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4. Informacje o osiagnieciach naukowych stanowigcych znaczny wktad w rozwoj
dyscypliny

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Osiaggnieciem naukowym wynikajgcym art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) jest cykl publikacji naukowych pt.:

Wptyw kultur bakterii mlekowych na proteolize i wystepowanie substancyi

bioaktywnych w serach

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia stanowigcego podstawe ubiegania sie
o stopien doktora habilitowanego:

H1. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2019): Antihypertensive peptide activity in Dutch-type
cheese models prepared with different additional strains of Lactobacillus genus bacteria. Applied

Sciences-Basel, 9(8), 1-10; MEiNyois = 100 pkt, IFoo19 = 2,474

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczer, przeprowadzenie

czesci badari, opracowanie wynikow i sformufowanie wnioskow, wiodgca rola w napisaniu manuskryptu i jego
korekcie po recenzjach (80%)

H2. Garbowska M., Pluta A, Berthold-Pluta A. (2020): Proteolytic and ACE-inhibitory activities of Dutch-

type cheese models prepared with different strains of Lactococcus lactis. Food Bioscience, 35, 1-T,;
MEiNzozo =70 pkt, |F2020 = 4,240

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczer, przeprowadzenie

czescl badari, opracowanie wynikow i sformutowanie wnioskow, wiodgca rola w napisaniu manuskryptu i jego
korekcie po recenzjach (80%).

H3. Garbowska M., Berthold-Pluta A., Stasiak-Rdzariska L., Pluta A. (2021): The impact of the adjunct heat-

treated starter culture and Lb. helveticus LH-B0O1 on the proteolysis and ACE inhibitory activity in
Dutch-type cheese model during ripening. Animals, 11, 2699; MEiNo,, = 100 pkt, IFae = 2,752

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczer, przeprowadzenie
badari, opracowanie wynikow i sformufowanie wnioskow, wiodaca rola w napisaniu manuskryptu i jego

korekcie po recenzjach (75%).
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H4. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2020): Contents of functionally bioactive peptides, free

amino acids, and biogenic amines in Dutch-type cheese models produced with different lactobacilli.

Molecules, 25, 5465; MEiNagz = 140 pkt, IFagp0 = 4,412

Indywidualny wkfad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczer, przeprowadzenie

czesci badari, opracowanie wynikow i sformutowanie wnioskow, wiodgca rola w napisaniu manuskryptu i jego
korekcie po recenzjach (80%).

HS5. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2020): Impact of nisin-producing strains of Lactococcus

lactis on the contents of bioactive dipeptides, free amino acids, and biogenic amines in Dutch-type

cheese models. Materials, 13 (8), 1-17; MEiN2oz0 = 140 pkt, IFa020 = 3,623

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczer, przeprowadzenie

czesci badari, opracowanie wynikow i sformufowanie wnioskow, wiodgca rola w napisaniu manuskryptu i jego
korekcie po recenzjach (80%).

Sumaryczny IF prac stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego wynosi 17,501
Sumaryczna liczba punktow wedtug punktacji MEiN prac stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego wynosi 550
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4.3. Syntetyczne omowienie publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego
stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego

4.3.1. Wstep

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) od lat s3 wykorzystywane w produkcji wielu mlecznych produktéw
fermentowanych, takich jak sery czy mleka fermentowane. Do gtéwnych funkcji tych bakterii zaliczamy (1)
fermentacje z wykorzystaniem cukru mleka - laktozy, (Il) redukcje potencjatu redox, (lll) fermentacje
cytrynianéw oraz (IV) rozktad biatek mleka (gtdwnie kazeiny). Rozktad kazeiny przez bakterie kwasu
mlekowego odgrywa zasadniczg role w tworzeniu charakterystycznego zapachu, smaku i tekstury produktéw
mlecznych. Optymalny wzrost LAB w mleku oprécz fermentacji laktozy opiera si¢ na ztozonym systemie
proteolitycznym tych bakterii, ktéry sktada sie z trzech podstawowych elementéw: proteinaz zwigzanych
ze sciang komorkowa (PrtP), zlokalizowanych w membranie, systemdéw transportu peptyddw (DtpT, Opp,
Dpp) oraz réznorodnych wewnatrzkomdrkowych peptydaz. Proteinazy zwigzane ze $ciang komoérkowa
rozpoczynaja rozktad kazeiny przez bakterie mlekowe w wyniku czego tworzone s3 peptydy zawierajace od
4 do 30 aminokwasow. Produkty rozktadu kazeiny przez zewnatrzkomdrkowe proteinazy sa nastepnie
przenoszone do wnetrza komdrki przez specyficzne transportery. Transporter DtpT odpowiedzialny jest za
przenoszenie hydrofilowych di- i tripeptyddw. Systemy transportowe Opp i Dpp (DppA, DppP) zaliczane sg
do rodziny transporteréw ABC. Opp odpowiada za transport peptydéw zawierajagcych od 4 do 35
aminokwasdw, DppA za transport di- i tripeptyddéw, natomiast DppP za transport peptyddw zawierajacych
co najmniej 9 aminokwaséw. Peptydy przetransportowane do wnetrza komoérki ulegaja dalszym przemianom
do prostszych zwigzkdw w wyniku dziatania wewngatrzkomdrkowych peptydaz [Fox i wsp. 2017, Liu i wsp.
2010, Savijoki i wsp. 2006].

Proteoliza jest jednym z najwazniejszych proceséw biochemicznych odgrywajacych zasadnicza role
w wytwarzaniu typowych cech i przechowywaniu wielu mlecznych produktéw fermentowanych. W produkc;ji
sera rozktad kazeiny do polipeptyddw, peptyddw i aminokwaséw jest szczegdlnie istotny, poniewaz powstate
w wyniku proteolizy zwigzki takie jak: aminokwasy, alkohole, aldehydy, kwasy, estry oraz zwigzki siarkowe sg
prekursorami specyficznych cech smakowo-zapachowych [Ardo i wsp. 2017, Fox i wsp. 2017, Smit i wsp.
2005]. Jedng z wad seréw typu Gouda i Cheddar jest goryczka, ktdra jest rezultatem nagromadzenia
hydrofobowych peptydéw (zwtaszcza bogatych w proling tzw. gorzkich peptyddéw) [Smukowski i wsp. 2003].
Specyficznos¢ zewngtrzkomdrkowych proteinaz (CEPs-cell envelope proteinases) odgrywa zasadniczg role
w powstawaniu tych zwigzkdw [Broadbent i wsp. 2002]. Peptydazy kultur LAB takie jak PepN, PepX, Pep02,
PepO3 biorg udziat w degradacji gorzkich peptydéw i s3 tym samym odpowiedzialne za korzystne cechy
sensoryczne produktdw mlecznych [Chen i wsp. 2003, Christensen i Steele 2003, Meyer i Spahni 1998,
O'Sullivan i wsp. 2009, Sridhar i wsp. 2005]. Jednak najistotniejsze jest aby procesy proteolityczne
przebiegaty w sposéb zrdwnowazony, co jest szczegdlnie wazne w tworzeniu odpowiedniego zapachu
i zapobieganiu wady goryczki w serach [Smit i wsp. 2005].

Fermentowane produkty mleczne czesto okreslane s jako produkty funkcjonalne, pomimo,
ze w sensie prawnym nie wystepuja pod t3 nazwg jako osobna kategoria zywnosci. Produkty funkcjonalne to
takie, ktore poza dostarczeniem sktadnikéw odzywczych wptywaja na poprawe stanu zdrowia badz
zmniejszaja ryzyko wystapienia niektdrych chordb m.in. uktadu kragzenia, nowotworowych czy osteoporozy,
jak rowniez wykazuja okreslone wiasciwosci dietetyczne dla oséb z zaburzeniami metabolizmu [Ryhanen
i wsp. 2001].
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Fragmenty biatek pozostajagce nieaktywne w sekwencjach biatek prekursorowych, uwolnione
w wyniku hydrolizy enzymatycznej, mogace oddziatywaé z odpowiednimi receptorami organizmu,
tym samym regulujace jego funkcje fizjologiczne noszg nazwe biologicznie i funkcjonalnie aktywnych
peptydéw lub bioaktywnych peptydéw. Bioaktywne peptydy o rdznych aktywnosciach tworzone
sa w wyniku proteolizy biatek mleka bedacych zrédtem zwigzkéw azotowych dla bakterii mlekowych [Dziuba
i Dziuba 2014, Lucarini 2017]. Wielu autoréw badato obecnos¢ i witasciwosci funkcjonalne réznych
bioaktywnych peptyddw powstajacych podczas dojrzewania serdw [Fontenele i wsp. 2017, Pisanu i wsp.
2015, Sadat-Mekmene i wsp. 2013].

Grupa peptyddw o wiasciwosciach przeciwnadcisnieniowych jest najlepiej dotad poznang
i scharakteryzowang grupa wsrdd bioaktywnych peptydéw pochodzacych z zywnosci. Wiekszosé peptydow
tej grupy jest inhibitorami enzymu przeksztatcajgcego angiotensyne |, hydrolazy peptydylodipeptydowe;j
(EC.3.4.15.1), zwanego réwniez enzymem konwertujagcym angiotensyne (ACE). ACE hydrolizuje prohormon
- angiotensyne | do angiotensyny Il, ktéra oddziatujgc z dwoma receptorami, powoduje skurcz naczyn
krwiono$nych, a w konsekwencji zwieksza cisnienie krwi. Prekursorem angiotensyny | jest angiotensynogen
(globulina a2), ktéry syntetyzowany jest w watrobie i sktada sie z 452 aminokwaséw. W uktadzie reninowo-
angiotensynowym biorgcym udziat w regulacji cisnienia tetniczego, angiotensynogen jest hydrolizowany
przez rening (proteinaza aspartylowa, EC 3.4.23.15), ktdra odczepia N-korcowy dekapeptyd (Asp-Arg-Val-
Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu), okreslany mianem angiotensyny |. Nastepnie w wyniku dziatalnosci ACE
odtaczany jest C-koricowy dipeptyd, co prowadzi do powstania angiotensyny Il [Dziuba i Dziuba 2014,
Fernandez i wsp. 2015]. Wzrost zawartosci angiotensyny Il powoduje ostatecznie wzrost cisnienia
tetniczego. Dlatego produkty spozywcze, ktére moga blokowac reakcje przeksztatcania angiotensyny | do
angiotensyny Il moga by¢ naturalnym odpowiednikiem lekéw obnizajacych cisnienie tetnicze. Sery
podpuszczkowe dojrzewajace oprocz wielu innych zalet w wigkszym lub mniejszym stopniu sg takimi wtasnie
produktami.

Wiekszos¢ peptyddw pochodzacych z biatek mleka ma wiele wtasciwosci. Przyktadem jest fragment
f60-70 B-kazeiny, ktory wykazuje funkcje immunostymulujace, opioidowe oraz hamujace aktywnosé ACE.
Sekwencja ta zostata okreslona mianem obszaru strategicznego i jest oporna na proteolize z powodu swojej
silnej hydrofobowosci oraz obecnosci reszt proliny. Innym multifunkcjonalnym peptydem jest fragment
f194-199 a-S1-kazeiny wykazujacy dziatanie immunomodulujace i inhibitujagce ACE [Korhonen i Pihlanto
2006, Sharma i wsp. 2011].

W literaturze opisanych jest 420 peptydow z aktywnoscig inhibitujacg ACE (okreslang jako ICso
<1000 mM) pochodzacych z osmiu gatunkdw seréw i dziewieciu biatek mleka, z czego 327 to unikalne
sekwencje peptydowe. Rdézne frakcje kazeiny sa pierwotnymi biatkami dla 77% wszystkich opisanych
peptydéw hamujacych ACE. Wynika to z tego, ze w znacznym stopniu badania z tego zakresu prowadzone
sa na serach, ktore gtéwnie zawierajg kazeing. Sery stanowig wazne zZrédto bioaktywnych peptydow
wytwarzanych przez szeroki zakres proteaz LAB i innej mikroflory aktywnej podczas ich dojrzewania [Nielsen
i wsp. 2017].

Obecnosé aktywnych peptyddw w serach, ktdére s3 naturalnie tworzone, zalezy od ztozonej
rdwnowagi miedzy ich powstawaniem a postepujaca degradacja przez system proteolityczny w czasie
dojrzewania sera [Lu i wsp. 2016, Sieber i wsp. 2010]. Stwierdzono, ze w czasie dojrzewania seréw
intensywne procesy proteolityczne powodujg wzrost aktywnosci inhibitoréw ACE, lecz tylko
do pewnego poziomu, po czym wartos¢ inhibicji ACE zmniejsza sie. Wyniki te moga sugerowac,
ze bioaktywne peptydy uwalniane w wyniku dziatalnosci enzyméw proteolitycznych LAB w trakcie

7
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dojrzewania sera sg degradowane dalej do nieaktywnych fragmentdw jako efekt dalszej proteolizy [Addeo
i wsp. 1992, Smacchi i Gobbetti 2000].

Obecnie na rynku istniejg produkty mleczne (Calpis™ and Evolus®), o udokumentowanym klinicznym
dziataniu obnizajgcym cisnienie tetnicze krwi, jednak nie ma wsrdd nich serdw dojrzewajacych. Prowadzone
byty badania /n vivo majace na celu potwierdzenie funkcjonalnosci produktdw zawierajacych bioaktywne
peptydy u pacjentéw [Dziuba i Dziuba 2014, EFSA 2008, Korhonen i Pihlanto 2006].

Substancje bioaktywne cieszg sie aktualnie duzym zainteresowaniem przemystu spozywczego
i farmaceutycznego. Badania potwierdzajg wystepowanie aminokwasdw nie-proteinogennych
o bioaktywnych funkcjach w serach takich jak kwas gamma-aminomastowy (GABA) i ornityna (Orn) [Diana i
wsp. 2014]. Kurata i wsp. [2011] wykazali dziatanie uspokajajace i nasenne L-ornityny
u szczuréw narazonych na silny stres. Ornityna ttumi réwniez zmeczenie, zwiekszajac efektywnos¢ zuzycia
energii i ufatwia wydalanie amoniaku [Sugino i wsp. 2008]. Do bioaktywnych substancji nalezg réwniez L-
karnozyna (B-alanylo-histydyna), dipeptyd ztozony z a-alaniny i L-histydyny i jej metylowany analog -
anseryna (1-metyl-karnozyna). Wystepuja one w migsniach szkieletowych i tkankach nerwowych réznych
kregowcdw, takich jak ryby, ptaki i ssaki. Ich zawartos¢é w organizmie cztowieka zalezy od pfci (wyzszy poziom
umezczyzn), wieku (stezenie obniza si¢ wraz z wiekiem) i diety (u wegetarian poziom L-karnozyny i anseryny
jest nizszy) [Boldyrev i wsp. 2013]. Synteza L-karnozyny w miesniach szkieletowych zalezy od dostepnosci
w organizmie aminokwasow: alaniny i histydyny. L-karnozyna wykazuje szereg korzystnych cech, w tym ma
dziatanie antyglikacyjne i przeciwutleniajgce [Boldyrev i wsp. 2013, Mori i wsp. 2015]. Poniewaz te
wlasciwosci s3 zwigzane ze starzeniem sie, zaktada sig, ze L-karnozyna jest endogennym Srodkiem
neuroprotekcyjnym przeciwdziatajgcym starzeniu sie. Wyniki badarn sugeruja, ze suplementacja diety
karnozyng moze by¢ skuteczna w zapobieganiu lub leczeniu chordb neurodegeneracyjnych takich jak
choroba Parkinsona czy Alzheimera. Poza tym L-karnozyna wykazuje wtasciwosci chelatujace jony metali
(zelaza, miedzi, cynku i kobaltu). Wigzac jony cynku i miedzi zmniejsza ich toksycznosé [Boldyrev i wsp. 2013,
Corona i wsp. 2011]. Stwierdzono, ze suplementacja diety L-karnozyng i anseryng jest skuteczna
dla wzmocnienia funkcji poznawczych u oséb starszych [Szczesniak i wsp. 2014]. Mechanizm dziatania
karnozyny nie jest do korica poznany, ale przypuszczalnie poprawia ona funkcjonowanie uktadu nerwowego
w pfatach skroniowych i czotowych kory mdzgu [Chez i wsp. 2002]. Niektére badania wskazuja, ze L-
karnozyna jest naturalnym inhibitorem enzymu konwertazy angiotensyny a tym samym moze uczestniczy¢
w regulacji cisnienia tetniczego, wykazuje wiasciwosci antyproliferacyjne oraz moze wptywaé na prace
ukfadu sercowo-naczyniowego [Boldyrev i wsp. 2013, lovine i wsp. 2012, Roberts i Zaloga 2000]. Tomonaga
i wsp. [2007] okreslili, ze doustne podawanie ekstraktu z kurczaka podnosi poziom L-karnozyny w mézgu.
Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze analiza ilosci L-karnozyny i anseryny w zywnosci jest niezbedna do
opracowania odpowiedniej terapii suplementacyjnej. Przedstawiane w literaturze wyniki badarn dotyczace
wystepowania L-karnozyny w produktach spozywczych dotyczg gtéwnie produktéw miesnych i ryb [Corona
i wsp. 2011, Mori i wsp. 2015]. Nie znaleziono w dostepnym pismiennictwie danych o wystepowaniu tych
dipeptydéw w serach podpuszczkowych dojrzewajacych.

Wynikem daleko posunigtej proteolizy w serach s3 aminokwasy, w tym takze aminokwasy bedace
prekursorami amin biogennych (AB). Aminy biogenne s3 zwigzkami azotowymi o matej masie czasteczkowe;j,
ktore powstaja w artykutach spozywczych w wyniku mikrobiologicznej dekarboksylacji aminokwasdw
prekursorowych. AB mogg by¢ szkodliwymi zwigzkami o funkcjach neuroaktywnych i dlatego ich obecnos¢
w produktach spozywczych powinna byé monitorowana. Obecnos¢ AB w zywnosci moze wptywacé na
wystepowanie szeregu problemdw dla oséb wrazliwych, u ktérych moga pojawiac sie takie objawy jak: bole

gtowy, zawroty gtowy, nudnosci, wymioty oraz zwiekszone cisnienie tetnicze krwi [Ladero i wsp. 2010, Ldzaro
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delaTorreiConte-Junior 2018]. Wedtug EFSA [2011] sery nalezg do produktéw fermentowanych najczesciej
zwigzanych z obecnoscig AB. Obecnie w Unii Europejskiej nie istnieje prawodawstwo okreslajace gorny
poziom zawartosci AB w serach. W literaturze dobrze udokumentowano wystepowanie AB w réznych
odmianach serdw wytwarzanych z mleka krowiego, owczego, koziego. Wiekszo$¢ mlecznych produktéw
fermentowanych w tym sery zawiera sladowe ilosci histaminy, tyraminy, putrescyny, kadaweryny i 2-
fenyloetyloaminy [Buiikova i wsp. 2013, Flasarova i wsp. 2016, Linares i wsp. 2011, 2012, Mayer i Fiechter
2018, Piras i wsp. 2013, Poveda i wsp. 2015, Renes i wsp. 2019, Spizzirri i wsp. 2013]. Wystepowanie AB
w serach zwigzane jest gtdwnie z zanieczyszczeniem mikrobiologicznym bedgcym wynikiem ztych praktyk
produkcyjnych lub niewystarczajgcych warunkdw higienicznych. W serach z mleka pasteryzowanego
obecnos¢ AB jest zwigzana z aktywnoscig niestarterowych bakterii kwasu mlekowego (NSLAB) [Bufikova
iwsp. 2010].

Pod wzgledem podatnosci do dekarboksylacji powodujacej powstawanie AB, najbardziej istotnymi
wolnymi aminokwasami sg arginina, ornityna i tyrozyna. Putrescyna moze by¢ tworzona przez bakterie
Gram(+) w dwdch réznych szlakach metabolicznych. Arginina moze byé przeksztatcana w ornityne, ktéra
z kolei moze by¢ dekarboksylowana do putrescyny lub do agmatyny za pomoca dekarboksylazy argininowe;.
Nastepnie agmatyna przeksztatcana jest w putrescyne [Wunderlichovd i wsp. 2014]. Tyrozyna jest
prekursorem tyraminy [Fiechter i wsp. 2013].

Bakterie mlekowe wykazuja rozng aktywnos¢ proteolityczng oraz zdolnos¢ do wytwarzania zaréwno
amin biogennych jak i substancji bioaktywnych w rzeczywistym srodowisku produktéw spozywczych w tym
rdwniez w serach. Dlatego tez podjetam badania majace na celu okreslenie aktywnosci proteolitycznej
i zdolnosci wytwarzania bioaktywnych peptydéw jak réwniez amin biogennych w modelach serdw w czasie
dojrzewania.

4.3.2. Cel i zakres badan

Nadrzednym celem badan i analizy pisSmiennictwa, opisanych w cyklu publikacji stanowigcych
osiggniecie naukowe zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2011 r. nr 204,
poz. 1200), byto okreslenie aktywnosci proteolitycznej, aktywnosci inhibitoréow ACE, mozliwosci
tworzenia bioaktywnych peptydéw, wolnych aminokwaséw oraz amin biogennych przez wybrane
szczepy bakterii mlekowych (z rodzaju Lactococcus jak i Lactobacillus) w modelach seréw
otrzymanych z ich dodatkiem.

Zakres badawczy cyklu publikacji, stanowigcych podstawe postepowania o nadanie tytutu doktora
habilitowanego, obejmowat dwa etapy:

Etap 1.

Dotyczyt badan majacych na celu okreslenie aktywnosci proteolitycznej oraz mozliwosci tworzenia
bioaktywnych peptydéw o witasciwosciach przeciwnadcisnieniowych przez wybrane szczepy bakterii
mlekowych w modelach seréw otrzymanych z ich udziatem. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach
etapu 1 opublikowatam w nastepujacych trzech manuskryptach:

H1. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2019): Antihypertensive peptide activity in Dutch-type
cheese models prepared with different additional strains of Lactobacillus genus bacteria. Applied Sciences-
Basel, 9(8), 1-10;

H2. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2020): Proteolytic and ACE-inhibitory activities of Dutch-
type cheese models prepared with different strains of Lactococcus lactis. Food Bioscience, 35, 1-T,;
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H3. Garbowska M., Berthold-Pluta A., Stasiak-Rdzanska L., Pluta A. (2021): The impact of the adjunct heat-
treated starter culture and Lb. helveticus LH-B01 on the proteolysis and ACE inhibitory activity in Dutch-
type cheese model during ripening. Animals, 11, 2699.

