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Streszczenie: Nowoczesne badania w dziedzinie nauk o zywnoéci i Zywieniu przechodza od klasycznych metodologii do zaawansowanych
strategii molekularnych, w ktorych kluczowa role odgrywa technologia sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Foodomika, ktéra
zostala niedawno zdefiniowana jest nowym, globalnym podejsciem wykorzystujacym zaawansowane technologie ,,omics” w analizach
zywno$ci. W ostatnich latach technologie ,,food-omics” sg szeroko stosowane w mikrobiologii zywnosci w kierunku identyfikacji, kwan-
tyfikacji i $ledzenia mikrobiologicznych konsorcjow zywno$ciowych oraz oceny jakoéci i bezpieczefistwa zywnosci. Metagenomika, zwana
genomika populacji drobnoustrojow jest oparta na sekwencji niezalezna od hodowli analizg zbiorowych genoméw mikroorganizméw
obecnych w danym $rodowisku. Ta szybko rozwijajaca sie technika dostarczyta nowych informacji na temat réznorodnoéci taksonomicz-
nej i dynamiki spotecznoséci mikroorganizméw na poziomie rodzaju, gatunku a nawet szczepu. Zintegrowane podejécie metagenomiczne
okazalo si¢ poteznym narzedziem w profilowaniu ekologii mikrobiologicznej ztozonych ekosystemdw takich jak zywno$¢ fermentowana.
Obecne kierunki badan koncentruja si¢ na zrozumieniu i mozliwoéci kontroli procesu fermentacji w celu zapewnienia statych wtasci-
woéci sensorycznych produktdw, zwigkszenia bezpieczenistwa i ograniczenia psucia si¢ zywnoéci. Celem niniejszego przegladu jest przed-
stawienie najnowszych osiagnie¢ w zakresie wykorzystania technologii ,,food-omics” w analizach biordznorodnoéci i funkcjonalnosci
metagenomu produktéw zywnoséciowych, bezpieczenistwa zywnosci i kontroli jako$ci oraz biezacych wyzwan i potencjalnych zastosowan.

1. Wstep. 2. Metodologie i technologie w dziedzinie ,,food-omics” 3. Zastosowanie technologii ,,food-omics” w analizach Zywnosci.
3.1. Metagenomika jako narzedzie do monitorowania procesu fermentacji. 3.2. Monitorowanie warunkéw przechowywania zywnosci.
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“FOOD-OMICS” APPLICATIONS IN THE FOOD METAGENOM PROFILING

Abstract: Modern research in food science and nutrition is transferring from classical methodologies to advanced molecular strategies
in which next-generation sequencing (NGS) technology plays a crucial role. In this context, Foodomics has been recently defined as
a new and global field using advanced “omics” technologies in food analysis. In recent years, “food-omics” technologies are widely appli-
cated in food microbiology to identify, quantify and to track food microbial consortia in the food chain, as well as in the food safety and
quality assessment. Metagenomics, referred to as community genomics is a sequence-based analysis of the collective genomes of micro-
organisms present in a given environment. This rapidly developing technique has provided new knowledge about taxonomic diversity and
the dynamics of microbial communities at the genus, species and even strain level. An comprehensive metagenomic approach has proven
to be a powerful tool in profiling the microbial ecology of complex ecosystems such as fermented foods. Currently, research focuses on
understanding and controlling the fermentation process to ensure the consistent sensory properties of food products, increase safety and
reduce food spoilage. The goal of this review is to provide an overview of the latest achievements of the “food-omics” technologies applied
to biodiversity and functionality of food microflora, food safety and quality control. Furthermore, we discuss current challenges and future
applications of “food-omics” technologies in the food industry.

1. Introduction. 2. Methodologies and technologies in the field of food-omics. 3. Application of “food-omics” technology in food analysis.
3.1. Metagenomics as a tool for monitoring the fermentation process. 3.2. Monitoring food storage conditions. 3.3. Food safety monitor-
ing. 4. Summary
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1. Wstep Throughput Sequencing) wraz wielkoskalowymi tech-
nikami ,,omics” stata si¢ powszechnie wykorzystywa-

Technologia sekwencjonowania nastepnej generacji ~ nym narzedziem w dziedzinie nauk o Zywnosci i zywie-
(NGS, Next Generation Sequencing), zwana réwniez  niu. W 2009 roku grupa Cifuentesa zaproponowata
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem (HTS, High  nowa koncepcje oraz praktyczne podejscie ,,foodomiki”
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do wdrozenia metod ,,omics” w analizach zywnosci [8].
Obecnie, foodomika jest definiowana jako nowa, glo-
balna dyscyplina, ktéra taczy dziedziny badan zywno-
$ciizywienia przy uzyciu zaawansowanych technologii
omicznych, tj. genomika, transkryptomika, proteomika,
metabolomika oraz bioinformatyka, umozliwiajac prze-
prowadzenie kompleksowej oceny mikrobiologicznej
produktow spozywczych [90]. Zainteresowanie tech-
nologiami ,,food-omics” zbiega sie z wyrazng zmiang
trendu w medycynie i biotechnologii w kierunku popu-
laryzacji zdrowego zZywienia i zapobiegania chorobom
cywilizacyjnym, a takze z promocjg tak zwanej Zywno-
$ci funkcjonalnej [10].

Metagenomika, jako dyscyplina foodomiki, zwana
réwniez genomika populacji mikroorganizméw, umoz-
liwia dokfadng charakterystyke mibrobioty (d. mikro-
flory) spozywczej pod katem genetycznym dajac
podstawe do dalszych analiz filogenetycznych i funkcjo-
nalnych, bez koniecznosci ich hodowli w oparciu o kla-
syczne metody [20]. Juz w tej chwili mozliwe jest dokona-
nie precyzyjnej i szybkiej identyfikacji drobnoustrojow
na poziomie rodzaju, a nawet gatunku oraz okreslenie
ich zasobow genetycznych. W ostatnich latach techno-
logia HTS w oparciu o analizy metagenomiczne jest
szeroko stosowane w analizach mikrobiologii zywno-
$ci, obejmujgcych profilowanie metagenomu produktéw
spozywczych, typowanie szczepdw oraz monitorowanie
proceséw przechowywania i produkcji Zzywnosci [5, 35].
Zintegrowane techniki metagenomowe ujawnily nowy
wglad w dynamike ekosystemoéw fermentacyjnych oraz
charakterystyke réznorodnosci i interakcji gatunkow
mikroorganizméw w trakcie tego procesu. Wykazano,
ze wzajemne interakcje mikrobioty jelit i mieszanych
konsorcjow mikrobioty ziaren kefirowych moga mieé
pozytywny wplyw na jakos$¢ produktéow fermentowa-
nych poprzez wymiane ,informacji” i metabolitow.
Zjawisko wyczuwania liczebnosci (quorum sensing)
moze odgrywac istotng role w ztozonych spotecznos-
ciach mikroorganizméw bioracych udzial w procesie
fermentacji [81]. W oparciu o profilowanie mikrobioty
fermentowanych produktéow opisano szereg nowych
szczepOw starterowych, ktére majg istotne znaczenie w
przemysle spozywczym przy opracowaniu nowej gamy
produktéw mlecznych, tj. sery i kefir [1, 14]. W odnie-
sieniu do bezpieczenstwa zywnosci, zastosowanie zin-
tegrowanych analiz metagenoméw fermentacyjnych
znaczgco przyczynito si¢ do zrozumienia biologicznych
i biochemicznych proceséw produkcyjnych lokalne;j fer-
mentowanej zywnosci [21, 30]. Jednym z kluczowych
zastosowan zintegrowanych technologii ,food-omics”
w przemysle spozywczym jest zrozumienie pierwotnej
przyczyny skazen zywnosci oraz szybkiej i precyzyjnej
charakterystyki patogenéw w celu zapewnienia odpo-
wiedniej kontroli bezpieczenstwa i jakosci zywnosci
w calym tancuchu zywnosciowym [20, 45].

