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1. Dane personalne i przebieg pracy zawodowej
1.1. Imie i Nazwisko

Dorota Zielinska
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

17.12.2008: Doktor nauk rolniczych; dyscyplina: technologia zywno$ci i zywienia;
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk o Zywieniu
Cztowieka i Konsumpcji, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci

= Temat pracy doktorskiej: Prognostyczne modele przezywalnosci bakterii
probiotycznych w fermentowanym napoju sojowym

07. 08. 2003: Magister inzynier; dyscyplina: technologia zywnosci i zywienia;
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zywieniu
Czlowieka i Konsumpcji, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci
» Temat pracy magisterskiej: Badanie przezywalno$ci szczepu probiotycznego
Lactobacillus acidophilus w soku warzywnym

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

15.12.2010-obecnie:
Adiunkt; Pracownik naukowo-dydaktyczny, Szkota Glowna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji,
Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci

01.03.2010-30.09.2012
Sekretarz Miedzywydzialowego Studium Towaroznawstwa, Szkota Glowna
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

15.12.2008-14.12.2010
Asystent; Pracownik naukowo-dydaktyczny, Szkota Glowna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji,
Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci

Ponadto:

01.09.2003-14.12.2008
Studia doktoranckie; Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Wydzial Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji, Katedra Technologii
Gastronomicznej i Higieny ZywnoSci

01.09.2003-14.12.2008
Nauczyciel przedmiotow zawodowych w Zespole Szkét Gastronomicznych im.
E. Pijanowskiego, Warszawa, ul. Poznanska 6/8
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4. Osiagniecie naukowe

4.1.Wskazanie osiagni¢cia naukowego:

Osiagnigciem naukowym zgodnie z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.) jest powigzany tematycznie cykl publikacji naukowych pt.:

Wiasciwosci funkcjonalne i technologiczne wyizolowanych z zywnos$ci
szczepow bakterii fermentacji mlekowej,
warunkujace ich dzialanie probiotyczne

4.2 Publikacje prezentujace wyniki badan stanowiace osiagniecie habilitacyjne
H1. Zielinska D., Rzepkowska A., Radawska A., Zielinski K. (2015): In vitro screening

of selected probiotic properties of Lactobacillus strains isolated from traditional
fermented cabbage and cucumber, Current Microbiology, 70, 2, 183-194.

IF2015= 1,519; MNiSW,q;5 = 15 pkt., liczba cytowan WoS = 15

H2. Klindt-Toldam S., Larsen S.K., Saaby L., Olsen L.R., Svenstrup G., Miillertz A.,
Knechel S., Heimdal H., Nielsen D.S., Zielinska D.: Survival of Lactobacillus
acidophilus NCFM® and Bifidobacterium lactis HN019 encapsulated in chocolate
during in vitro simulated passage of the upper gastrointestinal tract. LWT - Food
Science and Technology, (2016) 74, 404-410.

”:2015: 2,329, MNiSWZOJ_G =35 pkt, liczba CytOWﬁfl WoS =8

Ha3. Zielinska D., Dtugosz E., Zawistowska-Deniziak A. (2018): Functional properties of
food-origin Lactobacillus in the gastro-intestinal ecosystem - in vitro study.
Probiotics and Antimicrobial Proteins, https://doi.org/10.1007/s12602-018-9458-z

|F2018= 2,345, MNiSW2017 =20 pkt, liczba Cytowaﬁ WoS =1

H4. Mituniewicz—Matek, A., Zielinska, D., Ziarno, M. (2019): Probiotic monocultures in
fermented goat milk beverages—sensory quality of final product. International
Journal of Dairy Technology. https://doi.org/10.1111/1471-0307.12576

|F2018= 1,225, MNiSW2017 =20 pkt, liczba Cytowaﬁ WoS =0

HS. Zielinska D., Kotozyn-Krajewska D. (2018): Food-origin lactic acid bacteria may
exhibit probiotic properties: review. BioMed Research International, Article ID
5063185, 15 pages.

| IF2016= 2,583; MNiSWq;7 = 25 pkt., liczba cytowait WoS = 0
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Lacznie publikacje stanowigce osiggniecie naukowe stanowig 115 punktow
MNIiSW oraz IF =10,001 (z roku opublikowania), suma liczby cytowan wg WoS = 24,
We wszystkich pracach jestem autorem korespondencyjnym. Kopie prac wchodzacych w
sktad jednotematycznego cyklu publikacji stanowigcego osiagniecie naukowe wraz z
o$wiadczeniami wspotautorow okreslajacych ich wklad w powstanie kazdej publikacji
stanowig Zatacznik 5.

4.3.0méwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Jednym z szybciej rozwijajacych si¢ 1 najbardziej obiecujacych obszarow
rozwoju nauki w ciggu ostatnich dwoch dekad w zakresie zywienia cztowieka jest
zastosowanie probiotykow i okreslenie ich wptywu na ludzkie zdrowie. Bakterie kwasu
mlekowego (ang. lactic acid bacteria —LAB) sa najczesciej stosowane jako probiotyki w
zywnosci konwencjonalnej i w suplementach diety. Mechanizmy dziatania bakterii
probiotycznych, dzigki ktérym oddziatuja na zdrowie czlowieka nie sg w pelni
wyjasnione, ale moga obejmowac konkurencyjnos¢ w stosunku do patogenow jelitowych,
rozktad czynnikow rakotworczych i anty-zywieniowych, produkcje metabolitow o
dziataniu przeciwdrobnoustrojowym i modulacj¢ odpowiedzi immunologicznej §luzowki
uktadu pokarmowego (Magalhdes i wsp., 2018).

W 2002 roku eksperci FAO i WHO przyjeli definicje probiotykow, uznajac, ze
sg to: ,,Zywe drobnoustroje, ktore podane w odpowiedniej liczbie wywierajq korzystny
wphyw na zdrowie gospodarza”. Mikroorganizmy, aby mogly zosta¢é uznane za
probiotyczne, powinny zosta¢ zdefiniowane pod wzglgdem taksonomicznym i spetnic
okreslone kryteria dotyczace bezpieczenstwa stosowania, cech funkcjonalnych oraz
technologicznych. Kluczowe wymagania stawiane probiotykom to:

1) muszg by¢ zywe w momencie podania do organizmu i muszg byc
mikroorganizmami;

2) musza by¢ podane w odpowiedniej dawce, $cisle zwigzanej z dokumentacjg
kliniczna;

3) muszg wywiera¢ korzystny wpltyw na gospodarza (Sanders, 2014).

W 2014 r. eksperci ISAPP (International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics) zorganizowali spotkanie, ktorego efektem byta publikacja
weryfikujgca wczesniejszy Raport FAO/WHO (2002). Ogtoszono konsensus, ktory
uwzglednit niewielkie poprawki gramatyczne do definicji, pozostawiajac jej sens i
znaczenie. Probiotykami mozna nazywa¢ wiele rodzajow mikroorganizméw, ktore
wykazuja korzysci zdrowotne dla gospodarza, pozostajac zywe. W zaprezentowanym
dokumencie szczegdlnie podkreslono te ceche i wykluczono z definicji ,,probiotyku”
metabolity 1 martwe komorki mikroorganizméw. Dodatkowo wuzgodniono, ze
»probiotykami” nie s3 niezdefiniowane konsorcja mikroorganizmow (jak np.
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transplantaty mikrobioty katowej) oraz Zzywno$¢ fermentowana zawierajaca
niezdefiniowane mikroorganizmy (np. kiszona kapusta) (Hill i wsp., 2014).

Ze wzgledu na fakt, ze probiotyki musza wywiera¢ korzystny wplyw na
gospodarza, uwaza si¢, ze powinny pochodzi¢ ze $rodowiska jelitowego zdrowego
cztowieka, a tym samym wykazywa¢ opornos¢ na enzymy trawienne, niskie pH, wysokie
stezenie soli zotciowych (Guarner i wsp., 2005). Zaleca si¢ takze aby w preparatach
probiotycznych wykorzystywa¢ szczepy izolowane z populacji, w jakiej maja mieé
poézniej zastosowanie (Nowak i wsp., 2010). Jednakze wydaje sie, ze wlasnie owa
swoisto$¢ dziatania, a nie zrodto izolacji drobnoustroju sg istotne. Wigkszos¢ szczepow
probiotycznych stosowanych u ludzi zostalo wyizolowanych od cztowieka, ale to
zalecenie nie stanowi wymagania. Znanych jest takze kilka dobrze przebadanych
szczepOw probiotycznych nie pochodzacych od cztowieka (np. Bifidobacterium animalis
subsp. lactis i Saccharomyces cerevisiae var. boulardii). W rzeczywisto$ci bardzo trudno
jest potwierdzi¢ zrodto pochodzenia drobnoustroju (Sanders, 2014).

Izolacja, identyfikacja oraz ocena bezpieczenstwa i wlasciwosci probiotycznych
nowych szczepéw mikroorganizmow jest praktyka potrzebng, szczegdlnie obecnie, gdy
obserwuje si¢ postepujacg utrate bior6znorodnosci ludzkich mikrobioméw (Blaser, 2016).
Sprawnie dziatajacy ekosystem jelitowy, tzw. mikrobom, ma duzy wplyw na zachowanie
zdrowia cztowieka. Ze wzgledu na rosngca Swiadomos$¢ roli mikroflory jelitowej dla
zachowania zdrowia cztowieka, od ponad 20 lat, na calym §wiecie prowadzone sg prace
badawcze zwigzane z mozliwo$ciami pozytywnej modyfikacji lub wzbogacenia
mikrobiomu czlowieka. Uwaza si¢, ze zastosowanie w zywieniu odpowiednio dobranych
szczepOw bakterii probiotycznych moze korzystnie modulowaé sktad mikrobity jelit
(Kerry i wsp., 2018).

Nowo izolowane i charakteryzowane szczepy bakterii moga w dalszych
etapach badan postuzy¢ do konstruowania innowacyjnych kultur starterowych
dedykowanych do zywno$ci. Nowe szczepionki oprocz wlasciwosci ochronnych
(bakteriostatycznych i1 bakteriobdjczych) moga wnosi¢ dodatkowe wartosci zwigzane
z poprawg zdrowia konsumenta, poprzez modelowanie sktadu produktu, zwigkszanie
dostgpnosci bioaktywnych sktadnikéw, a takze dzialanie probiotyczne. Co wigcej,
udowodniono, ze sktadniki zywnos$ci, czyli odpowiednia matryca moga Stanowié
ochrong dla bakterii 1 utatwiajg ich przezywanie w trudnych warunkach panujacych w
przewodzie pokarmowym cztowieka (Fontana i wsp., 2013, Neffe i wsp., 2018).

Zatem  bakterie o potencjalnych  cechach  probiotycznych  poza
konwencjonalnym zrédltem (przewod pokarmowy zdrowego cztowieka), moga
pochodzi¢ z niekonwencjonalnych Zrodetl takich jak przewdd pokarmowy zwierzat,
mleko kobiece, zywnos$¢ (fermentowana i niefermentowana), powietrze czy gleba, co
sugerujg niektore badania (Fontana i wsp., 2013; Ren i wsp., 2014; Vinderola i wsp.,
2017). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy mikroorganizmy probiotyczne powinny
wykazywacé efekt poprawy stanu zdrowia gospodarza. Pochodzenie mikroorganizmow
z przewodu pokarmowego czlowieka nie jest kryterium wskazywanym jako
niezbedne, cho¢ wiele zrodet podaje inaczej (Salminen i wsp., 1998; Collins i Gibson,
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1999). Tym bardziej, ze coraz wiecej dowodéw naukowych wskazuje na nowe
niekonwencjonalne zrodta izolacji jako wiasciwe. Co wiecej, mikroorganizmy
wyizolowane z zywnoS$ci czesto wykazujg lepsza przezywalno$s¢ w $rodowisku
zywnos$ci 1 gwarantujg bardziej atrakcyjne cechy sensoryczne w porOwnaniu z
drobnoustrojami pochodzenia jelitowego (Fontana i wsp., 2013, Neffe i wsp., 2018).

