Zalacznik nr 1

AUTOREFERAT

DR INZ. AGNIESZKA JANKOWSKA

OLSZTYN 2013



7YCIORYS NAUKOWY

W roku 1989 rozpoczetam nauke w Liceum ‘mienia KEN w Przasnyszu w klasie o profilu
biologiczno-chemicznym. W roku 1993 podjetam studia na wydziale Technologii Zywno$ci W
Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie. Studia ukohczylam z wynikiem bardzo dobrym w
roku 1998, uzyskujac tytul magistra inzyniera w zakresie technologii Zywnosci zywienia cziowieka
na podstawie pracy magisterskie] ,Mozliwosci obnizenia zawartosci chlorku sodu w serach
topionych” wykonanej pod Kierunkiem Prof dr hab. Arnolda Reps w Katedrze Biotechnologii
Zywnosci ART. w Olsztynie. W czasie studiow dwukrotnie wyjezdzatam na praktyki studenckie
do Wielkiej Brytanii.

W roku 1998 zostatam przyjeta na stacjonarne studia doktoranckie na wydziale Technologit
Zywnosci  Akademii Rolniczo-Technicznej w Katedrze Biotechnologii zywnoéci pod opieka
naukowa prof. dr hab. Arnolda Reps. Moja praca badawcza dotyczyta wplywu wysokich cisnien na
drobnoustroje. W czasie studiow doktoranckich zostalam wyrozniona stypendium Olsztynskiego
Forum Naukowego za szczegdlne osiagni ecia badawcze i dorobek naukowy.

Stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci 1 Zywienia
uzyskatam 7.11.2002 roku na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej nt. ,,\Wplyw
wysokiego ciénienia na mikroflore kefirn” Praca decyzja Rady Wydziatu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego zostata wyrozniona Nagroda J.M. Rektora UWM.

Pracuje w zespole naukowym pod kierownictwem Prof.dr hab. Arnolda Reps.

Prace badawcze dotyczace wptywy wysokich cisniefi na drobnoustroje oraz mozliwosci
zastosowania wysokich cisnien do utrwalania zywnosci kontynuowalam podczas pracy
zawodowej. Od 1.02.2004 roku zostalam zatrudniona w Katedrze Biotechnologii Zywnosdci w

charakterze technologa, a od 1.06.2007r. na etacie adiunkta.
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Imie i nazwisko: AGNIESZKA JANKOWSKA

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

Dyplom magistra inZyniera — kierunek Technologia zywnosci i Zywienie cziowieka, specjalnosé
biotechnologia zywnosci, Akademia Rolniczo-Techniczna w Olsztynie, Wydziat Technologi

Zywnosci, 09. 06. 1998r.

Dyplom doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci 1 zywienia, Umwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Nauki o Zywnoscei, 07.11. 2002 1.

Dyplom ukofczenia studidw podyplomowych oZywienie Czlowieka i Dietetyka” -

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, 05.12.2011r.

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.

01. 06. 2007 — — Adiunkt w Katedrze Biotechnologii Zywnosci, Wydzial Nauki o
Zywnosci, Uniwersytet Warmifisko-Mazurski w Olsztynie.

01. 02. 2003 — 01. 06. 2007 — Technolog w Katedrze Biotechnologii Zywnosci, Wydziat Nauki o
Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

01. 10. 1998 — 30. 09. 2002 — Doktorantka w Katedrze Biotechnologit Zywnosci, . W.

3. WSKAZANE OSIAGNIECIA* WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003R.
O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ.595 ZE ZM.):

a) tytut osiagniecia naukowego/arystycznego
Cykl jednotematycznych publikacji przedstawionych pod wspélnym tytulem:

,, BADANIA MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA WYSOKIEGO CISNIENIA DO PRZEDLUZENIA
TRWALOSCI JOGURTU”,
b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacii, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

* w proypadku, gdy osiagmigciem Iym jest prac’prace wspolne, nalely preedstawid ofwiadezenia wsrysikich jej wspdlantorow. okreslajgee

indywidualny whiad kazdego z nich w jej powstawanie.
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LACZNIE:

Impact factor wedlug listy Journal Citation RepOrts (godnie z rokiem opublikowania) - 4.023
Punkty MNiSW (punktacja zgodnie z rozporzadzenic Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 2 dnia 17. 09, 20120y ~ 156
Liczba cytowaﬁ wedtug Web of SC1ence (na drien 30.06.20131.) - 8

3.1. WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ wérdd konsumentow duze zainteresowanie zywnoscig
$wiezg, minimalnie przetworzong. Nabywca coraz wigksza uwage zwraca na ekologie
Przetworstwa surowcow, naturalnos¢ zywnosci, jej prozdrowotnosc, przy zachowaniu typowego
smaku.

Dlatego tez celem jaki stawiaja sobie producenci jest zapewnienie trwatosci oraz wysokiej
wartosci odzywczej Zywnosci, przy zachowaniu korzystnych walorow organoleptycznych.

Przedtuzanie trwatoéci surowcéw oraz produktow jest jednym z wazniejszych elementow
produkcji zywnosci. Utrwalanie zywno§ci ma na celu przedluzenie okresu przydatnosci do
spozycia poprzez zabezpieczenie przed niekorzystnym oddziatywaniem czynnikow chemicznych,
fizycznych 1 biologicznych. Postep w przedluzaniu trwatosci zywnofici przejawia si¢ nie tylko w
udoskonalaniu  metod tradycyjnych ale rowniez w poszukiwaniu  nowych, zwlaszcza
niekonwencjonalnych, metod jej utrwalania.

Wptyw wysokiego ci$nienia na Zywnos$¢ po raz pierwszy opisal Bernard Hite w 1899 roku.
Z przeprowadzonych wowczas badaf wynikalo, ze mleko poddane dziataniu ci$nienia 680 MPa
(68000 Atm) w temperaturze pokojowej przez 10 minut, nie ulegto ukwaszeniu w czasie 10 dm
przechowywania, a migso poddane dzialaniu ciénienia 540 MPa nie wykazywato zmian
mikrobiologicznych w czasie 3 tygodni przechowywania. Pomimo pomyélnych wynikow, metoda
utrwalania zywnoéci poprzez stosowanie wysokich cignied nie upowszechnita si¢ z uwagt na
problemy techniczne zwigzane z budowa odpowiednich urzadzen.

Dopiero w latach 80-tych ubiegtego wieku wraz z rozwojem techniki wznowiono badania
nad mozliwoécia zastosowania wysokich cisnien do utrwalania surowcow i zywnosci.

Pierwszym krajem w ktorym produkty utrwalone metods wysokich cisnief wprowadzono
na rynek byla Japonia, gdzie w 1990 rozpoczeto produkcje dzemu utrwalonego poprzez dziatanie
wysokiego cisnienia. Rok pozniej, réwniez w Japonii, zainstalowano pierwsza automatyczng linie
do produkgji sokow cytrusowych utrwalonych metoda wysokich cisnien.

W chwili obecnej w Japonii, Stanach Zjednoczonych oraz w wielu panstwach Europy
zachodniej produkowane s3 jogurty OwoCowe, galaretki, desery, dressingi oraz przetwory migsne 1

rybne utrwalone z zastosowaniem technologii HPP (High Pressure Procesing).




Produkty poddawane dziataniu  wysokiego  ciénienia nie zawierajg  Srodkow
konserwujacych, a brak obrobki termicznej powoduje, z€ zachowuja one wysokg warlosc
odzywczg przy znacznie przediuzonej trwaloéci. Nalezy nadmienié, ze technologia wysokich
cignien jest rowniez bezpieczna z punktu widzenia ochrony $rodowiska.

Bakteriobojcze dziatanie wysokiego cisnienia na drobnoustroje polega na zmianach w
przepuszczalnosci $ciany i blony komorkowej, co powaduje modyfikacje reakcji biochemicznych
w komorce, oraz zmiany morfologiczne i uszkodzenia aparatu genetycznego.

Wptyw wysokiego ci$nienia na drobnoustroje, stanowiace istotny sktadnik zywnosci, jest
przedmiotem wielu badan i opracowah naukowych. Znaczna liczba publikacji dotyczy
oddziatywania wysokiego cisnienia na mikroorganizmy patogenne, potencjalnie chorobotworcze 1
szkodliwe, ktérych eliminacja z zywnosci jest konieczna z punktu widzenia jej bezpieczenstwa.

Réwnie istotne sa badania dotyczace wplywu wysokiego ciSnienia na mikroorganizmy
bedace naturalnym sktadnikiem zywnosci, tj. te ktore maja bezposredni wplyw na wartosc¢
odzywcza oraz ksztattuja cechy organoleptyczne produktow. Jest to szczegOlnie 1stotne W
odniesieniu do zywnoéci fermentowane;.

Jogurt jest produktem otrzymanym w wyniku fermentacji mleka przez symbiotyczny uklad
bakterii fermentacji miekowej: pateczek Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus oraz ziarniakOw
Streptococcus thermophilus. Duza popularno$¢ jogurtu wérdd konsumentow jest zawigzana z
wysokimi walorami smakowymi oraz odzywczymi tego napoju. Szczeg6lnymi wlasciwosciami
prozdrowotnymi charakteryzuja sie jogurty zawierajgce dodatkowo specjalnie wyselekcjonowane
szczepy © wiladciwosciach probiotycznych. Najczesciej stosowane sg  SzCZepy bakterii
probiotycznych nalezace do gatunkéw Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium.

Korzystne oddziatywanie jogurtu na zdrowie czlowieka jest zwiazane migdzy innymi z
obecnoécia zywych komorek bakterii. Zgodnie z zaleceniami FAO/WHO liczba bakterii
jogurtowych nie moze byc nizsza niz 107 jik/g produktu do kofica okresu przydatnosci do spozycia
(Codex Draft Standard, 2004). Jednak aktywno$¢ metaboliczna bakterii jogurtowych powoduje, ze
napdj ten nie jest produktem trwatym.

Zwiekszenie obszaréw dystrybucji mlecznych napojow fermentowanych wynikajace z
tendencji do koncentracji produkeji, powoduje koniecznosé przediuzenia okresu ich trwatosci do
spozycia. Stosowanie metod termicznego utrwalania (termizacja, pasteryzacja, sterylizacja),
zamrazania lub suszenia jakkolwiek przeciwdziata psuciu sie produktu, powoduje pogorszenie
wlasciwosci organoleptycznych i redukeje liczby zywych bakterii, co znacznie obniza wartos¢
odzywcza produktu, ktory, tym samym, nie moze by¢ uznany za jogurt.

Sprzedaz mlecznych napojow fermentowanych utrzymuje tendencje Wzrostowa od
kilkunastu lat, co stwarza szerokie mozliwosci wprowadzania na rynek nowych, innowacyjnych i

konkurencyjnych produktow.
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Zastosowanie techniki wysokich ciénief moze stac sic alternatyws lub uzupetnieniem
tradycyjnych metod produkeji jogurtu, dlatego tez celowe bylo podjecie badan dotyczacych
wptywu wysokich ci$nief na bakterie stosowane w produkcji jogurtu i innych mlecznych napojow

fermentowanych, w aspekcie przediuzenia ich trwatosci.

3.2. CELPRACY

Celem przedstawianego cyklu publikacji bylo:

- okreslenie mozliwodci zastosowania wysokich cisnien do przediuzenia
trwatosct jogurty,

- zbadanie wplywu wysokiego cisnienia na bakterie stosowane do produkcji
jogurtu i innych mlecznych napojow fermentowanych.