W niniejszym przegladzie przedstawiamy najnowsze
postepy w badaniach metagenomu produktéw zywno-
sciowych z wykorzystaniem technologii ,,food-omics”
w celu wyjasnienia w jaki sposob to podejscie moze
by¢ cennym narzedziem w dokladniejszej charaktery-
styce zywnosci i jej biotransformacji oraz opracowaniu
strategii kontroli jako$ci i bezpieczenstwa Zywnosci.
Ponadto, omawiamy aktualne wyzwania oraz przyszle
zastosowania zintegrowanych technologii ,,food-omics”
w przemysle spozywczym.

2. Metodologie i technologie w dziedzinie
»food-omics”

W ostatniej dekadzie wysokoprzepustowe sekwen-
cjonowanie (HTS) przeksztalcito si¢ z narzedzia badaw-
czego w rutynowe stosowanie w wielu dziedzinach,
w tym diagnostyce, badaniach epidemiologicznych,
analizach mikrobiologicznych zywnos$ci, monitorowa-
niu skazen zywnosci oraz analizach autentycznosci pro-
duktéw spozywezych [6, 35]. Dostepnos¢ tak poteznego
zestawu narzedzi oferuje ogromne mozliwoséci analizy
metagenomow zywnosci w celu zapewnienia wydajnosci
procesu, jakosci produktu i bezpieczenstwa zywnosci.

Modelowy eksperyment metagenomiczny zaklada
charakterystyke roznorodnosci taksonomicznej mikro-
organizméw (bakterie, grzyby) poprzez klasyfikacje
zakonserwowanych sekwencji markeréw (np. rDNA).
Analogiczne podejscie mozna réwniez zastosowa¢ do
charakterystyki chemotypow, wykorzystujac zdolnos¢
mikroorganizméw do produkeji réznych klas metabo-
litéw wtdérnych, dzieki niezwykle réznorodnym genom
szlaku biosyntezy [6]. Przygotowanie eksperymentu
z zakresu metagenomiki przebiega w kilku etapach:
(1) izolacja DNA, (2) tworzenie bibliotek dla docelo-
wych grup taksonomicznych, (3) sekwencjonowanie
z wykorzystaniem platformy, (4) analiza bioinforma-
tyczna wynikow sekwencjonowania, oraz (5) szczego-
fowy raport. Zalety badan profilowania metagenomu
opartego na HTS w poréwnaniu do metod tradycyj-
nych, obejmuja: (1) mozliwos¢ identyfikacji tysigcy
mikroorganizméw w czasie pojedynczej analizy;
(2) mozliwo$¢ identyfikacji bioréznorodnosci gatun-
kowej, jak i obfitosci ich wzrostu; (3) mozliwos¢ identy-
fikacji nowych gatunkéw i szczepéw mikroorganizmow,
ktérych identyfikacja w laboratorium jest niemozliwa;
(4) bardzo szybki screening ztozonych konsorcjow
mikrobioty oraz (5) lepsze zrozumienie procesow fizjo-
logicznych w celu kontroli mikrobioty.

Metagenomika to termin, ktory jest czesto uzywany
do opisania 3 réznych podejs¢: (1) okredlenie calej
sekwencji genomu pojedynczego hodowanego izo-
latu, zwane jako ,sekwencjonowanie calego genomu”
(WGS), (2) ,,metagenomika”, w ktorej NGS generuje
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sekwencje calej genomowej zawartosci spotecznosci,
zwane jako ,,losowe sekwencjonowanie” (WMG) oraz
(3) sekwencjonowanie amplikonu w oparciu o okres-
lone rodziny genéw markerowych [35]. Analizy ampli-
konu wykorzystuja markery genetyczne w oparciu
o regiony hiperzmienne (16S, bakterie) i transkrybo-
wanej transkrypcji wewnetrznej (ITS, grzyby) a wyniki
wysokoprzepustowego sekwencjonowania generowane
sa z duzg liczbg odczytow danej sekwencji w ciagu jed-
nej analizy. Masowe rownolegte sekwencjonowanie tych
apmlikonéw (metabarkoding, profilowanie mikrobio-
logiczne) generuje szereg informacji na temat zlozone;j
mikrobioty réznych nisz ekologicznych. Jedng z korzy-
$ci metody opartej na amplikonach jest mozliwos¢ $le-
dzenia kolejnych populacji drobnoustrojéw w czasie na
roznych poziomach taksonomicznych. W poréwnaniu
z losowym sekwencjonowaniem metagenomu (WMG),
metody oparte na 16S rDNA i ITS, umozliwiajg szcze-
gotowy wglad w dynamike réznorodnosci populacji
mikroorganizméw w odpowiednim czasie lub pod
wplywem zmian warunkéw $rodowiska. Zazwyczaj
sekwencjonowanie amplikonu ogranicza si¢ do iden-
tyfikacji na poziomie rodzaju, chociaz niektdre analizy
osiggnely przypisanie na poziomie gatunku, dzigki
dedykowanym klasyfikatorom gatunku i zastosowaniu
dluzszych technologii odczytu [75].

Metagenomika, oparta na losowym sekwencjono-
waniu genomu (WMS) ma klika zalet w poréwnaniu
z podejsciem opartym o amplikony. Wyjatkowa zaletg
WMS jest mozliwos¢ monitorowania dynamiki popula-
¢ji mikroorganizmoéw i ich potencjalu metabolicznego
bezposrednio w matrycy, a tym samym identyfikacji
i charakterystyki szerokiej gamy genéw, w tym nowych
gendw i operondw calej spotecznosci drobnoustrojow.
Co wiecej, mozliwe jest otrzymanie kompletnych geno-
mow mikrobiologicznych z metagenoméw, uzysku-
jac w ten sposéb rozdzielczo$¢ na poziomie szczepu.
Sekwencjonowanie catego genomu (WGS) jest szeroko
stosowane do badan pod katem wykrywania, identyfi-
kacji i charakterystyki patogendw, dostarczajac cennego
i szybkiego obrazu obecnosci markeréw genetycznych,
okreslajacych serotyp, zjadliwo$¢ czy opornos¢ pato-
genu [26]. Chociaz sekwencjonowanie WMS zapewnia
znacznie doktadniejszg charakterystyke taksonomiczna
i genetyczng populacji mikroorganizméw, koszt analiz
jest wcigz znacznie wyzszy w poréwnaniu z podejsciem
opartym na amplikonie.

