ZALACZNIK 3

dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel

Zaktlad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Wydziat Nauk o Zywnosci

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

AUTOREFERAT

z opisem osiggnie¢ naukowych
zwigzanych z postepowaniem habilitacyjnym

Warszawa, 2019



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel Zatgcznik 3 — Autoreferat

Spis tresci

I B 7T o U= o =Yoo 111V T PRSP 3
2. Posiadane dyplomy, tytuly i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doKtorskiej .........ccccoiiiiiiiiiiiii e 3
Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych ..................... 3
Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789.......ccccccevvneeen. 5
4.1. Tytut 0SIggnIeCia NAUKOWEGO .......ccciiiiiiiiiiiiie ettt e e e 5

4.2. Publikacje wchodzgce w skiad osiggniecia stanowigcego podstawe ubiegania sie
0 stopien doktora habilitoWan@go............c.oiuiiiiiiiiie e 5

4.3. Omowienie celu naukowego publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego
stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego i osiggnietych wynikéw wraz

z omowieniem ich ewentualnego WYKOrzystania ...........ccceevvvieeiiiiee s 7
4.3.1. L AT (= J PP PPPPPRN 7
4.3.1.1. Charakterystyka prebiotykOW ...........ccccccviiieiieiiiiiiiiiiecce e, 7
4.3.1.2.  Charakterystyka pullulanu ...........ccccoiiiiiiiiiiiiece e 8
4.3.2. Cel naukowy oraz omoéwienie wynikdw badan ..............ccccceviiiiiieeeeecinnnnn, 10

4.3.3. Weryfikacja zdolnosci wykorzystania pullulanu jako zrédta wegla przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus i analiza wptywu suplementacji podtoza
hodowlanego pullulanem na wzrost i aktywnos¢ metaboliczng wybranych
bakterii z rodzaju Lactobacillus w badaniach modelowych ........................ 11

4.3.4. Ocena in vitro mozliwosci wykorzystania pullulanu jako zrédta wegla przez
drobnoustroje stanowigce mikroflore przewodu pokarmowego niemowilat...16

4.3.5. Wpykazanie korzystnego wplywu dodatku pullulanu na cechy
fizykochemiczne jogurtéw naturalnych i przezywalno$¢ LAB podczas ich
chtodniczego przechowywania oraz akceptowalnosci konsumenckiej

wytworzonych
JOgUuItOW NaturalnNyCh ..o 21
4.3.6. Ocena mozliwosci zastosowania pullulanu jako substancji niskottuszczowej
w parzonych, homogenizowanych kietbasach .............cccccocciiiiiiiis 26
5. Oméwienie pozostalych osiggnieé naukowo-badawczych ...........ccccccoiiiiiiiiiiinnnnnns 37
5.1. Wplyw przechowywania i obrébki technologicznej na zmiany mikrobiologiczne
i fizykochemiczne wybranych produktow spozywczych ..........cccccoviiiiiiiniiininnnneen. 40
5.2. Suplementacja podtoza hodowlanego zwigzkami magnezu i jej wptyw na aktywnosc¢
wybranych szczepow grzybow i bakterii kwasu mlekowego ..........cccooccvvieeiiiiininins 41
5.3. Przeciwdrobnoustrojowa aktywnos¢ bakterii mlekowych, produktéw fermentowanych
orientalnych i ekstraktOw ZiotoWYCh ..., 42
5.4. Nowe trendy w technologii zywno$ci - wykorzystanie wiasciwosci funkcjonalnych
EPS pochodzenia drozdzowego oraz wosku i pytku pszczelego ..........ccccceeeeiinnnne 44
5.5.  Przechowywanie szczepdw referencyjnych ..........ccccociiiiiiiiiiiiie e 44
6. Podsumowanie pracy NAUKOWO—DadaWCZe] ........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 45



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel Zatgcznik 3 — Autoreferat

1. Dane osobowe
Imie i nazwisko: Anna Chlebowska - Smigiel

Miejsce pracy: Wydziat Nauk o Zywnosci
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywno$ci
ul. Nowoursynowska 159C , 02-776 Warszawa

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2007 . Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Nauk o Zywnosci
Stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie
technologii zywnosci i zywienia
Praca doktorska pt.: ,Badania nad zastosowaniem pullulanu
w postaci powtoki jadalnej jako czynnika trwato$ci wybranych
surowcoéw rodlinnych” realizowana w Katedrze Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny Zywnosci pod kierunkiem prof. dr hab.
Matgorzaty Gniewosz

1989r. Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Ekonomiczno—Rolniczy
Studium Podyplomowe Doskonalenia Pedagogicznego
Zaswiadczenie nr 204/91

1988 r.- Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Technologii Zywno$ci
Kierunek: technologia zywnosci i zywienia
Tytut zawodowy magistra inzyniera technologii zywnosci
Praca magisterska pt.: ,Analiza mikrobiologiczna procesu produkcji
grzybni pieczarki’ realizowana w Katedrze Technologii Przemystu
Fermentacyjnego i Owocowo-Warzywnego pod kierunkiem prof. dr
hab. Romana A. Grzybowskiego

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.01.2010 — Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
do chwili obecnej Wydziat Nauk o Zywnosci _

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny ZywnoSci

Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Adiunkt



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel

01.03.2008-
31.12.2009

01.11.2007-
28.02.2008

01.11.2003-
31.10.2007

01.10.2000—-
30.10.2003

01.12.1989—
30.09.2000

17.12.1988—-
30.11.1989

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Nauk o Zywnosci

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Starszy wyktadowca z doktoratem

Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Nauk o Zywnosci

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci
Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Wyktadowca

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Technologii Zywnosci

Katedra Technologii i Oceny Zywnosci

Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Uczestnik studiow doktoranckich (urlop bezpfatny)

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Technologii Zywno$ci

Katedra Technologii i Oceny Zywnosci

Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Wyktadowca

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Technologii Zywnosci

Katedra Technologii i Oceny Zywnosci

Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci

Asystent

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Technologii Zywno$ci

Katedra Przemystu Fermentacyjnego i Owocowo-Warzywnego

Zaktad Mikrobiologii Technicznej
Asystent stazysta

Zatgcznik 3 — Autoreferat



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel Zatgcznik 3 — Autoreferat

4. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego 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 (t.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789)

4.1. Tytul osiggniecia naukowego

Osiggnieciem naukowym wynikajgcym z art. 16 ust.2 Ustawy z dnia 14
marca 2013 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789) jest cykl szesciu publikaciji
naukowych

Studia nad zastosowaniem pullulanu w zywnosSci jako substancji
dodatkowej o dziataniu prebiotycznym

4.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia stanowigcego podstawe
0 ubieganie sie o stopien doktora habilitowanego

H1 Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M. 2013: Préba zastosowania pullulanu
jako stymulatora wzrostu wybranych bakterii probiotycznych
i potencjalnie probiotycznych. Zywnosé. Nauka. Technologia. Jako$é, 3 (88), 111
—124.

IF2013 = 0,311; MNiISW 2013 = 15 pkt

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, planowaniu
doswiadczen, opracowaniu metodyki badan, prowadzeniu badan, analizie i interpretacji wynikow

badarn, sformutowaniu wnioskéw, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z wydawnictwem.
Méj udziat szacuje na 80%.

H2 Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M., Wilczak P , Kamola D. 2014: Wptyw
dodatku pullulanu na wzrost i zdolnosci fermentacyjne wybranych bakterii
z rodzaju Lactobacillus. Zywno$é. Nauka. Technologia. Jako$é, 4(95), 74-74.

IF = 0; MNiSW 2014 =15 pkt.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji, wiodgcym udziale
W opracowaniu metodyki badan, wspétudziale w badaniach i analizie wynikéw, sformutowaniu

wnioskow, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z wydawnictwem MOo¢j udziat szacuje na
70%.

H3 Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M., Kieliszek M., Bzducha-Wrébel
A. 2017: The effect of pullulan on the growth and acidifying activity of selected
stool microflora of human. Current Pharmaceutical Biotechnology, 18 (2), 121-126.
IF 2017 = 1,819; MNiSW 2017: 30 pkt

Moéj wktad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wiodgcym udziale
W opracowaniu metodyki badan, wspétudziale w badaniach i interpretacji wynikow, sformutowaniu

wnioskow, przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z wydawnictwem MOo¢j udziat szacuje na
70%.
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H4 Kycia K., Chlebowska - Smigiel A., Gniewosz M., Sokét E. 2018: Effect of
pullulan on the physicochemical properties of yogurt. International Journal of Dairy
Technology, 71, 1, 64-70.

IF 2018 = 1,225; MNiSW 2018: 25 pkt

Moéj wktad w powstanie tej pracy polegat na: wspdétudziale w planowaniu doswiadczen
i opracowaniu metodyki badan, nadzorowaniu prowadzonych badan, poszukiwaniu literatury,
analizie i interpretacji wynikow badan, wspdétudziale w przygotowanie manuskryptu. Moéj udziat
procentowy szacuje na 50%.

H5 Chlebowska - Smigiel A., Kycia K., Neffe-Skocinska K., Kieliszek
M., Gniewosz M., Kotozyn-Krajewska D. 2019: Effect of pullulan on
physicochemical, microbiological, and sensory quality of yogurts. Current
Pharmaceutical Biotechnology, 20, DOI: 10.2174/1389201020666190416151129

IF 2018: 1,819; MNiSW 2018: 30 pkt

M¢oj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: przygotowaniu koncepcji pracy, przeprowadzeniu
oznaczenn mikrobiologicznych | chemicznych, poszukiwaniu dostepnej literatury, analizie
i opracowaniu wynikbw oznaczen, analizie statystycznej wynikbéw, przygotowaniu manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

H6 Cegietka A., Gniewosz M., Ha¢ — Szymanczuk E., Chlebowska — Smigiel
A. 2017: Effect of the addition of pullulan on the quality of low-fat homogenized
scalded sausages. CyTa Journal of Food, 15, 147 — 154.

IF 2017 = 1,371, MNiSW 2017: 20 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat wspoétudziale w planowaniu doswiadczen, opracowaniu
metodyki badan, przeprowadzeniu cze$ci badan, analizie i interpretacji wynikow badan,
sformutowaniu wnioskow, wspdtudziale w przygotowanie manuskryptu. Méj udziat procentowy
szacuje na 45 %.

Oswiadczenia wspotautorow odnosnie ich udziatu we wspdlnych publikacjach
stanowigcych jednotematyczny cykl zostaty zmieszczone w zatgczniku 5.

Osiggniecie bedgce podstawg ubiegania sie o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk rolniczych zostato przedstawione w publikacjach
0 facznej wartosci wspoétczynnika IF* = 6,545; (135 pkt. MNiSW**)

Wartos¢ Indexu Hirscha wg bazy Web of Science wynosi 3,
zas liczba cytowan 22 (20 bez autocytowan).

Wartos¢ Indexu Hirscha wg bazy Elsevier Scopus wynosi 3,
iczba cytowan 30 (29 bez autocytowan).

*Warto$¢ IF z roku publikacji, a w przypadku publikacji za lata 2018 i 2019 podano ostatnio
wykazany. **Liczba punktéw wg listy recenzowanych czasopism naukowych okreslona przez
MNiSW
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4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wstep

4.3.1.1. Charakterystyka prebiotykow

Ustalona w 2007 roku przez FAO/WHO definicja prebiotykow okresla je jako
,niezdolne do zycia sktadniki pokarmowe, ktore wywierajg korzystny wptyw na
zdrowie gospodarza w zwigzku z modulacjg zespotu mikroorganizmow jelitowych”
Definicja ta zostata =zaktualizowana w grudniu 2016r., zgodnie wiedzg
o najnowszych osiggnieciach naukowych i klinicznych i obecnie okresla ona
prebiotyk jako ,substrat, ktéry jest selektywnie wykorzystywany przez wykazujgce
korzystne efekty zdrowotne mikroorganizmy gospodarza®. Rozszerza ona
koncepcje prebiotykdw, uznajgc za nie nie tylko stosowane powszechnie
weglowodany, ale rowniez polifenole i wielonienasycone kwasy ttuszczowe
przeksztatcone w odpowiednie metabolity. Chociaz wiekszo$s¢ obecnych
prebiotykbw podaje sie doustnie, mozna je réwniez podawaé bezposrednio do
innych skolonizowanych mikrobiologicznie miejsc ciata, takich jak pochwa i skoéra.
Skutki zdrowotne prebiotykbw obecnie obejmujg, miedzy innymi, korzySci
w obrebie przewodu pokarmowego (hamowanie patogendw, stymulacja
immunologiczna), kardiometabolizm (np. obnizenie poziomu lipidéw we krwi),
zdrowie psychiczne (np. metabolity wptywajgce na funkcjonowanie mozgu) i kosci
(np. biodostepno$¢ mineratéw). Utrzymano wymaog selektywnych mechanizmoéw,
w ktérych posredniczy mikroflora. Korzystne skutki zdrowotne muszg byc¢
udokumentowane, aby substancja mogta byé uznana za prebiotyk. [Slizewska
i wsp. 2013; Gibson i wsp. 2017]. Aby substancja podawana doustnie
z pozywieniem zostata zatwierdzona jako prebiotyk musi spetni¢ wiele wymagan:
podlegaé procesowi fermentacji przez mikroflore jelitowg, selektywnie stymulowaé
wzrost i/lub aktywnosé szczepdw wywierajgcych pozytywny wptyw na zdrowie,
takich jak Bifidobacterium, Lactobacillus i Eubacterium, obniza¢ pH tresci jelitowej
chronigc przed rozwojem drobnoustrojow chorobotworczych, m.in. z rodzajow
Clostridium czy Bacteroides, wywieraC miejscowo Kkorzysci w ukfadzie
pokarmowym cziowieka, nie ulegaé dziataniu soku Zzotgdkowego, wykazywacé
odpornos$¢ na hydrolize i enzymy wystepujgce w przewodzie pokarmowym, nie
by¢ wchtaniana w goérnych odcinkach uktadu pokarmowego, by¢ wykorzystywana
jako substrat dla pozytecznych drobnoustrojéw bytujgcych w okreznicy,
wykazywac stabilnos¢ w procesach przetwérstwa spozywczego, mieC niskg
energetycznos¢, < 9 kJ/g. [Gibson & Roberfroid 1995; Holzapfel & Schillinger
2001, Gibson i wsp. 2017].

Prebiotyki mozna wprowadzi¢ do wielu produktow spozywczych, gdzie
traktowane sg jako btonnik pokarmowy (m.in.  pektyny, gumy,
fruktooligosacharydy, izomaltooligosacharydy, ksylooligosacharydy,
oligosacharydy sojowe, inuliny, laktuloza i skrobie oporne) [Roberfroid 2007].
Substancje te, spozyte przez cziowieka, sg wykorzystywane przez szczepy
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z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium. W efekcie ich fermentacji oprocz kwasu
mlekowego powstajg krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA), korzystne dla
przewodu pokarmowego. Obok znanych i stosowanych juz 2zwigzkow
o udokumentowanych wtasciwosciach prebiotycznych poszukuje sie nowych
substancji, ktére mogg odpowiadac kryteriom stawianym prebiotykom i stanowi¢
dodatkowy, korzystny sktadnik produktu spozywczego. Takg substancjg moze byc¢
pullulan [Ryan i wsp. 2006].

4.3.1.2. Charakterystyka pullulanu

Pullulan jest zewngtrzkomorkowym polisacharydem wytwarzanym wytgczne
na drodze biosyntezy mikrobiologicznej przez Aureobasidium pullulans.
Czasteczka pullulanu jest zbudowana =z pierscieni a-glukopiranozydowych,
potgczonych ze sobg wigzaniami  (1—4)-a-D-glikozydowymi w  tri-
i tetrasacharydowe jednostki, ktére z kolei sg powigzane wigzaniami (1—6)-a-D-
glikozydowymi, co ma wptyw na wiele korzystnych cech pullulanu [Leathers 2003].
Uzyskane na drodze modyfikacji genetycznych nowe szczepy Aureobasidium nie
wytwarzajg zwigzkow melaninowych i mogg syntetyzowac pullulan z wyzszg
wydajnoscig niz szczepy rodzicielskie [Gniewosz i Duszkiewicz-Reinhard 2008].
Oczyszczony preparat pullulanowy ma postac biatego proszku, nie posiada smaku
ani zapachu, bardzo dobrze rozpuszcza sie w cieptej i zimnej wodzie. Roztwory
pullulanu sg bezbarwne i lepkie, ale nie tworzg zeli, niezaleznie od pH oraz
temperatury [Singh i wsp. 2008].