W badaniach stosowano jogurty otrzymane w warunkach laboratoryjnych przy uzyciu
handlowych szczepionek jogurtowych oraz jogurty wyprodukowane w Spotdzielni Mleczarskiej
MLEKPOL w Grajewie, Zakiad w Mragowie.

Jogurt i stosowane w do$wiadczeniu bakterie fermentacji mlekowej, poddawano dziataniu
wysokiego ciénienia w zakresie od 100-1000 MPa. Proces presuryzacji prowadzono w generatorze
wysokiego ciénienia w Katedrze Biotechnologii Zywnosci UWM w Olsztynie oraz w Instytucie
Badan Wysokocisnieniowych PAN w Warszawie.

Zakres doswiadczenie obejmowat nastepujace badania:

- wplywu wysokiego ci$nienia na cechy organoleptyczne jogurtu,

- wplywu wysokiego ciSnienia na przezywalnoéé bakterii jogurtowych,

- wplywn wysokiego ciSnienia na kwasowos$¢ jogurtu oraz aktywnos$é
kwaszaca bakterii stosowanych do produkcji jogurty,

- wplywu presuryzacji na aktywnos¢ antybakteryjna bakterii stosowanych do
produkcji jogurtu.

- wplywu presuryzacji na antybiotykoopornos¢  bakterii stosowanych do
produkcji jogurtu.

- sastosowania  presuryzowanego  jogurtu  jako nosnika  bakterii

probiotycznych.
3.3. OMOWIENIE NATWAZNIEJSZYCH REZULTATOW BADAN

3.3.1. Wplyw wysokiego cisnienia na cechy organoleptycine jogurti.
Wyniki badan przedstawiono w publikacjach (1), (2), (6), (N1 (8).
Nie stwierdzono wplywu cisnienia 200 MPa na cechy organoleptyczne jogurtu naturalnego,

natomiast ciénienia w zakresie 400-1000 MPa mialy wplyw na jego wyglad, konsystencje, smak 1

~
§
£




zapach. Ciénienie 400 MPa spowodowato pogorszenie konsystencji jogurtu, ktora stata sie mniej
sprezysta i elastyczna. W jogurcie stwierdzono wiegkszy optyw serwatki oraz bardzie) zwarty 1
scisliwy, ale niejednorodny ( ktaczkowaty”) skrzep. Te zaobserwowane zmiany konsystencji
jogurtu byly najmniej zauwazalne w jogurtach poddanych dziataniu cisnienia 550 i 600 MPa. Po
presuryzacji w ciénienin 800 MPa konsystencja jogurtu stata si¢ bardziej ptynna - rzadsza
Natomiast po zastosowaniu ciénienia 1000 MPa konsystencja jogurtu byla zblizona do konsystencji
jogurtu niepoddanego dzialaniu ci$nienia. Jednoczesnie smak i zapach jogurtow po zastosowaniu
ciénien powyzej 600 MPa okreslano jako ,pusty” i mato typowy dla jogurtu. Nie stwierdzono
zmiany barwy jogurtu po presuryzacji.

W dalszych badaniach okreslano mozliwosé utrwalenia jogurtu OWOCOWEEZO, stosujac
ciénienie 550 MPa/13 min. w temperaturze pokojowej. Stwierdzono, ze jogurt OWOCOWY poddany
presuryzacji charakteryzowat sie jednolita i bardzie] gesta konsystencja w pordwnaniu do jogurtu
niepresuryzowanego. W trakcie przechowywania W temperaturze 4°C nie stwierdzono pogorszenia
cech organoleptycznych jogurtu presuryzowancgo. Jogurt presuryzowany, przechowywany W
temperaturze 4°C przez 28 dni nie wykazywai niekorzystnych cech organoleptycznych. Natomiast
jogurty przechowywane w temperaturze 20°C, a zwlaszcza jogurty niepresuryzowane, wykazywaly
znaczne pogorszeniem konsystencji oraz cech smakowo-zapachowych juz po pierwszym tygodniu
przechowywania.

Badano rowniez wplyw wysokiego cisnienia w zakresie 100-1000 MPa/15 min. W
przedziale co 100 MPa w temperaturze pokojowej, na jako$¢ jogurtow naturalnych otrzymanych
przy uzyciu handlowvch szczepionek YC-X16, YC-X11 (Chr. Hansen), MYE 92, MYE 95
(Danisco Biolacta Sp. z 0.0.) oraz CSK 501 (CSK Food Enrichment). Cisnienia 100-300 MPa
spowodowaty niewielkie zmiany smaku i aromatu badanych jogurtow. Natomiast ci$nienia 400-

1000 MPa spowodowaly negatywne zmiany smaku, konsystencji i wygladu jogurtow.

3.3.2. Wphyw wysokiego ci¢nienia na prietywalnosé bakterii jogurtowych.

Wyniki dotyczace okreélenia wplywu presuryzacji na przezywalnosc bakterii jogurtowych
przedstawiono w publikacjach (1), (2), (4), (6), (7). (8).

Cisnienie 200 MPa spowodowato redukcije liczby 1 actobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
1.95x10° jtk/em® do 6.50x107jtk/em® oraz redukeje liczby Strepfococcus thermophilus 1,98x10°
jtk/cm3 do 5,50){108 jt"k./'cm3 W miare wzrostu wartoSci slosowanego ciénienia, stopien redukcji
liczby bakterii jogurtowych byl wyzszy. Po presuryzacji jogurtu w 1000 MPa liczba Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus wynosita 6.00x10" jtk/cm’, liczba Strepococcus thermophilus ulcglta
redukeji do 9,85x107 jtk/em”

W dalszej czesci doswiadczenia badano przezywalnos¢ bakterii jogurtowych w srodowisku

o zroznicowanej kwasowosci. Jogurty 0 kwasowosci 4.20; 4,40; 1 4,60 pH poddawano dziataniu
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ciénienia 400-600 MPa/15 min. w przedziale co 50 MPa w temperaturze pokojowej. Najwigksza
redukcje liczby bakterii jogurtowych stwierdzono w jogurcie o lewasowosci 4,20 pH. Zastosowanic
cisnienia 600 MPa spowodowato redukcie liczby Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus z
1,60x10° jtk/em® do 4,00)(1O‘jtk/cm3 oraz redukcie liczby Streptococcus thermophilus z 3,08x10'
jtk/em® do 7,05x10° jtk/om®. Liczba bakterii w jogurcie o kwasowosci 4,60 pH zmniejszyla si¢
odpowiednio dla I actobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus z 1,30x10° jtk/em® do 2720)(1()3jtk/cm3
oraz Streptococcus thermophilus z 1,60x10° jtk/cm® do 2,40x10° jtk/cm?

Badano rowniez przezywalno$¢ bakterii w jogurcie z dodatkiem wsadu OWOCOWELO,
poddanym dzialaniu ciénienia 550 MPa/15 min. w temperaturze pokojowej, podczas
przechowywania Drzez 4 tygodnie w temperaturze 4 i 20°C. W jogurcie przechowywanym W
temperaturze 4°C liczba Tactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ulegla redukeyi z 3,37x10"
jth’c:m3 bezposrednio po presuryzacji do 3,30x104jtk/cm3 po czterech tygodniach przechowywania,
natomiast liczba Streptococcus thermophilus ulegla redukeji z poziomu 1,97x10° jtk/cm3 do
1,10x10° jﬁ(/cm3 po czterech tygodniach przechowywania. Natomiast w presuryzowanym jogurcie
przechowywanym w temperaturze 20°C stwierdzono wzrost liczby Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus z 471x10* jtk/fem’ bezposrednio po presuryzacji do 8,33x106jtkfcm3 po czterech
tygodniach przechowywania i liczby Streptococcus thermophilus  z poziomu 7,70x10* j’tk;’cm3 do
8 66x107 jtk/om’.

Badano wplyw presuryzacji w zakresie ciénien 200-400 MPa/15 min. w przedziale co 50
MPa w temperaturze pokojowej na przezywalnosc¢ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i
Streptococcus thermophilus w jogurtach otrzymany przy uzyciu szezepionek MYE 92 i MYE 95
(Danisco Biolacta Food) (Publikacja (4)). Bezposrednio po presuryzacji, w/w zakresie cisnien,
liczba Streptococcus thermophilis ulegla nieznacznej redukci i pozostawata na zblizonym do
proby kontrolnej poziomie 1. 107 jtk/g. W jogurcie przygotowanym przy uzyciu szczepionki MYE
92, liczba Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ulegla redukcii o jeden rzad wielkosci po
zastosowaniu cisnien 200 i 250 MPa, oraz o trzy rzedy wietkosci, po presuryzacji w 300, 350 i 400
MPa. Natomiast w jogurcie przygotowanym przy uzyciu szczepionki MYE 95 liczba Lactobacillus
delbrueckii ssp. buigaricus pozostala na tym samym poziomie w probie kontrolnej, jak i po
zastosowaniu ci$nienia 200 MPa, i ulegata redukcji o jeden, dwa, trzy i cztery rzedy wielkosci po
sastosowaniu  cisnien, odpowiednio: 250, 300, 350 i 400 MPa. W czwartym tygodniu
przechowywania, liczba Streptococcus thermophilus w jogurtach presuryzowanych utrzymywata
si¢ na poziomie 10°%jtk/g, natomiast liczba Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus w jogurtach
poddanych dziataniu ciénien 300, 350 i 400 MPa obnizyla si¢ do poziomu 10%jtk/g. W jogurtach
poddanych dziataniu cisnien 200 i 250 MPa liczba Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

utrzymywala sie na poziomie 107-10%jtk/ g
p J




Radania wptywu wysokiego ciénienia w zakresie 100-1000 MPa w przedziale co 100 MPa,
w temperaturze pokojowej na przezywalno$é bakterii jogurtowych actobacillus delbrieckit ssp.
bulgaricus 1 Streptococcus thermophilus W jogurtach naturalnych otrzymanych przy uzyciu
szczepionek YC-X16, YC-X11 (Chr. Hansen), MYE 92. MYE 95 (Danisco Biolacta Sp. z 0.0.)
oraz CSK 501 (CSK Food Enrichment) przedstawiono w publikacji (7).

Ciénienia w zakresie 100-400 MPa spowodowaly nieznaczna, © ok. 1 rzad wielkosci,
redukcie liczby Strepiococcus thermophilus. Wraz ze wzrostem ciénienia obserwowano nizsza
przezywalno$¢ bakterii jogurtowych. Po cisnienieniowaniu w 1000 MPa najwyzsza przezywalnos$é
Streptococcus thermophilus  stwierdzono W jogurcie otrzymanym  pOprzez uaktywniente
szczepionki YC-X16, natomiast najnizsza przezywalnosc Streptococcus thermophilus stwierdzono
w jogurcie otrzymanym przy uzyciu szczepionki MYE 92,

Wyzsza wrazliwos¢ na dzialajace cisnienie wykazaly pateczki jogurtowe Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus. W jogurcie otrzymanym przy uzyciu szezepionki YC-X11 oraz w
jogurcie otrzymanym przy uzyciu szczepionki CSK 501, calkowita redukcje liczby Lactobaciflus
delbrueckii ssp. bulgaricus, stwierdzono juz po zastosowaniu cinienia 300 MPa. Natomiast W
jogurtach otrzymanych poprzez uaktywnienie szczepionek vC-X16, MYE 92 i MYE 95, catkowita
redukcje liczby Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus stwierdzono po zastosowaniu cisnienia
400 MPa.

