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1.  Imieg i nazwisko

Piotr Kolakowski

2.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

Dyplom magistra inzyniera technologii zywnos$ci, specjalnos¢ technologia mleczarska —

uzyskany na Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie (1988)

Dyplom doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywno$ci — uzyskany na Akademii
Rolniczo-Technicznej w Olsztynie, Wydziat Technologii Zywnosci, Instytut Biotechnologii
Zywnosci (1997)

Tytut rozprawy: Biosynteza, charakterystyka i zastosowanie enzymoéw Rhizomucor miehei N-I
w przemysle mleczarskim

Promotor: prof. dr hab. Arnold Reps

Dyplom Managera Jakosci — uzyskany na Uniwersytecie Warminsko — Mazurskim w Olsztynie

w ramach studiéw podyplomowych (2008)

3. Informacje 0 dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych/artystycznych
2012- Dyrektor Zaktadu — Danisco Biolacta w likwidacji w Olsztynie
2010-2012  Dyrektor Zaktadu, Dyrektor R&D, Prezes Zarzadu - Danisco Biolacta
w Olsztynie

2004 -2010  Dyrektor Zaktadu, Dyrektor R&D, Czlonek Zarzadu — Danisco Biolacta
w Olsztynie

2003-2004: Dyrektor Techniczny - Rhodia Food Biolacta w Olsztynie

1999-2003:  Kierownik Wydziatu Badan i Rozwoju - Rhodia Food Biolacta w Olsztynie

1998-1999:  Staz podoktorski - Uniwersytet Montpellier II, Laboratorium Biochemii
1 Technologii Spozywczej, Montpellier, Francja

1997- 1998:  Adiunkt - Uniwersytet Warminsko - Mazurski w Olsztynie, Wydziat Technologii
Zywnosci, Instytut Biotechnologii Zywnosci



1991 - 1997: Asystent — Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie, Wydziat Technologii

Zywnosci, Instytut Biotechnologii Zywnosci

1988 - 1991: Doktorant — Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie, Wydziat Technologii

Zywnosci, Instytut Biotechnologii Zywnosci

4.  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

(Dz. U. nr 65. Poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

»ldentyfikacja dotychczas niepoznanych wlasciwosci technologicznych

i mikrobiologicznych ziaren kefirowych oraz poprawa jakosci kefiru”

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

b1 Publikacje

Kolakowski, P., Ozimkiewicz, M. (2012) Restoration of kefir grains subjected to
different treatments. International Journal of Dairy Technology, 65(1), 140-145.
Kolakowski, P., Ozimkiewicz, M. (2012) Kefir grains tolerance to Escherichia
coli contamination — industrial advantages. Dairy Science & Technology, 92(6),
709-718.

Kolakowski, P., Malinowska, M., Gerlich, J. (2010) The use of
transoligosaccharide (TOS) propionate agar medium with mupirocin for selective
enumeration of bifidobacteria in dairy cultures and in fermented dairy products.
Milchwissenschaft Milk Science International, 65(4), 380-384.

Kolakowski, P., Pawlikowska, K. (2012) Kefir as a probiotic delivery vehicle.
Milchwissenchaft Milk Science International, 67(2), 159-162.

Kowalczyk, M., Kolakowski, P., Radziwilt-Bienkowska, J.M., Szmytkowska, A.,
Bardowski, J. (2012) Cascade cell lyses and DNA extraction for identification of

genes and microorganisms in kefir grains. Journal of Dairy Research, 79, 26-32.

b2 Patenty

6.

Obert, J-P., Kolakowski, P. (2008) Process for seeding a media with microorganism



in form of a tablet. United States Patent Application Publication No.
US2008/0193594 Al and European Patent, No. 05739386.0-2114-1B2005001458,
propertier Danisco A/S.

b3 Wdrozenia przemyslowe kultur kefirowych w kierowanych przez habilitanta

projektach realizowanych w Wydziale Badan i Rozwoju firmy Danisco Biolacta

Sp. z o.0.

7. CHOOZIT KefirMild (2004)
8. Vital Kefir (2007)
9. HOWARU Kefir Bifido (2008)
10. CHOOZIT Kefir C3 (2010)

c) omowienie celu/naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow

wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

I. Wstep
Kefir jest jednym z najstarszych mlecznych napojow fermentowanych, ktorego sposob
otrzymywania i mikroflora ksztaltowata si¢ przez wiele stuleci. Ojczyzng kefiru jest Kaukaz.
Jego produkcje w skali przemystowej rozpoczgto w Rosji w koncu XIX wieku. Podstawg
produkcji kefiru sa ziarna kefirowe. Ziarna kefirowe skladaja sie z, zyjacych w Scislej
symbiozie, okoto 30 gatunkow bakterii i drozdzy. Wsrdd nich znajduje si¢ szereg gatunkow
bakterii kwasu mlekowego (L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei etc) i drozdzy
0 uznanych powszechnie cechach terapeutycznych i leczniczych. Na wiasciwosci zdrowotne
kefiru ma tez wptyw ogromna ilos¢ wytwarzanych w procesie fermentacji metabolitéw w skali
jakosciowej i ilosciowej czgsto niespotykanych w innych produktach mleczarskich. Jednak
produkcja tradycyjnego kefiru (fermentacja i dojrzewanie) trwa ponad 35 godzin a jego termin
przydatnosci do spozycia wynosi zaledwie trzy dni. Popularyzacja kefiru i jego utrzymanie na
rynku wymaga ogromnych nakfadéw na badania w kierunku opracowania kultur startowych na
bazie ziaren kefirowych pozwalajacych uzyskac produkt charakteryzujacy sie:

a) czasem fermentacji mleka nie przekraczajacym 16 godzin;

b) poréwnywalnym do jogurtu terminem przydatnosci do spozycia;

c) ograniczong produkcja gazu i ograniczonymi zmianami sensorycznymi w trakcie

przechowywania;



d)

powtarzalnymi parametrami produkcji i jakosci gotowego wyrobu w dtugim horyzoncie
czasowym;

podwyzszona lepkoscia;

dodatkowymi wlasciwosciami zdrowotnymi uzyskanymi poprzez wzbogacenie

szczepami probiotycznymi.