Etap 2.

Obejmowat okreslenie zmian zawartosci bioaktywnych peptydéw (L-karnozyny i anseryny), wolnych
aminokwasdéw oraz amin biogennych w modelach seréw otrzymanych z dodatkiem wybranych szczepéw
z rodzaju Lactobacillus oraz Lactococcus w czasie dojrzewania. Wyniki otrzymane w etapie 2 omdwitam
w publikacjach:

H4. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2020): Contents of functionally bioactive peptides, free
amino acids, and biogenic amines in Dutch-type cheese models produced with different lactobacilli.
Molecules, 25, 5465;

H5. Garbowska M., Pluta A., Berthold-Pluta A. (2020): Impact of nisin-producing strains of Lactococcus
lactis on the contents of bioactive dipeptides, free amino acids, and biogenic amines in Dutch-type cheese
models. Materials, 13 (8), 1-17,

wchodzacych w sktad cyklu publikacji stanowigcych podstawe niniejszego postepowania habilitacyjnego.

4.3.3. Aktywnos¢ proteolityczna i zdolno$¢ tworzenia bioaktywnych peptyddw o wtasciwosciach
przeciwnadcisnieniowych przez wybrane szczepy bakterii mlekowych w modelach seréw

Szczepy z gatunkéw stosowanych w przemysle mleczarskim (np. Lb. helveticus, Lb. delbrieckii ssp.
bulgaricus, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lactococcus lactis|ub S. thermophilus) zdolne
sa do wytwarzania bioaktywnych peptydow [Hafeez i wsp. 2014, Hajirostamloo 2010]. Z powyzszych
wzgleddw oraz z uwagi na brak danych z tego zakresu w pismiennictwie krajowym, podjetam sie badan,
ktorych celem byto okreslenie mozliwosci tworzenia bioaktywnych peptydéw o wiasciwosciach
przeciwnadcisnieniowych przez wybrane szczepy bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus w modelach
serdw otrzymanych z ich udziatem (publikacja H1).

Na potrzeby badar opracowano metode otrzymywania modeli seréw w warunkach laboratoryjnych,
ktore wykorzystano jako materiat badawczy we wszystkich etapach. Otrzymane modele serdw roznity sie
jedynie zastosowanym dodatkowym szczepem bakterii mlekowych. Materiatem badawczym w publikacji H1
byty 4 modele serdw otrzymane z handlowym starterem podstawowym CHN-19 (Lc. /actis ssp. cremoris,
L. mesenteroides ssp. cremoris, Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis) oraz zawierajagce dodatkowo
szczepy Lb. casei 2639, Lb. acidophilus 2499, Lb. rhamnosus 489 lub Lb. delbrieckii 490. W otrzymanych
modelach serdw oznaczono aktywnos$¢ proteolityczng i aktywnosé inhibitorow ACE w czasie dojrzewania.
W badaniach okreslono réwniez poczatkowa i ogdlng aktywnosé proteolityczng 4 szczepdw pateczek
Lactobacillus zastosowanych jako dodatkowe szczepy bakterii poprzez ich hodowle w regenerowanym
mleku w proszku (RSM-reconstituted skim milk) w czasie 6 i 24 h inkubacji odpowiednio.

Na podstawie otrzymanych wynikdw stwierdzono, ze poczatkowa aktywno$¢ proteolityczna
wszystkich badanych szczepéw LAB byfa zblizona i nie réznita sie statystycznie od aktywnosci uzyskanej
w probce kontrolnej. W poczatkowym okresie fermentacji byta zachowana réwnowaga pomiedzy
zuzywaniem wolnych aminokwaséw a rozktadem peptyddow i biatek mleka przez LAB. Natomiast w ogdlne;j
aktywnosci proteolitycznej mierzonej po 24 h stwierdzono zréznicowanie. Sposréd badanych szczepdw Lb.
delbrieckii 490 wykazywat najnizsza a Lb. case/ 2639 najwyzsza aktywnos¢ proteolityczng (okoto
dwukrotnie wiekszg niz Lb. delbrieckii 490). Zbyt duza aktywnos¢ proteolityczna szczepéw
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wykorzystywanych jako dodatkowe, ale aktywne kultury w produkcji serdw, nie jest pozadana, poniewaz
moze to prowadzi¢ do zbyt szybkich przemian proteolitycznych w trakcie dojrzewania, wptywajac tym
samym na zmiane cech sensorycznych serdw (gorzki smak, nietypowy zapach). Donkor i wsp. [2007] okreslili
poczatkowa aktywnos¢ proteolityczng oraz ogdlng aktywnosé proteolityczng (po 24-godzinnej inkubaciji)
probiotycznych szczepow Lb. acidophilus LAFTI L10 i Lb. casei LAFTI L26 oraz Lb. acidophilus 4962 i Lb.
case/ 279. Autorzy ci podobnie jak w niniejszej pracy nie stwierdzili réznic w poczatkowej aktywnosci
proteolitycznej pomiedzy badanymi szczepami.

Badane szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus charakteryzowaty sie rézng ogoélng aktywnoscia
proteolityczng. Duze réznice w aktywnosci proteolitycznej bakterii mlekowych moga wynikaé ze
zréznicowanej aktywnosci ich systemu proteolitycznego, a tym samym z rdznej ilosci uwalnianych grup
aminowych w trakcie inkubacji oraz ich rédznego zapotrzebowania odzywczego.

Aktywnos¢ proteolityczng oraz aktywnos¢ peptydowych inhibitoréw ACE w badanych modelach
serdw wyznaczano w czasie 5 tygodni dojrzewania. Od pierwszego tygodnia dojrzewania aktywnos¢
hamujaca ACE w modelach serédw kontrolnych byta nizsza niz w pozostatych badanych modelach serdéw.
W modelach seréw z dodatkowymi szczepami pateczek LAB stwierdzono inhibicje ACE na zblizonym
poziomie, ale wyraznie wyzszg od modeli seréw kontrolnych. Najwiekszg zdolnos¢ inhibicji ACE
zaobserwowano w modelach seréw z dodatkiem Lb. delbriieckii 490 i byta ona réwna 96%. Dodatkowe
szczepy bakterii mlekowych miaty réwniez wptyw na aktywnos¢ proteolityczng w badanych modelach seréw.
Po 5 tygodniach dojrzewania najnizszg aktywnos¢ proteolityczng okreslono w modelach serdw z dodatkiem
Lb. delbrieckii 490 oraz w kontrolnych, a najwyzszg - wykazywaty modele serédw z dodatkiem Lb. rhamnosus
489 (1,5 razy wyzsza od aktywnosci proteolitycznej w modelach seréw kontrolnych).

Otrzymane wyniki badarn wskazuja, ze w duzym stopniu za przemiany proteolityczne zachodzace
w trakcie dojrzewania modeli serow odpowiadaty kultury dodatkowe, ktére intensyfikowaty hydrolize kazeiny
uwalniajagc z jej taicuchdw peptydy odpowiedzialne za inhibicje ACE. Bioragc pod uwage aktywnoscé
proteolityczng badanych szczepdw LAB w modelach seréw wyznaczong poprzez okreslanie wolnych grup
aminowych, bedacych miarg stopnia zachodzacej proteolizy w czasie dojrzewania, zaobserwowano
zmiennos¢ ich aktywnosci w trakcie dojrzewania modeli seréw. W zaleznosci od zastosowanego
dodatkowego szczepu LAB stwierdzono zréznicowana i zwiekszajaca sie aktywnosé proteolityczng
w modelach serédw wraz z uptywem czasu dojrzewania.

Wartos¢ ICs jest scisle zwigzana z peptydowg aktywnoscig inhibicji ACE, poniewaz okresla stezenie
inhibitora hamujace w 50% aktywnosé enzymu. Najwyzszg wartos¢ I1Cs; po 5 tygodniach dojrzewania
stwierdzono w kontrolnych modelach seréw (0,8 mg/ml) natomiast sposrdd modeli seréw z dodatkiem
bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus najnizszg wartos¢ ICso stwierdzono w modelach seréw
zawierajacych Lb. delbrieckii 490 (0,4 mg/ml), a najwyzsza dla wariantu zawierajacego Lb. casei2639 (0,5
mg/ml). Okreslono, ze lepszym wskaznikiem poréwnania efektywnosci inhibicji enzymu jest parametr ICso,
poniewaz uwzglednia on stezenie peptyddw i rozpuszczonych biatek w prébce.

Przedstawione w pismiennictwie wyniki badan wskazuja, ze istniejg duze réznice w aktywnosci
inhibicji ACE w rdznych gatunkach seréw. Okreslenie, w ktdrym etapie dojrzewania sera zawartos¢
bioaktywnych peptyddw jest najwyzsza moze wptywaé na okreslenie momentu w czasie dojrzewania, kiedy
sery beda miaty najwieksze wiasciwosci prozdrowotne [Pripp i wsp. 2006, Smacchi i Gobbetti 1998]. Meisel
i wsp. [1997] stwierdzili, ze wsréd badanych krétko-, srednio- i dtugodojrzewajgcych seréw Gouda
najwigksza zdolnoscig inhibicji ACE charakteryzowaty sie sery sredniodojrzewajace. Z kolei Saito i wsp.
[2000] nieco wyzszg inhibicje ACE okreslili wsrdd serdw Gouda dojrzewajacych 24 miesigce niz wsrdd tych
dojrzewajacych 8 miesiecy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze sery typu holenderskiego powszechnie produkowane
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i spozywane na catym swiecie w przewazajacej masie praktycznie nie poddaje sie zbyt dtugiemu dojrzewaniu.
Ich zalecany minimalny czas dojrzewania to 5 - 8 tygodni z czestg tendencjg do skracania. Z tego wzgledu
badania seréw tego typu o kilku do kilkudziesieciu razy dtuzszym okresie dojrzewania dotyczg stosunkowo
nieduzej ilosci rynkowych serdw. W przedstawianych badaniach modele seréw dojrzewaty tylko przez 5
tygodni i w tym czasie zaobserwowano wzrost aktywnosci inhibitorow ACE. Potwierdza to zasadnosé
minimalnego 5 tygodniowego dojrzewania seréw typu holenderskiego. Przeciwnadcisnieniowe peptydy
pochodzace z szesciomiesiecznego sera Parmezan nie byty juz wykrywane po 15 miesigcach dojrzewania
[Addeo i wsp. 1992]. Wystepowanie bioaktywnych peptyddw o wtasciwosciach zmniejszajacych cisnienie
krwi jest rédwniez okreslane w serach o krétkim (Crescenza i Italico) i srednim czasie dojrzewania
(Gorgonzola). Fragment -kazeiny (58-72) zawierajacy sekwencje B-kazomorfiny-7, ktéry wykazywat efekt
przeciwnadcisnieniowy wyizolowano z sera typu Crescenza oraz Cheddar [Smacchi i Gobbetti 2000].
Ryhanen i wsp. [2001] podaja, ze 6-tygodniowe sery Festivo charakteryzowaty sie najnizszg aktywnoscig
inhibicji ACE, a najwyzszg — 13-tygodniowe. Ong i wsp. [2007] stwierdzili, Ze w czasie pierwszych 24 tygodni
dojrzewania probiotycznych i kontrolnych seréw Cheddar zawarto$¢ inhibitoréw ACE rosta, a w trakcie
kolejnych 12 tygodni utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie. Ong i Shah [2008a] zaobserwowali wzrost
aktywnosci inhibicji ACE w serach Cheddar zawierajacych dodatkowe szczepy bakterii probiotycznych
gtdwnie w trakcie pierwszych 6 tygodni dojrzewania. Wykazano, takze ze wzrost temperatury dojrzewania
serow Cheddar (z 4 do 8-12 2C) pozytywnie wptywat na zawartos¢ przeciwnadcisnieniowych peptydow
w tych serach [Ong i Shah 2008b]. Natomiast Meyer i wsp. [2009] wykazali, ze w poczatkowym okresie
dojrzewania seréw Emmental inhibicja ACE malata, po czym nastapit jej wzrost, a sery Gruyere
charakteryzowata najwieksza zawartos¢ inhibitorow ACE w momencie ich dojrzatosci rynkowej. Meira i wsp.
[2012] okredlili wystepowanie bioaktywnych peptydéw w owczych serach handlowych dostepnych
w potudniowej Brazylii i Urugwaju, ktdrych czas dojrzewania miescit sie w zakresie od 30 do 270 dni.
Najmniejszg aktywnoscig hamujaca ACE charakteryzowaty sie swieze sery typu Feta a najwieksza sery typu
Roquefort dojrzewajace 90 dni (ACE okoto 80%, ICso — 0,34 mg/ml). Sery produkowane z mleka
niepasteryzowanego charakteryzowaty sie wieksza zdolnoscig inhibicji ACE od serdw otrzymywanych
z mleka poddawanego obrdbce cieplnej, co prawdopodobnie wynika z obecnosci w nich NSLAB, ktore
przyczyniaja sie do intensyfikacji przemian proteolitycznych zachodzacych w trakcie dojrzewania seréw,
a co za tym idzie do tworzenia rdznorodnych peptyddéw o réznych wtasciwosciach.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze trudno jest ustali¢ scisty zwigzek miedzy aktywnoscig hamujaca ACE /n
vitro i dziataniem przeciwnadcisnieniowym /nn vivo. Wptywa to na powstate watpliwosci dotyczace
wykorzystania aktywnosci hamujacej ACE /n vitro jako wytacznego kryterium okreslajacego substancje
o dziataniu potencjalnie przeciwnadcisnieniowym z uwagi na mozliwos¢ ich przemian fizjologicznych /n vivo
[Stuknyté i wsp. 2015]. Potwierdzeniem tego s3 badania Bernabucci i wsp. [2014], ktdrzy wykazali,
ze aktywnos¢ inhibitorow ACE /n vitro naturalnie uformowanych bioaktywnych peptyddw w serach
Parmigiano Reggiano i Grana Padano nie wptywata na obnizenie cisnienia /n vivo.

Kolejnym, podjetym przeze mnie, kierunkiem badawczym, ktdry wynikat z interpretacji wynikdw
otrzymanych w publikacji H1 byto okreslenie mozliwosci tworzenia bioaktywnych peptydow
o witasciwosciach przeciwnadcisnieniowych przez wybrane szczepy bakterii mlekowych z rodzaju
Lactococcus w modelach seréw otrzymanych z ich udziatem (publikacja H2). W badaniach okreslono
poczatkowa i 0goélng aktywnos¢ proteolityczng dodatkowych 3 szczepéw Lactococcus, a takze oznaczono
aktywnos¢ proteolityczng i aktywnos¢ inhibitorow ACE w czasie 5 tygodni dojrzewania w otrzymanych
modelach serdw.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw badan stwierdzono, ze poczatkowa aktywnosé proteolityczna
wszystkich badanych szczepdw Lc. /actisbyta niewielka. Brak wyraznych réznic w aktywnosci proteolitycznej
moze wynika¢ z tego, ze w poczatkowym okresie fermentacji byta zachowana réwnowaga pomiedzy
zuzywaniem wolnych aminokwaséw a rozktadem peptydow i biatek mleka przez LAB. Natomiast
w przypadku ogoélnej aktywnosci proteolitycznej badanych szczepdw Lc. /actis wykazano istotne
statystycznie réznice miedzy szczepami. Najnizszg ogdélng aktywnos¢ proteolityczng wykazywat Le. /actis
11454 (0,35), natomiast najwyzsza - Lc. /actis 2379 (0,46). Picon i wsp. [2010a] wyznaczyli ogdlng
aktywnos¢ proteolityczng 24 szczepdw nalezacych do gatunku Lc. /actisi takze stwierdzili réznice miedzy
szczepami.

Réznice zaréwno pod wzgledem aktywnosci inhibicji ACE, jak i aktywnosci proteolitycznej
stwierdzono juz w jednodniowych modelach seréw. W modelach serédw otrzymanych z dodatkiem
Lc. lactis 2379 inhibicja ACE wynosita ok. 40% i byta najnizsza sposrod wszystkich badanych modeli serdw.
Z kolei najwyzszg aktywnoscig hamujacg ACE charakteryzowaty sie modele serédw z dodatkiem Lc. /actis 476,
a takze Lc. lactis 11454 (ok. 53%). Stwierdzono réznice w aktywnosci proteolitycznej tych bakterii, ktdra
w modelach seréw z dodatkiem Lc. /actis 476 wynosita 0,19 az Lc. lactis 11454 - 0,23. Zupetnie odmiennie
przedstawiata sie ogdlna aktywnosé proteolityczna tych szczepdw bakterii mlekowych, a mianowicie
najnizszg aktywnoscia charakteryzowat sie Lc. /actis 11454, a nieznacznie wyzszg Lc. lactis 476. Ogolna
aktywnos¢ proteolityczna badanych szczepdw byta odmienna od aktywnosci proteolitycznej w modelach
serdw otrzymanych z ich dodatkiem. Wynikac to moze z odmiennosci srodowiska wzrostu (RSM versus model
sera), ale przede wszystkim z obecnosciinnych szczepdw bakterii wehodzacych w sktad podstawowej kultury
starterowej (CHN-19) w modelach seréw.

Inhibicje ACE powyzej 90% po 5 tygodniach dojrzewania stwierdzono we wszystkich modelach
serdw z Lc. lactis 4716, Lc. lactis 2379 oraz Lc. lactis 11454. Dodatkowe szczepy Lactococcus wptywaty na
uzyskanie wyzszej inhibicji ACE od tej uzyskanej w modelach seréw kontrolnych pod koniec dojrzewania. Po
5 tygodniach dojrzewania stwierdzono wyrazne réznice w aktywnosci proteolitycznej badanych modeli
serow. Najnizszg aktywnoscig proteolityczng cechowaty sie¢ modele seréw z dodatkiem Lc. /actis 476 oraz
kontrolne (Srednio ok. 0,40), a najwyzszg - modele seréw z dodatkiem Lc. /actis 11454 (1,5 razy wyzsza od
aktywnosci proteolitycznej w modelach seréw kontrolnych). Wyniki te wskazuja, ze za przemiany
proteolityczne zachodzace w trakcie dojrzewania modeli serdw odpowiada zaréwno podstawowa kultura
starterowa, jak rdwniez dodatkowe szczepy bakterii mlekowych, ktére intensyfikujg hydrolize kazeiny
uwalniajac z jej tancuchéw peptydy odpowiedzialne za inhibicje ACE. Co prawda w przypadku serdow
z dodatkowymi kulturami od razu na poczatku wniesiono wiekszg sumaryczng biomase bakterii starterowych
(okoto 25%) w poréwnaniu do modeli serdw kontrolnych, co moze byé przyczyng wyraznie wyzszej
aktywnosci proteolitycznej. Jednak w modelach seréw z dodatkiem Lc. /actis 476 aktywnos¢ proteolityczna
po 1, 3 i 5 tygodniach dojrzewania byfa taka sama lub bardzo podobna do aktywnosci modeli seréw
kontrolnych. Swiadczy to o tym, ze na aktywnos¢ proteolityczng w trakcie dojrzewania modeli seréw bardziej
od ilosci dodawanego startera, miat wptyw zastosowany dodatkowy szczep LAB (czego potwierdzeniem
sg wyniki uzyskane w przypadku zastosowania dodatkowych szczepdw Lc. /actis 2379 i Lc. /lactis 1145).
Potwierdza to mozliwos¢ stosowania bardziej ztozonych starterdw w produkcji serdw w celu przyspieszania
proteolizy seréw, ale réwniez intensyfikacji tworzenia peptyddw inhibitujgcych angiotensyne, co tym samym
moze stanowié¢ przyczynek do opracowania technologii produkcji serdw o potencjalnej aktywnosci
hipotensyjne;.
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Najwiekszy przyrost zawartosci produktdw proteolizy w czasie dojrzewania stwierdzono w modelach
serow z dodatkiem Lc. /actis 11454 oraz Lc. lactis 2379. Zwigkszenie aktywnosci proteolitycznej w czasie
dojrzewania seréw Hispdnico otrzymali Picon i wsp. [2010b].

Na podstawie analizy aktywnosci proteolitycznej LAB trudno jest przewidzie¢ ich wptyw
na peptydowa aktywnos¢ inhibicji ACE. Moze to wynikac z tego, ze sery stanowig bardzo ztozone srodowisko
dla rozwoju bakterii mlekowych, a wzrost drobnoustrojéw zalezny jest od wielu czynnikéw wystepujacych
zaréwno w czasie otrzymywania seréw, jak i samego procesu dojrzewania. Poza tym, enzymy wchodzace
w skfad ztozonego systemu proteolitycznego badanych szczepdw LAB mogty wykazywaé rézng aktywnosé,
jak réwniez wptyw na to mogty mieé interakcje zachodzace pomiedzy szczepami wchodzacymi w skfad
startera podstawowego a dodatkowymi szczepami LAB.

Sery dojrzewajace sa produktami szeroko badanymi pod katem wystepowania inhibitorow ACE.
Zdolnosci hamujace przez inhibitory ACE wystepujace w serach zalezne sg od réznych czynnikdw,
do ktérych naleza: rodzaj, typ, gatunek i odmiana sera, technologia jego wyrobu (w tym zastosowanie obrdbki
cieplnej mleka), zastosowane w produkcji podstawowe i dodatkowe kultury starterowe oraz temperatura
i czas dojrzewania serdw [Stuknyté i wsp. 2015]. Hernandez-Galan i wsp. [2016] wykazali, ze w czasie
dojrzewania seréw Cotija (ser twardy meksykanski otrzymywany z surowego mleka krowiego) peptydy
o aktywnosci inhibicji ACE byty uwalniane przez caty okres dojrzewania osiggajac 100% inhibicji ACE pod
koniec dojrzewania. Wystepowanie inhibitoréw ACE w wigkszym stopniu moze wigc zalezeé od samych
czynnikéw produkcji i warunkdw dojrzewania seréw niz od gatunku sera.