Wiasciwosci wielu szczepow bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych ze
zrédet niekonwencjonalnych S3 zgodne z zaleceniami FAO/WHO dotyczacymi
probiotykéw, z wyjatkiem jednego — nie pochodzg z przewodu pokarmowego
cztowieka. W prowadzonych przeze mnie badaniach, przedstawionych jako
osiggni¢cie naukowe postawilam podstawowe pytanie: czy wobec wielu nowych
dowodoéw naukowych nie nalezy rozpatrze¢ mozliwosci zmiany obecnych wymagan
FAO/WHO dotyczacych definicji bakterii probiotycznych i podkresli¢ znaczenie
zrodta izolacji?

Celem osiggniecia bedacego podstawa ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego jest charakterystyka wybranych wlasciwosci funkcjonalnych i
technologicznych bakterii Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci fermentowanej
oraz ocena czy prezentowane wlasciwosci pozwalaja na zaklasyfikowanie szczepu do
bakterii probiotycznych.

Zakres badan obejmowal:

* lzolacje, identyfikacje i wstepng selekcje szczepoéw Lactobacillus, pod katem
bezpieczenstwa.

* Oceng przezywalnosci wybranych bakterii Lactobacillus w warunkach in vitro
symulujacych pasaz zotadkowo-jelitowy oraz analize czynnikéw determinujacych
oporno$¢ na te warunki.

* Analizg i oceng wybranych wlasciwo$ci probiotycznych in  vitro
wyselekcjonowanych szczepow Lactobacillus.

* Oceng mozliwosci zastosowania wybranych szczepoéw Lactobacillus w celu
ksztattowania jakosci zywnosci funkcjonalne;.

Hipotezy badawcze:

1. Mozliwe jest wyizolowanie bakterii fermentacji mlekowej z zywnosci tradycyjnie
fermentowanej oraz wyselekcjonowanie szczepow bezpiecznych w przypadku
stosowania u ludzi, wrazliwych na antybiotyki i nie wytwarzajacych
niepozadanych enzymow.

2. Szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z zywnosci tradycyjnie
fermentowanej sg oporne na warunki panujgce w modelowym przewodzie
pokarmowym. Na przezywalno$¢ bakterii probiotycznych w warunkach
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symulujacych srodowisko zotadka ma wplyw rodzaj nosnika w postaci zywnosci,
a takze zastosowana dawka bakterii.

3. Szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z zywnosci tradycyjnie
fermentowanej wykazuja zdolno$¢ przylegania do komorek nabtonka jelitowego
in vitro i wlasciwosci immunoregulujace.

4. Mozliwos¢ zastosowania bakterii Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci
tradycyjnie fermentowanej jako kultur starterowych do wytwarzania produktow
funkcjonalnych jest zr6znicowana i uwarunkowana m.in. otrzymaniem produktow
0 akceptowanych cechach sensorycznych.

Wyniki i ich omowienie

Izolacja, identyfikacja i wstegpna selekcja szczepow Lactobacillus, pod kgtem
bezpieczenstwa

W publikacjach H1 i H5 podjetam problematyke izolacji, identyfikacji oraz
bezpieczenstwa LAB pozyskanych z zywnosci fermentowane;.

Zywnos$é fermentowana w sposob tradycyjny, ktorg stanowily kiszone ogorki i
kapusta, pochodzace z samodzielnych gospodarstw domowych, z réznych regionow
Polski, byly zrodtem izolacji bakterii fermentacji mlekowej (H1). Z pobranych probek
wyizolowano tacznie 38 szczepow, z czego 17 zaklasyfikowano do rodzaju Lactobacillus
Sp. na podstawie wygladu komorek pod mikroskopem, barwienia Grama, testu na
obecno$¢ katalazy, a takze wzrostu w temp. 10, 15 1 45°C i wzrostu w warunkach pH =
3,9 1 9,6. Dalsza identyfikacja polegata na izolacji bakteryjnego DNA, amplifikacji
fragmentow 16S rDNA przy uzyciu uniwersalnych starteréw 27F/1492R (5’-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3’/5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) i poddaniu
uzyskanych produktéw PCR sekwencjonowaniu. Na podstawie uzyskanych sekwencji
nukleotydow zidentyfikowano 14 szczepow badanych bakterii Lactobacillus,
przyporzadkowujac je do gatunkow: casei, plantarum, brevis, rhamnosus, johnsonii.
Poréwnujac analizy identyfikacji z uzyciem metod genetycznych z identyfikacjg z
uzyciem metod biochemicznych stwierdzono, ze wyniki nie sg zbiezne we wszystkich
przypadkach. Wedlug zalecen FAO/WHO do pelnej identyfikacji konieczne jest
sekwencjonowanie odcinkow silnie zakonserwowanych genetycznie tj. 16S rDNA lub
23S rDNA. Witasciwa identyfikacja bakterii, ktére maja by¢ wykorzystywane jako
probiotyki jest bardzo waznym elementem, poniewaz cechy funkcjonalne bakterii sa
szczepozalezne i nie mozna ich ekstrapolowa¢ na gatunek, czy rodzaj. Stwierdzitam, ze
identyfikacja tylko przy uzyciu metod biochemicznych jest niewystarczajaca i moze
dawaé mylne wyniki. Jednakze profil aktywnosci biochemicznej moze by¢ pomocny
w identyfikacji korzystnych technologicznie enzymow produkowanych przez
bakterie, jak np. p-galaktozydaze, lub wykluczy¢ mikroorganizmy produkujace
szkodliwe enzymy, jak np. B-glukuronidaza, a-chymotrypsyna, p-glukozydaza, czy
N-acetylo-p-glukozaminidaza. Wspomniane szkodliwe enzymy moga generowac

7
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potencjalnie rakotwodrcze metabolity w okreznicy (Heavey, Rowland, 2004). Na
podstawie wykonanych doswiadczen, z puli badanych szczepoéw wykluczono trzy, ktore
produkowaty niepozadane enzymy.

Bezpieczenstwo stosowania probiotykow u ludzi wigze si¢ nie tylko z
mozliwo$cig wytwarzania niepozadanych enzyméw, ale takze 2z problemem
antybiotykooporno$ci. W wyniku doswiadczen przeprowadzonych w ramach badan
przedstawionych w publikacji H1 stwierdzono, ze wigkszo$¢ badanych szczepow
Lactobacillus, wyizolowanych z zywnos$ci fermentowanej tradycyjnie jest wrazliwa na
testosowane antybiotyki. Jedynie dwa szczepy z 14. badanych wykluczono z dalszych
badan ze wzglgdu na opornos¢ na tetracykline, ktéra moze by¢ przekazywana za pomoca
plazmidoéw, co wigze si¢ z ryzykiem narastania antybiotykoopornosci. T¢ tez¢ nalezatoby
jednak zweryfikowa¢ w dalszym toku badan. Zaproponowane i wykorzystane przeze
mnie w publikacji H1 testy diagnostyczne in vitro pozwalaja na szybka i tanig wstepna
selekcje szczepow pod katem bezpieczenstwa. Ostatecznie w wyniku badan (H1)
zwiazanych z izolacja, identyfikacja i wstepna ocena bezpieczenstwa szczepow
Lactobacillus, do dalszych badan nad identyfikacja i charakterystyka wlasciwosci
probiotycznych wytypowalam 10 szczepéw: Lb. casei (012, O13, 016, O18), Lb.
plantarum (019, O20), Lb. brevis (022, O24), Lb. rhamnosus K3 i Lb. johnsonii K4.

Wstepne wyniki badan zaprezentowane w publikacji H1 sktonity mnie do
poglebienia wiedzy na temat roznych zrddel izolacji bakterii o wiasciwosciach
probiotycznych. W wyniku poszukiwan zauwazytam, ze bakterie fermentacji mlekowej o
cechach probiotycznych, izolowano z réznych zrdédet konwencjonalnych (przewod
pokarmowy zdrowego czlowieka), a takze niekonwencjonalnych, takich jak: przewdd
pokarmowy zwierzat, zywnos¢ fermentowana i niefermentowana, odpady zywno$ciowe,
$cieki, gleba, czy powietrze. W publikacji H5 zebrano i przytoczono szereg przyktadow
badan nad wilasciwosciami probiotycznymi, w tym przeciwdrobnoustrojowymi szczepow
LAB wyizolowanych z konwencjonalnych, ale przede wszystkim niekonwencjonalnych
zrddet. Inne, nie ujete w niniejszym osiagni¢ciu naukowym prace wiasne, takze zostaty
przytoczone jako przyktady. W publikacji H5 positkowatam si¢ wlasnym
doswiadczeniem i obserwacjami, z ktorych wynika, ze szczepy bakterii izolowanych z
zywnosci polskiej tj.: sery regionalne, ekologiczna serwatka, fermentowane warzywa i
produkty migsne, wykazuja cechy probiotyczne. Analizujac dane pochodzace z badan
wlasnych zauwazono, ze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe s3 zalezne 1
charakterystyczne dla zrodta izolacji. Na przyktad szczepy LAB wyizolowane z serow
gorskich ,,oscypek™ charakteryzowaly si¢ silnymi wiasciwosciami przeciw Listeria
monocytogenes, z kolei szczepy LAB wyizolowane z seré6w korycinskich —
wlasciwosciami przeciw E. coli (H5).

Waznym osiagnieciem i wnioskiem wynikajacym z zaprezentowanych w
publikacji H5 analiz jest wykazanie potrzeby izolacji i identyfikacji nowych
szczepbw LAB oraz ich charakterystyki pod katem bezpieczenstwa i
funkcjonalnosci. Szczepy pozyskane ze zrodel lokalnych, podane w wysokiej dawce
moglyby uzupelni¢ bioréznorodnos¢ gatunkowa w populacjach mikrobioty
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przewodu pokarmowego czlowieka, wplywaé Korzystnie na poprawe zdrowia i
kondycji, a takze znalez¢ zastosowane jako naturalne biokonserwanty w produkcji
Zywnosci.

Na podstawie badan wtasnych zaprezentowanych w H1 oraz w oparciu o analizg
literatury, ktérej dokonano w publikacji H5 zweryfikowano pozytywnie pierwszg
hipoteze, wykazujac, ze zywno$¢ fermentowana tradycyjna i regionalna jest bogatym
zroédlem bakterii fermentacji mlekowej, wsrod ktérych sg szczepy o wilasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych, bezpieczne do stosowania u ludzi.

Ocena przeiywalnosci wybranych bakterii Lactobacillus w warunkach in vitro
symulujgcych pasai Zolgdkowo-jelitowy oraz analiza czynnikow determinujgcych
opornosé na te warunki.

W publikacjach H1, H2, H3 i H5 podjetam problematyke charakterystyki
wlasciwos$ci probiotycznych in vitro wybranych szczepow Lactobacillus. Badania in vitro
pozwalaja na wstepna selekcje szczepéw kandydatow przed przystapieniem do bardziej
skomplikowanych i kosztownych badan in vivo. Dobrze zaplanowane i przeprowadzone
badania in vitro majg duze przetozenie na efekty obserwowane u organizmow zywych.