Jednak podstawowym wyjsciowym etapem do uzyskania sukcesu jest opracowanie

standardowego procesu produkcji ziaren kefirowych o wysokiej stabilnosci mikrobiologicznej

1 niezmiennych parametrach technologicznych.

II. Cel i zakres badan

Celem prowadzonych badan byto:

III1.

Poszukiwanie mikrobiologicznych i technologicznych wyréznikow jakosci ziaren
kefirowych;

Optymalizacja warunkéw hodowli, przechowywania i regeneracji ziaren kefirowych;
Okreslenie mikrobiologicznego bezpieczenstwa i technologicznych wiasciwosci ziaren
kefirowych namnazanych w mleku poddanym kontaminacji mikrobiologicznej;
Oszacowanie  biordznorodnosci mikrobiologicznej ziaren kefirowych metoda
kaskadowej lizy komorek i ekstrakcji DNA;

Opracowanie selektywnych metod oznaczania bakterii probiotycznych w kulturach
kefirowych i kefirze;

Konstruowanie nowej generacji funkcjonalnych kultur kefirowych na bazie
liofilizowanych ziaren kefirowych, bakterii kwasu mlekowego, bakterii probiotycznych
i drozdzy dla rozwoju rynku kefirowego w kraju i za granica;

Opracowanie kultury kefirowej wygodnej do uzycia w domowej produkcji kefiru.

Dokumentacja wynikow i wnioski

ITIa Publikacje

Kolakowski, P., Ozimkiewicz, M. (2012) Restoration of kefir grains subjected to different

treatments. International Journal of Dairy Technology, 65(1), 140-145.

Celem badan byta ocena zdolnosci regeneracyjnych ziaren kefirowych, poddanych

zroznicowanej obrobce, w mleku poprzez codzienne ich pasazowanie. Analizujac wpltyw



procesow: homogenizacji, zamrazania w ciektym azocie i zamrazalniczego przechowywania,
przechowywania w warunkach chtodniczych, liofilizacji oraz przemywania woda na ziarna
kefirowe odkryto ich wysokie zdolnosci regeneracyjne.
Za najwazniejsze rezultaty badan prezentowane w tej publikacji uwazam:
e Opracowanie efektywnego sposobu regeneracji ziaren kefirowych w wymiarze ich
wlasciwosci technologicznych w oparciu o wyréznik dynamiki ich wzrostu w mleku.
Czas regeneracji ziaren wahal si¢ w szerokich granicach i zalezal od zastosowanego
procesu.
e  Okreslenie optymalnych sposobow przechowywania ziaren kefirowych.
Niska temperatura przechowywania ziaren kefirowych byta najlepsza metoda
zachowania ich jako$ci. Ziarna kefirowe zamrozone w cieklym azocie a nastgpnie
przechowywane w -50°C przez 10 lat w pelni si¢ zregenerowaty w aspekcie dynamiki
wzrostu w mleku, rozmiaru i réwnowagi mikrobiologicznej po 12 kolejnych pasazach
w mleku.
e Odkrycie zjawiska odbudowy rozmiaru i struktury ziaren kefirowych rozdrobnionych
mechanicznie.
Ziarna kefirowe poddane homogenizacji w Stomacherze z rozmiaréw o $rednicy
0,5 2,5 cm do 0,1 — 0,3 cm catkowicie odzyskaly pierwotne rozmiary po 14 pasazach
w mleku.
e Odkrycie warunkéw nieodwracalnej utraty zdolnosci odbudowy struktury ziaren
kefirowych pomimo zachowania ich petnej aktywnosci biologiczne;.
Ziarna kefirowe poddane procesowi liofilizacji a nastepnie mieleniu nie byly w stanie
odtworzy¢ swojej struktury w procesie pasazowania w mleku.
Uzyskane rezultaty maja duze znaczenie praktyczne dla bezpieczefistwa produkcji ziaren
kefirowych, utrzymania wysokiej jakosci startowych kultur kefirowych jak réwniez dla
zarzadzania kosztami ich produkcji w zakiadach czystych kultur mleczarskich.
Dotychczasowa praktyka produkcji ziaren kefirowych opiera si¢ na ciagtym codziennym ich
pasazowaniu w mleku. Jedynym ze sposobéw oddzialywania na wydajno$¢é namnazania (na
zmniejszenie lub zwigkszenie ilosci produkowanych ziaren) bylo gltéwnie zmniejszenie lub
zwigkszenie ilosci stosowanego mleka. Otrzymane rezultaty daja gwarancje powrotu do
wysokiej jakosci produkcji ziaren nawet w wyniku kilkumiesiecznej przerwy w produkcji
spowodowanej awaria urzadzen, sezonowoscig lub zatamaniem rynku. Opracowana

1 zastosowana z sukcesem procedura umozliwia przechowanie ziaren kefirowych a nastepnie



ich regeneracj¢ do stanu pelnej aktywnosci metabolicznej i technologiczne;.
Wyniki przeprowadzonych badan sa réwniez cenng informacje dla producentéw kefiru, ktorzy

prowadza propagacj¢ ziaren kefirowych bezposrednio w zaktadach.

Kolakowski, P., Ozimkiewicz, M. (2012) Kefir grains tolerance to Escherichia coli

contamination — industrial advantages. Dairy Science & Technology, 92(6), 709-718.

W publikacji przedstawiono wplyw kontaminacji mleka bakteriami E. coli na jako$é
mikrobiologicznag kefiru i uzytych do jego produkcji ziaren kefirowych.
Za najwazniejsze rezultaty badan prezentowane w tej publikacji uwazam:

e Wykazanie przeciwbakteryjnego dzialania ziaren kefirowych wobec E. coli;

e Wykazanie mozliwosci ponownego zastosowania do produkcji kefiru ziaren
kefirowych wydzielonych z kontaminowanego bakteriami E. coli mleka przerobowego
poddanego fermentacji z ich udziatem.

