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Imi¢ i Nazwisko

Barbara Sokolowska

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz

tytul rozprawy doktorskie;j:

e 1979 - magister inzynier chemik o specjalnosci chemia i technologia spozywcza,

Politechnika t.6dzka, Wydziat Chemii Spozywczej. Praca mgr pt.: Mutacja i selekcja

szczepow Aspergillus niger o podwyzszonej zdolnosci do biosyntezy kwasu

cytrynowego, pod kierunkiem doc. dr hab. Anny Nowakowskiej.

e 2009 — doktor nauk rolniczych w zakresie technologii zywnosci i zywienia, specjalno$¢

mikrobiologia zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Nauki

o Zywno$ci. Praca dysertacyjna pt.: Charakterystyka szczepow Alicyclobacillus

acidoterrestris izolowanych z réznych zrodet i regionow.

Promotor: prof. dr hab. Lucja Laniewska-Trokenheim.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

e o0d 2015
e 0d 2009
e 0d 2007
e 2003 - 2009
e 2000 - 2003
e 1996 - 2000
e 1988 -1993
e 1979-1988

Instytut Wysokich Cisnien Polskiej Akademii Nauk, Laboratorium
Biomaterialow, Warszawa, Specjalista mikrobiolog.

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno Spozywczego im. prof.
Wactawa Dabrowskiego w Warszawie, Zaktad Technologii
Przetworéw Owocowych i Warzywnych, Warszawa, Adiunkt.

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno Spozywczego im. prof.
Wactawa Dabrowskiego w Warszawie, Zaktad Technologii
Przetworéw Owocowych i Warzywnych, Warszawa, Kierownik
Pracowni Badania Jako$ci Mikrobiologiczne;.

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno Spozywczego im. prof.
Wactawa Dabrowskiego w Warszawie, Zaktad Technologii
Przetworéw Owocowych i Warzywnych, Warszawa, Asystent.

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno Spozywczego im. prof.
Wactawa Dabrowskiego w Warszawie, Zaktad Technologii
Przetworow Owocowych i Warzywnych, Warszawa, Mikrobiolog.

Centralny Os$rodek Badawczo Rozwojowy Przemystu
Gastronomicznego i Artykutlow Spozywczych, £.6dz, Asystent,
Kierownik Pracowni Mikrobiologicznej.

Centrum Mikrobiologii i Wirusologii Polskiej Akademii Nauk, £.odz,
Starszy asystent.

Politechnika ¥.6dzka, Wydziat Chemii Spozywczej, Instytut
Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Mikrobiolog.



4.

b)

Wskazanie osiggnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 ze zm.):
Tytut osiggniecia naukowego:

Moim osiggnigciem naukowym jest cykl siedmiu monotematycznych publikacji z lat 2012 -

2015 pod wspoOlnym tytutem:

Poprawa jakosci mikrobiologicznej i zapewnienie bezpieczenstwa sokow owocowych

i warzywnych utrwalanych wysokim ci$nieniem hydrostatycznym.
Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego:

1. Skapska S., Sokolowska B., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Chotkiewicz M.,
Dekowska A., 2012, Zastosowanie pasteryzacji wysokoci$nieniowej do inaktywacji
przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris w soku jabtkowym, Zywno$é. Nauka.
Technologia. Jakosc¢., 3(82), 187-196. (IF;02 = 0,155, Lista A MNiISW 15 pkt, liczba
cytowan = 0).

2. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Chotkiewicz M.,
Dekowska A., Rzoska S.J., 2013, Factors influencing the inactivation of Alicyclobacillus
acidoterrestris spores exposed to high hydrostatic pressure in apple juice, High Pressure
Res., 33(1), 73-82. (IF5013= 0,901, Lista A MNiSW 25 pkt, liczba cytowan = 5).

3. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Chotkiewicz M.,
Dekowska A., Rzoska S., 2012, The combined effect of high pressure and nisin or
lysozyme on the inactivation of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in apple juice,
High Pressure Res., 32(1), 119-127. (IF;0, = 0,901, Lista A MNiSW 25 pkt, liczba
cytowan = 8).

4. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Porebska 1., Dekowska
A., Rzoska J.S., 2015, Germination and inactivation of Alicyclobacillus acidoterrestris
spores induced by moderate hydrostatic pressure, Pol. J. Microbiol., DOI:
10.5604/17331331.1170291 (IFs ;= 0,992, Lista A MNiSW 15 pkt, liczba cytowan = 0).

5. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Rutkowska M.,
Chotkiewicz M., Dekowska A., Rzoska S.J., 2013, The effect of high hydrostatic
pressure on the survival of Saccharomyces cerevisiae in model suspensions and beetroot
juice, High Pressure Res., 33(1), 165-171. (IF50;3= 0,901, Lista A MNiSW 25 pkt, liczba

cytowan = 3).



6. Sokolowska B., Skapska S., Niezgoda J., Rutkowska M., Dekowska A., Rzoska S.J.,
2014, Inactivation and sublethal injury of Escherichia coli and Listeria innocua by high
hydrostatic pressure in model suspensions and beetroot juice, High Pressure Res., 34(1),
147-155. (IFy14= 0,926, Lista A MNiSW 25 pkt, liczba cytowan = 0).

7. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J., Rutkowska M., Dobros
N., Rzoska J.S., 2014, The impact of high hydrostatic pressure (HHP) on native
microflora and the colour of beetroot juice — a preliminary shelf-life study. In: Industrial,
Medical and Environmental Applications of Microorganisms: Current Status and Trends,
Wageningen Academic Publisher. 380-384.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggni¢tych wynikow wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania:

Utrwalanie zywnosci za pomocag wysokiego cisnienia hydrostatycznego zostato
zastosowane w skali przemyslowej po raz pierwszy w Japonii w roku 1990, do utrwalania
dzeméw, a nastepnie do utrwalania sokéw cytrusowych, dressingdw 1 jogurtoéw. Od tego czasu
nastgpil znaczny wzrost liczby przedsigbiorstw stosujacych t¢ metod¢ na skale przemystows.
Obecnie na $wiecie pracuje ponad 250 takich instalacji, a warto$¢ rynku tych produktéw oceniana
jest na 7,34 mld USD, przy globalnej rocznej produkcji 500 min kg [Tonello-Samson, 2014].
W  Ameryce Potnocnej funkcjonuje 57% wszystkich linii  produkcyjnych. W  Europie
zainstalowane jest aktualnie 26% $wiatowe] liczby urzadzen do ci$nieniowego utrwalania
zywno$ci, a liderem w tej dziedzinie jest Hiszpania, gdzie obecnie pracuje 15 instalacji
przemystowych.

Zastosowanie  wysokiego ci$nienia  hydrostatycznego pozwala na  eliminacje¢
mikroorganizmoéw z produktow spozywczych i1 przedluzenie ich trwalo$ci z zachowaniem
naturalnego smaku 1 zapachu oraz waloréw odzywczych. Wysokie ci$nienie generalnie nie
oddzialuje na skladniki niskoczasteczkowe, takie jak witaminy, barwniki czy zwigzki
aromatyczne [Oey i in., 2008; Rastogi i in., 2007], jednak zastosowanie praktyczne powinno by¢
potwierdzane indywidualnie dla kazdego produktu [Barba i in., 2012]. Technologia ta szczeg6lnie
szerokie zastosowanie znalazta w utrwalaniu przetworé6w owocowych i warzywnych, takich jak
soki 1 napoje oraz sosy, satatki i dania warzywne. Do ich utrwalania stuzy 41% pracujacych na
swiecie linii produkcyjnych. Kolejne grupy utrwalanych produktow stanowig migso i jego
przetwory (27% linii) oraz owoce morza i ryby (13 % linii produkcyjnych). W Polsce
zastosowanie wysokiego cisnienia hydrostatycznego do utrwalania zywnosci pozostaje nadal
w sferze badan. Prace prowadzone sa w kilku os$rodkach akademickich, posiadajacych

odpowiednie wyposazenie, mi¢dzy innymi na Politechnice Gdanskiej, Uniwersytecie Warminsko-
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Mazurskim w Olsztynie oraz w Instytucie Wysokich Cisnien PAN w Warszawie,
wspotpracujacym w tym zakresie od wielu lat ze Szkolts Gitowna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, Panstwowym Zakladem Higieny i Instytutem Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego. Ostatnio rowniez na Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie podjeto tego typu

badania.