W przypadku badan nad probiotykami problemem jest brak szczegdtowych
wytycznych dotyczacych metodyki badan. Wytyczne zebrane w raporcie grupy roboczej
FAO/WHO (2002) stawiane nowym szczepom probiotycznym obejmujg mi¢dzy innymi:
przezywalno$¢ w warunkach kwasowos$ci zotadka, oporno$¢ na dziatanie kwasow
zo6tciowych, zdolnos$¢ przylegania do $luzu i/lub ludzkich komoérek nablonkowych oraz
linii komoérkowych, dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii potencjalnie
patogennych, zdolno$¢ do obnizania adhezji patogenow do powierzchni nabtonka,
aktywno$¢ hydrolaz soli zoétciowych. W publikacjach H1, H2 i H3 zaproponowatam
metody badawcze in vitro zgodne z wytycznymi FAO/WHO (2002) i zaprezentowatam
wyniki badan dotyczace szczepéw Lactobacillus wyizolowanych z kiszonych ogérkow i
kapusty oraz szczepoéw o udokumentowanych wiasciwosciach probiotycznych.

W badaniach ujetych w publikacji H1 dziesie¢ wstepnie wyselekcjonowanych
szczepOéw Lactobacillus poddano ocenie oporno$ci na warunki symulujace przewodd
pokarmowy czlowieka. Uznano, Ze najtrudniejszymi barierami do pokonania przez
bakterie w trakcie pasazu jest niskie pH panujace w Zotadku i obecno$¢ soli kwasow
zotciowych w jelicie cienkim. W ramach badan przeprowadzono dwa doswiadczenia. W
pierwszym, hodowle badanych szczepow Lactobacillus poddano 2 godzinnej inkubacji w
srodowisku o pH 1,5; 2,5 1 3,5 w temperaturze 37°C, w celu symulacji warunkow
panujacych w zotadku w czasie trawienia. Wartos¢ pH 1,5 odpowiada sytuacji w zotadku
cztowieka podczas trawienia pokarmu, gdy wystepuje nagromadzenie duzych ilosci
sokow zotadkowych, z kolei wartos¢ pH 3,5 reprezentuje Srodowisko przejSciowe
pomiedzy zotadkiem, a dwunastnicg (Traczyk, 1989). W wyniku przeprowadzonych
badan stwierdzilam, ze w warunkach srodowiska o pH 3,5 i 2,5 przezywalnos¢
szczepow bakterii Lactobacillus wynosila powyzej 90%, natomiast wartos¢ pH 1,5
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spowodowala istotne obnizenie liczebnosci zywych komoérek bakterii po 60 minutach
inkubacji do 23-38%, a po 120 minutach nie obserwowano juz wzrostu
mikroorganizmow w posiewach.

W drugim do$wiadczeniu, hodowle Lactobacillus inkubowano na pozywce MRS z
dodatkiem 0,2%, 2% i1 4% soli kwasow zotciowych w temperaturze 37°C. Fizjologiczna
koncentracja soli kwasow zotciowych, bioracych udziat w procesie trawienia w jelicie
cienkim wynosi 0,3-0,6%. Stgzenie soli kwasow zotciowych na poziomie 2% odpowiada
sytuacji, gdy w jelitach znajduje si¢ znaczna ilos$¢ tresci pokarmowej. Uwaza sie¢, ze
opornos¢ bakterii na wyzsze stezenia soli kwasow zoétciowych 2 i 4% stanowi o ich
silnych  wlasciwosciach ~ probiotyczbnych ~ (Kurman, 1988). W  wyniku
przeprowadzonego doswiadczenia stwierdzilam, Ze wszystkie badane szczepy
Lactobacillus tolerowaly 0,2% stezenie soli kwasow zoélciowych, natomiast 2 i 4%
stezenie soli kwasow zolciowych bylo czynnikiem dyskryminacyjnym, dzigki
ktoremu wykazano, ze Lb. brevis O22 i Lb. plantarum K1 sg oporne na te warunki.
Oporno$¢ bakterii na wysokie stezenie soli kwasow zotciowych moze wynikaé z
aktywnosci enzymu hydrolazy soli kwaséw zotciowych (BSH), wytwarzanego jako
reakcja obronna przed toksycznym dziataniem soli na komoérki LAB. BSH katalizuje
hydrolize sprzezonych z tauryng lub glicyng soli z6tci do wolnych kwaséw zotciowych 1
aminokwasOw, obnizajac ich zdolnosci emulgujace (Ziarno, 2005). Aktywnos¢ BSH
bakterii fermentacji mlekowej jest nie tylko cecha szczepozalezna, ale rowniez powigzang
z pochodzeniem szczepu — najczesciej] wykrywana jest wsrod szczepow pochodzenia
jelitowego, co potwierdzajg badania wiasne (H1).

Dodatkowo, w celu uzupelnienia badan skriningowych okre§lono tolerancje
badanych szczepoéw Lactobacillus na 0,4% stezenie fenolu w Srodowisku. Fenole mogg
powstawa¢ w jelicie w wyniku deaminacji bakteryjnej niektérych aminokwaséw
aromatycznych i sg uwazane za potencjalne kancerogeny (Suskovic i wsp., 1997).
Niektore LAB wykazujg tolerancje na fenole. Wtasciwosci te sa pozadane i poszukiwane.

Na podstawie przeprowadzonych badan (H1) stwierdzitam, ze wyizolowane z
produktow fermentowanych szczepy Lactobacillus charakteryzuja si¢ dobra,
poréwnywalng do szczepéw referencyjnych, o udokumentowanych cechach
probiotycznych, przezywalnoscia w opisanych powyzej warunkach modelowych.
Szczegolnie dobra opornoscia na modelowe warunki charakteryzowaly sie szczepy
Lb. johnsonii K4 i Lb. brevis O22. Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze badane
szczepy Lactobacillus beda w stanie przetrwa¢ pasaz zoladkowo-jelitowy i dotrze¢ do
okreznicy, zachowujac swoja zywotnos¢. Jednakze, aby potwierdzi¢ t¢ teze¢ nalezy
przeprowadzi¢ badania in vivo, u ludzi.

Dowodzi to stusznosci tezy, ktéra sugeruje, ze bakterie zawarte w zywnosSci
stanowiag zrodto bakterii komensalnych lub przejsciowo bytujacych w  ludzkim
przewodzie pokarmowym. Izolacja potencjalnych probiotykow z przewodu
pokarmowego nie jest wiec jedynie sluszng koncepcjg. Zatozenie, ze bakterie
wyizolowane z dolnego odcinka przewodu pokarmowego, badZz z katu przetrwaty
trawienie jest oczywiste, niemniej jednak, jak dowodza badania wtasne zaprezentowane
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w H1 i inne prace badawcze, zaprezentowane w H5, bakterie fermentacji mlekowej
pochodzace z niekonwencjonalnych zrodet rowniez sg w stanie przetrwa¢ w tak trudnych
warunkach. Szczegodlnie pateczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus, ktére dobrze toleruja
srodowisko kwasne i potrafig regulowa¢ wewnatrzkomérkowe pH wykazuja wspomniane
wyzej wlasciwosci.

Testy in vitro dostarczaja waznych informacji o réznicach miedzy gatunkami i
szczepami i s3 waznym narz¢dziem badawczym, szczegodlnie do szybkiego scriningu w
kierunku aktywnos$ci probiotycznej. Metody badan z zastosowaniem modeli statycznych
in vitro, wykorzystane w pracy (H1) nie dajg jednak kompleksowych informacji o stanie
bakterii podczas trawienia pokarmu. Na skuteczno$¢ dziatania probiotycznego bakterii
wptywa wiele czynnikdw, m.in. koncentracja poczatkowa bakterii w momencie podania,
sposob podania (rola ochronna sktadnikow zywnosci), aktywnos$¢ bakterii i ich
wlasciwos$ci. Aby okreslic wptyw wspomnianych czynnikéw na przezywalno$¢ bakterii
probiotycznych w czasie trawienia pokarmu in vitro zastosowano innowacyjny model
dynamiczny (DGM - ang. dynamic gastric model), a wyniki eksperymentow
zaprezentowano w pracy H2.

DGM zostal opracowany w Institute of Food Research (Norwich, Wielka
Brytania) i jest komputerowo sterowanym modelem in vitro, ktory symuluje zaréwno
biochemiczne, jak i mechaniczne aspekty trawienia w zotadku w czasie rzeczywistym
(Thuenemann i wsp., 2015). Z modelu DGM korzystalam begdgc na stazu naukowym w
Danii, na Uniwersytecie w Kopenhadze, gdzie przeprowadzitam do$wiadczenia, ktorych
celem byto okres§lenie wptywu matrycy (czekolada mleczna a czekolada gorzka 72%) na
przezywalno$é szczepow bakterii probiotycznych Lactobacillus acidophilus NCFM® i
Bifidobacterium animalis subsp. lactis HN019 (HOWARU™, Danisco USA Inc., USA).
W wyniku trawienia probiotycznej czekolady w modelu DGM stwierdzono, ze populacja
B. lactis HNO19 nie zmienita si¢ istotnie, niezaleznie od zastosowanej matrycy, natomiast
liczebnos$¢ Lb. acidophilus NCFM® w obu probkach czekolady znacznie si¢ obnizylta,
najprawdopodobniej z powodu negatywnego wptywu $rodowiska modelu, gdzie pod
koniec trawienia wartos¢ pH wyniosta ponizej 3,0.

Poréwnujgc wyniki doswiadczenia z zastosowaniem DGM z klasycznym
modelem statycznym (H2), stwierdzono podobne tendencje przezywalno$ci bakterii.
Zauwazono takze wplyw koncentracji zastosowanych bakterii na ich przezywalnos¢ w
czasie trawienia w modelu statycznym. Stwierdzono, ze dawka 10° jtk/g jest
niewystarczajagca do zapewnienia odpowiedniego poziomu przezywalnosci bakterii w
czasie procesu trawienia. Komorki bakterii maja zdolnosci do buforowania $rodowiska,
co w duzej koncentracji moze zwigkszac¢ ich szanse przezycia (Mortensen i wsp., 2006).

W celu poréwnania wptywu innych matryc zywnos$ciowych na przezywalno$¢
bakterii pobiotycznych, trawieniu w modelu DGM poddano takze wybrane komercyjnie
dostepne produkty probiotyczne: Actimel™ nap6j jogurtowy, jogurt Gut & Giinstig i Pro
Viva - sok owocowy i poréwnano z badanymi czekoladami (H2). Zauwazono, ze
przezywalnos¢ bakterii probiotycznych podczas 65 minut trawienia jest
zroznicowana i zalezna od nosnika zywnosciowego. Najlepszym medium okazala si¢
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czekolada, ktora zawiera proporcjonalnie wiecej thuszczu, dzialajacego ochronnie na
komorki bakterii, w poréwnaniu z pozostalymi badanymi no$nikami. Pomimo tego,
ze zawarto$¢ tluszczu w gorzkiej czekoladzie jest o 10% wyzsza niz w czekoladzie
mlecznej, przezywalno$¢ bakterii probiotycznych byla nieco wyzsza w przypadku
czekolady mlecznej. Moze to wskazywa¢ na efekt synergistyczny thuszczu i bialka,
ktorego zawarto$¢ byla z kolei wigksza w przypadku czekolady mlecznej. Wydaje sie,
ze duza zdolno$¢ buforowa nos$nika w postaci czekolady mlecznej moze chroni¢ bakterie
probiotyczne przed stresem zwigzanym z niskim pH panujagcym w zotgdku (Lahtinen i
wsp, 2007). W przypadku tego medium zywno$ciowego liczebnos$¢ bakterii utrzymywata
sic na wysokim poziomie > 10° jtk/g, podczas gdy w produktach mlecznych populacja
bakterii probiotycznych juz po 10-15 minutach trawienia in vitro obnizyta si¢ do poziomu
granicy detekcji i utrzymywata si¢ ponizej tego poziomu do konca procesu trawienia.
Rowniez liczebno$¢ Lb. plantarum 299v — szczepu probiotycznego, ktory byt
sktadnikiem soku owocowego obnizyta si¢ istotnie (o okoto 4 rzedy logarytmiczne)
podczas pierwszych 5 minut trawienia i utrzymywata sie na niskim poziomie (okoto 10°
jtk/g) do konca procesu trawienia.