W ziarnach kefirowych wydzielonych z kontaminowanego mleka nie stwierdzono
obecnosci E. coli.
W dotychczasowej praktyce przemyslowej obecnosé bakterii z grupy coli w mleku
fermentowanym ziarnem kefirowym skutkowata natychmiastowa utylizacja ziaren kefirowych,
co wiazato si¢ z duzymi stratami. Uruchomienie produkcji z nowej partii ziaren jest procesem
kilkutygodniowym i czasami powoduje powazne zaktdcenia technologiczne. Przy niewielkiej
kontaminacji mleka wydzielone ziarna kefirowe po kilkukrotnym przemyciu jalowa woda moga

by¢ ponownie uzyte w procesie produkcji kefiru badz kultur kefirowych.

Kolakowski, P., Malinowska, M., Gerlich, J. (2010) The use of transoligosaccharide (TOS)
propionate agar medium with mupirocin for selective enumeration of bifidobacteria in dairy

cultures and in fermented dairy products. Milchwissenschaft Milk Science International,

65(4), 380-384.

Jedng z przeszkéd w powszechniejszym stosowaniu probiotykdw w przemysle mleczarskim,
aw szczegblnosci Bifidobacterium spp., sa trudnoSci w ich selektywnym oznaczaniu
w kulturach i produktach mleczarskich. Populacje Bifidobacterium spp. szczegdlnie trudno jest
oznaczy¢ w kefirze i kulturach kefirowych. Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty potwierdzaja

wysoka selektywnos¢ podloza TOS do ilosciowego oznaczania bakterii z rodzaju



Bifidobacterium przy odpowiedniej koncentracji mupirocyny, w szerokim zakresie kultur
1produktow mleczarskich wiacznie z kefirem i kulturami Kkefirowymi. Populacja
Bifidobacterium spp. oznaczana na podtozu TOS charakteryzowata si¢ wysoka odpornoscia na
stezenie mupirocyny (MIC > 300 pg/ml), podczas gdy bakterie z rodzaju Leuconostoc,
Lactococcus, Streptococcus 1 Lactobacillus byly wrazliwe na ten antybiotyk (MIC < 100 pg/ml
dla wigkszosci badanych szczepow). Na podtozu TOS Bifidobacterium spp. tworzyly duze
kolonie o $rednicy powyzej 1 mm i mupirocyna nie wptywata na ich rozmiar. Bakterie kwasu
mlekowego na podlozu TOS tworzyty kolonie znacznie mniejsze, ktére malaly wraz ze
wzrostem stgzenia mupirocyny i juz przy jej koncentracji 50 pg/ml ich rozmiary nie
przekraczaty 0,5 mm. Na podtozu TOS z dodatkiem 50 pg/ml mupirocyny oznaczano ponad

95% populacji Bifidobacterium spp. obecnych w kulturze kefirowej lub kefirze.

Kolakowski, P., Pawlikowska, K. (2012) Kefir as a probiotic delivery vehicle.
Milchwissenchaft Milk Science International, 67(2), 159-162.

Wykazano, na przyktadzie 3 probiotycznych szczepdw (Bifidobacterium lactis HNOI19,
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 1 Lactobacillus acidophilus NCFM), ze kefir moze by¢
doskonatym nosnikiem korzystnych dla zdrowia cztowieka bakterii z rodzju Lactobacillus
1 Bifidobakterium. Dodatek probiotykéw do mleka nie wptywat negatywnie na przebieg procesu
fermentacji i jako$¢ kefiru. Wyniki badan moga mie¢ wplyw na poprawe prozdrowotnego

wizerunku kefiru.

Kowalczyk, M., Kolakowski, P., Radziwilt-Bieikowska, J.M., Szmytkowska, A., Bardowski,
J. (2012) Cascade cell lyses and DNA extraction for identification of genes and

microorganisms in kefir grains. Journal of Dairy Research, 79, 26-32.

Wigkszos¢ badan dotyczacych biordéznorodnosci kefiru i ziaren kefirowych jest oparta na
klasycznych metodach mikrobiologicznych z zastosowaniem selektywnych podt6z. Uzyskane
rezultaty identyfikacji mikroorganizméw metodami klasycznymi moga by¢ niepelne,
poniewaz niektore drobnoustroje nie dajg si¢ namnazaé. Techniki molekularne otwieraja nowe
mozliwosci identyfikacji kompozycji mikrobiologicznej ziaren kefirowych. Optymalizujac
warunki izolacji DNA z ziaren kefirowych metodga kaskadowej lizy komérek w celu

efektywnej identyfikacji genéw i oceny ich mikrobiologicznej bioréznorodnosci uzyskano



pig¢ ekstraktow réznigcych si¢ profilami DNA potwierdzonych ich zréznicowana kompozycija
mikrobiologiczng metoda RAPD. Za najwazniejsze osiagni¢cie opisane w tej publikacji
uwazam opracowanie kaskadowej lizy komorek ulatwiajacej analize bior6znorodnosci
kompleksow mikrobiologicznych zawierajacych bakterie fermentacji mlekowej i drozdze:
ziarna kefirowe, sery, piwo. Zastosowanie kaskadowej lizy komoérek do izolacji DNA bakterii
kwasu mlekowego i drozdzy moze by¢ rowniez przydatne w biotechnologii zywnosci do

monitorowania jakosci fermentowanych produktow np. seréw dojrzewajacych, piwa itp.

Z wyjatkiem publikacji, gdzie pierwszym autorem jest M. Kowalczyk we wszystkich

pozostalych pu blikacjach jestem autorem korespondujqcym.

IIIb Patenty

Obert, J-P., Kolakowski, P. (2008) Process for seeding a media with microorganism in form of
a tablet. United States Patent Application Publication No. US2008/0193594 A1l and European
Patent, No. 05739386.0-2114-1B2005001458, propertier Danisco A/S.