W modelach seréw z dodatkowymi paciorkowcami mlekowymi okreslono réwniez wartosé parametru
|Csow czasie dojrzewania. Zaréwno bezposrednio po wyrobie jak i po tygodniu dojrzewania najnizsza wartosé
ICso stwierdzono wsréd modeli seréw z dodatkiem Lc. /actis 11454, nieco wyzsza dla modeli serdw
z dodatkiem Lc. /actis 2379, a najwieksza dla modeli z Lc. /actis 476 oraz kontrolnych. Po 5 tygodniach
dojrzewania z najwyzszga efektywnoscig inhibicja ACE zachodzita w modelach seréw zawierajacych Le. /actis
11454 (0,32 mg/ml), czego potwierdzeniem byta otrzymana aktywnosé inhibicji ACE po 5 tygodniach
dojrzewania oraz aktywnosé proteolityczna tego modelu sera. We wszystkich modelach seréw zawierajacych
dodatkowe szczepy Lactococcus uzyskano bardzo zblizone wartosci ICso i jednoczesnie istotnie nizsze
w modelach seréw kontrolnych.

Zastosowanie Lb. helveticus uwazane jest za najbardziej korzystne ze wzgledu na proteolize
w serach, jak rowniez tworzenie z kazeiny bioaktywnych peptydéw szczegdlnie o aktywnosci
przeciwnadcisnieniowej i antymikrobiologicznej, redukowaniu ryzyka wystgpienia raka jelita grubego a nawet
uwazany jest za immunomodulator w mleku fermentowanym i serach [Beganovic¢ i wsp. 2013]. Bakterie Lb.
helveticus wykazujg duza biordznorodnos¢é w zakresie gendw proteaz oraz charakteryzujg sie
wystepowaniem od 1 do 4 proteinaz zwigzanych ze sciang komdrkowg (CEPs) [Sadat-Mekmene
i wsp. 2013]. Charakterystyka wiasciwosci proteolitycznych Lb. helveticus jak i innych dodatkowych
starterdw jest bardzo istotna ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania takich kultur jako starterow
przemystowych wptywajacych na strukture, smak i zapach serédw. Ponadto specyfika i aktywnos¢
enzymatyczna proteinaz i peptydaz dodatkowych kultur moze réwniez wptywac na uwalnianie bioaktywnych
peptydow o korzystnych wtasciwosciach zdrowotnych, co moze mie¢ znaczenie w produkcji funkcjonalnych
produktéw mlecznych. W zwigzku z powyzszym kolejnym podjetym przeze mnie kierunkiem badawczym
byto okreslenie wptywu dodatkowego ogrzewanego startera XT-312 z zastosowaniem stosunkowo wysokich
parametréw obrébki cieplnej oraz probiotycznego szczepu Lb. helveticus LH-B0O1 na wybrane cechy
fizykochemiczne, mikrobiologiczne oraz aktywnosé proteolityczng i inhibitoréw ACE w modelach seréw
(publikacja H3).
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Nie stwierdzono wptywu dodatkowego ogrzewanego startera XT-312 oraz Lb. helveticus LH-BO1 na
zawartos¢ wody, biatka i ttuszczu, wody w bezttuszczowej masie sera i ttuszczu w suchej masie sera
w badanych modelach seréw w pordwnaniu do modeli seréw kontrolnych.

Miarg stopnia dojrzewania sera sg zmiany zawartosci réznych form substancji azotowych w czasie
dojrzewania [Benfeldt i Sorensen 2001]. Pierwotng proteolize w serach dojrzewajgcych okresla zawartosé
azotu rozpuszczalnego (SN), posrednig proteolize - zawartosé azotu rozpuszczalnego w kwasie
trichlorooctowym (TCA-SN), a zaawansowang proteolize - zawarto$¢ azotu rozpuszczalnego w kwasie
fosforowolframowym (PTA-SN) [McSweeney i Fox 1997]. Zawartosé SN (w przeliczeniu na azot catkowity)
w modelach seréw zawierata sie¢ w zakresie 8,67 - 30,6%. Zawartos¢ SN wzrastata progresywnie w czasie
dojrzewania we wszystkich modelach seréw. Po 1 tygodniu dojrzewania zawartos¢ SN w modelach seréw
z dodatkowym ogrzewanym w temperaturze 60, 65, 70 i 75 °C starterem XT-312 byta podobna, ale
statystycznie wyzsza w pordwnaniu do pozostatych modeli seréw. W przypadku modeli seréw zawierajacych
Lb. helveticus LH-BO1, stwierdzono wzrost zawartosci substancji azotowych rozpuszczalnych w czasie
dojrzewania prawie o 22 pkt %-owe miedzy 1 a 5 tygodniem dojrzewania. W modelach seréw otrzymanych
z dodatkiem ogrzewanego startera najwyzszy wzrost zawartosci SN miedzy 1 a 5 tygodniem dojrzewania
stwierdzono w przypadku modeli serdw z dodatkowym XT-312 ogrzewanym w temperaturze 55 °C, ktdry
wynosit okoto 17 pkt %-owych. Stwierdzono, ze im wyzsza byta temperatura ogrzewania dodatkowego
startera XT-312, tym mniejszy byt wzrost zawartosci SN miedzy pierwszym a 5 tygodniem dojrzewania
w badanych modelach serdw. Po 5 tygodniach dojrzewania modele seréw zawierajace dodatkowe Lb.
helveticus LH-B01 charakteryzowata najwyzsza zawartos¢ SN sposrod wszystkich modeli seréw. Szczepy
Lb. helveticus moga by¢ stosowane w otrzymywaniu fermentowanych produktéw mlecznych jako kultury
starterowe podstawowe lub dodatkowe, ze wzgledu na ich zdolno$¢ do ukwaszania mleka, tworzenia
bioaktywnych peptyddw oraz zwigzkdw aromatycznych [Sadat-Mekmene i wsp. 2011a, Tellez i wsp. 2010].
Poniewaz mleko surowe nie zawiera wystarczajacej ilosci wolnych aminokwasdéw i peptyddw
niskoczasteczkowych, ktére s niezbedne do wzrostu Lb. helveticus dlatego bakterie te potrzebuja
aktywnego systemu proteolitycznego do zapoczgtkowania hydrolizy biatek mleka do peptydow
i aminokwasdw. Obok Lc. /actis, Lb. helveticus jest okreslany jako jeden z najbardziej proteolitycznych
gatunkéw LAB a wyjasniac¢ to mozna obecnoscig kilku gendw tworzacych jego system proteolityczny. Ten
stosunkowo silny system proteolityczny, przyczynia si¢ do uwalniania krétkich peptydéw i aminokwasow
z matrycy kazeinowe;j i sktada sie z proteinaz zwigzanych ze sciang komdrkowg (CEPs), systemow transportu
oligopeptydéw do wnetrza komoérki oraz réznorodnych wewngtrzkomérkowych peptydaz o odmienne;j,
czasem czesciowo pokrywajacej sie specyficznosci wzgledem wolnych aminokwaséw [Genay i wsp. 2009,
Sadat-Mekmene i wsp. 2011b]. Powyzsze wzgledy mogg uzasadnia¢ intensywniejsze przemiany
proteolityczne zachodzace w czasie dojrzewania modeli serdw otrzymanych z dodatkiem Lb. helveticus | H-
BO1 w poréwnaniu do pozostatych modeli seréw.

TCA-SN odzwierciedla wtorny hydrolityczny rozktad biatek kazeinowych na prostsze, rozpuszczalne
substancje [Liu i wsp. 2015]. Zawarto$¢ TCA-SN w modelach seréw zwigkszata sie podczas dojrzewania. Po
5 tygodniach dojrzewania wyzszg zawartoscig TCA-SN charakteryzowaty sie¢ modele seréw z dodatkiem Lb.
helveticus LH-B01 w porédwnaniu zaréwno do modeli serdw kontrolnych jak i z dodatkiem startera XT-312
poddanego obrdbce cieplnej. Moze to wynikaé z wigkszego zakresu pierwotnej proteolizy, ktorej produkty
stanowity substraty pdzniejszej hydrolizy prowadzonej przez peptydazy Lb. helveticus. Wyniki
przeprowadzonych badan potwierdzaja dane literaturowe, ktére wskazuja, ze po utworzeniu przez enzymy
podpuszczki rozpuszczalnych peptydow ulegaja one szybkiej hydrolizie pod wptywem peptydaz
bakteryjnych [Munir i wsp. 2020, Ong i wsp. 2006, Zhang i wsp. 2021].
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PTA-SN reprezentowany jest gtdwnie przez aminokwasy i bardzo mate peptydy, ktérych zawartosé
jest Scisle skorelowana ze smakiem serdw dojrzatych [Law 1987]. Zawartos¢ PTA-SN we wszystkich
modelach seréw zwiekszata sie wraz z postepem dojrzewania. Modele seréw zawierajace dodatkowe Lb.
helveticus LH-B01 charakteryzowaty sie wyzszg (2-2,5-krotnie) zawartoscig PTA-SN po 3 i 5 tygodniach
dojrzewania w porédwnaniu do pozostatych modeli serdw. We wszystkich modelach seréw z dodatkowym
starterem XT-312 poddanym obrdbce cieplnej stwierdzono zblizong zawartos¢ PTA-SN niezaleznie od
temperatury obrdbki cieplnej, jak rdwniez w modelach serdw kontrolnych. Oznacza to, ze zastosowanie
dodatkowego poddanego obrdce cieplnej startera XT-312 nie zwigkszato zawartosci PTA-SN w modelach
serow.

Ogolng aktywnosé proteolityczng w badanych modelach serdw okreslano z wykorzystaniem metody
z dialdehydem o-ftalowym (OPA), w ktdrej oznacza sie uwalniane grupy a-aminowe. Wskaznik ten zwigkszat
sie wraz czasem dojrzewania we wszystkich modelach seréw. Modele seréw zawierajace Lb. helveticus oraz
modele z dodatkowym ogrzewanym w temperaturze 70 lub 75 °C starterem XT-312 charakteryzowaty sie
najwyzsza aktywnoscig proteolityczng po 5 tygodniach dojrzewania. Natomiast najnizszg aktywnosc
proteolityczng stwierdzono w kontrolnych modelach seréw i modelach otrzymanych z dodatkiem startera
XT-312 ogrzewanego w temperaturze 55 °C.

Ogolna aktywnos¢ proteolityczna w badanych modelach seréw z dodatkowym ogrzewanym
starterem XT-312 po 5 tygodniach dojrzewania byta wieksza im wyzsza byta temperatura ogrzewania
dodatkowego startera. Swiadczy to o zachowaniu aktywnosci proteolitycznej dodatkowego startera nawet
po zastosowaniu wysokiej obrobki cieplnej lub oddziatywaniem takiego startera na bakterie wchodzace
w skfad startera podstawowego, wptywajac posrednio na ich sumaryczng aktywnosé proteolityczna.
W badaniach z zakresu sposobdw przyspieszania dojrzewania seréw stosowano temperature ogrzewania
dodatkowego startera w zakresie 50-72 °C, najczesciej w czasie 10-20 sekund [Klein i Lortal 1999].
Otrzymane wyniki wskazuja, ze ogrzewanie nawet w wyzszej temperaturze i w czasie 15 minut skutecznie
przyspieszato proteolize w otrzymanych modelach seréw.

Po 5 tygodniach dojrzewania najwyzsza aktywnosé proteolityczng wykazywaty modele serdow
z dodatkiem Lb. helveticus LH-BO1. Podobng zaleznos$¢ stwierdzili Poveda i wsp. [2015] w serach
otrzymanych z dodatkiem probiotycznego szczepu Lb. paracasei subsp. paracasei. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus posiadaja silne zdolnosci proteolityczne i sa wykorzystywane w produkcji seréw w celu
przyspieszania dojrzewania oraz do tworzenia zwigzkdw zapachowych [Bergamini i wsp. 2006]. Z kolei
Garabal i wsp. [2008] uzyskali podobng aktywnos¢ proteolityczng Lc. /actis i mezofilnych wzglednie
heterofermentatywnych pateczek mlekowych. Farkye i wsp. [1995] wyzszg $rednig zawartos¢ wolnych
aminokwasdw stwierdzili w modelach seréw otrzymanych z dodatkiem termofilnych pateczek mlekowych
(Lb. delbriieckiissp. bulgaricusi Lb. helveticus) w poréwnaniu do seréw z dodatkiem Lactococcusi NSLAB.
Wysoka aktywnosé proteolityczna termofilnych pateczek mlekowych w poréwnaniu do innych bakterii
mlekowych moze wynikac z faktu, iz wykazuijg one silniejszg aktywnos$¢ peptydazowa jak réwniez aktywnosé
wobec kazeiny uwalniajac z niej aminokwasy, ktdre dalej przeksztatcane sa w zwigzki ksztattujace cechy
sensoryczne seréw. Modele serdw otrzymane z dodatkiem Lb. helveticus LH-B0O1 charakteryzowaty sie
wyzszg aktywnoscig proteolityczng zaréowno w poréwnaniu do modeli seréw z dodatkiem ogrzewanego
startera XT-312 jak i kontrolnych. Wynika to zapewne z faktu, ze do ich wyrobu wykorzystano Lb. helveticus
LH-BO1, ktdry okreslany jest jako jeden z najbardziej proteolitycznych sposrdd LAB [Genay i wsp. 2009]. Ardo
i wsp. [1989] podaja, ze dodatkowe ogrzewane w temperaturze 67 °C w czasie 10 sekund kultury bakterii
Lb. helveticus wpltywaty na intensyfikacje procesu proteolizy i cech smakowo-zapachowych

w niskottuszczowych serach typu Cheddar. Z reguty dodatek réznych ogrzewanych kultur bakterii
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mlekowych w wyrobie sera intensyfikowat proteolize, wywierat pozytywny wptyw na cechy zapachowe
jednak wywotujac czasami wystapienie goryczki w serach dojrzatych [Klein i Lortal 1999].

Przedstawiane w literaturze dane wykazujg duze réznice w aktywnosci proteolitycznej wsrdd
szczepow bakterii mlekowych. Dzigki tak duzym rozbieznosciom jest wiele mozliwosci ich stosowania
i doboru jako kultur dodatkowych. Jednoczesnie jednak szczepo — zaleznosé aktywnosci proteolitycznej
moze stwarza¢ trudnosci w doborze odpowiedniego sktadu drobnoustrojéw. Rézna dynamika procesow
proteolitycznych w trakcie dojrzewania sera najprawdopodobniej wynika z ogromnej réznorodnosci
(kombinacji) stosowanych do ich wyrobu starteréw podstawowych, dodatkowych, réznorodnosci szczepdw,
obecnosci bakterii NSLAB, a takze poczatkowego pH i zawartosci wody w serach.

Modele seréw zawierajace aktywne lub nieaktywne dodatkowe kultury bakterii wykazywaty wyzsza
aktywnos¢ inhibicji ACE w pordwnaniu z modelami seréw kontrolnych po 5 tygodniach dojrzewania. Zgodnie
z opisanym wczesniej schematem proteolizy, aktywnosé inhibicji ACE wraz z wydtuzaniem czasu
dojrzewaniem wzrastata istotnie. Aktywnosé inhibitoréw ACE byta najwyzsza po 5 tygodniach dojrzewania
w modelach serdw zawierajacych Lb. helveticusLH-B01 i poddanym obrébce cieplnejw 65 °C starterem XT-
312. Wzrost aktywnosci inhibitordw ACE podczas dojrzewania jest zgodny z moimi wcze$niejszymi
badaniami [publikacja H1, H2] jak i innych badaczy [Baptista i wsp. 2018, Munir i wsp. 2020, Ong i Shah
2008, Sheibani i wsp. 2015].

W modelach seréw oznaczono takze ogélng liczbe drobnoustrojéw (OLD), liczbe bakterii
z rodzaju Lactococcus oraz niestarterowych bakterii kwasu mlekowego (NSLAB). OLD we wszystkich
badanych modelach seréw miescita sie w zakresie 9-10 log jtk/g. Zaréwno w jednodniowych modelach seréw
jak i w tych po 5 tygodniach dojrzewania otrzymanych z dodatkowa kulturg Lb. helveticus
LH-B01 stwierdzono bardzo wysoka OLD. Modele serédw kontrolne charakteryzowata wyzsza OLD przez caty
okres dojrzewania w poréwnaniu do seréw z dodatkowym ogrzewanym starterem XT-312. Silniejsza
proteoliza w modelach seréow z dodatkowym ogrzewanym starterem XT-312 w pordwnaniu
z modelami seréw kontrolnych wynikata najprawdopodobniej ze zwigkszonej masy komadrek bakteryjnych
juz po ich otrzymaniu, jak rdwniez z szybszego obumierania komadrek bakterii, ich lizy i uwalniania enzyméw
proteolitycznych. Podobng zaleznosé zaobserwowano w przypadku liczby bakterii z rodzaju Lactococcus.
Najwyzsza liczbe bakterii z rodzaju Lactococcus stwierdzono w modelach serdw z dodatkiem Lb. helveticus
LH-BO1 w poréwnaniu z modelami seréw zawierajacych dodatkowy ogrzewany starter XT-312 w catym
okresie dojrzewania. Najnizsza liczbe bakterii z rodzaju Lactococcus po 5 tygodniach stwierdzono
w modelach seréw z dodatkowym starterem XT-312 ogrzewanym w temperaturze 70 i 75 °C. W modelach
serow z dodatkowym ogrzewanym starterem w miare podwyzszania temperatury ogrzewania dodatkowego
startera, liczba bakterii z rodzaju Lactococcus malata.

Poczatkowa liczba NSLAB w badanych modelach seréw miescita sie w zakresie 2-4 log jtk/g sera,
a po 5 tygodniach dojrzewania wzrosta do poziomu 8-9 log jtk/g sera. Wyzsza liczbe NSLAB
pod koniec dojrzewania stwierdzono w modelach seréw kontrolnych oraz z dodatkiem Lb. helveticus LH-
BO1 w pordwnaniu z modelami serdw z dodatkowym ogrzewanym starterem XT-312. NSLAB stanowig
mikroflore zanieczyszczajaca sery, pochodzg z mleka surowego lub reinfekcji popasteryzacyjnej mleka
[Hynes i wsp. 2001]. Nawet niewielka liczba NSLAB moze przetrwac proces pasteryzacji i rozwijaé sie
w czasie dojrzewania osiagajac liczbe 6-8 log jtk/g w zaleznosci od czasu i temperatury dojrzewania [Burns
iwsp. 2012, Van Hoorde i wsp. 2010]. W czasie dojrzewania seréw NSLAB rozwijaja si¢ znacznie szybciej niz
bakterie starterowe stajac sie¢ mikroflorg dominujaca po autolizie komdrek bakterii startera [Crow i wsp.
2001]. Do NSLAB zalicza si¢ gtédwnie heterofermentatywne mezofilne pateczki mlekowe (Lb. casei, Lb.

paracasei, Lb. rhamnosusoraz Lb. plantarum) cho¢ obecnos¢ enterokokdw, pediokokdw i Leuconostoc jest
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rdwniez stwierdzana. Poczatkowa liczba NSLAB jest rézna w réznych serach. W przypadku seréw typu
szwajcarskiego poczatkowa liczba NSLAB wynosi 10 jtk/g i wzrasta w trakcie dojrzewania osiagajac po 10
tygodniach wartos¢ 6 log jtk/g. Z kolei sery Cheddar bezposrednio po wyrobie zawierajg nawet 8 log jtk/g
NSLAB [Beresford i Williams 2004, Burns i wsp. 2012, Hynes i wsp. 2001]. Starter stosowany w produkcji
sera ma wptyw na tempo wzrostu i ostateczng liczbe NSLAB podczas dojrzewania. Bakterie kwasu
mlekowego s3 w stanie rosnaé na lizatach z komadrek Lactococcus, co sugeruije, ze liza komdrek starteramoze
dostarcza¢ sktadniki odzywcze dla wzrostu NSLAB w serach. Niektérzy autorzy uwazajg,
ze wysoki poziom wolnych aminokwasdw wytwarzanych przez peptydazy uwolnione po smierci komdrek
starterdw moze stymulowac wzrost NSLAB [Crow i wsp. 1995, Lane i wsp. 1997]. W niniejszych badaniach
zaobserwowano, ze dodatkowy ogrzewany starter XT-312 wptywat na obnizanie liczebnosci NSLAB wraz ze
wzrostem temperatury ogrzewania dodatkowego startera. Modele seréw z dodatkiem ogrzewanego startera
charakteryzowata mniejsza liczba NSLAB zaréwno w poréwnaniu do seréw kontrolnych jak i seréw
otrzymanych z dodatkiem bakterii Lb. helveticus LH-BO1 co moze wskazywaé, ze wniesiony dodatkowy
ogrzewany starter hamowat rozwdj nie tylko podstawowego aktywnego startera, ale rdwniez NSLAB.
Stwierdzono wyzszg liczbe zardwno NSLAB, OLD i bakterii z rodzaju Lactococcus w modelach seréw
z dodatkiem aktywnych bakterii Lb. helveticus LH-BO1, co moze swiadczy¢ o stymulowaniu przez nie
wzrostu mikroflory starterowej i towarzyszacej w badanych modelach serdw i byé moze tworzeniu
dogodniejszych warunkdw dla ich wzrostu.

Zastosowanie dodatkowych kultur bakterii zaréwno w postaci aktywnej fermentacyjnie kultury Lb.
helveticus LH-BO1 jak i ogrzewanego nieaktywnego fermentacyjnie startera XT-312 zwigkszato zawartos¢
zwigzkdw azotowych rozpuszczalnych i ogdlng aktywnos¢ proteolityczng w badanych modelach serdéw, co
Swiadczy o przyspieszaniu procesu dojrzewania. Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze
przyspieszanie procesu dojrzewania sera zachodzi réwniez w przypadku stosunkowo wysokiego ogrzewania
dodatkowego startera (65-75 °C/15 min). Stosunkowo dtugie ogrzewanie dodatkowego startera (kilkanascie
minut) ma pewnga praktyczng zalete. Takg obrébke cieplng tatwo i praktycznie bezinwestycyjnie mozna
przeprowadzi¢ w zbiorniku, w ktérym jest przygotowywany zakwas. Stosowanie bardzo krdtkiego czasu
ogrzewania dodatkowych starterow wymaga urzadzen dziatajacych w systemie przeptywowym, co wigze sie
z inwestycjami, wymaga automatyki i powodowa¢ moze dodatkowe koszty. Ponadto zastosowanie
dodatkowego poddanego obrdbce cieplnej startera mogto réwniez skutkowac szybsza lizg komorek startera
podstawowego, co takze intensyfikowato procesy proteolityczne w trakcie dojrzewania modeli serdw.