Celem naukowym prezentowanego przeze mnie cyklu publikacji jest ocena mozliwo$ci
zastosowania wysokich ci$nien hydrostatycznych do eliminacji zarowno modelowych
drobnoustrojow psujacych, patogendéw jak i naturalnej mikroflory sokoéw, w aspekcie uzyskania
bezpiecznych i trwaltych produktéw, z jednoczesng oceng niekorzystnych zjawisk stanowiacych

ograniczenia tej techniki.

Zanieczyszczenie sokow przetrwalnikujacymi bakteriami z rodzaju Alicyclobacillus spp.
jest w ostatnich latach jednym z wazniejszych problemoéw w branzy sokowniczej. Niekorzystne
zmiany sensoryczne sokow, nektardw i napojow, spowodowane wytwarzanymi przez niektore
gatunki bakterii z rodzaju Alicyclobacillus metabolitami, nadajacymi tym produktom zapach
okreslany jako medyczny, dezynfekcyjny lub dymny, sa przyczyng wycofywania z rynku
gotowych produktow, a tym samym znacznych strat ekonomicznych [Cerny i in., 1984; Baumgart
iin., 1997; Silva i in., 2000; Sokotowska, 2009; Sokotowska, 2014].

Polska jest znaczacym w Unii Europejskiej 1 w $wiecie producentem soké6w 1 nektarow
owocowych, ktorych roczna produkcja wynosi ponad 700 tys. ton. Przodujemy takze w produkcji
zageszczonego soku jabtkowego, zajmujac drugie miejsce na $wiecie (po Chinach), przy
produkcji wynoszacej ok. 300 tys. ton rocznie [Nosecka, 2015].

Na podstawie wieloletnich badan, prowadzonych przez mnie w Instytucie Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego, stwierdzitam powszechno$¢ wystepowania przetrwalnikow
Alicyclobacillus spp. w polskich zageszczonych sokach jabtkowych. Ponad 67% przebadanych
probek (n=1124 w latach 2002-2014) bylo zanieczyszczonych tymi bakteriami, a gatunek
Alicyclobacillus acidoterrestris, odpowiedzialny za psucie sokoéw, stanowit 30,4%
wyizolowanych szczepdéw [dane niepublikowane]. Charakterystyka szczepow Alicyclobacillus
acidoterrestris, izolowanych z probek zageszczonych sokow jabtkowych, zageszczonego soku
pomaranczowego, zepsutego napoju pomaranczowego oraz emulsji do produkcji napojow, byla
przedmiotem mojej pracy dysertacyjnej na stopien doktora nauk rolniczych [Sokotowska, 2009].

Przetrwalniki tego gatunku wykazuja wysoka cieptooporno$é¢, zalezng od szczepu, rodzaju
soku, zawartosci ekstraktu oraz pH. Przyktadowe, cytowane w literaturze, wartosci Dgs (Czas
w minutach, niezbgedny do dziesigciokrotnego zmniejszenia liczby zywych drobnoustrojow

w temperaturze 95 °C) w sokach owocowych wynosity od 1,85 min do 15,1 min [Splittstoesser
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1 in., 1994; Baumgart 1 in., 1997; Komitopolou i in., 1999; Sokotowska i in., 2008; Bevilacqua
i in., 2011].

Wysoka cieptoopornos¢ przetrwalnikow A. acidoterrestris oraz stwierdzone przypadki
zepsucia handlowych pasteryzowanych sokow, wskazuja na nieskuteczno$¢ procesu pasteryzacji
a tym samym na konieczno$¢ poszukiwania innych niz cieplne, metod ograniczenia wzrostu tych
bakterii.

Zagadnieniu temu po$wigcony byl, realizowany w latach 2009 - 2011, projekt badawczy
N N312 429337 ,Zastosowanie pasteryzacji wysokoci$nieniowej (HHP) do inaktywacji
przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris ”, ktorego bytam glownym wykonawca.

Przed rozpoczeciem projektu w literaturze $wiatowej dostgpnych byto zaledwie kilka
publikacji dotyczacych zastosowania wysokiego cis$nienia hydrostatycznego do inaktywacji
komorek wegetatywnych [Alpas i in., 2003] i przetrwalnikow A. acidoterrestris [Lee i in., 2002;
Lee i in., 2006].

Wyniki uzyskane w tym projekcie przedstawitam w trzech oméwionych ponizej
publikacjach. Pierwsza z cyklu to publikacja autorstwa: Skapska S., Sokolowska B., Fonberg-
Broczek M., Niezgoda J., Chotkiewicz M., Dekowska A.: Zastosowanie pasteryzacji
wysokoci$nieniowej do inaktywacji przetrwalnikéw Alicyclobacillus acidoterrestris w soku
jablkowym. Zywnoéc’. Nauka. Technologia. Jakos¢. 2012, 3(82), 187-196. (IFy, = 0,155,
Lista A MNiSW 15 pkt). Wyniki te prezentowalam takze na 22" International ICFMH (The
International Committee of Food Microbiology and Higiene of the International Union of
Microbiological Societies) Symposium Food Micro w Kopenhadze w roku 2010 r. oraz na XL
Sesji Naukowej KNoZ PAN w Warszawie w 2011 r.

Celem pracy byla ocena przydatnosci pasteryzacji wysokocisnieniowej do inaktywacji
przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym (ekstrakt 11,2 °Bx, pH 3,4).

W pracy scharakteryzowano wptyw ci$nienia hydrostatycznego 300 i 500 MPa
stosowanego w temperaturze 50 °C, na przezywalno$¢ przetrwalnikow o$miu szczepoéw
Alicyclobacillus acidoterrestris w soku jabtkowym. Redukcja liczby przetrwalnikow po
zastosowaniu ci$nienia 300 MPa przez 10 min wynosita 1,27 - 3,46 log, w zaleznosci od szczepu.
Przedluzenie pasteryzacji do 30 min, zastosowane do dwoch najbardziej opornych szczepow,
umozliwito redukcje przetrwalnikéw o 2,06 i 2,64 log. Podwyzszenie stosowanego cisnienia do
500 MPa nie spowodowalo istotnego zwigkszenia Stopnia inaktywacji przetrwalnikow.
Efektywniejsze okazalo si¢ zastosowanie ciSnieniowania pulsacyjnego. Stosowano sze$¢
5 minutowych cykli ci$nienia 100 MPa, 300 MPa i 500 MPa w temperaturze 50 °C. Najwicksza
redukcje liczby przetrwalnikow dwoch najbardziej opornych szczepow A. acidoterrestris,

wynoszaca 2,40 i 3,11 log, uzyskano przy zastosowaniu ci$nienia 300 MPa. Ci$nieniowanie



pulsacyjne (100 MPa, 50 °C) potaczone z godzinng inkubacjg w temperaturze 50 °C i kolejnym
etapem ci$nieniowania w 500 MPa, spowodowato redukcje liczby przetrwalnikéw o ponad 4 log.
W tych pierwszych do§wiadczeniach zaobserwowano interesujacy fakt, a mianowicie, ze
wigkszg redukcje liczby przetrwalnikéw uzyskano stosujac cisnienie 300 MPa niz przy wyzszym
cisnieniu 500 MPa. Na krzywych przezywalnosci zaobserwowano niekorzystne zjawisko tzw.
»ogonowania” czyli zmniejszania si¢ stopnia inaktywacji przetrwalnikéw w miar¢ wydtuzania
czasu stosowania ci$nienia. Pod wzgledem aplikacyjnym efekty dziatania wysokiego ci$nienia,
stosowanego zarOwno w sposob ciagly jak i pulsacyjny, nie byty zadawalajace, zaktadajac, ze
skuteczny proces utrwalania wymaga inaktywacji mikroorganizméw co najmniej na poziomie

5 log [Vasavada, 2003].

