trzy
geny kodujace niskoczasteczkowe podjednostki
glutenin typu-s oraz trzy kodujace typ-m. Scha-
rakteryzowanezostaltyréwniezdwagenyodpow-
iedzialne za ekspresje niskoczgsteczkowych

podjednostek  glutenionywch  na  chro-
mosomach 1D oraz 7D (FRANASZEK

I IN., 2013; ZHANG I 1IN, 2013).

Wiréd dzikich gatunkéw spokrewni-
onych z pszenicg zwyczajng, jak réwniez form
diploidalnych i tetraploidalnych pszenicy
wystepuje wysoka zmiennos$¢ w sktadzie biatek
glutenowych, co czyni je atrakcyjnymi Zrédtami
nowych genéw, ktére mogty by by¢ wykorzysta-
nie do zwigkszania jakosci wypiekowej maki z
pszenicy zwyczajnej, jak réwniez wprowadza-
nia nowych cech prowadzacych do otrzymy-
wania nowych produktéw (GIANIBELLI I
IN., 2001; PFLUGER I IN., 2001). Latwos¢
z jaka mozna wykorzystaé t¢ zmienno$¢ zalezy
od stopnia pokrewieristwa formy dzikiej z
forma uprawna. Dzikie gatunki nalezace do
pod-plemienia Triticinae charakteryzuja si¢
réznym stopniem powinowactwa cytogenety-
cznego oraz odleglosci filogenetycznej miedzy
soba oraz formami uprawnymi. Na podstawie
tego czy genomy form dzikich sg homolog-
iczne miedzy soba lub wzgledem form up-
rawnych wyrézniamy dwie grupy: grupe diploi-
dalnych donoréw genoméw A (71 urartu) oraz
D (T tauschii) dla form uprawnych pszenicy,
a takze gatunkéw poliploidalnych, ktére maja
jeden lub dwa wspélne genomy z gatunkami
uprawnym np. 1. dicoccoides (AABB) lub T
timopheevii (AAGG). Druga grupe stanowig
gatunki daleko spokrewnione z formami up-
rawnymi. Niski poziom zmiennosci glutenin i
gliadyn kodowanych przez genom D u pszenicy
zwyczajne] moze byé poszerzony poprzez
wprowadzanie genéw z diploidalnego przod-
ka tego gatunku 7. tauschii. Transfer genéw
z I tauschii moze odbywaé si¢ bezposrednio
poprzez krzyzowanie z pszenicg zwyczajng, lub
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posrednio  poprzez  tworzenie  syntetyc-
znych heksapoidéw w wyniku krzyzowania z