Pullulan ma wartos¢ LDso wiekszg niz 14,289 g/kg ciata myszy.
Smiertelno$¢ zwierzat doswiadczalnych przy 14,28 g pullulanu /kg ciata myszy
wynosi zero [Okada i wsp. 1990]. Przeprowadzono testy na chroniczng
toksycznos¢ oraz wiasciwosci mutagenne pullulanu dowiodty, Zze jest to zwigzek
nieszkodliwy i nie wykazujgcy zdolnosci mutagennych Dodatkowo testy
przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze moze on by¢ stosowany w diecie
w ilosci 10% bez negatywnego wptywu na zmiany zdrowotne u testowanych
zwierzat [Kimoto i wsp. 1997]. W przeprowadzonych badaniach in vitro
stwierdzono, ze obecno$¢ pullulanu w diecie cztowieka obniza stezenie glukozy
we krwi az o 54% w poréwnaniu do préby kontrolnej. Sugeruje to, ze pullulan jest
trawiony bardzo powoli i jest stabo wchtaniany przez przewdd pokarmowy.
W zwigzku ze spowolnieniem czasu wzrostu i obnizenia poziomu glukozy we krwi,
a tym samym eliminacji gwaltownych napadow gtodu moze on znalez¢
zastosowanie w zywnosci dla diabetykéw i oséb odchudzajgcych sie [Wolf i wsp.
2003; Spears i wsp. 2005].

Podsumowujgc dotychczasowe doniesienia literatury Swiatowej, pullulan
wykazuje wiele cech charakterystycznych dla prebiotykéw: ulega tylko czesciowe;j
hydrolizie przy udziale amylazy Slinowej i trzustkowej, a enzymy jelita cienkiego
rozktadajg go tworzgc zaledwie 2,7% glukozy Jest fermentowany przez mikroflore
jelita grubego do SCFA. Charakteryzuje sie niskg kalorycznoscig wynoszacg 8,70
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kJ/g (2,10 kcal) [Bryan i wsp. 2003; Singh i wsp. 2008]. Pullulan jest substancjg
dopuszczong do stosowania w zywnosci. Od roku 2002 jest na liscie GRAS,
w roku 2004 zostat zatwierdzony przez Unie Europejskg jako substancja
dodatkowa do stosowania w zywnosci. Okreslono maksymalng dawke pullulanu
i stwierdzono, ze osoby doroste mogg spozy¢ okoto 2,3 g pullulanu/dzien.
Decyzjg Gtéwnego Inspektora Sanitarnego z 28 lipca 2005 roku zostat
dopuszczony w Polsce jako sktadnik listkbw odswiezajgcych oddech i otrzymat
numer E1204 [Gniewosz 2009]
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4.3.2. Cel naukowy oraz omowienie wynikow badan

Celem naukowym Osiggniecia, bedgcego podstawg do ubiegania sie o stopien
naukowy doktora habilitowanego zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (.j. Dz.U. z 2017 r. poz. 1789) jest:

o weryfikacja zdolnosci wykorzystania pullulanu jako zrédta wegla przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus i analiza wptywu suplementacji podtoza
hodowlanego pullulanem na wzrost i aktywno$¢ metaboliczng wybranych
bakterii z rodzaju Lactobacillus w badaniach modelowych (H1,H2)

e o0ocena in vitro mozliwosci wykorzystania pullulanu jako zrédta wegla przez
drobnoustroje stanowigce mikroflore przewodu pokarmowego niemowlagt
(H3)

e wykazanie korzystnego wptywu dodatku pullulanu na cechy
fizykochemiczne jogurtow naturalnych i przezywalnos¢ LAB podczas ich
chtodniczego przechowywania oraz akceptowalnosci konsumenckiej
wytworzonych jogurtéw naturalnych (H4, H5)

e ocena mozliwosci zastosowania pullulanu jako substancji niskottuszczowej
w parzonych, homogenizowanych kietbasach (H6)

Pullulan i mozliwosci jego aplikacji jako sktadnika powtok jadalnych
w przetworstwie zywnosci byty przedmiotem moich badan w ramach realizowanej
w latach 2003-2007 pracy doktorskiej. W dostepnej literaturze, obok doniesien
dotyczgcych optymalizacji procesu biosyntezy pullulanu, zastosowania jako
powtoki lub filmu jadalnego, znalaztam réwniez informacje o jego potencjalnych
wiasciwos$ciach prebiotycznych. W zwigzku z tym, po uzyskaniu stopnia doktora
podjetam badania nad mozliwoscig wykorzystania pullulanu przez bakterie
z rodzaju Lactobacillus jako substancji korzystnie wptywajgcej na ich wzrost lub
aktywnos$¢ metaboliczng. LAB sg powszechnie wykorzystywane w przemysle
spozywczym, produkty otrzymywane z ich udziatem sg chetnie spozywane.
Zastosowanie pullulanu jako substancji dodatkowej o wtasciwosciach
prebiotycznych byé moze wptynetoby na poszerzenie asortymentu dostepnych
produktach fermentowanych.

Warto podkreslic, ze w ramach przedmiotowego osiggniecia podijeto
badania wptywu dodatku pullulanu na wzrost i aktywnos¢ LAB oraz jako substancji
dodatkowej do produktow spozywczych, ktore wczesniej nie byty analizowane
przez innych badaczy, badz byty prowadzone w innym zakresie.
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4.3.3. Weryfikacja zdolnosci wykorzystania pullulanu jako zrédia wegla
przez bakterie z rodzaju Lactobacillus i analiza wptywu suplementacji
podioza hodowlanego pullulanem na wzrost i aktywnos¢ metaboliczng
wybranych bakterii z rodzaju Lactobacillus w badaniach modelowych

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) od lat wykorzystywane sg przez ludzi do
produkcji zywnosci i stosowanie w wielu dziedzinach przemystu spozywczego.
Dzieki ich wtasciwosciom fermentacyjnym otrzymuje sie kiszonki warzywne,
jogurty, kefiry, sery ale takze fermentowane przetwory miesne, sojowe, zywnos¢
orientalng oraz pieczywo zytnie [Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro 2010].
Jednoczes$nie stanowig one naturalng mikroflore uktadu pokarmowego ludzi. Majg
zdolnos¢ do tworzenia witamin z grupy B, ktore odgrywajg istotng role
w procesach metabolicznych organizmu [Arnoldi 2004]. Dodawane do produktow
spozywczych sktadniki bioaktywne, jak btonnik pokarmowy, inulina czy
fruktooligosacharydy prowadzg do zmian zaréwno w skfadzie, jak i aktywnosci
mikroflory przewodu pokarmowego, co przynosi korzysci dla zdrowia
i samopoczucia konsumenta [CieSlik i Gebusia 2011, Charalampopoulos
& Rastall 2012]. W licznych badaniach wykazano wptyw tych zwigzkéw na
stymulacje wzrostu bakterii probiotycznych z rodzajéow Bifidobacterium
i Lactobacillus [Ghoddusi i wsp. 2007; Jafosinska 2007; Pompei i wsp. 2008;
Hernandez-Hernandez i wsp. 2012]. W dostepnej literaturze Swiatowej dane na
temat wilasciwosci prebiotycznych pullulanu sg jednak bardzo ograniczone.
Przeprowadzone dotychczas badania wykazaty, ze pullulan, m.in. stymuluje
wzrost szczepow z rodzaju Bifidobacterium [Ryan i wsp. 2006; Singh i wsp. 2008].
W zwigzku z tym, postawiona przeze mnie pierwsza hipoteza badawcza miata
na celu sprawdzenie, czy bakterie kwasu mlekowego sa zdolne do
wykorzystania pullulanu jako zrédta wegila.

Do badan wybranych zostato 25 szczepow probiotycznych i potencjalnie
probiotycznych bakterii z rodzaju Lactobacillus (H1), pochodzgcych z Kolekgciji
Czystych Kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Zaktadu
Biotechnologii Mleka SGGW w Warszawie oraz Instytutu Technologii Fermentacji
i Mikrobiologii Politechniki t.6dzkiej. Materiat do badan stanowit handlowy pullulan,
pochodzacy z firmy Focubase (Chiny). Badania prowadzono w podtozu MRS (de
Man, Rogosa and Sharpe medium), zmodyfikowanym dodatkiem glukozy
i pullulanu. Podtoza kontrolne stanowity ptynne podtoza MRS, ze zréznicowang
zawartoscig glukozy — od 0,0 do 2,0 % (v/v) oraz pozostatymi sktadnikami, jak
w standardowym podtozu. W podtozach doswiadczalnych glukoze zastgpiono
pullulanem w stezeniu 0,5; 1,0; 1,5 lub 2,0 %. Zastosowano takze zmodyfikowane
podtoze MRS, zawierajgce rownoczesnie 2,0 % glukozy i 2,0 % pullulanu (H1,
H2). Podtoza kontrolne oraz doswiadczalne (bez pullulanu) sterylizowano
w autoklawie (121 °C przez 20 min). Wodny roztwér pullulanu wyjatawiano przez
filtracje przy uzyciu jatowych filtréw o srednicy poréow 0,47 um (Whatman, Niemcy)
i dodawano po sterylizacji do ostudzonych podtozy (H1, H2, H3). W celu
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przygotowania inokulum bakterie inkubowano przez 24 h, w zaleznosci od
preferencji temperaturowych szczepu, w 30 °C (wszystkie szczepy z gatunku
L. plantarum i szczep L. arabinosus) lub w 37 °C (szczepy z gatunku
L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei i L. paracasei). Nastepnie hodowle
poddawano wirowaniu. Odwirowang biomase bakterii zawieszano w roztworze soli
fizjologicznej tak, aby stezenie komoérek wynosito 108 jtk / ml (0,5 © McFarlanda)
a nastepnie rozcienczano dziesieciokrotnie, az do uzyskania liczby komorek
rzedu 108 jtk/ml (H1) lub 10° jtk/ml (H2). Tak przygotowane zawiesiny szczepow
przenoszono do uprzednio przygotowanych podtozy kontrolnych
I doswiadczalnych (H1,H2).

Do hodowli szczepow wykorzystano automatyczny analizator wzrostu
mikroorganizmow Bioscreen C (Yo AB Ltd, Growth Curves, Helsinki, Finlandia).
Badania prowadzono przez 48h w 30°C (I etap) i 37°C (ll etap), w zaleznosci od
wymagan temperaturowych LAB. Kazdy wariant podtoza z badanym szczepem
bakterii przygotowano w trzech powtorzeniach, wprowadzajgc 360 pl podtoza i 40
Ml badanego szczepu. Wzrost szczepow mierzono przy uzyciu turbidymetrycznej
metody z zastosowaniem filtru szerokopasmowego (420-580 nm), ktéry jest mniej
wrazliwy na zmiane barwy podtoza. Absorbancje mierzono przez 48h,
w odstepach 2 - godzinnych, po uprzednim automatycznym wytrzgsaniu probek
przez 20 sekund przed kazdym odczytem (H1). Réwnolegle prowadzono hodowle
badanych bakterii w kolbach, w podiozach kontrolnych i doswiadczalnych
0 objetosci 50 ml, z zachowaniem takich samych warunkéw temperatury i czasu
hodowli. Po 24 i 48h hodowli oznaczano zmiany pH oraz kwasowosci ogodlne;.

Z 25 poddanych badaniom szczepéw LAB, w przypadku 12 z nich uzyskatam
zadowalajgce wyniki. Byly to szczepy: Lactobacillus paracasei tOCK 0919,
Lactobacillus plantarum 44, Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149,
Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01834, Lactobacillus plantarum ATCC 4080,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, Lactobacillus acidophilus Bauer
1 Lactobacillus acidophilus CH- 2, Lactobacillus acidophilus CH-5, Lactobacillus
acidophilus Lac 4, Lactobacillus casei ATCC 393, Lactobacillus arabinosus ATCC
8014 (H1). Analiza zmian gestosci optycznej (OD) podczas 48h hodowli pokazata,
ze dodatek pullulanu jako zrodta wegla, w zastosowanych stezeniach spowodowat
niewielki wzrost biomasy badanych bakterii. Uzyskane warto$ci OD mieScity sie
w granicach od 0,4 (dla L. casei ATCC 393, L. arabinosus ATCC 8014,
L acidophilus Bauer 1, Lactobacillus acidophilus CH- 2, Lactobacillus acidophilus
CH-5, Lactobacillus acidophilus Lac 4) do nieco powyzej 0,6 (dla L. plantarum 44,
Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149, Lactobacillus plantarum NCAIM
B. 01834, Lactobacillus plantarum ATCC 4080 i Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469. Wyzsze wartoéci OD zaobserwowatam w pozywkach kontrolnych (MRS
z zawartoscig glukozy od 0,5 do-2,0%). Maksymalne wartosci OD w tych
hodowlach, w zalezno$ci od szczepu bakterii, miescity sie w przedziale 0,8 — 1,5.
Na podstawie otrzymanych wynikbw zmian gestosci optycznej mozna
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wnioskowac, ze pullulan byt w matym stopniu wykorzystany przez badane szczepy
bakterii, czego powodem mogta byta ich staba zdolnos¢ do enzymatycznej
hydrolizy pullulanu. Zrédta literaturowe podajg, ze zidentyfikowano pieé typow
enzymow z grupy pullulanaz, pochodzgcych z r6znych drobnoustrojow, ktore sg
w stanie roztozy¢ czgsteczke pullulanu. [Doman —Pytka i Bardowski 2004]. Z kolei
Ryan i wsp. [2006] w swoich badaniach wykazali, ze tylko nieliczne szczepy
Bifidobacterium wytwarzajg pullulanazy rozktadajgce ten zwigzek. Ze
sprawdzonych 42 szczepow Bifidobacterium tylko 11 bylo zdolnych do
wykorzystania pullulanu jako zrodta wegla. W badaniach Mékelainen i wsp. [2010]
nad zdolnoscig fermentowania 11 réznych substancji z grupy xylo-
oligosacharydow, w tym pullulanu, na wzrost, m.in. wybranych 14 szczepow
Bifidobacterium i 4 szczepoéw Lactobacillus (L. acidophilus, bulgaricus, paracasei
i rhamnosus). Tylko szczepy Bifidobacterium lactis Bi-07, Bf. lactis Bb-12 i Bf.
lactis 420 wykazywaty wzrost w podtozu z pullulanem. Zdaniem autoréw byto to
zwigzane z budowg i wielkoscig czgsteczki pullulanu.

Interesujgce wyniki uzyskatam podczas hodowli bakterii w pozywce
z dodatkiem zaréwno glukozy, jak tez pullulanu. Dla dziesieciu z badanych
szczepOw zaobserwowano istotnie wyzsze wartosci OD niz uzyskane w tym
samym czasie w podiozu MRS, zawierajgcym tylko glukoze. Uzyskane wyniki
miescity sie w granicach od 1,4 do 1,8 w zaleznosci od szczepu. Najlepszy efekt
stymulujgcy wzrost zaobserwowano w przypadku szczepu L. plantarum 44.
Najwyzszg wartos¢ OD uzyskano po 48h hodowli i byta ona 2,5 - krotnie wyzsza
od uzyskanej dla tego szczepu podczas hodowli w podfozu suplementowanym
2 % dodatkiem glukozy Najnizszy wynik stymulacji wzrostu uzyskano dla szczepu
L. casei ATCC 393 i L. paracasei LtOCK 0919. Po 48h hodowli wartosci OD
podioza z glukozg i pullulanem byty wyzsze tylko od 6 do 9% w poréwnaniu
z podtozem z glukoza.