W wyniku badan zaprezentowanych w publikacji H2 zweryfikowalam
pozytywnie hipoteze 2., wykazujac, ze wybrane szczepy bakterii Lactobacillus
wyizolowane ze spontanicznie kiszonych warzyw moga przetrwaé¢ w trudnych,
modelowych warunkach panujacych w zoladku i jelicie, co sugeruje, ze moga
dotrze¢ do okreznicy. Udowodnilam takze, Zze medium w postaci zywnoSci jest
waznym czynnikiem warunkujacym przezywalnos¢ bakterii probiotycznych podczas
trawienia w modelach in vitro przewodu pokarmowego czlowieka, a koncentracja
poczatkowa bakterii w zywnosci wplywa na ich przezywalnos$¢ w trakcie procesu
trawienia. Zatem, dobor odpowiedniego nosnika zywnosciowego i odpowiedniej dawki
bakterii probiotycznych ma kluczowe znaczenie w projektowaniu ZywnoSci
funkcjonalnej, poniewaz determinuje przezywalno$¢ bakterii podczas trawienia i tym
samym mozliwo$¢ wywotania efektu terapeutycznego.

Analiza i ocena wybranych wlasciwosci probiotycznych in vitro wyselekcjonowanych
szczepow Lactobacillus

W kolejnej pracy (H3) 10 szczepoéw Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci
fermentowanej i wyselekcjonowanych w wyniku prac badawczych przedstawionych w
pracy H1, spelniajacych wstepne kryteria zawarte w zaleceniach FAO/WHO (2002),
poddano ocenie odnos$nie zdolnosci do adhezji do enterocytdéw linii Caco-2, zdolno$ci do
regulacji produkcji cytokin przez makrofagi oraz zbadano wplyw bezposredniego
dziatania komorek Lactobacillus na apoptoze enterocytow.

Stwierdzono, ze zdolno$¢ przylegania komoérek badanych szczepow Lactobacillus
do enterocytow linii komorkowej Caco-2 jest porownywalna ze zdolnos$cig komorek
szczepOw probiotycznych (Lb. plantarum 299v i Lb. rhamnosus GG), wyizolowanych z
przewodu pokarmowego cztowieka (H3). Co wigcej szes¢ z badanych szczepow (012,
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016, 018, 022, 024 and K3) wykazywato wickszg zdolnos¢ do adhezji niz szczepy
referencyjne. Zdolnos¢ Lactobacillus do przylegania tlumaczy sie wilasciwosciami
hydrofobowymi tych komorek, ktore uwaza si¢ za posrednig miarg zdolnosci bakterii do
adhezji. Hydrofobowa powierzchnia $cian komorkowych bakterii pozwala na
zwiekszenie interakcji z powierzchnig §luzu wydzielanego przez enterocyty. W badaniach
wlasnych (H1) stwierdzono zréznicowana hydrofobowos¢ bakterii BATH (24,7% -
73,4%) wyrazong jako stopien powinowactwa do ksylenu. Jednakze, nie stwierdzono
korelacji pomigdzy stopniem hydrofobowosci §cian komérkowych bakterii, a zdolnoscia
do adhezji do enterocytow (H3). Wydaje si¢, ze za zdolno$¢ przylegania bakterii do
powierzchni odpowiada wiele czynnikow, wsrod ktorych hydrofobowos$¢ $cian
komorkowych nie jest czynnikiem kluczowym. Elementami, ktore wptywaja na zdolno$é
komorek bakterii Lactobacillus do adhezji sa, poza czynnikami $rodowiskowymi,
czynniki bialkowe, zwane adhezynami oraz czynniki niebiatkowe, takie jak kwasy
lipotejchojowe i egzopolisacharydy (EPS). Sugeruje si¢, ze EPS moga takze wplywac na
zdolno$¢ tworzenia agregatow i biofilmow. Czynniki te (zarowno biatkowe, jak i

niebiatkowe) sg $cisle zwigzane z powierzchnig $ciany komorkowej (Paliwoda 1 Nowak,
2017).

W dalszej pracy badawczej planuje rozwing¢ temat zdolno$ci komorek
Lactobacillus do adhezji. W projekcie Miniatura 1 (nr 2017/01/X/NZ9/01627), ktorego
bytam kierownikiem badatam wplyw uszkodzenia termicznego komoérek Lactobacillus na
zdolno$¢ do adhezji. Celem badan byla ilosciowo — jako$ciowa ocena poroéwnawcza
zdolnosci komorek Lactobacillus do adhezji i agregacji w zaleznosci od ich postaci (zywe
komorki 1 martwe), a takze wstepna identyfikacja substancji odpowiedzialnych za
spodziewany efekt. Wyniki tych eksperymentow sg obiecujace i sugeruja, ze uszkodzone
komorki bakterii takze wykazuja zdolno$ci do przylegania i wigzania $luzu jelitowego.

Uwaza si¢, ze wybor odpowiedniego szczepu probiotycznego do stosowania w
zywnosci lub w preparatach probiotycznych, powinien opiera¢ si¢ na jego zdolnosci do
poprawy odpowiedzi immunologicznej w jelitach (Galdeano i wsp., 2007, Dong i wsp.,
2010). W publikacji H3 zbadano in vitro wptyw dodatku szczepow Lactobacillus na
regulacje sekrecji wybranych cytokin (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-23 i TNF-a) przez
makrofagi. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen sugeruja, ze badane szczepy
Lactobacillus nie stymuluja produkcji cytokin pro-zapalnych (IL-1f, IL-6, 1L-23 i
TNF-a) przez makrofagi indukowane LPS (lipopolisacharydem pochodzacym ze
$ciany komérkowej E. coli), a wrecz moga hamowa¢ ich sekrecje¢ (np. IL-6 i 1L-23).
Nalezy nadmieni¢, ze IL-6 ma zarowno wlasciwosci pro-, jak i przeciw-zapalne.
Odgrywa wazng role¢ w rozpoznawaniu poczatkowej reakcji zapalnej. Obecnos¢ IL-6
moze poméc w przeksztalceniu wrodzonej odpowiedzi na bardziej specyficzng 1
utrzymujacg si¢ odpowiedz adaptacyjng na patogeny (Gabay, 2006). Odpowiedz
immunologiczna makrofagéw indukowanych samymi komoérkami badanych szczepow
Lactobacillus byta okoto 100-krotnie nizsza, w porownaniu ze stymulacjg przez LPS, co
$wiadczy o niskim stopniu stymulacji odpowiedzi zapalnej przez same bakterie
Lactobacillus. Co wiecej, wiekszos¢ badanych szczepéw stymulowala produkcje
przeciw-zapalnej 1L-10, przy czym w najwiekszym stopniu szczepy: Lb. plantarum
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020, a takze Lb. brevis 022 i 024 (H3), zjawisko to nie bylo zalezne od stymulacji
LPS. Zaprezentowane wyniki badan S$wiadcza o duzym potencjale badanych
szczepow Lactobacillus do immunomodulacji.

Kolejne przeprowadzone do$wiadczenie (H3) polegalo na ocenie wpltywu zywych
komorek badanych szczepow Lactobacillus na apoptoze enterocytow. Apoptoza to
zaplanowana $mier¢ komorki, dzigki ktorej kontrolowana jest liczba komoérek w
tkankach, a takze eliminowane sg pojedyncze, np. zmutowane komorki. Jednak
nieplanowana apoptoza niektorych komorek moze by¢ szkodliwa (Howarth 1 Wang,
2013). W badaniu (H3) wykazano, ze apoptozie indukowanej przez Lactobacillus
towarzyszyly zmiany aktywnos$ci kaspazy-3, ktoéra jest jednym z pierwszych sygnatow
rozpocz¢cia w komorce tego procesu. Wykazano, ze komorki Lactobacillus mogg
nieznacznie indukowac apoptoze w komorkach Caco-2. Szczepem o najsilniejszych
wlasciwos$ciach stumulacji apoptozy byt Lb. casei O18.

Z drugiej strony, badane szczepy Lactobacillus nie zwigkszaly apoptozy
indukowanej chemicznie (przez staurosporyng - STS), a ponadto siedem z nich (Lb. casei
016 i 018, Lb. plantarum 019, 020, Lb. brevis 022, Lb. rhamnosus K3i Lb. johnsonii
K4) obnizylty aktywno$¢ kaspazy-3 po stymulacji STS, ale zmiany te nie byly istotne
statystycznie. Reasumujac, wykazano, ze badane szczepy Lactobacillus maja zdolno$é
indukowania apoptozy, ale jednocze$nie nie poteguja apoptozy indukowanej chemicznie,
co moze mie¢ konsekwencje i zastosowanie w regulacji proceséw zyciowych komorek.
Niewatpliwie, lepsze zrozumienie interakcji jelitowych moze przyspieszyé
opracowywanie nowych szczepdéw terapeutycznych do stosowania u ludzi.

W badaniach wlasnych zaprezentowanych w H1 i H3 wykazalam, ze dzieki
udowodnionej in vitro opornosci na warunki panujace w przewodzie pokarmowym i
zdolnosci do adhezji badane szczepy Lactobacillus wyizolowane z zywnosSci
fermentowanej tradycyjnie najprawdopodobniej beda w stanie skolonizowa¢
nablonek jelita i wywolaé¢ efekt immunomodulacji, co pozytywnie weryfikuje
hipoteze 3.

Ze wzgledu na to, ze przeprowadzone doswiadczenia w pracach H1, H2 i H3 byty
badaniami in vitro, wnioski ptyngce z nich sg warunkowe, poniewaz nie zawsze badania
in vitro przekladaja si¢ na efekt in vivo w organizmie cztowieka. Niewatpliwie staba
strong wiekszos$ci prac opisujacych wlasciwosci probiotyczne szczepow wyizolowanych z
roéznych niekonwencjonalnych zrodet, sa dowody zebrane tylko na podstawie badan in
Vitro, co zostato zauwazone w publikacji H5. Na podstawie zestawienia 60. oryginalnych
prac badawczych z ostatnich lat stwierdzono, Ze tylko nieliczne badania prowadzono na
zwierzetach doswiadczalnych, a jeszcze mniej eksperymentow przeprowadzono z
udzialem ludzi. Nalezy podkreslic, ze badania in vivo sa bardziej kosztowne i
czasochtonne, dlatego tym wigkszg role odgrywa wstepna skuteczna selekcja szczepow
kandydatow do dalszych badan w kierunku zdefiniowania efektu probiotycznego (H5).