Najczesciej stosowane platformy do sekwencjono-
wania metagenomu w oparciu o 16S rDNA i ITS, to
sekwenator Miseq (Illumina) oraz Ion Torrent Per-
sonal Machine (PGM) firmy Life Technologies. Plat-
formy wysokoprzepustowe nowej generacji, tj. NexSeq
500, i seria Hiseq (Illumina) oraz Ion Torrent (Life
Technologies) umozliwiaja sekwencjonowanie geno-
moéw zardwno organizméw prokariotycznych jak i

eukariotycznych. Sekwenatory Illumina i Ion réznia
sie znacznie pod wzgledem chemii do sekwencjono-
wania, wydajnosci (dlugos¢ odczytu, pokrycie), doktad-
nosci i kosztu analiz. Wybér platformy zalezy od celu
analiz i potrzeb uzytkownika oraz od przepustowosci
sekwencjonowania. Waznymi platformami do analiz
sekwencjonowania metagenomow sg rowniez plat-
formy PacBio RS II (Pacific Biosciences) i Nanopore
MinION (Oxford Nanopore Technologies) nalezace
do sekwenatorow trzeciej generacji (Third Generation
Sequencing, TGS). PacBio wykorzystuje technologie
sekwencjonowania pojedynczych czasteczek w czasie
rzeczywistym (SMRT), podczas gdy MinION techno-
logie nanoporéw [75]. Co wazne odczyty generowane
przez PacBio i MinION sg znacznie dluzsze niz gene-
rowane przez sekwenatory Illumina i Ion, co powo-
duje, ze obie platformy sg dedykowane do sekwen-
cjonowania genomu de novo i kompletnego skladania
genomoOw bakteryjnych. Strategie sekwencjonowania
trzeciej generacji (T'GS) nie sg jednak rutynowo stoso-
wane w analizach mikrobioméw. Niedawno do sekwen-
cjonowania pelnej dlugosci amplikonéw 16S rDNA
wykorzystano platforme¢ MinION trzeciej generacji
wygenerowang z syntetycznej spolecznosci dziesieciu
gatunkow drobnoustrojéow o roznej liczebnosci [52].
Profilowanie catego amplikonu 16S rDNA na podstawie
MinION prawidlowo identyfikowalo gatunki, a profile
taksonomiczne korelowaly z okreslonym poziomem ich
liczebnosci. Ta technika oferuje pewne ulepszenia pod
wzgledem glebokosci danych uzyskanych w poréw-
naniu z obecnymi strategiami 16S rDNA, umozliwia-
jac charakterystyke mikroorganizméw na poziomie
gatunku. Wkrétce mozna sie spodziewac, ze platformy
TGS zyskaja szersze zastosowanie zwigzane z mikro-
biologig zywnosci.

Dzieki rozwojowi technologii ,,omics” metage-
nomika oparta na sekwencjonowaniu DNA, zostala
poszerzona o analizy profilowania metatranskryp-
tomu (RNA-seq), metaproteomu i metabolomu. Meta-
transkryptomika obejmuje sekwencjonowanie cDNA,
wygenerowane z transkryptow mRNA w pojedynczej
probie zmieszanej spolecznosci mikroorganizméw w
celu globalnej analizy ekspresji genéw. Kompleksowe
analizy metagenomu z zastosowaniem RNA-seq umoz-
liwiaja funkcjonalng identyfikacje¢ szlakéw metabolicz-
nych o istotnym znaczeniu dla produkeji nie opisanych
wczesniej metabolitow. Profilowanie ekspresji gendw
umozliwia réwniez poznanie zmian ekspresji genow
mikroorganizméw w odpowiedzi na zmieniajace si¢
warunki $rodowiska, tj. temperatura, wilgotnos¢,
skladniki pokarmowe [15]. W przemysle spozywczym
techniki oparte na profilowaniu metagenoméw, moga
znalez¢ zastosowanie w optymalizacji proceséw pro-
dukcyjnych oraz w monitorowaniu autentycznosci
i bezpieczenstwa zywnosci.
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W mikrobiologii zywnosci metabolomike i meta-
proteomike stosuje si¢ odpowiednio do identyfikacji
i oceny ilosciowej metabolitow i biatek drobnoustrojow
w matrycy zywnosci. Sposréd enzymoéw o duzym zna-
czeniu biotechnologicznym, szczegélnie poszukiwane
sa lipazy i esterazy, pektynazy czy endonukleazy. Takim
bogatym zrédlem identyfikacji nowych metabolitow
jest metagenom zywnosci [15]. Analizy oparte o spek-
trometrie¢ mas (MALDI-TOF MS) czy chromatografie
cieczowy (LC) umozliwiajg analize proteomu i metabo-
lomu mikroorganizméw w celu identyfikacji waznych
szlakéw metabolicznych, w tym metabolitéw wtérnych
o potencjalnym zastosowaniu w biotechnologii, rolnic-
twie i przemysle spozywczym.

3. Zastosowanie technologii ,,food-omics”
w analizach zywnosci

3.1. Metagenomika jako narzedzie
do monitorowania procesu fermentacji

Fermentowane produkty na bazie mleka
Metagenomika jest cennym narzedziem do iden-
tyfikacji spofecznosci mikroorganizméw w proce-
sie fermentacji zywnosci. W przemysle spozywczym
technika ta zostala wykorzystana w opracowaniu pro-
fili taksonomicznych mikrobioty jogurtow, kefirow
czy serow, a takze do monitorowania etapow ich doj-
rzewania [14]. Analizy taksonomiczne i funkcjonalne
mikrobioty uczestniczacej w tradycyjnych procesach
fermentacyjnych umozliwity identyfikacje rdzennych
kultur starterowych oraz dowiodly, ze manipulujac pro-
cesami produkcji w sposéb istotny mozna stymulowac
$rodowisko mikrobioty w kierunku uzyskania fermen-
towanego produktu o pozadanych walorach organolep-
tycznych przy jednoczesnym zachowaniu wymaganych
wlasciwoséci produktu. Wykazano, ze rozne rodzaje
serow dojrzewajacych roéznig si¢ profilem gatunko-
wym mikroorganizméw, ktory jest istotnie skorelowany
z poszczegllnymi etapami ich dojrzewania. Na przy-
kfad, metagenom seréw dojrzewajacych poltwardych
cechowal si¢ wyzszym skladem ilosciowym Lactococ-
cus lactis i Staphylococcus xylosus w poréwnaniu do
serow dojrzewajacych twardych, dla ktérych charak-
terystyczny sklad mikrobioty stanowily Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus i Lactobacillus helveticus [89].
Ponadto kilka badan dotyczylo oceny réznorod-
nosci taksonomicznej oraz metabolicznej mikrobioty
serow w obrebie trzech badanych typow skorek; skorka
z porostem ple$ni (Brie i Camembert), naturalna skorka
sera z mleka niepasteryzowanego (St. Nectaire i Tomme
de Savoie), skorka serow pielegnowanych i przemy-
wanych (Taleggio, Gruyere i Epoisses), pobranych ze
137 réznych typéw sera pochodzacych z 10 krajow