Zaobserwowatam takze, ze dodatek pullulanu do podtoza spowodowat
wydtuzenie fazy logarytmicznego wzrostu badanych szczepdéw miedzy 12 a 15
godzing hodowli. Efekt stymulacji wzrostu wiekszosci badanych bakterii
obserwowano maksymalnie do 24 godziny hodowli. Wyjatek stanowity szczepy
L. plantarum 44 i L. plantarum NCAIM B.01149, w hodowli ktérych faza
logarytmicznego wzrostu trwata do 36 godziny hodowli.

Przeprowadzono takze badanie zmian pH oraz kwasowo$ci ogdinej po 24
i 48 godzinach hodowli. Najlepsze wyniki uzyskano w zmodyfikowanym podtozu
MRS z 2,0% zawartoscig glukozy oraz podtozu zawierajgcym 2,0% glukozy
i 2,0% pullulanu (H1). Nie odnotowano istotnych réznic w wartosciach pH
pomiedzy hodowlami w obu podtozach, otrzymane wartosci pH po 24h hodowli
byly nieznacznie wyzsze w podtozu z glukozg i pullulanem. Dla wszystkich
badanych szczepéw po 48 h hodowli odnotowano nieznaczne obnizenie pH,
zarowno w podtozu z glukozg, jak tez w podtozu z glukozg i pullulanem.
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Podobnie, nie zaobserwowano istotnych réznic w kwasowosci ogolnej, bez
wzgledu na zastosowane podtoze. Jedynie w hodowli L. acidophilus CH-5
stwierdzono wyzszg kwasowosS¢ 0golng zmodyfikowanego podtoza MRS
z zawartoscig 2,0% glukozy i 2,0% pullulanu, zaréwno po 24, jak i 48h hodowili.
Réwnoczesnie wzrost tego szczepu byt stymulowany przez dodatek pullulanu.

Podsumowujgc, dodatek pullulanu do podtoza MRS stymulowat wzrost
wiekszosci badanych szczepow z rodzaju Lactobacillus. W podtozach MRS
zawierajgcych glukoze i pullulan obserwowano wydtuzenie fazy logarytmicznego
wzrostu w porownaniu z podtozem niesuplementowanym pullulanem. Pullulan
dodany w stezeniu 2,0% do podtoza MRS najlepiej stymulowat wzrost i aktywnosc¢
fermentacyjng szczepu L. acidophilus CH-5 i L. plantarum 44.

Uzyskane wyniki wskazywaty, ze pullulan ma korzystny wptyw na wzrost
i zdolnosci kwasotworcze wybranych bakterii z rodzaju Lactobacillus, co moze
sugerowac, ze zwigzek ten wykazuje wiasciwosci prebiotyczne w stosunku do
bakterii z tego rodzaju. LAB fermentujg sacharydy, wytwarzajgc gtdéwnie kwas
mlekowy, ale takze kwas octowy, aldehyd octowy, dwutlenek wegla, diacetyl,
acetoine czy butanodiol. Powstate produkty przemiany materii, zwtaszcza kwasy
organiczne i niskoczgsteczkowe kwasy tluszczowe (SCFA) petnig role
konserwujgcg i zapobiegajg wielu chorobom [Pan i wsp. 2009]. Ich korzystny
wptyw na zdrowie cztowieka powoduje, ze zaréwno bakterie kwasu mlekowego,
jak tez produkty powstate z ich udziatem sg chetnie spozywane przez
konsumentow. W 2zwigzku z tym podjeto dalsze badania, majgce na celu
sprawdzenie szczepow LAB, dla ktorych uzyskano najlepsze wyniki, pod katem
zmiany ich liczebnosci oraz wytwarzania krotkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych podczas hodowli w podtozach suplementowanych pullulanem.

W kolejnych badaniach (H2) wykorzystatam 9 szczepdéw bakterii z rodzaju
Lactobacillus: Lactobacillus brevis ZBM 11, Lactobacillus plantarum 44,
Lactobacillus plantarum NCAIM B. 01149, Lactobacillus plantarum NCAIM
B.01834, Lactobacillus plantarum ATCC 4080, Lactobacillus acidophilus CH-2,
Lactobacillus acidophilus CH-5, Lactobacillus casei ATCC 393 i Lactobacillus
arabinosus ATCC 8014. Na podstawie uzyskanych wynikéw (H1) do kolejnego
etapu badan (H2) zastosowatam tylko podtoze kontrolne MRS z 2% dodatkiem
glukozy (standardowe) oraz podtoze MRS zmodyfikowane (z 2% glukozy i 2%
pullulanu). Inokulum bakterii przenoszono w objetosci 5 ml do uprzednio
przygotowanych podtozy kontrolnych i doswiadczalnych (H2). Liczbe komorek
LAB, wprowadzonych do podtozy w czasie ,0” i uzyskanych po 24 h hodowli,
sprawdzano metodg ptytkowg. Aby uzyska¢ materiat do ilosciowego
i jakosciowego oznaczenia krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA),
hodowle wirowano. Oznaczenie SCFA w supernatancie wykonywano
wykorzystujgc technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzegnietej
z detektorem UV (HPLC-UV).

14



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel Zatgcznik 3 — Autoreferat

Po 24h hodowli zaobserwowano wzrost wszystkich badanych szczepow LAB
w podtozu doswiadczalnym suplementowanym pullulanem oraz w podtozu
kontrolnym MRS. Liczba bakterii wzrosta z 10* jtk/ml do 107 - 10° jtk/ml,
w zaleznosci od szczepu bakterii. Nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy
liczbg bakterii w podtozu kontrolnym i doswiadczalnym z pullulanem. Tylko
w przypadku dwéch szczepow L. acidophilus (CH-5 i CH-2) oraz L. plantarum
NCAIM B. 01149 odnotowano nieco wyzszg liczebnos¢ bakterii w podtozu
doswiadczalnym z pullulanem. Roznice byly niewielkie i wynosity odpowiednio
0,11; 0,09 i 0,08 jednostki logarytmicznej. Szydfowska i Kotozyn-Krajewska [2010],
prowadzac fermentacje przecieru z dyni z dodatkiem 1,5, 3 i 4,5% inuliny przy
uzyciu szczepu L. casei KN 291 uzyskaty wzrost liczby komérek o 2 jednostki
logarytmiczne. Z kolei w badanich Gustawa i wsp. [2011] dodatek 1% FOS
spowodowat wzrost liczby Lb. acidophilus do 7,8 log jtk/g ale taki sam dodatek
inuliny nie przyczynit sie do zwiekszenia liczebnosci komérek tego szczepu. Na
podstawie uzyskanych wynikow wtasnych oraz cytowanych autoréw mozna
wnioskowac, ze poszczegolne prebiotyki majg bardzo zréznicowany wptyw na
szczepy LAB i mogg stymulowaé wzrost i/lub aktywno$¢ metaboliczng tylko
wybranych.

Analizujgc uzyskang podczas badan sume krotkotancuchowych kwasow
ttuszczowych (SCFA) zauwazytam duzg rozpietoS¢ wynikéw, w zaleznosci od
uzytego szczepu oraz podtoza. Byly one istotnie wyzsze w podtozu kontrolnym
MRS niz uzyskane w podtozu z dodatkiem pullulanu. Wéréd badanych kwasow
stwierdzono najwiecej kwasu mlekowego (od 32,30 do 53,08 mM) i octowego (od
8,78 do 90,55 mM), znacznie mniejsze ilosci kwasu mrowkowego, propionowego
I hydroksymastowego. W czasie hodowli w podtozu z pullulanem jedynie L. casei
ATCC 393 wytworzyt w sumie o 6% wiecej SCFA, niz w podtozu kontrolnym.
Chociaz catkowita suma SCFA uzyskana w podiozu suplementowanym
pullulanem byta nizsza, to jednak dato sie zaobserwowacé roznice w ilosciach
poszczegdblnych kwasow, w zaleznosci od uzytego szczepu bakterii. Wiekszo$¢
badanych szczepdw wytworzyta istotnie mniejszg ilos¢ kwasu mlekowego, chociaz
otrzymane wartosci miescity sie w podobnych granicach (od 33,28 do 52,56 mM).
Dla dwéch szczepow - L casei ATCC 393 i L. acidophilus CH-5 - w badanym
podtozu odnotowano istotnie wieksze zawartosci kwasu mlekowego niz w podtozu
kontrolnym MRS. Najlepszy wynik suplementacji podtoza MRS pullulanem
osiggnieto w przypadku kwasu octowego. W podtozu tym 5 sposréod badanych
szczepow: L. brevis ZBM 11 i L. arabinosus ATCC 8014 oraz trzy szczepy
L. plantarum (NCAIM B. 01834, ATCC 4080 i 44) wytworzyto istotnie wiecej tego
kwasu. Zawartos¢ kwasu octowego w hodowli L. plantarum 44 i L. arabinosus
ATCC 8014 byta dwukrotnie wieksza niz w podtozu kontrolnym MRS. Z kolei
réznice w ilosci tego kwasu miedzy hodowlg w podtozu z pullulanem a kontrolng
wynosity ok. 10mM dla szczepow L. plantarum NCAIM B.01149 i L. plantarum
ATCC 4080 oraz ok. 5mM dla L. brevis. Nie zaobserwowatam korzystnego wptywu
suplementacji podtoza pullulanem na wzrost zawartosci kwasu mrowkowego
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i hydroksymastowego. natomiast dwa z badanych szczepdw - L. acidophilus CH-2
i L. arabinosus ATCC 8014 wytworzyty istotnie wiecej kwasu propionowego.

Réznice w ilosci badanych kwaséw mogg by¢ wynikiem odmiennego
metabolizmu fermentacyjnego badanych szczepow LAB [Libudzisz i wsp. 2008],
poniewaz byly wsrdéd nich zaréwno bakterie homo- jak i heterofermentatywne.
Cechg charakterystyczng procesu homofermentacji glukozy jest otrzymanie kwasu
mlekowego jako gtbwnego produktu koncowego. Badane bakterie
homofermentacji mlekowej z gatunku L. acidophilus i L. casei wytworzyty wiecej
tego kwasu w podiozu z dodatkiem pullulanu. Z kolei bakterie bezwzglednie
heterofermentatywne, jak L. brevis czy wzglednie heterofermentatywne, jak
L. plantarum, fermentujgce glukoze do kwasu mlekowego i octowego, zwiekszyty
synteze obu kwasow w podtozu suplementowanym pullulanem.

Reasumujgc otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane
szczepy LAB po 24h hodowli wykazywaty wzrost i zdolnosci fermentacyjne
w podtozu suplementowanym pullulanem. Dodatek pullulanu w stezeniu 2% do
podioza MRS nie wptynat stymulujgco na zwiekszenie liczby komorek badanych
szczepow bakterii Lactobacillus, natomiast wptyngt na zwiekszenie zawartosci
niektorych krétkotancuchowych kwasow tluszczowych w przypadku 8 z 9-ciu
badanych szczepow bakterii. L. acidophilus CH-5 i L. casei ATCC 393
charakteryzowaty sie zwiekszonym wytwarzaniem kwasu mlekowego, a L. brevis
ZBM 11, L. arabinosus ATCC 8014, L. plantarum NCAIM B. 01834, Lb. plantarum
ATCC 4080 i Lb. plantarum 44 wytworzyty wiecej kwasu octowego niz w podtozu
MRS. Z kolei w hodowli L. acidophilus CH-2 otrzymano najwiecej kwasu
propionowego. Podobnie, wiecej kwasu propionowego, wytworzyt szczep
L. arabinosus ATCC 8014. Jedynie szczep L. plantarum NCAIM B. 01149
wykazywat zdecydowanie gorsze wtasciwosci fermentacyjne w hodowli
z dodatkiem pullulanu niz w podtozu kontrolnym MRS (H2).

Znalezione w dostepnej literaturze informacje o wynikach badan
prowadzonych nad wykorzystaniem réznych prebiotykéw przez mikroflore katowg
ludzi i zwierzagt [Pan i wsp. 2009; Ramnani i wsp. 2012] sktonity mnie do dalszych
badan i postawienia kolejnej hipotezy badawczej dotyczacej mozliwosci
metabolizowania pullulanu przez mikroflore jelita grubego cztowieka

4.3.4. Ocena in vitro mozliwosci wykorzystania pullulanu jako zréodia wegla
przez drobnoustroje stanowigce mikroflore przewodu pokarmowego
niemowlat

Pierwsze doniesienia dotyczgce badania wiasciwosci prebiotycznych
pullulanu opublikowano w roku 1990. Badania wykonane in vitro wykazaty, ze
amylazy Slinowe i trzustkowe rozktadajg pullulan do mniejszych molekut, i
sugerowaty, ze mogg by¢ one nastepnie fermentowane przez mikroflore okreznicy
do krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych [Okada i wsp. 1990; Yoneyama
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i wsp.1990]. Jednakze wyniki badan przeprowadzone in vivo nie dostarczyly
jednoznacznych dowodow na potwierdzenie tej hipotezy. Nieliczne byty réwniez
badania dotyczagce wptywu pullulanu na liczebnos¢ mikroflory jelitowe;j.
Z opublikowanych w 1990 r. badan wynikato, ze pullulan podawany w diecie
os$miu dorostym wolontariuszom w dawce 10 g / dzien przez 14 dni spowodowat
dzienny przyrost masy katu o 40 % i przyczynit sie do zwiekszenia procentowej
zawartosci bifidobakterii w ich kale ( z 12% do 25%) w stosunku do probek katu
grupy oséb kontrolnych [Mitsuhashi i wsp. 1990]. Stwierdzono réwniez ze pullulan
jest bardzo stabo hydrolizowany przez enzymy trawienne cziowieka [Nakamura
1984] . Mikroflora jelita grubego stanowi ok. 40-50% jego tresci (ok. 101-10%2
komorek/g tresci). Normalna flora przewodu pokarmowego cztowieka zawiera
wiele roznorodnych populacji bakterii, ktore odgrywajg istotng role w rozwoju,
zdrowiu i dobrym samopoczuciu gospodarza. Wsréd  drobnoustrojéw
kolonizujgcych nabtonek jelita na szczegdlng uwage zastugujg bakterie z rodzaju
Bifidobacterium, ktorych liczebno$¢ waha sie w granicach 10%°-10% oraz
Lactobacillus w liczbie 108-10%° jtk w 1 gramie tresci jelita [Turroni i wsp. 2008;
Mroczyriska i wsp. 2011;]. Majg one pozytywny wptyw na organizm cztowieka,
hamujgc rozwoj patogendw i poprawiajgc odpornos¢ organizmu. W dostepnej
literaturze sSwiatowej mozna znalez¢ wiele informacji na temat wptywu
stosowanych prebiotykéw na mikroflore katowg cztowieka [Alander i wsp. 2001;
Cummings & Macfarlane 2002; Mékeléinen i wsp.2010; Butel 2014; Sims i wsp.
2014]. Nieliczne badania dotyczgce wptywu pullulanu sugerowaty, ze moze on
spetnia¢ funkcje prebiotyku, stymulujgc wzrost pozytecznych bakterii jelitowych
[Bryan i wsp. 2003; Leathers 2003] lub obnizajgc poziom glukozy we krwi znalez¢
zastosowanie w zywnosci dla diabetykow [Wolf i wsp.2003; Spears i wsp. 2005;
Singh 2008] oraz, ze w jelicie grubym cztowieka niestrawiony pullulan ulega
fermentacji przez mikroflore katowg do krétkotancuchowych kwasow ttuszczowych
[Ryan i wsp. 2006; Forsgren i wsp. 2010].