Dalsze badania zmierzajace do scharakteryzowania czynnikow wplywajacych na
inaktywacje przetrwalnikow A. acidoterrestris wysokim ci$nieniem hydrostatycznym
prowadzitam Stosujgc przetrwalniki wybranych dwoch najbardziej opornych szczepow
(oznakowanych TO-117/02 i TO 29/4/02).

Wyniki tych badan przedstawitam w publikacji: Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-
Broczek M., Niezgoda J., Chotkiewicz M., Dekowska A., Rzoska S.J.: Factors influencing
the inactivation of Alicyclobacillus acidoterrestris spores exposed to high hydrostatic
pressure in apple juice, High Pressure Res., 2013, 33(1), 73-82. (IF,13 = 0,901, Lista A
MNISW 25 pkt). Praca ta byta takze prezentowana przeze mnie na 50 European High Pressure
Research Group Meeting w Salonikach w 2012 r. oraz na XXVII Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw w Lublinie w 2012 r.

Celem pracy byta ocena wybranych czynnikéw wptywajacych na opornos¢ przetrwalnikow
A. acidoterrestris poddawanych dziataniu ci$nienia hydrostatycznego i temperatury.

Rozpuszczalne skiadniki zywno$ci takie jak cukry, biatka i sole mineralne dziataja
ochronnie na drobnoustroje i enzymy w produktach poddawanych procesom utrwalania, w tym
wysokim ci$nieniem hydrostatycznym [Basak i in., 2002; Chauvin i in., 2006; Koseki i in., 2006;
Lee i in., 2006]. W niniejszej pracy stwierdzono efekt ochronny sktadnikoéw zaggszczonego soku
jablkowego (ekstrakt 71,1 °Bx, pH 3,06) w stosunku do przetrwalnikow A. acidoterrestris. Po
45 min dziatania ci$nienia 200 MPa i temperatury 50 °C nie stwierdzono istotnych statystycznie
zmian w liczebnosci przetrwalnikow. Czynnikiem dziatajacym ochronnie sg w tym przypadku
prawdopodobnie cukry zawarte w zageszczonym soku. W miare obnizania zawartosci ekstraktu w
soku jablkowym obserwowano zwigkszenie stopnia inaktywacji, w zalezno$ci od szczepu, do 1,3

— 2,4 log w soku o ekstrakcie 35,7 °Bx, poprzez 2,6 - 3,3 log w soku o ekstrakcie 23,6 °Bx, az do



redukcji wynoszacej 2,8 - 4,0 log w soku o zawartosci ekstraktu 11,2 °Bx (minimalny ekstrakt
handlowych sokéw odtworzonych z soku zageszczonego) i pH 3,30.

Efektywnos¢ procesu inaktywacji przetrwalnikow okazata si¢ zalezna od zawarto$ci
ekstraktu w soku jablkowym, stad mozliwosci aplikacyjne procesu ci§nieniowania sg ograniczone
do sokow o naturalnej zawartosci ekstraktu.

Projektujac procesy utrwalania sokow lub innego rodzaju zywnosci, w ktorej mozliwy jest
rozwdj przetrwalnikow, nalezy mie¢ na uwadze roézne czynniki warunkujgce ich opornos¢.
Jednym z takich czynnikéw, oprocz temperatury i dostepnosci substancji odzywczych w trakcie
powstawania przetrwalnikow, moze by¢ ich wiek. Jak dotad, dostepna byta tylko jedna publikacja
swiadczaca o zwigkszeniu cieploopornosci przetrwalnikow A. acidoterrestris wraz z wiekiem
[Vieira i in., 2002]. W przypadku jednego z badanych przeze mnie szczepow (TO-117/02)
oporno$¢ na dziatanie ci$nienia 200 MPa i temperatury 50 °C nie ulegata zmianie w okresie 23
miesiecy przechowywania przetrwalnikow. Natomiast dla przetrwalnikow drugiego szczepu (TO-
29/4/02) nie uzyskano tak jednoznacznych wynikéw. Zaobserwowano niewielkie obnizenie
oporno$ci dla mtodych 11 dniowych przetrwalnikéw i niewielkie podwyzszenie opornosci dla
przetrwalnikow przechowywanych przez 11 miesiecy.

Badania inaktywacji komorek wegetatywnych bakterii pod wptywem wysokich ci$nien
hydrostatycznych wykazaly istnienie zjawiska narastania opornosci komorek przezywajacych
proces ciSnieniowania na dziatanie ci$nienia w kolejnych procesach oraz na dziatanie czynnikow
takich jak ciepto, obecno$¢ kwasow czy nadtlenku wodoru w $rodowisku [Karatzas i Bennik,
2002; Hauben i in., 1997; Masschalack i in., 2000; Vanlint i in., 2012]. W niniejszej publikacji

opisano takie zjawisko po raz pierwszy (wedlug mojej wiedzy) w odniesieniu do przetrwalnikow.

Wzrost opornosci przetrwalnikow jednego z badanych szczepow A. acidoterrestris (TO-29/4/02)
wynosit az 2,0 log w kolejnym — drugim procesie cisnieniowania i 0,74 log w trzecim procesie.
Drugi badany szczep (TO-117/02) wykazat nieco mniejszy wzrost opornosci o 0,99 log w drugim
procesie i 0,62 log w kolejnym. Uzyskane wyniki wskazujg, ze proces ci$nieniowania przy 200
MPa w temperaturze 50 °C moze prowadzi¢ do zwigkszenia w populacji liczby przetrwalnikéw
0 podwyzszonej opornosci na cisnienie.

W celu inaktywacji przetrwalnikow za pomoca cisnienia hydrostatycznego stosowane sg
dwa podejscia [Black i in., 2007; Matser i in., 2004]: zastosowanie wysokiego ci$nienia
> 600 MPa i wysokiej temperatury >70 °C, co prowadzi do bezpo$redniej inaktywacji lub
zastosowanie tagodniejszych warunkow, wywotujacych kietkowanie przetrwalnikow, ktore staja
si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie innych czynnikow takich jak ciepto, konserwanty czy ponowne

dziatanie ci$nienia (tzw. technologia ptotkow ,,hurdle technology”). Ten drugi sposob ma wigksze



mozliwosci aplikacyjne z uwagi na koszt linii produkcyjnej zwigkszajacy si¢ wraz ze wzrostem

stosowanego ci$nienia.

Mozliwo$¢ zastosowania technologii ptotkéw, polegajacej na potaczenia dziatania ci$nienia
hydrostatycznego, temperatury, nizyny lub lizozymu byta przedmiotem badan, ktorych wyniki
przedstawitam w publikacji: Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J.,
Chotkiewicz M., Dekowska A., Rzoska S.: The combined effect of high pressure and nisin or
lysozyme on the inactivation of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in apple juice, High
Pressure Res., 2012, 32(1), 119-127. (IF;, = 0,901, Lista A MNiSW 25 pkt). Praca ta byta
takze prezentowana na 49" European High Pressure Research Group Meeting w Budapeszcie
w 2011r.