4.3.4. Zdolnosé tworzenia bioaktywnych peptyddw (L-karnozyny i anseryny), wolnych aminokwaséw
oraz amin biogennych przez wybrane szczepy bakterii mlekowych w modelach seréw

Mikroorganizmy wykazuja rézng zdolnos¢ wytwarzania zaréwno amin biogennych
jak i substancji bioaktywnych w matrycy spozywczej w tym réwniez w serach, na co znaczaco maja wptyw
panujace w nich warunki Srodowiskowe (np. zawartos¢ biatka, NaCl, pH, a.). Istotne jest, zatem okreslanie
zdolnosci drobnoustrojéw wytwarzania amin biogennych jak réwniez substancji bioaktywnych nie tylko
w warunkach /n vitro, ale takze w rzeczywistym Srodowisku produktéw spozywczych. W zwigzku
z powyzszym kolejnym tematem podjetych przeze mnie badan byto okreslenie skfadu wolnych
aminokwasdw, zawartosci bioaktywnych dipeptydéw (L-karnozyny i anseryny) oraz amin biogennych
w modelach seréw otrzymanych z dodatkiem réznych szczepdw bakterii z rodzaju Lactobacillus (publikacja
H4). Do okreslenia zawartosci aminokwaséw, amin biogennych i bioaktywnych peptydéw w tych modelach
serow wykorzystano metode chromatografii cieczowej w potaczeniu z tandemowg spektrometrig mas
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z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie i putapka jonowa (liquid chromatography coupled with electrospray
ionization ion trap tandem mass spectrometry - LC-ESI-IT-MS/MS).

Zawartos¢ wolnych aminokwasoéw (FAA - free amino acid) i catkowita zawartosé¢ wolnych
aminokwaséw (TFAA - total free amino acid) byta zalezna od zastosowanego dodatkowego szczepu
Lactobacillus. We wszystkich modelach seréw w czasie 5 tygodni dojrzewania nie stwierdzono obecnosci
treoniny i cystyny. Modele serdw zawierajace Lb. acidophilus 2499 charakteryzowata wysoka zawartosé
aminokwasdw przez 5 tygodni dojrzewania. Najwiekszg zawartosé po 5 tygodniach dojrzewania stwierdzono
w przypadku asparaginy, kwasu glutaminowego oraz lizyny. Zawartos¢ histydyny zmalata 3-krotnie do
poziomu 43 mg/kg po 5 tygodniach dojrzewania natomiast lizyny wzrosta 4-krotnie osiggajac po 5
tygodniach warto$¢ 137 mg/kg. Najbardziej zmienna w czasie dojrzewania modeli seréw z Lb. acidophilus
2499 byta zawarto$¢ kwasu glutaminowego, ktéra wzrosta ponad 10 - krotnie do 571 mg/kg po 5 tygodniu.
Modele serdw z Lb. acidophilus wykazywaty najwyzszg zawartosé kwasu glutaminowego po 5 tygodniach
dojrzewania w pordwnaniu do pozostatych badanych modeli serdw. Mozna to uznaé za korzystng ceche,
poniewaz kwas glutaminowy odpowiada za intensyfikacje smaku sera [Michaelidou i wsp. 2003]. TFAA
w modelach seréw z dodatkiem Lb. acidophilus 2499 po 5 tygodniach dojrzewania byta najwieksza wsrod
badanych modeli seréw (1597 mg/kg). Modele seréw zawierajace dodatkowo Lb. rhamnosus 489 cechowata
réwnie wysoka catkowita zawartos¢ aminokwaséw po 5 tygodniach dojrzewania, jak w przypadku modeli
serow z dodatkiem Lb. acidophilus 2499. Asparagina, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy i walina to
aminokwasy, ktdre stanowity najwiekszy udziat wsréd aminokwaséw w modelach seréw z Lb. rhamnosus
489. Modele seréw z Lb. rhamnosus 489 cechowata najwyzsza zawartosé proliny (97 mg/kg) po 5 tygodniach
dojrzewania w poréwnaniu do pozostatych badanych modeli seréw, co moze wptywaé na pozytywne walory
smakowo zapachowe z uwagi na to, ze prolina odpowiada za stodki smak seréw [Madrau i wsp. 2006].
Ponadto modele seréw z Lb. rhamnosus 489 charakteryzowaty sie najwyzsza zawartoscig ornityny w
poréwnaniu do pozostatych modeli serdw co jest interesujgce z uwagi na opisywane jej witasciwosci
uspokajajace [Kurata i wsp. 2011]. W modelach seréw z Lb. rhamnosus 489 stwierdzono najwigkszy (okoto
3 - krotny) przyrost TFAA w czasie dojrzewania (do 1556 mg/kg po 5 tygodniach dojrzewania).

Modele seréw z dodatkiem Lb. delbriieckii 490 charakteryzowata nieco nizsza zawarto$é
aminokwaséw niz modeli opisanych powyzej. Modele seréw z Lb. delbrieckii 490 charakteryzowata
najwyzsza zawartos¢ histydyny po 5 tygodniach dojrzewania w poréwnaniu do pozostatych badanych modeli
serow.

Modele seréw z dodatkiem Lb. casei 2639 cechowata najnizsza TFAA po 5 tygodniach dojrzewania
(611 mg/kg) sposréd wszystkich badanych modeli seéw tacznie z kontrolnymi. Zaden aminokwas w tych
modelach serdw nie wystepowat w ilosci > 100 mg/kg.

W modelach seréw zawierajacych szczepy Lb. acidophilus 2499, Lb. rhamnosus 489
lub Lb. delbriieckii 490 stwierdzono najwiekszg zawartos¢ kwasu glutaminowego. Z kwasu glutaminowego
na drodze dekarboksylacji katalizowanej przez enzym dekarboksylaze glutaminowa wytwarzany jest przez
LAB kwas gamma-aminomastowy wystepujacy w fermentowanych produktach mlecznych [Tillakaratne
i wsp. 1995]. GABA jest hamujacym neuroprzekaznikiem w osrodkowym uktadzie nerwowym ssakdw,
syntetyzowanym w organizmie podczas snu. Przypuszcza si¢, ze GABA bierze udziat w poprawie jakosci snu
obserwowanej po spozyciu fermentowanych produktéw mlecznych [Cui i wsp. 2008, 2020]. Wysoka
zawartos¢ kwasu glutaminowego w otrzymanych modelach seréw moze byé korzystna z uwagi na mozliwosé
jego przemiany za posrednictwem LAB do GABA, a tym samym poprawe jakosci snu 0s6b spozywajacych
taka zywnosé.
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Zawartos¢ FAA w serach zalezna jest w znacznym stopniu od aktywnosci proteolitycznej
mikroorganizméw w nich obecnych. Enzymy proteolityczne pochodzenia mikrobiologicznego
odpowiedzialne s3 za rozszczepianie koncowych wigzan peptydowych w biatkach i peptydach, co wigze sie
z uwalnianiem FAA. Istotne s3 takze dalsze przemiany FAA i tworzenie innych produktéw takich jak
substancje aktywne sensorycznie czy aminy biogenne [Johnson i Steele 2013]. Sktad FAA w réznych
gatunkach seréw byt przedmiotem wielu badan, a ich zawarto$¢ w serach zalezata od technologii wyrobu
(rodzaj skrzepu, dodatkowych proteinaz, starteréw, warunkdw dojrzewania) czasu dojrzewania oraz zakresu
i przebiegu proteolizy [Diana i wsp. 2014, Flasarova i wsp. 2016, Pachlovd i wsp. 2018, Poveda i wsp. 2015,
Redruello i wsp. 2013, Renes i wsp. 2014].

Wystepowanie amin biogennych w serach jest dobrze udokumentowane a ich obecnosé w serach
przypisywana jest gtownie aktywnosci NSLAB [Diaz i wsp. 2015, Romano i wsp. 2014]. Pomimo, ze w serach
rézne mikroorganizmy w tym bakterie Gram(-) sg w stanie wytwarza¢ AB, to wtasnie gatunki z rodzaju
Lactobacillus, takie jak Lb. helveticus, Lb. buchneri i Lb. curvatus, uznaje sie za odpowiedzialne za
akumulacje tych substancji w serach [Burdychova i wsp. 2007, Ladero i wsp. 2008, Linares i wsp. 2014,
Pachlovd i wsp. 2018, Spano i wsp. 2010, Spizzirri i wsp. 2013]. Rdznice w zawartosci AB w modelach seréw
byty gtdwnie zwigzane z czasem ich dojrzewania, jak rdwniez z zastosowanym dodatkowym szczepem
Lactobacillus. Catkowita zawartos¢ AB w badanych modelach seréw po 5 tygodniach dojrzewania miescita
sie w zakresie od 48 mg/kg - dla modeli seréw z dodatkiem Lb. casei2639 do 77 mg/kg - dla modeli seréw
zawierajacych Lb. rhamnosus 489. W naszych badaniach zastosowane szczepy Lb. delbriieckii 490 i Lb.
acidophilus 2499 wptywaty na obnizenie zawartosci amin biogennych po 5 tygodniach dojrzewania.
Zdolnos¢ degradacji AB /n situ przez niektore szczepy LAB stwierdzali wezesniej takze inni autorzy [Alvarez
i Moreno-Arribas 2014, Herrero-Fresno i wsp. 2012, Ladero i wsp. 2014]. Natomiast w przypadku modeli
serdw kontrolnych oraz zawierajacych dodatkowo Lb. rhamnosus 489 i Lb. case/ 2639 nastepowat wzrost
zawartosci AB w czasie 5 tygodni dojrzewania. Zastosowanie szczepdw degradujacych aminy biogenne moze
by¢ szczegélnie korzystne podczas produkcji serdw otrzymywanych z mleka surowego, w ktérych
specyficzna mikroflora zardwno niestarterowa jak i nie mlekowa ma bardzo duze znaczenie w uzyskaniu
odpowiednich cech organoleptycznych produktu koricowego.

Jako mikroorganizmy wytwarzajace histaming opisywane sg rézne bakterie kwasu mlekowego -
rowniez te, ktore sa wykorzystywane w produkcji serdw (np. Lb. rhamnosus, Lb. casei, Lb. paracasei
i Lb. helveticus) [Comas-Basté i wsp. 2020]. W najwiekszej ilosci w badanych modelach seréw wystepowata
histamina, ktora wraz z tyraming opisywana jest jako najobficiej wystepujaca AB w serach [Poveda i wsp.
2015, Redruello i wsp. 2013]. Modele serdw zawierajace dodatkowe Lb. rhamnosus 489 charakteryzowaty
sie wyzszg zawartoscig histaminy po 5 tygodniach dojrzewania niz pozostate modele seréw. Tyramina,
putrescyna, kadaweryna, spermidyna i spermina wystepowaty na stosunkowo niskim poziomie (< 7 mg/kg)
we wszystkich modelach serdw w czasie dojrzewania. Putrescyna i kadaweryna odpowiadajg za nietypowy
smak serow [Alvarez i Moreno-Arribas 2014], a wykrywane sa w znacznych ilosciach w serach przejrzatych
[Moret i wsp. 1992] i wytwarzanych z mleka surowego [Novella-Rodriguez i wsp. 2004]. Wystepowanie
kadaweryny w serach zwigzane jest z dziataniem bakterii zanieczyszczajacych i wysoka jej zawartosé
w serach $wiadczy o ztej jakosci higienicznej surowca [Fernandez i wsp. 2007]. W przypadku modeli seréw
z Lb. rhamnosus 489 po 5 tygodniach dojrzewania nie stwierdzono wystepowania putrescyny, sperminy,
tyraminy, w przypadku modelu sera z Lb. delbriieckii 490: sperminy i tyraminy, z Lb. acidophilus 2499:
putrescyny, tryptaminy i tyraminy, z Lb. case/ 2639: tryptaminy i tyraminy, natomiast w modelach seréw
kontrolnych: sperminy i tryptaminy.
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Z punktu widzenia bezpieczeristwa zywnosci histamina i tyramina uwazane sg za najbardziej
toksyczne i szczegdlnie niekorzystne. Poziom toksykologiczny dla amin biogennych nie zostat ustalony
w prawodawstwie europejskim. Uwaza sig, ze zawartos¢ AB w zywnosci <100 mg/kg, nie stanowi istotnego
zagrozenia dla zdrowych konsumentéw, poniewaz zwigzki te s3 metabolizowane przez enzymy
detoksykacyjne w jelitach. Z kolei wyzsze zawartosci amin biogennych w zywnosci moga wywotywac
niepozadane objawy psycho- i wazoaktywne [Bufikova i wsp. 2013].

Zawartos¢ poszczegdlnych bioaktywnych peptyddw (BP - bioactive peptide) i ich catkowita
zawartos¢ (TBP - total bioactive peptide) byta zalezna od zastosowanych dodakowych szczepéw LAB.
Podobnie jak w przypadku zawartosci TFAA po 5 tygodniach dojrzewania najwyzszg zawarto$¢ TBP (136
mg/kg) stwierdzono w modelach serdw z dodatkiem Lb. acidophilus 2499. Te modele seréw
charakteryzowata rédwniez najwyzsza zawartosé¢ L-karnozyny i anseryny po 5 tygodniach dojrzewania
w poréwnaniu do pozostatych badanych modeli seréw. Synteza L-karnozyny w migsniach szkieletowych
cztowieka zalezy od dostepnosci w organizmie aminokwaséw: alaniny i histydyny. W modelach seréw z Lb.
acidophilus 2499 po 5 tygodniach dojrzewania stwierdzono najwyzszg zawartos¢ alaniny, na co mogta mie¢
wptyw najwyzsza zawartos¢ L-karnozyny i anseryny w tych wtasnie modelach seréw. Z uwagi na to sery poza
podstawowg wartoscig zywieniowg moga wykazywaé dodatkowe korzysci zdrowotne. W modelach serdw
z dodatkiem Lb. delbriieckii 490 oraz Lb. casei 2639 nie stwierdzono L-karnozyny w czasie dojrzewania.
Z kolei w modelach seréw kontrolnych L-karnozyna nie byta obecna juz po 3 tygodniach dojrzewania.

Stwierdzone poziomy anseryny i L-karnozyny w badanych modelach serédw nie byty zbyt wysokie
w poréwnaniu do innych produktéw spozywczych (240-7110 mg/kg) [Coronaiwsp. 2011, Moriiwsp. 2015].
Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze przedstawiana w pismiennictwie zawartos¢ L-karnozyny i anseryny
dotyczy gtdwnie réznych produktéw migsnych oraz ryb, w ktdrych wysokich wartosci nalezy oczekiwac, ze
wzgledu na wystepowanie tych zwigzkdw w miesniach. Podejrzewa sig, ze karnozyna odgrywa kluczowa role
biologiczng w mig$niach a jej obecnosé w diecie moze zapobiegac chorobom neurodegeneracyjnym [Corona
i wsp. 2011, Mori i wsp. 2015]. Dlatego tez wystepowanie bioaktywnych peptyddw w serach jest jak
najbardziej korzystne a okreslanie specyficznego dziatania szczepdw LAB stosowanych w produkcji seréw
wydaje sie miec¢ istotne znaczenie.

Uzyskane wyniki badan w publikacji H4 wptynety na podjecie kolejnych badan majacych
na celu okreslenie zawartosci wolnych aminokwaséw (w tym ornityny), amin biogennych
oraz bioaktywnych dipeptydéw (L-karnozyny i anseryny) w modelach serdw otrzymanych z dodatkiem
réznych szczepow Lc. lactis, w tym szczepow nizynotwdrczych (Lc. /actis 11454, Lc. lactis 2379)
oraz takich ktdre nie wytwarzajg bakteriocyn (Lc. /actis 476) (publikacja H5). Do okreslenia zawartosci
aminokwasdw, amin biogennych i bioaktywnych peptydéw wykorzystano LC-ESI-IT-MS/MS.

Nizyna jest bakteriocyng polipeptydowa wytwarzang przez niektére szczepy Lactococcus lactis,
ktéra nie wykazuje lub wykazuje stabe dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii Gram(-), plesni
i drozdzy, ale jest skuteczna wzgledem bakterii Gram(+), w tym bakterii chorobotwdrczych
(S. aureus, L. monocytogenesi C. botulinum) [Aly iwsp.2012]. Stosowana jest ona w przemysle spozywczym
jako substancja konserwujaca (E234). W krajach Unii Europejskiej nizyne mozna stosowa¢ w produkc;ji
gestych kreméw, serdw niedojrzewajacych (tylko mascarpone), serdw dojrzewajacych, produktéw migsnych
poddanych obrébce cieplnej, pasteryzowanych jaj w ptynie oraz deseréw, takich jak puddingi z kaszy manne;
i tapioki [Rozporzadzenie (WE) 1333/2008]. Zastosowanie szczepdw bakterii wytwarzajacych bakteriocyne
do indukowania lizy LAB jest stosunkowo nowym sposobem przyspieszania dojrzewania seréw. Liza komoérek
bakterii mlekowych uwalnia do matrycy sera peptydazy, ktére sg enzymami wewngtrzkomérkowymi i dzieki

temu sprzyja dostepowi tych enzyméw do substratéw [Chapot- Chartier i wsp. 1994, Garde i wsp. 2002,
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Martinez-Cuesta i wsp. 2001, Perin i wsp. 2015, Rossi i Veneri 2016]. Takie rozwigzanie niesie za sobg wiele
korzysci. Po pierwsze, nie ma ograniczen prawnych, ktére zabraniajg stosowania szczepdw nizynotwoérczych
w produkcji seréw [Galvez i wsp. 2007]. Po drugie, nie s3 potrzebne zadne dodatkowe operacje
technologiczne ani sprzet. Ponadto nizyna jest wéwczas rozprowadzana rdwnomiernie w matrycy sera.
Dodatkowo obecnosé bakteriocyny zapewnia bezpieczenstwo i jakosé higieniczng gotowego produktu.

Zastosowanie L. /actis subsp. /actis wytwarzajacego nizyne pozwolito na ograniczenie zawartosci
amin biogennych w serach produkowanych z surowego mleka koziego [Perin i wsp. 2015], co sugeruje, ze
bakterie bakteriocynogenne moga by¢ réwniez wykorzystywane do ograniczania powstawania
niepozadanych zwigzkdw w serach. Rossi i Veneri [2016] wykazali, ze kultury bakteriocynogenne nie
wykazywaty dziatania hamujacego wobec NSLAB, ktdre uczestnicza w dojrzewaniu i wytwarzaniu typowych
cech sensorycznych niektérych odmian serédw. Z kolei badania nad wykorzystaniem nizynotwdrczych
szczepdw w produkcji serdw Cheddar, w celu ograniczenia rozwoju NSLAB odpowiedzialnych za
wywotywanie wad tych serdw wykazaty skutecznosé ich stosowania [Ryan i wsp. 2001].

Gtéwnym problemem zwigzanym z zastosowaniem bakterii wytwarzajacych bakteriocyny
w produkcji zywnosci fermentowanej, w tym takze w serach, jest ich skutecznos¢ przeciwdrobnoustrojowa
in situ, na ktérg moga niekorzystnie wptywaé rézne czynniki, takie jak wigzanie bakteriocyn ze sktadnikami
zywnosci, ich dezaktywacja przez enzymy proteolityczne oraz wtasciwosci fizyczne zywnosci (np. pH, NaCl,
zawartos¢ ttuszczu) [Aly i wsp 2012, Settanni i wsp. 2004]. Wiedza o wptywie dodatkowych
bakteriocynogennych szczepdw bakterii mlekowych na SLAB i NSLAB w czasie produkcji i dojrzewania
serow, a takze na cechy jakosciowe tych produktow jest stosunkowo mata. Z tego wzgledu uzasadnione byto
podjecie badarn okreslajgcych wptyw nizynotwdrczych szczepdw LAB na powstawanie wolnych
aminokwasdw, amin biogennych i bioaktywnych peptydéw w modelach serdéw.

Modele serdw zawierajgce dodatkowe bakterie z rodzaju Lactococcus charakteryzowata duza
zmiennos¢ pod wzgledem zawartosci wolnych aminokwasow w trakcie dojrzewania. W przypadku wszystkich
badanych modeli serdw nie wykazano obecnosci treoniny i cystyny. W najwigkszych ilosciach, niezaleznie od
czasu dojrzewania i zastosowanych szczepdw Lc. /actis, wystepowata asparagina (69-187 mg/kg). Najnizsza
zawartos¢ w badanych modelach seréw stwierdzono w przypadku takich aminokwaséw jak alanina, arginina,
glutamina, glicyna, metionina, seryna, tryptofan, tauryna oraz cytrulina (21-35 mg/kg). Najwieksze
zréznicowanie zawartosci stwierdzono dla kwasu asparginowego, kwasu glutaminowego, histydyny, lizyny,
tyrozyny, sarkozyny i ornityny w badanych modelach seréw w trakcie dojrzewania.

Degradacja biatek mleka i wzrost zawartosci FAA w znacznej mierze zalezy od aktywnosci
mikroorganizmdw, szczegélnie laktokokdw, jak réwniez od ich uktadu enzymatycznego uwalnianego po lizie
komorek [Johnson i Steele 2013]. W modelach serédw z dodatkiem nizynotwdrczych Le. /actis 11454 po 5
tygodniach dojrzewania wykazano stosunkowo niska (ponizej 34 mg/kg) zawartos¢ argininy, glicyny,
metioniny, seryny, tauryny i cytruliny. W wiekszej ilosci (33-75 mg/kg) wystepowaty aminokwasy takie jak:
alanina, kwas asparaginowy, glutamina, izoleucyna, leucyna, lizyna, fenyloalanina i ornityna, natomiast
wysokie zawartosci powyzej 100 mg/kg stwierdzono w przypadku waliny, histydyny, proliny, asparaginy
i kwasu glutaminowego. Modele serdw zawierajace dodatkowo Lc. /actis 2379 charakteryzowata wysoka
zawartos¢ asparaginy i kwasu glutaminowego - po 5 tygodniach dojrzewania odpowiednio 141707 mg/kg.
W modelach seréw zawierajagcych dodatkowe szczepy Lc. /actis 476 stwierdzono bardzo wysoka,
utrzymujaca si¢ na statym poziomie w czasie dojrzewania zawartos¢ izoleucyny i leucyny, ktéra po 5
tygodniach dojrzewania wynosita 86 i 110 mg/kg odpowiednio. Zawartosé leucyny w tych modelach seréw
byta najwyzsza sposrod wszystkich badanych modeli serdw. Leucyna okreslana jest jako zasadniczy

aminokwas, dzieki ktéremu mozna oceni¢ poziom proteolizy. Leucyna, fenyloalanina i walina uwalniane sg
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gtdwnie w wyniku proteolizy frakcji asi- kazeiny (bogatej w te aminokwasy), ktéry to proces wystepuje
w szerszym zakresie niz proteoliza frakcji B-kazeiny [Pappa i wsp. 2006]. Zawartosé ornityny w modelach
serdw po 5 tygodniach dojrzewania miescita si¢ w zakresie 36 - 68 mg/kg i byta podobna do wartosci
okreslanych przez innych autoréw [Diana i wsp. 2014, Poveda i wsp. 2015]. Najwyzszg zawartoscig ornityny
w czasie dojrzewania charakteryzowaty si¢ modele serow zawierajace Lc. /actis 11454 co jest interesujace
z uwagi na opisywane jej funkcje bioaktywne m. in. dziatanie uspokajajace [Kurata i wsp. 2011].