Opracowano sktad mieszanki do produkcji wysoko-aktywnych, z dtugim terminem przydatnosci
do uzycia, kultur jogurtowych i kefirowych w formie tabletek do produkcji napojow
fermentowanych. Tabletki kefirowe w swoim sktadzie zawierajg probiotyczny szczep
Lactobacillus acidophillus NCFM i sg rekomendowane do domowej produkcji kefiru. Tabletki
charakteryzuja si¢ zdolnoscia szybkiego roztwarzania w wodzie lub mleku. Dla o0s6b
nietolerujacych mleko moga by¢ stosowane po roztworzeniu w wodzie lub uzywane
bezposrednio do ssania. W sktad kultury kefirowej ,, Tybet kefir” wchodzg nastepujace sktadniki:
ziarno kefirowe, CHOOZIT BT001 (bakterie z rodzaju Lactococcus) i Lactobacillus acidophillus
NCFM.

Sktad stosowanej do kompresji mieszanki (produkcji tabletek) jest nastepujacy:

1% stearynian magnezu;

2% kroskarmeloza sodu;

4% glikolan sodu;

53% celuloza mikrokrystaliczna;

40% liofilizowana kultura kefirowa (,,Tybet kefir”).

Otrzymana mieszania jest bezposrednio poddawana kompresji przy uzyciu cisnieniowej

maszyny do tabletkowania (cisnienie 60 MPa, masa tabletki 0,5g, srednica tabletki 0,8 cm).



Kompresja nie wptywa na zmiany wiasciwosci funkcjonalnych kultury kefirowej.
Rekomendowang doza do uzycia jest zastosowanie jednej tabletki kefirowej na jeden litr
mleka. Tabletki przechowywane w suchym i chtodnym miejscu maja, co najmniej dwuletni

termin przydatnosci do uzycia.

IIIc Wdrozenia przemystowe
W kierowanym przeze mnie zespole badawczo-rozwojowym zostaly opracowane
i wprowadzone na rynek globalny kultury kefirowe (wlasno$¢ Rhodia Food i ich nastepcéw

prawnych):

CHOOZIT KefirMild — rok 2004 — koncepcja oparta o liofilizowane mezo-termofilne
szczepy bakterii fermentacji mlekowej (Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis var. diacetylactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides 1 Streptococcus thermophilus) z wlaczeniem do
kompozycji szczepéw termofilnych produkujacych egzopolisacharydy i szczepow
wyizolowanych z ziaren kefirowych. Kultura jest zalecana do produkcji naturalnego napoju
kefirowego bez stosowania dodatku substancji stabilizujacych i zageszczajacych. Kultura
pozwala uzyska¢ napdj mleczny o dhugim terminie przydatnosci do spozycia (do czterech
tygodni), fagodnym, lekko kefirowym smaku, podwyzszonej lepkosci i stosunkowo krétkiej
strukturze. Smak kefirowy uzyskano poprzez wzbogacenie kultury wyizolowanymi szczepami
z rodzaju Lactococcus z ziaren kefirowych. Kultura zostata opracowana w dwoch wariantach

fagowych.

Vital Kefir — rok 2007 — kultura opracowana w oparciu o liofilizowane ziarno kefirowe
1 probiotyczne szczepy z rodzaju Lactobacillus do domowej produkcji kefiru. Kultura jest
aktywna w szerokim zakresie temperatur i pozwala uzyskaé tradycyjny, wysokiej jakosci kefir
wzbogacony w szczepy probiotyczne w warunkach domowych bez specjalistycznego
wyposazenia. Kultura jest dostgpna w opakowaniach przeznaczonych do produkcji od 1 do 3
litrow kefiru. Kefir moze by¢ produkowany z mleka krowiego, owczego, koziego,

wielbtadziego jak réwniez jego substytutow w postaci mleka ryzowego lub sojowego.

HOWARU Kefir Bifido — rok 2008 — kultura opracowana w oparciu o liofilizowane ziarno

kefirowe i probiotyczny szczep Bifidobacterium lactis HN019. Kultura zapewnia okoto 10’

10



jednostek tworzacych kolonie (jtk) szczepu Bifidobacterium lactis HNO19 w 1 ml kefiru.

Kultura zostata opracowana w dwoch wariantach fagowych.

CHOOZIT Kefir C3 — rok 2010 — kultura przeznaczona do produkcji tradycyjnego kefiru
metoda termostatowg jak réwniez metoda zbiornikowa w oparciu o liofilizowane ziarno
kefirowe. Kultura charakteryzuje si¢ bardzo wysokim udzialem w swoim skladzie
liofilizowanych ziaren kefirowych. Pozwala uzyska¢ kefir o tradycyjnych wiasciwosciach,
trzytygodniowym terminie przydatnosci do spozycia, a jednoczesnie ograniczonej produkcji

gazu w trakcie przechowywania.

Ponadto jestem autorem kilku rozwigzan technologicznych w procesie produkcji kefiru, ktére

stanowig tajemnicg¢ handlowa.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych (artystycznych)

5.1 Mikrobiologiczna biosynteza, charakterystyka i zastosowanie enzymoéw
w serowarstwie
W latach 1988 — 1995 jako doktorant a nastgpnie asystent Instytutu Biotechnologii Zywnosci
prowadzitem badania w zakresie optymalizacji biosyntezy, wydzielania, oczyszczania,
charakterystyki i zastosowania w serowarstwie enzymow grzyba strzepkowego Rhizomucor
miehei N-1. Badania prowadzitem w kierunku uzyskania maksymalnej wydajnosci biosyntezy
zewnatrzkomorkowych proteaz koagulujacych biatka mleka o wiasciwosciach zblizonych do
naturalnej podpuszczki cielecej. Rownolegle badatem mozliwo$¢ wykorzystania lipaz, proteaz
1 B-galaktozydazy towarzyszacych syntezie enzym6w koagulujacych do przyspieszenia procesu
dojrzewania seréw. Otrzymatem preparat enzymoéw koagulujacych charakteryzujacy sie
korzystniejszym stosunkiem aktywnosci koagulujacej do proteolitycznej w poréwnaniu
z handlowym preparatem Marzyme oraz Suparen i pordwnywalnym z preparatem Fromase
i Rennilase. Zastosowanie otrzymanego preparatu do koagulacji biatek mleka w procesie
produkcji sera camembert w zakltadzie mleczarskim w Gnieznie pozwolifo uzyska¢ produkt
o wysoce pozadanych cechach sensorycznych. Preparat enzymow wewnatrzkomérkowych
(proteazy, lipazy, P-galaktozydaza) moze by¢ przydatny do przyspieszenia dojrzewania
niektérych gatunkow seréw - doswiadczenia prowadzono z serem camembert i serem

smazonym (wyniki badan zostaly zamieszczone w pracy dysertacyjnej na stopien doktora
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w roku 1997 i publikacjach IID-10, IID-21, IID-27, IID-38).