Na podstawie wczesniejszych badan wiasnych (H1, H2) ustalono, ze
pullulan stymulowat wzrost czystych kultur niektérych szczepdéw Lactobacillus
w badaniach in vitro. Wedlug Roberfroida [2007] sprawdzenie selektywnego
stymulowania wzrostu i / lub aktywnosci bakterii jelitowych pod wptywem
testowanych pod tym wzgledem sacharydéw powinno by¢ badane w préobce katu,
ktéra zapewnia reprezentatywny ukfad gatunkoéw bakterii, eksponowanych na
badany zwigzek. Rowniez Mékeldinen i wsp. [2010] sugerowali sprawdzanie
dziatania prebiotyku w mieszaninie mikroflory katowej. Autorzy wykazali, ze r6zne
rodzaje drobnoustrojéw i grupy drobnoustrojow byly zdolne do fermentacji
testowanych oligosacharyddéw, co moze wskazywac na wystepowanie réznic w ich
wptywie na grupy drobnoustrojow w konkurencyjnym srodowisku jelita grubego.
Wg autoréw, zwigzki te mogg by¢ fermentowane w okreznicy w wyniku wspotpracy
miedzy roéznymi grupami drobnoustrojow. Réwniez nowe ustalenia dotyczace
prebiotykow [Gibson i wsp. 2017] zalecajg badanie dziatania substanciji
prebiotycznej w mieszaninie drobnoustrojéw jelitowych ze wzgledu na mozliwos¢
wykorzystania prebiotyku przez jedng grupe pozytecznych bakterii, a ich
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metabolitow przez inne bakterie (z wyjgtkiem patogennych) obecne w okreznicy.
Dlatego celem moich kolejnych badan byta ocena wptywu pullulanu na wzrost
i aktywnosc¢ kwasotwdrczg bakterii z rodzajow Bifidobacterium, Lactobacillus oraz
Escherichia coli, pochodzgcych z katu cztowieka.

Materiatem do badan byt handlowy pullulan (Focubase, Chiny). Do badan
uzytam  swiezych probek katu pochodzgcych od tréjki  zdrowych,
jednomiesiecznych niemowlagt karmionych wytgcznie mlekiem matki i nie
przyjmujgcych antybiotykdw. niemowlagt [H3]. W doborze probek katu
sugerowatam sie wiekiem dzieci, w jelitach ktorych wystepuje wieksza liczba
prozdrowotnych bakterii z rodzaju Bifidobacterium i Lactobacillus [Hopkins i wsp.
2002].

W badaniach wykorzystatam 2 podfoza kontrolne: standardowe podtoze
RCM (Merck Millipore, Niemcy) oraz podtoze zmodyfikowane RCM, z ktorego
usunieto skrobie rozpuszczalng oraz zwigekszono stezenie glukozy do 2%
(RCM+G). Podtozem doswiadczalnym byla kolejna zmodyfikowana pozywka
RCM, w ktérej skrobie rozpuszczalng i glukoze zastgpiono pullulanem w stezeniu
2% (RCM+P).

W celu przygotowania inokulum pobierano 1 g prébki katu, przenoszono do
sterylnej wody peptonowej i homogenizowano przez 2 min. Nastepnie zawiesiny
0 objetosci 300 pl przenoszono do kolbek z podtozami (RCM, RCM+G, i RCM+P).
W celu zapewnienia srodowiska beztlenowego kolby umieszczano w pojemniku
z saszetkami AnaeroGenTM (Oxoid, USA). Prébki inkubowano w 37°C przez 48
godzin. W czasie ,,0” oraz po 24 i 48h hodowli z kazdej kolby pobierano po 1 ml
i wykonywano rozcienczenia dziesieciokrotne. W celu oznaczenia bakterii
z rodzaju Bifidobacterium wysiewano 1 ml rozcienczonej hodowli na ptytke
Petriego i zalewano pozywkg BSM (Sigma-Aldrich, USA). Do oznaczenia liczby
bakterii Lactobacillus wykorzystano agar MRS (BTL, Polska), E. coli
identyfikowano przy uzyciu podtoza Chromocult Coliform-Agar (Merck Millipore,
Niemcy). Inkubacje ptytek prowadzono w 37°C przez 48h w warunkach
beztlenowych wykorzystujac pojemniki z saszetkami AnaeroGenTM  (Oxoid,
USA). Po inkubaciji liczono wyroste na ptytkach kolonie, a wynik przeliczano na
jtk/g katu.

Dodatkowo oznaczano zmiany pH oraz kwasowosci ogélnej prowadzonych
hodowli w czasie 0, 24 i 48h. Kwasowos¢ 0golng oznaczano metodg miareczkowg
(H1,H2, H3) w ptynie pohodowlanym, po uprzednim odwirowaniu biomasy
komdrkowej. Wynik miareczkowania przeliczano na zawartos¢ kwasu mlekowego
w g /100 ml ptynu pohodowlanego.

Wzrost wszystkich badanych bakterii obserwowano tylko w pierwszych 24h
hodowli. Po kolejnej dobie nie odnotowano juz obecnosci zywych komoérek E. coli.
Analizujgc otrzymane wyniki zauwazono, ze bifidobakterie rosty najlepiej
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w standardowym podiozu RCM oraz w podtozu ze zwiekszong zawartoscig
glukozy. W stosunku do czasu ,0” nastgpit wzrost liczby bakterii 0 2 rzedy
logarytmiczne. Wzrost w podtozu suplementowanym pullulanem byt w tym czasie
wyzszy tylko o 1 rzad logarytmiczny. Podobnie prezentowat sie wzrost bakterii
z rodzaju Lactobacillus. W przypadku E. coli odnotowano wzrost liczby komorek
0 2 rzedy logarytmiczne tylko w podiozu RCM, natomiast w drugim podiozu
kontrolnym (RCM+G) oraz suplementowanym pullulanem byt to wzrost tylko
0 1 rzad logarytmiczny. Po 48 h hodowli zaobserwowano tendencje spadkowe
w liczbie komodrek Bifidobacterium i Lactobacillus we wszystkich badanych
podtozach, jednakze nie byty to zmiany istotne statystycznie. Natomiast populacja
E. coli wykazywata wzrost jedynie w hodowli w podtozu kontrolnym RCM. Nie
zaobserwowano obecnosci zywych komorek bakterii w rozcienczeniu R=10"1 ,
zaréwno w podtozu z dodatkiem glukozy jak tez suplementowanym pullulanem.

Wptyw pullulanu na populacje bakterii katowych badali Yoneyama i wsp.
[1990]. Stwierdzono, ze pullulan nie miat istotnego wptywu na liczbe
mikroorganizmdéw w przeliczeniu na gram katu, przed i po spozyciu pullulanu przez
ochotnikow, natomiast istotnie wptynagt na zmiane spektrum katowej flory
bakteryjnej w 5 z 6 badanych prébek katu, w kierunku stymulacji komorek rodzaju
Bifidobacterium. Podobnych obserwacji dokonali Matteuzzi i wsp. [2004] badajgc
wiasciwos$ci prebiotyczne preparatu przygotowanego z kietkbw pszenicy. Autorzy
stwierdzili, ze zawarte w preparacie nietrawione cukry, tj. rafinoza i inne
polisacharydy byly fermentowane przez mikroorganizmy jelitowe i modyfikowaty
mikroflore okreznicy, obnizajgc poziom niektérych Gram-ujemnych bakterii,
zwlaszcza bakterii z grupy coli, oraz zwiekszaty liczbe bifidobakterii i bakterii
z rodzaju Lactobacillus. Fermentacja oligo- i polisacharydow w okreznicy jest
wynikiem ztozonej aktywnosci metabolicznej mikroflory jelitowej [Pompei i wsp.
2008]. Jak donoszg Simpson & Campbell [2015] dziatanie stosowanych
powszechnie prebiotykdw (szczegdlnie FOS i GOS) w obrebie mikroflory jelitowej
prawdopodobnie wptywa na zwiekszenie liczby bifidobakterii. Wiekszos¢
pierwszych stosowanych prebiotykdw oceniono u ludzi i wykazano, ze komercyjnie
stymulujg one bakterie z rodzaju Lactobacillus i specyficznie Bifidobacterium, ale
nie sg wykorzystywane przez patogeny jak niektére clostridia i Escherichia coli
[Depeint i wsp. 2008; Roberfroid i wsp. 2010].

W celu wykazania zdolnosci fermentacji pullulanu przez bakterie
pochodzgce z okreznicy sprawdzono zmiany pH i kwasowosci ogdlnej hodowli
bakterii katowych w warunkach in vitro w czasie 48h. Uzyskane wyniki wskazujg
na istotne obnizenie wartosci pH w podtozu z pullulanem i glukozg o ok.
2 jednostki po 24 i 48h hodowli. Zmiany kwasowosci ogolnej hodowli mikroflory
katowej rowniez potwierdzity lepszg fermentacje pullulanu niz glukozy czy glukozy
w potgczeniu ze skrobig w podiozu RCM. Cukry zawarte w kontrolnym podtozu
RCM byty fermentowane tylko w pierwszych 24h, natomiast pullulan i glukoza
jeszcze w kolejnej dobie. Wydtuzenie logarytmicznej fazy wzrostu do 36h hodowli
I zwigzane z tym przedtuzenie aktywnosci metabolicznej obserwowano rowniez
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w badaniach modelowych w przypadku niektérych szczepdéw Lactobacillus (H1).
Ostatecznie, po 48h hodowli bakterii katowych, kwasowos¢ ogdlna zwiekszyta sie
w podtozu z pullulanem do 1,48 g/ 100 ml, a w podtozu z glukozg do 1,10 g / 100
ml w przeliczeniu na kwas mlekowy.

W przeprowadzonych badaniach nie obserwowatam istotnego wzrostu
bakterii Bifidobacterium i Lactobacillus w obecnosci pullulanu, jednak zmniejszenie
wartosci pH i wzrost kwasowosci ogdélnej hodowli katowych sugeruje
podwyzszenie aktywnosci fermentacyjnej korzystnej mikroflory. Nizsza warto$¢ pH
jest zwigzana z wytwarzaniem przez mikroflore katowg krétkotancuchowych
kwasoéw ttuszczowych (H2). Oprocz kwasu mlekowego, niektére bakterie z rodzaju
Lactobacillus wytwarzajg kwas octowy, a takze nadtlenek wodoru. Metabolity te
tworzg mniej korzystne $rodowisko dla wzrostu in vitro potencjalnie patogennych
mikroorganizmoéw. Bakterie z rodzaju Bifidobacterium (wraz z Lactobacillus)
podczas fermentacji glukozy wytwarzajg duze ilosci kwasu octowego i mlekowego
(teoretycznie w stosunku molowym 3:2), co powoduje zmniejszenie wartosci pH
i wplywa hamujgco na bakterie gnilne, w tym takze na bakterie z grupy coli
[Nowak i wsp. 2010.]. Obserwowany w badaniach wysoki poziom kwasowoSci
0golnej mogt by¢ przyczyng zahamowania wzrostu E. coli w podtozu z pullulanem
lub glukozg. Zwiekszone ilosci kwasu mlekowego i octowego podczas hodowli
modelowych wybranych bakterii z rodzaju Lactobcillus w podtozu z pullulanem
zaobserwowatam takze we wczesniejszych badaniach (H1,H2). Badaniem zmian
wartosci pH podczas hodowli drobnoustrojow katowych wyizolowanych z probek
katu zajmowali sie takze inni badacze, poddajgc fermentacji inuline pochodzaca
z cykorii oraz karczochow [Lopez-Molina i wsp. 2005], fruktooligosacharydy
Pompei i wsp. [2008] czy polisacharydy z nasion Plantago asiatica L. [Hu i wsp.
2013]. Stwierdzili oni rézne zmiany pH podtozy hodowlanych zawierajgcych te
sacharydy w czasie 24 godzinnych hodowli. W hodowli z dodatkiem inuliny
z cykorii, wartos¢ pH podtoza obnizyta sie istotnie o 3 jednostki, natomiast
z inuling z karczocha o 2 jednostki. Wzrost bakterii katowych w podtozu
z fruktooligosacharydami spowodowat w tym samym czasie obnizenie pH o 2,1
jednostki, a przy zastosowaniu polisacharydéw z nasion Plantago asiatica L tylko
o 1 jednostke.

Reasumujgc otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, Zze pullulan miat
selektywny wptyw na naturalng mikroflore okreznicy. W hodowli z pullulanem jako
jedynym zrodiem wegla nie obserwowano wiekszego wzrostu liczby bakterii
z rodzajow Bifidobacterium i Lactobacillus w poréwnaniu z podtozami kontrolnymi,
natomiast stwierdzono ich zwiekszong aktywnos¢ fermentacyjng, ktéra wptyneta
na zahamowanie wzrostu Escherichia coli.
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4.3.5. Wykazanie korzystnego wplywu dodatku pullulanu na cechy
fizykochemiczne jogurtéw naturalnych i przezywalnosé¢ LAB podczas
ich chtodniczego przechowywania oraz akceptowalnosci
konsumenckiej wytworzonych jogurtéow naturalnych

Jogurt to dobrze funkcjonujgcy produkt mleczarski znany ze swoich
wiasciwosci odzywczych. Jego jakosc i akceptacja konsumenta sg w znacznym
stopniu zdeterminowane przez wiasciwosci fizyczne jogurtu, takie jak tekstura,
stabilno$¢ wobec separaciji surowicy i konsystencja [Lee & Lucey 2010]. Fizyczne
cechy jogurtu sg w duzej mierze wynikiem warunkéw prowadzenia procesu
(obrobka cieplna mleka, fermentacja, czas i temperatura, ustawienia parametrow
chtodzenia) jak réwniez dodatku réznych skfadnikow, (jak biatka mleka,
stabilizatory, mineraly lub prebiotyki) wigczane do jogurtbw w celach
technologicznych, funkcjonalnych lub odzywczych [Lee & Lucey 2010; Zare i wsp.
2011]. W celu poprawy tekstury i stabilnosci jogurtu, modyfikacji konsystenc;ji
i wzmocnienia stabilnosci podczas przechowywania stosowane sg rézne
polisacharydy, jak karagen, skrobia, pektyny, pochodne metylocelulozy, alginian,
guma $wietojanska, ksantan czy guma guar [Everett & MclLeod 2005; Lee
& Chang 2016], a takze niektére promujgce zdrowie sktadniki, jak B-glukan
[Lazaridou i wsp. 2008; Singh i wsp. 2012; Lazaridou i wsp 2014] lub inuliny
[Debon i wsp. 2010, De Sauza Oliveira i wsp. 2011]. Duzo uwagi poswieca sie
takze neutralnym polisacharydom wytwarzanym na drodze mikrobiologicznej,
ktéore w produktach mlecznych mogg zastgpi¢ substancje pochodzenia
roslinnego. Jednym z nich jest pullulan. Pullulan jest stabilny w szerokim zakresie
pH i temperatury. W uktadach wodnych ma tendencje do zwiekszania lepkosci,
ale nie tworzy zeli. Wspdtistnienie w czgsteczce pullulanu wigzan a- (1-4) i a- (1-
6) glikozydowych sprawia, ze ma on unikalne wiasciwosci w poréwnaniu z innymi
polisacharydami. Czgsteczka pullulanu ma zaréwno charakter hydrofobowy jak tez
hydrofilowy. W produkcji zywnosci moze on, m.in., by¢ uzyty jako stabilizator
i spoiwo sktadnikow past spozywczych, srodek poprawiajgcy lepkos¢ napojow,
sosOw i majonezow oraz czesciowy zamiennik skrobi w makaronach i pieczywie
[Singh i wsp. 2008; Singh i wsp. 2015]. Wykazano rowniez, ze dodatek pullulanu
do produktow zawierajgcych skrobie ryzowg moze hamowac krotkoterminowg
retrogradacje amylozy, jak réwniez spowalnia¢ i opdznia¢  dtugoterminowg
retrogradacje amylopektyny, co sugeruje, ze moze on znalez¢ zastosowanie w
produkcji zywnos$ci jako nowy inhibitor przeciwdziatajgcy starzeniu skrobi, czego
skutkiem moze byC zywno$¢ o dtuzszej trwatoSci i lepszych odczuciach
w organoleptycznych [Chen i wsp. 2015]. Ze wzgledu na wyzej wymienione
wiasciwosci pullulanu, otrzymane wczesniej wyniki badan modelowych (H1, H2),
jak réwniez brak doniesien literaturowych o probach jego zastosowania jako
sktadnika jogurtéw skfonity mnie do dalszych badan i postawienia kolejnej
hipotezy badawczej czy obecnos¢ pullulanu w jogurcie naturalnym wptynie na
jego cechy fizykochemiczne, przezywalnos¢ LAB podczas chiodniczego
przechowywania jogurtow oraz czy taki produkt zostanie zaakceptowany
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przez konsumentéw. Zastosowanie pullulanu w produkcji jogurtu wydawato sie
interesujgce, zaréwno w technologicznym, jak tez zywieniowym i potencjalnie
prebiotycznym aspekcie.