Kwas glutaminowy odpowiada za intensyfikacje smaku sera [Michaelidou i wsp. 2003] a jego duzg
zawartos¢ okreslono w modelach serdw z dodatkiem Lc. /actis2379. Arginina, ktéra zwigzana jest z gorzkim
smakiem seréw, wystepowata w niskich stezeniach (16-20 mg/kg) we wszystkich modelach seréw. Z kolei
wysoka zawartoscig proliny (131 mg/kg) cechowaty sie modele seréw z Lc. /actis 11454. Mozna to uznac za
korzystna ceche, poniewaz prolina nadaje serom stodki smak i jest szczegdlnie pozadana np. w serach typu
ementaler [Madrau i wsp. 2006].

TFAA w modelach seréw kontrolnych wynosita 801 mg/kg po 5 tygodniach dojrzewania, z kolei
w modelach serdw z dodatkiem Lc. /actis 11454 byta prawie 2-krotnie wigksza i wynosita 1593 mg/kg. TFAA
w modelach seréw z dodatkiem Lc. /actis 2379 osiggneta wartosé 1438 mg/kg — po 5 tygodniach
dojrzewania. Najnizszg zawartoscig TFAA cechowaty sie modele serow zawierajace Lc. /actis 476 co byto
skorelowane z najnizszg catkowita zawartoscig amin biogennych w tych modelach seréw. By¢ moze jest to
wynikiem wystepowania interakcji pomiedzy Lc. /actis 476, a szczepami LAB wchodzacymi w skfad
zastosowanej podstawowej kultury starterowej (CHN-19). Liza komérek SLAB i uwalnianie peptydaz
wewnatrzkomdrkowych mogta mie¢ wptyw na wyzszg zawartosé TFAA w modelach seréw z dodatkiem obu
badanych szczepdw nizynotwdrczych Lc. lactis11454 i Lc. lactis2379. Sallami i wsp. [2004] zaobserwowali,
ze zastosowanie wytwarzajacego nizyne szczepu Lc. /actissubsp. /actisbiovar diacetylactisULT19 znaczaco
zwiekszato zawartosé wolnych aminokwaséw w serach Cheddar, co przypisali przyspieszeniu autolizy
pateczek mlekowych i procesdw proteolizy.

We wszystkich modelach seréw z dodatkowymi szczepami Lactococcus stwierdzono nizsza
zawarto$é amin biogennych niz w modelach seréw kontrolnych. Swiadczy to o tym, ze zastosowanie
dodatkowych bakterii z rodzaju Lactococcus nie przyczyniato sie do wzrostu zawartosci amin biogennych
w serach tylko do ich obnizania. We wszystkich modelach serdw przez caty okres dojrzewania nie
stwierdzono obecnosci agmatyny i fenyloetyloaminy. Rdznice w zawartosci amin biogennych w modelach
serow byty gtdwnie zwigzane z czasem dojrzewania, jak réwniez z zastosowaniem dodatkowych szczepow
Lactococcus, co sprzyja¢ mogto rozwojowi mikroflory proteolitycznej, a tym samym powstawaniu amin
biogennych [Spizzirri i wsp. 2013].

Nie wykazano zwigzku miedzy zawartoscia TFAA a wystepowaniem amin biogennych
w modelach serdw. Prdbki charakteryzujace sie najwyzsza zawartoscia TFAA nie zawsze wykazywaty
najwyzsza zawartos¢ AB. Przyktadem byty modele serdw kontrolnych, o najwyzszej zawartosci amin
biogennych po 5 tygodniach dojrzewania, ktdre charakteryzowaty sie jedng z najnizszych zawartosci TFAA.
Potwierdza to zaleznosci opisywane przez innych autoréw [Poveda i wsp. 2015], a powodem tego moga by¢
czynniki Srodowiskowe takie jak pH, stezenie soli, temperatura, ktére wptywajg na aktywno$¢ enzymow
dekarboksylujacych i mogg mieé istotniejszy wptyw na powstawanie amin biogennych niz dostepnos¢
wolnego aminokwasu prekursorowego powstajgcego w czasie dojrzewania [Joosten i Stadhouders 1987].

Zawartos¢ histaminy podawana przez zrédta pismiennictwa wahata sie w bardzo szerokich granicach
od <0,03 do 469 mg/kg [Ekici i wsp. 2019, Sagun i wsp. 2005] Z kolei zawarto$¢ tyraminy
w serach wynosita nawet 1125 mg/kg [Andic i wsp. 2010]. W niniejszych badaniach, we wszystkich modelach

serdw w najwiekszej ilosci sposrod réznych AB wystepowata histamina. Modele serdw kontrolnych oraz z Lc.
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lactis 11454 wykazywaty wyzsza zawartosé histaminy (41-42 mg/kg) niz pozostate modele seréw. We
wszystkich modelach seréw stwierdzono znacznie nizszg zawarto$¢ tyraminy niz histaminy.
Z toksykologicznego punktu widzenia, histamina i tyramina s3 uwazane za najbardziej toksyczne
i szczegdlnie istotne aminy biogenne dla bezpieczeristwa zywnosci. Ich toksycznos¢ zalezy od spozyte;j ilosci
oraz indywidualnej wrazliwosci organizmu cztowieka. Wedtug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA), nie stwierdzono szkodliwych skutkéw dla zdrowia po spozyciu histaminy w ilosci 25-50
mg na osobe na positek, a w przypadku tyraminy - 600 mg na osobe na positek [EFSA, 2011]. Biorac pod
uwage te wartosci i ilosé sera przecietnie spozywanego podczas positku modele seréw z dodatkowymi
szczepami Lactococcus nie stanowity istotnego zagrozenia dla zdrowia konsumentéw.

Putrescyna, kadaweryna, spermidyna i spermina wystepowaty w niewielkich ilosciach we wszystkich
modelach seréw podczas dojrzewania (ponizej 5 mg/kg). Wedtug Komprda i wsp. [2007] Sredni poziom
sperminy i spermidyny w serach typu holenderskiego wynosit odpowiednio 0,2 i 0,3 mg/kg. W serach dtugo
dojrzewajacych poziom tych amin biogennych jest znacznie wyzszy i siega kilkudziesieciu mg/kg [Spizzirri
i wsp. 2013]. Tryptamina nie zostata wykryta w modelach serdw z Lc. /actis 11454 w czasie dojrzewania, a w
pozostatych modelach seréw byta obecna w bardzo matych ilosciach (2 - 5 mg/kg). Perin i wsp. [2015]
zaobserwowali, ze po dodaniu wytwarzajgcego nizyne szczepu Lc. lactissubsp. /actis GLc05 do seréw Minas,
zawartos¢ 2-fenyloetyloaminy i kadaweryny po 60 dniach dojrzewania byta 4-krotnie nizsza w poréwnaniu
do seréw kontrolnych bez dodatkowych bakterii.

Najwyzszg zawartosé¢ bioaktywnych peptydéw (TBP) podobnie jak TFAA po 5 tygodniach dojrzewania
stwierdzono w modelach seréw z dodatkiem Lc. /actis 11454 (142 mg/kg). Te modele seréw
charakteryzowata rowniez jedna z wyzszych zawartosci histydyny po 5 tygodniach dojrzewania
w porédwnaniu do pozostatych modeli seréw. Mozna to uznaé za efekt pozytywny z uwagi na to, ze dieta
bogata w histydyne zwieksza poziom L-karnozyny w migsniach. Patrzac pod tym katem sery poza typowymi
wartosciami zywieniowymi, mogg wykazywac¢ dodatkowe efekty zdrowotne. Jedynie w modelach seréw
z dodatkowym Lc. /actis 11454 po 5 tygodniach dojrzewania stwierdzono obecnosé L-karnozyny na
stosunkowo wysokim poziomie. W pozostatych modelach seréw L-karnozyna wystepowata gtéwnie po 1
tygodniu dojrzewania. Pozostate modele serow wykazywaty po 5 tygodniach dojrzewania podobng zawartosé
TBP (okoto 79 mg/kg), ktéra wynikata jedynie z zawartosci anseryny, ktdrej zawartosé utrzymywata sie na
niezmienionym poziomie w czasie dojrzewania. Zawartos¢ anseryny i L-karnozyny w modelach serédw byta
niewielka w poréwnaniu do zawartosci stwierdzanej w produktach migsnych i rybach tj. w migsie kurczakdw
(2000-7000 mg/kg), wotowinie (200-800 mg/kg) i jagniecinie (1000 mg/kg) [Mori i wsp. 2015].

4.3.5. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw bedacych przedmiotem osiggniecia naukowego

Przedstawione w osiagnieciu naukowym stanowigcym cykl publikacji wyniki pogtebiaja,
a w niektoérych aspektach dostarczaja réwniez nowej wiedzy na temat wptywu dodatkowych kultur bakterii
mlekowych na tworzenie bioaktywnych peptyddw, wolnych aminokwaséw, amin biogennych oraz na procesy
proteolityczne zachodzace w serach w czasie dojrzewania. Dodatkowo, zaprezentowane wyniki maja
znaczenie zaréwno w obszarze nauk stosowanych - wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania dodatkowych
zarowno aktywnych jak i poddanych obrdce cieplnej starteréw i szczepdw bakterii mlekowych w produkcji
serow podpuszczkowych dojrzewajacych w celu przyspieszania ich dojrzewania, zwigkszania wartosci
zywieniowej jak i zdrowotnej seréw - jak i w obszarze nauk podstawowych - dostarczajg bowiem nowych
informacji w zakresie wystepowania bioaktywnych peptyddw (przeciwnadcisnieniowych, L-karnozyny
i anseryny), wolnych aminokwaséw (w tym ornityny), amin biogennych w modelach seréw.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw badar mozna sformutowaé nastepujace szczegdtowe wnioski
dotyczace wptywu zastosowania dodatkowych kultur LAB na proteolize i dojrzewanie seréw:

- Dodatkowe ogrzewane startery oraz aktywne szczepy bakterii z rodzaju Lactococcus
i Lactobacillus nie wptywaty na zmiane sktadu chemicznego modeli seréw.

- Zastosowanie dodatkowego ogrzewanego startera oraz wybranych szczepdw LAB zwiekszato
aktywnos¢ proteolityczng w modelach serdw. Stwierdzono zwigkszenie catkowitej zawartosci wolnych
aminokwaséw a takze poszczegdlnych aminokwaséw w modelach seréw z dodatkowymi bakteriami
z rodzaju Lactococcus jak i z rodzaju Lactobacillus oraz ogrzewanym starterem co wskazuje na praktyczne
mozliwosci intensyfikowania gtebokosci dojrzewania seréw. W produkcji seréw daje to mozliwos¢ obnizenia
kosztéw produkcji poprzez skrécenie etapu dojrzewania.

- Modele seréw z dodatkowym ogrzewanym starterem XT-312 charakteryzowata nizsza ogdlna liczba
drobnoustrojéw, niestarterowych bakterii kwasu mlekowego oraz bakterii z rodzaju Lactococcus
w porédwnaniu do kontrolnych co moze wskazywaé, ze dodatkowy ogrzewany starter hamowat rozwéj nie
tylko podstawowego aktywnego startera, ale rowniez NSLAB.

Zastosowanie w produkcji serdw dodatkowych szczepdw bakterii kwasu mlekowego
w potaczeniu z wysokiej jakosci surowcem i odpowiednimi praktykami produkcyjnymi moze zapewnié dobry
sposob wytwarzania produktdw o zwiekszonej zawartosci substancji bioaktywnych o prozdrowotnych
funkcjach, jak réwniez wptywaé na zmniejszenie ryzyka zdrowotnego zwigzanego z wystepowaniem amin
biogennych w serach.

Na podstawie otrzymanych wynikéw badar mozna sformutowaé nastepujace szczegdtowe wnioski
dotyczace wptywu zastosowania dodatkowych kultur LAB na wystepowanie substancji bioaktywnych
w serach:

- Zastosowane do wyrobu modeli seréw dodatkowe szczepy zaréwno z rodzaju Lactobacillus jak
i Lactococcus intensyfikowaty tworzenie peptyddw o wiasciwosciach przeciwnadcisnieniowych. Zawartosé
peptydowych inhibitorow ACE wzrastata w czasie dojrzewania modeli serow. Najwyzszg aktywnos¢ inhibicji
ACE stwierdzono w modelach serédw z dodatkiem szczepow odpowiednio Lc. /actis 11454 i Lb. delbriieckii
490.

- Za przemiany proteolityczne zachodzace w trakcie dojrzewania seréw odpowiada zaréwno kultura
starterowa, jak réwniez dodatkowe szczepy bakterii mlekowych, ktére intensywnie hydrolizowaty kazeing
uwalniajac z jej tacuchdéw peptydy odpowiedzialne za inhibicje ACE.

- Poddany obrdbce cieplnej dodatkowy starter XT-312 moze by¢ stosowany w produkcji seréw typu
holenderskiego w celu poprawy wiasciwosci prozdrowotnych i zintensyfikowania proceséw proteolizy
w serach. Ogrzewanie dodatkowego startera nawet w temperaturze powyzej 65 °C i w czasie 15 minut
skutecznie zwigkszato aktywnos¢ inbitoréw ACE w badanych modelach serdw.

- Zastosowanie nizynotwdrczego dodatkowego szczepu Lc. /actis 11454 wptywato na zwigkszenie
zawartosci bioaktywnych peptyddw i catkowitej zawartosci wolnych aminokwaséw w modelach serdw,
jednak aktywnosci takiej nie wykazano w przypadku drugiego z badanych szczepéw nizynotwoérczych (Le.
lactis 2379) co wskazuje, ze whasciwosci te s szczepo-zalezne.

- Zastosowanie dodatkowych szczepdw Lb. rhamnosus 489 i Lb. acidophilus 2499 wptywato na
zwiekszenie zawartosci wolnych aminokwaséw (w tym ornityny) i bioaktywnych peptyddw (w tym
L-karnozyny i anseryny), w pordwnaniu do pozostatych badanych modeli seréw.
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- Modele seréw otrzymane z dodatkowymi bakteriami z rodzaju Lactococcus charakteryzowata nizsza
zawartos¢ bioaktywnych peptydéw (L-karnozyny i anseryny) w poréwnaniu do modeli serdw zawierajacych
dodatkowe bakterie z rodzaju Lactobacillus.

- Dodatkowe wybrane szczepy paciorkowcéw mlekowych z rodzaju Lactococcus moga byé
wykorzystywane jako kultury pomocnicze w celu obnizania catkowitej zawartosci amin biogennych
w serach, w tym réwniez zawartosci histaminy, uznawanej za jedng najbardziej powszechnych i jednoczesnie
toksycznych amin biogennych w serach.

Badania z zakresu przebiegu procesu dojrzewania serdw obejmujace takze aspekty zdrowotne s
bardzo trudne, z uwagi na to, ze procesy te sg wieloczynnikowe, wieloetapowe i niezwykle ztozone. Nie mniej
jednak z catg pewnoscig nalezy je prowadzié, poniewaz bioragc pod uwage réznorodnos¢ surowca, seréw,
drobnoustrojéow stosowanych do ich produkcji jako kultury podstawowe i dodatkowe, stanowig one
niewyczerpane zrodto innowacyjnych odkryé naukowych.
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Moje zainteresowania naukowe skierowane byly w strone zastosowan nowych technologii w przemysle
spozywczym. Prace magisterska pt. Studia nad wybranymi cechami fizjologicznymi i biochemicznymi
szczepow Bacillus cereus pochodzacych z roznych srodowisk' zrealizowatam w Zaktadzie Biotechnologii
Mleka, na Wydziale Nauk o Zywnosci, SGGW w Warszawie pod kierunkiem dr inz. Anny Berthold-Pluta.
W pazdzierniku 2007 r. rozpoczetam studia doktoranckie o specjalnosci technologia zywnosci,
biotechnologia zywnosci, chemia zywnosci, inzynieria zywnosci i ocena jakosci zywnosci przy Wydziale Nauk
0 Zywnosci SGGW w Warszawie. W 2011 r. obronitam z wyréznieniem prace doktorska pt. , Wplyw warunkdw
obrobki termicznej na aktywnosc proteolityczng wybranych kultur bakterii mlekowych', ktérej promotorem
byt Pan dr hab. Antoni Pluta, prof. SGGW. Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk rolniczych
w dyscyplinie technologia Zywnosci i zywienia, zostatam zatrudniona w Instytucie Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego im. Prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie (IBPRS) na stanowisku adiunkta, gdzie
pracowatam do dnia 28.02.2019 r. i petnitam funkcje kierownika Miedzyzaktadowej Grupy Problemowej ds.
Mleczarstwa. Prowadzitam badania dotyczace wystepowania bioaktywnych peptydéw o wtasciwosciach
przeciwnadcisnieniowych w serach podpuszczkowych dojrzewajacych jak réwniez aktywnosci
proteolitycznej bakterii mlekowych. Od czerwca 2019 r. zostatam zatrudniona w Zakfadzie Technologii
Mleka, INoZ, SGGW. Od poczatku mojego zatrudnienia do 2021 r. zespotem kierowata dr hab. Matgorzata
Ziarno, prof. SGGW, a aktualnie — dr hab. Lidia Stasiak-Rézanska.

Moje zainteresowania naukowe zmieniaty si¢ wraz z etapem edukacji, doswiadczeniem zawodowym
oraz pod wptywem $rodowiska naukowego, z ktérym miatam okazje wspotpracowaé. Wsréd moich
doswiadczen naukowo-badawczych mozna wyrdzni¢ nastepujace kierunki badawcze:

- wystepowanie i charakterystyka bakterii z rodzaju Cronobacterw zywnosci (pkt 5.1.),

- aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa substancji pochodzenia roslinnego oraz antybiotykdw wobec
Cronobacteri bakterii kwasu mlekowego odpowiednio (pkt 5.2.),

- wystepowanie w zywnosci i charakterystyka wybranych cech fizjologicznych oraz toksycznosci
Bacillus cereus (pkt 5.3.),

- wybrane aspekty technologiczne i jakosciowe produkcji seréw typu holenderskiego (pkt 5.4.),

- wybrane aspekty bezpieczenstwa mikrobiologicznego i wiasciwosci prozdrowotnych zywnosci (pkt
5.5.).

5.1. Wystepowanie i charakterystyka bakterii z rodzaju Cronobacterw zywnosci

Moje zainteresowania naukowe w znacznym stopniu dotyczg bakterii z rodzaju Cronobacter
zaliczanych do ruchliwych, wzglednie beztlenowych, Gram-ujemnych pateczek z rodziny
Enterobacteriaceae [Forsythe i wsp. 2014]. Do 2007 r. organizmy te klasyfikowano na podstawie cech
fenotypowych jako Enterobacter sakazakii. Aktualnie rodzaj Cronobacter obejmuje siedem gatunkow:
C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C. condimentii C. universalis
[lverseniwsp. 2006, 2007,2008, Joseph i wsp. 2012]. Bakterie z rodzaju Cronobacterkojarzone sg gtéwnie
z wywotywaniem infekcji u noworodkdéw i niemowlat bedacych przyczyng zapalenia opon mézgowo-
rdzeniowych, bakteremii i martwiczego zapalenia jelit [Bowen i Braden 2006, van Acker i wsp. 2001].
Cronobacterwykazuja szereg cech, ktore utatwiajg tym mikroorganizmom przezycie w rédznych produktach
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spozywczych oraz znaczng zdolno$¢ adaptacji do zmiennych warunkéw, panujacych w czasie jej
otrzymywania. Dlatego tez podjetam badania majace na celu okreslenie wystepowania bakterii z rodzaju
Cronobacterw zywnosci pochodzenia zwierzecego na przyktadzie produktow przeznaczonych do zywienia
niemowlat i matych dzieci oraz zywnosci pochodzenia roslinnego, takich jak ziota i przyprawy, produkty
niskoprzetworzone typu ready-to-eat (sataty, kietki oraz niepasteryzowane soki owocowe i owocowo-
warzywne), orzechy oraz suszone i kandyzowane owoce. Dodatkowo u wyizolowanych szczepow
Cronobacter okreslono podstawowe cechy fenotypowe i genetyczne. Wyniki przeprowadzonych badan
opublikowatam w pieciu manuskryptach (publikacje 114B5, 114A3, 114A5, 114B12, 114A17).

Wystepowanie Cronobacter spp. w zywnosci dla niemowlat i matych dzieci oraz w mleku w proszku
byto szeroko opisywane w pismiennictwie swiatowym [Chap i wsp. 2009, Iversen i Forsythe 2004, Jaradat
i wsp. 2009, Kandhai i wsp. 2010], natomiast brak byt danych z tego zakresu w pismiennictwie krajowym,
dlatego wraz ze wspdtpracownikami podjetam sie badan, ktérych celem byto okreslenie wystepowania
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae oraz z gatunku Enterobacter sakazakii (aktualnie z rodzaju
Cronobacter) w probkach handlowych preparatéw do zywienia niemowlat w wieku od 0 do 4. miesigca zycia,
preparatéw przeznaczonych dla niemowlat od 4. do 12. miesigca zycia i produktach dla dzieci w wieku od 9-
12 miesigca do 3 lat (publikacja 114B5). Obecnosé¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceaew 10 g produktu
stwierdzono w 4 probkach (7%), z czego 3 probki stanowity preparaty przeznaczone dla dzieci najstarszych
a 1 preaparat dla niemowlat od 4. do 12. miesigca zycia. W zadnej z badanych prdébek preparatéw nie
stwierdzono obecnosci £. sakazakii (obecnie Cronobacterspp.).