W latach 1993 - 1997 uczestniczylem w pracach dotyczacych badania wlasciwosci
technologicznych nowej generacji enzymow koagulujacych (Chymax, Chymogen and Maxiren)
uzyskiwanych przy uzyciu genetycznie modyfikowanych mikroorganizméw (GMO). Preparaty
zastosowano do produkcji réznych gatunkéw seréw w wybranych zaktadach mleczarskich

(publikacje IIA-9, ITA-10, IID-17, IID-41)

5.2 Obnizenie zawarto$ci soli w produktach mleczarskich

W latach 1987 -1995 uczestniczylem w pracach dotyczacych zwigkszenia zawartosci potasu
w serach dojrzewajacych i jednoczesnym zmniejszeniu zawartosci sodu, ktdre byly kontynuacja
mojej pracy magisterskiej prowadzonej pod kierunkiem Prof. A. Repsa. Stosunek sodu do
potasu w diecie ma ogromny wplyw na zdrowie cztowieka. Mleko jest bogatym zrodtem potasu.
Jednak w procesie produkcji seréw dojrzewajacych ponad 95% potasu przechodzi do serwatki.
Stwierdzono mozliwo$¢ zwigkszania zawartosci potasu w serach dojrzewajacych poprzez
zastosowanie do solenia seréw solanki zawierajacej mieszaning chlorku sodu i chlorku potasu.
Zwigkszony poziom potasu w serach nie wptywat negatywnie na ich proces dojrzewania. Jakos¢
niektorych gatunkéw seréw nawet o kilkakrotnie wyzszej zawartosci potasu byta poréwnywalna

do seréw kontrolnych (publikacje IIA-11, IIA-12, IID-31, IID-34, IID-40).

5.3 Zastosowanie wysokich ci$nien w przemysle mleczarskim

W 1993 roku odbylem trzymiesieczny staz naukowy w Uniwersytecie Lincolna w Humberside
w Wielkiej Brytanii, a nastgpnie w 1995 roku dwumiesieczny w Uniwersytecie w Gandawie
w Belgii z zakresu nowoczesnych metod przetwarzania zywnosci, ktére wptynely na zmiane
moich zainteresowan w kierunku zastosowania wysokich cisnien w biotechnologii mleczarskie;j
(publikacje przegladowe IID-36, IID-37). Realizacja zainteresowan byla mozliwa dzieki
podjeciu wspdtpracy w roku 1994 z zespotem Prof. S. Porowskiego z Instytutu Wysokich
Cisnien w Warszawie, ktory dysponowal urzadzeniami do generacji wysokich cisnien.
W ramach grantu KBN (1995 - 1997) jako wykonawca projektu badatem wptyw wysokich
cisnien na mikroorganizmy i enzymy serow dojrzewajacych oraz jako$¢ mikrobiologiczng
1 wybrane wiasciwosci fizykochemiczne mleka (publikacje IIA-7, IID-15, IID-20, IID-22, IID-
23, IID-24, 1ID-25, 1ID-26, 1ID-28, 11d-29, 1ID-32, IID-33). Za najwigksze osiagniecie uwazam
odkrycie mozliwosci znaczacego przyspieszenia dojrzewania seréw poddanych cisnieniu rzedu

50 MPa (ser camembert) oraz utrwalania mleka z uzyciem cisnien z zachowaniem wysokiej
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aktywnosci rodzimych enzyméw mleka. Jako$¢ mikrobiologiczna mleka surowego poddanego
dziataniu cisnienia powyzej 600 MPa byta poréwnywalna do jakosci mikrobiologicznej mleka
poddanego pasteryzacji w temperaturze 72°C przez 15 sekund. Retencja biatka w skrzepie
uzyskanym w wyniku kwasowej lub enzymatycznej koagulacji mleka poddanego presuryzacji
zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem stosowanego cisnienia. W latach 1998 - 1999 tematyke
wysokich cisnien kontynuowatem u Prof. J-C. Cheftela w Uniwersytecie Montpellier II
w Montpellier we Francji w laboratorium Biochemii i Technologii Spozywczej w ramach stazu
podoktorskiego przyznanego przez Francuskie Ministerstwo Szkolnictwa Wyzszego. Badalem
efekt wysokich cisniei w niskich temperaturach do -16°C na biatka mleka (B-laktoglobuling)
i mikroorganizmy. Zmiany strukturalne bialek byly monitorowane metodami: kolorymetrii
skaningowej (DSC), chromatografii cieczowej (FPLC) i analizy czwartorzedowej pochodnej
widma spektrofotometrycznego (UV). Uzyskane rezultaty wykazaly, ze presuryzacja biatek
w niskich temperaturach w niewielkim stopniu wptywa na ich strukturalne zmiany i utrate
wiasciwosci funkcjonalnych. Poniewaz zastosowanie wysokich cisnien w niskich temperaturach
jest skuteczng metoda inaktywacji drobnoustrojow, moze ona znalezé praktyczne zastosowanie
do przemystowego wyjatawiania roztworéw biatek. Za najwazniejsze osiagniecia naukowe
wynikajace z prowadzonych tam badan uwazam, odkrycie zjawiska odwracalnej denaturacji
biatek poddanych dziataniu wysokich cisnien po powrocie do cisnienia atmosferycznego (wyniki
badan opublikowano w Food Hydrocolloids w 2001 r, IIA-8). Odkrycie tego zjawiska rozszerza
zastosowanie wysokich ci$nien poza obszar biotechnologii zywnosci i moze mie¢ znaczenie
migdzy innymi w opracowaniu metod przechowywania np. organdéw ludzkich stosowanych do

przeszczepow.