Do wytworzenia jogurtéw naturalnych wykorzystatam kulture jogurtowg Yo-
180 Yo-Flex zawierajgcg bakterie Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis i L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Ch. Hansen, Polska)
oraz pullulan (Carbosynth Limited Co., UK). Jogurt kontrolny nie zawierat
pullulanu, natomiast jogurty doswiadczalne wytworzono dodajgc do przygotowanej
wczesniej porcji mleka odpowiednio 1 lub 2% (w/w) pullulanu. Po wprowadzeniu
inokulum bakterii kazdy rodzaj jogurtu rozlewano do szklanych stoikow o objetosci
180 ml (H4) oraz 400 ml (H5) i inkubowano w 44°C az warto$¢ pH osiggneta 4,6.
Przerywano fermentacje przez schtodzenie jogurtow w tazni wodnej a nastepnie
umieszczano je w chtodni o temperaturze 4°C i przechowywano przez 28 dni.
Analize wtasciwosci fizykochemicznych jogurtow (zawartosc¢ ciat statych (TS) oraz
ttuszczu i biatka) przeprowadzono na probkach jogurtu 1 dzien po wytworzeniu
wedtug AOAC [2007] (H4). Zmiany w liczbie bakterii jogurtowych i zmiany pH (H4,
H5) oraz kwasowosci miareczkowej i analize sensoryczng (H5) przeprowadzono
bezposrednio po wytworzeniu jogurtow oraz po 7, 14, 21 i 28 dniach chtodniczego
przechowywania. Podczas catego okresu przechowywania jogurtow badano takze
ich wtasciwosci reologiczne, zmiany tekstury (lepkos¢, twardos¢), podatnos¢ na
synereze (H4).

Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia pullulanu w jogurcie rosta
rowniez warto§¢ TS, podczas gdy zawartos¢ ttuszczu i biatka pozostata
niezmieniona. Podobne obserwacje odnotowali inni autorzy wigczajgcy do jogurtu
funkcjonalne sktadniki zywnosci, takie jak inulina [Guggisberg i wsp. 2009, De
Sauza Oliveira i wsp. 2009, Debon i wsp. 2010], oligofruktozy [Castro i wsp. 2008]
lub make z soczewicy [Zare i wsp. 2011]. Badania zmian pH wykazaty, ze
suplementacja jogurtow pullulanem, jak rowniez okres przechowywania wptynety
na zmniejszenie wartosci pH wszystkich badanych probek. Poczgtkowe srednie
pH prébki kontrolnej wynosito 4,45 i zmniejszylo sie w ostatnim dniu
przechowywania do 4,35. Poczgtkowe $rednie odczyty pH dla jogurtow
suplementowanych 1 i 2% pullulanu wynosity odpowiednio 4,45 i 4,46 a pod
koniec okresu przechowywania ich wartosci pH obnizyty sie odpowiednio do 4,30
i 4,27 (H4). Podobne wyniki wartosci poczatkowego pH jogurtu kontrolnego oraz
z dodatkiem 1 i 2% pullulanu uzyskatam réwniez w kolejnych badaniach.
Wynosity one odpowiednio 4,53 i 4,51. Po 28 dniach chtodniczego
przechowywania wartos¢ pH obnizyta sie odpowiednio do 4,3; 4,24 oraz 4,26 (H5).
Warto zauwazy¢, ze zmiany pH podczas przechowywania jogurtéow wzbogaconych
pullulanem byly wieksze niz obserwowane w probce kontrolnej. Mogto to byé
zwigzane z nieco mniejszg zdolnoscig buforowania jogurtow suplementowanych
pullulanem w poréwnaniu z jogurtem kontrolnym. Z drugiej strony, moze to tez
sugerowac lepszg aktywnos$¢ fermentacyjng jogurtowych kultur starterowych
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w obecnosci pullulanu. Mogg o tym swiadczy¢ réwniez uzyskane wyniki zmian
kwasowosci miareczkowej jogurtow. Wykazatam niewielki wzrost tego parametru
podczas chtodniczego przechowywania probek jogurtow przez 28 dni. Kwasowosé
jogurtu kontrolnego wzrosta o 6° SH, jogurtu z dodatkiem 1% pullulanu o 6,72° SH
a jogurtu z dodatkiem 2% pullulanu o 6,16° SH. Zauwazytam takze roznice
w uzyskanych wartosciach kwasowosci miareczkowej bezposrednio po
wytworzeniu jogurtow. Wynosity one 0,66 — 1,98° SH. Jogurt z dodatkiem 2%
pullulanu wykazywat istotnie wiekszg kwasowosC¢ niz jogurt kontrolny i jogurt
z dodatkiem 1% pullulanu. Przeprowadzone przeze mnie wczesniejsze badania
(H1, H2) wykazaty lepszy wzrost i aktywnos$¢ kultury L. acidophilus CH-5
w pozywce MRS wzbogaconej o 2% pullulanu i 2% glukozy w poréwnaniu
z probg kontrolng, ktérg byto standardowe podtoze MRS. W tym badaniu
kwasowos¢ podtoza MRS wzbogaconego w pullulan i fermentowanego przez
L. acidophilus CH-5 réwniez byta wyzsza niz w prébce kontrolne;j.

W wytworzonych jogurtach (H5) oznaczytam takze zmiany liczby bakterii
kultury jogurtowej uzytej do fermentacji podczas przechowywania w temperaturze
chtodniczej 4°C, z wykorzystaniem metody ptytkowej zgodnie z normg ISO
Standard [ISO 7889:2003]. Do oznaczenia liczby bakterii Lactobacillus
zastosowatam nieselektywne podioze MRS agar (BTL, Polska). Ptytki
inkubowano w 45°C przez 72h w warunkach beztlenowych, z zastosowaniem
wktadoéw Genbox anaer (BioMerieux, Francja). Liczbe bakterii Streptococcus
thermophilus oznaczatam na podtozu M17 agar (BTL, Polska). Ptytki inkubowano
w 37°C przez 72h w warunkach tlenowych.

Liczba bakterii Streptococcus thermophilus w jogurcie kontrolnym obnizyta
sie po 28 dniach przechowywania o 0,3 jednostki logarytmicznej. W tym samym
czasie liczba tych bakterii w jogurtach z 1 i 2% pullulanu zmienita sie odpowiednio
o 0,07 i 0,1 jednostki logarytmicznej. Z kolei oznaczona suma bakterii
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis i L. delbrueckii subsp. bulgaricus zmalata
w probce kontrolnej o 1,24 log jtk/g, w jogurcie z dodatkiem 1% pullulanu o 0,07
log jtk/g i 0 0,05 log jtk/g przy dodatku pullulanu 2%. Otrzymane wyniki mogg
sugerowac¢, ze dodatek pullulanu wptyngt ochronnie na przezywalnos¢ LAB
podczas chtodniczego przechowywania jogurtéw. Z danych literaturowych wynika,
ze stosunek liczbowy ziarniakobw do pateczek w typowym jogurcie powinien byc¢
zblizony do 1:1. Utrzymanie wiasciwych proporcji miedzy bakteriami ma wptyw na
trwatos¢, cechy organoleptyczne oraz aspekty prozdrowotne jogurtu.
Przechowywanie jogurtow w warunkach chtodniczych powoduje jednak znacznie
szybsze zmniejszenie sie liczby zywych komorek Lactobacillus niz Streptococcus
thermophilus [Kycia i Krysinski, 2014].

Brak dostepnej literatury o wplywie dodatku pullulanu na witasciwosci
jogurtéw nie daje mozliwosci przedyskutowania otrzymanych wynikéw wtasnych.
Prowadzone przez Singh i wsp. [2012] badania nad wptywem [-glukanu
uzyskanego z owsa i wprowadzonego do jogurtu w stezeniu 0,4 i 0,5% wykazaty
opoOznienie fermentacji laktozy w poczatkowych etapach produkcji jogurtu.
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Wiadomo, ze kwasowos$¢ jogurtu jest zwigzana z fermentacjg laktozy przez
bakterie kwasu mlekowego, wiec wartosci pH zmniejszajg sie podczas
przechowywania jako wynik metabolicznej aktywnosci starterow. Obserwowany
efekt wiekszej redukcji pH podczas przechowywania jogurtéw suplementowanych
roznymi potencjalnymi zwigzkami prebiotycznymi zauwazyt wczesniej Zare i wsp.
[2011]. Zmiany pH po 28-dniowym okresie przechowywania byty nieco wieksze
w probkach jogurtéw z 1 i 2% dodatkiem maczek z soczewicy w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi. Réwniez Rezaei i wsp. [2012] zaobserwowali nizsze pH
I wyzszg kwasowosC w zamrozonym jogurcie zawierajgcym dodatek 2% inuliny.
Podobny efekt zostat wykazany przez De Scuza Oliveira i wsp. [2009], ktory
stwierdzit silniejsze zakwaszenie w mleku suplementowanym 0,04% inuliny
i fermentowanym mieszang kulturg S. thermophilus i L. bulgaricus lub
S. thermophilus i L. acidophilus.

Analize sensoryczng wykonano metodg llosciowej Analizy Opisowej [QDA; ISO
13299.2:1998] bezposrednio po zakonczeniu procesu fermentacji (dzien O0),
a nastepnie w 7, 14, 21 i 28 dniu przechowywania chtodniczego (H5). Wyrdzniki
sensoryczne zostaty wybrane i zdefiniowane w dyskusji panelowej przez 16
osobowy zespo6t oceniajgcych. Wybrano 5 wyréznikbw zapachu (mleczny,
sterylizacyjny, stodki, draznigcy, inny), 9 wyréznikbw smaku (mleczny,
sterylizacyjny, kwasny, stodki, stony, gorzki, maczny, draznigcy, inny) oraz
wyrozniki, takie jak: ton barwy, gestosc, gtadkosc i lepkos¢. Nastepnie okreslono
jakos¢ ogolng jogurtow w skali 0-10.

Na podstawie uzyskanych profili smaku i aromatu jogurtéw testowanych
bezposrednio po procesie fermentacji, prébke kontrolng charakteryzowata
najlepsza ogolna jakos¢ (7,49 j.u.). Jogurt bez dodatku pullulanu charakteryzowat
sie niskg oceng wyrdznikdbw sensorycznych, odbieranych jako odczucia
negatywne podczas probowania produktu. Na jakos¢ ogolng badanego jogurtu
istotny pozytywny wptyw miata tez intensywnos¢ odczuwania smaku kwasnego.
Jogurt kontrolny miat najbardziej biatg barwe, a pod wzgledem tekstury oceniano
go jako produkt najgtadszy, najmniej gesty i lepki.

Jogurt z dodatkiem 1% pullulanu uzyskat wyzszg ocene jakosci ogoélnej niz
jogurt z dodatkiem 2% (odpowiednio 6,96 j.u. i 5,46 j.u.). Ogdlna jakos¢ tego
produktu byta poréwnywalna z jakoscig probki kontrolnej. Na ogdlne wrazenie
sensoryczne znaczgcy wptyw miata niska intensywno$¢ cech negatywnych, w tym
zapachu i smaku sterylizacji. Na niskg ocene jogurtu z dodatkiem 2% pullulanu
silnie wplynety takie cechy, jak najbardziej wyrazna ,piaszczysta” tekstura,
posmak sterylizacji i smak mgczny. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
miedzy ogolng jakoscig jogurtu kontrolnego a jogurtem z dodatkiem pullulanu 1%
(Srednia ocena to 7 j.u.) po 14 i 28 dniach chtodniczego przechowywania. Jogurt
z dodatkiem pululanu 2% ponownie uzyskat najnizszy wynik. Jogurt ten byt zbyt
gesty, miat ,piaszczystg” konsystencje, z zauwazalnym sterylizujgcym, gorzkim
I maczystym posmakiem oraz najbardziej zéttawo-kremowym kolorem. Mozna
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zatem stwierdzi¢, ze dodanie 2% pullulanu do jogurtu byto zbyt wysokie z punktu
widzenia jako$ci sensoryczne;j.

Analiza reologiczna jogurtow (H4) wykazata, ze wszystkie probki,
niezaleznie od sktadu wykazywaty nienewtonowskie zjawisko przeptywu, jednakze
byto ono znacznie mniejsze w probkach jogurtow suplementowanych pullulanem.
Zaobserwowano takze bardzo niskie zakresy predkosci Scinania i roznice
w wartosciach wspotczynnika napp miedzy wszystkimi probkami. Uzyskane
warto$ci wspotczynnika napp przy szybkosci $cinania 10/s wynosity 0,67, 0,45
i 1,07 Pa odpowiednio dla kontroli i probek z 1 i 2% pullulanu. Wraz ze wzrostem
stref Scinania réznice w wartosciach wspotczynnika napp pomiedzy kontrolg
a probkg z 1% pullulanu nie byly juz znaczace, Poczatkowe nizsze wartosci
wspotczynnika napp odnotowane w jogurcie z dodatkiem 1% pullulanu
w porownaniu z jogurtem kontrolnym mogty by¢ skutkiem stabszego wigzania
i tworzenia struktury skrzepu. Szybsze zakiécenie agregatéow biatkowych
w jogurcie uzupetnionym 1% pullulanu moze tez sugerowac, ze jego wigczenie do
mleka w takiej ilosci zmniejsza wytrzymatos¢ sieci czgstek miceli kazeinowych.
Takiego zjawiska nie zaobserwowano w jogurtach suplementowanych 2%
pullulanu, co by¢ moze miato zwigzek z wyzszg zawartoscig ciat statych (TS) lub
moze wskazywaé, Zze pullulan jest nieadsorbujgcym polisacharydem, jak
zaproponowat Lazaridou i wsp. [2008] dla neutralnych B-glukanéw zboz.
Zmniejszenie wspofczynnika napp  jogurtu wraz ze zwiekszeniem szybkosci
Scinania zostato juz wczesniej zauwazone przez innych badaczy [Gauche i wsp.
2009, Debon i wsp. 2010], ale nie zajmowali sie oni fermentowanym mlekiem
z dodatkiem pullulanu. Wedtug Corredig i wsp. [2011], interakcje polisacharyd-
biatko w medium takim jak mleko majg rézny charakter w zaleznosci od rodzaju
polimeru, stezenia polisacharydu i warunkéw Srodowiska.

Badanie twardosci i lepkosci wytworzonych jogurtdow wykazato, ze
w pierwszym dniu po produkcji réznice miedzy jogurtem kontrolnym
i wzbogaconym 1% pullulanu nie byly statystycznie istotne, natomiast jogurt
z dodatkiem 2% pullulanu charakteryzowat sie najwiekszg twardoscig. Podczas
28 dni przechowywania twardo$¢ wszystkich prébek wzrosta, ale nadal najwiekszg
twardos¢ wykazywat jogurt z dodatkiem 2% pullulanu. Zjawisko takie jest typowe
dla powstatego zelu jogurtowego, poniewaz podczas przechowywania sieC
czgstek ulega przegrupowaniu, co prowadzi do zwiekszenia liczby wiezi miedzy
czgstkami, a tym samym powoduje zwiekszenie jedrnosci. Twardos¢ jogurtu
zalezy od wielu czynnikéw, takich jak zawartos¢ TS i biatka, pH, stopnia
homogenizacji i obrobki cieplnej mleka, warunkoéw inkubacji i temperatury
chtodzenia Lee & Lucey [2010]. W tym przeprowadzonym badaniu twardosc¢
jogurtu z dodatkiem 1% pullulanu byta podobna do prébki kontrolnej, mimo
wyzszej zawartosci TS. Wyniki te wydajg sie by¢ spojne z uzyskanymi z pomiaréw
reologicznych co sugeruje, ze dodatek 1% pullulanu jest za niski i powoduje
ostabienie struktury zelu. Z drugiej strony wiadomo tez, Zze niektdre szczepy
bakterii kwasu mlekowego mogg syntetyzowac zewngtrzkomorkowe polisacharydy
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(EPS), ktére prawdopodobnie poprzez interakcje biatko-biatko mogg ostabiaé
kwasny skrzep mleczny [Vlahopoulou & Bell 1995].