Celem pracy byta ocena mozliwosci zastosowania skojarzonego dziatania ci$nienia
i umiarkowanej temperatury oraz nizyny lub lizozymu do inaktywacji przetrwalnikow
A. acidoterrestris w soku jabtkowym.

W pierwszej czgsci pracy wykazano, ze w ramach stosowania umiarkowanych cisnien
i podwyzszonej temperatury, najwicksza inaktywacje osiagni¢to stosujac cisnienie 200 MPa
w temperaturze 50 °C. Redukcja wynosita 2,8 log po 30 minutach dziatania ci$nienia na
przetrwalniki jednego z najbardziej opornych szczepéw z mojej kolekcji (A. acidoterrestris TO-
29/4/02). Efekt ten uzyskano stosujac zardéwno ciSnienie w sposob ciagly jak i w sposob
pulsacyjny (sze$¢ 5 minutowych cykli), przy czym catkowita redukcja byta istotnie wigksza przy

pulsacyjnym sposobie dziatania ci$nienia i wynosila 5 log. Wedlug mojej wiedzy jest to pierwsza

publikacja naukowa w ktorej przedstawiono inaktywacje przetrwalnikéw A. acidoterrestris za

pomoca ci$nienia pulsacyjnego.

Najwicksza redukcje liczby przetrwalnikow A. acidoterrestris, wynoszaca 6,2 log,
uzyskano po zastosowaniu czterech lub szeSciu 5 minutowych cykli cisnienia 200 MPa
w temperaturze 50 °C, polaczonego z godzinng inkubacja w temperaturze 50 °C i kolejnym
etapem ci$nieniowania w 500 MPa. Biorgc pod uwage tagodne warunki prowadzenia procesu
uzyskano bardzo dobry wynik, jednak ze wzgledu na dtugi czas trwania procesu jego wartos$¢
aplikacyjna jest ograniczona.

We weczesniejszych swoich pracach wykazatam, ze zar6wno nizyna jak i1 lizozym
wykazywaly aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w stosunku do przetrwalnikow i komorek
wegetatywnych bakterii A. acidoterrestris [Sokotowska i in., 2012]. Znane i opisane jest rowniez
zjawisko obnizania cieploopornosci przetrwalnikow A. acidoterrestris [Komitopolou i in., 1999;
Yamazaki i in., 2000] w obecnosci nizyny. W licznych publikacjach opisano zastosowanie nizyny

1 lizozymu jako czynnikow wspomagajacych inaktywacje komodrek wegetatywnych wielu
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gatunkow bakterii w procesach ci$nieniowania [Capelas i in., 2000; Gao i Ju, 2008; Masschalak
i in., 2000; Qi i in., 2010; Yuste i in., 2000].

Dodatek nizyny do soku jabtkowego w stezeniu 250 IU/ml spowodowal zwigkszenie
redukcji przetrwalnikoéw A. acidoterrestris TO-29/4/02 o 2 log. W efekcie uzyskano catkowita
redukcje przetrwalnikow (powyzej 6 log) po 45 min dziatania ci$nienia 200 MPa w temperaturze
50°C. Natomiast dodatek lizozymu w stezeniu 0,05 1 0,1 mg/ml nie przynidst zadnych istotnych

efektow. Niniejsza praca jest pierwsza przedstawiajaca mozliwosci aplikacyjne nizyny

W procesach ci$nieniowej inaktywaciji przetrwalnikoOw A. acidoterrestris.

W roku 2012 rozpoczgtam prace przy realizacji projektu ,,Badanie wplywu wysokich
cisnien hydrostatycznych oraz profilowanych silnych pél elektrycznych na wiasno$ci
mikrobiologiczne, biofizyczne i termodynamiczne modelowych bio-uktadow 1 zywnos$ci”
(2011/01/B/NZ9/02537).

W ramach tego projektu badatam, miedzy innymi, wplyw wysokich ci$nien na mikroflore
psujaca soki (drozdze Saccharomyces cerevisiae), potencjalne patogeny (Escherichia coli,
Listeria innocua) oraz kontynuowalam badania dotyczace kietkowania przetrwalnikow
A. acidoterrestris pod wplywem wysokiego ci$nienia hydrostatycznego. Wyniki tych ostatnich
badan przedstawitam w publikacji: Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda
J., Porebska I., Dekowska A., Rzoska J.S.: Germination and inactivation of Alicyclobacillus
acidoterrestris spores induced by moderate hydrostatic pressure, Pol. J. Microbiol., 2015,
DOI: 10.5604/17331331.1170291 (IFs ¢ = 0,992, Lista A MNiSW 15 pkt). Praca ta byta takze
prezentowana przez mnie na 51 European High Pressure Research Group Meeting w Londynie
w 2013 .

Celem pracy bylo zbadanie wplywu wybranych czynnikéw na kietkowanie i inaktywacje
przetrwalnikow A. acidoterrestris pod wptywem umiarkowanego ci$nienia hydrostatycznego.

Wyniki badan wskazuja, ze przetrwalniki A. acidoterrestris kietkuja pod wptywem
umiarkowanego cisnienia hydrostatycznego a czynniki takie jak ci$nienie, temperatura, czas,
sposob aplikacji cisnienia, rodzaj medium i jego pH oraz zawarto$¢ ekstraktu w soku jabtkowym
wplywaja na stopien ich kietkowania i inaktywacji.

Badania dotyczace wptywu ci$nienia 100 — 500 MPa na kielkowanie przetrwalnikow
jednego z najbardziej opornych szczepow z mojej kolekcji (A. acidoterrestris TO-117/02)
prowadzono przez 20 minut w temperaturze 50 °C, optymalnej dla ich wzrostu. Niskie pH,
zarowno w buforze Mcllvain (pH 4,0) jak i w soku jabtkowym (pH 3,4) stymulowato kietkowanie
przetrwalnikow. Najwyzszy poziom kietkowania uzyskano w buforze o pH 4,0 w przedziale
cisnien 200 - 300 MPa (3,75 - 3,74 log) i w soku jabtkowym po dziataniu 200 MPa - 3,59 log.
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Poziom inaktywacji przetrwalnikow w buforze pH 4,0 nie r6znit si¢ statystycznie w przedziale
stosowanego cisnienia 100 - 400 MPa i wynosit ok. 2log. Podobnie w soku jabtkowym
w przedziale cisnien 100 - 300 MPa uzyskano inaktywacje przetrwalnikow o 1,83 - 1,95 log.
W zakresie zastosowanych ci$nien 100-400 MPa kietkowanie przetrwalnikdw na poziomie 2,69 —
2,95 log stwierdzono takze w buforze o pH 7,0. Jednak w tych warunkach przetrwalniki nie
ulegaty inaktywacji wigkszej niz 1 log.

Podwyzszenie temperatury procesu do 70 °C silnie wpltywalo zarowno na stopien
kietkowania jak i inaktywacji przetrwalnikow. Osiggnicto kielkowanie 5,84 log po 20 minutach
ci$nieniowania w 200 MPa i 6,72 log po dziataniu ci$nienia 500 MPa. Inaktywacja
przetrwalnikow wynosita 3,99 log w 200 MPa. Podwyzszenie temperatury do 70 °C wplyneto
wyraznie na efektywno$¢ dzialania cisnienia 500 MPa 1 spowodowato taczng inaktywacj¢ na
poziomie 6,13 log.