Europy i Stanéw Zjednoczonych [89]. W produkcji
serow tradycyjnie dojrzewajacych na ich powierzchni
tworzy sie biofilm, zwany skorka, skfadajacy sie z gatun-
kow bakterii i grzybow pochodzacych z surowego
mleka, kultur starterowych oraz ,,starzejacego” sie §ro-
dowiska [46]. Analizy oparte na wysokprzepustowym
sekwencjonowaniu (HTS) w oparciu o 16S rDNA i ITS,
wykazaly, ze profil taksonomiczny mikrobioty jest istot-
nie zréznicowany w serach w zalezno$ci od typu skorki,
pH i wilgotnosci Srodowiska produkcji, niezaleznie od
pochodzenia geograficznego. Wzory skladu taksono-
micznego i sukcesji metagenomu seréw wykazaly obec-
nos¢ 24 rodzajow bakterii (Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes) i grzybow (Saccharomyce-
tales, Microascales, Hypocreales, Eurotiales) oraz stwier-
dzono, ze co najmniej 60% bakterii i 25% grzybow nie
nalezato do kultur starterowych [89]. Ponadto, zidenty-
fikowano dwa rodzaje bakterii, Yaniella i Nocardiopsis,
o ktorych nigdy nie informowano w ekosystemach
mikrobiologicznych zywnosci. Stwierdzono réwniez
ze halotolerancyjne y-Proteobacteria, tj. Vibrio, Halo-
monas i Pseudoalteromonas, zwigzane ze srodowiskiem
morskim byly szeroko rozpowszenione w biofilmach
serow wytwarzanych we wszystkich regionach geogra-
ficznych. Kilka taksonéw grzybowych (Scopulariopsis,
Aspergillus) i bakteryjnych (Actionobacteria, Staphylo-
coccus) dominujacych w skoérkach seréw St. Nectaire
i Tomme de Savoie, wykazalo pozytywna korelacje
z parametrami wilgotnosci w trakcie procesu dojrze-
wania. Sery Taleggio, Gruyere i Epoisses, znane z ich
ostrych aromatéw, byly wzbogacone w wiele $ciezek
metabolicznych zaangazowanych w produkcje zwiaz-
kéw smakowych, obejmujacych szlak cysteiny i metio-
niny powigzany z wytwarzaniem lotnych zwigzkow
siarki oraz szlak degradacji waliny, leucyny i izoleucyny
powiazany ze specyficznym aromatem tych seréw [55].
Pseudoalteromonas, obficie zidentyfikowane w serach
Brie i Camembert oraz Taleggio posiadaty gen kodu-
jacy gamma-liaze metioninowa (mgl) przeksztalcajaca
L-metioning w metanotiol, powodujac powstawanie
lotnych zwiazkéw siarki nadajgcych tym serom spe-
cyficzny aromat. Ponadto, w genomie Pseudoalteromo-
nas haloplanktis zidentyfikowano geny kodujace lipazy
i proteazy przystosowane do zimna, uczestniczace
w lipolizie i proteolizie oraz y-liaz¢ metioniny waznego
enzymu w produkgji siarki. Enzymy te uwazana sa za
korzystne w serze dojrzewajacym i przechowywanym
w niskich temperaturach, poniewaz przyczyniaja si¢ do
powstawania korzystnych zwigzkéw smakowych [89].

W odniesieniu do bioréznorodnosci mikroorga-
nizméw lub potencjalu funkcjonalnego analiza prze-
strzennego rozkladu aktywnej mikrobioty trzech wlo-
skich serow Fiore Sardo, Pecorino Siciliano i Pecorino
Toscano wykazata istotng korelacje miedzy mezofilnymi
LAB (Lactobacillus plantarum) i wtdrna proteoliza,
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a takze synteza skladnikow lotnych, tj. estry, alkohole,
aldehydy i zwigzki siarki [16]. Analizy metatranskryp-
tomiczne odegraty kluczowg role w zrozumieniu proce-
soéw fermentacji i dojrzewania sera Camembert i Reblo-
chon [46]. Badania funkcjonalne w oparciu o RNA-seq
wykazaly, ze geny zwigzane ze szlakami metabolicznymi
odpowiedzi na stres byly roznie wyrazane podczas doj-
rzewania sera. Obserwowany profil ekspresji gendéw byt
istotnie zréznicowany w pierwszych dwdch tygodniach
okresu dojrzewania. Geny szlaku katabolizmu amino-
kwaséw Debaryomyces hansenii i Geotrichum candidum,
byty skorelowane z parametrami smaku i tekstury sera.
Dodatkowo, analizy 16S rDNA wykazaly, ze podczas
degradacji matrycy mlecznej dominujacymi gatunkami
mikrobioty seréw byly L. lactis, Corynebacterium casei,
Debaryomyces hansenii oraz Geotrichum candidum.
Ponadto, uzupetniajagce badania Monnet i wsp. [59]
wyjasnily role szczepu Geotrichum candidum w rdz-
nych fazach dojrzewania sera typu Reblochon. Szczep
Geotrichum candidum byl wazny w pierwszej fazie pro-
cesu dojrzewania, w ktorej ekspresja genéw zwigzanych
z katabolizmem aminokwasow byta istotnie wysoka.
Podejscie metatranskryptomiczne umozliwilo stwo-
rzenie funkcjonalnych profili genéw i szlakéw metabo-
licznych skorelowanych z parametrami smaku, zapachu
i tekstury sera [12].

Podejscie metagenomiczne w oparciu o analizy HTS
znalazly zastosowanie réwniez w odniesieniu do bio-
roznorodnosci i funkcji mikrobioty podczas natural-
nej fermentacji seréw rzemieslniczych, objetych chro-
niong nazwa pochodzenia (ChNP), ktérych produkcja
odbywa sie bez udziatu kultur starterowych. Analizy
w oparciu o WMS i 16S rDNA zostaly uzyte do prze-
$ledzenia profilu populacji bakteryjnej meksykanskiego
sera Cotija, otrzymywanego na bazie surowego mleka
krowiego [21]. Dojrzewanie Cotija odbywa si¢ w otwar-
tym $rodowisku, w ktorym wilgotnos¢ i temperatura
s3 waznymi parametrami fermentacji. Ponadto, drew-
niane powierzchnie uzywane do zagniatania skrzepu
podczas solenia s3 Zrédtem rezydentnej mikrobioty,
wystepujacej w serze. Okolo 80% bakteryjnej popula-
cji Cotija sktadalo sie z Lactobacillus plantarum, Leu-
conostoc mesenteroides i Weissella paramesenteroides,
a drewniane powierzchnie byly najprawdopodobniej
zrédlem obecnych gatunkéw Leuconostoc i Weissella.
Analizy szlakéw metabolicznych wykazaty, ze gatunki
te s3 odpowiedzialne za rozwdj autentycznych zwigzkow
smakowo-zapachowych wynikajacych z ich aktywnosci
lipolitycznej i proteolitycznej podczas procesu dojrzewa-
nia. Klasyfikacja sieci metabolicznych ujawnita dodatnie
korelacje mikrobioty sera z katabolizmem fenyloalaniny
i aminokwasow oraz produkcja enzymoéw biorgcych
udzial w katabolizmie wolnych kwaséw ttuszczowych,
tj. reduktaza karbonylowa i monooksydaza fenolowa.
Sciezki metaboliczne w odniesieniu do smaku i aro-

matu, zostaly rdwniez wychwycone w oparciu o analizy
WMS, w badaniach mikrobioty innego, rzemieslniczego
sera chinskiego Kazak, wytwarzanego podczas sponta-
nicznej fermentacji $wiezego mleka krowiego w torbach
ze skory koziej. Dominujgce Acetobacter, Lactococcus,
Bacillus, Staphylococcus, Kurthia i Moraxella wykazaty
dodatnie korelacje ze szlakiem metabolizmu aminokwa-
sow, tj. kwas glutaminowy, histydyna, izoleucyna i pro-
lina. Wéréd grzybow Dipodascus korelowal ze stezeniem
kwasu 9-oktadecenowego, Pichia i Penicillium z kwasem
9-heksadecenowym, a Issatchenkia i Candida byly skore-
lowane z poziomem leucyny i fenyloalaniny oraz z syn-
tezg lotnych zwigzkow (estry, alkohole, aldehydy) [96].