Dalsze badania nad wplywem wysokich ciénien na przezywalnosé bakterii dotyczyly
jogurtu otrzymanego przy uzyciu szczepionki YC-X16.

W doswiadczeniu stosowano ci§nienia 200-700 MPa, w przedziale co 100 MPa/15 min. w
temperaturze pokojowej. fogurt po presuryzacji przechowywano w temperaturze 4 i 20°C. W
jogurcie przed presuryzacja, liczba pateczek jogurtowych L actobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
i paciorkowcow Streptococcus thermophilus wynosita odpowiednio: 1.72x10° jtk/g 1 2,38 x10°
jtk/g. Cisnienie 200 MPa spowodowalo redukcje liczby pateczek Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus do poziomu 1,40x10° jtk/g oraz nieznaczng redukcje liczby paciorkowcow
Streptococcus thermophilus do poziomu 2,00x10° jtk/g. Zblizony poziom przezywalnosci bakterii
jogurtowych stwierdzono po sastosowaniu cisnienia 300 MPa. Cisnienie 400 MPa spowodowalo
redukcje liczby pateczek [ actobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus do poziomu 5,40x1 0* jtk/g oraz
redukcje liczby paciorkowcow Streptococcus thermophilus do poziomu 1,00x10° jtk/g. Liczba
pateczek lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, po sastosowaniu ci$nien 500, 600, 700 MPa
wynosita odpowiednio 500x10° jtk/g, 3.40x107 jtk/g, oraz 2.85x10° jtk/g. Natomiast liczba
paciorkowcdw Streptococcus thermophilus po zastosowaniu ci$nienia 500 MPa wynosita 1,14x10°
jtk/g, a po zastosowaniu cisnien 600 i 700 MPa ulegla redukcji do poziomu 3,00x107 jtkig i
3,30x10% jtk/g,




W publikacji (9) przedstawiono wyniki dotyczace wplywu ciénien 30; 60; 90 i 300 MPa na
przezywalnos¢ szczepow z rodzaju Lactobacillus (Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus) stosowanych w przemystowe] produkcji mlecznych napojow fermentowanych, w tym
rowniez jogurtu. Szczepy Z rodzaju Lactobacillus po paktywnieniu presuryzowano stosujac
ciénienia 30, 60, 90 i 300 MPa/lmin w iemperaturze pokojowej. Przeprowadzone badania
wykazywaty, ze szczepy Z rodzaju Lactobaciifus charakteryzowaly si¢ zroznicowana wrazliwoscig
wobec stosowanego cisnienia. Znaczaca redukcje liczby bakteril spowodowaio cisnienie 300 MPa.
Przezywalnosé szczepu Ih. casei 0902 po presuryzacii W ciénieniach 30, 60 i 90 MPa wynosifa
odpowiednio 94,16%, 79.56% i 74,64%. Dalszy wzrost ciénienia do 300MPa spowodowal redukcje
liczby tego szczepu do 39,78% liczby poczatkowej.

Nie stwierdzono zmian liczby szczepow Lb. casei 114 i Lb. casei 181 pod wpltywem
ciénienia 30, 60 i 90 MPa. Natomiast po zastosowaniu ciénienia 300 MPa przezywalnosc tych
szczepOw wynosita odpowiednio 19,59% i 4.22%. Najnizsza wrazliwoéé na dziatanie cisnienia
wiéréd szczepow Lactobacillus casel, wykazywat szczep Ib. casei 0901, przezywalnosc 1ego
s7Czepu po zastosowaniu cisnienia 300 MPa wynosita 47,46%.

Szczepy Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus byly mniej oporne W badanych warunkach
presuryzacji w poréwnaniu do szczepow Lb. paracaser i I.b. casei. Najbardziej wrazliwy na
dziatanie ciénienia byl szczep Lb. bulgaricits 0852, przezywalnos¢ tego szezepu po zastosowaniu
ciénienia 30 MPa wynosita 5,63%, a po zastosowaniu cignienia 60, 90 1 300 MPa odpowiednio
6.76%, 3,10% 1 0,12%. Najmniej wrazliwy na dzialanie ciénienia byl szczep Lb. bulgaricus T60.
Przezywalno$¢ Lb. bulgaricus 760 po zastosowaniu ciénienia 60 MPa wynosila 92,63%, cisnienie
90 MPa spowodowato redukcje do 78,95%, a cisnienie 300 MPa do 69.47% poczatkowej liczby
bakterii.

Wyzszg odpornoscig na zastosowane cisnienia charakteryzowaly si¢ pateczki nalezgce do
gatunku Lactobacillus acidophilus. Wsrod ktorych najbardziej odporny na dzialanie wysokich
ciénien byt szezep Lactobacillus acidophilus T294, kidrego liczebnosé po zastosowaniu cisnicnia
300 MPa obnizyta si¢ do 98,04% liczby poczatkowej. Wered szezepdw nalezacych do gatunku
Lactobacillus acidophilus najnizsza przezywalnoscig charakteryzowaly si¢ szczepy Lactobacillus
acidophilus ATTC 4356 1 J actobacillus acidophilus Bauer 10938, ktorych liczebno$C po dziataniu
ciénienia 300 MPa obnizyta si¢ odpowiedni do 12,69% 1 19.02% liczby poczatkowej.

3.3.3. Wplyw wysokiego cisnienia na kwasowo$¢ jogurtu oraz aktywno$é kwaszgcq bakterii
stosowanych do produkcji jogurtu
Aktywno$¢ metaboliczna bakterii, ktorych obecnos¢ jest niezbedna do otrzymania

wlasciwych cech organoleptycznych produktu, powoduje niestety wzrost jego kwasowosci 1

11




pogorszenie jakosct W czasie przechowywania. Wplyw wysokiego cisnienia na kwasowos¢ jogurtu
oraz aktywno$¢ kwaszaca bakterii jogurtowych przedstawiono W publikacjach (1), (2), (6), (7). (8).

Badano wplyw cisnien w zakresie 200-1000 MPa/15 min. W przedziale co 200 MPa w
temperaturze pokojowe] na kwasowo$¢ jogurtu. Stwierdzono nieznaczny spadek kwasowosci
czynnej jogurtu bezposrednio po presuryzacji. Kwasowos¢ czynna jogurtu przed presuryzacja
wynosita 4,24 pH, natomiast po zastosowaniu cinienia 600 MPa - 4,29 pH.

W dalszej czesci doswiadczenia (publikacja (2)) badano wplyw presuryzacji na kwasowo§¢
jogurtu z dodatkiem wsadu owocowego, poddanego dziataniu ciénienia 550 MPa/15 min. w
temperaturze pokojowej, podczas czterech tygodni przechowywania w temperaturze 4 i 20°C.
Kwasowos¢ czynna jogurtu niepresuryzowanego przechowywanego w temperaturze 4°C wzrosta z
4,37 pH bezposrednio po przygotowaniu do 4,16 pH po 4 tygodniach przechowywania, kwasowos¢
miareczkowa bezposrednio po przygotowaniu wynosita 37°SH, a po czterech tygodniach
przechowywania wzrosta do 53°SH. Natomiast kwasowos$¢ czynna jogurtu niepresuryzowanego
przechowywanego W temperaturze 20°C wzrosta z 4,54 pH bezposrednio po przygotowaniu do
386 pH po 4 tygodniach przechowywania, kwasowosé miareczkowa bezposrednio  po
przygotowaniu wynosita 40°SH, a po czterech tygodniach przechowywania wzrosta do 53°SH.

Badania dotyczace wplywu wysokiego ciénienia w zakresie 100-1000 MPa w przedziale co
100 MPa, w temperaturze pokojowej na kwasowos¢ jogurtéw naturalnych otrzymanych poprzez
zastosowanie nastepujacych szczepionek YC-X16, YC-X11 (Chr. Hansen), MYE 92, MYE 95
(Danisco Biolacta Sp. z 0.0.) oraz CSK 501 (CSK Food Enrichment) przedstawiono w publikacji
(6). Kwasowos¢ czynna badanych jogurtow wahala sie od 4,305 pH w jogurcie przygotowanym
przy uzyciu szczepionki YC-X16 do 4,550 pH w jogurcie przygotowanym przy uzyciu szczepionki
MYE 95 Presuryzacja spowodowata nieznaczne obnizenie kwasowosci czynnej jogurtu; od 0,025
jednostki pH w jogurcie otrzymanym przy uzyciu szczepionki MYE 92 do 0,080 jednostki pH w
jogurcie otrzymanym przy uzyciu szczepionki YC-X16.

Kontynuujac badania wplywu wysokich ciénien na jogurt otrzymany przy uzyciu
szczepionki YC-X16 stosowano ciénienia 200-700 MPa, w przedziale co 100 MPa/15 min. w
temperaturze pokojowej. Jogurtu po presuryzacji przechowywano w temperaturze 4 1 20°C.
Kwasowo$¢ czynna jogurtu niepresuryzowanego wynosita 4,37 pH, natomiast kwasowos¢
miareczkowa 41,5°SH. Bezposrednio po presuryzacji, podobnie jak w poprzednio prowadzonych
badaniach zaobserwowano niewielki spadek kwasowosci czynnej jogurtu. W czasie
przechowywania stwierdzono wzrost kwasowoséci czynnej w jogurtach niepresuryzowanych o 0,20
jednostki pH 1 7.5°SH w temperaturze 4°C oraz o 038 jednostki pH i 12,5°SH w jogurcie
przechowywanym w temperaturze 20°C. Kwasowos¢ jogurtéw poddanych dzialaniu cisnien 300-

700 MPa pozostata, niezaleznie od temperatury przechowywania, na stalym poziomie.




W publikacji (9) przedstawiono wplyw cisnien 30; 60; 90 i 300 MPa na aktywnos$¢
kwaszaca Szczepow z rodzaju Jactobacillus (Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus) stosowanych do produkgji mlecznych napojoOw fermentowanych, w tym rowniez
jogurtu. W doswiadczeniu materialem badawczym byly 22 szczepy Z rodzaju Lactobacillus, ktore
uaktywniano na podiozy plynnym MRS (37°C/24godz.) a nastgpnie presuryzowano w30, 60; 90 1
300 MPa przez 1min. w temperaturzc 18°C. Spoérod badanych szczepow najwieksza aktywnos¢
kwaszaca wykazaly szczepy Ib. casei T75 oraz Lb. casei 176. Natomiast szczepy Lb. casei T14
oraz Lb. casei 0903 wykazywaty niewielki wzrost aktywnosct kwaszacej po dziataniu cisnienia 30
i 60 MPa, a w wyniku presuryzacji w 300MPa nastapit spadek aktywnosci kwaszace] badanych
szczepow. Wraz ze wzrostem stosowanego cisnienia obserwowano spadek aktywnosci kwaszacej
szczepow Lb. casei 151, Lb. casei T75, Lb. casei T76, Lb. casei T81 oraz Lb. casei 0902.
Najwiekszy spadek aktywnosci kwaszacej stwierdzono dla szczepu 1.b. casei T81 Cisnienie 30
MPa spowodowalo nieznaczny wzrost aktywnosci kwaszace] szczepdw Lb. paracasel 0918, Lb.
paracasei 0921 1 Lb. bulgaricus T60. Stwierdzono rowniez wzrost aktywnosci kwaszgce] SZCZepu
Lb. bulgaricus T151 poddanego dziataniu cisnien 30 i 60 MPa oraz szCzepu Lb. bulgaricus T13
poddanego dziataniu ciénienia 60 i 90 MPa. Wraz ze wzrostem stosowanego cisnienia stwierdzono
ostabienie aktywnosci kwaszace] szczepow Lb. casei 0901, Lb. bulgaricus £. 0851, Lb. bulgaricus
£ 0852

Najbardziej opornym na dziatanie cisnienia 300 MPa byt szczep Lh. bulgaricus T60.
Przyrost kwasowosci W 24-godzinne] hodowli na mieku, szczepu niepoddanego dzialaniu cisniema
wynosit 3,16 jednostki pH a w hodowli tego szczepu presuryzowanego w 300 MPa, przvrost
kwasowosci wynosit 3,10 jednostek pH. Wéréd szczepow Jactobacillus acidophilus najwigksze
obnizenie aktywnoéci kwaszacej zaobserwowano dla szczepu Lactobacillus acidophilus
ATTC4356. Najbardziej odporny na dziatanie wysokiego cisnienia okazat si¢ szczep Lactobacillus

acidophilus T123.