Kolejne podjete badania miaty na celu okreslenie wystepowania Cronobacter spp. w handlowych
przyprawach i ziotach (publikacja 114A3). Wyboru tego rodzaju produktéw dokonano na postawie danych
literaturowych, z ktérych wynika, ze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, obok bakterii
przetrwalnikujacych oraz plesni, stanowig najliczniejsza grupe drobnoustrojéw przypraw i ziét [Banerjee
i Sarkar 2004, Garcia i wsp. 2001, Witkowska i wsp. 2011]. Obecnos¢ bakterii z rodzaju Cronobacter
stwierdzono w 10 prébkach (17%), z czego 9 probek stanowity ziota (bazylia, estragon, liscie pietruszki)
i jedna mieszanka przypraw (ziota prowansalskie). Z danych pismiennictwa, wynika, ze roslinne produkty
suszone, do ktérych nalezg przyprawy i ziota charakteryzuja si¢ duzg czestotliwoscia wystepowania bakterii
zrodzaju Cronobacterw zakresie od okoto 3 do 52% [Baumgartner i wsp. 2009, Brandao i wsp. 2017, Hochel
iwsp. 2012, Iversen i Forsythe 2007, Jaradat i wsp. 2009, Kandhai i wsp. 2010, Li i wsp. 2014, Ogihara i wsp.
2014, Restiano i wsp. 2006, Singh i wsp. 2015, Sospedra i wsp. 2010, Turcovsky i wsp. 2011]. Wigkszosé¢
badanych prébek przypraw i ziét charakteryzowata sie dobrg jakoscig mikrobiologiczng - w 60% prébek OLD
nie przekraczata 4 log jtk/g a w zadnej z prébek nie stwierdzono >6 log jtk/g.

Kolejnym, podjetym kierunkiem badawczym, ktdry wynikat z interpretacji wynikdw otrzymanych w
publikacji [14A3 oraz analizy danych pismiennictwa (publikacja [14B12) byto okreslenie wystepowania
bakterii z rodzaju Cronobacter w produktach roslinnych, takich jak kietki, sataty i niepasteryzowane soki
owocowe i owocowo-warzywne (publikacja 114A5). Izolaty Cronobacter na podstawie analizy PCR-RFLP
oraz analizy RAPD-PCR zostaty przypisane do okreslonego gatunku z rodzaju Cronobacter. Dodatkowo,
okreslono takze wrazliwosé wyizolowanych szczepow Cronobacterspp. na wybrane antybiotyki. Materiatem
badawczym byto 60 prébek produktdw zaliczanych do grupy RTE, czyli ready-to-eat, a wigc takich, ktore nie
wymagaja zadnej obrdbki przed spozyciem, w tym warzywa lisciaste i ich mieszanki (tzw. sataty), kietki oraz
niepasteryzowane soki owocowe i owocowo-warzywne. Wszystkie safaty i kietki oznakowane byty przez
producentdw jako "umyte - gotowe do spozycia". Na podstawie analizy filogenetycznej danych sekwenciji
stwierdzono, ze 14 z 21 izolatédw wykazywato podobienstwo do szczepéw referencyjnych C. sakazakiiNCTC

8155 i C. malonaticus LMG 23826 i ich zidentyfikowanie na poziomie gatunkowym na podstawie analizy
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sekwencji gendw 16S rDNA nie byto mozliwe. Cztery izolaty (s16, s34, s50 i s51) zidentyfikowano jako C.
muytjensii, dwa kolejne izolaty (Iv63 i Iv54) - jako C. turicensisi jeden jako C. condimenti (szczep s37).
Podsumowujac, na podstawie fenotypu oraz analizy genotypowej wyizolowanych szczepdw, obecnosé
Cronobacter spp. potwierdzono w 35% badanych prdébek, w tym 30% probek safat (rukoli, roszponki,
endywii i mieszankach safat) i 75% proébek kietkow (lucerny, brokuta, soczewicy, rzodkiewki, stonecznika,
pora i mieszanki kietkdw) i s3 to dane znajdujace potwierdzenie w literaturze [Althaus i wsp. 2012,
Baumgartner i wsp. 2009, Hochel i wsp. 2012, Kim i wsp. 2011, Vojkovska i wsp. 2016].

W trakcie badan przedstawionych w publikacji 114A5 wyizolowalismy szczep C. condimenti s31,
ktdry okazat sie drugim na swiecie wyizolowanym szczepem z tego gatunku (pierwszy szczep C. condimenti
LMG26250T wyizolowali i opisali Joseph i wsp. [2012]) co potwierdzit prof. Stephen Forsythe ze School of
Science and Technology, Nottingham Trent University w Wielkiej Brytanii, z ktérym nawigzatysmy
wspdtprace. Dzieki wspotpracy z Prof. S. Forsythe'em a takze z dr hab. Tamarg Aleksandrzak-Piekarczyk
z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, szczep umieszczono w bazie CronobacterPubMLST pod
numerem ID 1896, a nastepnie w DDBJ/ENA/GenBank pod numerem akcesyjnym RQEO01000001-
RQEO01000043.

Kolejnym krokiem byto okreslenie wystepowania bakterii z rodzaju Cronobacterw produktach takich
jak orzechy, nasiona i suszone owoce (publikacja 114A17). Analizie poddano 64 prdobki orzechdéw
handlowych, suszonych lub kandyzowanych owocdw, nasion oraz mieszanek nasion, suszonych owocow
i orzechow. Obecnos¢ Cronobacterstwierdzonow 12 (19%) prébkach: orzechdéw (10 probek) i mieszanek (2
probki). Sposrdd 12 wyizolowanych szczepdw Cronobacter 3 szczepy nalezaty do gatunku C. sakazakii 5 -
do C. malonaticusi 4 — do C. turicensis. Obecnos¢ C. sakazakii, stwierdzono w 10% prébek orzechéw
(orzechy brazylijskie) i 12% mieszanek, C. turicensis - w 20% prébek orzechéw (orzechy laskowe i migdaty)
i C. malonaticus - w 20% orzechdw (orzechy laskowe, nerkowca, macadamia i pini) oraz 12% mieszanek.
Otrzymane przez nas wyniki potwierdzity obecnosé gatunku Cronobacter spp. w produktach pochodzenia
roslinnego przeznaczonych do bezposredniego spozycia.

W ramach kontynuacji niniejszego zagadnienia ztozytam projekt Miniatura 3 zatytutowany
.Charakterystyka Cronobacter spp. o istotnym znaczeniu klinicznym wyizolowanych z produktéw
spozywczych” [DEC-2019/03/X/NZ901583], do Narodowego Centrum Nauki, ktory uzyskatam
i zrealizowatam. Genetyczne podtoze zjadliwosci szczepéw Cronobacter spp. nie zostato dotychczas
doktadnie poznane, stwierdzono jednak, ze niektdre genotypy (typy sekwencyjne, ST) powigzane s3
z okreslonymi zakazeniami [Forsythe i wsp. 2014]. Zakazenia u dzieci i dorostych wywotywane byty gtdwnie
przez kompleksy klonalne C. sakazakii CC4 i C. malonaticus CCT [Forsythe i wsp. 2014]. Zapalenie opon
mdzgowych u niemowlat najczesciej powodowane byto przez szczepy C. sakazakii nalezace do kompleksu
klonalnego CC4 (w tym dominujgcego ST4), podczas gdy C. sakazakii ST12 byt powigzany z przypadkami
martwiczego zapalenia jelit u niemowlat. Analiza MLST (Multi-locus Sequence Typing) jest metoda
genetyczng zalecang w celu charakteryzowania, réznicowania i typowania wielu drobnoustrojéw. Metoda
typowania MLST nieprzypadkowo stafa sie obiektem zainteresowania. Charakteryzuje drobnoustroje pod
katem alleli w siedmiu locus obejmujacych: gen kodujacy syntetaze glutaminylo tRNA (g/nS), gen kodujacy
duza podjednostke syntazy glutaminianu (g/¢B), faricuch beta syntazy ATP (atpD), podjednostke beta gyrazy
DNA (gyrB), syntaze fosfoenolopirogronianu A (ppsA), gen kodujacy czynnik inicjacji translacji IF-2 (infB)
oraz gen kodujacy biatko translokazy i czynnika elongacyjnego EF-G (fusA). Analiza ta dostarcza informacji,
utatwiajacych rozpoznanie typdw sekwencyjnych (ST) i komplekséw klonalnych (CC) badanych szczepdw
Cronobacter, a tym samym ich zréznicowanie genetyczne. Wystepowanie réznych hemolizyn i genéw

zwigzanych z hemolizg byta stwierdzana u Cronobacterspp. [Joseph i wsp. 2012]. W zwigzku z powyzszym
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istotne i uzasadnione byto podjecie badan majacych na celu poznanie typdw sekwencyjnych wyizolowanych
z rynkowych satfat, kietkdw, orzechdw i owocow suszonych szczepdw Cronobacter spp., ktdre zrealizowano
w ramach projektu Miniatura 3. Wyniki tych badan omdéwiono w publikacji przestanej w maju 2022 r. do
redakcji czasopisma Food Microbiology.
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5.2. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa substancji pochodzenia roslinnego oraz antybiotykéw wobec
Cronobacteri bakterii kwasu mlekowego odpowiednio

Aktywnosc¢ przeciwbakteryjna roznych olejkéw eterycznych oraz substancji czystych wechodzacych
w ich skfad, wobec réznych patogendw byta tematem wielu publikacji [Kim i Rhee 2016, Mattson iwsp. 2011,
Ojeda-Sana i wsp. 2013, Tajkarimi i wsp. 2010, Thippeswamy i wsp. 2013]. Badania z tego zakresu
w odniesieniu do bakterii z rodzaju Cronobactersa nieliczne i dotycza gtdwnie C. sakazakii|Al-Nabulsiiwsp.
2015, Amalaradjou i wsp. 2009, Frankova i wsp. 2014, Lee i Jin 2008]. Wiedza na temat wrazliwosci innych
gatunkéw Cronobacter spp. na olejki eteryczne i substancje aktywne pochodzenia roslinnego jest jeszcze
bardziej uboga. Dlatego tez podjeto badania majace na celu okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
18 wybranych olejkow eterycznych wobec 21 szczepdw z 5 gatunkdw bakterii z rodzaju Cronobacter, a takze
okreslenie wrazliwosci pieciu szczepow z gatunkow C. sakazakii, C. malonaticus, C. muytjensii, C. turicensis
oraz C. condimenti na substancje aktywne takie jak: tymol, aldehyd cynamonowy, eugenol i mentol,
wchodzace w sktad olejku tymiankowego, cynamonowego, gozdzikowego oraz olejku z miety pieprzowe;j,
odpowiednio (publikacja 114A6). Materiat badawczy stanowity szczepy Cronobacter wyizolowane
z rynkowych safat i kietkdw (publikacja 114A5). Najwieksze strefy zahamowania wzrostu szczepéw bakterii
z rodzaju Cronobacter spp. zaobserwowano w przypadku olejku tymiankowego, ktory okazat sig silnie
hamujacy dla 13 szczepdw, a najbardziej wrazliwe okazaty sie szczepy C. muytjensii. Bardziej oporne na
dziatanie tego olejku byty szczepy z gatunkéw C. turicensis, C. malonaticusi C. condimenti. Gtéwnymi
sktadnikami olejku tymiankowego, o ktdrych dziataniu wiadomo tez najwiecej, s3 tymol i karwakrol [Santurio
i wsp. 2014, Sokovi¢ i wsp. 2010]. Badane szczepy wykazywaty tolerancje na tymol w zakresie stezen od
0,013 do 0,025% (maksymalne stezenie tolerowane - MTC), natomiast minimalne stezenie hamujace (MIC)
tymolu dla wszystkich szczepéw wynosito 0,05%. Hamujace dziatanie tymolu wobec szczepéw Cronobacter
spp. wykazali Lee i Jin [2008] i Frafikova i wsp. [2014].

Wrazliwosé na olejek cynamonowy stwierdzono tylko u trzech szczepdw: C. muytjensii s51,
C. sakazakii s41 i C. turicensis W54, a wobec wszystkich pozostatych szczepdw olejek ten wykazywat
umiarkowang aktywnos¢. Silne wiasciwosci hamujace olejku cynamonowego wobec C. sakazakii stwierdzili
Al-Nabulsiiwsp. [2015]. Gtdwnym sktadnikiem olejku cynamonowego jest m.in. aldehyd ¢7ans-cynamonowy
w przypadku, ktérego okreslono poréwnywalng z tymolem aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa. Aldehyd
cynamonowy zmniejsza opornos¢ C. sakazakii na stres osmotyczny, wysuszenie oraz ogranicza ruchliwosé
i zdolnos¢ tworzenia biofilmu [Amalaradjou i Venkitanarayanan 2011a, 2011b].
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Olejek goZzdzikowy okazat sie nieskuteczny do zahamowania wzrostu 9 sposréd 21 badanych
szczepdw. Dane dotyczace wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych olejku gozdzikowego wobec
Cronobacter spp. sa ograniczone jedynie do informacji o MIC olejku goZdzikowego dla C. sakazakiii C.
malonaticus, ktory wynosit 0,05% [Frankova i wsp. 2014]. Jak podaje Singh i wsp. [2016] ekstrakt
gozdzikowy hamowat tworzenie biofilméw przez C. sakazakii. Podstawowym skfadnikiem olejku
gozdzikowego jest eugenol [Devi i wsp. 2010, Hu i wsp. 2018]. W naszych badaniach szczepy Cronobacter
tolerowaty obecnosé eugenolu na poziomie od 0,05 do 0,1% (MTC), a najmniejsza wrazliwoscia
charakteryzowat sie szczep C. condimentis37.

Zaden z przebadanych szczepdw Cronobacter nie byt wrazliwy na olejek z miety pieprzowej. Na
umiarkowane wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku z migty pieprzowej wskazujg dane pismiennictwa
zarowno w odniesieniu do bakterii Gram(+) jak i Gram(-) [Eteghad i wsp. 2009, Jeyakumar i wsp. 2011,
Rusenova i Parvanov 2009, Sokovi¢ i wsp. 2010, Tyagi i Malik 2011]. W naszych badaniach mentol
charakteryzowat si¢ najstabszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym wobec szczepdw Cronobacter
w poréwnaniu do pozostatych trzech badanych czystych sktadnikdw olejkéw eterycznych. MIC mentolu dla
czterech sposréd badanych szczepdw wynosito 0,8%, a tylko szczep C. turicensis Iv53 wykazat wigksza
wrazliwosé (MIC = 0,4%). Z kolei, wartos¢ MTC mentolu dla badanych szczepdw miescita si¢ w przedziale od
0,2 do 0,4%. Nie znaleziono w pismiennictwie wynikéw badan z zakresu przeciwdrobnoustrojowych
wiasciwosci mentolu oraz olejku z miety pieprzowej wobec Cronobacterspp.

Zdecydowana wiekszo$¢ badanych szczepdw Cronobacterwykazywata umiarkowang wrazliwosé na
olejek majerankowy i kminkowy, a zaden z nich nie byt wrazliwy (strefa zahamowania wzrostu < 12 mm) na
olejki: rozmarynowy, bazyliowy, kardamonowy, anyzowy i imbirowy oraz wszystkie olejki z roslin cytrusowych
(limetkowy, bergamotkowy, pomarariczowy, cytrynowy, grapefruitowy i mandarynkowy). Dane
pismiennictwa z zakresu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tych olejkéw lub ich skfadnikdw wobec
bakterii z rodzaju Cronobactersa skape. Al-Nabulsiiwsp. [2015] wykazali brak aktywnosci olejku anyzowego
i rozmarynowego przeciwko szczepom C. sakazakii. Frankova i wsp. [2014] wyznaczyli MIC dla substancji
wchodzacych w sktad réznych olejkéw cytrusowych wobec C. sakazakiii C. malonaticus. Z kolei Shi i wsp.
[2016] wykazali, ze cytral, sktadnik olejkdw cytrusowych, hamowat wzrost C. sakazakii.

Otrzymane wyniki sktonity nas do podjecia kolejnych badan dotyczacych okreslenia aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej celulozy bakteryjnej wytwarzanej przez Gluconacetobacter hanseniiATCC 23769
lub Komagataeibactersp. GH1 nasgczonej olejkiem eterycznym z oregano wzgledem wybranych szczepdw
z rodzaju Cronobacter wyizolowanych z produktéw roslinnych. Celem tych badan byto sprawdzenie czy
celuloza bakteryjna nasaczona olejkiem z oregano moze w przysztosci stanowi¢ materiat do produkcji
opakowan do zywnosci, ktdry ograniczatby rozwéj Cronobacter w produktach spozywczych (publikacja
[14A13). Bioceluloza, nazywana ,biomateriatem przysztosci”, to naturalny i przyjazny dla srodowiska polimer,
wytwarzany m.in. przez wyselekcjonowane szczepy bakterii octowych [Kamarudin i wsp. 2018, Kasim
i Rahman 2016]. Bioceluloza nasaczona naturalnymi substancjami przeciwdrobnoustrojowymi moze by¢
stosowana jako nowatorski, bezpieczny i biodegradowalny materiat opakowaniowy do zywnosci, pomagajac
wydtuzy¢ okres przydatnosci do spozycia produktéw, a takze mogacy zastapic¢ typowe opakowania z tworzyw
sztucznych, co w dzisiejszych czasach stanowi duzy problem srodowiskowy. Wykazano, ze olejek oreganowy
wnika w strukture celulozy bakteryjnej, a po natozeniu celulozy na podtoze state wykazuje zdolnosé migraciji.
Biopolimer wytwarzany przez szczep A sp. GH1 byt w stanie lepiej wchtaniaé i zatrzymywad olejek z oregano
w poréwnaniu z celulozg bakteryjng wytwarzang przez G. hansenii ATCC 23769. Celuloza bakteryjna
wytwarzana przez Komagataeibacter GH1 nasaczona olejkiem oreganowym wykazywata ogdlnie lepsze

wiasciwosci hamujace wzrost badanych szczepdw Cronobacterniz jej odpowiednik uzyskany z G. hansenii.
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Byto to prawdopodobnie spowodowane uktadem wtékien polimerowych celulozy i jej ostateczng gruboscia.
Najwiekszg strefe zahamowania wzrostu zaobserwowano wzgledem C. condimenti s37 (32,75 mm) oraz C.
malonaticusIv31 (28,33 mm). Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze celuloza bakteryjna
nasaczona olejkiem oreganowym wykazywata silne lub umiarkowane dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
wobec wszystkich badanych szczepdw z rodzaju Cronobacter. Uzyskane wyniki sktaniaja do dalszych badan
okreslajagcych mozliwosé wykorzystania tego biopolimeru do produkcji ekologicznych opakowan do
zywnosci, ktdre wraz z zespotem aktualnie kontynuujemy.

Rozprzestrzenianie sie opornosci na antybiotyki jest powaznym problemem zdrowotnym na catym
swiecie ze wzgledu na rosnacy wskaznik izolacji patogendw opornych na wiele lekdw utrudniajacy leczenie
infekcji. £ancuch pokarmowy uznano za jedng z kluczowych drdg przenoszenia bakterii opornych na
antybiotyki miedzy zwierzetami a ludZmi. Bioragc pod uwage, ze LAB moga dziata¢ jako rezerwuar
przenoszonych gendéw opornosci na antybiotyki, nalezy monitorowaé szczepy LAB przeznaczone do
stosowania jako dodatki paszowe pod katem ich bezpieczenstwa [Devirgiliis i wsp. 2011, EFSA 2018,
Plumed-Ferrer i wsp. 2015]. Szesédziesiat pie¢ szczepow LAB (57 szczepdw Lactobacillus, 6 Pediococcus,
2 Enterococcus), ktére moga by¢ potencjalnie stosowane jako probiotyczne dodatki do pasz lub inokulanty
do kiszonek, oceniono pod katem wrazliwosci na 8 klinicznie istotnych Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
poprzez okreslenie MIC (publikacja 114A16). Wsrdd szczepéw opornych na srodki przeciwdrobnoustrojowe
zbadano takze wystepowanie wybranych gendw zwigzanych z opornoscig nabyta. Dziewigtnascie szczepow
LAB wykazywato opornos¢ fenotypowa na jeden antybiotyk, a 15 szczepdw byto opornych na wiecej niz jeden
z badanych antybiotykéw. Zaobserwowano wysoka wrazliwos¢ szczepéw LAB na ampicyling (98%
szczepow) i chloramfenikol (97% szczepdw), co jest zgodne z szeregiem danych literaturowych [Anisimova
i wsp. 2019, Danielsen i wsp. 2003, Dec i wsp. 2017, 2020]. Opornos¢ na aminoglikozydy i tetracykliny byta
najbardziej rozpowszechniona i stwierdzona u odpowiednio 37 i26% badanych szczepdw LAB. W przypadku
pojedynczych szczepdw stwierdzono takze fenotypowa opornosé na te substancje przeciwdrobnoustrojowe.
Determinanty zwigzane z fenotypami opornosci wykryto u 15 szczepéw: gen aph(3' ' )-/lla—u 9 szczepdw,
gen /nu(A) - u 3 szczepow, geny str(A)-str(B), erm(B), msr(C)i tet(M)- u 2 szczepéw oraz gen tet(K) u 1
szczepu. Sekwencje nukleotydowe wykrytych genéw wykazaty homologie z sekwencjami genéw opornosci
wystepujacymi zarowno u LAB, jak i u réznych patogendw. Otrzymane wyniki badan wskazuja, ze LAB moga
stanowi¢ rezerwuar determinant opornosci na s$rodki przeciwdrobnoustrojowe, dlatego pierwszym i
kluczowym krokiem w rozwazaniu przydatnosci szczepow LAB jako dodatkdw paszowych powinna by¢
ocena ich opornosci na antybiotyki. To kryterium bezpieczenstwa powinno zawsze poprzedzac bardziej
ztozone badania, takie jak ocena zdolnosci adaptacyjnych szczepu lub jego korzystnego wptywu na zywiciela.
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5.3. Wystepowanie w zywnosci i charakterystyka wybranych cech fizjologicznych oraz toksycznosci
Bacillus cereus

Czesé badan poswiecitam charakterystyce cech fizjologicznych i toksycznosci szczepow
B. cereus. Wyniki przeprowadzonych badar opublikowatam w ramach 3 publikacji (114A2, [14A8 i 114B2).