Analize 16S rDNA wykorzystana do identyfikacji,
typowania i charakterystyki mikrobiomu tradycyjnego
wedzonego polskiego sera, Oscypka, produkowanego
z surowego mleka bez kultur starterowych [1]. Domi-
nujaca grupe bakterii stanowily Lactococcus, Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Streptococcus i Enterococcus, nato-
miast Bifidobacteriaceae oraz Moraxellaceae (glownie
Enhydrobacter) stanowily niski odsetek (0,7% i 4%)
catkowitej puli spolecznosci bakteryjnej Oscypka.
Ponadto w $wiezym serze zanurzonym w solance
zidentyfikowano kilka rodzajow bakterii zwigzanych
ze Srodowiskiem morskim, tj. Sanguibacter, Flavobac-
teriaceae, Tetragenococcus oraz Chromohalobacter spp.
Niektore z tych grup obejmowaly patogeny oraz bakte-
rie przyczyniajace si¢ do psucia produktéw zywnoscio-
wych. Podczas procesu produkcji sera zaobserwowano
zmiany w skladzie populacji Lactobacillales (Firmicu-
tes), Streptococcus, Enterococcus, Flavobacteriaceae, Leu-
conostoc i Bifidobacteriaceae (Actinobacteria), ktorych
liczba zmniejszyta sie istotnie po etapie solanki i wedze-
nia; odwrotne zalezno$ci zaobserwowano dla Lacto-
coccus. Obserwowany spadek liczby Enterococcus pod-
czas wedzenia sera sugeruje, Ze proces ten ma istotny
wplyw na poprawe jakosci i bezpieczenstwa tradycyjnie
wytwarzanego produktu. Przypuszcza sie¢, ze podczas
procesu wedzenia powstajace lotne zwiazki fenolowe
o wlasciwosciach bakteriostatycznych, moga hamo-
waé wzrost populacji tych drobnoustrojéw. Ponadto,
selektywne obnizenie liczby tych drobnoustrojéw moze
wynika¢ z zakwaszenia srodowiska podczas procesu
lub wytwarzanych metabolitéw przeciwdrobnoustro-
jowych przez szczepy LAB [1]. Na uwage zastuguje
réwniez obecnos$¢ populacji Actinobacteria (0,97%),
nalezacych do rodziny Bifidobacteriaceae i gatunku
Bifidobacterium, ktére moga stanowi¢ duzy potencjat
biotechnologiczny jako kultury pomocnicze w procesie
tradycyjnego wytwarzania Oscypka.

Dostepnos¢ tych informacji moze by¢ przydatna
nie tylko pod wzgledem wyboru kultur starterowych
specyficznych dla seréw wytwarzanych w warunkach
rzemieslniczych, a takze do podkreslenia konieczno-
$ci przestrzegania niektorych srodkow higieny, ktore
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powinny by¢ podjete w celu poprawy bezpieczenstwa
produktu.

Fermentowane napoje na bazie roslinnej

W ostatnich latach, w przemysle winiarskim nastg-
pit gwaltowny wzrost zastosowania wysokoprzepusto-
wych metod sekwencjonowania (HTS) do szczegdtowej
oceny zlozonych spolecznosci mikrobiomu winorosli
i wina. Szczegolny nacisk kfadziony jest zrozumienie
dynamiki procesu fermentacji, jej kontroli oraz iden-
tyfikacji nowych kultur starterowych [48]. Winogrona
i moszcz winny zawierajace ztozony mikrobiom, odgry-
waja kluczowy role w fermentacji wina, wplywajac na
jego smak i aromat, a tym samym na ostateczng jako$¢
i styl. Globalne badania z wykorzystaniem metageno-
miki zostaly wykorzystane w celu profilowania réz-
norodnos$ci mikroorganizméw, zaréwno grzybowych
jak i bakteryjnych zwigzanych ze spontanicznymi fer-
mentacjami wina, bioragc pod uwage zaréwno odmiany
winorosli oraz region ich uprawy [60]. Stwierdzono, ze
wina produkowane w réznych regionach charaktery-
zuja sie odmiennym skladem taksonomicznym mikro-
bioty, korelujagcym z odmiennym profilem metabolitow
wtérnych odzwierciadlajacym specyficzny terroir wina
danego regionu [66]. Rozktad biogeograficzny zwigzany
z winem zostal zbadany w winnicach z roznych regio-
néw Kalifornii [2], Nowej Zelandii [86] oraz w trady-
cyjnych, biodynamicznych i zintegrowanych winnicach
z poludnia Afryki [77]. Analizy 18S rDNA wykazaly, ze
wzory geograficzne metagenomu wina sg bardziej zroz-
nicowane dla populacji grzyboéw. Wykazano znaczacy
zwigzek Aspergillus i Penicillium spp. z winem Char-
donnay z Napie. Natomiast Saccharomycetes i Erysiphe
necator stanowily istotna populacje mikrobioty wina
produkowanego w centralnej cz¢$ci wybrzeza Kalifornii
[3]. Charakterystyczne profile biogeograficzne zaréwno
dla spotecznosci grzybowych, jak i bakteryjnych wyste-
pujace w poczatkowych etapach fermentacji moszczu
winogron moga przyczyniac si¢ do wytworzenia cen-
nego stylu oraz unikalnych waloréw sensorycznych win
regionalnych [70].

Analizy 16S rDNA i ITS zostaly réwniez wykorzy-
stane do okreslenia r6znorodnosci i dynamiki meta-
genomu wina, szesciu portugalskich apelacji (Minho,
Douro, Ddo, Bairrada, Estremadura, Alentejo) w odnie-
sieniu do poszczegdlnych etapdw fermentacji oraz ich
potencjalu funkcjonalnego [60]. Sktad populacji mikro-
organizmow w trakcie poczatkowego procesu fermen-
tacji byl istotnie skorelowany z filosfera winoroéli oraz
sktadem metagenomu gleby. Rodzaje Botryotinia, Pho-
mopsis, Aspergillus, Penicillium, Aureobasidium, Rho-
dotorula czy Sphingomonas byly charakterystyczne dla
mikrobiomu winoro$li oraz winnic. Analizy 16S rDNA
wykazaly, ze wéréd spotecznosci bakterii Enterobacte-
riaceae (Tatumella sp.) stanowily dominujacg mikro-