3.3.4. Wplyw presuryzacji na aktywno$é antybakteryjng bakterii stosowanych do produkcji
jogurtu.

Zdolno§¢ biosyniezy substancji o dziataniu antybakteryjnym m.in. kwasu mlekowego,
octowego, nadtlenku wodory, diacetylu, reuteryny, bakteriocyn oraz wielu innych jest cecha
szczepowa bakterii. Wplyw na aktywnos$¢ antydrobnoustrojows maja rowniez czynniki
zewngetrzne: skiad podioza hodowlanego, uwodnienie, napowietrzenie, wiek hodowli, temperatura
oraz czas inkubacji.  Aktywnosé antybakteryjna ma wplyw na wilasdciwosci prozdrowotne
mlecznych napojow fermentowanych. Korzystne oddziatywanie substancji antybakteryjnych,

wytwarzanych przez drobnoustroje wchodzace w sktad kultur starterowych stosowanych do ich

produkcji ma wplyw na sachowanie rOwnowagi bakteryjnej W przewodzie pokarmowym poprzez
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eliminacje mikroflory szkodliwej i patogennej. Dlatego tez, okreslenie wplywu wysokich cisnien

na whasciwoéci antybakteryjne byto jednym 2 istotnych celow prezentowancgo cyklu publikacit.

Jogurt otrzymany przy uzyciu szczepionek MYE 92 i MYE 95 (Danisco Biolacta Sp. z 0.0.)
poddawano dziataniu cisnien w zakresie 200-400 MPa, w przedziale co 50 MPa/15 min W
temperaturze pokojowej (publikacja (4)). Bezposrednio po presuryzacji oraz po kazdym z czterech
tygodni przechowywania w temperaturze 4°C, oznaczano wiasciwosci antybakteryjne wobec 9
szczepOw testowych Klebsiella 449, Klebsiella 499, Proteus 16, Proteus I, E. coli 366, E. coli 323,
E. coli 3. Enterobacter A, Enterobacter A,/17. Jogurty niepresuryzowane, otrzymane z obu
szczepionek, wykazywaty dzialanie antybakteryjne wobec wszystkich stosowanych szczepow
testowych bezposrednio po przygotowaniu oraz przez caly okres przechowywania. Presuryzacja
spowodowala ostabienie aktywnosci antybakteryjnej bakterii jogurtowych.

Badania dotyczace wplywu wysokiego ci$nienia w sakresie 100-1000 MPa w przedziale co
100 MPa, w temperaturze pokojowej na wiasciwosci antybakteryjne jogurtow naturalnych
otrzymanych poprzez sastosowanie nastepujacych szczepionek YC-X16, YC-X11 (Chr. Hansen),
MYE 92, MYE 95 (Danisco Biolacta Sp. z 0.0.) oraz CSK 501 (CSK Food Enrichment) opisano w
publikacji (7). Najsilniejsze whadciwoscl antybakteryjne wykazywaly jogurty otrzymane poprzez
uaktywnienie szczepionek YC-X11, YC-X16, oraz MYE 95, ktore hamowaty wzrost wszystkich
11 szczepdw testowych stosowanych w doswiadczeniu. Najstabsze whasciwosci antybakteryjne
0ZNaczono w jogurcie otrzymanym przy uzyciu szczepionki CSK 501. Po zastosowaniu cisnien
200-1000 MPa stwierdzono znaczine oslabienie antybakteryjnego dziatania jogurtdw wraz ze
wzrostem stosowanego cisnienia. Po dzialaniu ci$nienia 1000 MPa jogurt otrzymany przy uzyciu
szczepionki YC-X11 wykazywal sahamowanie Wwzrostu Szesciu SzCzepow testowych, jogurt
otrzymany poprzez uaktywnienie szczepionki YC-X16 hamowatl wzrost pieciu szCzepow
testowych, a jogurty otrzymane poprzez zastosowanie szczepionek MYE 92, MYE 95 i CSK 501
hamowaty wzrost trzech szczepow testowych.

Badano rowniez wplyw cisnieft 30, 60, 90 i 300 MPa/Imin./18°C na aktywno$¢
antybakteryjna 22 SZCZEpOw 2z rodzaju Lactobacillus (Lb. acidophilus, Lb. casel, Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus) stosowanych do produkcji mlecznych napojow fermentowanych (publikacja (9)).
W hodowlach niepresuryzowanych oraz presuryzowanych oznaczano aktywno$¢ antybakteryjna
oraz zdolnos¢ syntetyzowania nadtlenku wodoru. Ciénienia 30, 60 1 90 MPa nieznacznie hamowaty
aktywno$¢ antybakteryjng. Szczegolnie wrazliwe na dziatanie ciénienia byly szczepy Lb.
bulgaricus 0851 i Lb. bulgaricus T151. Szezep Lb. bulgaricus 0851 po presuryzacji w 300 MPa nie
hamowal wzrostu trzech a szczep Lb. bulgaricus 7151 pigciu sposrod dziewieciu stosowanych

szczepow testowych,




Najmniej wrazliwy na dziatanie cisnien byl szczep Lb. bulgaricus 713. Nie stwierdzono
zmniejszenia zdolnosci hamowania wzrostu szczepow testowych przez szczep Lb. bulgaricus T13
nawet po zastosowaniu ciénienia 300 MPa. Wérod szczepow Lactobacillus acidophifus
najsilniejsza aktywnosc antybakteryjna w prébach niepresuryzowanych, W stosunku do wszystkich
szczepow  testowych wykazywal szczep [actobacillus  acidophilus  T294, zas najstabsza
Laciobacillus acidophilus Bauer £0938. Po presuryzacji w 300 MPa zaobserwowano zroznicowane
oslabienie hamowania wzrostu bakterit testowych.

Wérod badanych szczepdw najwigkszg iloé¢ nadtlenku wodoru, do 2 mg/l syntetyzowaly
szczepy Lactobacillus acidophilus. Jedynie szczep Lactobacillus acidophilus Bouer 10938 nie
wykazywal zdolnosci wytwarzania nadtlenku wodoru. Nalezy jednak zauwazyC, ze presuryzacja
wptyngta na nieznaczne obnizenie syntezy nadtienku wodoru przez w/w SzCzepy. Jedynie w
przypadku Lactobacillus acidophilus Nestle £0937 po presuryzacii w 90 i 300 MPa nastapil
wyrazny wzrost biosyntezy tego zwiazku. Natomiast szczepy Lactobacillus acidophilus T 123 oraz
Lactobacillus acidophitus ATCC 4356 po zastosowaniu ciénienia 300 MPa utracilty catkowicie
zdolnoéé wytwarzania nadtlenku wodoru. Wsrod szezepow Lactobacillus casei jedynie sczep Lb.
casei T14 charakteryzowat sie zdolnoscia do wytwarzania nadtlenku wodoru na poziomie 0.5
[mg/l] zaréwno przed jak i po presuryzacji, niezaleznie od wielkosci stosowancgo cisnienia.
Pozostate szczepy nie wykazywaly 2dolnosci do wytwarzania nadtlenku wodoru. Interesujacy jest
fakt, ze wérad szczepdw Lactobacillus bulgaricus obecnosé nadtlenku wodoru w ilosci 0-0,5 mg/l
stwierdzono jedynie w hodowlach szczepu Lb. bulgaricus £. 0851 poddanych uprzednio dziataniu
ciénienia 60, 90 i 300 MPa i w hodowlach szczepu Lb. bulgaricus T13 presuryzowanego w 60190

MPa — bakterie tego szczepu wytwarzaly nadtlenek wodoru w ilosci 2 mg/l.

3.3.5. Okreslenic wplywu presuryzacji na antybiotykoopornosé bakterii stosowanych do
produkcji jogurtu.

W przypadku bakterii fermentacji mlekowej, ktore sa czgsto stosowane W czasie
antybiotykoterapii, odporno$¢ na antybiotyki jest cechg pozadana poniewaz umozliwia zasiedlanie
przewodu pokarmowego crdowieka podczas leczenia antybiotykami lub tuz po zakonczeniu.

Celem doswiadczenia opisanego w publikacji (8) byto zbadanie wplywu cisnien 30,60, 90 i
300 MPa na antybiotykoopornos¢ szczepow z rodzaju Lactobacillus (Lb. acidophilus, Lb. casel,
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus) stosowanych do produkcji mlecznych napojow fermentowanych.
Materialem badawczym byly 22 szczepy z rodzaju Jactobacillus, ktore uaktywniano na podlozy
ptynnym MRS (37°C/24godz) a nasteprie presuryzowano stosujac ciénienia 30, 60, 90 i 300
MPa/1min /18°C.  Stwierdzono, ze wszystkie badane szczepy byly wrazliwe na antybiotyki

stosowane w doswiadczeniu. Dla wigkszosci badanych szczepow Lactobacillus casei wraz ze
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wzrostem wartosci stosowanego cisnienia oporno$¢ na antybiotyki ulegta ostabieniu. Najwigksze
obnizenie opornosci nastapilo po zastosowaniu ci$nienia 300MPa, szczegblnie w przypadku
szczepow Lb. casei 151, Lb. casei 175 oraz Lb. casei 0902. Stwierdzono natomiast niewielki
wzrost antybiotykoopornosci szczepu Lb. casei T14 po dziataniu ci$nien 30, 60 i 90MPa wobec
wiekszosci antybiotykow. Najwiekszy wptyw presuryzacji na antybiotykooporno$¢ zanotowano dla
szczepu Lb. casei T75 wobec tetracykliny, gdzie dla proby niepresuryzowanej strefa zahamowama
wzrostu wynosita 25 [mm}, a po presuryzacji w 300MPa wzrosta do 46 [mm]. Wieksza
wrazliwosé na antybiotyki wykazywaly szczepy Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus. Ciénienia 30, 60 i
90 MPa nie wplywaty lub powodowaly jedynie niewielki wzrost wrazliwosci badanych szczepow
na antybiotyki. Podczas badafh stwierdzono nieznaczny Wzrost antybiotykoopornosci niektorych
szczepow, na przykiad szczepu Lb. paracasei 0921 wobec penicyliny, Lb. casei 0901 wobec
ampicyliny i szczepu Lb. bulgaricus 160 rowniez wobec ampicyliny. Strefy zahamowania wzrostu
przed presuryzaca wynosity odpowiednio 31mm, 39mm i 46mm. Natomiast po dzialaniu cisnien
30, 60 1 90 MPa strefy zahamowania wzrostu byty mniejsze o 2-5Smm. Dziatanie cisnienia 300 MPa
powodowato znaczny wzrost wrazliwosci na antybiotyki szczepdw Lb. bulgaricus 0832, T1511 Lb.
casei 0889. Pozostate szczepy nie wykazywaty wiekszych réznic wielkosci stref zahamowania
wzrostu zaréwno po dziataniu cisnien 30, 60, 90 jak i 300 MPa. Wiekszoéé badanych szczepow
TLactobacillus acidophilus wykazywata wrazliwo$é na stosowane w doswiadczeniu antybiotyki z
wyjatkiem kanamycyny. Jedynie Lactobacillus acidophilus T123 oraz Lactobacillus acidophilus
7294 byly wrazliwe na ten antybiotyk. Zaobserwowano takze, ze szczepy Lactobacillus
acidophitus Diat 10939, Lactobacillus acidophilus Bauer 0938 oraz Laciobacillus acidophilus

Nestle £0937 nie wykazywaty wrazliwosci na kanamycyne po presuryzacii 300 MPa.