W pracach H1, H2 i H3 zaproponowatam zestaw i sekwencje¢ serii badan in vitro
nowych izolatéw bakterii, o duzej mocy dyskryminacyjnej, a zarazem prostych i tanich.
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Testy takie moga pozwoli¢ na wstepna, szybka selekcje szczepdw, przed przystapieniem
do badan in vivo, co stanowi zarowno warto$¢ naukows jak i aplikacyjna.

Ocena mozliwosci zastosowania wybranych szczepow Lactobacillus w  celu
ksztattowania jakosci Zywnosci funkcjonalnej

Niewatpliwg zaletg szczepéw LAB pochodzacych z zywnosci jest ich zdolno$¢ do
wzrostu 1 podejmowania aktywno$ci metabolicznej wilasnie w tych produktach.
Wiasciwosci technologiczne, ktore sg pozadane z punktu widzenia producenta i
konsumenta to: tatwo$¢ produkcji duzej ilosci biomasy, wysoka produktywnos¢ hodowli,
oporno$¢ na bakteriofagi, genetyczna stabilno$¢, opornos¢ na procedury utrwalania
starterow (zamrazanie, liofilizacja, przechowywanie), zywotno$¢ i stabilno$¢ pozadanych
cech bakterii w czasie przygotowania i dystrybucji produktow probiotycznych, wysoka
przezywalnos¢ przechowalnicza bakterii w gotowym produkcie, a takze zapewnienie
pozadanych cech sensorycznych gotowych produktéw (Nowak i wsp., 2010).

Mleko kozie ma cenne walory odzywcze, ale jednocze$nie jest trudnym
surowcem, ze wzgledu na mato atrakcyjne, a dla niektorych nieakceptowane cechy
sensoryczne, ktore w znacznym stopniu determinuja wybory konsumentow.
Rozwigzaniem, ktore zwigksza atrakcyjnos¢ tego produktu moze by¢ fermentacja.
Zauwazono, ze fermentowane napoje z mleka koziego charakteryzuja si¢ wysoka
warto$cig biologiczng 1 strawno$cig bialek, a takze zadowalajacymi cechami
sensorycznymi (Garcia i wsp., 2014). Podazajac za tym trendem w technologii zywnosci
postanowiono zastosowa¢ bakterie probiotyczne i potencjalnie probiotyczne do
fermentacji tego surowca, w celu dodania nowej wartosci funkcjonalnej (prozdrowotne;j).

W pracy badawczej przedstawionej w publikacji H4 podjeto probe zastosowania
wyselekcjonowanych we wczesniejszych badaniach H1 i H3, potencjalnie
probiotycznych szczepow Lb. rhamnosus K3 i Lb. plantarum O20 do wytworzenia
fermentowanych napojéw z mleka koziego. W celach porownawczych zastosowano takze
dwa szczepy probiotyczne dostepne komercyjnie Lb. acidophilus La-5 i Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB—12, pochodzace z kolekcji Chr. Hansena. Badane szczepy
zastosowano jako monokultury startowe, prowadzac proces fermentacji mleka metoda
zbiornikowg w temperaturze 37 °C do momentu ukwaszenia (pH 4,5-4,8). Tak
przygotowane napoje poddano ocenie jakosci mikrobiologicznej i sensorycznej w czasie
0, 3, 7,10 i 14 dni przechowywania w temperaturze 4°C.

W wyniku przeprowadzonych badan (H4) stwierdzono, ze poczatkowa liczba
komorek wprowadzonych szczepow bakterii byla wysoka (powyzej 108 jtk/ml) i
utrzymywala si¢ na tym poziomie przez caly okres przechowywania. Za najbardziej
pozadang wedlug kryterium smaku oceniajgcy uznali prébe mleka koziego
fermentowanego szczepem Lb. plantarum O20. Nap¢j fermentowany z uzyciem szczepu
Lb. plantarum O20 cechowat si¢ najwyzszymi notami jako$ci ogolnej, a takze zapachem i
smakiem mleczno — fermentacyjnym i gladkoscia. Dodatkowo fermentacja z udziatem
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tego szczepu zamaskowata smak i zapach ,kozi” — typowy dla mleka koziego.Napoj
fermentowany z uzyciem szczepu Lb. rhamnosus K3 cechowal si¢ $rednimi notami
jakosci ogolnej, na ktoére miaty wplyw wysokie noty smaku kwasnego oraz niezbyt
wysokie noty gtadkosci. Najgorzej oceniono napdj fermentowany z uzyciem szczepu Lb.
acidophilus La-5, ktory charakteryzowat si¢ takze najwigksza intensywnoscig not smaku
kwasnego, a takze do$¢ intensywnym smakiem gorzkim, draznigcym i ,,.kozim”. Z kolei
nap6j fermentowany z uzyciem szczepu Bifidobacterium animalis BB12 cechowat si¢
tagodnym smakiem i zapachem, nietypowym dla mlecznych napojéw fermentowanych.
Istotniec wyzsza intensywno$¢ smaku stodkiego i nizsza smaku kwasnego i mleczno —
fermentacyjnego, w poréwnaniu z pozostatymi wariantami prob napojow, sprawita, ze
pozadalnos$¢ tego napoju byta umiarkowana.

Na podstawie badan wlasnych zaprezentowanych w publikacji H4 mozna
stwierdzi¢, ze zastosowanie roznych szczepow bakterii probiotycznych i potencjalnie
probiotycznych do fermentacji mleka koziego w znacznym stopniu determinuje
jakos$¢ sensoryczng. Przydatnos$¢ technologiczna bakterii zastosowanych w badaniu
byla zréznicowana, przy czym jako$¢ sensoryczna napojow wytworzonych z
udzialem szczepu Lb. plantarum 020, ktéry wyizolowano z kiszonych ogérkow byla
najlepsza.

Udowodnilam tym samym, ze istnieje mozliwos¢ wyprodukowania
funkcjonalnych fermentowanych napojow z mleka koziego, o odpowiednio duzej
dawce zywych komorek bakterii w 1 g produktu, co pozwala na uznanie tej zywnosci
za funkcjonalng. Stwierdzilam, ze przydatnos¢ technologiczna szczepéw byla
zréznicowana i zalezna od jakosci sensorycznej uzyskanych napojow, weryfikujac
pozytywnie hipoteze 4.

Szczepy bakterii Lactobacillus wyizolowane i scharakteryzowane przeze mnie w
zaprezentowanych publikacjach H1, H3 i H4 znalazty takze zastosowanie W pracach
innych autorow (Sionek i1 wsp., 2015; Sionek 1 wsp., 2016; Trzaskowski wsp., 2018) oraz
wlasnych (Szydtowska i wsp., 2017). Udowodniono, ze wybrane szczepy bakterii
Lactobacillus wyizolowane z zywnosci fermentowanej w sposob tradycyjny moga
znalez¢ zastosowanie w projektowaniu zywnosci funkcjonalnej (soki warzywne, napoje
miodowe, sorbety z dyni). Nowe szczepy bakterii o cechach potencjalnie probiotycznych
sa zdeponowane w wewnetrznej kolekcji Zaktadu Higieny i1 Zarzadzania Jakoscia
Zywnosci Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Podsumowanie

Przedstawiony jako osiagniecie cykl publikacji stanowi wieloetapowe badanie
podejmujace problem pozyskiwania szczepow probiotycznych do stosowania u ludzi. W
przedstawionym oOsiagnigciu scharakteryzowatam cechy funkcjonalne i ocenitam
przydatnos¢ technologiczng szczepow bakterii Lactobacillus, ktoére wyizolowatam z
zywnosci fermentowanej w sposob tradycyjny.
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W wyniku przeprowadzonych badan wtasnych, a takze w oparciu o analiz¢ prac
badawczych opublikowanych w literaturze przedmiotu w ostatnich latach, udowodnilam,
ze zywnos$¢ jest dobrym zrédlem izolacji bakterii 0 cechach probiotycznych, a
ponadto wybrane szczepy bakterii charakteryzuja sie¢ lepsza przydatnoscia do
projektowania zywnosci funkcjonalnej o atrakcyjnych cechach sensorycznych, w
poréwnaniu do izolatow z przewodu pokarmowego czlowieka, CO uwazam za
najwazniejsze osiagnigcie w swojej dotychczasowej pracy naukowo-badawczej.
Dodatkowym osiggni¢ciem jest zaproponowanie zestawu kompleksowych badan in
vitro, stuzacych wytypowaniu szczepéw kandydatow do dalszych badan in vivo.
Zaproponowana sekwencja szybkich testow in vitro pozwala na wyselekcjonowanie
szczepOw bakterii bezpiecznych, opornych na niskie pH Srodowiska i wysokie
stezenie soli kwasow zélciowych, a takze wykazujacych zdolno$¢ adhezji do
enterocytow i potencjal immunoregulujacy.

Uzyskane wyniki badan dostarczaja dowodow i wiedzy na temat aktywnosci
probiotycznej bakterii Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci, co przektada si¢ na ich
prozdrowotne dzialanie w organizmie czlowieka i predysponuje do dalszych badan w
kierunku zdefiniowania efektu prozdrowotnego in vivo. Prezentowane w moim
Osiggni¢ciu  badania majg takze istotny charakter aplikacyjny. Badane bakterie
Lactobacillus mogg znalez¢ zastosowanie jak kultury startowe do produkcji zywnoS$ci
funkcjonalnej.

Za najcenniejsze osiagniecie wynikajace z przedstawionych do oceny badan
uwazam:

o Wykazanie, ze zywno$¢ fermentowana w sposob tradycyjny jest dobrym zroédtem
izolacji bakterii 0 wiasciwosciach definiowanych jako probiotyczne, ktore sa
porownywalne ze szczepami o udokumentowanych  wiasciwosciach
probiotycznych, izolowanymi z przewodu pokarmowego cztowieka.

o Optymalizacje i zaproponowanie zestawu i sekwencji metod pracy badawczej in
vitro, ktorych celem jest szybki i o odpowiedniej mocy dyskryminacyjnej skrining
bakterii pod wzgledem ich cech probiotycznych.