Generalnie, przy stosowaniu cisnienia w sposob ciagly, kietkowanie i inaktywacja
przetrwalnikow zwigkszata si¢ wraz z wydluzeniem czasu stosowania ci$nienia 1 wraz
z obnizaniem pH. Zastosowanie ci$nienia w sposob pulsacyjny spowodowato w roztworach
buforowych nieco wigksze kietkowanie i inaktywacj¢ przetrwalnikow szczepu TO-117/02 niz
przy ci$nieniu stosowanym w sposob ciaggly. Natomiast w soku jablkowym wartosci te byty
poréwnywalne. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w opisywanej wczesniej pracy [Sokotowska i in.,
2012, pkt 4b), poz. 3] inaktywacja liczby przetrwalnikéw innego szczepu A. acidoterrestris (TO-
29/4/02) w soku jabtkowym byta zdecydowanie wyzsza po zastosowaniu cis$nienia pulsacyjnego
niz po dziataniu cisnienia aplikowanego w sposob ciagly. Wyniki te wskazuja na duze roznice
pomig¢dzy przetrwalnikami réznych szczepow A. acidoterrestris.

W przedstawionej powyzej pracy [Sokotowska i in., 2013, pkt 4b), poz. 2] stwierdzono
efekt ochronny zageszczonego soku jabtkowego w stosunku do przetrwalnikow A. acidoterrestris
poddawanych dziataniu cis$nienia hydrostatycznego, co prowadzito do braku ich inaktywacji.
Dodatkowo w niniejszej pracy stwierdzono, ze w srodowisku zageszczonego soku jabtkowego (70
°Bx, aw = 0,93) przetrwalniki nie kietkuja pod wplywem cisnienia. W produktach o niskiej
aktywnos$ci wody kielkowanie moze nie zachodzi¢ wlasnie z powodu braku niezbe¢dnej do tego
procesu wody.

Znajomos$¢ czynnikoéw wspomagajacych etap kietkowania przetrwalnikow moze by¢
wykorzystana do zaprojektowania proceséw ciSnieniowania zapewniajacych wyzszy stopien ich
inaktywacji. W ostatnich latach powstala nowa strategia inaktywacji przetrwalnikow polegajaca
na dwustopniowym prowadzeniu procesow - najpierw kietlkowanie a potem inaktywacja [Sarker
i in., 2015]. Przetrwalniki traca swojg oporno$¢ na czynniki fizyczne i chemiczne w czasie

kietkowania, przez co moga by¢ nastepnie inaktywowane w tagodniejszych warunkach. Wyniki
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badan wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania umiarkowanego cisnienia hydrostatycznego do
inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterrestris, co jest korzystne ze wzgledu na zachowanie

naturalnego smaku i zapachu oraz waloréw odzywczych utrwalanych produktow.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sa jednym z drobnoustrojéw psujacych soki wywolujac
spontaniczng fermentacje zawartych w nich cukréow. Badania dotyczace mozliwosci ich
inaktywacji za pomoca wysokiego ci$nienia hydrostatycznego stanowity kolejny etap mojej pracy
przedstawiony w publikacji: Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J.,
Rutkowska M., Chotkiewicz M., Dekowska A., Rzoska S.J.: The effect of high hydrostatic
pressure on the survival of Saccharomyces cerevisiae in model suspensions and beetroot
juice, High Pressure Res., 2013, 33(1), 165-171. (IF,n3 = 0,901, Lista A MNiSW 25 pkt).
Praca ta byta takze prezentowana przez mnie na 50 European High Pressure Research Group
Meeting w Salonikach w 2012 r. oraz na XXVII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
w Lublinie w 2012 .

Celem pracy byla ocena przezywalnosci komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
poddanych dzialaniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego w zawiesinach modelowych 1 w soku
z burakéw ¢wiktowych oraz sprawdzenie wystepowania komorek subletalnie uszkodzonych przy
zastosowanych parametrach procesu.

Modelowe zawiesiny komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae NCFB 3191,
o liczebnosci od 8 log jtk/ml do 5 log jtk/ml, zawieszone w buforze PBS o pH 7,2 poddano
dzialaniu ci$nienia hydrostatycznego 300 MPa oraz temperatury 20 °C. Redukcja liczby komorek
po 10 minutach dzialania ci$nienia wynosita ok. 5 log, niezaleznie od wyjsciowego poziomu
liczebnosci zawiesin. Przebieg krzywych przezywalnosci wskazuje na zjawisko ,,ogonowania”;
krzywe przybieraja ksztatt wklesty co $wiadczy o adaptacji komoérek drozdzy do czynnika
stresowego, w tym wypadku ci$nienia. Do krzywych dopasowano modele liniowe 1 wykladnicze,
przy czym wspolczynniki determinacji R? tych drugich byly wyzsze i wskazuja na ich lepsze
dopasowanie. Wspoétczynniki determinacji zmniejszaly si¢ wraz ze wzrostem poczatkowej
liczebnosci komorek w zawiesinach i wynosity 0,99 i 0,98 odpowiednio dla zawiesin
o liczebnosci 5,4 log jtk/ml i 6,3 log jtk/ml. Dla zawiesin o liczebnosci 7,4 log jtk/ml i 8,7 log
jtk/ml wspotczynniki te wynosity odpowiednio 0,90 i 0,89. Przyczyng gorszego dopasowania
krzywych w zawiesinach o wigkszej liczebnosci moze by¢ zlepianie komorek w czasie
ci$nieniowania.

Redukcja liczby komorek S. cerevisiae zawieszonych w zakwaszonym soku z burakow
¢wiklowych (ekstrakt 12,35 °Bx, pH 4,17) wynosita 3,5 log po 10 min dziatania ci$nienia
300 MPa w 20 °C i byta o 1,5 log nizsza niz w przypadku zawieszenia komorek w buforze PBS.

Stwierdzono wigc, W tym przypadku, ochronne dziatanie srodowiska soku na komoérki drozdzy.
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Procesy utrwalania zywno$ci, w tym zastosowanie wysokich ci$nien hydrostatycznych,
moga inaktywowa¢ komorki drobnoustrojow, powodowac ich uszkodzenia subletalne lub
pozostawia¢ je w stanie nienaruszonym. Uszkodzenia subletalne komorek mogg by¢ odwracalne,
szczegblnie w Srodowisku zawierajacym niezbedne skladniki odzywcze. W ramach projektu
wykonatam badania zmierzajace do oceny wystepowania tego zjawiska w procesach utrwalania
sokow.

Do o0znaczania komoérek subletalnie uszkodzonych zastosowano metode posiewu
plytkowego z wykorzystaniem pozywki nieselektywnej (zapewniajacej wzrost wszystkich
komorek) i selektywnej (zapewniajacej wzrost komoérek nieuszkodzonych). Roznica pomigdzy
liczebnoscig komoérek uzyskang na tych pozywkach odpowiada liczbie komorek uszkodzonych
[Somolinos i in., 2008]. Przy zastosowanych parametrach procesu nie stwierdzono obecno$ci
subletalnie uszkodzonych komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae NCFB 3191, zaréwno
w buforze jak 1 w soku z burakow.

Z praktycznego punktu widzenia istotne jest, ze drozdze Saccharomyces cerevisiae atwo
ulegaja inaktywacji przy zastosowaniu umiarkowanego ci$nienia hydrostatycznego. Jednakze
w trakcie projektowania procesu cisnieniowania nalezy uwzgledni¢ fakt wystepowania

ochronnego dziatania soku z burakoéw na komorki drozdzy S. cerevisiae.