Na podstawie uzyskanych wynikow nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie wysokich cisnien
mialo wplyw na antybiotykoopornos¢ badanych bakterii. Po presuryzacjii w 30 MPa i 60 MPa
nastepowat wzrost lub tylko nieznaczny spadek wrazliwosci szczepow na antybiotyki. Wobec kilku
szczepOw presuryzacja nie miata zadnego wplywu na badana ceche. Natomiast po zastosowaniu
cisnienia 90 MPa dla wigkszosci szczepow nastepowat wzrost opornosci na antybiotyki zwiazany
ze zmniejszeniem si¢ stref inhibicji wzrostu. Presuryzacja w 300 MPa spowodowata bardzo
wyrazny spadek opornoéci  badanych szezepow  Lactobacillus acidophilus na antybiotyki.
Analizujac  wielkos¢  stref sahamowania wzrostu paleczek miekowych mozna rowniez
zaobserwowaé, ze najwigksza érednice osiagaly one w przypadku szczepow Lactobacillus
acidophilus T123 oraz Lactobacillus acidophilus T29. Najbardzie] oporny na dziatanie wigkszosci

antybiotykow okazat sig szczep Lactobacillus acidophilus Bauer £0938.
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wzrostem wartosci stosowanego cisnienia oporno$¢ na antybiotyki ulegla ostabieniu. Najwigksze
obnizenie opornosci nastapito po zastosowaniu cisnienia 300MPa, szczegblnie  w przypadku
szczepow Lb. casei 151, Lb. casei 175 oraz Lb. casei 0902. Stwierdzono natomiast niewielki
wzrost antybiotykoopornosci szczepu Lb. casei T14 po dziataniu cisniefr 30, 60 1 90MPa wobec
wiekszosci antybiotykow. Najwickszy wptyw presuryzacji na antybiotykoopornoéé zanotowano dla
szczepu Lb. casei 175 wobec tetracykliny, gdzie dla proby niepresuryzowanej sirefa zahamowania
wzrostu wynosita 25 [mm], a po presuryzacji. w 300MPa wzrosta do 46 [mm}. Wigkszg
wrazliwosé na antybiotyki wykazywaly szczepy b, delbrueckii ssp. bulgaricus. Cisnienia 30, 60 1
90 MPa nie wplywaty lub powodowaly jedynie niewielki wzrost wrazliwosci badanych szczepow
na antybiotyki. Podczas badan stwierdzono nieznaczny wzrost antybiotykoopornosci niektorych
szczepow, na przyklad szczepu Lb. paracasei 0921 wobec penicyliny, Lb. casei 0901 wobec
ampicyliny i szczepu Lb. bulgaricus T60 réwniez wobec ampicyliny. Strefy zahamowania wzrostu
przed presuryzacjg wynosity odpowiednio 31mm, 32mm 1 46mm. Natomiast po dzialaniu ci$nief
30, 60 i 90 MPa strefy zahamowania WZrostu byly mniejsze o 2-5mm. Dziatanie ci$nienia 300 MPa
powodowato znaczny WZrost wrazliwosci na antybiotyki szczepow Lb. bulgaricus 0852, TI511Lb.
casei 0889. Pozostale szczepy nie wykazywaly wiekszych roznic wielkosci stref zahamowania
wzrostu zarébwno po dzialaniu cisnien 30, 60, 90 jak i 300 MPa. Wiekszosé badanych szczepow
Lactobacillus acidophilus wykazywala wrazliwoéé na stosowane w do§wiadczeniu antybiotyki z
wyjatkiem kanamycyny. Jedynie Lactobacillus acidophilus 7123 oraz Lactobacillus acidophilus
7294 byly wrazliwe na ten antybiotyk. Zaobserwowano takze, ze szczepy Lactobacillus
acidophilus Diat 10939, Lactobacillus acidophilus Bauer 0938 oraz Lactobacillus acidophilus
Nestle 7.0937 nie wykazywaty wrazliwoSci na kanamycyne po presuryzacji 300 MPa.

Na podstawie uzyskanych wynikow nalezy stwierdzi¢, ze zastosowanie wysokich cisnien
mialo wplyw na antybiotykoopornos¢ badanych bakterit. Po presuryzacji w 30 MPa 1 60 MPa
nastgpowat wzrost lub tylko nieznaczny spadek wrazliwosci szczepéw na antybiotyki. Wobec kilku
szczepow presuryzacja nie miata zadnego wplywu na badang ceche. Natomiast po zastosowaniu
ciénienia 90 MPa dla wigkszosci szczepOw nastepowal wzrost opornoéci na antybiotyki zwiazany
ze zmniejszeniem si¢ stref inhibicji wzrostu. Presuryzacia w 300 MPa spowodowata bardzo
wyrazny spadek opornosc badanych szczepow Lactobacillus acidophilus na antybiotyki.
Analizujac  wielkos¢  stref sahamowania wzrostu paleczek miekowych mozna rowniez
saohserwowal, ze najwigksza Srednice osiggaly one w przypadku szczepow Lactobacillus
acidophilus 17123 oraz Lactobacillus acidophilus T29. Najbardziej oporny na dziatanie wigkszosci

antybiotykow okazat si¢ szczep Lactobacillus acidophilus Bauer £0938.

16




3.3.6. Badanie moiliwosci zastosowania presuryzowancgo jogurtu jako noSnika bakterii
probiotycznych.

Obecnoéé szezepdw bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium W
jogurcie znacznie zwieksza jego wartosc odzywcza, ale powoduje wiele problemow
technologicznych. Lactobaciilus delbrueckii ssp. bulgaricus ogranicza Wzrost Bifidobakterium ze
wzgledu na wysokie sakwaszenie Srodowiska. Nadtlenek wodoru syntetyzowany przez
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ma hamujacy wplyw na Lactobacillus acidophilus.
QObecnos¢ Streptococcus thermophilus ~ stymuluje  wzrost scidle beztlenowych szczepow
Bifidobacterium. Dlatego jogurt, ktory zawiera tylko Streptococcus thermophilus moze stanowic
dobry no$nik probiotycznych szczepOw  Bifidobacterium. Bakterie probiotyczne rowniez
oddziatywajg na siebie wzajemnie podczas wspoinej hodowlt w czasie fermentacji, oraz podezas
przechowywania jogurtu. W celu ograniczenia niekorzystnego wzajemnego oddziatywania bakterii
jogurtowych Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 1 Streptococcus thermophilus oraz
probiotycznych szczepow Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium podczas wzajemne;j
inkubacji, jogurt naturalny utrwalono poprzez dziatanie wysokiego cisnienia, a nastepnie
stosowano dodatek bakterii probiotyczaych. Przeprowadzone badania zostaly opisane W
publikacjach (3), (5) 1 (10).

W doéwiadczeniu, opisanym w publikacji (3), zastosowano ciénienie 550 MPa/15 min. w
temperaturze pokojowe]. Do jogurtu stosowano dodatek pojedynczych oraz mieszanych kultur
szczepow probiotycznych Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium W formie plynnej 1
liofilizowanej. Jogurt przechowywano w czasie 4 tygodni w temperaturze 4°C. Po kazdym
tygodniu przechowywania 0znaczano liczbe bakterii jogurtowych 1 probiotycznych, kwasowosc
czynna (pH) 1 miareczkowy (°SH), aktywnos¢ antybakteryjna oraz przeprowadzano oceng
organoleptyczna.

Ciénienie 550 MPa spowodowato calkowita redukcje liczby paleczek jogurtowych
Lactobacillus  delbrueckii  ssp.  bulgaricus, natomiast liczba paciorkowcow  Streplococcus
thermophilus ulegta redukceji z poziomu 8,65x10° jtk/cm® przed presuryzacia, do 8,95x10° jtk/cmf’i
Podczas przechowywania liczba bakterii Lactobacillus acidophilus i Bifidobacteriim. utrzymywata
sie na zalecanym poziomie tj. nie mniej nz 10° jtk/em’. Przezywalnos¢ szczepdw probiotycznych
byta wyzsza w jogurtach z dodatkiem kultur probiotycznych szczepow Lactobacillus acidophilus i
Bifidobacterium sp. W formie plynnej, w pordwpaniu do jogurtéw z dodatkiem kultur
liofilizowanych.

Kwasowo$é czynna jogurtow z dodatkiem bakiterii probiotycznych bezposrednio po
przygotowaniu wynosita 437-441 pH. Podczas przechowywania nie stwierdzono Znaczgcego

przyrostu kwasowosci badanych jogurtow. Kwasowos¢ miareczkowa utrzymywala si¢ przez 4

tygodnie przechowywania na stabilnym poziomie w granicach 39-42°SH. Kwasowos¢ jogurtu
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wynoszaca ok. 40°SH jest optymaina, poniewaz odpowiada najkorzystnigjszemu fizjologicznie
stezeniu kwasu mlekowego przy ktorym produkty te powinny by¢ spozywane.

Jogurty presuryzowane, Z dodatkiem bakterii probiotycznych wykazywaly wlasciwoscl
antybakteryjne w stosunku do wszystkich stosowanych w doéwiadczeniu szczepow testowych. Po
kazdym tygodniu przechowywania obserwowano stopniowa redukeje aktywnoscei antybakteryjnej.
Najwicksza aktywnosc antybakteryjna wobec stosowanych szczepow testowych stwierdzono w
jogurcie z dodatkiem Bifidobacterium.

W publikacji (5) jogurt otrzymany przy uzyciu szczepionki YC-X16 (Chr. Hansen)
poddawano dzialaniu cisnienia 550 MPa/15 min. w temperaturze pokojowej. Po presuryzacji
stosowano dodatek uaktywnionej na mieku kultury probiotycznej BB12 (Chr. Hansen) zawierajacej
mieszanine szczepow Bifidobacterium. Bezposrednio po przygotowaniu oraz po kazdym z czterech
tygodni przechowywania w temperaturze 4 i 20°C oznaczano liczbg bakterii oraz kwasowose
jogurtu. Po presuryzacji stwierdzono catkowita redukcje pateczek Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, oraz redukeje liczby paciorkowcow Streptococcus thermophilus o jeden rzad wielkosci.
W presuryzowanym jogurcie liczba komorek Bifidobacterium bezposrednio po przygotowaniu
wynosita 1,25x10° jtk/g. Po trzech tygodniach przechowywania W temperaturze 4°C liczba
Bifidobacterium ulegta redukcji do 9,10x10° jtk/g, a po czterech tygodniach przechowywania nie
stwierdzono obecnosci Bifidobacterium w tym jogurcie. Natomiast w jogurcie przechowywanym
w temperaturze 20°C nie stwierdzono obecnosci zywych komorek Bifidobacteriun juz w drugim
tygodniu przechowywania. Liczba Bifidobacterium w jogurcie niepresuryzowanym bezposrednio
po przygotowaniu wynosita 6,10x1 0° jtk/g, po dwoch tygodniach przechowywania w temperaturze
4°C liczba Bifidobacterium uvlegla redukeji do poziomu 4,50)(103 jtk/g, a po trzech tygodniach
przechowywania nie stwierdzono obecnoéci  Bifidobacterium W jogurcie. W jogurcie
niepresuryzowanym przechowywanym W temperaturze 20°C, podobnie jak w  jogurcie
presuryzowanym, —nie stwierdzono  obecno$ci  Bifidobacterium W drugim  tygodniu
przechowywania.