biote we wszystkich apelacjach, z wyjatkiem Alentejo,
dla ktérego dominujgcg populacja byty Halomonada-
ceae (Halotalea i Zymobacter). Spolecznosci grzybowe
charakteryzowaly sie zaréwno obecnoscig mikroorga-
nizméw srodowiskowych i fitopatogenéw w moszczu
winogron, jak tez drozdzy zwigzanych z fermentacja
alkoholowa, tj. Saccharomyces, Lachancea, Hansenia-
spora, Sporothrix czy Schizosaccharomyces. Ponadto,
zmiany réznorodnosci biologicznej w trakcie procesu
fermentacji ujawnily wigksza dynamike struktury
spotecznosci grzybowej w poréwnaniu z populacjami
bakterii. Analizy HTS genu 18S rDNA podczas sponta-
nicznej fermentacji moszczu winogronowego Aglianico
i Greco di Tufo wykazaly, ze dynamika spotecznosci
grzybow podczas fermentacji obejmuje spadek liczby
grzybow i drozdzy innych niz Saccharomyces [14].
Na poczatku fermentacji znaleziono zlozony mikro-
biom charakteryzujacy si¢ dominacja Hanseniaspora
uvarum, Candida zemplinina oraz Pichia fermentans.
Natomiast Saccharomyces cerevisiae stal si¢ dominujacy
po 6 dniach fermentacji wina, przy czym C. zemplinina
wystepowala nadal na wysokim poziomie. Ponadto,
zaobserwowano dodatnie korelacje . cerevisiae
z poziomem cukru oraz stezeniem etanolu i glicerolu
oraz stwierdzono, ze obecno$¢ Candida, Hansenia-
spora i Issatchenkia w mieszanych wspotfermentacjach
z S. cerevisiae poprawia profil smaku i aromatu wina
[2, 14]. Analiza 16S rDNA i ITS mikrobioty podczas
fermentacji wina z suszonych winogron (stodkie Vino
Santo Trentino) wykazata, ze na wczesnych etapach
fermentacji stezenie glukozy i etanolu oraz pH mosz-
czu odgrywaja istotng role w ksztalttowaniu populacji
mikrobiomu, przy czym kwasowos¢ moszczu odgrywa
dominujaca role, zaréwno przy wyborze poczatkowe;j
populacji grzybow, jak i definiowaniu ich wlasciwosci
fermentacyjnych [82]. Biorac pod uwage, ze bakterie
i grzyby moga wplywa¢ na siebie poprzez konkuren-
cje metaboliczna/synergie lub modyfikacje srodowiska
wykazano, ze silne korelacje pomiedzy Candida etha-
nolica, Pichia fermentans a Hymenobacter oraz Psychro-
bacterium i Ralstonia przyczyniajg sie¢ do pozadanych
wiasciwosci organoleptycznych koncowego produktu.

Profilowanie 16S rDNA oraz metabolomika zostaly
wykorzystane do analizy zaleznosci migdzy biorézno-
rodnoscig i dynamika mikrobioty a profilem metabo-
licznym fermentowanego chinskiego wina ryzowego
Shaoxing [49] oraz Wuyi Hong Qu [32]. Wino Sha-
oxing produkowane jest z ryzu z dodatkiem pszenicy
Qu jako s$rodka scukrzajacego oraz drozdzy (S. cere-
visiae) jako startera fermentacyjnego. Ze wzgledu na
szczegdlny proces warzenia, obejmujacego fermentacje
wstepna w wyzszej temperaturze (28-30°C) przez okres
4 dni oraz fermentacj¢ wtdrng w nizszej temperaturze
(16-18°C) przez dlugi czas (20 dni), wina ryzowe maja
unikalne cechy smakowe. Mikrobiota fermentacyjna
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buduje zlozong symbiotyczng relacj¢ podczas procesu
warzenia i odgrywa wazng role w produkeji zwigzkow
smakowych wina decydujac o jego ogolnej jakosci.
Analizy metagenomiczne 16S rDNA wykazaly bogata
roznorodno$¢ bakteryjng w fermentowanych zacierach
oraz istotne zréznicowanie profilu taksonomicznego
mikrobioty w poczatkowych i koncowym etapie pro-
cesu [32, 49]. Jako gléwne taksony w procesie fermen-
tacji wina Shaoxing sklasyfikowano 10 dominujacych
rodzajow bakterii (Bacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Weissella, Thermoactinomyces, Pseudomonas, Staphy-
lococcus, Enterobacter, Lactobacillus). Analizy meta-
bolomiczne wykazaty, ze zwigzki karbonylowe obecne
w winie byly dodatnio skorelowane z Bacillus, Staphylo-
coccus, Lactococcus i Weissella, natomiast Pseudomonas,
Enterobacter, Thermoactinomyces, Lactobacillus i Lacto-
coccus uczestniczyly w syntezie estrow, fenoli, alkanow
oraz zwigzkow zawierajacych azot i siarczki. Ponadto,
Pseudomonas, Enterobacter korelowaly z wiekszo$cia
zidentyfikowanych zwigzkéw aromatycznych i przyczy-
nialy si¢ do wzbogacenia smaku i aromatu wina [49].

Podobne zaleznosci sukcesji mikrobioty fermenta-
cyjnej i dynamiki szlakéw metabolicznych w oparciu
o technologi¢ HT'S i metabolomike, wykazano w trakcie
procesu fermentacji chinskiego wina ryzowego Wuyi
Hong Qu [31, 32]. Bakterie Lactobacillus, Bacillus,
Leuconostoc, Lactococcus, Raoultella, Staphylococcus,
Pediococcus i Weissella oraz grzyby nalezace do Saccha-
romyces, Saccharomycopsis, Rhizopus, Monascus, Pichia,
Wickerhaamomyces, Candida i Aspergillus zostaly
zidentyfikowane jako dominujgca mikrobiota fermen-
tacyjna wina. Dynamika mikrobiologiczna wykazala,
ze sktad taksonomiczny mikrobioty zmniejszal si¢ wraz
z postepujacym procesem fermentacji z sukcesywna
dominacjg Lactobacillus i S. cerevisiae w koncowej
fazie procesu [31]. Ponadto analiza wspotwystepowania
ujawnita korzystne i antagonistyczne relacje pomiedzy
réznymi rodzajami lub gatunkami drobnoustrojow.
Bakterie kwasowe, w tym Gluconacetobacter spp., Lac-
tobacillus acidipiscis, Lactobacillus alimentarius, i Lacto-
coccus pisicium okazaly sie prawie antagonistyczne dla
Bacillus simplex, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefa-
ciens i Brevibacillus spp. Natomiast, korelacja pomiedzy
bakteriami a grzybami wykazata, ze B. amyloliquefa-
ciens, B. subtilis, Weissella confused, Lactobacillus brevis
i Pediococcus pentosaceus korzystnie wspolwystepowaty
z Candida ploysorbophila, Candida glabrata, Meyerozym
guilliermondii i Rhizopus oryzae. Trzy rodzaje bakterii,
a mianowicie Gluconacetobacter, Lactobacillus, Lac-
tococcus oraz trzy rodzaje grzybdw Pichia, Wickerha-
momyces i Saccharomyces, zostaly okreslone jako pod-
stawowe mikroorganizmy funkcjonalne w produkeji
lotnych metabolitéw wtornych (estry, alkohole, lotne
kwasy), skorelowanych z poprawg jakosci aromatycznej
Wuyi Hong Qu [32].