Biorac pod uwage wptyw dodatku pullulanu i czasu przechowywania na
lepkos¢ jogurtow zaobserwowano, ze wzbogacenie pullulanem, niezaleznie od
dawki, przyczynito sie do wyraznego zwiekszenia lepkosci jogurtu. Z kolei
podatnos¢ na synereze byta istotnie wyzsza przy zawartosci 1% pullulanu a nizsza
przy dawce 2%. Poczatkowa Srednia objetos¢ wydalanej serwatki dla kontroli
i prébek z 1 i 2% pullulanu wynosita odpowiednio 15, 52 i 7%, co wskazuje na
najnizszy poziom synerezy przy 2% dodatku polisacharydu. Podczas
przechowywania objeto$¢ oddzielonej serwatki systematycznie wzrastata. Po 28
dniach wynosita ona 27, 61 i 26% odpowiednio dla kontroli, probki z 1 i 2%
pullulanu. Probka z dodatkiem 2% pullulanu miata najnizszy poziom separacji
serwatki podczas catego okresu przechowywania. Tendencje obserwowane
w przypadku podatnosci jogurtu na synereze sg zgodne z wynikami tekstury
i pomiarami przeptywu. Jogurt o wiekszej twardosci jest mniej podatny na
przegrupowania w ramach swojej sieci i w zwigzku z tym wykazuje mniejszg
sktonnos¢ do kurczenia sie i wydalania serwatki [Brennan & Tudorica 2008].

Podsumowujgc uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze dodatek pullulanu do
jogurtu moze spowodowac poprawe lub pogorszenie stabilnosci i tekstury
fermentowanego mleka a wiasciwosci fizykochemiczne jogurtu wzbogaconego
w pullulan sg w duzej mierze zdeterminowane przez zastosowane stezenie
polisacharydu w jogurcie. Wigczenie pullulanu w stezeniu 1% prawdopodobnie
byto zbyt niskie, co miato wptyw na tworzenie ciggtej sieci kazein podczas
zelowania, prowadzgc do stabszego wigzania miedzy biatkami mleka oraz
skutkowato nizszg poczatkowg wartoscig lepkosci i wysoka synerezg
w porownaniu z probg kontrolng. Dodanie pullulanu w wyzszym stezeniu (2%)
znaczgco poprawito stabilno$¢ produktu, zwiekszajgc jedrnos¢ i lepkos¢ zelu,
a takze redukujgc zakres oddzielania serwatki. Czas przechowywania jogurtéw
we  wszystkich  przypadkach  wptyngt na  pogorszenie  wiasciwosci
fizykochemicznych wszystkich badanych rodzajéw jogurtow, tgcznie z kontrolnym.

4.3.6. Ocena mozliwosci zastosowania pullulanu jako substancji
niskotluszczowej w parzonych, homogenizowanych kietbasach

Homogenizowane kietbasy parzone to popularne produkty miesne dostepne
na rynku europejskim, zawierajgce od 20 do 30% ttuszczu [Palka i wsp. 2012;
Asuming-Bediako i wsp., 2014]. Obecnie w ofercie rynkowej dostepne sg rowniez
homogenizowane kietbasy parzone o zredukowanej o ok. 15% zawartosci tego
sktadnika. Zmniejszenie zawartosci ttuszczu osigga sie przez modyfikacje skfadu
receptury, czesto polega to na =zastgpieniu czesci surowca ttuszczowego
sktadnikami bezmiesnymi, tj. polisacharydy stosowane samodzielnie lub
w roznych kombinacjach. Ze wzgledu na zdolnos¢ do wigzania wody, wtasciwosci
zageszczajgce i zelujgce, polisacharydy majg pozytywny wptyw na teksture
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I cechy sensoryczne kietbas parzonych o obnizonej zawartosci ttuszczu. Dane
literaturowe wskazujg, ze skrobia, maltodekstryna, karagen, ksantan i preparaty
z btonnika mogg by¢ stosowane w przygotowywaniu niskottuszczowych kietbas
parzonych [Luruefia-Martinez i wsp. 2004; Crehan i wsp. 2000; Cierach i wsp.
2009]. Wyniki badan wskazujg, ze pullulan wykazuje wiasciwosci zageszczajgce
i wigzgce oraz moze dziata¢ jako substancja poprawiajgca teksture
homogenizowanych produktéw miesnych [Cheng i wsp. 2011; Singh i wsp. 2008].
Pullulan jest substancjg niskokaloryczng, 1 g dostarcza zaledwie 2,05 kcal (8,79
kJ). Jest to zwigzane z jego duzg opornoscig na enzymy trawienne przewodu
pokarmowego ssakéw [Nakamura 1984]. Dlatego proponuje sie go stosowac jako
skfadnik niskokalorycznej zywnosci, dietetycznych przekgsek przeznaczonych dla
cukrzykdw oraz zamiennik skrobi w makaronach lub pieczywie [Singh i wsp.
2008]. W zwigzku z tym kolejnym etapem moich badan byto sprawdzenie, czy
mozna zastosowac pullulan jako zamiennik ttuszczu w homogenizowanych
kietbasach parzonych oraz czy wyréb taki bedzie akceptowalny
sensorycznie (H6).

Homogenizowane kietbasy parzone sag produktami o krotkim okresie
trwatosci, charakteryzujg sie stosunkowo wysokim pH i aktywnoscig wody
[Korkeala & Bjérkroth 1997]. Sg to najwazniejsze czynniki wptywajgce na
stabilno$¢ tego produktu. Z tego wzgledu modyfikacje sktadu receptury majgce na
celu zmniejszenie zawartosci ttuszczu mogg wptywac nie tylko na wtasciwosci
fizykochemiczne i sensoryczne kietbas, ale takze ich jako$¢ mikrobiologiczng
[Lopez-Lopez i wsp. 2009; Delgado-Pando i wsp. 2011]. Ten aspekt réwniez
uwzgledniono w prowadzonych badaniach, okreslajgc wptyw pullulanu na cechy
fizykochemiczne i mikrobiologiczne homogenizowanych, niskottuszczowych
kietbas z miesa parzonego.

Do badan przygotowano cztery rodzaje homogenizowanych parzonych
kietbas, ktére roznity sie kompozycjami receptur pod wzgledem zawartosci
pullulanu i wieprzowiny — K (prébka kontrolna bez dodatku pullulanu), P1 (3 porcje
wieprzowiny: 1 porcja pullulanu), P2 (odpowiednio 2:2) oraz P3 (odpowiednio 1:3)
Kazdg oddzielng porcje kietbasek pakowano prézniowo w wielowarstwowy worek
foliowy (PE / PA, grubos¢ 75 um) i przechowywano w chiodziarce (4 = 1°C) przez
21 dni (H6).

Oznaczenie podstawowego sktadu chemicznego, pomiary instrumentalne
koloru i tekstury oraz sensoryczng ocene kietbas prowadzono po 24h od ich
przygotowania. Pomiary pH i aktywnosci wody (aw) wraz z analizami
mikrobiologicznymi wytworzonych kietbas wykonano po 0, 3, 7, 10, 14 i 21 dniach
przechowywania. Ubytek masy podczas gotowania okreslono dla kazdej kietbasy
formutg wedtug Crehan i wsp. [2000]. Pomiar pH kietbas przeprowadzono wedtug
normy [PN-ISO 2917: 2001], aktywno$¢ wody okreslono w aparaturze o statej
temperaturze 25 ° C dla probki kietbasy o grubosci 3 mm. Przeprowadzono takze
analize skfadu chemicznego, oznaczenie zawartosci wody, biatka i ttuszczu,
zgodnie z wymaganiami AOAC [2007], pomiar koloru i tekstury oraz zawartosci
soli (NaCl) metodg potencjometryczng. Ocena sensoryczna kietbas zostata

27



dr inz. Anna Chlebowska — Smigiel Zatgcznik 3 — Autoreferat

przeprowadzona metodg skalowania przez panel skfadajgcy sie z 10 oséb
(w wieku 22-43 lata) zgodnie z normg [PN-ISO 4121: 1998]. W skali 0-5
jednostek oceniono wyglad kietbas, kolor w przekroju, zapach, smak i teksture.
Analiza mikrobiologiczna obejmowata oznaczenie ogdlnej liczby zywych
drobnoustrojow, liczby mikroorganizmow psychrotroficznych, liczby bakterii kwasu
mlekowego, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae oraz liczby drozdzy i plesni.
Liczba mikroorganizméw zostata wyrazona jako log10 jtk/gram (log CFU/Q)
[Lopez-Lopez i wsp. 2009].

Wykazano, ze dodatek pullulanu nie wptynat istotnie na zwiekszenie ubytku
masy kietbas podczas gotowania. Uzyskane wyniki miescity sie w granicach od
6,5% dla probki kontrolnej bez pullulanu do 7,6% dla prébki P3, zawierajgcej
3 porcje pullulanu. Odpowiednio dla P1 i P2 byly to wartosci 6,9% i 7,2%.
Otrzymane wyniki byty nizsze od uzyskanych przez innych badaczy, ktérzy jako
substytut ttuszczu stosowali karagen [Cierach i wsp. 2009], uwodnione ptatki
owsiane [Yang i wsp. 2007] czy maczke chleba swietojanskiego i gume
ksantanowg [Luruefia-Martinez i wsp. 2004]. Modyfikacja sktadu receptury nie
miata wptywu na zawartos¢ biatka i chlorku sodu, stwierdzono jednak najwiekszg
zawartos¢ wody w kietbasach z najwyzszg zawartoscig pulluanu (P3). Im wiekszy
byt dodatek pullulanu do kietbas (probki P2 i P3), tym mniejsza byta zawarto$¢
ttuszczu (H6). Podobnie jak podstawowy sktad chemiczny, parametry kolorow
homogenizowanych parzonych kietbas w duzej mierze zalezg od skfadu. Wedtug
Garcia-Garcia & Totosaus [2008] na parametry kolorow L*, a* i b* kietbas o niskiej
zawartosci tluszczu mogg mie¢ wptyw dodane skfadniki polisacharydowe. Badanie
koloru i tekstury wykazato, ze niezaleznie od udziatu pullulanu w skfadzie kietbasy
nie réznity sie one jasnoscig oraz udziatem barwy czerwonej. Wraz ze wzrostem
zawartosci pullulanu zaobserwowano jednak istotne roéznice w udziale barwy
z6te).

Osiggniecie odpowiedniej tekstury jest jednym z gtéwnych probleméw
w przygotowywaniu kietbas parzonych ze zmniejszong zawarto$cig ttuszczu.
Wyniki pomiarow instrumentalnych wskazujg, ze jesli te produkty sg
przygotowywane bez uzycia substytutu ttuszczu zwierzecego, ich twardo$¢ jest
wyzsza w poréwnaniu z ich petnottustymi odpowiednikami. Jest to zwigzane
z wyzszg zawartoscig biatka w produkcie [Crehan i wsp. 2000]. Wprowadzenie
pullulanu do sktadu receptury homogenizowanych parzonych kietbas wptyneto na
ich teksture. Wraz ze wzrastajgcg zawartoscig hydrokoloidu obserwowano
zmniejszenie sity scinajgcej kietbas (H6). Poniewaz uwodniony pullulan wykazuje
niskg lepkos¢ w poréownaniu z innymi polisacharydami [Leathers 2003] a jego
wodne roztwory sg stabilne podczas ogrzewania i nie tworzg zeli [Oguzhan
& Yangilar 2013]. Jednak tekstura kietbas parzonych o niskiej zawartosci
ttuszczu, zawierajgcych okoto 15% lub mniej, moze by¢ modyfikowana przez
wprowadzenie polisacharydow do ich skiadu. Wiasciwosci funkcjonalne
polisacharydow, takie jak zdolno$¢ wigzania wody, wzrost lepkosci i / lub
wiasciwosci zelujgce oraz interakcje z innymi sktadnikami produktu mogg pomaoc
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w uzyskaniu twardej, sensorycznie pozadanej tekstury tego typu kietbas [Garcia-
Garcia & Totosaus 2008; Cierach i wsp. 2009].

Otrzymane wyniki oceny sensorycznej pokazaty, Zze =zastosowanie
pullulanu, niezaleznie od jego proporcji w recepturze, nie miato istotnego wptywu
na kolor lub zapach homogenizowanych parzonych kietbas, jednak negatywnie
oceniono postrzeganie koloru zottego na przekroju kietbas. Najnizszg ocene barwy
uzyskata kietbasa P3, z najwyzszym dodatkiem pullulanu. Pod wzgledem innych
cech jakosciowych, jak ogdlny wyglad, smak i konsystencja, kietbasa o najnizszej
proporcji pullulanu (P1) nie roznita sie znaczgco od probki kontrolnej (PC),
zdecydowanie gorszg ocene pod wzgledem wygladu ogdlnego, smaku i tekstury
uzyskaty kietbasy P2 i P3. Jedng z przyczyn pogorszenia smaku tych kietbas byt
mniej wyczuwalny smak miesa oraz zmiany tekstury (zbyt duza miekkos$¢ oraz
zbyt niska jedrnosé).

Pomiar pH i aktywnos$ci wody (aw) majg istotne znaczenie w przewidywaniu
trwatosci produktéw miesnych [Tilkens i wsp. 2015]. Nie zaobserwowano istotnych
réznic w wartosci pH kietbas kontrolnych oraz P1 bezposrednio po przygotowaniu
(odpowiednio 6,15 i 6,14) natomiast wzrost zawartosci pullulanu spowodowat
nieznaczne obnizenie pH kietbas P2 i P3 do wartosci 6,11. Po 21 dniach
chtodniczego przechowywania, pH kietbas z pullulanem obnizyto sie do wartosci
6,02, a kietbas kontrolnych do poziomu 6,03. Srednie wartosci aw kietbas po
przygotowaniu miescity sie w zakresie od 0,962 do 0,969. Kietbasy zawierajgce
pullulan charakteryzowaty sie nieco wyzszg poczgtkowg wartoscig aktywnosci
wody w poréwnaniu z Kkietbasg kontrolng. W ostatnim dniu chfodniczego
przechowywania kietbas warto$¢ aw wynosita od 0,979 (dla prébki kontrolnej) do
0,98 (dla kietbasy P3). Wedtug Tilkens i wsp. [2015] produkty migsne o kombinac;ji
pH < 5,1 i aw < 0,96 mozna uznac¢ za stabilne, nawet jesli sg przechowywane
w nieschtodzonym srodowisku. Otrzymane wyniki sugeruja, ze homogenizowane,
niskottuszczowe kietbasy z dodatkiem Iub bez dodatku pullulanu nie sag
produktami o dlugim okresie trwatoSci.

Z przeprowadzonych analiz mikrobiologicznych wywnioskowano, ze
pullulan nie jest fatwo przyswajalnym Zzrodiem wegla dla drobnoustrojow
odpowiedzialnych za psucie niskotluszczowych, homogenizowanych kietbas
podczas chtodniczego przechowywania. Poczgtkowa ogdlna liczba zywych
drobnoustrojow wynosita srednio 2,86—3,00 log jtk/g, co wynikato z termicznej
obrobki kietbas. Uzyskane wyniki sg spojne z doniesieniami literaturowymi [Jo
i wsp. 2001; Chlebowska — Smigiel i Gniewosz 2009; Lépez-Lépez i wsp. 2009;
Delgado-Pando i wsp. 2011;]. W ciggu 21 dni przechowywania badanych kietbas
nastgpit stopniowy wzrost liczby zywych drobnoustrojow, niezaleznie od ilosci
dodanego pullulanu, przy czym byt on najnizszy w prébkach kietbas P3 (0,67 log
jtk/g). Podobnie ksztaltowaty sie wyniki liczby drobnoustrojéw psychrotrofowych.
Podczas 21 dni przechowywania w chtodziarce najbardziej intensywny wzrost tej
grupy mikroorganizméw odnotowano w kietbasie kontrolnej (PC), a najnizszy
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w kietbasie P3 (H6). Przez caty okres przechowywania kietbas nie stwierdzono
obecnosci LAB, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, drozdzy i plesni. Liczba
tych mikroorganizmow byta mniejsza niz 1 log jtk/g. Potwierdza to stabilna wartos¢
pH w kietbasach z pullulanem (P2 i P3) podczas 21 dni przechowywania.
Prawdopodobnie byto to wynikiem procesu przygotowania kietbas (obrdbki
cieplnej, zastosowania ostonek) oraz prézniowego pakowania i przechowywania
w chtodni.

