Streszczenie

Lactobacillus helveticus wyrdznia si¢ sposréd wszystkich dotychcezas poznanych gatunkéw
bakterii kwasu mlekowego (ang. LAB, lactic acid bacteria) wysoka aktywnoscia proteolityczna.
Ponadto, gléwnie ze wzgledu na wysoka tolerancja na niskie pH, szybko$¢ zakwaszania mleka
wysoka aktywnos¢ enzyméw proteolitycznych wiele szczepow tych bakterii jest powszechnie
stosowanych jako kultury starterowe w wytwarzaniu produktéw mlecznych (Christiansen 1 in.,
2008; Nielsen 1 in., 2009).

Jednakze, L. helveticus wykazuje duza zmiennos$¢ wewnatrzgatunkowa. Wykazano, ze
nawet biotypy wyizolowane z tej samej niszy ekologicznej w znacznym stopniu réznia si¢ miedzy
soba, dodatkowo udowodniono, iz duza cz¢s¢ cech technologicznych jest uzalezniona od szczepu
(Gritfiths 1 Tellez, 2013; Gatti i in., 2014). Rodzime szczepy bakterii sa czesto zrédlem wielu
wlasciwosci przydatnych w przemysle mleczarskim. Dlatego tez, fenotypowa i genotypowa
zmienno$¢ gatunkowa bakterii L. helveticus sa obecnie przedmiotem wielu badan naukowych
(Sadat-Mekmene 1 in., 2011a; Broadbent i in., 2011; Cremonesi i in., 2012; Jingjing i in., 2015). Ta
réznorodno$¢ biologiczna wydaje si¢ by¢ powiazana ze specyfikq nisz ekosystemow, ktore sa
gléwnymi czynnikami wplywajacymi na tworzenie si¢ unikalnych cech seréow produkowanych
w okredlonych regionach (Gatti 1 in., 2003).

Lactobacillus helveticus jest gatunkiem dominujacym w naturalnych kulturach serowarskich
(przygotowywanych na bazie serwatki) stosowanych w produkcji tradycyjnych seréw. Ponadto,
niektore szczepy nalezace do tych bakterii wykazujq szereg wilasciwosci prozdrowotnych, ktore
przyczyniajq si¢ do wzrastajacego znaczenia L. helveticus w produkcji funkcjonalnych produktow
spozywczych oraz nutraceutykow (Taverniti 1 Guglielmetti, 2012; Giraffa, 2014).

System protelityczny omawianych bakterii sktada si¢ z trzech podstawowych sktadnikow:
proteaz serynowych zwiazanych z powierzchnig komorek bakterii (ang. CEPs, cell envelope-
associated serine proteinases), ktore inicjuja hydrolize kazeiny do oligopeptyddw; systemu
transportujacego, ktory przenosi oligopeptydy przez blone do wnetrza komorki bakterii, ostatni
element stanowia wewnatrzkomoérkowe peptydazy (o bardzo zréznicowanej specyfice
substratowej), ktore przyczyniaja si¢ do zwigkszenia puli wolnych aminokwaséw we wnetrzu
komorek bakterii (Savijoki i in., 2000).

Wystepujaca wsrod szczepow L. helveticns téznorodnosé genéw kodujacych biatka CEP
moze wplywa¢ na niektére parametry technologiczne takie jak np.: teksture i zapach

fermentowanych produktéw mlecznych, jak réwniez na tempo wzrostu bakterii w mleku, ilos¢



wytwarzanego kwasu mlekowego, zdolno$¢ do uwalniania z natywnej struktury biatek mleka
biologicznie aktywnych peptydéw (Genay i in., 2009).

W zwiazku z powyzszym, badania koncentrujace si¢ na analizie fenotypowych
igenotypowych cech L. Jeleticus w nawigzaniu do technologicznych  wtasciwosci
reprezentowanych przez rodzime szczepy moze poprawi¢ wlasciwosci powszechnie stosowany
kultur startowych lub przyczyni¢ si¢ do powstania nowych szczepionek serowarskich
pozwalajacych otrzymywanie wysokiej jakosci mlecznych produktéw fermentowanych.

Dlatego tez, w niniejszej pracy podjeto badania koncentrujace si¢ na ocenie przydatnosci
technologicznej L.  helveticus 2z uwzglednieniem niektorych — czynnikéw — genetycznych
determinujacych aktywnos¢ proteolityczng szczepow bakterii. Wyniki tego typu badan posiadaja
wymiar praktyczny i moga determinowac przyszle zastosowania szczepéw bakterii w produkeji
seréw dojrzewajacych lub innych fermentowanych produktéw spozywezych.