Bacillus cereus to bakterie Gram(+) tworzace przetrwalniki i powszechnie spotykane w srodowisku.
Bakterie te s3 rowniez czestym zanieczyszczeniem surowej lub przetworzonej zywnosci pochodzenia
roslinnego lub zwierzecego [Choma i wsp. 2000, Sarrias i wsp. 2002, Torre Del i wsp. 2001]. B. cereus
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stanowig sktadnik mikroflory gleby, ktéry moze adaptowaé si¢ i namnaza¢ w dolnych odcinkach przewodu
pokarmowego (GIT) [Barbosa i wsp. 2005]. S takze patogenami oportunistycznymi odpowiedzialnymi za
zakazenia miejscowe i ogdlnoustrojowe [Stenfors Arnesen i wsp. 2008]. Patogennosé B. cereus przypisuje
sie wytwarzaniu przez ten gatunek czynnikéw pozakomdrkowych, takich jak fosfolipaza, cereulidyna
(toksyna wymiotna), enterotoksyna Hbl, toksyna niehemolityczna (Nhe), hemolizyna IV, ktéra ma silne
dziatanie niszczace btony komérkowe i cytotoksyna martwiczego zapalenia jelit (CytK) [Agata i wsp. 1995,
Beecher i wsp. 1995, 2000, Hardy i wsp. 2001, Lund i wsp. 2000]. B. cereus moze powodowac dwa rodzaje
zatru¢ pokarmowych: zatrucie wymiotne i biegunkowe. Pierwsze z nich spowodowane jest spozyciem
pokarmu zawierajacego cereulidyne, natomiast biegunkowy typ zatrucia pokarmowego wywotany jest
spozyciem zanieczyszczonego przez B. cereuspokarmu i wytworzeniem toksyn w przewodzie pokarmowym.
Szacowana dawka zakazna wymagana do wywotania biegunkowego typu zatrucia pokarmowego wynosi od
10° do 10® komoérek wegetatywnych lub przetrwalnikdw B. cereus [EFSA 2005]. Wsréd czynnikdw, ktore
w najwiekszym stopniu hamuja przezycie B. cereusw przewodzie pokarmowym cztowieka wyrézniamy niskie
pH i obecnosé enzymow trawiennych (pepsyny) w zotadku, niedobdr tlenu i obecnos$¢ zétci w jelicie cienkim
a takze obecnos¢ rodzimej mikroflory w dolnej czesci przewodu pokarmowego. Zdolnosé
przetrwalnikéw/komdrek wegetatywnych B. cereus do przylegania do enterocytdw i mozliwa interakcja
miedzy komorkami wegetatywnymi tego gatunku a komdrkami nabtonka jelita to réwniez aspekty
przyczyniajace sie do wywotania zatrucia pokarmowego B. cereus. Zagadnienia te oméwiono w artykule
przegladowym [14A2.

Wptyw temperatury na mozliwosé wzrostu B. cereus scharakteryzowano w publikacji 114B2. Ze
wzgledu na zdolnos¢ wzrostu w réznym zakresie temperatury wyrdznia si¢ nastepujace grupy fizjologiczne
B. cereus. 1. szczepy zdolne do wzrostu w temperaturze 6 °C w czasie 10 dni, ale nie rozwijajace sie
w temperaturze ponad 40 °C (szczepy typowo psychrotrofowe), 2. szczepy zdolne do wzrostu zaréwno
w temperaturze 6 °C, jak i powyzej 40 °C oraz 3. szczepy zdolne do wzrostu w temperaturze powyzej 40 °C
i nie wykazujace cech psychrotrofowych (szczepy typowo mezofilne) [Garcia-Armesto i Sutherland 1997].
Uwzgledniajac ten podziat wykazano, ze wsrdd szczepow wyizolowanych ze srodowiska i mleka surowego
przewazaja szczepy o charakterze mezofilnym, natomiast szczepy pochodzace z produktéw mlecznych
(mleka spozywczego pasteryzowanego i seréw plesniowych) czesciej wykazuja charakter psychrotrofowy.
Wzrost pojedynczych szczepdw wyizolowanych z katu kréw i mleka surowego stwierdzono w temperaturze
8 °C dopiero 7-8 dnia inkubacji (brak wzrostu w temperaturze 4-6 °C/10 dni). Wsrdd szczepdw z mleka
pasteryzowanego i seréw plesniowych wzrost w temperaturze 6 °C stwierdzono u pojedynczych szczepdw
juz w 4-6 dniu inkubacji. W temperaturze 43 °C okreslono wzrost 98-100% szczepdw z katu krédw i mleka
surowego oraz 79% i 64 % szczepéw wyizolowanych odpowiednio z mleka pasteryzowanego i seréw.

W publikacji 114A8 okreslono wystepowanie B. cereus w 585 probkach réznych produktéw
spozywczych (ziofa i przyprawy, ptatki sniadaniowe, makarony, ryz, preparaty do zywienia dla niemowlat,
mleko pasteryzowane, Swieze sery kwasowe i kwasowo-podpuszczkowe, sery plesniowe i sery
podpuszczkowe dojrzewajace). Wsrdd 1022 izolatow B. cereus okreslono zdolnos¢ hydrolizy kazeiny, skrobi
i tributyryny, fermentacji laktozy, wzrostu w temperaturze 7 °C/10 dni, wytwarzania toksyn Nhe i Hbl oraz
posiadania genu ces. Obecnos$¢ B. cereus stwierdzono w 39% analizowanych prdébek w zakresie od 0,3 do
3,8 log jtk/g lub ml. Blisko potowa izolatéw byto zdolnych do fermentac;ji laktozy, 36% - do wytwarzania
amylazy, 99% - do rozktadu kazeiny, 80% - do tributyryny i 25% - do wzrostu w temperaturze 7 °C/10 dni,
co wskazuje na ich potencjat do rozwoju i ograniczanie jakosci produktéw spozywczych. Stwierdzono
rowniez wystepowanie toksynogennych szczepdw B. cereus we wszystkich badanych produktach
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spozywczych, zaréwno roslinnych [55,8% izolatéw - Hbl(+), 70,7% - Nhe(+) i 1,7% - ces(+)] jak i zwierzecych
[84,9% izolatow - Hbl(+) , 82,7% - Nhe(+) i 0,9% - ces{+)] co wskazuje na mozliwe ryzyko infekcji/zatruc
pokarmowych wystepujacych w wyniku rozwoju B cereus w sprzyjajagcych warunkach, jak réwniez
spozywania takich produktow. Odsetek toksyno-dodatnich szczepdw B. cereus podawany w literaturze jest
bardzo zréznicowany [Ankolekar i wsp. 2009, Chaves i wsp. 2012, Fogele i wsp. 2018, Frentzel i wsp. 2018,
Organji i wsp. 2015, Reyes i wsp. 2007].
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5.4. Wybrane aspekty technologiczne i jakosciowe produkcji seréw typu holenderskiego

Jeszcze w trakcie studidw doktoranckich bratam udziat w pracach Zespotu kierowanego przez dr hab.
Antoniego Plute, prof. SGGW, badajacego wptyw réznych zmian w procesie technologicznym produkcji
serdw typu holenderskiego o obnizonej zawartosci ttuszczu na ich jakos¢. Badania z tego zakresu byty
prowadzone w ramach projektu celowego MNiSW nr 6ZR9 2008C/07148, realizowanych dla IBPRS w latach
2009-2012 (zatacznik 4: 11 9).

Dojrzewanie serdw, to proces ztozony i réznorodny. Dobér odpowiednich kultur starterowych jest
bardzo wazny dla prawidtowego przebiegu zaréwno poczatkowych etapéw produkc;ji sera jak i dojrzewania.
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Dojrzewanie seréw trwa od kilku dni (sery migkkie) do ponad 2 lat (sery bardzo twarde) w zaleznosci od
gatunku sera. Do najczesciej stosowanych metod przyspieszania dojrzewania serdw naleza: dodatek
preparatéw enzymatycznych, zastosowanie zwiekszonej populacji wyselekcjonowanych drobnoustrojéw,
dodatek genetycznie modyfikowanych starterédw oraz dodatek, oprécz podstawowego startera ostabionych
kultur LAB. Najprostszym w zastosowaniu sposobem umozliwiajgcym przyspieszenie procesu dojrzewania
jest podwyzszenie temperatury dojrzewania jednak rozwigzanie takie przyczynia si¢ do powstawania wielu
wad sera [El Soda 2002, Law 2001].

Rola kultur starterowych w procesie produkcji seréw podpuszczkowych jest dosé¢ dobrze poznana.
Gtéwng ich funkcja jest wstepne ukwaszanie mleka i utatwienie dziatania podpuszczki, zintensyfikowanie
synerezy skrzepu, ukwaszenie masy serowej oraz wytworzenie w czasie dojrzewania charakterystycznych
cech sera. W celu przyspieszenia procesu dojrzewania nie mozna stosowa¢ nadmiernie zwiekszone;j ilosci
startera lub dodatkowych zbyt aktywnych kultur LAB. Zbyt duzo aktywnych bakterii mlekowych oznacza
zwiekszone i zbyt szybkie wytwarzanie kwasu mlekowego w poczatkowych etapach produkcji sera i moze
prowadzi¢ do przekwaszenia masy serowej. Ostabianie aktywnosci fermentacyjnej dodatkowych kultur LAB,
przy zachowanej aktywnosci proteolitycznej mozna osiggnaé poprzez ich mrozenie lub obrdbke cieplng
[Klein i Lortal 1999, Law 2001, El-Tanboly i wsp. 2010]. W publikacjach przeglagdowych 114B7 i 114B8
przedstawiono ztozony system proteolityczny bakterii kwasu mlekowego a w publikacji [14B10
scharakteryzowano metody przyspieszania dojrzewania seréw.

Zastosowanie dodatkowych, pozbawionych aktywnosci fermentacyjnej starteréw w produkcji seréw
jest znane od wielu lat. Jednak w badaniach z tego zakresu stosowano stosunkowo niska temperature i krotki
czas obrobki cieplnej dodatkowych starterdw (kilka — kilkanascie sekund) co pozwalato zachowad ich wysoka
aktywnos¢ proteolityczng [El-Etriby i wsp. 1998, Farkye i wsp. 1995, Fox i wsp. 1996, Klein i Lortal 1999,
Salomskiene 1998, Skeie i wsp. 1995, 1997]. Rozwigzanie takie w wielu przypadkach ma dwie wady. Po
pierwsze, zachowana wysoka aktywno$¢ proteolityczna dodatkowego ogrzewanego startera moze
powodowaé zbyt intensywne przyspieszanie dojrzewania sera co bardzo czesto powoduje wady smakowo-
zapachowe na skutek nagromadzenia gorzkich peptydéw. Po drugie, inaktywacja aktywnosci fermentacyjnej
dodatkowych starterdw w czasie kilku — kilkunastu sekund wymaga stosowania dodatkowych ciggtych
wymiennikéw ciepta o matych wydajnosciach, co moze by¢ kosztowne inwestycyjnie i ucigzliwe
eksploatacyjnie (kontrola automatyki, mycie itp.). Zastosowanie dodatkowego startera poddanego obrébce
cieplnej siegajacej kilkudziesieciu minut w zakresie temperatury od 50 do 80 °C, czyli znacznie dtuzszej niz
w znanych rozwigzaniach, pozwala na realizowanie tego procesu metoda periodyczng w mateczniku, co
zostato zaproponowane w patencie nr 219408 pt: "Sposob otrzymywania sera dojrzewajacego, sposob
otrzymywania zakwasu, zakwas i ser dojrzewajacy” (zatacznik 4: 111.3), ktdrego bytam wspétautorem.

Potrzeba realizacji tego rodzaju badan wynika z trudnosci w produkcji seréw o obnizonej zawartosci
ttuszczu o wysokich cechach jakosciowych. Obrobka cieplna dodatkowego startera (przy odpowiedniej
temperaturze i wydtuzonym czasie ogrzewania) wptywa¢ moze na uzyskanie odpowiedniej aktywnosci
proteolitycznej, co bytoby korzystne z punktu widzenia dojrzewania sera i jego cech sensorycznych.
W poczatkowych badaniach z tego zakresu (zatacznik 4: [14A1) poréwnano aktywnos¢ dipeptydaz
powszechnie stosowanych handlowych starterow CHN-19 oraz XT-312 (Chr. Hansen), ktére poddano
obrdbce cieplnej w czasie 15 sekund lub 10 minut w temperaturze w zakresie od 50 do 80 °C. Wykazano, ze
poddana obrdbce cieplnej w zakresie 50-80 °C kultura CHN-19 zachowywata w stosunkowo duzym stopniu
aktywnosé proteolityczng. Peptydazy obu badanych starteréw charakteryzowata wysoka specyficznosé
substratowa wobec dipeptyddw zawierajacych aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyne i fenyloalanine,
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ktorych obecnos¢ czesto stwierdzana jest w gorzkich peptydach. Aktywnosé tych dipeptydaz stwierdzono
takze po obrdbce cieplnej, nawet w temperaturze 80 °C przez 10 minut. Dodatkowo stwierdzono, ze obrdbka
termiczna starterdw opdzniata wzrost bakterii od kilku do kilkunastu godzin, co moze by¢ pozytywne
z punktu widzenia produkcji seréw podpuszczkowych, poniewaz dodatkowa biomasa komoérek bakterii,
niezdolna do wzrostu w poczatkowych etapach produkcji seréw, ale posiadajaca aktywne enzymy
peptydolityczne, przyspiesza dojrzewanie sera i zapobiega gromadzeniu gorzkich peptyddw w masie serowe;.
W kolejnych badaniach (zatacznik 4: 114B11) okreslono aktywnosci amino- i dipeptydaz wybranych kultur
starterowych (Lactobacillus casei — 431, F-DVS, CRL-431 oraz Lactobacillus acidophilus LA-5, FD-DVS,
firmy Chr. Hansen), poddanych dziataniu temperatury 50 - 75 °C, przez 1, 15 i 25 minut. Badane kultury
starterowe Lactobacillus syntetyzowaty peptydazy o podobnej specyficznosci substratowej, ale z rézng
aktywnoscig. Wykazywaty one wyzsza aktywnos¢ aminopeptydaz w porédwnaniu z aktywnoscig dipeptydaz.
Srednia aktywno$é dipeptydaz Lb. acidophilus LA-5 byta wyzsza o 45% od $redniej aktywnosci bakterii Lb.
casel - 431. Wyzszg 0 25% aktywnoscig aminopeptydaz charakteryzowat sie Lb. case/— 431 w poréwnaniu
z Lb. acidophilus LA-5. Starter ten wykazywat najwiekszg specyficznosé wzgledem substratdw: Ala-Leu, Ala-
Ala, Gly-Leu, natomiast Lb. acidophilus — wzgledem Ala-Ala oraz Ala-pNa. Najwyzsza aktywnosé amino-
i dipeptydaz Lb. casei- 431 oraz dipeptydaz Lb. acidophilus LA-5 stwierdzono po obrdbce cieplnej bakterii
przez 15 min. Z kolei Srednia aktywnos¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus LA-5 wzrastata wraz z wydtuzaniem
czasu ogrzewania — najwyzsze jej wartosci uzyskano po 25 minutach. Wykazano, ze wydtuzenie czasu
obrébki termicznej wptyneto istotnie na wzrost aktywnosci aminopeptydaz badanych kultur starterowych,
co wskazuje na ich wysoka termostabilnosc.

W kolejnych badaniach (zatacznik 4: 114B6) okreslono wptyw temperatury ogrzewania na zdolnosci
proteolityczne handlowego startera XT-312. Badania przeprowadzono na otrzymanych w warunkach
laboratoryjnych modelach seréw. Oznaczenie aktywnosci proteolitycznych wykonywano metoda
spektrofotometryczng z wykorzystaniem kwasu 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowego (TNBS). Obrébke cieplng
dodatkowego startera XT-312 prowadzono w temperaturze 55-75 °C w czasie 10 min. Otrzymano takze
modele serdw zawierajace dodatkowe nieogrzewane (aktywne) kultury bakterii z gatunku Lactobacillus
casel. Stwierdzono, ze bakterie mlekowe wchodzace w sktad startera XT-312 wykazywaty stabsze
wiasciwosci proteolityczne w pordwnaniu do bakterii Lb. casei. Okreslono réwniez, ze na aktywnosé
proteolityczng dodatkowego startera XT-312 bardziej istotny wptyw niz temperatura obrdbki cieplnej,
wywierat czas dojrzewania serdw. W kolejnych badaniach (zatacznik 4: 114A4) okreslono wptyw
dodatkowego startera XT-312 ogrzewanego w temperaturze 65 °C przez 10 lub 30 minut na wybrane cechy
jakosciowe serdw typu holenderskiego o obnizonej zawartosci ttuszczu otrzymanych w warunkach
przemystowych. Okreslono zawartos¢: azotu rozpuszczalnego przy pH 4,6, azotu rozpuszczalnego w kwasie
trichlorooctowym (TCA) i azotu amoniakalnego, zmiany mikrobiologiczne, teksturalne i sensoryczne.
Zastosowanie w produkcji sera dodatkowego startera XT-312 poddanego obrébce cieplnej w temperaturze
65 °C zarédwno w czasie 10 jak i 30 minut przyspieszato dojrzewanie seréw w poréwnaniu do seréw
kontrolnych. Zawartos¢ wszystkich badanych form zwigzkéw azotowych byta istotnie wigksza w serach
wyprodukowanych z zastosowaniem dodatkowego ogrzewanego startera. Zastosowanie dodatkowego
ogrzewanego startera XT-312 poprawiato cechy sensoryczne i teksturalne (znacznie zmniejszyto twardos¢
serdw w poréwnaniu z serami kontrolnymi) seréw typu holenderskiego o obnizonej zawartosci ttuszczu.
Zazwyczaj konsekwencja obnizania kalorycznosci (zawartosci ttuszczu) serédw typu holenderskiego jest
wzrost twardosci serdw [Fenelon i Guinee 2000, Kigukoner i Haque 2003]. Stwierdzono, ze kultury
starterowe poddane obrébce cieplnej w temperaturze 65 °C i w czasie dtuzszym niz 10 minut moga by¢
wykorzystywane jako dodatkowe zZrédto enzymdw przyspieszajacych proces dojrzewania i poprawiajacych
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cechy sensoryczne. Wydtuzony czas (powyzej 10 minut) obrdbki cieplnej dodatkowego startera jest
korzystny ze wzgleddw praktycznych, poniewaz obrdbka taka moze byé prowadzona w warunkach
przemystowych w mateczniku i nie wymaga jak w przypadku krétkich czaséw (do kilkunastu sekund)
zastosowania dodatkowej linii pasteryzacyjnej w przeptywie. Dobrze dobrana nieaktywna fermentacyjnie
kultura moze stanowi¢ takze, oprécz Zrddta enzymoéw, dodatkowe Zrodto zwigzkéw aromatyzujgcych
wnoszonych z kultura.
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5.5. Wybrane aspekty bezpieczeristwa mikrobiologicznego i wtasciwosci prozdrowotnych zywnosci

Od poczatku mojej pracy prowadzitam badania poswiecone okreslaniu jakosci mikrobiologiczne;j
réznych produktow spozywczych. Wyniki postuzyty do przygotowania czterech doniesien sesyjnych,
szczegotowo z zakresu: jakosci serdw podpuszczkowych dojrzewajacych, mleka, preparatéw do zywienia
niemowlat i matych dzieci oraz przypraw i zi6t (I17).

Aspektom zagrozen zwigzanych z wystepowaniem bakterii patogennych takich jak Listeria
monocytogenes i Escherichia coli w produktach zywnosciowych poswiecitam trzy artykuty przeglagdowe
(14B1, 114B3 i 114B9).

W ostatnim czasie wraz z cztonkami zespotu prowadzitam badania (I14A15) dotyczace oceny
przezywalnosci probiotycznych szczepéw LAB (Bifidobacterium BB-12, Lb. rhamnosus GG, Lb. casei, Lb.
acidophilus, Lb. plantarum) pochodzacych z preparatdw probiotykéw komercyjnych w symulowanych
warunkach przewodu pokarmowego cztowieka. Probiotyki polecane sa m.in. w diecie dzieci poddawanych
antybiotykoterapii, cierpigcych na alergie pokarmowe czy biegunki podréznych. W przypadku matych dzieci
przy przyjmowaniu preparatu probiotycznego zaleca sie usuniecie specjalnej kapsutki, ktéra chroni bakterie
probiotyczne przed warunkami panujagcymi w gérnym odcinku przewodu pokarmowego cztowieka. Jednak
usuniecie tej kapsutki moze ostabi¢ przezywalnos¢ bakterii i zmniejszy¢ skutecznosé ich dziatania
w organizmie dziecka. Wykazano, ze sposrdd analizowanych komercyjnych bakterii probiotycznych tylko
szczep Lb. plantarum byt oporny na zastosowane warunki symulujace przewdd pokarmowy cztowieka.
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5.6. Podsumowanie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W ramach pracy doktorskiej, a zwtaszcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych nieustannie
doskonalitam swdj warsztat, prowadzac badania z zakresu mikrobiologii produktéw spozywczych, jak
rowniez technologii produktéw mlecznych. Bytam autorka lub wspodtautorka koncepcji wigkszosci
prowadzonych przez mnie badan. Badania realizowatam samodzielnie lub we wspdtpracy ze specjalistami
w dziedzinie mikrobiologii, genetyki i biotechnologii z osrodkéw krajowych (Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie oraz Instytut Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie) oraz zagranicznych (School
of Science and Technology w Nottingham Trent University, UK, L.N. Gumilyov Eurasian National University,
Department of General Biology and Genomics w Kazakhstanie).

M¢j dotychczasowy dorobek naukowy przedstawitam w Tabeli 1 2.