5.4 Doskonalenie technologii produkcji bakterii fermentacji mlekowej

W kwietniu 1999 roku rozpoczatem prace w biotechnologicznej firmie polsko-francuskie;j
Rhodia Food Biolacta w Olsztynie zajmujacej si¢ produkcja i dystrybucja dodatkéw do
zywnosci na stanowisku kierownika wydziatu badaf i rozwoju firmy (siedmioosobowy
zespot). W roku 1998 firma uruchomita nowa lini¢ do produkcji ziarna kefirowego i produkcji
bakterii fermentacji mlekowej w formie liofilizowanej. Badania zespotu skierowane byly na
modernizacje i opracowanie nowych kultur mleczarskich gtéwnie w celu rozwoju rynku
kefiru i twarogédw w oparciu o izolacje i selekcje nowych szczepéw, ale réwniez
wykorzystanie istniejacej kolekcji szczepéw firmy Rhodia Food. Waznym elementem byta

rowniez adaptacja produkcji do nowej linii i doskonalenie procesu produkcji kultur oraz
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rozwigzywanie biezacych probleméw produkcyjnych. W ramach zakresu obowigzkéw bylem
odpowiedzialny za wspdlprace z innymi os$rodkami badawczymi firmy Rhodia Food
izewnetrznymi jednostkami naukowymi i badawczo-rozwojowymi w kraju. Do
najwazniejszych osiagnig¢ z tego okresu w procesie produkcji kultur zaliczam wprowadzenie
zmodyfikowanego podtoza do hodowli mezofilnych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej
i krioprotektora o wysokiej koncentracji suchej masy stosowanego w liofilizacji szczepdw
(raporty wewnetrzne firmy). Waznym elementem byta rowniez modyfikacja procesu produkcji
ziarna kefirowego pozwalajaca uzyskaé liofilizowany produkt skracajacy o kilka godzin
proces produkcji kefiru w zakladzie mleczarskim. Modyfikacja ta miata wptyw na renesans

produkgji ke firu i przektadata si¢ na korzysci ekonomiczne dla krajowej biotechnologii.

5.5 Poszukiwanie szczepéw bakterii fermentacji mlekowej do biosyntezy
funkcjonalnych egzopolisacharydéow (EPS)
W latach 1999 - 2001 jako partner projektu EU-INCO Copernicus IC15-CT98-0905
dotyczacego kontrolowanej produkcji funkcjonalnych egzopolisacharydow (EPS) przez
termofilne bakterie mlekowe prowadzitem poszukiwania szczepéw produkujacych
egzopolisacharydy, izolacje egzopolisacharydéw oraz ich charakterystyke (kompozycja
cukrow, cigzar czasteczkowy, wlasciwosci reologiczne). Za najwigksze osiagniecia
prowadzonych badan uwazam utworzenie kolekcji 15 szczepdw z rodzaju Streptococcus
i Lactobacillus produkujacych EPS wyizolowanych gléwnie z naturalnie ukwaszonych
produktow mleczarskich pozyskiwanych z krajow Europy i Azji. W wyniku kontynuacji
badaf juz po zakonczeniu projektu uzyskano szczep z gatunku Streptococcus thermophilus,
ktory produkowat w mleku EPS o wysoce pozadanych cechach tekstury w przemysle
mleczarskim (krétka struktura fermentowanego mleka przy jednoczesnie wysokiej lepkosci)
a jednoczesnie charakteryzowat si¢ odmiennym powinowactwem fagowym od dotychczas
posiadanych w portfolio firmy Rhodia Food szczepéw. Szczep ten od 2004 roku stosowany
jest powszechnie w sktadzie wielu kultur produkowanych w skali przemystowej. Cze$¢ prac
projektowych dotyczaca gtéwnie charakterystyki EPS zostata wykonana w $cistej wspotpracy
z zespotem Prof. A. Babuchowskiego z UWM w Olsztynie i zespotem Prof. L. De Vuysta
z Vrije Universiteit Brussel z Belgii. Z uwagi na warto$¢ komercyjna projektu wyniki badan
byty upublicznione w niewielkim zakresie. Zachgceni wynikami uzyskanymi dla szczepow
termofilnych w latach kolejnych w ramach badan wilasnych rozpoczeto poszukiwanie

mezofilnych szczepéw z rodzaju Lactococcus charakteryzujacych sie¢ uzdolnieniami do
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produkcji EPS, a wystepujacych znacznie rzadziej w przyrodzie. Za najwigksze osiagniecie
z tego zakresu uwazam znalezienie kilku szczepow wszystkie z gatunku Lactococcus lactis
subsp. cremoris, ktére pozwalaly w wyniku fermentacji w mleku uzyska¢ produkt
o podwyzszonej lepkosci i krotkiej strukturze. Szczepy te znalazty zastosowanie
w konstrukcji kultur do produkeji kefiru o podwyzszonej lepkosci. Préba wykorzystania
mezofilnych bakterii kwasu mlekowego produkujacych EPS kontynuowana jest w produkcji
twarogu z podgeszczonego mleka we wspotpracy z zespotem Prof. J. Szpendowskiego
z Katedry Mleczarstwa i Zarzadzania Jakoscia. Badania te prowadzone sa ze srodkéw KBN
przyznanych na lata 2010 - 2013 w ramach projektu dotyczacego opracowania bezodpadowe;j
technologii serow twarogowych otrzymywanych ze wszystkich biatek mleka (publikacje IIA-

1, 1ID-2).