. Wykazanie, ze dobor odpowiedniego nosnika Zzywnos$ciowego 1 odpowiedniej
dawki bakterii probiotycznych ma kluczowe znaczenie w projektowaniu zywnosci
funkcjonalnej, poniewaz determinuje przezywalnos¢ bakterii podczas trawienia in
vitro i w konsekwencji mozliwos¢ wywotania efektu terapeutycznego.

o Wykazanie, ze wybrane szczepy bakterii Lactobacillus wyizolowane z zywnosci
sa bezpieczne do stosowania u ludzi 1 mogg przetrwa¢ w warunkach symulujacych
przewod pokarmowy, wykazuja zjawisko adhezji do komodrek nabtonka
jelitowego in vitro i dziatanie immunoregulujace.

o Wykazanie, ze wybrane szczepy bakterii Lactobacillus wyizolowane z zywnosci
moga by¢ zastosowane do wytwarzania zywnosci o cechach funkcjonalnych ze
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wzgledu na lepsza przydatnos¢ technologiczng, rozumiang jako otrzymanie
produktu o pozadanych cechach sensorycznych, w poréwnaniu ze szczepami 0
udokumentowanych cechach probiotycznych.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Przed doktoratem

Badania do pracy magisterskiej w 2002 r. wykonatam w Katedrze Technologii
Gastronomicznej i Higieny Zywnosci pod kierunkiem naukowym dr Malgorzaty
Jatosifiskiej. W badaniach tych zajmowalam si¢ ocena przezywalnos$ci bakterii
probiotycznych w zaprojektowanym napoju marchwiowym. Pozytywne wyniki badan, a
takze che¢ zglebiania wiedzy dotyczacej zastosowania probiotykéw w zywnosci sklonity
mnie do podj¢cia studiow doktoranckich, na ktore zostatam przyjeta w 2003 r. Badania
do pracy doktorskiej prowadzitam w tej samej Katedrze pod kierunkiem naukowym prof.
dr hab. Danuty Kotozyn-Krajewskiej, p6zniejszej promotor mojej pracy doktorskiej.
Celem pracy bylo zaprojektowanie napoju sojowego fermentowanego szczepem bakterii
probiotycznych oraz skonstruowanie matematycznych modeli prognozujacych
przezywalno$¢ tych bakterii w produkcie w réznych warunkach. W wyniku badan
zaprojektowano probiotyczny nap6j sojowy o akceptowalnych cechach sensorycznych i
odpowiednio licznej populacji bakterii dodanych (Zat.4 I1I.D.1 i 11.D.2 oraz 111.B.1,
[11.B.2). Nastepnie dobrano odpowiednie warunki dojrzewania i przechowywania napoju
oraz oceniono przezywalno$¢ bakterii w zaprojektowanym napoju (Zal.4 11.D.3 oraz
I11.B.3, 111.B.4, 111.B.5). Kolejny etap badan polegal na wykorzystaniu danych
eksperymentalnych do skonstruowania prognostycznych modeli wzrostu i przezywalnos$ci
bakterii probiotycznych w napoju sojowym (Zal.4 11.D.4 oraz 111.B.6). Dnia 17 grudnia
2008 r. odbyta si¢ publiczna obrona mojej pracy doktorskiej pt.: ,, Prognostyczne modele
przezywalnosci  bakterii  probiotycznych w fermentowanym napoju sojowym” na
posiedzeniu Rady Wydziatu Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW w
Warszawie, gdzie otrzymatam stopien naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
technologia Zywnosci i zywienia, a moja rozprawa doktorska zostata wyrdzniona.
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Efektem prac podjetych w trakcie doktoratu byty publikacje (Zat.4 11.A.3, I1.D.9,
I1.D.15), doniesienie konferencyjne (Zaf.4 111.B.7), zgtoszenie patentowe (Zat.4 11.B.1), a
takze wdrozenie, polegajace na umieszczeniu skonstruowanych modeli w Prognostyczne;j
Bazie Danej (Zat.4 111.A.2), ktéra jest udostepniona nieodptatnie do celow szkoleniowych
i wykorzystania w przemysle (http://prognostycznabazadanych.sggw.pl/). Efekty te
zostaly opublikowane juz po doktoracie, o czym bedzie mowa ponize;.

Po doktoracie

W grudniu 2008 r. zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze
Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywieniu
Cztowieka 1 Konsumpcji SGGW w Warszawie, a nastepnie od 2010 r. do dzi$ pracuj¢ na
stanowisku adiunkta. Po obronie pracy doktorskiej podjetam aktywno$¢ naukowo-
badawcza w wielu obszarach, wséréd ktorych mozna wyrdzni¢é nastgpujace grupy
tematyczne:

Izolacja, identyfikacja i genotypowanie bakterii fermentacji mlekowej;

* Bezpieczenstwo stosowania bakterii fermentacji mlekowej, ich wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i oporno$¢ na warunki symulujace pasaz zotadkowo-
jelitowy;

» Technologiczne wykorzystanie bakterii probiotycznych;

Modelowanie matematyczne i jako$¢ mikrobiologiczna Zywnosci.

5.1. Izolacja, identyfikacja i genotypowanie bakterii fermentacji mlekowej

W latach 2011-2013 bratam udziat w projekcie badawczym Programu
Wykonawczego z Instytutem Mikrobiologii Biatoruskiej Akademii Nauk, Republiki
Biatorusi nt.: ,, Proba izolacji i charakterystyka bakterii probiotycznych oraz
zastosowanie w wybranych produktach zywnosciowych” w charakterze glownego
wykonawcy ze strony SGGW. W ramach tego projektu podjetam pierwsze proby izolacji
1 wstepnej identyfikacji fenotypowej bakterii fermentacji mlekowej z Zywnosci. Badania
zaowocowaly doniesieniami na konferencje (Zat.4 I11.10 i I11.13), a takze sklonity mnie
do kontynuacji prac nad izolacja, identyfikacjg i charakterystyka bakterii. Efektem prac
tego projektu bylo takze wykorzystanie bakterii probiotycznych w projektowaniu
zywnosci funkcjonalnej, co zostanie omowione w podrozdziale 5.3.

Nastepnie uzyskatam finansowanie jako kierownik zadania badawczego w ramach
wewnetrznego trybu konkursowego na Wydziale Nauk o Zywieniu Czlowieka i
Konsumpcji, SGGW w Warszawie, dla mlodego pracownika nauki w trzech kolejnych
latach: w 2012 r. nt: ”Badania in vitro wybranych wtasciwosci probiotycznych bakterii
kwasu mlekowego wyizolowanych z tradycyjnej zywnosci fermentowanej”, w 2013 r. nt.:
., Przydatnos¢  biotechnologiczna  bakterii  kwasu mlekowego o wlasciwosciach
potencjalnie probiotycznych (kontynuacja badan)” i w 2014 r. nt.. ,, Genotypowanie
bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych z Zywnosci”.
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W 2013 r. odbylam takze staz naukowy w Katedrze Genetyki, Hodowli i
Biotechnologii Roslin, SGGW pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Z. Przybeckiego,
gdzie uczestniczac w projekcie ,, Podstawy metodyczne transformacji ogorka (Cucumis
sativus L.) wysokoczgsteczkowym DNA” zdobytam cenng wiedze¢ i umiej¢tnosci z zakresu
genetyki i biologii molekularnej. Wynikiem tej wspotpracy byta takze publikacja
dotyczaca nowych metod biologii molekularnej oraz technik sekwencjonowania nowej
generacji, w przygotowaniu ktorej miatam zaszczyt uczestniczy¢ (Zal.4 11.A.4). Dzigki
zdobytemu doswiadczeniu w laboratorium biologii molekularnej, bylam w stanie
zorganizowa¢ wilasny warsztat pracy i rozpocza¢ prace nad genotypowaniem bakterii
fermentacji mlekowej, ktore wyizolowalam z zywnosci.

Efektem realizacji projektow, a takze wtasnych prac badawczych jest liczna kolekcja
nowych szczepow bakterii, wsrdod ktorych jak dotad 78 zostato zidentyfikowanych
genetycznie, a ich sekwencje nukleotydéw sg opublikowane w bazie GenBank NCBI
(Zal. 4 1L E.1-4). Zrédtem izolacji szczepow bakterii fermentacji mlekowej byta zywno$é
wytwarzana w sposob tradycyjny tj.: ekologiczne wedliny surowo dojrzewajace (Zatl.4
I1.LA.7, 11.D.18 i 111.B.26), sery regionalne oscypek i korycinski (Zat.4 11.4.5), ekologiczna
serwatka kwasowa (Zaf.4 II.A.6) oraz kiszone ogorki i kapusta, ktore omowiono w
osiggni¢ciu powyzej (Zal.4 1B.1). Kolekcja nowych szczepow, zdeponowana w
Zaktadzie Higieny i Zarzadzania Jakoécia Wydziatu Nauk o Zywieniu Czlowieka i
Konsumpcji zostata zaprezentowana w publikacji W Czasopi$mie branzowym Przemyst
Spozywczy (Zat.4 11.D.12). Szczepy te mogg znalez¢ zastosowani jako kultury startowe do
produkcji zywnosci fermentowanej lub jako kultury ochronne.

Doswiadczenie, ktore zdobylam podejmujac problematyke identyfikacji bakterii na
poziomie szczepu opisatam w publikacji (Zal4 11.D.13) i zaprezentowalam na
konferencji (Zat.4 111.B.9). W publikacji tej skupiono si¢ na problemie izolacji bakterii z
zywnosci 1 wskazaniu metod identyfikacji, ktére mogltyby by¢ pomocne w przemysle lub
inspekcji w celach potwierdzania obecnos$ci bakterii probiotycznych w zywosci na
poziomie szczepu. Jest to kluczowe, poniewaz wlasciwosci probiotyczne sa
szczepozalezne. W innej publikacji (Zal.4 11.D.22) zwrdcono szczegdlng uwage na
problem hodowlanosci bakterii. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy w produktach
zywnosciowych, szczegolnie tych o niskich wartosciach pH 1 przechowywanych w
niskich temperaturach, bakterie mogg przechodzi¢ w stan zywe, ale nichodowane, zwany
VBNC (ang. viable but non culturable). W takim przypadku metody klasyczne,
polegajace na hodowli bakterii na pozywkach staja si¢ nieprzydatne. W pracy tej
przeanalizowano  przydatno§¢  metod  mikrobiologicznych,  biochemicznych,
genetycznych, proteomiki oraz innych technik molekularnych. Stwierdzono, ze zgodnie z
obecnym stanem wiedzy najlepszg metoda, ktéra mogtaby pomdc w rzetelnym okresleniu
populacji bakterii probiotycznych na poziomie szczepu jest cystometria przeptywowa, a
takze kombinacja metod hodowlanych 1 elektroforetycznych PFGE.
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5.2. Bezpieczenstwo stosowania bakterii fermentacji mlekowej, ich wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i oporno$¢ na warunki symulujace pasaz
zoladkowo-jelitowy

Od 2013 r. bytam promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Anny Rzepkowskiej
(obecnie dr inz. Anny Lepeckiej), a wezesniej promotorem jej pracy magisterskiej. Tytut
pracy doktorskiej to: ,, Ocena in vitro wiasciwosci probiotycznych szczepow bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowanych z zywnosci”. Zakres pracy obejmowal izolacje
bakterii fermentacji mlekowej z wedlin surowo dojrzewajacych i z serwatki kwasowej, a
takze ich ocen¢ bezpieczenstwa i przezywalno$ci w warunkach symulujgcych pasaz
zolagdkowo-jelitowy. Moja rola obejmowala opicke naukows, pomoc W organizacji
warsztatu pracy i w optymalizacji metod badawczych, a takze nadzor nad realizacjg prac
eksperymentalnych. Praca ta zostala zakonczona, a obrona doktoratu odbyta si¢ w
pazdzierniku 2017 r.

Rownolegle od 2014 r. jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej
Aleksandry Oldak, a wezesniej bytam promotorem jej pracy magisterskiej i inzynierskie;j.
Temat pracy doktorskiej to: ,, Ocena wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z Zywnosci”. Zakres pracy obejmuje ocene
porownawcza wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych in  virto szczepow bakterii
wyizolowanych z serow regionalnych: oscypek i korycinski. Moja rola polega na opiece
naukowej, pomocy w organizacji warsztatu pracy i w optymalizacji metod badawczych, a
takze na nadzorze nad realizacja prac eksperymentalnych. Obecnie prace badawcze
zostaly zakonczone, a doktorantka sktada egzaminy doktorskie.

Dzigki $cistej wspolpracy z doktorantkami udato si¢ skonstruowac unikalny zespot
badawczy, zorganizowaé warsztat pracy 1 przeprowadzi¢ szereg doswiadczen 1 analiz.
Wspotpraca ta zaowocowata licznymi publikacjami i doniesieniami na konferencje, ktore
zostang omowione ponizej.