Presuryzacja spowodowala nieznaczny spadek kwasowosci czynnej jogurtu z poziomu 4,64
pH do 4,71 pH, po dodaniu hodowh Bifidobacterium spp. kwasowos¢ czynna jogurtu wynosita
481 pH. Kwasowo$¢ joguriu niepresuryzowanego przechowywanego w temperaturze 4°C po
czterech  tygodniach wynosita 452 pH, a kwasowosé jogurtu  niepresuryzowanego
przechowywanego W temperaturze 20°C wynosita 4,32 pH. Natomiast kwasowo$¢ jogurtow

presuryzowanych przechowywanych w 4 i 20°C wynosita odpowiednio 4,70 1 4,50 pH.
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W publikacji (10) jogurt handlowy Milko naturalny wyprodukowany przez Spdtdzielnie
Mieczarska MLEKPOL w Mragowie poddawano dziataniu cisnien 200 1 250 MPa przez 15 minw
temperaturze 4°C 1 18°C.. Do jogurtu po presuryzacji dodawano W iloéci 5% uaktywnione na
mleku szczepionki zawierajace probiotyczne  SzCZepy Lactobacillus acidophilus  (LAS) i
Bifidobacterium sp. (BB12), a nastgpnie przechowywano przez cztery tygodnie w temperaturze
chlodniczej.

Stwierdzono, Ze poziom inaktywacji bakterii jogurtowych w wiekszym stopniu zalezal od
temperatury presuryzacji niz od wysokosci zastosowanego ciénienia. Wyzsza redukcje liczby
bakterii uzyskano po presuryzacji w temperaturze 4°C.

W czasie przechowywania Zaobserwowano mzsza przezywalnosc bakterii Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus oraz Streptococcus thermophilus W jogurtach presuryzowanych w
poréwnaniu do przezywalnosci tych bakterii w jogurtach niepresuryzowanych.

Zaobserwowano natomiast wyzsza przezywalnosé szczepow probiotycznych L. acidophilus
i Bifidobacterium W jogurcie presuryzowanym 200 MPa w 18°C w stosunku do jogurtu
niepresuryzowanego.

Presuryzacja wplynefa na obnizenie przyrostu kwasowosci W presuryzowanych jogurtach w
stosunku do jogurtéw kontrolnych w kolejnych tygodniach przechowywania.

Podczas przechowywania, W jogurcie presuryzowanym 200 MPa/18°C/15 min. oraz w
jogurcie kontrolnym, odnotowano oslabienie aktywnosci antybakteryjnej w stosunku do
wszystkich szczepow testowych. Ostabienie wielkosci stref zahamowania wzrostu $7CZepOW
testowych byto istotne w stosunku do szczepow: E. coli DSM 682, P. aeruginosa ATCC 15442, K.
preumoniae oraz E. coli ATCC 10536 (o = 0,05). Pomimo réznic w aktywnosci antybakteryjnel,
jakie zaobserwowano migdzy pierwszym a czwartym tygodniem przechowywania, analiza
statystyczna nie wykazala istotnych zmian pomiedzy aktywnoscig antybakteryjng jogurtow nie
presuryzowanych 1 presuryzowanych w ostatnim tygodniu przechowywania,

Nie stwierdzono istotnych zmian cech organoleptycznych jogurtow  po presuryzacii.
Niemniej jednak oceniajacy swrocili uwage na mniej typowy dla jogurtu smak jogurtéw
presuryzowanych. Natomiast jogurty presuryzowane charakteryzowaly sig korzystniejszym,
jednolitym skrzepem, bardziej gestym niz skrzep jogurtow niepresuryzowanych. Nie stwierdzono
zmian barwy jogurtow po presuryzacji. Podczas przechowywania zaobserwowano 2znaczie
pogorszenie cech organoleptycznych jogurtow niepresuryzowanych, ktore ze wzgledu na bardzo
kwasny smak, nie byly akceptowane przez oceniajgcych. Jogurty presuryzowane zachowaly

korzystne cechy smakowe do konca okresu przechowywania.
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3.4. PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych badah wskazuja, 2€ z zastosowanicm techniki wysokich ciSnieft
mozna utrwali¢ jogurt. Jogurty poddane dziataniu wysokich cisnien charakteryzowaly sig¢, W
trakcie przechowywania, korzystniejszymi walorami organoleptycznymi W poréwnaniu  do
jogurtow niepresuryzowanych. Nalezy stwierdzié, ze najkorzystniejsze cechy organoleptyczne
wykazywaly jogurty poddane dziataniu ciénien 200-300 MPa. Zastosowanie wyzszych cisnien
powodowalo pogorszenie konsystencji jogurtu, €o byto szczegolnie zauwazalne po zastosowaniu
ciénien 400-600 MPa. Koniecznym byloby, wigc stosowanie stabilizatorow w celu poprawy
konsystencji tak utrwalonego jogurtu. Ponadto, zastosowanie cisnien powyze] 300 MPa,
powodowato znaczna redukcje liczby pateczek jogurtowych Lactobacillus delbrueckii  ssp.
bulgaricus w wyniku ¢zego ich liczba w produkcie byla snacznie nizsza od zalecanego minimum
tj. 107 jtk./g. Tak utrwalony jogurt moze by¢ jednak dobrym _noénikiem” bakterii probiotycznych.
Stwarza to mozliwosci kreowania produktu o nowych cechach.

Wszystkie przedstawione wyniki badan dotyczacych wplywu wysokiego ciénienia na
przezywalnos¢ bakterit jogurtowych, potwierdzajg wieksza odpornoéé na dzialanie wysokiego
ciénienia paciorkowcow Streptococcus thermophilus w pordwnaniu do pateczek jogurtowych
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Jednoczesnie w wyniku przeprowadzonych badan
dotyczacych wplywu wysokich cisnief na bakterie jogurtowe w jogurtach otrzymanych przy
uzyciu dostgpnych na polskim rynku szczepionek handlowych © zréznicowanym sktadzie
szczepowym, potwierdzono, 2€ wrazliwoéé bakterii wobec wysokiego ciénienia jest cecha
szczepowa, a nie gatunkowa.

Presuryzacjia spowodowala ostabienie antybakteryjnego dziatania bakterii jogurtowych.
Natomiast antybiotykoopornos¢ badanych szczepéw poddanych dzialaniu wysokiego ci$nienia
byta zroznicowana i zalezata nie tylko od wysokosci cisnienia, ale rowniez od rodzaju stosowanego
w badaniach antybiotyku.

Dodatek bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium do jogurtow
po presuryzacji wptynat na poprawe ich antybakteryjnego dziatania. Stwierdzono r6WnieZ Wyzsza
przezywalno§é bakterti probiotycznych w jogurtach presuryzowanych w poréwnaniu  do
przezywalnosci tych bakterii w jogurtach niepoddanych dzialaniu ci$nienia.

Presuryzacja spowodowala niewielki spadek kwasowosc (pH) jogurtéw bezposrednio po
zastosowaniu ci¢nienia. Natomiast podczas przechowywania mniejsze przyrosty kwasowosct
stwierdzono w jogurtach poddanych presuryzacji. Zmiany kwasowosci podczas przechowywania
presuryzowanych jogurtow mozna thumaczy¢ nie tylko jako wynik redukgji liczby bakterii w
jogurtach bezposrednio po presuryzacji, ale rowniez poprzez zahamowanie aktywnosci kwaszace]

bakterii na skutek dziatania cidnienia.




Nalezy stwierdzi¢, ze istnieje  mozliwos¢ przediuzenia trwatoscl jogurtu poprzez
zastosowanie wysokich ci$miefi oraz produkeji jogurtu z dodatkiem bakterii probiotycznych po
presuryzacji. Aktualnie trwaja prace nad przygotowaniem wniosku patentowego dotyczacego

zastosowania technologii wysokich cisnien w produkcji jogurtu.

4, OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
Méj dotychezasowy dorobek naukowy dotyczy gtownie nastepujgcych zagadnien badawczych:

4.1. MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA WYSOKICH CISNIEN JAKO METODY PRZEDLUZANIA
TRWALOSCI ORAZ MODYFIKACIHT CECH TECHNOLOGICZNYCH FERMENTOWANYCH

PRODUKTOW OTRZYMANYCH Z MLEKA.

4.1.1. KEFIR.

W czasie realizacji pracy doktorskie] zajmowatam si¢ badaniami dotyczacymi wplywu
wysokich ciéniefi na mikroorganizmy wchodzace w skiad szczepionek stosowanych do produkeji
kefiru. Badania te zostaly zrealizowane w ramach Grantu KBN 5 PO6G 00 417  Wplyw
wysokiego ci$nienia na wybrane bakterie fermentacji mlekowej i ich przydatno$¢ technologiczna”
1997-2000r.

W publikacji (wg zalgcznika nr 3) 1ID(5) oraz w publikacji TIA(2) opisano wplyw cisnien
500, 700 i 1000 MPa/15 minut na aktywno$¢ metaboliczna 1 antybakteryjng szczepow
paciorkowcow i pateczek fermentacji mlekowej izolowanych z kefiru. W wyniku dziatania
ciénienia 500 MPa zacbserwowano znaczne oslabienie aktywnosci antybakteryjnej wszystkich
badanych szczepow Lactococcus sp. i Lactobacillus sp. wobec stosowanych w do$wiadczeniu
szczepoOw testowych nalezacych do gatunkéw I coli, Enterobacter, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris. Natomiast po sastosowaniu cisnien 700 i 100 MPa stwierdzono catkowite
zahamowanie aktywnosci antybakteryjnej badanych szczepow. Dziatanie ciénienia spowodowalo
rowniez obnizenie zdolnoéci do syntezy kwasu mlekowego przez badane szczepy oraz zahamowato
aktywnos$¢ metaboliczng wobec stosowanych w doswiadczeniu substratow.

W publikacjach HD(6) oraz IID(7) przedstawiono wplyw dzialania ciSnienia na
drobnoustroje wchodzace w sktad handlowych szczepionek kefirowych. Stwierdzono znaczng
redukcje liczby mikroorganizméw wchodzacych w sklad szczepionki kefirowej. Najbardziej
wrazliwe wobec ciénienia byty drozdze. Ich obecnosci nie stwierdzono w kefirze po zastosowaniu
ciénienia 400 MPa. Natomiast zastosowanie ciénienia 800 MPa nie powodowato catkowitej
redukcji  paciorkowcow fermentacji mlekowej. Stwierdzono znaczng redukcje  liczby
paciorkowcow mlekowych po wydluzeniu czasu dziafania ciénienia 400 MPa do 120 minut.