5.6 Oznaczanie obecnos$ci, izolacja, identyfikacja i charakterystyka wlasciwosci
bakteriofagow bakterii kwasu mlekowego wirulentnych wobec kultur startowych
stosowanych w przemysle mleczarskim

Od 1999 roku w strukturach wydziatu badan i rozwoju w Olsztynie funkcjonuje podlegte mi

laboratorium fagowe zajmujace si¢ monitorowaniem zaburzen fermentacyjnych skoncentrowane

gltdwnie na wykrywanie bakteriofagéw wobec stosowanych kultur i sugerowaniem wiasciwej
rotacji kultur w polskim przemysle mleczarskim. W okresie od 1999 do roku 2005 laboratorium
zwigksza swoj zakres dziatania na rynki wschodnie (Europy i Azji) a nastepnie szereg krajow

Europy Zachodniej stajac si¢ drugim, co do wielkosci laboratorium w Rhodia Food a nastepnie

w Danisco, jej prawnym nastgpca. Oprocz dziatalnosci czysto uslugowej w laboratorium

prowadzone sg badania dotyczace opornosci fagowej szczepdw bakterii fermentacji mlekowej

i badania dotyczace selekcji najbardziej skutecznych dezynfektantéw i sposobow dezynfekcji

w celu zapewnienia bezpieczenistwa fagowego w zaktadach mleczarskich. Za najwazniejsze

osiagniecie naukowo-poznawcze uwazam przeprowadzenie badan oceny skutecznosci

dezynfektantow aktualnie stosowanych w przemysle mleczarskim wobec wyselekcjonowanych
najbardziej zjadliwych fagow z kolekcji firmy Danisco. Celem badan bylo znalezienie
minimalnej skutecznej koncentracji dezynfektantéw w rekomendowanych przez producenta
warunkach temperatury i czasu z uwzglednieniem czynnikéw zakltdcajacych (np. obecnosé
serwatki). W oparciu o podpisang wspotprace z najwickszymi dostawcami dezynfektantéw
iwoparciu o kwestionariusz przeprowadzony na calym $wiecie wsrdéd sprzedawcédw

i naukowcoéw firmy Danisco pracujacych dla przemyshu mleczarskiego wyselekcjonowano do
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badan 33 dezynfektanty stosowane do dezynfekcji w systemie CIP jak réwniez do dezynfekcji
powierzchni, urzadzen, rak i obuwia. Stwierdzono, ze wiekszo$é dezynfektantow
w rekomendowanych optymalnych przez producentéw koncentracjach jest nie skuteczna
w obecnosci substancji interferujacych w stosunku do wigkszosci wyselekcjonowanych ze
srodowiska mleczarskiego fagéw. Na podstawie uzyskanych rezultatéw opracowano
przewodnik dla zespotéw sprzedazowych i aplikacyjnych firmy Danisco pomagajacy dobraé
skuteczny dezynfektant w danych warunkach. Zaskoczeniem bylo odkrycie znaczacej réznicy
odpornosci fagéw szczepéw mezofilnych i termofilnych na te sam dezynfektant. Szczegotowe
wyniki badan sg przedmiotem wewngtrznego raportu (Phagicide 936 z listopada 2010, IIE-1).

W laboratorium fagowym zostaly wykonane pod moim kierunkiem dwie prace magisterskie
M. Struzyniskiej ,,Wptyw wybranych czynnikéw fizyko-chemicznych na przezywalnosé
bakteriofagéw wirulentnych wobec bakterii z rodzaju Lactococcus” (2007) i D. Kierznikiewicz
,»Optymalizacja metod i warunkéw oznaczania populacji bakteriofagéw wirulentnych wobec
Lactococcus” (2008).

W latach 2002 - 2005 jako wykonawca projektu dotyczacego izolacji i charakterystyki
molekularnej wystepujacych na terenie Polski bakteriofagéw wirulentnych dla bakterii
zrodzaju Lactococcus w procesach biotechnologicznych poszukiwalem najbardziej
zjadliwych i pochodzacych z nietypowych zaburzen proceséw fermentacji serwatek na
podstawie rozszerzonych analiz fagowych z uwzglednieniem namnozenia faga i okreslenia
Jjego miana. Badania dotyczace tematyki fagow bakterii kwasu mlekowego od 2001 roku
prowadzitem w S$cistej wspétpracy z zespotem Prof. J. Bardowskiego z Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie. Wynikiem wspdlpracy z tego obszaru jest publikacja w Acta
Biochemica Polonica z roku 2007 (IIA-6) i obszerna monografia w ksigzce o bakteriach
mlekowych pt. "Bacteriophage resistance and prevention of phage contamination during dairy
food production” z roku 2012 (IID-3).

W 2007r po odkryciu naturalnego mechanizmu obrony bakterii kwasu mlekowego przed
infekcjami fagowymi CRISPR/Cas, w Danisco zastosowano ten mechanizm do produkcji
szczepOw Streptococcus thermophilus produkujacych egzopolisacharydy charakteryzujacych
si¢ identycznymi wiasciwosciami technologicznymi, ale o zréznicowanej opornosci fagowe;j.
W ramach realizowanego projektu prowadzilisSmy badania opornosci fagowej nowych
wariantow szczepow. Mechanizm CRISP/Cas i proces sterowanego nabywania opornosci
fagowej u bakterii mlekowych opisalem wspdlnie z doktorantem M. Plechem z Instytutu

Nauk o Srodowisku, Uniwersytetu Jagiellofiskiego w formie pracy monograficznej
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opublikowanej w Przemysle Spozywczym w 2012 r (IID-5).

5.7 Zastosowanie fermentacji mlekowej do obnizenia alergennosci bialek mleka

W latach 2002 - 2005 jako partner projektu QLK1-CT-2001-01239 w V Programie
Ramowym uczestniczytem w badaniach w zakresie dotyczacym wplywu procesu fermentacji
mlekowej na obnizenie alergicznosci biatlek mleka. W oparciu o wspdlne badania
przeprowadzone na dzieciach pacjentach Children’s Hospital w Atenach cierpiacych na
alergi¢ na krowie mleko stwierdzono, ze fermentacja mleka w szczegélnosci ziarnem
kefirowym prowadzi do istotnej redukcji alergicznosci (9™ International Symposium of
Immunological, Chemical and Clinical Problems of Food Allergy, April 18™-21%, Budapest,
Hungary, 2004, poster). Rezultaty sa wynikiem testu skornego i wymagaja potwierdzenia
w badaniach pokarmowych.