Panujagce  aktualnie  prozdrowotne trendy Zzywieniowe powoduja zwickszenie
zainteresowania zywnos$cig bezpieczng, wysokiej jakosci i jak najmniej przetworzona.
W przemysle sokowniczym popularne staly si¢ $wiezo wyciskane, niepasteryzowane soki
owocowe | warzywne. Ze wzgledu na brak obrobki termicznej zachowuja one §wiezy smak
1 zapach, moga jednak stanowi¢ Zrodto niepozadanej mikroflory.

Jak wynika z moich wczeéniejszych badan [Sokotowska i in., 2011], obejmujgcych
9 rodzajow niepasteryzowanych, §wiezo wyciskanych sokow dostepnych na warszawskim rynku,
najwigksze zanieczyszczenie mikrobiologiczne wystepowato w sokach z warzyw korzeniowych.
Dominujace grupy drobnoustrojow stanowity w nich bakterie fermentacji mlekowej, drozdze
i plesnie, nie mniej jednak obecne byly takze drobnoustroje potencjalnie patogenne Escherichia
coli i Listeria monocytogenes. Stad zainteresowanie mozliwosciami inaktywacji tych patogenow
za pomocg wysokiego ci$nienia hydrostatycznego w celu uzyskania produktu bezpiecznego dla
konsumenta, z zachowaniem naturalnego smaku i waloré6w odzywczych utrwalanych sokow.

Uszkodzenia subletalne komorek, powstajace w trakcie utrwalania, moga by¢ odwracalne
co jest szczegdlnie niebezpieczne w przypadku patogendw w zywnosci bogatej] w skladniki
odzywcze 1 o niskiej kwasowosci. Uszkodzone subletalnie komorki moga si¢ zregenerowac

a nastgpnie rozwija¢ w zywnosci w czasie jej przechowywania. W srodowisku kwasnym procesy
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regeneracji mogg by¢ zahamowane. W ramach projektu wykonatam badania zmierzajace do
oceny wystepowania tego zjawiska. Wyniki tych badan przedstawitam w publikacji: Sokolowska
B., Skapska S., Niezgoda J., Rutkowska M., Dekowska A., Rzoska S.J.: Inactivation and
sublethal injury of Escherichia coli and Listeria innocua by high hydrostatic pressure in
model suspensions and beetroot juice, High Pressure Res., 2014, 34(1), 147-155. (IF;014 =
0,926, Lista A MNiSW 25 pkt). Praca ta byla takze prezentowana przez mnie na 51 European
High Pressure Research Group Meeting w Londynie w 2013 r.

Celem pracy byta ocena przezywalnosci szczepow Escherichia coli i Listeria innocua
poddanych dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego, w zawiesinach modelowych 1 w soku
z burakéw ¢wiklowych, potwierdzenie wystepowania uszkodzen subletalnych i okreslenie
poziomu tego zjawiska w populacji przezywajacej procesy cisnieniowania.

Szczep L. innocua zastosowano jako marker chorobotworczej Listeria monocytogenes
[Friedly i in., 2008; Kamat i Nair, 1996]. Modelowe zawiesiny komorek E. coli ATCC 7839
i L. innocua CIP 80.11T o liczebnos$ci od 7 log jtk/ml do 10 log jtk/ml zawieszone w buforze PBS
o pH 7,2 poddano dziataniu ci$nienia hydrostatycznego 400 MPa w temperaturze 20 °C. Redukcja
liczby komérek E. coli po 10 min dziatania ci$nienia wynosita ok. 3,4 - 4,1 log, w zaleznos$ci od
wyjsciowego poziomu liczebnosci w zawiesinach. W tych samych warunkach redukcja liczby
komorek L. innocua wynosita 3,8 — 4,8 log, w zalezno$ci od ich liczebnosci w zawiesinie
modelowej. Stopien inaktywacji obu szczepow zmniejszal si¢ istotnie wraz ze wzrostem
liczebnosci komorek w zawiesinach. Stad zasada, ze poczatkowa liczba drobnoustrojow
w utrwalanym produkcie powinna by¢ jak najnizsza, pozostaje aktualna rowniez w przypadku tej
metody utrwalania.

W przebiegu krzywych przezywalnosci szczepéw E. coli i L. innocua zaobserwowano
zjawisko ,,ogonowania”, §wiadczace o adaptacji komorek do stosowanego cisnienia. Zjawisko to,
niekorzystne dla skuteczno$ci procesu utrwalania, jest obserwowane takze w innych technikach
1 musi by¢ uwzgledniane przy projektowaniu parametrow procesow utrwalania.

Do opisania przebiegu krzywych zastosowano modele liniowe i wyktadnicze. Podobnie jak
w doswiadczeniach z drozdzami S. cerevisiae lepsze dopasowanie uzyskano w przypadku funkcji
wykladniczych. Wspotczynniki determinacji R? wynosity od 0,889 do 0,958 dla E. coli i od 0,937
do 0,991 dla L. innocua i nie byty zalezne od liczebnosci komorek w zawiesinach.

Dla obu badanych szczepow nie stwierdzono ochronnego dziatania soku z burakow
¢wiktowych (ekstrakt 12,34 °Bx, pH 4,18) na ci$nieniowane komorki. Inaktywacja w soku
osiagata 6,2 log komorek E. coli po 10 min dziatania ci$nienia 400 MPa w poréwnaniu z 3,6 log
w buforze PBS, przy tej samej wyjsciowej liczebnosci komorek. W przypadku L. innocua efekt

byt jeszcze wigkszy, juz po 1 min dzialania ci$nienia 400 MPa szczep ulegal catkowitej
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inaktywacji (ok. 7 log) w soku z burakéw, podczas gdy w buforze inaktywacja wynosita 4,8 log
w tych samych warunkach procesu. Prawdopodobnie w tym przypadku wigkszy wptyw na stopien
inaktywacji miato niskie pH niz obecnos$¢ sktadnikow o dziataniu ochronnym.

Poziom uszkodzen subletalnych okreslano jako réznice liczebnosci populacji uzyskanych
z posiewow na pozywkach niesektywnych i selektywnych. W przypadku E. coli stwierdzono
uszkodzenia na poziomie 0,8 log po 1 min, 2,4 log po 5 min i 2,7 log po 10 min dziatania
cisnienia 400 MPa na zawiesing komorek w buforze PBS (pH 7,2). W soku z burakow
¢wikltowych uszkodzenia subletalne komorek E. coli nastgpowaly szybciej niz w buforze
1 wynosity 2,9 log po 1 min dziatania ci$nienia 400 MPa. Po 5 minutach stanowity 1,5 log 1 0,8
log po 10 min ci$nieniowania. Uszkodzenia subletalne komoérek L. innocua zawieszonych
w buforze PBS wynosity odpowiednio 1,2 log, 4,1 log 1 2,2 log po 1, 5 1 10 min dziatania
ci$nienia 400 MPa.

Podsumowujac, stopien inaktywacji komorek E. coli i L. innocua poddanych dziataniu
cisnienia hydrostatycznego byl zalezny od rodzaju medium i jego pH. Potwierdzono
wystepowanie komorek uszkodzonych subletalnie w zalezno$ci od szczepu i medium. W celu
zapewnienia bezpieczenstwa konsumentéw wskazane jest stosowanie pozywek umozliwiajacych

wzrost komorek subletalnie uszkodzonych.

Publikacja zamykajaca cykl stanowigcy osiagni¢cie naukowe prezentuje doswiadczenia
zmierzajace do inaktywacji naturalnej mikroflory i utrwalenia zakwaszonego soku z burakow
¢wiklowych wysokim ci$nieniem hydrostatycznym i badania przechowalnicze utrwalonego
produktu. Wyniki tej pracy prezentowatam na V International Conference on Environmental,
Industrial and Applied BioMicroWorld 2013 w Madrycie i zostaly one opublikowane
w Proceeding Book. Sokolowska B., Skapska S., Fonberg-Broczek M., Niezgoda J.,
Rutkowska M., Dobros N., Rzoska J.S., 2014, The impact of high hydrostatic pressure
(HHP) on native microflora and the colour of beetroot juice — a preliminary shelf-life study.
In: Industrial, Medical and Environmental Applications of Microorganisms: Current Status
and Trends, Wageningen Academic Publisher. 380-384.