Podsumowujgc, zastgpienie pullulanem czesci wsadu surowca miesnego
w produkcie pozwolito na uzyskanie niskottuszczowych, homogenizowanych
kietbas parzonych o parametrach fizykochemicznych, mikrobiologicznych
I sensorycznych poréwnywalnych z prébkami kietbas wytworzonych wedtug
standardowej receptury. Otrzymane produkty charakteryzowaty sie niskg utratg
masy podczas gotowania, stabilnym pH i niewielkimi zmianami aktywnosci wody
podczas 21 dni chtodniczego przechowywania. Substytucja wsadu pullulanem
w proporcji 2:2 lub 3:1 wptyneta negatywnie na teksture kietbas, jej jedrnosc,
wzmocnienie barwy zottej na przekroju plastra oraz na 0gélng jakos¢ sensoryczng.
Zastosowanie pullulanu nie pogorszyto jakosci mikrobiologiczne;j
przechowywanych kietbas, wrecz przeciwnie, im wyzszy byt dodatek pullulanu tym
produkt byt bardziej stabilny mikrobiologicznie. Wyniki oceny sensorycznej
wykazaty jednak, ze tylko kietbasa, w ktorej zastosowano dodatek pullulanu
w ilosci Y2 wsadu surowca miesnego nie réznita sie znaczgco od kietbasy
kontrolnej pod wzgledem kazdego z ocenianych atrybutow. W zwigzku z tym
mozna wnioskowac, ze w parzonych kietbasach z okreslong recepturg, nie wiecej
niz ¥a surowcow miesnych moze by¢ zastgpiona pullulanem.

Za najwazniejsze osiagniecia opisanych badan zawartych
w jednotematycznym cyklu publikacji uwazam wykazanie, ze:

1. Bakterie kwasu mlekowego mogg wykorzystywac pullulan jako zrodio wegla
i metabolizowa¢ go obok glukozy z wytworzeniem kwasu mlekowego,
octowego i propionowego. Jest to cecha zalezna od uzytego szczepu LAB.

2. Mikroflora katowa niemowlgt karmionych naturalnie jest zdolna
wykorzystywaé pullulan jako jedyne zrodto wegla i zwiekszaé swojg
aktywnos¢ fermentacyjng, co skutkowato zahamowaniem wzrostu
Escherichia coli.

3. Zastosowanie pullulanu jako skfadnika jogurtéw zwieksza przezywalnosé
stosowanej kultury starterowej, a jego ilos¢ istotnie kreuje cechy
fizykochemiczne i sensoryczne przechowywanych produktow.

4. Jogurty z dodatkiem 1% pullulanu, mimo mniejszej lepkosci, zwiekszonej
synerezy oraz stabszej struktury zelu uzyskaty lepszg ocene sensoryczna.
Uzasadnia to zastosowanie tej ilosci pullulanu w praktyce produkcyjne;.

5. Mozliwe jest uzyskanie niskottuszczowych, homogenizowanych kietbas
parzonych, o dobrych parametrach fizykochemicznych i mikrobiologicznych,
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akceptowalnych sensorycznie przy zastgpieniu pullulanem nie wiecej niz
“a wsadu surowca miesnego.

Pullulan moze znalezé zastosowanie w przetworstwie zywnosci jako
substancja dodatkowa o potencjalnie prebiotycznych wiasciwosciach, ktore
wymagajg dalszych badan.
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sensory properties of yogurt supplemented with lentil flour. Food Research International,
44, 2482-2488.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Dziatalnos¢ naukowg rozpoczetam pod kierunkiem prof dr hab.
R. A. Grzybowskiego realizujgc prace magisterskg zatytutowang ,Analiza
mikrobiologiczna procesu produkcji grzybni pieczarki” (1988r), ktéra stanowita
analize eksperckg problemu technologicznego zaistniatego w wytworni grzybni
pieczarki w Ozarowie Mazowieckim. Okreslono mikroflore powietrza we
wszystkich pomieszczeniach produkcyjnych, przy czym najwiekszg liczbe
drobnoustrojow  obserwowano w  pomieszczeniach  dziatu  ekspedyciji.
Zanieczyszczone powietrze byto zrodiem zakazen mikrobiologicznych grzybni
pieczarki, przy czym wsrod mikroorganizméw dominowaty bakterie a ich
przynaleznos¢ rodzajowg ustalono na Escherichia, Brevibacetrium, Pseudomonas,
Lactobacillus, Serratia, Staphylococcus, Micrococcus.

Po zatrudnieniu na stanowisko asystenta stazysty w Zaktadzie Mikrobiologii
Technicznej Wydziaty Technologii Zywnos$ci SGGW w Warszawie uczestniczytam
w realizacji m.in. trzech projektow badawczych: ,Studia nad czystoscig
mikrobiologiczng i aktywnoscig fermentacyjng drozdzy winiarskich” i ,Badania
ilosciowe wybranych wyrobow spirytusowych” pod kierownictwem prof. dr hab.
E. Sobczaka oraz ,Badania czystosci mikrobiologicznej emulsji” (kierownik tematu
prof. dr hab. R. A. Grzybowski).

W okresie 19.09.1992-01.02.2002r., w zwigzku z urodzeniem dzieci (1992,
1994 i 1996) przebywatam na urlopach macierzynskich oraz bezptatnych
wychowawczych. Po powrocie do pracy, na stanowisku wyktadowcy oprécz
prowadzenia zaje¢ dydaktycznych zajmowatam sie utrzymaniem Muzeum
Czystych Kultur Drobnoustrojow.

W roku 2003 rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Nauk o Zywnosci
SGGW pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Gniewosz. Celem mojej pracy
doktorskiej byto zastosowanie pullulanu w postaci powtoki jadalnej, jako czynnika
ksztattujgcego trwato$¢ wybranych surowcow roslinnych.

Wykazatam, ze pullulan ze wzgledu na swoje wtasciwosci fizykochemiczne
moze byC sktadnikiem powitoki jadalnej przedtuzajgcym trwatos¢ wybranych
surowcéw roslinnych. Szczegdlnie przydatny moze by¢ w przypadku zywnosci
0 niskiej aktywnosci wody. Stwierdzono zaleznos¢ miedzy gruboscig filmu
i wilgotnoscig wzgledng powietrza a przepuszczalnoscig tlenu i dwutlenku wegla,
a w miare wzrostu grubosci filmu przy statej wilgotnosci wzglednej powietrza
wzrastata jego barierowos¢ w stosunku do badanych gazéw. Z kolei przy statej
grubosci filmu przepuszczalnos¢ tlenu i dwutlenku wegla malata wraz
z obnizeniem wilgotnosci wzglednej powietrza. Pullulan jako jedyne zrodto wegla
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w podtozu nie byt catkowicie metabolizowany przez badane szczepy
drobnoustrojow saprofitycznych a ograniczong zdolno$¢ do asymilacji tego
polisacharydu wykazywaty plesnie z rodzajow Alternaria, Rhizopus, Penicillium
I Aspergillus, drozdze z rodzaju Saccharomyces oraz bakterie z rodzajow Bacillus
I Micrococcus. Wykazatam, ze zastosowana w badaniach modelowych powtoka
pullulanowa zahamowata wzrost wiekszosci badanych drobnoustrojow, poprawita
wyglad orzechdw i wptyneta korzystnie na inne cechy sensoryczne jak réwniez
powodowata mniejsze ubytki masy orzechéw podczas ich przechowywania.
Powlekanie powtokg pullulanowg skutkowato wolniejszym tempem zmian
oksydacyjnych i hydrolitycznych  zachodzacych w ttuszczu  orzechow
w porownaniu z orzechami bez powtoki. Ponadto podczas przechowywania
orzechow pokrytych powiokg obserwowano catkowite zahamowanie wzrostu
szczepow z rodzajéw Aspergillus, Mucor [ Cladosporium.
W  przypadku bakterii powtoka pullulanowa skutecznie ograniczyta wzrost
szczepow z rodzajéw Micrococcus i Tetracoccus. Najmniej wrazliwe na obecnos$c
powtoki pullulanowej na orzechach byty szczepy plesni z rodzaju Penicillium oraz
bakterie z rodzaju Bacillus.

Po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam zainteresowania naukowe
w zakresie przydatnosci pullulanu do konstruowania powtok jadalnych i ich wptywu
na przedtuzenie trwatosci wybranych surowcéw spozywczych. Wsrod badanych
surowcow znalazty sie surowce roslinne: jabtka, orzechy laskowe, wtoskie
i arachidowe. Wykazano, ze powioka pullulanowa najlepiej przedtuzyta trwato$é
orzechow laskowych, ograniczajgc niekorzystne zmiany zachodzgce w ttuszczach
a przede wszystkim niekorzystane zmiany wywotane mikroflorg saprofityczna.
Obserwowano catkowite zahamowanie wzrostu 21 z 36 badanych szczepdéw oraz
czesciowe ograniczenie wzrostu pozostatych szczepow. Efekt hamujgcy byt
zroznicowany i wynosit od 63 do 100%, w szczegdlnosci plesni. Zastosowana
w badaniach powtoka pullulanowa wykazata duzg barierowos¢ w stosunku do
tlenu i dwutlenku wegla, co wptyneto na hamowanie wzrostu wiekszosci badanych
drobnoustrojow, odpowiedzialnych za psucie sie zywnosci. Zwiekszyta
atrakcyjno$¢ sensoryczng orzechow poprzez nadanie im potysku. Powtoka
pullulanowa oraz pullulanowo-biatkowa zastosowana na jabtkach ograniczyta
ubytek masy podczas przechowywanych, jednak byta wrazliwa na zmiany
wilgotnosci powietrza i przy zwiekszonej wilgotnosci stawata sie kleista. Za
najwazniejszy mechanizm ograniczajgcy niekorzystne zmiany w powlekanych
surowcach uznano matg przepuszczalnosc tlenu przez powtoke pullulanows.

Badano rowniez wptyw powioki jadalnej wytworzonej na bazie pullulanu,
izolatu biatka sojowego oraz kwasu stearynowego na zmiany mikrobiologiczne
w miesie wotowym. Zastosowanie powitoki jadalnej najskuteczniej zahamowato
wzrost liczby bakterii tlenowych mezofilnych, LAB, enterokokow i psychrofilnych,
redukujgc ich liczbe o 1 cykl logarytmiczny w poréwnaniu z probkami kontrolnymi
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(bez powtoki). Stopien zahamowania wzrostu badanych grup drobnoustrojow byt
jednak zbyt niski, aby mozna jg byto stosowa¢ w przypadku surowca miesnego.
Naniesienie powiok pullulanowych na surowcoe o duzej zawarto$ci wody jest
utrudnione.

W kolejnych badaniach oznaczano mozliwos¢é wzbogacenia powtok
jadalnych na bazie pullulanu o ekstrakty roslinne bogate w sktadniki o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Badanie polegato na powlekaniu papryki czerwonej
powtokg pullulanowg zawierajgcg ekstrakt wodny lub etanolowy kwiatow tawuty
a nastepnie zakazaniu zarodnikami Rhizopus arrhizus. Wszystkie powitoki
utworzyty cienkg i dobrze przymocowang dodatkowg warstwe wzmacniajgca
potysk. Podczas przechowywania kolor oraz utrata masy produktéw powlekanych
podlegaty mniejszym zmianom w poréwnaniu z niepowleczonymi. Wyniki
jednoznacznie wskazalty na mozliwos¢ zastosowania powtok pullulanowych
zawierajgcych  ekstrakty jako alternatywy dla chemicznych  $rodkéw
grzybobojczych stosowanych do zwalczania choréb plesniowych papryki.

Efektem tych badan byto opublikowanie 7 artykutbw naukowych
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i krajowym:

e Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M., Swinczak E. 2007: An attempt to
apply a pullulan and pullulan-protein coatings to prolong apples shelf-life
stability. Acta Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 6 (1), 49 -56.

e Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M., Ggszewska M. 2008: An attempt to
apply a pullulan coating to reduce oxidative changes and mass loss in nuts
during storage. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, 58 (1), 79-84.

e Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M. 2009: Effect of pullulan coating on
inhibition of chosen microorganisms’ growth. Acta Scientiarum Polonorum
Technologia Alimentaria, 8 (3), s. 37 — 46.

e Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M. 2009: Wplyw jadalnej powtoki
pullulanowej na ograniczenie zmian sensorycznych i fizykochemicznych
zachodzgcych w  orzechach laskowych podczas przechowywania.
Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, XLII (3), s. 420-425.

e Chlebowska — Smigiel A., Gniewosz M., Sadto B. 2011: Préba przedtuzenia
jakosci mikrobiologicznej miesa wieprzowego poprzez zastosowanie powitoki
jadalnej. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, XLIV (3), s. 683- 688.

e Chlebowska — Smigiel A., Haé- Szymanczuk E, Gniewosz M. 2014: Wplyw
powtoki jadalnej na zmiany mikrobiologiczne w miesie wotowym podczas
przechowywania w warunkach chtodniczych. Zeszyty Problemowe Postepéw
Nauk Rolniczych, 577, 23-31.

e Synowiec A., Gniewosz M., Krasniewska K., Chlebowska - Smigiel A, Przybyt
J.L., Baczek K., Weglarz Z. 2014: Effect of Meadowsweet Flower Extract-
Pullulan Coatings on Rhizopus Rot Development and Postharvest Quality of
Cold-Stored Red Peppers. Molecules, 19(9), 12925-12939.
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Moje inne zainteresowania naukowo-badawcze mieszczgce @ sie
w dyscyplinie technologii zywnosci i zywienia realizowatam w nastepujgcych
obszarach tematycznych:

1. Wptyw przechowywania i obrobki technologicznej na zmiany mikrobiologiczne
I fizykochemiczne wybranych produktéw spozywczych

2. Suplementacja podtoza hodowlanego zwigzkami magnezu i jej wptyw na
aktywnos¢ wybranych szczepow grzybow i bakterii kwasu mlekowego,

3. Przeciwdrobnoustrojowa aktywnos¢ bakterii mlekowych, produktow
fermentowanych orientalnych i ekstraktow ziotowych,

4. Nowe trendy w technologii zywnosci - wykorzystanie wtasciwosci
funkcjonalnych EPS pochodzenia drozdzowego oraz wosku i pytku pszczelego

5. Przechowywanie szczepow referencyjnych

5.1. Wplyw przechowywania i obrébki technologicznej na zmiany
mikrobiologiczne i fizykochemiczne wybranych produktéw spozywczych

Odpowiednie postepowanie z surowcem spozywczym jest gwarancjg
otrzymania produktu dobrej jakosci, ale rownie wazny jest sposdb postepowania
z wytworzonym produktem, szczegdlnie warunki jego przechowywania i obrobki
technologicznej. Zaréwno zmiany fizykochemiczne, jak i mikrobiologiczne
zachodzgce w produktach spozywczych mogg by¢ przyczyng ich zepsucia czy
prowadzi¢ do wystgpienia zatrucia pokarmowego.