Zaobserwowano wyzsza redukcje liczby bakterii w wyniku dziatania ciSnienia pulsacyjnego. W
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kefirze poddanym dzialaniu ciénieh 600, 800 i 1000 MPa nie zaobserwowano przyrostu
kwasowosci czynnej (pH) podczas 14 dni przechowywania w temperaturze 4°C. Stwierdzono
ochronne dzialanie cukru, stabilizatora oraz zwiekszonej zawartosci s.. (20%) na mikroorganizmy

wehodzace w skiad szczepionki kefirowe].

4.1.2. JOGURT.

Po obronie pracy doktorskie] kontynuowatam badania dotyczace wplywu  wysokiego
ciénienia na drobnoustroje, a w szczegolnoscl zajetam sie tematem wplywu wysokiego cisnienia na
bakterie stosowane do produkeji jogurtu. Wyniki przeprowadzonych badah zostaly przedstawione
w publikacjach stanowiacych cykl ,Badania mozliwosci zastosowania wysokiego ci$nienia do
przedluzenia trwatosci jogurtu” ktory zostal zaprezentowany w niniejszym autoreferacie.

Prowadzilam rowniez badania dotyczace mozliwosci zastosowania stabilizatorOw do
produkgji jogurtu utrwalonego metoda presuryzacji (publikacja TID(13)) Stwierdzono, ze dodatek
stabilizatora powodowal ograniczenie synerezy w jogurtach presuryzowanych. Natomiast niektore
z zastosowanych stabilizatorow powodowaly niekorzystne zmiany smaku jogurtéw, w postaci
wyczuwalnego obcego posmaku oraz wady konsystencji, okreslone przez oceniajgcych, jako

,piaszczystosc” 1 ,,Maczystose”.

4.1.3. SERY DOJRZEWAJACE.

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie mozliwoéci zastosowania wysokich cisnief w
produkcji  seroéw dojrzewajgcych  ze  szezegdlnym uwzglednieniem ich zastosowania do
przyspieszenia procesu dojrzewania. Badania te zostaty przeprowadzone w ramach Grantu KBN 3
POG6T 04 825  Wplyw wysokiego ciénienia na proces dojrzewania sera podpuszczkowego.” 2003-
200671,

W badaniach przedstawionych w publikacjach IID(9) i MA(3) opisano wptyw wysokich
ciénien na aktywno$C enzymatyczng kultur starterowych wchodzacych w sklad mezofilngj
szczepionki serowarskiej KAZUL Szczepionke poddawano rehydratacji a nastgpnie dziataniu
ciénien 200-800 MPa/15 minut w temperaturze 20°C, bezposrednio po rehydratacji oraz po 24
godzinach. Bezpo$rednio po presuryzacji oraz po 1, 2 i 3 tygodniach przechowywania w
temperaturze 4°C oznaczano liczbe bakterii, aktywnos¢ kwaszaca i proteolityczna. Dziatanie
ciénienia powodowalo nieodwracalng redukcje bakterii oraz znaczne ostabienie aktywnosci
kwaszacej i proteolitycznej. Ponadto dzialaniu cisnienia 200; 400; 600 i 800 MPa/15 minut w
temperaturze pokojowej poddawano wolng od komorek suspensje zawierajgca enzymy zewnatrz 1
wewnatrzkomérkowe. Oznaczano aktywno$¢ aminopeptydaz, dipeptydaz, endopeptydaz oraz

wiasciwosei kazeinolityczne 1 aktywno$é kwaszacg. Pod wplywem wysokiego cisnienia

stwierdzono znaczne ostabienie aktywnosci kwaszacej bakterii oraz duze zroznicowanie
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aktywnosci proteolitycznej, €O umozliwia zwiekszenie dodatku kultur bakteryjnych do mieka w
celu przyspieszenia procesu dojrzewania sera.

W publikacji TIA(10) badano wplyw presuryzacji na paciorkowce fermentacji mlekowej
wechodzace w skiad serowarskich kultur starterowych FD-DVS Flora-Danica i FD-DVS CHN19.
W doéwiadczeniu stosowano cisnienie 200 MPa w czasie 5; 15; 45 1 80 minut w temperaturze
18°C. Badano réwniez wplyw kwasowosci ¢rodowiska hodowlanego 1 poczatkowe] liczby bakteri
na ich przezywalno§¢ w warunkach podwyzszonego ci$nienia. Najwyzszy stopien redukcji bakterii
stwierdzono w probie poddanej dziataniu ciénienia 200 MPa w czasie 80 minut. Najwieksza
redukcje liczby bakterii zaobserwowano podczas pierwszych minut dzialania ci$nienia,
Poczatkowa liczba bakterii oraz kwasowosé hodowli miata wplyw na przezywalno$¢
paciorkowcow. Bakterie namnazane W podiozu o pH 6,4 wykazywaly najwigksza odpornos¢
wobec ciénienia. Zaréwno podwyzszenie kwasowosci srodowiska do pH 5,61 4,8 jak i obnizenie
do pH 7,2 spowodowato spadek przezywalnosci badanych paciorkowcow fermentacji mlekowey.

Badania wplywu wysokiego cinienia na paciorkowce fermentacji mlekowej wchodzace w
sklad mezofilnej szczepionki serowarskiej kontynuowano w doéwiadczeniu opisanym w publikacji
TIA(6). Podpuszczkowy ser Edamski poddawano dziataniu ciénienia 50-600 MPa czasie 5-120
minut oraz pulsacyjnie 200 i 400 MPa. Zastosowanie cisnienia 50-200 MPa przez 30-120 min
zmniejszyt liczbe paciorkowcow fermentacji miekowej o 4-40%, . © mniej niz jeden rzad
wielkoscei, Dzialanie cisnien 400 i 600 MPa przez 30-120 minut spowodowato redukcje liczby
paciorkowcow fermentacii mlekowej o 99.9%, czyli w stopniu podobnym  do pasteryzacjl.
Najwyzsza liczba bakterit ulegla redukcji w pierwszych 5-10 min procesu. Pulsacyjne dzialanie

ci$nienia powodowato wieksza redukcje liczby bakterii w porownaniu do ciénienia stalego.

4.2. WPLYW WYSOKICH CISNIEN NA BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ.

Czesé badan dotyczaca tego tematu zostata zrealizowana w ramach Grantu KBN 5 PO6G
00 417 ,Wplyw wysokiego ciénienia na wybrane bakterie fermentacji mlekowej i ich przydatno$c
technologiczng” 1997-2000r.

Badania dotyczace wplywu cisnienia 400 i 600 MPa na wybrane szczepy Streplococcus
thermophilus zostaly przedstawione w publikacjach IID(1) i IIA(1). Dazialanie ci$nienia 400 MPa
spowodowato redukcje liczby bakterii o 2-3 rzedy wielkosci, natomiast ci§nienie 600 MPa
spowodowato redukcje liczby bakterii 0 5-6 rzedow wielkosci. Stwierdzono wydluzenie czasu fazy
adaptacyjnej komorek Streptococcus thermophilus 1 skrocenie czasu generacji oraz oslabienie
aktywnosci fermentacyjne] badanych szczepow. Stwierdzono zroznicowanie wrazliwosci wobec
stosowanych cisnien pomiedzy badanymi szczepami.

Wplyw ci$niema na whasciwosci antybakteryine wybranych szezepodw Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus zostal przedstawiony w publikacjl
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1ID(8). Wiasciwosci antybakteryjne badano wobec 18 szczepow testowych nalezacych do

7

gatunkéw FEscherichia coli, Yersenia enterolitica, Proteus vulgaris, Salmonella galinariun,
Salmonella typki, Staphylococcus aureus, Lisieria monocytogenes, Bacillus cereus. Cisnienia
ostabito antybakteryjne oddziatywanie szczepow Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i
calkowicie zahamowato aktywno$é antybakteryjna szczepow Streplococcus thermophilus.

W publikacji ITA(4) opisano doéwiadczenie, ktérego celem bylo okreslenie wplywu cisnien
300-500 MPa/l5min. w temperaturze pokojowej na szczZepy Lactobacillus helveticus 30,
Lactobacillus helveticus 118 i Lactococens lactis ssp.  lactis 160 i Lactococcus cremoris 318.
Stwierdzono, ze ciénienia 300-500 MPa powoduja ostabienie aktywnosci kwaszacej, wszystkie
szczepy wykazaly jednak zdolnos¢ do hydrolizy kazeiny. Wolne od komorek ekstrakty
T actobacillus helveticus 118 1 Lacococcus lactis ssp. lactis 160 znacznie roznily sie w stopniu
hydrolizy tych samych substratow przed i po presuryzacji Stwierdzono wzrost aktywnosci
endopeptydaz w ekstraktach otrzymanych z presuryzowanych bakterii.

W publikacji HJA(7). badano wplyw cisnien 30; 60; 90 i 300 MPa/l min./18°C na
przezywalno$¢ i zdolnos¢ wzrostu W podlozach o zrdéznicowanym skiadzie 22 szczepow
Lactobacillus. Stwierdzono nieznaczng redukcje liczby bakterii w wyniku zastosowania ci$niefi 30;
60 i 90 MPa, natomiast cifnienie 300 MPa spowodowalo znaczaca redukcje liczby bakterii
Lactobacillus  Szczepy nalezace do gatunku Lactobacillus  bulgaricus ssp.  delbrueckii
wykazywaty najmniejszg baroopornoscig.

Badania dotyczace wplywu cisnienia, czasu dziatania i temperatury na wybrane
whasciwosci szczepow Lactobacillus acidophilus Nestle 10937 oraz Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 przedstawiono w publikacji TTA(8). W doswiadczeniu stosowano cinienia 1001300
MPa przez 5, 1, 15 minut/ w temperaturze 4: 20; 37°C. Ciénienie 100 MPa spowodowato jedynie
nieznaczng redukcje liczby badanych bakterii, niezaleznie od czasu 1 temperatury presuryzacjt.
Dziatanie ciénienia 300 MPa przez 5 minut spowodowalo znaczacs redukeje liczby bakteril.
Wydtuzenie czasu dziatania ci$nienia, nie spowodowalo wzrostu redukcji liczby bakterii.
Stwierdzono, ze cisnienie 300 dziatajace w temperaturze 4°C spowodowato nizszg redukeje liczby
bakterii niz to samo cisnienie dziatajgce w temperaturze 20 1 37°C. stwierdzono zrdznicowany
wplyw cisnienia na wiasciwosci antybakteryjne badanych szczepow.

W publikacji TID(17) przedstawiono wyniki badan dotyczacych wplywu ci$nien 30 ~ 150
MPa na wybrane szczepy Lactobacillus acidophilus. Hodowle szczepdw: Lactobacillus
acidophilus LA-5, Lactobacillus acidophilus T132/2 i Lactobacillus acidophilus T294 na mieku i
na podtozu plynnym MRS poddano dziataniu ciénienia 30; 60; 90; 120 i 150 MPa/l min.
Stwierdzono, ze cisnienie nie wplynglo znaczaco na przezywalnos¢ badanych szczepow.

Odnotowano wzrost aktywnosci kwaszacej szczepu Lactobacillus  acidophilus  T294  po
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presuryzacji w hodowli na mleku. Presuryzacja wplynela nieznacznie na poprawg wiasciwosc
antybakteryjnych badanych szczepow Lactobacillus acidophilus.