Realizowane badania byly skupione na analizie rodzimych szczepdw L. helveticus 80, B734,
T15, T80, T103, T104, T105, T159, T199, 141, ktére zostaly wyizolowane z tradycyjnych
fermentowanych produktow mlecznych i otrzymane dzigki uprzejmosci prof. dr hab. FLucji
Faniewskiej - Trokenheim (Katedra Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Polska). Wymienione mikroorganizmy nie byly dotychczas
wykorzystane przemystowo. Ponadto, w badaniach wykorzystano takze L. helveticus K1 (szczep
wyizolowany pochodzacego z Kanady fermentowanego produktu mlecznego), ktéry otrzymano
z Wydzialu Nauk o Zywnosci Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk w Olsztynie oraz Lactobacillus rhamnosus E/N (Biomed, Lublin). Jako szczep referencyjny
wykorzystano szczep L. helveticns DSMZ 20075 (IDSMRZ, Niemcy).

W niniejszej pracy postawiono nastepujace cele badawcze:
e Weryfikacja przynaleznosci analizowanych szczepéw do gatunku L. helveticus,

e Poréwnanie wybranych wlasciwosdci technologicznych wykazywanych przez badane
szczepy oraz wyodrebnienie sposréd nich mikroorganizméw charakteryzujacych sie

najwickszym potencjalem aplikacyjnym w produkcji seréw dojrzewajacych typu
szwajcarskiego,

e Opracowanie technologii seréw dojrzewajacych typu szwajcarskiego w skali laboratoryjne;
z udzialem wybranych rodzimych szczepow L. helveticus,

e Analiza biochemiczna i fizykochemiczna seréw dojrzewajacych otrzymanych przy
wykorzystaniu wybranych szczepow L. helveticus.

W ramach niniejszej dysertacji podjeto nastepujace problemy badawcze:

e Okreélenie dynamiki wzrostu hodowli komoérek szczepdw L. belveticus,



e Okredlenie wewnatrzgatunkowych réznic profili biatkowych oraz analiza poréwnawcza
frakcji biatek powierzchniowych szczepow L. helveticus,

e Identyfikacje genéw kodujacych proteazy zwiazane z powierzchniag komorek (biatka CEP)
wsréd analizowanych szczepow bakterii oraz analizy bioinformatyczne wybranych
sekwencji nukleotydowych,

e Pordwnanie ogdlnej aktywnos¢ proteolitycznej badanych szczepow,

e Okreslenie dynamiki obnizania warto$ci pH mleka, szybkosci tworzenia si¢ skrzepu
kwasowego przy udziale analizowanych szczepow bakterii, a takze analiza parametrow
tekstury uzyskanych mlecznych zeli kwasowych,

e Wybdr rodzimych szczepow L. helveticus wykazujacych najwicksza przydatnosé
technologiczna 1 potencjal aplikacyjny w produkcji serow dojrzewajacych, a takze
skomponowanie réznych wariantow szczepionek serowarskich z wlaczeniem wybranych
rodzimych szczepdw L. helveticus,

e Zaprojektowanie modelu procesu produkcji sera w skali laboratoryjnej z uwzglednieniem
poszczegblnych parametréow technologicznych i warunkéw dojrzewania oraz produkcja
serow dojrzewajacych typu szwajcarskiego z zastosowaniem wybranych szczepow
L. helveticus,

e Analizy fizykochemiczne, biochemiczne seréw w réznych etapach ich dojrzewania

Przeprowadzone badania analizy obejmowaly szeroki zakres analiz mikrobiologicznych,
biochemicznych oraz fizykochemicznych. Do realizacji cze$ci badan, wykorzystano m. in. metode
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (AAS) ze wzbudzeniem w plomieniu acetylen-powietrze,
technike chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo-jonizacyjng (GC-FID), chromatografie
jonowymienna, technike spektrometrii masowej MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry), jak réwniez techniki molekularne
polaczone z analizami bioinformatycznymi.

Analiza sekwencji genu 16S rRNA potwierdzila przynalezno$¢ wszystkich rodzimych
szczepow do gatunku L. Jelveticus. Wickszo$¢ badanych szczepéw charakteryzowala sie
podobnym do referencyjnego szczepu (DSMZ 20075) tempem wzrostu hodowli komoérek
(w plynnym podlozu de Man, Rogosa and Sharpe o podstawowym sktadzie). Najwolniejsza
dynamika wzrostu odznaczaly si¢ szczepy T105, T104 1 T15. Ponadto L. helveticus: 'T104, T103,

T199 i T15 wykazywaly najwigksze zréznicowanie pod wzgledem zdolnosci do fermentacii

roznych zrodet wegla w pozywee.