Zgodnie z zaleceniami FAO/WHO (2002) w trakcie oceny wiasciwosci
probiotycznych bakterii kolejnym krokiem, po wiasciwej identyfikacji jest ocena
bezpieczenstwa. W swoich badaniach zajgtam si¢ rowniez ta tematyka. W publikacji
(Zat.4 11.D.10) oméwiono kryteria, ktore bierze si¢ pod uwage w ocenie bezpieczenstwa
in vitro. Szczeg6lng uwage zwrdcono na profil antybiotykoopornos$ci, dzigki ktoremu
mozliwa jest wstepna selekcja szczepow kandydatéw. Antybiotykoopornos¢ jest nie tylko
problemem pojawiajacym si¢ wsrod bakterii patogennych, coraz wigcej doniesien
wskazuje takze, ze bakterie Lactobacillus moga by¢ swoistym rezerwuarem genow
opornosci na antybiotyki. W badaniach zaprezentowanych w publikacjach (Zat.4 11.A.6 i
7 oraz Zat.4 1.B.1) okreslono profil antybiotykooporno$ci wyizolowanych przeze mnie
szczepOw bakterii fermentacji mlekowej z uzyciem E-testow, czyli paskow nasgczonych
gradientem okreslonych antybiotykow. Dodatkowo w przypadku szczepow
wyizolowanych z wedlin surowo dojrzewajacych przeprowadzono ocen¢ genotypow3q i
potwierdzono obecno$¢ gendéw kodujgcych opornos¢ na znane antybiotyki w DNA
genomowym bakterii. W tych samych badaniach (Zat.4 11.A.6 1 7 oraz Zatl.4 1.B.1) profil
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antybiotykooporno$ci uzupelniono o analize aktywno$ci enzymatycznej badanych
szczepOw bakterii, dzigki czemu udalo si¢ przeprowadzi¢ selekcje 1 wykluczy¢ szczepy
potencjalnie niebezpieczne. Wyniki badan zaprezentowano takze na konferencjach (Zat.4
111.B.18, 111.B.23, 111.B.28).

Jednakze ocena bezpieczenstwa stosowania bakterii probiotycznych u ludzi nie moze
opierac si¢ jedynie na badaniach in vitro. Waznym elementem sg badania prowadzone na
zwierzetach laboratoryjnych (takze immunodefektywnych) oraz badania kliniczne na
duzych grupach populacyjnych. Uwaza si¢, ze probiotyki moga by¢ teoretycznie
odpowiedzialne za cztery typy dzialan niepozadanych: zakazenia uktadowe, szkodliwg
dziatalno$¢ metaboliczng, nadmierng stymulacje uktadu odpornosciowego u podatnych
jednostek i transfer gendéw. Szczegdétowa analize tych potencjalnych dziatan
niepozadanych przeprowadzono w pracy (Zat.4 11.D.21).

W publikacji (Zat.4 11.4.8) przedstawiono problem narastajgcej antybiotykoopornosci,
ktory dotyczy takze szczepéw LAB stosowanych jako kultury starterowe do zywnosci.
Zauwazono, ze mechanizmy dziatania antybiotykow i bakteriocyn (niskoczasteczkowych
biatek, wytwarzanych m.in. przez bakterie fermentacji mlekowej) sa podobne. Kluczowa
réznica pomiedzy tymi zwigzkami jest fakt nie generowania opornosci u
mikroorganizméw na bakteriocyny, w odréznieniu od antybiotykow. Niewatpliwg zaleta
bakteriocyn jest takze ich selektywny sposob dziatania, co moze przyczyni¢ si¢ do
ochrony bior6znorodnosci mikrobioty przewodu pokarmowego cztowieka. Problemem,
ktory ogranicza stosowanie bakteriocyn jest ustalenie skutecznej drogi podawania ich
pacjentom.

Waznym elementem oceny bakterii probiotycznych s3 ich wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, co zostato zaprezentowane w pracy (Zal.4 11.D.19). Z kolei w
publikacjach (Zat.4 I1.A.5, 11.LA.6 i 1LA.7) oraz doniesieniach na konferencje (Zat.4
111.B.22, 111.B.25, 111.B.27, 111.B.31, 111.B.35, 111.B.38, 111.B.42) przeprowadzono ocen¢
wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych in vitro m.in. z wykorzystaniem metody
studzienkowej, czy ocen¢ hamowania przylegania drobnoustrojow wskaznikowych do
linii komoérkowej Caco-2. Wykazano, ze bakterie fermentacji mlekowej wyizolowane z
zywnosci wykazuja silne dziatanie przeciwko Listeria monocytogenes, a takze
zroznicowane dziatanie wzgledem Salmonella, Escherichia coli i innym drobnoustrojom
psuyjacym. W doniesieniach na konferencje zwrocono takze uwage na wiasciwosci
antagonistyczne wzgledem Staphylococcus aureus (Zaf.4 111.B.39). W wielu przypadkach
aktywnos$¢ antybakteryjna utrzymywata si¢ po usunigciu z pozywki zywych komoérek
bakterii fermentacji mlekowej, a takze po neutralizacji otrzymanego supernatantu.
Sugeruje to, ze niektore z badanych szczepow bakterii moga wytwarza¢ bakteriocyny lub
inne niskoczasteczkowe biatka o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Co wigcej
zauwazono, ze wlasciwosci te sg zalezne od Zrddta izolacji.

Oporno$¢ na warunki panujagce w przewodzie pokarmowym cztowieka, rozumiane
jako niska wrazliwo$¢ bakterii na dzialanie enzymow, soli kwasow zotciowych 1 niskie
pH jest jednym z kluczowych kryteriow stawianych szczepom probiotycznym. Aby mogt
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nastgpi¢ efekt poprawy zdrowia bakteriec musza dotrze¢ zywe do dolnego odcinka
przewodu pokarmowego. Poniewaz problem ten uznalam za niezmiernie wazny,
postanowitam rozwing¢ t¢ tematyke w swojej pracy naukowej. W poszukiwaniu
metodyki badawczej natknetam si¢ na mnogo$¢ rozwiazan. W pierwszej kolejnosci (Zat.4
1.D.24 i Zal4 [B.1) postuzylam si¢ prostymi testami przezywalnosci bakterii w
zadanych warunkach, natomiast w pracy (Zal.4 11.D.6) skonstruowatam (razem z
doktorantkg Anng Rzepkowska) model statyczny in vitro, ktory uwzglednia cCigglosé
procesu trawienia. Z kolei w trakcie pobytu na stazu naukowym w Danii (Zal.4 1.B.2)
okreslatam przezywalnos¢ bakterii w modelu dynamicznym, co zostalo omowione w
osiggnieciu powyzej. Wybrane wyniki badan =zostaly takze zaprezentowane na
konferencjach (Zat.4 II1.B.14, II1.B.19, IIlI.B.34). W wyniku tych do$wiadczen
zauwazytam, ze kluczowym czynnikiem dyskryminacyjnym sposrdéd tych, ktore
stosowano w eksperymentach jest niskie pH soku zoladkowego. Wigkszo$¢ badanych
bakterii byta wrazliwa pH 1,5, ale pewna czg¢$¢ populacji bakterii, zaleznie od szczepu,
jest w stanie przetrwa¢ w pH 2,0, natomiast warto§¢ pH 3,5 nie wplywa istotnie na
liczebno$¢ zywych komorek bakterii podczas trawienia. Co istotne, zauwazono, ze
sktadniki zywnosci, w tym dodatek mleka (Zat.4 11.D.6) i $miectanki (Zal.4 III.B.40)
wplywaja ochronnie na komorki bakterii i zwigksza ich przezywalno$¢ w modelu
przewodu pokarmowego in vitro.

Reasumujac zauwazono, ze niektore bakterie wyizolowane z zywnosci moga
wykazywa¢ wlasciwosci definiowane jako probiotyczne. W publikacji (Zat.4 11.D.23)
szczegotowo omowiono aspekty prawne zwigzane z obecnoscig bakterii probiotycznych
na rynku zywno$ci, a takze zwrdcono uwage na ich pochodzenie. Positkujac sie
wynikami badan wlasnych oraz innych autoréw, stwierdzono, ze kluczowe jest
udowodnienie mozliwo$ci przetrwania bakterii w warunkach przewodu pokarmowego
cztowieka, niezaleznie od zrodta izolacji, aby moc spodziewac si¢ efektu probiotycznego.
Wyniki badan wilasnych zwigzane z tematem wiasciwosci probiotycznych in vitro
zaprezentowano takze na konferencjach (Zaf. 111.B.20, I1I.B.24, III.B.37) oraz
przygotowano zgloszenie patentowe nowego Szczepu Lactobacillus brevis i jego
zastosowania (Zat.4 111.B.2).

5.3.Technologiczne wykorzystanie bakterii probiotycznych

Moje zainteresowania naukowe skupiajg si¢ takze wokol wykorzystania bakterii
probiotycznych 1 potencjalnie probiotycznych w projektowaniu Zywnos$ci. Bakterie
probiotyczne sa najczeSciej sktadnikiem mlecznych napojow fermentowanych, a takze
innych produktéw powstajacych z mleka. Kierunkiem badawczym, ktory rozwingtam w
swojej pracy jest proba zastosowania innych surowcow (pochodzenia roslinnego i
zwierzecego) jako no$nikow bakterii probiotycznych. Pierwszym surowcem jaki
wykorzystalam w swoich badaniach byta soja. Mozliwosci zastosowania bakterii o
cechach probiotycznych do wytwarzania fermentowanego napoju  sojowego
zaprezentowano w pracach (Zat.4 11.4.2, 11.D.9, 11.D.15), a do wytwarzania tofu w pracy
(Zat.4 11.D.7). Innymi nosnikami bakterii probiotycznych, ktére analizowano byl sok
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marchwiowy (Zat.4 I1.D.16) oraz mus dyniowo-jabtkowy (Zaf.4 I1.D.8). Wyniki tych
badan zaprezentowano takze na licznych konferencjach (Zat.4 111.B.8, 111.B.11, 111.B.12,
111.B.13, 111.B.16, 111.B.41).

Surowce pochodzenia zwierzecego takze testowatam jako no$niki bakterii
probiotycznych. Zaprojektowano probiotyczny mleczny napdj fermentowany o smaku
ananasowo-kokosowym (Zaf.4 [11.B.21), synbiotyczne mleko fermentowane (Zaf.4
[11.B.29), potencjalnie probiotyczny napdj mleczny (Zal.4 I11.B.30), probiotyczne,
fermentowane napoje z mleka koziego (Zal.4 III.B.36 i 1.A.4), a takze probiotyczny
wyrob mleczno-czekoladowy (Zaf.4 111.B.33).