Celem doswiadczenia opisanego w publikacji IID(14) byta ocena przydatnosci bakterii
mlekowych z rodzaju Lactobacillus do produkcji mieczaych napojow fermentowanych. W
doswiadczeniu stosowano 15 wybranych na podstawie wczesniej prowadzonej oceny SzCzepow
nalezacych do gatunkow Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei.
W celu skomponowania szczepionek do otrzymania mlecznych napojow fermentowanych badano
wzajemne ich oddziatywanie antagonistyczne, Oraz 0znaczono aktywno$§¢ kwaszacg oraz
przygotowano zestawy SZCzepowe. Uzyskane wyniki stanowily podstawe do dalszych badan
dotyczacy wplywu wysokich ciénieh na bakterie fermentacji mlekowej stosowane do produkeji

mlecznych napojow fermentowanych.

4.3. ZASTOSOWANIE HOMOGENIZACJL WYSOKOCISNIENIOWES W MLECZARSTWIE.

W publikacji HD(3) przedstawiono wyniki badan dotyczacych wplywu homogenizacji
wysokoci§nieniowe] na wlasciwosci fizykochemiczne mleka. W doswiadczemu stosowano
ciénienie 60-140 MPa w temperaturze 65°C. Na podstawie analizy mikroskopowe]j i pomiaru
absorbancji (500nm), stwierdzono wzrost dyspersji kuleczek thuszczowych wraz ze wzrostem
stosowanego cinienia do 100 MPa, szczegOlnie widoczny po zastosowaniu ciénien 20 1 40 MPa.
Homogenizacja wysokoci$nieniowa spowodowata rowniez Wzrost lepkosci oraz obnizenie
koloidalnej stabilno$ci mieka. Stabilnoé¢ ciepina i etanolowa mieka obnizyla si¢ wraz ze wzrostem
stosowanego cisnienia, a czas podpuszczkowej koagulacji mlcka ulegh skréceniu, szczegolne po

zastosowaniu ci$nienia 80 MPa.

4.4. ZASTOSOWANIA PREPARATOW KOAGULUJACYCHW TECHNOLOGI]I SEROWARSTWA.
Stopien przejscia handlowych preparatow enzymatycznych Hala”, ,.Chymogen” 1
_Fromase” z mleka do ziarna serowego badano w doswiadczeniu przedstawionym w
publikacji IID(2). Stwierdzono, ze stopief przejscia preparatow zalezal od pochodzenia preparatu,
temperatury i kwasowosci mleka. Stopien przejécia preparatow koagulujacych z mieka do ziarna
serowego wzrastal wraz ze wzrostem temperatury. Wzrost kwasowosci mleka powodowat rowniez
wzrost stopnia przejscia preparatdw do ziarna serowego. Na stopien przejscia badanych preparatow
nie mial natomiast wptywu czas koagulacp. W publikacji 1ID(4) opisano wplyw ci$nienia 100-
1000 MPa na stopien degradacji kazeiny przez proteolityczne preparaty handlowe:  Hala”,
_Chymax”, ,,Chymogen”, ,Fromase” i ,Suparen”. Presuryzacja nie spowodowata zmian stopmia
degradacii kazeiny przez stosowane w doéwiadczeniu preparaty enzymatyczne. Stopief degradacji
kazeiny zalezat od pochodzenia stosowanego preparatu, nie zaobserwowano zaleznosci pomigdzy

zastosowanym cisnieniem a stopniem degradaciji kazeiny.




Mikrobiclogiczne preparaty enzymatyczne s3 stosowane w produkgji seréw dojrzewajacych
w celu ograniczenia deficytu podpuszczki. Choé ich jako$¢ jest poréwnywalna z preparatami
podpuszczkowymi, 1o niejednokrotnie jako$C seréw otrzymanych przy ich uzyciu odbiega od
jakosci  tradycyjnych  serow podpuszczkowych.  Dlatego tez, celem badan opisanych w
publikacji TID(10) byla ocena zastosowania preparatu plesniowego z Rhizomucor miehei N do
produkeji serow Camembert, Edamskiego oraz Cheddar. Stwierdzono, ze zastosowanie proteinazy
plesniowej wptynelo na intensyfikacje proceséw proteolizy i lipolizy w serach, co miato korzystny

wptyw na ich cechy sensoryczne.

4.5. ZAMRAZALNICZE PRZECHOWYWANIA SERA.

Zroznicowanie w ciggu roku dostaw mleka do zakladow mieczarskich powoduje sezonowe
wahania w produkcji seréw. Nizsze dostawy mieka w okresie zimowym ograniczajg produkeje
sera. Natomiast w okresie letnim na rynku wystepuje nadmiar sera, cO powoduje problemy z jego
zbyciem. Dlatego tez do czasu osiggnigcia rownomiernych dostaw mleka w ciggu calego roku,
problemem jest przechowywanie serow. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie
zamrazalniczego przechowywania serow.

Celem badan opisanych w publikacji TIA(S) bylo okreslenie mozliwoséci zamrazalniczego
przechowywania sera Edamskiego. Ser zostal poddany soleniu przez 100, 75, 50 i 25%
normatywnego czasu jego solenia. Ser po 5 tygodniach dojrzewania oraz ser bezpodrednio po
soleniu byl przechowywany w temperaturze -27°C przez 6 1 12 miesigcy. Proces dojrzewania w
serze zamrozonym bezposrednio po soleniu, prowadzono po jego rozmrozeniu. Stwierdzono, ze
sery o krétszym o 50 i 75% czasie solenia w stosunku do czasu normatywnego, dojrzewaly
szybeiej. Nie stwierdzono istotnego wplywu mrozenia na strukture sera. Zwartos¢ soli w serach
mrozonych i niemrozonych ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie. Podczas zamrazalniczego
przechowywania serow wczesniej poddanych dojrzewaniu, stwierdzono nieznaczng degradacje
biatek. Proces dojrzewania przebiegal szybciej w serach dojrzewajacych po rozmrozeniu w
poréwnaniu do seréw dojrzewajacych bezposrednio po soleniu.

Celem badan przedstawionych w  publikacji 1ID(12) bylo okreslenie wplywu
przechowywania w temperaturze -22°C przez 31 dni na dyfuzje wody i soli w serze Edamskim. Ser
poddawano dojrzewaniu przez 12 tygodni, a nastepnie zamrazano, czes$é sera zamrozono po
soleniu, a proces dojrzewania przez 12 tygodni prowadzono po rozmrozeniu. Stwierdzono, ze
zamrazalnicze przechowywanie sera edamskiego wplywa na szybsze wyréwnanie zawartosci
miedzy badanymi warstwami sera podczas jego dojrzewania po rozmrozeniu natomiast nie wplywa
na dyfuzje soli w serze. Ponadto, zamrazanie powoduje nieznaczne przyspieszenie procesu

degradacji biatek sera podczas dojrzewania po rozmrozeniu. Stwierdzono zmniejszenie twardosci
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sera  dojrzewajgcego  po rozmroZeniu  przy  niezmienionych pozostatych  cechach
organoleptycznych.

W publikacji TIA(9) opisano badania dotyczace wplywu zamrazania na jako$¢ sera Gouda.
Sery zamrazano bezposrednio po soleniu oraz po 2. 4, 6, 10 i 12 tygodniach dojrzewania 1
przechowywano w temperaturze -22°C przez 31 dni. Po rozmrozeniu sery poddawano dojrzewaniu,
tak aby ltaczny jego czas wynosit 12 tygodni. Najlepsze cechy jakosciowe wykazywaly sery
zamrozone po 6, 8 i 10 tygodniach dojrzewania, a nastgpnie dojrzewajace przez dalsze 6, 4 12
tygodnie po rozmrozeniu.

Pozytywne wyniki uzyskane w trakcie realizacji badan dotyczacych zamrazalniczego
przechowywania Serow skianiaja do kontynuacji dalszych badan dotyczacych tego tematu.

Podczas realizacji badah wspoipracowatam z Instytutem Wysokich Cisnien PAN oraz

Spotdzielnig Mleczarska _Milekpol” — Zaklad Produkcyjny Mragowo, Danisco-Biolacta Sp.z 0.0,
Jestem réwniez wspotautorka publikacji przegladowych dotyczacych nastgpujacych zagadnien:

4.6. WPLYW WYSOKIEGO CISNIENIA NA PLAZMINE ~ ENZYM RODZIMY MLEKA.

W publikacji [ID(11) opisano wpltyw wysokiego cisnienia na plazmine. Z przedstawionych
danych literaturowych wynika, ze plazmina wykazuje wysoka oporno$¢ wobec dziatania cisnieft W
zakresie 50-800 MPa. Dotychczasowe badania wskazuja, ze wysokie cisnienie, dzialajace w
temperaturze pokojowej moze jedynie obnizy¢ aklywnosc plazminy. Jednak do peinej el

inaktywacji niezbedne jest jednoczesne dziatanie ci$nienia 1 temperatury

47. AMINY BIOGENNE W ZYWNOSCL

W publikacji TID(15) przedstawiono dane literaturowe dotyczace wystgpowania amin
biogennych w serach dojrzewajacych. Niektore drobnoustroje obecne w serze maj3 zdolnosc¢
formowania amin biogennych z wolnych aminokwasow powstajacych podczas dojrzewania sera.
W serach twardych dhigo dojrzewajacych zawartoéé amin biogennych jest wyzsza niz w serach
pottwardych i migkkich. Zwartosé amin biogennych zaréwno w aspekcie ilosciowym jak 1
jakosciowym, w serach tego samego gatunku, moze by¢ zréznicowana w zaleznosci od producenta.
Najwickszy wptyw na sawartosé amin biogennych ma efektywnosc pasteryzacji mleka Przez
dobor szczepowy skladu szezepionki serowarskiej mozna rowniez zmniejszy¢ zawarto$¢ amin

biogennych w serze.

4.8. ZASTOSOWANIA DWUTLENKU WEGLA DO UTRWALANIA MLEKA.

W publikacji IID(16) opisano mozliwoéé zastosowania dwutlenku wegla w celu
zapewnienia jakosci mikrobiologicznej mleka surowego. Obecne w mleku bakterie psychrotrofowe
moga rozwijac sie w temperaturze powyzej 5°C. Schiodzenie mleka do temperatury 7-10°C, nie

zabezpiecza wigC W Wystarczajacy sposéb przed aktywnoscia ich enzyméw proteolitycznych i
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lipolitycznych. Zastosowanie dwutlenku wegla w chiodnmczym przechowywaniu mleka surowego
moze zabezpieczyé i poprawié jego przydatnosé technologiczng ze wzgledu na ograniczenie

rozwoju bakterii Gram-ujemnych, w tym réwniez bakterii psychrotrofowych.

4.9. POLIMORFIZM BIALEK MLEKA I1CH PRZYDATNOSC DO PRODUKCJI SERA.

7a sklad aminokwasowy frakcji biatek mleka, a tym samym przydatnosé mieka do wyrobu
serow, odpowiadaja geny W strukturze DNA. W publikacji 1ID(18) wykazano, ze przez
inseminacj¢ krow mozna wplywaé na uklad genow odpowiadajgcych za synteze poszczegodlnych
frakcji biatek mleka. Mleko od krow z genotypem BB 8- laktoglobuliny i genotypem BB k-kazeiny
zawiera wiecej kazeiny a mato biatek serwatkowych. Mieko to, wykazuje dobra krzepliwos¢ w
czasie warzenia sera. Spoérod buhajow, ktorych uzywa si¢ do inseminacji krow tylko nieliczne
majg korzystne genotypy dla obu genow. Poprzez ukierunkowana inseminacje krow mozna

wplywa¢ na sktad chemiczny mleka, a tym samym na jego przydatno$¢ do wyrobu Serow.

5. ZESTAWIENIE LICZBOWE DOTYCZACE DOROBKU HABILITACYJNEGO
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