W latach 2006 - 2009 jako wykonawca w projekcie dotyczacym zastosowania sieciujacego
preparatu enzymatycznego w celu obnizenia alergennych wiasciwosci bialek mleka
prowadziliSmy badania w kierunku pozyskania produktéw mleczarskich jogurtu i kefiru
z udzialem transglutaminazy realizowanym z zespotem Prof. B. Wréblewskiej z Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie. Prowadziliémy badania w kierunku
selekeji kultur i optymalizacji dodatku transglutaminazy na reologie, mikrobiologie, dynamike
ukwaszania 1 wybrane wyrézniki jakosci produktéw mleczarskich. W  wyniku
przeprowadzonych badafi uzyskano wysokiej jakosci kefir i jogurt o podwyzszonej lepkosci
io obnizonej alergennosci. Wyniki badan opublikowano miedzy innymi w Food
Hydrocolloids (IIA-5), World Journal of Microbiology and Biotechnology (IIA-4)

1 International Journal of Food Science and Technology (IIA-2).

5.8 Charakterystyka mikroflory, produkowanych w Polsce, seréw dojrzewajacych

Mikroflora seréw dojrzewajacych jest krytycznym czynnikiem, ktéry moze powodowaé
zroznicowanie ich jakosci i wady. Badano mikroflore seré6w dojrzewajacych typu
holenderskiego, szwajcarskiego i szwajcarsko-holenderskiego produkowanych w Polsce.
W serach oznaczano og6lna ilo$¢ bakterii mlekowych (LAB), bakterie mlekowe fermentujace
cytryniany, bakterie mlekowe oporne na wankomycyne, bakterie mlekowe oporne na
wankomycyng i fermentujace cytryniany, ogdlna ilos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus
1drozdze. Niestartowe bakterie mlekowe (NSLAB) i drozdze stanowity dominujaca

mikroflor¢ seréw produkowanych w Polsce. Nie stwierdzono wzajemnych zalezno$ci
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pomiedzy iloscia drozdzy a populacja NSLAB w badanych serach. Populacja NSLAB
i drozdzy byta zréznicowana wsrod zaktadow produkujacych ten sam rodzaj sera. Najwieksze
zroznicowanie zaobserwowano w populacji niestartowych bakterii mlekowych opornych na
wankomycyng i jednoczesnie fermentujacych cytryniany, ktére wahato sie od nie wykrywalnej
ilosci do populacji powyzej 8 logarytmicznych rzedow w gramie sera. Uzyskane rezultaty
wskazuja na zréznicowane zrédta kontaminacji ser6w drozdzami i NSLAB w zaktadach
mleczarskich (publikacja IIA-3).

Badano réwniez zmiany w populacji startowych i niestartowych bakterii mlekowych i drozdzy
w serze gouda w procesie jego dojrzewania prowadzonego w dwdch niezaleznych
dojrzewalniach. Stwierdzono, ze miejsce dojrzewania nie mialo wptywu na mikroflore sera.
W serze bezposrednio po soleniu dominowaty bakterie startowe i stanowitly 90% ogdlnej
populacji drobnoustrojow. W trakcie dojrzewania sera populacja bakterii startowych
systematycznie malata. Natomiast populacja NSLAB i drozdzy byla bardzo nieliczna w serze
po soleniu i wzrastala intensywnie w procesie jego dojrzewania. Wiekszos¢ NSLAB
stanowily homo- i heterofermentatywne gatunki Lactobacillus oporne na wankomycyne

1 zdolne do rozwoju w szerokim zakresie temperatur (publikacja IID-4).

5.9 Nowe kierunki wykorzystania bakterii probiotycznych

W latach 2003 — 2011 uczestniczylem w projektach aplikacyjnych dotyczacych nowych
kierunkéw wykorzystania probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej. Za najwazniejsze
osiagniecia uwazam:

- opracowanie we wspolpracy z Dzialem Badawczo-Rozwojowym Cadbury Wedel
technologii produkcji czekolady probiotycznej (raport IIE-2);

- opracowanie kompozycji suplementu diety w postaci kapsutek probiotycznych o dtugim
terminie przydatnosci w temperaturze pokojowej (probiotyk, prebiotyk, nos$nik) we
wspdtpracy z firma United Pharma, ktora wprowadzita suplement do sprzedazy (handlowa
nazwa LACTIV UP) od listopada 2005 roku poprzez sie¢ polskich aptek;

- zmniejszenie czestotliwosci i1 ostrosci biegunek u Zrebiat koni peinej krwi angielskiej
poprzez zastosowanie inaktywowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus i Propionibacterium
w diecie klaczy bezposrednio przed wyzrebieniem i w trakcie okresu karmienia (praca po
recenzji, w druku w Medycynie Weterynaryjnej). Badania prowadzone byty we wspdtpracy ze
Stadning Koni w Krasnem (publikacja IID-1);

- opracowanie kultury probiotycznej ChOOZIT Howaru BIO-C Immun+ do produkcji
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termofilnych napojow mleczarskich o potwierdzonych wiasciwosciach wzmacniajacych
odpornos¢ imm unologiczng u ludzi - kultura w sprzedazy od 2010 r;
- opracowanie receptury produkcji mlecznego produktu probiotycznego w oparciu o szczepy

Lactobacillus w odpowiedzi na Actimel Danone — 2003.

W przysztosci zamierzam kontynuowac¢ obrane wczesniej kierunki badan, a w szczegdlnosci
stabilnosci ekosystemu ziaren kefirowych i nowych aplikacji dla zywych i martwych bakterii
mlekowych w obszarze biotechnologii spozywczej w tym gtdwnie mleczarskiej oraz
przemystu produkcji pasz dla zwierzat. W ostatnim czasie moja uwaga koncentruje sie na roli

inaktywowanych bakterii mlekowych na organizm gospodarza.

.

Pl Ko Lokowskn
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