Analiza molekularna wykazala, wystepowanie wsréd analizowanych szczepoéw zmiennosci
dotyczacej obecnosci sekwencji gendw kodujacych proteazy zwigzane z powierzchnia komoérek
bakterii (biatka CEP). Wsréd analizowanych szczepow najbardziej rozpowszechnionym genem
kodujacym CEP byt prH3. Ponadto, najwicksza réznorodnoscia pod wzgledem ilosci
zidentyfikowanych sekwencji nukleotydowych kodujacych CEP  wyrdznialy si¢  szczepy
L. helveticus 141, ' T105 i T104, w ktérych wykryto obecno$é kombinacji sekwencji prH / priH2 /
priH3. Interesujacym jest fakt iz, T104 1T105 wykazaly najwyzsza aktywnos¢ proteolityczna
wsrdd wszystkich badanych rodzimych szczepéw. Poza tym, oba szczepy charakteryzowaly sig
najwicksza dynamika i zdolnoscia do obnizania wartosci pH mleka w procesie fermentacji oraz
wykazywaly zdolnosci do szybkiego tworzenia stabilnej struktury mlecznych skrzepdw
kwasowych wykazujacych pozadane wlasciwosci tekstualne.

Uzyskane wyniki mierzonych parametréw wskazuja, iz L. belveticus T104 1 T105 wykazywaly
najwigkszy potencjal technologiczny wéréd wszystkich badanych rodzimych szczepdw.
W zwiazku z tym oba szczepy zostaly wiaczone do kompozycji dwoch oddzielnych wariantow
szczepionek ktore zostaly wykorzystane do produkeji seréw dojrzewajacych typu szwajcarskiego.

Wyniki przeprowadzonych analiz biochemicznych 1 fizykochemicznych wykazaly, ze
produkty otrzymane z wykorzystaniem L. helveticus 'T104 1 T105 wykazaly podobne do seréw
kontrolnych wlasciwosdci za wyjatkiem efektu procesu oczkowania, ktoéry byl duzo bardziej
intensywne w finalnych produktach kontrolnych. Jednakze, sery wyprodukowane przy
zastosowaniu szczepionki zawierajacej w skladzie L. helveticus T104 po zakoniczeniu calego
procesu dojrzewania wykazywaly wicksze podobienstwo do produktéw finalnych z kontrolnego
wariantu pod wzgledem wartos$ci takich parametrow jak: sucha masa, zawarto§¢ bialka,
kwasowos$¢ ogolna, zawarto$¢ tluszczu oraz profil kwaséw tluszczowych, niz wyroby finalne
uzyskane przy zastosowaniu wariantu szczepionki zawierajacej T105. Natomiast, produkty finalne
uzyskane przy wykorzystaniu szczepionki zawierajacej szczep T105 wyrdznialy sie najwicksza
zawarto$cia wolnych aminokwasow, prekursoréw zwiazkéw o wlasciwosciach aromatyczno-
smakowych. Ponadto, wodne ekstrakty pochodzace z tego wariantu seréw charakteryzowaly si¢
najwyzsza aktywnoscia przeciwutleniajaca.

Otrzymane wyniki maja znaczenie praktyczne, wskazuja na mozliwosci dalszego
wykorzystania analizowanych rodzimych szczepdw L. helveticus w przemysle mleczarskim. Wyniki
analiz sugeruja, iz zastawanie szczepu T105 moze przyczyni¢ si¢ do wzbogacenia skladu
powszechnie stosowanych szczepionek serowarskich, a takze by¢ moze pozwoli na stworzenie
nowych kultur starterowych o cennych wlasciwodciach reprezentowanych przez ten szczep.

Jednakze, obiecujace rezultaty badan niewatpliwie wymagaja przeprowadzenia dalszych analiz.



Istnieje bowiem nadal potrzeba ustalenia m.in. optymalnej proporciji analizowanych szczepéw

L. helveticns oraz pozostalych skladnikow tworzacych kompozycje szczepionki serowarskiej, co

decyduje

o mozliwosci otrzymywania produktéw o odpowiednich wlasciwosciach aromatycznych

1 smakowych.
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sery dojrzewajace typu szwajcarskiego
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