Zintegrowane podejscie ,,food-omics” zostalo row-
niez wykorzystane do analizy profilu sukcesji i aktyw-
nosci metabolicznej mikrobioty, tradycyjnej chinskiej
herbaty Pu-erh, wytwarzanej z lisci drzewa herbacia-
nego Camellia sinensis i Camellia assamica, wylacznie
w prowingji Yunnan [47, 97]. Rola herbaty Pu-erh jako
napoju przeciwutleniajacego, przeciwnowotworowego,
o wlasciwoéciach hipolipidemicznych, zmniejszaja-
cym toksyczno$¢ oraz wspomagajacym trawienie, jest
dobrze znana [6]. W przeciwienistwie do najczesciej
spozywanej czarnej herbaty, ktéra powstaje w procesie
utlenienie katechin, herbata Pu-erh wytwarzana jest
poprzez spontaniczng fermentacje drobnoustrojowa
i staje sie coraz bardziej popularna w Europie i Stanach
Zjednoczonych [47]. Przetwarzanie surowej herbaty
Pu-erh obejmuje naturalne wysychanie, prazenie, wal-
cowanie, suszenie na stoncu i prasowanie [100]. Liscie
Pu-erh s3 nastepnie poddawane starzeniu w celu pro-
mowania naturalnej, statej fermentacji substratu. Prze-
twarzanie dojrzatej herbaty zwykle obejmuje dodat-
kowy etap zwany palowaniem (kompostowaniem)
wykonywanym przed suszeniem w celu ulatwienia
procesu starzenia. Etap ten zwany fermentacja w stanie
stalym, obejmuje obrébke lisci w cieptym i wilgotnym
srodowisku trwajacg okoto 65 dni, a szczegélny smak
i wlasciwosci herbaty wynikaja ze ztozonych interakcji
mikrobiologicznych i procesu utleniania [95]. Analiza
metagenomiczna wykazala, ze dominujacymi takso-
nami bakteryjnymi podczas 30 dniowego procesu fer-
mentacji Pu-erh byly Proteobacteria (48,42%), Firmi-
cute (19,91%), Actinobacteria (16,91%), Sinicobacteria
(9,95%) i Bacteroidetes (3,79%), a najczesciej obserwo-
wane taksony grzybowe nalezaty do rodzaju Aspergillus,
Debaryomyces, Rasamsonia i Thermomyces [95]. Wéroéd
Proteobacteria dominowaly Pseudomonas, Enterobacte-
riaceae, Achromobacter, Acinetobacter, Stenotrophomo-
nas, Erwinia, Enterobacter oraz Klebsiella. W por6éw-
naniu ze spotecznosciag grzybow, wzgledna liczebnosé¢
bakterii (27-37%) w trakcie spontanicznej fermentacji
Pu-erh byla nizsza w poréwnaniu do mikroorganiz-
mow eukariotycznych (48-55%). Sieci gendw 16SiITS
wykazaly, ze bakterie i grzyby wykluczaja sie wzajem-
nie, np.: Bacillaceae, Pseudoalteromonadaceae, Coma-
monadaceae wykazywaly ujemna korelacje z grzybami
Aspergillus, Rasamsonia, Panicillium, Debaryomyces
i Saccharomycetes [99]. Wigkszos¢ bialek sklasyfikowa-
nych w oparciu o profilowanie metaproteomu (MALDI-
-TOF MS) stanowily oksydoreduktazy, transferazy,
dehydrogenazy, peroksydazy, metylotransferazy, hydro-
lazy, ktore zostaly przypisane do Proteobacteria (75%)
i Ascomycota (96,6%). Szlaki funkcjonalne zostaly
réwniez powigzane z metabolizmem aminokwasow,
biosyntezg metabolitow wtdrnych czy metabolizmem
weglowodanéw. Wykazano, ze specyficzny aromat oraz
unikalna jako$¢ smakowa herbaty Pu-erh, jest istotnie
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skorelowana z réznorodnoscia i aktywnoscia mikrobio-
logiczng, zaréwno mikrobioty bakteryjnej jak i grzy-
bowej podczas poszczegolnych etapéw fermentacji
[47]. Analiza metabolomiczna wykazata, ze polifenole,
pigmenty herbaciane i alkaloidy sg w duzej mierze syn-
tezowane podczas fermentacji w wyniku zwigkszonej
aktywnosci peroksydazy, oksydazy i lakazy. Rodzaj
Aspergillus byl funkcjonalnym taksonem odpowiedzial-
nym za ich biokonwersje na wczesnych etapach fermen-
tacji, podczas gdy Bacillus, Rasamsonia, Lichtheimia i
Debaryomyces katalizowaly szereg reakcji zwigzanych
z powstawaniem aromatu w poznym stadium dojrzalej
fermentacji Pu-erh. Analiza sieci interakeji biologicz-
nych, wykazala wzrost ekspresji szlakéw skorelowa-
nych z jakoscig zapachu herbaty, w tym zwigzanych
z biotransformacja karwonu oraz pochodnych kwasu
fenolowego. Wysoki poziom ekspresji metylotransfe-
razy byt istotnie skorelowany z Pseudomonas (49,34%)
i Aspergillus (43,35%) na wczesnym etapie fermenta-
¢ji. Ponadto, badania w oparciu o analizy metabolomu
wykazaly, ze zawarto$¢ kofeiny w lisciach fermentowa-
nej herbaty zmniejsza si¢ okoto 30% podczas biodegra-
dacji w teofiline, katalizowanej z udziatem Aspergillus
niger, Aspergillus sydowii, Candida albicans, Candida
famata i Pseudomonas sp. [98].

Funkcjonalne analizy metagenomiczne ujawnity
réwniez nowy wglad w dynamike mikrobiologiczna,
réznorodnos¢ i interakcje mikrobioty bioracej udzial
w procesie fermentacji ziarna kakaowego [33]. W szcze-
golnosci wykryto obecnos¢ rzadkich taksonéw obej-
mujacych oportunistyczne gatunki, tj. Erwinia tasma-
niensis, L.lactis, L.mesenteroides, Oenococcus oeni
oraz spofecznosci fagowe Myoviridae i Siphoviridae
przypisane do sekwencji Lactobacillus i Enterobacter.
Dzigki rekonstrukeji szlakow metabolicznych wyka-
zano dominujacy udzial LAB, w tym Lactobacillus fer-
mentum i Lactobacillus plantarum w heterolaktycznej
fermentacji i szlaku asymilacji cytrynianu. Rola Entero-
bacteriaceae w konwersji substratéw zostata wykazana
poprzez obecnos$¢ genéw kodujacych enzymy szlaku
syntezy mleczanu, octanu, etanolu oraz detoksykacji
metyloglikosalu. Ponadto wyniki badan potwierdzity
kluczowa role utleniajacego etanol Acetobacter pasteu-
rianus, umozliwiajac przyszla ukierunkowang selekcje
wspdlistniejacych szczepdw jako funkcjonalne kultury
starterowe do kontrolowanych proceséw fermentacji
ziaren kakaowych.