Najwiekszym  ryzykiem zwigzanym z  mozliwoscig  wystgpienia
zanieczyszczen mikrobiologicznych w jednodniowych sokach marchwiowych jest
brak obrébki termicznej. Stwierdzono istotne réznice w jakosci mikrobiologicznej
sokéw miedzy produktami réznych producentéw, jednak w Zzadnym, zaréwno
bezposrednio po otwarciu, a takze po przechowywaniu nie stwierdzono obecnosci
mikroflory patogennej, beztlenowcédw redukujgcych siarczyny oraz drobnoustrojow
psychrofilnych. Analiza mikrobiologiczna sokow wykazata natomiast obecnosc¢
duzej liczby drobnoustrojow mezofilnych i bakterii mlekowych. Najwieksze
zastrzezenia budzita obecnosc¢ bakterii z grupy coli oraz enterokokéw w badanych
sokach, co mogto by¢ wynikiem fekalnego zanieczyszczenia surowca lub uzytej
w procesie produkcyjnym wody. Przechowywanie sokow po otwarciu
w warunkach chtodniczych zwiekszyto istotnie o0golng liczbe drobnoustrojow
mezofilnych, grzybdéw, bakterii z grupy coli oraz enterokokéw, co potwierdza
zalecenia producenta odnosnie postepowania z takim produktem, jakim jest sok
jednodniowy.

W swojej pracy badawczej zajmowatam sie takze zanieczyszczeniem
mikrobiologicznym nasion rzepaku i uzyskanych z nich olejow ttoczonych na
zimno. Zaréwno w nasionach, jak i olejach okreslitam o0golng liczbe
drobnoustrojow oraz liczbe grzyboéw, ze wzgledu na mozliwos¢ rozwoju grzybow
toksynotworczych. Poszczegolne partie nasion rzepaku charakteryzowaty sie
zréznicowang jakoscig mikrobiologiczng (OLD) rzedu 103 -10* jtk/g, ale
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zanieczyszczenie mikrobiologiczne uzyskanych z nich olejow ttoczonych na zimno
byto niskie (10! do 102 jtk/ml). Oleje wirowane charakteryzowaty sie wyzsza
jakoscig niz oleje dekantowane. Sposob oczyszczania wptywat rowniez na zmiany
mikrobiologiczne olejédw podczas przechowywania. Przechowywane przez
6 miesiecy oleje oczyszczane przez dekantowanie byly gorszej jakosci
w porownaniu z olejami wirowanymi. Nastgpit wzrost ogolnej liczby
drobnoustrojow. Na nasionach oraz w olejach stwierdzono obecnos$¢ bakterii
przetrwalnikujgcych, drozdzy oraz plesni. Wsrod grzybow dominujgcg mikroflore
stanowity plesnie z rodzaju Penicillium, Fusarium, Alternaria, Rhizopus,
Aspergillus i Cladosporium.

e Gientka I, Chlebowska — Smigiel A., Sawikowska K. 2012: , Zmiany
jakosci  mikrobiologicznej sokoéw  marchwiowych  podczas préb
przechowalniczych. Bromatologia i Chemia Toksykologiczna, XLV (3),
s. 397 —401.

e Wroniak M., Chlebowska — Smigiel A., 2013: Wptyw czystosci nasion
rzepaku i sposobu oczyszczania oleju na wybrane wtasciwosci olejow
ttoczonych na zimno. Zywno$é. Nauka. Technologia. Jako$¢, 4 (89), s. 133
—149.

5.2. Suplementacja podtoza hodowlanego zwigzkami magnezu i jej wptyw na
aktywnos¢ wybranych szczepéw grzyboéw i bakterii kwasu mlekowego

Badano wptyw zwiekszonej zawartosci magnezu w hodowlach szczepow
bakterii mlekowych (LAB): Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. plantarum, Lb.
sanfranciscensis oraz drozdzy S. cerevisiae na cechy mikrobiologiczne ciasta
i wybrane cechy fizykochemiczne pieczywa. Do podiozy dodawano Mg?*
w stezeniu 1,25 g-dm=3. Nie stwierdzono istotnego wptywu suplementagciji
magnezem hodowli drozdzy i LAB na liczbe tych grup drobnoustrojéw w ciastach.
Przeprowadzono  prébny  wypiek laboratoryjny metodg jednofazows.
Zaobserwowano, ze w obecnosci kultur wzbogaconych w magnez zwigkszona
zostata objeto$¢ pieczywa. Najwiekszg zawartos¢ magnezu stwierdzono
w pieczywie z kulturg mieszang z S. cerevisiae i Lb. brevis wzbogacong w ten
pierwiastek.

Bratam wudziat w pracach okreslajgcych aktywnos$¢ przeciwplesniowg
bakterii z gatunkéw Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis oraz
Lactobacillus fermentum po hodowli w podtozach z dodatkiem octanu magnezu
w odniesieniu do grzybéw strzepkowych Penicillium chrysogenum, Rhizopus
arrhizus Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Fusarium avenaceum. Dodatek
octanu magnezu do podtoza hodowlanego badanych bakterii wptywat indukujgco
na produkcje kwasu octowego przez te bakterie. W niewielkim stopniu dodatek
wskazanej soli wptywat na synteze kwasu mlekowego w hodowli bakterii
L. plantarum. Obserwowano wyzszy poziom zahamowania wzrostu badanych
pledni (za wyjatkiem gatunku R. arrhizus) po hodowli bakterii w podtozu MRS
z dodatkiem octanu magnezu w poréwnaniu z podtozem niemodyfikowanym.
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Wyniki tych prac opublikowano w nastepujgcych czasopismach o zasiegu
krajowym oraz miedzynarodowym:

e Gniewosz M., Chlebowska — Smigiel A., Lipinska E., Krasniewska K. 2014:
Wptyw zwiekszonej zawartosci magnezu w hodowlach wybranych szczepdéw
bakterii i drozdzy na wybrane cechy jakosciowe ciasta i pieczywa. Zeszyty
Problemowe Postepéw Nauk Rolniczych, 578, 39-47.

e Kycia K., Bzducha — Wrdbel A., Krasniewska K., Chlebowska — Smigiel
A., Gniewosz M., 2017: Effect of Magnesium Acetate on the Antimold Activity
of Lactobacillus. Journal of Food Protection, 80 (1),96 — 103.

5.3. Przeciwdrobnoustrojowa aktywnosé bakterii mlekowych, produktéw
fermentowanych orientalnych i ekstraktéw ziotowych

Moje zainteresowanie bakteriami mlekowymi dotyczy takze mozliwosci
wykorzystania zdolnosci tych mikroorganizméw do metabolizowania oraz wigzania
toksycznych metabolitéow plesni. Przeprowadzona analiza danych literaturowych
dotyczacych badan in vitro oraz in vivo nad detoksykacjg mykotoksyn przez rézne
szczepy bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium w warunkach
uktadu pokarmowego zwierzat stata sie podstawg opracowania artykutu
przegladowego z tego zakresu opublikowanego w czasopismie Medycyna
Weterynaryjna.

W kolejnej pracy podjeto prébe oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
ptynéw pohodowlanych L. rhamnosus ATCC 7469 oraz zdolnosci szczepu do
biosyntezy bakteriocyny podczas hodowli w podtozu MRS. Z danych
literaturowych wiadomo, ze ceche te posiada m.in. szczep L. rhamnosus GG.
Okazato sie, ze ptyn pohodowlany L. rhamnosus ATCC 7469 uzyskany po 24h
inkubacji w temp. 37°C w podtozu MRS hamowat wzrost testowych bakterii,
zarowno Gram-dodatnich jak tez Gram-ujemnych. Najbardziej wrazliwym na jego
dziatanie okazat sie B. cereus ATCC 11778 jednakze w badanych warunkach
doswiadczenia nie potwierdzono zdolnosci szczepu L. rhamnosus ATCC 7469 do
wytwarzania bakteriocyny. Na wzrost i biosynteze bakteriocyn przez bakterie
wptywa wiele czynnikow, do ktorych nalezg Zrodta wegla i azotu, obecnosc¢ innych
substancji oraz warunki hodowli. Daje to mozliwos¢ dalszych badan nad
opracowaniem optymalnego dla syntezy bakteriocyn sktadu poditoza
hodowlanego.

e Bzducha-Wrébel A., Gniewosz M., Chlebowska — Smigiel A. 2015: In vitro
and in vivo mycotoxin binding by the bacteria of Lactobacillus and
Bifidobacterium species. Medycyna Weterynaryjna, 71 (12), 729 — 808.

e Gientka I., Bugajewska A., Chlebowska-Smigiel. A, Kieliszek M., Misiura
S.: 2016: Ocena zdolnosci przeciwdrobnoustrojowych i bakteriocynogennych
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469. Zeszyty Problemowe Postepéw Nauk
Rolniczych, 585, 65-73.
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Tempeh jest tradycyjnym indonezyjskim produktem otrzymywanym z soi
w wyniku naturalnej fermentacji przy udziale bakterii mlekowych, drozdzy
I réznych szczepdw z rodzaju Rhizopus Pierwsze doniesienia o antybakteryjnej
aktywnosci izolatow z tempeh dotyczg wrazliwosci bakterii Streptococcus cremoris
na substancje antybakteryjne zawarte w tempeh. Podjetam badania ktérych celem
byto okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tempeh naturalnego
i wedzonego dostepnego w ofercie internetowej, wobec 4 szczepdéw bakterii
testowych: Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella
Enteritidis ATCC 13076 i Staphylococcus aureus ATCC 25923. Stopien
zahamowania wzrostu byt rozny w zaleznosci od produktu, jak tez badanego
szczepu bakterii i wynosit od 1,60% do 24,22%. Oba badane produkty hamowaty
wzrost testowych szczepow bakterii, przy czym najbardziej wrazliwe okazaty sie
bakterie Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz Salmonella Enteritidis ATCC
13076.

e Chlebowska — Smigiel A., Gientka I., Mroczek K. 2012: ,Badanie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zywnosci typu tempeh”, Bromatologia i Chemia
Toksykologiczna, XLV (3), s. 455 — 460.

Od kilku lat w obszarze alternatywnych metod utrwalania zywnosSci
przedmiotem badan sg naturalne substancje wyizolowane z roslin, posiadajgce
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Nalezg do nich ekstrakty i olejki eteryczne
pochodzgce z roslin przyprawowych Celem kolejnej pracy byto otrzymanie olejkow

eterycznych z szatwii i oregano, okreslenie ich sktadu chemicznego oraz
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do wybranych szczepow bakterii.
Olejki eteryczne z szalwii i oregano odznaczaty sie aktywnoscig

przeciwdrobnoustrojowg wzgledem wiekszosci uzytych w doswiadczeniu bakterii.
Byto to spowodowane zawartoscig w olejkach zwigzkéw takich jak karwakrol,
kamfora, linalol, R(+) limonen, 1,4-cyneol i y-terpinen. Bakterie Gram-dodatnie
byly bardziej wrazliwe niz bakterie Gram-ujemne na dziatanie olejkow z szatwii
i oregano. Wsrod bakterii Gram-dodatnich szczepem najbardziej wrazliwym na ich
dziatanie okazat sie Tetracoccus sp., a wsrod bakterii Gram-ujemnych — Proteus
mirabilis 180 oraz Proteus vulgaris 458. Najsilniejsze dziatanie hamujgce oraz
bakteriobdjcze (najnizsze wartosci MIC oraz MBC) w stosunku do wiekszosci
badanych bakterii wykazywat olejek z oregano. Mozna wnioskowac, ze jest on
zrodtem substanciji aktywnych, ktére hamujg wzrost i rozwéj wybranych szczepdéw
bakterii. Uzyskane wyniki wskazujg, ze olejki eteryczne z szatwii i oregano mogag
by¢ skutecznymi $rodkami konserwujgcymi, wykorzystywanymi do utrwalania
produktow spozywczych.

e Haé-Szymanczuk E., Lipinska E., Chlebowska-Smigiel A. 2014: Poréwnanie
dziatania przeciwdrobnoustrojowego olejkéw eterycznych z szatwii (Salvia
Officinalis L.) i oregano (Origanum Vulgare L.). Zeszyty Problemowe Postepéw
Nauk Rolniczych, 577, 53-62.
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5.4. Nowe trendy w technologii zywnosci - wykorzystanie wilasciwosci
funkcjonalnych EPS pochodzenia drozdzowego oraz wosku i pytku
pszczelego

Produktami, ktére moga znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym sg
woski i pytek pszczeli. Jestem wspotautorem artykutu przeglgdowego, ktorego
celem bylo omodwienie unikalnych wtasciwosci tych produktéw i poszerzenie
wiedzy o mozliwosciach ich wykorzystania. W artykule zawarto charakterystyke
pytku oraz pierzgi pszczelej jako nowych produktow, ktére mogg mie¢ potencjalne
zastosowanie w réznych dziatach przemystu spozywczego. Powstawanie pierzgi
jest efektem fermentacji mlekowej pod wptywem bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Proces ten przebiega spontanicznie w plastrach, w warunkach beztlenowych.
Wynikiem fermentacji i zachodzgcych przemian enzymatycznych jest uzyskanie
nowych zwigzkow oraz zabezpieczenie pylku przed utratg jego wiasciwosci.
Pierzga jest doskonatym  produktem,  ktory  wykazuje  aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowg oraz moze uzupetniaé niedobory witamin i skfadnikéw
odzywczych w organizmie cziowieka. Zastosowanie jej w produktach
spozywczych, np. jako sktadnika o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
w powtokach jadalnych moze da¢ mozliwos¢ uzyskania nowych produktow
akceptowalnych przez konsumenta i przyjaznych srodowisku naturalnemu.

Egzopolisacharydy drozdzowe nie sg dobrze poznang grupg metabolitéw,
a ich przemystowe zastosowanie jest limitowane niskg wydajnoscig biosyntezy.
Udowodniono jednak, ze zwigzki majg potencjat immunostymulacyjny,
przeciwutleniajgcy  oraz przeciwnowotworowy. Przedmiotem artykutu
przegladowego z tej tematyki byto omdéwienie wptywu warunkéw hodowlanych na
biosynteze egzopolisacharydéw przez drozdze oraz ich strukture chemiczng
I wtasciwosci fizykochemiczne.

o Kieliszek M., Piwowarek K., Kot A.M., Btazejak St., Chlebowska — Smigiel
A., Wolska I. 2018: Pollen and bee bread as new health-oriented products:

A review. Trends in Food Science & Technology, 71, 170 — 180.

e Gientka |., Btazejak St., Stasiak-Rézanska L., Chlebowska — Smigiel A. 2015:
Exopolysaccharides from Yeast : insight into optimal conditions for
biosynthesis, chemical composition and functional properties — review. Acta
Scientiarum Polonorum Technologia Alimentaria, 14(4), 283-292.

5.5. Przechowywanie szczepéw referencyjnych

Od poczatku zatrudnienia jestem odpowiedzialna na prowadzenie Muzeum
Czystych Kultur ZBiMZ. Do moich obowigzkow nalezy przygotowanie szczepow
plesni, drozdzy i bakterii do zaje¢ dydaktycznych oraz do badan naukowych
prowadzonych przez pracownikow naukowo-dydaktycznych. Dobieram warunki
hodowli oraz przechowywania szczepow referencyjnych. Wiele szczepow
izolowatam z produktéw spozywczych, identyfikowatam oraz wprowadzitam do
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Muzeum. W chwili obecnej Muzeum dysponuje ponad 120 szczepami bakterii,
ponad 150 szczepami grzybdw.

6. Podsumowanie pracy naukowo-badawczej

Podsumowujgc, na moj dorobek naukowy sktada sie:

10 publikacji z listy JCR w nastepujgcych czasopismach: Current
Pharmaceutical Biotechnology, CyTa Journal of Food, International Journal
of Dairy Technology, Molecules, Journal of Food Protection, Trends in Food
Sciences and Technology, Medycyna Weterynaryjna, Zywnos$¢. Nauka.
Technologia. Jako$¢

14 publikacji z listy B

5 monografii i rozdziatow w monografii

10 ekspertyz

14 doniesien naukowych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych
w postaci referatow

24 doniesienia naukowe na konferencjach krajowych i miedzynarodowych
w postaci posteréw

2 udziaty w komitetach konferencji naukowych

udziat w 4 projektach jako wykonawca

4 staze naukowe

5 recenzji artykutbw w czasopismach o zasiegu krajowym
i miedzynarodowym

Sumaryczny impact factor publikacji w ktorych jestem wspotautorem wynosi
IF =17,609%,
a tgczna liczba punktéw zgodnie z kryteriami MNiSW wynosi 369**
Index Hirscha =3
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS):

22 (20 bez autocytowan).

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Elsevier Scopus:

30 (29 bez autocytowan).
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