pszenica twardg (GIANIBELLI I IN., 2001;
PFLUGER I IN., 2001; SHEWRY I IN,,
2003). Jak juz zostalo wspomniane jedng
z metod zwickszania wartoéci wypiekowej
pszenicy zwyczajnej jest zwigkszenie ilosci
genéw odpowiadajacych za ekspresje podjed-
nostek wysokoczasteczkowych glutenin. Jed-
nym ze sposobéw mogtaby by¢ zamiana obec-
nych w locus Glu-A1 pszenicy zwyczajnej,
alleli null lub kodujgcych podjednostke typu
x, z odpowiadajacym im w loci z 1 urartu, T
monococcum (AA), I dicoccoides (AABB) lub
T" timopheevii (subsp. timopheevii and subsp.
araraticum) (AAGG), ktére odpowiedzialne sg
za ekspresje obydwu podjednostek typu x oraz y.
W pracy ROGERS i IN. (1997) wykazano po-
zytywny efekt na wytrzymatos¢ glutenu podc-
zas introdukcji allelu Glu-A1 kodujacego dwie
podjednostki z 1 thaoudar. Réwniez CIAFFI
I IN. (1995) wprowadzili allel Glu-A1 odpow-
iedzialnego za ekspresje podjednostek typu
x oraz y z 1. dicoccoides do pszenicy twardej,
podczas préby otrzymania linii
charakteryzujacych si¢ zadowalajacymi cechami
wypiekowymi oraz dobrg jakoscia makaronu.
Niektére z tych linii odznaczaly si¢ znaczng
wytrzymatoscia oraz zdolnoscia wypiekowa
ciasta, na podobnym poziomie jak uzyte jako
préba kontrolna odmiany pszenicy zwycza-
jnej. Natomiast w przypadku gdy chromo-
som pochodzacy z gatunku spokrewnionego z
pszenica jest homoeologiczny i niehomologic-
znywykorzystuje si¢ inne metody by zainicjowaé
rekombinacj¢ oraz transfer pozadanych genéw
pomiedzy dwoma genomami. Tego rodzaju
podejscie nazwano inzynierig chromosomowa,
w ktérej wymiana fragmentéw chromosoméw
pomiedzy pszenica zwyczajng a spokrewniony-
mi z nig gatunkami nalezacych do podplemie-
nia Iriticeae mozliwe jest dzicki indukowanej
rekombinacji homoeologicznej. Z wykorzysta-
niem tej metody udalo si¢ dokonaé rekombi-
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pomiedzy chromosomem 1U z Aegilops
umbellulata a homoeologiem pszenicy zw-
yczajnej, ktéra spowodowala wymiang al-
lela null obecnego w locus Glu-Al od-
miany  Chinese Spreing z locus Glu-Al
Aegilops  umbellulata,  odpowiadajacego
za ckspresj¢ dwoch podjednostek HMW
(SHEWRY I IN,, 2003). Metoda ta zostata
wykorzystana do  przeniesien-
ia homoeoloci w innych gatunkach zbéz.
LUKASZEWSKI I CURTIS (1994)
zastosowal inzynieri¢ chromosomowg do
wprowadzenia ~ fragmentu  zawierajacego
loci GIu-D1 kodujacego pary alleli 1Dx5 +
1Dy10 i 1Dx2 + 1Dyl2 do chromosomdéw
1R oraz 1A pszenzyta w celu poprawie-
wypiekowych tego zboza.

rowniez

nia wlasnoséci

PopsumMowANIE

RoLa jaksa peent  pszenica w
produkcji Zywnosci oraz zywieniu czlowieka
przyczynita si¢ do prowadzenia duzej liczby
badan nad tym gatunkiem. Jednym z kierunkéw
jest analiza biatek glutenowych. Biatka glute-
nowe dzielimy na dwie frakcje: rozpuszczalne w
alkoholu gliadyny oraz nierozpuszczalne glute-
niny. Réznig si¢ one nie tylko budowa, ale petnia
one réwniez odmienne funkcje w ksztattowaniu
wlasciwosci technologicznych makaronu oraz
wypiekowych chleba. Uwaza si¢, ze gluten-
iny odpowiadajg za sil¢ i elastycznos¢ glutenu,
natomiast gliadyny wplywaja na lepkos¢ i
rozciagliwos¢ ciasta. Cechy te sa warunkowane
strukturg oraz zawarto$cia poszczegdlnych
frakcji glutenu. Gluteniny oraz gliadyny sg
kodowane przez poszczegélne loci obecne na
chromosomach homologicznych. Ich poz-
nanie pozwala na zrozumienie ksztaltowania
sie wlasciwosci technologicznych produktéw
z pszenicy, jak réwniez stwarza szanse dla
hodowcéw oraz naukowcéw zajmujacych sig
ulepszaniem tego zboza na wprowadzanie i
polepszenie cech jakosciowych maki pszenne;.
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8.'The authors are obliged to do proofread of the article and return the revised text via e-mail to the editorial
office within four days from the date of receiving the article.

9. Acceptance for publication is tantamount to the transfer of copyright from the author(s) to the publisher.

10. The review of article:
for each assessment at least two independent reviewers are appointed;
the recommended solution is “double-blind evaluation process” in which both the reviewers and the
authors do not know each other’s identity;
is to be prepared in written form with the conclusion in the end which specify whether the article is
going to be published or refused.
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11. Contact:

Stowarzyszenie Mlodych Naukowcéw

ul. Wyzynna 20/56, 20-560 Lublin

e-mail: kontakt@naukowcy.org.pl

Editor in Chief: Mateusz Gortat, tel. 661 657 875

12. Please, send your article to the following e-mail: kontakt@naukowcy.org.pl .

13.'The author bears the costs of all the positive reviews in the case of not making corrections to the article, as
a result the article will not be approved for publication.
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