Tabela 1. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Publikacje (z uwzglednieniem prac wykazanych jako osiagniecie naukowe)
Przed doktoratem Po doktoracie tacznie

Kat i
ategoria iczba | IF pkt. MEIN | liczba IF pkt. MEIN liczba IF pkt. MEIN

Oryginalne prace

, - - - 15 50,320 1260 15 50,320 1260
tworcze z IF

Oryginalne prace
tworcze bez IF
Publikacje
przegladowe z IF
Publikacje
przegladowe bez IF
Rozdziaty

w monografiach
Razem publikacje 4 - 30 25 53,155 1370 29 53,155 1400
Patenty, komunikaty konferencyjne, inne
Patenty - - - 1 - 25 1 - 25
Postery 11 - - 10 - - 21 - -
komunikaty ustne
(referaty)
sekwencje DNA
zdeponowane - - - 1 - - 1 - -
w GenBank

udziat w projektach
badawczych i
badawczo-
rozwojowych

udziat w projektach
dydaktycznych
artykuty popularno-
naukowe

Razem 14 - - 16 - - 30 - 25

tACZNIE 1425

3 - 26 1 - 13 4 - 39

- - - 2 2,835 40 2 2,835 40

1 - 4 7 - 57 8 - 61

- - - 2 - - 2 - -

2 - - - - - 2 - -
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Tabela 2. Zestawienie prac tworczych

l.p. nazwa czasopisma L:Lﬁ?l?:c'i IF wl.“rjllng numer publikacji
przed doktoratem
Postepy Techniki Przetwérstwa
1 Spozywczego
2008 1 - 4 [14B1
Medycyna Weterynaryjna
2 2008 1 - 10 [14B2
2010 1 - 10 [14B5
Zeszyty Problemowe Postepdw Nauk
3 Rolniczych
2011 1 - 6 [14B6
Doniesienia zgtoszone
4 na konferencjach 11 - - [17B1 - 17B11
krajowych/miedzynarodowych
5 Artykuty popularno-naukowe 2 - - 114B3, 114B4

1

Applied Biochemistry and

Razem przed doktoratem 17 - 30 -

Biotechnology
2015 1 1,606 20 [14A1
2 Microbial Pathogenesis
2015 1 1,888 20 [14A2
3 Food Microbiology
2015 1 3,331 35 [14A3
2017 1 4,090 40 [14A5
4 LWT - Food Science and Technology
2016
1 2,711 35 [14A4
5 European Food Research and
Technology
2019 1 2,366 70 [14A6
7 Postepy Mikrobiologii
2019 1 0,947 20 I14AT
8 Foods
2019 1 4,092 100 [14A8
9 Applied Sciences-Basel
2019 1 2,474 100 [14A9 H1
10 | Food Bioscience
2020 1 4,240 70 [14A10 H2
11 Molecules
2020 1 4,412 140 [14A11 H4
12 | Materials
2020 1 3,623 140 [14A12 H5
13 | Polymers
2020 1 4,329 100 [14A13
14 | Animals
2021 1 2,752 100 [14A14 H3
15 | International Journal of
Environmental Research and Public
Health
2021 1 3,390 140 [14A15
16 Frontiers in Veterinary Science
2021 1 3,412 70 [14A16
17 | Pathogens
2021 1 3,492 100 [14A17
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18 | Postepy  Nauki i  Technologii
Przemystu Rolno-Spozywczego [14B7
2012 2 - - [14B8
19 | Postepy Techniki Przetwdrstwa
Spozywczego
2013 1 - 2 114B9
2021 1 - 20 114B13
2022 1 - 20 [14B14
20 | Zeszyty Problemowe Postepdw Nauk
Rolniczych
2014 1 - 2 [14B10
2018 1 - 13 [14B12
21 | Zywnos¢ Nauka Technologia Jakos¢
2015 1 - 13 [14B11
22 | Patenty 2015 1 - 25 113
23 | Referaty wygtoszone na
konferencjach krajowych 2 - - 17816
S [17B20
i miedzynarodowych
24 | Doniesienia zgtoszone [17B12 - 117B15
na konferencjach 10 - - [I7B17 - 117B19
krajowych/miedzynarodowych [17B21 - 117B23

Razem po doktoracie 53,155 | 1395
Razem 53,155 1425

- po wytaczeniu 5 prac stanowigcych szczegélne osiggniecie naukowe (IF=17,501, 550 pkt. MEIN),
wartos¢ mojego pozostatego dorobku naukowego osigga IF=35,654 i 875 pkt. MEIN, z czego dla prac
opublikowanych po doktoracie IF=35,654, liczba punktéw MEiN - 845.

- Index Hirscha wg Web of Science - 6

- h-index wg Scopus - 7

- liczba cytowan na podstawie Web of Science -198 (z pominigciem autocytowar — 180), z dnia 07.06.22

- liczba cytowan na podstawie Scopus - 212.

6. Inne osiagniecia zwigzane z aktywnosciag dydaktyczna i organizacyjna
6.1. Dziatalnos¢ dydaktyczna

Zajecia dydaktyczne prowadzitam juz w latach 2007 - 2011 w ramach studiéw doktoranckich.
W ramach pracy na stanowisku adiunkta w Instytucie Nauk o Zywnoéci SGGW w Warszawie, prowadze
zajecia dydaktyczne ze studentami | i Il stopnia trybu stacjonarnego, niestacjonarnego kierunku 7echnologia
Zywnosci | Zywienie cztowieka na Wydziale Technologii Zywnosci (WTZ), a takze na kierunku
Bezpieczeristwo Zywnoscioraz Towaroznawstwo w biogospodarce, realizowanych réwniez na WTZ. Zajecia
dydaktyczne z zakresu podstaw przetworstwa mleka prowadze réwniez dla studentéw studiow
stacjonarnych | stopnia kierunku Zootechnika, realizowanego na Wydziale Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony
Zwierzat SGGW w Warszawie. Zajecia dydaktyczne prowadze takze dla studentéw Wydziatu Biologii
i Biotechnologii (kierunek Biotechnologia, kierunek Biologia).

Obecnie realizuje zajecia prowadzone na WTZ SGGW dla studentéw kierunku a) 7echnologia
zZywnosci | Zywienie czfowieka z nastepujacych przedmiotow: Propedeutyka przemystu spozywczego,
Ogolna technologia zywnosci, Technologia mleka, Wspodtczesne technologie, Techniki analityczne
w technologii mleczarskiej, Specjalizacyjny projekt, Konwersatorium dyplomowe, Podstawy metodologii
badan doswiadczalnych, Podstawy opracowywania wynikéw badan naukowych, Mikrobiologia
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i biotechnologia w mleczarstwie, Wybrane zagadnienia z technologii mleczarskiej, Surowce pochodzenia
zwierzecego i roslinnego, Przetwdrstwo surowcow roslinnych i zwierzecych, Ocena jakosci produktow
i logistyka, kierunku b) Bezpieczeristwo Zywnosci z przedmiotdw: Technologia i higiena zywnosci
pochodzenia zwierzecego, Ogélna technologia zywnosci i kierunku ¢) Towaroznawstwo w biogospodarce
z przedmiotdw Towaroznawstwo zywnosci i Towaroznawstwo produktow rolniczych pochodzenia
zwierzecego. Liczba zrealizowanych przeze mnie godzin dydaktycznych w kazdym roku pracy wynosita
srednio okoto 260.

Od 2019 jestem koordynatorem cwiczern z przedmiotu Technologia mleka, realizowanego
dla studentéw studidw | stopnia oraz z przedmiotdw: Jakosé i bezpieczenstwo w technologii produktéw
pochodzenia zwierzecego, Mikrobiologia i biotechnologia w mleczarstwie, Wybrane zagadnienia
z technologii mleczarskiej, Surowce pochodzenia zwierzecego oraz Przetworstwo surowcédw pochodzenia
zwierzecego dla studentdw Il stopnia kierunku 7echnologia Zywnosci i Zywienie cztowieka.

Bytam promotorem 9 prac magisterskich oraz 5 prac inzynierskich na kierunku 7echnologia Zywnosci
I Zywienie czfowieka, 3 prac inzynierskich na kierunku Bezpieczeristwo Zywnosci (kierunki realizowane na
WTZ oraz w trakcie pracy w IBPRS bytam promotorem 2 prac magisterskich zrealizowanych na Politechnice
Warszawskiej (Wydziat Chemiczny, kierunek Biotechnologia) oraz w SGGW (Wydziat Ogrodnictwa,
Biotechnologii i Architektury Krajobrazu, kierunek Biotechnologia).

0d 2021 r. petnig funkcje opiekuna roku studentdw studiéw niestacjonarnych kierunku 7echnologia
Zywnosci | Zywienia cztowieka WTZ SGGW w Warszawie.

W ankietach przeprowadzanych corocznie moja praca dydaktyczna jest wysoko oceniana przez
Studentow. Wysoko oceniana bytam takze w czasie hospitacji prowadzonych przeze mnie zajeé
¢wiczeniowych.

Jestem wspdtautorem 2 rozdziatéw w materiatach do nowych ¢wiczer w . angielskim z przedmiotu
Processing of organic animal raw materials, realizowanego na kierunku Organic Agriculture and Food
Production (anglojezyczne studia stacjonarne, | stopnia).

Aktywnie uczestnicze w roznych wydarzeniach promujacych nauke. Bytam cztonkiem komisji
oceniajacej blok tematyczny ,Technologia zywnosci” w czasie XLIV i XLV edycji Olimpiady Wiedzy
i Umiejetnosci Rolniczych dla uczniéw szkét srednich odbywajacych sie w 20211 2022 odpowiednio. Bratam
aktywny udziat w wydarzeniach promujacych nauki sciste wérdd mtodziezy, np. przygotowaniu na WTZ oferty
zaje¢ w ramach tzw. "Otwartych Laboratoriow”.

Swoje umiejetnosci  dydaktyczne doskonalitam, uczestniczagc w  kursach, szkoleniach
i warsztatach. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ ukonczenie Podyplomowego Studium Pedagogicznego
SGGW w 2010 r. oraz uczestniczenie w programie edukacyjnym Intensive Program Broadening the Skills in
Food Sanitary Safety (IP-218726-08), Universiteit Gent, Belgia w 2009 r. Bratam udziat w szkoleniach pt.
.Nauczyciele akademiccy SGGW wobec studentdw niepetnosprawnych” (13 luty 2020 r.) oraz ,Kontakt ze
studentami z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD)" (27 wrzesnia 2021 r.). Odbytam takze szkolenie
z zakresu statystycznej analizy danych w programie STATISTICA w 2008 r. oraz szkolenie z zakresu
zintegrowanych systemdw zarzadzania jakoscig w przemysle spozywczym w 2008 r. Bratam réwniez udziat
w | Ogélnopolskich Warsztatach ,Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska” w 2008 r.

6.2. Dziatalno$¢ organizacyjna

Obok dziatalnosci naukowej i dydaktycznej istotnym elementem mojej aktywnosci zawodowe;j jest
dziatalnosé organizacyjna. W czasie pracy w IBPRS zostatam powotana przez Dyrektora Instytutu prof. dr
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hab. Artura H. Swiergiela na cztonka komisji przeprowadzajacej audyt Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw
Przemystowych Zaktadu Mikrobiologii IBPRS, jak réwniez do zespotu konsultujgcego prace naprawcze
w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych.

Za najwazniejsze osiagniecie w zakresie dziatalnosci organizacyjnej, wpisujace sie takze
w dziafalnosé¢ o charakterze edukacyjnym, uwazam prace w ramach projektu pt.. "/nnowacyjny Oboz
Naukowy SmartUp" finansowanego przez Narodowe Centrum Badar i Rozwoju, w ramach Dziatania 3.1
.Kompetencje w szkolnictwie wyzszym” "Trzecia Misja Uczelni" (nr projektu WND-POWR.03.01.00-00-
T023/18-01). Projekt, dofinansowany na poziomie okoto 730 tys. PLN, rozpoczat si¢ 01.09.2018 r.,
a zakonczyt 31.10.2022 r. W projekcie petnitam role koordynatora ds. administracyjno-organizacyjnych.
Celem projektu byto podniesienie i rozwdj, wsrod uzdolnionej mtodziezy (w wieku 15-19 lat), kompetenciji
pozwalajgcych na poszerzenie wiedzy specjalistycznej z zakresu pasjonujacych ich dziedzin nauk scistych
i przyrodniczych, rozwdj zainteresowan uczestnikdw Projektu oraz pobudzenie ich aktywnosci edukacyjnej
i kulturalnej. Powyzszy cel realizowany byt przez organizacje 2-tygodniowych Obozédw Naukowych, w czasie
ktérych uczestnicy mieli mozliwosé udziatu w zajeciach teoretycznych i praktycznych, ktére pozwolity im na
rozwoj wiedzy i budowanie kompetencji kluczowych, niezbednych na kolejnych etapach edukacji. Podczas
Obozu uczestnicy podzieleni byli na 4 grupy w ramach $ciezek edukacyjnych z zakresu: medycyny i nauk
medycznych, chemii i biochemii, robotyki i programowania oraz fizyki i nowych technologii. Zajecia
prowadzili wyktadowcy z najlepszych uczelni w Polsce (m.in. SGGW w Warszawie, Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego i Politechniki Warszawskiej) oraz z Europy
(Cambridge University, Oxford University, University College London, Imperial College London, University
of Edynburgh).

Uczestnicze jako sekretarz w pracach Uczelnianej Komisji Wyborczej ds. dyscypliny Technologia
zywnosci i Zywienia (powotanej na okres od 1.09.2020 r. do 31.08.2024 r.) oraz w dziataniach majacych na
celu promocje Wydziatu Technologii Zywnosci oraz mojej macierzystej Uczelni na przyktad w czasie Dni
SGGW czy Dni Otwartych SGGW.

W 2019 r. na podstawie uchwaty Rady Programowej zostatam powotana na cztonka zespotu ds.
promocji Wydziatu Technologii Zywnosci, w ktérego pracach uczestnicze do chwili obecnej.

Dodatkowo w 2019 r. zaangazowatam sie w prace zwigzane z przygotowaniem Raportu Samooceny
kierunku 7echnologia Zywnosci i Zywienie czfowieka oraz kierunku Bezpieczeristwo Zywnosci. Od momentu
mojego zatrudnienia w SGGW wtgczytam sie w prace zwigzane z przygotowywaniem planéw i sprawozdan
z dydaktyki w Zaktadzie Technologii Mleka.

6.3. Dziatalnosé w towarzystwach naukowych i zespotach eksperckich

Od momentu zatrudnienia w SGGW jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Technologdw
Zywnosci. Dodatkowo od 2019 r. jestem cztonkiem lokalnego panelu doradczego (Topical Advisory Panel
Member), Foods (MDPI). We wrzesniu 2021 r. zostatam takze powofana na specjaliste/eksperta do
przygotowania opinii o spoteczno-gospodarczej potrzebie wiaczenia kwalifikacji pt.: ,Farmerskie wyrabianie
serdw i innych produktédw z mleka — Serowar farmerski” do Zintegrowanego Systemu Kwalifikacji przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Departament Rynkéw Rolnych w Warszawie.

6.4. Otrzymane nagrody i wyrdznienia
W czasie pracy w SGGW otrzymatam Nagrode JM Rektora SGGW w Warszawie Zespotowa Stopnia |l
za osiaggniecia badawcze w 2021 r. Dodatkowo uzyskatam wyréznienie JM Rektora SGGW za dotychczasowe
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osiggniecia naukowe, wptywajace znaczaco na rozwoj, promocje oraz prestiz SGGW i od dnia 1.01.2021 r. do
dnia 31.12.2021 r. pobieratam z tego tytutu dodatkowe wynagrodzenie.

6.5. Wspotpraca z osrodkami naukowymi polskimi i zagranicznymi, recenzje publikacji

Od 2016 r. wspotpracuje z dr llong Stefanskg z Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW
w Warszawie w ramach badan nad identyfikacjg genetyczng izolatéw Cronobacter spp. na podstawie
sekwencjonowania 16S rDNA, analizy PCR-RFLP i analizy RAPD-PCR, co zaowocowato publikacjami [14A5
i 14A17. W 2017 r., po ukazaniu sie publikacji 114A5, nawigzatam wspdtprace naukowg z wybitnym
specjalista z zakresu systematyki, charakterystyki fenotypowej i genetycznej oraz patogennosci bakterii
nalezacych do rodzaju Cronobacter, prof. Stephenem J. Forsythe'em i dr Pauline Ogrodzki z School
of Science and Technology w Nottingham Trent University (UK). W ramach tej wspotpracy potwierdzona
zostata metodg MLST prawidtowa klasyfikacja szczepu Cronobacter s37, wyizolowanego z kietkow
rzodkiewki do gatunku Cronobacter condimenti. Wyizolowany przez nasz zespot szczep Cronobacter
condimenti s37 jest drugim wyizolowanym na swiecie szczepem z tego gatunku. Dzieki wspdtpracy z Prof.
S. Forsythe'em i dr P. Ogrodzki, a takze z dr hab. Tamarg Aleksandrzak-Piekarczyk z Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, szczep umieszczono w bazie Cronobacter PubMLST pod numerem ID 1896,
a nastepnie w DDBJ/ENA/GenBank pod numerem akcesyjnym RQEO01000001-RQEO01000043.

Wspotpraca z dr hab. T. Aleksandrzak-Piekarczyk z IBB PAN byta kontynuowana w ramach prac
badawczych nad okresleniem jakosci mikrobiologicznej orzechdw, nasion i suszonych owocdow
ze szczegblnym uwzglednieniem wystepowania Cronobacterspp. (publikacja [14A17).

0d 2020 r. wspdtpracuje z mgr Gulden Nagmetova i profesorem Askarem Kurmanbayevem z osrodka
naukowego L.N. Gumilyov Eurasian National University, Department of General Biology and Genomics,
Kazakhstan w ramach prac badawczych nad aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa biocelulozy z dodatkiem
olejku oregano wobec szczepdw Cronobacterspp., ktdrych wyniki opublikowano w publikacji 114A13.

Wykonatam ponadto 77 recenzji publikacji naukowych dla takich czasopism zagranicznych
jak: Food Research International, International Journal of Food Microbiology, Food Chemistry, European Food
Research and Technology, Journal of Food Science and Technology, Frontiers in Veterinary Sciences
(FRONTIERS), Molecules (MDPI), Biomolecules (MDPI), Foods (MDPI), Applied Science (MDPI), Pathogens
(MDPI), Microorganisms (MDPI), Journal of Marine Science and Engineering (MDPI), Processes (MDPI),
Separations (MDPI), Sustainability (MDPI), Journal of Clinical Medicine (MDPI), International Journal
of Environmental Research and Public Health (MDPI), Fermentation (MDPI), Animals (MDPI) oraz Nutrients
(MDPI).

6.6. Wspotpraca z przemystem

Obok aktywnosci naukowej i dydaktycznej realizuje sie réwniez, wspdtpracujac z podmiotami
gospodarczymi. W moim dorobku jest szes¢ ekspertyz/opracowan wykonanych na zaméwienie podmiotow
zewnetrznych (zatgcznik 4: pkt. 5).

W 2009 r. zrealizowatam zlecone przez Instytut Przemystu Organicznego w Warszawie ,Badania
mikrobiologiczne dziatania bromfenwinfosu i jego trzech zanieczyszczeri przeciwko dwunastu szczepom
drobnoustrojow stosowanych w przemysle spozywczym'. Badania dotyczyty okreslenia wptywu
bromfenwinfosu i jego zanieczyszczen, ktdry jest substancjg czynng lekdw weterynaryjnych przeciwko
warrozie u pszczét oraz zakazeniom pasozytniczym u zwierzat hodowlanych, na drobnoustroje celowo
stosowane w przemysle spozywczym, takie jak bakterie kwasu mlekowego oraz drozdze z gatunku
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Saccharomyces cerevisiae. Badania stanowity czes¢ projektu celowego nr 6 ZR7 2007/C06895
pt: "Uruchomienie produkcji substancji aktywnej - bromfenwinfos w Instytucie Przemystu Organicznego
i uruchomienie produkcji weterynaryjnego srodka leczniczego do zwalczania warrozy u pszczot w Biowet-
Putawy'. Wspodtuczestniczytam w  zaplanowaniu eksperymentdw, wykonaniu wiekszosci badan
i przygotowaniu raportu dla zleceniodawcy. Raport ten byt czescig wniosku o rejestracje weterynaryjnego
srodka leczniczego (zawierajacego jako substancje aktywng - bromfenwinfos) w European Medicines Agency
(EMA) w Londynie.

Wspotpracowatam z firmg ROBICO w Warszawie w ramach zlecenia na temat okreslenia przyczyn
powstawania sktaczen w mleku pasteryzowanym (Zatacznik 4: pkt. 5). W przypadku tego opracowania
bytam odpowiedzialna za wykonanie badan oraz wspottworzytam ekspertyzy.

W latach 2008-2011 bratam udziat w przygotowaniu ekspertyz dla Gtéwnego Urzedu Cet
dotyczacych klasyfikacji produktéw mleczarskich.

W 2019 r. wspotpracowatam z firmg DSM Food Specialities Poland Sp. z 0.0. w Mszczonowie
w ramach dwach prac zleconych pt. ,Badanie przydatnosci wybranych starterdw bakterii kwasu mlekowego
w produkcji tradycyjnych twarogéw” oraz ,Badanie przemystowej przydatnosci wybranych kultur
starterowych w produkcji seréow kwasowych”. W przypadku tych opracowan bytam odpowiedzialna
za wykonanie badan oraz wspottworzytam raporty.

W 2021 r. bylam wspdtautorem opracowania ,Eko — rozwigzania na jutro w sektorze rolno -
spozywczym. Polskie Produkty dla transformacji do Gospodarki o Obiegu Zamknigtym” dla projektu
wspdfinansowanego przez NCBiR w ramach pierwszego konkursu na projekty otwarte w ramach
Strategicznego programu badan naukowych i prac rozwojowych "Spoteczny i gospodarczy rozwdj Polski
w warunkach globalizujgcych sie rynkéow GOSPOSTRATEG”. Opracowanie wskaznikdw pomiarowych
umozliwiajgcych ocene postepu w transformacji w kierunku gospodarki o obiegu zamknigetym oraz wptywu
gospodarki o obiegu zamknietym na rozwdj spoteczno-gospodarczy na poziomie mezoekonomicznym
(regiondw) i makroekonomicznym (gospodarki narodowej). Akronim oto - GOZ.

6.7. Osiggniecia w zakresie popularyzacji nauki

W celu popularyzacji wiedzy o wspdtczesnych trendach w technologii mleka publikowatam
w czasopismach branzowych z sektora mleczarskiego, takich jak Przeglad Mleczarski oraz w innych
periodykach o tematyce zwigzanej z jakoscig produktdw spozywczych (np. Przeglad Piekarski
i Cukierniczy). Do tej pory ukazaty sie dwa artykuty popularno-naukowe z moim wspétautorstwem (114B3,
114B4).

?mbo wihe, Momha_
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