Biorac udziat w projektach naukowych: ,,Ekologiczne metody przetworstwa miesa i
wyrobu produktow miesnych bez stosowania dodatkow azotanow i azotynow z
uwzglednieniem wydtuzania trwatosci przechowalniczej tych produktow” w 2013r., a
takze ,,Przetworstwo produktow roslinnych i zwierzecych metodami ekologicznymi.
Badania nad innowacyjnymi rozwiqgzaniami w zakresie przetworstwa migsa, z
ograniczeniem dodatkow azotanow i azotynow oraz jednoczesnym wydtuzeniem trwatosci
przechowalniczej” w 2017r. oraz ,,Badania nad innowacyjnymi rozwigzaniami W zakresie
przetworstwa migsa, z ograniczeniem dodatkow azotanow i azotynow, w tym
wykorzystanie fermentowanego mleka roznych ras zwierzqt w zakresie przetworstwa
migsa i podrobow w celu wphywu na zdrowotnos¢, parametry sensoryczne i trwatos¢
wyrobow” w 2018r., ktorych jednym z celow byta proba zastosowania bakterii
probiotycznych do produkcji wedlin surowo dojrzewajacych, zauwazytam, ze migso jest
dobrym nos$nikiem dla bakterii probiotycznych. Mozliwosci zastosowania bakterii o
wlasciwo$ciach probiotycznych w przemystowej produkcji kietbas dojrzewajacych
zaprezentowano w pracy (Zat.4 111.B.32, 111.B.43). Dodatkowo zauwazono, ze kultury
starterowe w postaci bakterii probiotycznych moga zwigkszy¢ bezpieczenstwo zdrowotne
zywnosci, poprzez wytwarzanie bakteriocyn (Zat.4 II.D.14), czy wptywac korzystnie na
jakos$¢ poprzez ksztattowanie cech fizyko-chemicznych i sensorycznych (Zat.4 11.D.20)
migsnych wyrobow surowo dojrzewajacych. Analiz¢ ryzyka zastosowania bakterii
probiotycznych w produktach migsnych zaprezentowano w pracach (Zat.4 I1.A.1i11.D.5).

5.4.Modelowanie matematyczne i jako$¢ mikrobiologiczna zywnosci

Poktosiem badan podjetych podczas realizacji pracy doktorskiej byto skonstruowanie
modeli matematycznych, ktore moga =zosta¢ wykorzystane do prognozowania
mikrobiologicznego wzrostu 1 przezywalnos$ci bakterii probiotycznych w fermentowanym
napoju sojowym. Badania te zostaty opublikowane (Zat.4 11.4.3), a modele udostepnione
na platformie internetowej (Zal4 111.LA.2). W poOzniejszym toku pracy naukowo-
badawczej nie kontynuowatam badan nad modelowaniem matematycznym.

Jako$¢ produktow probiotycznych w ocenie konsumentoéw byta tematem pracy (Zal.4
[1.D.17). W doniesieniach na konferencje takze poruszono problem jakosci zywnosci
probiotycznej (Zat.4 111.B.15, III.B.17). W pracach tych zwrocono szczegdlng uwage na
analize mozliwosci zaspokojenia potrzeb konsumentow. Wykazano, ze przyczyng nie
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kupowania probiotykOw s3: wyzsza cena, brak wiary w dziatanie tego typu produktow,
brak zaufania do produktoéw probiotycznych oraz brak zadowolenia z efektow dziatania.
Pomimo tego stwierdzono, ze wigksza cze¢$¢ badanej populacji przywigzuje wage do
zdrowego sposobu odzywiania si¢ i jest otwarta na nowosci rynkowe. Czynniki te s3
wazne z punktu widzenia producentéw zywnosci.

Innym obszarem, ktory podjetam w swojej pracy jest jakos¢ mikrobiologiczna
zywnosci. W publikacji (Zal.4 [II1.D.11) omoéwiono problem psychrotroféw w
chtodniczym przechowywaniu zywno$ci, zwracajagc uwage nha nowe zagrozenia
mikrobiologiczne i na mozliwosci zapobiegania im. W artykutach popularno-naukowych
(Zat.4 11.D.26 1 11.D.27) rowniez podj¢to problem higieny (szczegélnie personelu) i
monitoringu higieny w zaktadach migsnych.

Waznym elementem mojej pracy naukowo-badawczej byly takze przeprowadzone
ekspertyzy 1 opracowania na zamodwienie. Ekspertyzy dotyczyly innowacyjnosci
produktow (Zatl.4 I11.M1-.2), natomiast prace zlecone - oceny jako$ci mikrobiologicznej
nowo zaprojektowanych wyrobow (Zaf.4 111.M.3-5).

W latach 2017 i 2018 bytam wykonawca w projektach finansowanych przez MRIRW
"Przetworstwo produktow roslinnych i zwierzecych metodami ekologicznymi.: Badania
nad optymalizacjq oraz rozwojem innowacyjnych rozwigzan w zakresie przetworstwa w
celu podnoszenia wartosci prozdrowotnych produktow ekologicznych” Dotacja Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi na rok 2017 oraz "Przetworstwo produktow roslinnych i
zwierzecych metodami ekologicznymi: Badania nad innowacyjnymi rozwigzaniami w celu
poprawy cech i parametrow sensorycznych produktow przetworstwa owocow i warzyw
ekologicznych z uwzglednieniem zachowania sktadnikow odzywczych otrzymywanych
produktow" Dotacja Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi na rok 2018. Efektem badan w
obu tych projektach bylo opracowanie receptur wysokobiatkowych batonow
ekologicznych, a takze kompleksowa ocena jakosci tych wyrobdéw (warto$¢ odzywcza,
jakos¢ mikrobiologiczna, fizyko-chemiczna, sensoryczna i tekstura). W ramach badan
okreslono takze termin przydatnosci do spozycia, a raporty z badan zostaty opublikowane
(Zat.4 ILE.3, ILE.4). W 2018 r. w ramach podsumowania prowadzonych badan na rzecz
rolnictwa ekologicznego, przeprowadzitam réwniez szkolenie dla producentow zywnosci
ekologicznej 1 doradcow w Ministerstwie Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi.

Obecnie biore udziat w projekcie naukowym.,, Opracowanie systemu monitorowania
marnowanej zZywnosci i efektywnego programu racjonalizacji strat i ograniczania
marnotrawstwa zywnosci”, akronim: PROM, finansowanym przez NCBIiR w ramach
konkursu Gospostrateg 1/385753/INCBR/2018. Zakres prac, w ktorych uczestnicze jako
wykonawca obejmuje okreslenie jakosci mikrobiologicznej i fizyko-chemicznej réznych
kategorii zywnosci, ktora jest przechowywana dluzej niz deklarowana przez producenta
data minimalnej trwatosci. Celem dziatan jest wyznaczenie faktycznej daty decydujacej o

bezpieczenstwie zywnosci.

W przysziosci pragne kontynuowaé prace naukowo-badawcza zwigzang z
probiotykami i szeroko rozumiang jako$cig zywnosci.
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Lp.

Nazwa pisma

Liczba publikacji

przed
doktoratem

po
doktoracie

IF*

IF -
letni)

Punkty
MNiSW**

Suma
punktow

A. Publikacje w czasopisma

ch naukowych posiadajacych wspolczynnik wplywu Impact

Factor (IF), znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Biomed Research

. International (2017) i . 2,583 | 2,931 25 25
Biomed Research

2 | International (2018) i 1 2,583 | 2,931 25 25

3 | Current Microbiology - 1 1,519 | 1,563 15 15

4 | Fleischwirtschaft - 1 0,112 | 0,096 15 15

5 Intt_ernatlonal Journal of ) 1 1.225 | 1,245 20 20
Dairy Technology
International Journal of

6 Food Properties - 1 1,845 | 1,610 25 25
International Journal of

7 | Food Science & - 1 2,383 | 2,173 25 25
Technology

g | LWT-Food Science - 1 2329 | 2,929 | 35 35
and Technology

9 |Plant Science - 1 3,437 | 4,148 35 35
Postepy Higieny i

10 | Medycyny - 1 0,783 | 0,820 15 15
Doswiadczalnej
Probiotic and

1| Antimicrobial Proteins i . 2,345 | 2,091 20 20

1 | The Journal of . 1 | 1439 | 1514 | 20 20
Microbiology
Zywno$¢. Nauka.

13 Technologia. Jako$¢ i ! 0,190 | 0,295 15 15

RAZEM: - 13 22,773 | 24,346 290 290

B. Czasopisma naukowe nieposiadajace wspolczynnika wplywu IF, wymienione w czesci B

wykazu Ministra

Acta Scientiarum
Polonorum

1 Technologia i 1 i i 15 15
Alimentaria
Przemyst

2 | Fermentacyjny i - 1 - - 6 6
Owocowo-Warzywny

3 | Przemyst Spozywczy - 3 - - 12 36
Zeszyty Problemowe

4 | Postepu Nauk - 1 - - 9 9
Rolniczych
Zywnosc¢. Nauka.

5 Technologia. Jakos¢ i 2 i i 13 26
Zywnosc¢. Nauka.

6 Technologia. Jakos¢ 4 i i i 8 32

RAZEM: 4 8 - - 124
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C. Oryginalne prace tworcze opublikowane w innym naukowym czasopi$mie
zagranicznym, w jezyku angielskim
1 Flelschv_w rtschaft ) 1 ) i 4 4
International
Journal of
Microbiology, ) ) i
2 Biotechnology and ! 4 4
Food Sciences
RAZEM: - 2 - - 8
D. Rozdzialy w monografiach naukowych
Prace opublikowane
1 jako rozdz?ai w ) 4 ) i 5 20
monografii w jezyku
angielskim
Prace opublikowane
5 jako rozdz¥ai w ) 4 ) i 4 16
monografii w jezyku
polskim
RAZEM: - 8 - - 36
E. Rozdzialy w podrecznikach akademickich w jezyku polskim
1 |Rozdziat - 1 - - - -
RAZEM: - 1 - - - 0
F. Publikacje w materialach konferencyjnych
W formie abstraktow
1 . A 1 8 - - - -
w jezyku angielskim
W formie abstraktow
2 w jezyku polskim S 27 i i i i
RAZEM: 6 35 - = = 0
G. Publikacje popularno-naukowe
1 |Polskie Mieso - 2 - - - -
RAZEM: - 2 - - - 0
H. Zgloszenia patentowe
1 | Zgloszenie patentowe 1 1 - - - -
RAZEM: 1 1 - - - 0
I. Sekwencje nukleotydéw zgloszone i opublikowane w bazieGenBank NCBI
1 ‘ Zgloszenia sekwencji - 78 - - - -
RAZEM: - 78 - - - 0
Razem wszystkie 159 22,773 | 24,346 : 458
publikacje

* wspolczynnik IF zgodnie z rokiem publikacji

** liczba punktéw wedtug wykazu czasopism punktowanych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego przypisana publikacji w
oparciu o:
1. Ujednolicony wykaz ze strony internetowej Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2007-2010)
2. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 20 grudnia 2012 r.
3. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 17 grudnia 2013 r.
5. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 31 grudnia 2014 r.
(ze zmianami z 18 grudnia 2015 r.)
5. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 23 grudnia 2015 r.
6. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 9 grudnia 2016 r.
7. Komunikat Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 26 stycznia 2017 r.
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Podsumowanie

Suma punktéw za publikacje, wedlug komunikatow Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego zgodnie z rokiem opublikowania wynosi: 458 (426 po uzyskaniu stopnia
naukowego doktora),

Sumaryczny impact factor (IF) publikacji naukowych wedtug listy Journal Citation
Reports (JCR) zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 22,773 (22,773 po uzyskaniu
stopnia naukowego doktora),

Liczba prac opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez Journal Citation
Reports (JCR) wynosi 13 (facznie 290 punktow, co stanowi 63,3 % ogdlnej liczby
punktow),

Indeks Hirscha opublikowanych prac wedlug bazy Web of Science (na dzien
25.03.2019r.) wynosi: 4,

Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (na dzien 25.03.2019 r.)
wynosi: 61 bez autocytowan 58, wedtug bazy Scopus: 78, bez autocytowan 71.

o bu \L& 47 o bl
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