Celem pracy bylta ocena przydatnosci wysokiego ci$nienia hydrostatycznego do inaktywacji
naturalnej mikroflory soku z burakow oraz jego wptyw na barwe soku bezposrednio po procesie
utrwalania jak i podczas przechowywania chtodniczego.

Wstepne badania [Sokotowska i in., 2011] wykazaty, ze liczba drobnoustrojow psujacych
w soku z burakéw éwiklowych wynosita 2,1 x 10° — 2,4 x 107 jtk/iml, z czego wickszo$é
stanowily bakterie fermentacji mlekowej, drozdze i ple$nie. Scharakteryzowano wptyw cis$nienia

300 MPa i temperatury 20 °C na poszczeg6Olne grupy drobnoustrojow. Po 10 min dziatania
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ci$nienia liczba drozdzy zmniejszyta si¢ o 4,2 log a liczba plesni 0 3,3 log. Bakterie fermentacji
mlekowej okazaly si¢ najbardziej oporne na dziatanie ci$nienia — ich redukcja wynosita 2,9 log.
Ogolna liczba drobnoustrojow psujacych ulegata zmniejszeniu o 4,1 log po 10 min dziatania
ci$nienia.

Barwa soku z burakéw jest wywotana obecnoscig barwnikow betalainowych. Czerwony
barwnik betalainowy — betacyjanina odgrywa wazna role w zapobieganiu chorobom
degeneracyjnym i nowotworowym [Kanner i in., 2001], a tradycyjne utrwalanie zwigzane
z obrobkg termiczng prowadzi do znacznych strat barwnikéw betalainowych w produktach
z burakéw ¢wiktowych, pogarszajac ich jako$¢ organoleptyczng i zmniejszajac whasciwosci
prozdrowotne [Kidon i Czapski 2007, Chandran i in., 2014].

Badania przechowalnicze przeprowadzono dla probek soku z burakéw poddanych dziataniu
ci$nienia 300, 400 i 500 MPa w temperaturze 20 °C przez 10 minut. Bezposrednio po procesie
ci$nieniowania liczba mikroorganizméw obnizylta si¢ z 6,8 log jtk/ml do odpowiednio 3,0 log
jtk/ml, 2,5 log jtk/ml i 1,3 log jtk/ml. W probkach utrwalanych ci$nieniem 300 MPa liczba
mikroorganizméw na poziomie 3 log jtk/ml utrzymywata si¢ przez 6 dni przechowywania
w lodowce a nastgpnie wzrosta do powyzej 5 log jtk/ml. Probki soku utrwalonego cisnieniem 400
MPa, wykazaly przedtuzenie trwalosci do 10 dni w warunkach chlodniczych a nastgpnie liczba
mikroorganizméw wzrosta do 3,5 log jtk/ml. W soku utrwalanym ci$nieniem 500 MPa zmiany
liczebnosci mikroflory psujacej byly nieistotne w trakcie 14 dniowego przechowywania
w lodowce.

Zmiana barwy soku z burakow po dziataniu ciSnienia 300 MPa byta niezauwazalna (AE
<0.5) i stabo zauwazalna w trakcie 14 dniowego przechowywania w lodéwce (AE 0.5-1.5). Po
zastosowaniu ci$nienia 400 MPa zmiany barwy w calym okresie przechowywania byly stabo
zauwazalne. Takze po 3, 10 i 14 dniach przechowywania soku utrwalanego cisnieniem 500 MPa
zmiany barwy byly stabo zauwazalne. Jedynie po 6 dniach zaobserwowano zmiang barwy AE

w wysokosci 1,76, co kwalifikuje ja, w przyjetej [Barba i in., 2011] skali, jako zauwazalng.

Za najwazniejsze osiagniecia przedstawionych publikacji uwazam:

1. Okreslenie czynnikow srodowiskowych wptywajacych na efektywnos¢ kietkowania
i inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterrestris pod wplywem wysokiego cisnienia
hydrostatycznego.

2. Opracowanie warunkow skutecznej inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku
jabtkowym, za pomoca skojarzonego dzialania wysokiego cisnienia hydrostatycznego

I podwyzszonej temperatury.
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3. Wykazanie mozliwosci zastosowania nizyny jako substancji zwiekszajacej stopien inaktywacji
przetrwalnikow A. acidoterrestris w procesach cisnieniowania.

4. Wykazanie istnienia zjawiska narastania opornosci przetrwalnikow A. acidoterrestris,
przezywajacych proces cisnieniowania, na dziatanie cisnienia w kolejnych procesach.

5. Opracowanie warunkow inaktywacji wybranych patogenow i mikroflory psujacej w soku
z burakéw c¢wiktowych, za pomoca wysokiego cisnienia hydrostatycznego i uzyskanie
produktu o trwatosci mikrobiologicznej 10 dni w warunkach chtodniczych.

6. Potwierdzenie wystepowania uszkodzen subletalnych komoérek bakterii E. coli

i L. innocua, w nastepstwie dziatania wysokiego cisnienia hydrostatycznego.

Uzyskane rezultaty maja duze znaczenie praktyczne dla zapewnienia bezpieczenstwa
i odpowiedniej jakosci mikrobiologicznej sokéw utrwalanych wysokim ciSnieniem

hydrostatycznym.
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5. Omowienie pozostatych osiagnig¢ naukowo — badawczych:

Moj dotychczasowy dorobek naukowy dotyczy gldéwnie nastepujacych zagadnien badawczych:

1. Charakterystyka kwasolubnych przetrwalnikujacych termofilnych bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus, ich rola w psuciu sokéw owocowych oraz metody ograniczenia ich wzrostu.

2. Jako$¢ mikrobiologiczna sokdw owocowych i warzywnych oraz nieckonwencjonalne metody
ich utrwalania.

3. Wplyw wysokich ci$nien hydrostatycznych na wybrane mikroorganizmy.

4. Zapewnienie jakosci wynikow badan mikrobiologicznych.

5. Ocena przydatnosci aparatbw 1 systemOw Stosowanych w badaniach jakosci

mikrobiologicznej.

Charakterystyka kwasolubnych przetrwalnikujacych termofilnych bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus, ich rola w psuciu sokow owocowych oraz metody ograniczenia ich wzrostu.
Prace badawcze, w tym wykonywane na potrzeby zaktadow przetworstwa owocowego,
dotyczace izolacji, identyfikacji i charakterystyki bakterii z rodzaju Alicyclobacillus realizowane
sa w Pracowni Badania Jakosci Mikrobiologicznej, ktorej jestem kierownikiem od roku 2002.
Nasza placéwka jest przodujacg i jedna z nielicznych w Polsce zajmujacych si¢ ta tematyka.
Posiadamy wdrozony i certyfikowany system zarzadzania zgodny z norma PN-ISO/IEC
17025:2005 +A1:2007. Pod moim kierownictwem zrealizowano trzy projekty naukowo-badawcze
(w ramach dotacji na dziatalno$¢ statutowa Instytutu): ,,Wystepowanie i metody oznaczania
wybranych drobnoustrojow cieptoopornych stanowigcych zagrozenie dla jakosci sokéw
owocowych”, , Charakterystyka szczepow Alicyclobacillus izolowanych z sokéw owocowych
1 warzywnych” 1 ,Zastosowanie naturalnych czynnikdw przeciwdrobnoustrojowych do
ograniczenia wzrostu szczepow Alicyclobacillus acidoterrestris”. Ponadto bytlam wspotautorem
trzech projektow: ,,Wykrywanie lotnych produktéw zepsucia sokéw owocowych powodowanych
przez Alicyclobacillus acidoterrestris”, ,,Zastosowanie metod biologii molekularnej do
identyfikacji 1 r6znicowania drobnoustrojow szkodliwych w przetwdrstwie owocoéw 1 warzyw”
oraz ,,Badanie dynamiki kietkowania przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris pod
wplywem wybranych czynnikow aktywujacych” (wykaz II E, poz.: 2, 4, 8, 9, 10, 12). Wyniki
badan zostaty przedstawione w mojej pracy dysertacyjnej na stopien doktora, w 14 publikacjach
w czasopismach naukowych (wykaz Il A, poz.: 1, 4, 5, wykaz Il D, poz.: 4,7, 8,9, 11, 13, 15, 16,
17, 18, 29), w 12 komunikatach i 17 posterach prezentowanych na konferencjach krajowych
i zagranicznych (wykaz Il B, poz.: 1, 6, 7, 13, 15, 20, 23, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 37, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 50, 52, 58, 59, 61) oraz w 5 referatach wygloszonych przez mnie na
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konferencjach i seminariach gtéwnie dla pracownikow przemystu sokowniczego i napojowego
(wykaz Il 1, poz.: 6, 8, 14, 20, 34).

Celem naukowym zrealizowanych prac byla: charakterystyka wybranych szczepow
Alicyclobacillus acidoterrestris wyizolowanych z polskich surowcow, ocena wptywu czynnikéw
srodowiskowych na ich kietkowanie, wzrost 1 wytwarzanie metabolitow obnizajacych jakosé

sokow a takze popularyzacja tej wiedzy wsrod polskich producentow sokow.

Jako$¢ mikrobiologiczna sokéw owocowych i warzywnych oraz niekonwencjonalne metody
ich utrwalania.

Charakterystyka mikroflory $wiezo wyciskanych niepasteryzowanych sokow owocowych
i warzywnych dostgpnych w handlu byta przedmiotem prowadzonego w latach 2011-2012, pod
moim Kierownictwem, projektu badawczego (wykaz Il E, poz.: 7) Wyniki badan zostaly
przedstawione w publikacji (wykaz Il D, poz.: 12), w postaci komunikatu (wykaz Ill B, poz. 31)
i posteru na konferencjach krajowych (wykaz 111 B, poz.: 38) oraz w referacie wygloszonym przez
mnie na seminarium dla pracownikow przemystu sokowniczego 1 napojowego (wykaz III I, poz.:
12).

Mozliwosci zastosowania nowoczesnych, alternatywnych do termicznych, technik
utrwalania sokéw sa przedmiotem moich zainteresowan naukowych od kilku lat. Jestem
wspotautorem  projektow badawczych dotyczacych zastosowania wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego, ditlenku wegla pod wysokim ci$nieniem lub w stanie nadkrytycznym oraz
pulsujacych pol elektrycznych (PEF) do inaktywacji drobnoustrojoéw w sokach (wykaz Il E, poz.:
1, 3). Efektem prowadzonych prac, oprocz opracowanej dokumentacji, byly 4 publikacje (wykaz
Il D, poz.: 2, 3, 6, 10) oraz 5 komunikatéw i 12 posterow na konferencjach krajowych
i zagranicznych (wykaz 111 B, poz.: 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 25, 27, 29, 33).

Wplyw wysokich cisnien hydrostatycznych na wybrane mikroorganizmy.

W trakcie realizacji projektu 2011/01/B/NZ9/02537 prowadzono takze prace nie zwigzane
bezposrednio z sokami owocowymi i warzywnymi. Podjeto probe utrwalania za pomoca ci$nienia
hydrostatycznego, mleka kobiecego gromadzonego przez banki mleka na potrzeby noworodkow
i niemowlat. Badano takze wlasnosci dielektryczne komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
poddanych dziataniu ci$nienia hydrostatycznego. W wyniku tych prac powstaty dwie publikacje
(wykaz Il A, poz.: 21 3) i 1 poster prezentowany na konferencji zagranicznej (wykaz 111 B, poz.:
11).
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Zapewnienie jako$ci wynikéw badan mikrobiologicznych.

W zakresie moich zainteresowan zawodowych znajduje si¢ réwniez tematyka zwigzana
z zapewnieniem jako$ci badan wykonywanych w laboratoriach mikrobiologicznych badajacych
zywno$¢. Jako pracownik akredytowanego laboratorium oraz auditor techniczny Polskiego
Centrum Akredytacji (od roku 2001) opublikowatam 7 artykutow (wykaz Il D, poz.: 23, 25, 26,
27, 30, 31, 32) oraz wyglositam 16 referatbw na konferencjach/seminariach gtéwnie dla
pracownikow akredytowanych laboratoriow, w tym inspekcji sanitarnej 1 weterynaryjnej (wykaz
1, poz.: 1,5, 7, 10, 11, 13, 16, 18, 19, 21, 24, 28, 29, 31, 32, 33). Jestem takze autorem dwoch
monografii dotyczacych w/w zagadnien (wykaz Il D, poz.: 21, 24).

Celem publikacji byto przedstawienie zasad walidacji metod mikrobiologicznych badania
zywnosci oraz metod kontroli jako$ci badan, w tym takze kontroli pozywek stosowanych w tych
badaniach.

Ocena przydatnosci aparatow i systemow stosowanych w badaniach jakosci
mikrobiologicznej.

W latach 2005 -2014 w kierowanej przeze mnie Pracowni poddano ocenie przydatnosci trzy
aparaty/systemy:  zautomatyzowany analizator  mikrobiologiczny — BacT/ALERT® 3D
(bioMerieux), Tempo (firmy bioMerieux) oraz EZ-Fluo firmy Merck-Millipore. W efekcie tych
dziatan powstato 6 artykutow (wykaz Il D, poz.: 1, 5, 19, 22 i wykaz Il |, poz.: 15, 27). Oraz
4 referaty wygloszone przez mnie na seminariach dla pracownikéw przemystu sokowniczego
i napojowego (wykaz Il I, poz. 4, 9, 22, 26).

Celem naukowym zrealizowanych badan bylo niezalezne i wiarygodne przedstawienie
mozliwo$ci analitycznych ocenianych aparatow/systemow tak aby wyniki byty przydatne dla

przysztych uzytkownikow.
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6. Tabelaryczne zestawienie punktacji dorobku naukowego

Przed uzyskaniem
stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba

IF

Punkty
MNiSW*

Liczba

IF

Punkty
MNiSW*

Cytowania

Laczna
punktacja

Publikacje naukowe
w czasopismach
znajdujacych si¢

w bazie Journal
Citation Reports
(JCR)

11

8,69

240

16

240

Publikacje naukowe
w czasopismach nie
znajdujacych sie

w bazie Journal
Citation Reports
(JCR)

17

34

17

44

78

Monografie

Dokumentacja prac
badawczych

Komunikaty na
miedzynarodowych
konferencjach
naukowych

Postery na
miedzynarodowych
konferencjach
naukowych

19

Komunikaty na
krajowych
konferencjach
naukowych

13

Postery na
krajowych
konferencjach
naukowych

16

Referaty na
konferencjach

i szkoleniach dla
przemystu
sokowniczego

i akredytowanych
laboratoriow

12

19

L.aczna punktacja

34

284

318

*zgodnie z rokiem publikacji

/ﬂ oltolou e
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