Na skale przemystows, technologia HTS w opar-
ciu o sekwencjonowanie amplikonu 16S i 185 rDNA
zostala wykorzystana w celu zoptymalizowania i kon-
troli procesu fermentacji Kombucha, azjatyckiego fer-
mentowanego napoju na bazie zielonej i czarnej her-
baty [11]. Obecnie ten naturalnie musujacy napdj stat
sie popularny w Europie i Ameryce Péinocnej, jako
suplement wykazujacy wlasciwosci zdrowotne (detok-

sykacja, przeciwnowotworowe), ktére mogg pochodzi¢
z samej herbaty lub metabolitow wytwarzanych przez
mikrobiote podczas procesu fermentacji [7]. Pomimo
zarzutow kampanii marketingowych dotyczacych bez-
pieczenstwa mikrobiologicznego Kombucha, w literatu-
rze wciaz brakuje badan potwierdzajacych wlasciwosci
zdrowotne tego produktu. Tradycyjnie uzyskiwany
przez fermentacje stodzonej czarnej lub zielonej her-
baty (8-12 dni w warunkach tlenowych i statycznych)
w obecnosci rdzennej spoteczno$ci mikroorganizmoéow
tworzacych naturalny ptywajacy celulozowy biofilm,
zwany ,blonka”, produkt koncowy jest szczegdlnie
bogaty w kwasy organiczne i CO,; kazda fermentacja
prowadzi do nowej warstwy biofilmu, ktdra jest wyko-
rzystywana do przyszlych fermentacji jako starter [56].
Mikrobiologiczng dynamike zmian monitorowano
zardwno w oparciu o fermentacj¢ czarnej i zielonej her-
baty oraz biofilmu [11]. Dominujace rodzaje bakterii
nalezaly do Acetobacteraceae i w mniejszym stopniu do
Lactobacteriaceae, podczas gdy gtéwne drozdze sklasy-
fikowano do Dekkera, Hanseniaspora i Zygosaccharomy-
ces. Gluconacetobacter europaeus, Gluconobacter oxy-
dans i Acetobacter peroxydans reprezentowaly gatunki
dominujace, a Oenococcus oeni, byt silnie skorelowany
z fermentacja zielonej herbaty. Zaobserwowano, ze
kinetyka wzrostu jest bardzo podobna dla wszystkich
grup mikroorganizméw, zaréwno w fermentacji Kom-
bucha czarnej, jak i zielonej herbaty, ale z wyzszymi
warto$ciami w poréwnaniu do stabilnego biofilmu.

Fermentowane produkty na bazie roslinnej
Technologie ,food-omics” okazaly sie poteznym
narzedziem do badania zlozonej mikrobioty $rodo-
wiskowej i $ledzenia procesow fermentacji azjatyckiej
zywnosci pochodzenia rodlinnego, tj. pasty sojowe [84],
tofu [23], Kinema [42] czy Kimchi [36]. Produkty te
naleza do tradycyjnych fermentowanych produktéw,
powstajacych w spontanicznej fermentacji z uzyciem
naturalnych kultur starterowych o zlozonych kompo-
zycjach mikrobiologicznych. Spozywane jako dodatek
do warzyw, ryb, mies lub jako sktadnik przyprawowy
cieszg si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na obec-
nos¢ réznych prozdrowotnych zwigzkéw bioaktywnych
wytwarzanych podczas procesu ich fermentacji. Rosnace
zainteresowanie produktami pochodzenia roslinnego na
ktorych oparta jest dieta weganska spowodowala inten-
syfikacje technik ,,omics” w kierunku poznania funkcjo-
generowaniu unikalnych waloréw smakowych i aroma-
tycznych oraz ich wlasciwosci zdrowotnych.
Spolecznos¢ bakteryjna ,meju” koreanskiego pro-
duktu fermentowanego pochodzacego z soi, zostala
scharakteryzowana w jednym z pierwszych badan
ekologii mikrobiologicznej zywnosci przy zastosowa-
niu podejscia 16S rDNA [41]. Meju przypominajace
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japonskie ,natto” i ,miso” oraz indonezyjskie ,,tempeh”
jest podstawa wielu azjatyckich produktéw, w ktérych
sfermentowane pasty sojowe miesza si¢ z przypra-
wami, warzywami i ryzem, np.: Cheonggukjang [63],
Doenjang [61] i Kochjang [62]. Analiza populacji bak-
teryjnej z wykorzystaniem 16S rDNA dla wszystkich
trzech produktéw wykazata ogélna dominacje Bacillus
spp. (B. subtilis, Bacillus licheniformis, B. amyloliquefa-
ciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans), a nastepnie
Enterococcus spp. (Enterococcus faecium, Enterococ-
cus faecalis), Lactobacillus spp. oraz gatunki innych
rodzajow LAB (Leuconostoc, Weissella, Tetragenococ-
cus). Ponadto, podczas fermentacji Doenjang, Lacto-
bacillus byt istotnie skorelowany ze wzrostem kwasu
y-aminomasfowego (GABA), natomiast Tetrageno-
coccus dominowal w fazie wzrostu mleczanu, octanu,
putrescyny i tyraminy [37]. Przypuszcza sig, ze Tetrage-
nococcus moze by¢ przede wszystkim odpowiedzialny
za produkcje kwasow organicznych i amin biogennych.

Innym koreanskim produktem, ktéry byt aktywnie
badany, jest Kimchi [36, 39]. W fermentacji Kimchi
sekwencjonowanie metagenomu ujawnifo zaangazo-
wanie zlozonej kohorty bakteryjnej i zmiane ekspresji
gendéw na roznych etapach fermentacji. Dominujaca
populacja metagenomu podczas procesu fermentacji
Kimchi byly Proteobacteriae i Firmicute. Ponadto, sklad
ilosciowy mikrobioty zmienial si¢ podczas poszczegol-
nych etapow fermentacji; we wczesnej fazie fermentacji
dominowaly Enterobacter, Vibrio i Pseudomonas, pod-
czas gdy Lactobacillus, Weissella i Leuconostoc stanowity
dominujaca mikrobiote na pdzniejszych etapach pro-
cesu [36]. Ponadto analiza oparta na RNA-seq ujawnita,
ze geny zwigzane z wytwarzaniem smaku byty kodo-
wane przez L. mesenteroides na poczatkowych etapach
procesu fermentacji, co sugeruje, ze gatunek ten moze
odgrywac znaczacg role w procesie ksztaltowania sig
pozadanych cech organoleptycznych. Profile ekspresji
genow wskazywaly zmniejszenie metabolizmu biatek
w czasie, w polaczeniu ze wzrostem syntezy witamin,
tolerancji na stres i metabolizmu weglowodandw, szcze-
golnie szlakow fermentacji kwasu mlekowego. Kwan-
tyfikacja metabolitow tworzonych podczas fermentacji
Kimchi wykazala, ze wzrost mleczanu, octanu i etanolu
we wezesnej fazie fermentacji byl istotnie skorelowany
z aktywnos$cia metaboliczng LAB, ktére réwniez byty
dominujgcymi producentami mannitolu.

Ciekawe wyniki, w oparciu o zintegrowane ana-
lizy metagenomiczne i metabolomiczne zostaly opu-
blikowane w przypadku fermentowanych produktow
sojowych, tj. sufu [85], Kinema [42] i sos sojowy [84].
W oparciu o WMS przeanalizowano profil sukcesji
i potencjatu funkcjonalnego metagenomu pasty sojowej
Kinema, otrzymywanej w procesie spontanicznej fer-
mentacji gotowanych zéttych nasion soi [42]. Analiza
spotecznosci bakteryjnej wykazala, ze B. subtilis, B. amy-

loliquefaciens, B. licheniformis, Corynobacterium gluta-
micum, Bacillus pumilus i L. lactis byly dominujacymi
gatunkami, a ich ré6znorodnos¢ wahata si¢ nieznacznie
w calym okresie fermentacji, wskazujac na aktywne
wystepowanie sukcesji bakteryjnej. Ponadto, wykryto
obecnoé¢ patogennych gatunkow Bacillus cereus, Pro-
teus mirabilis, Staphylococcus aureus, Proteus penneri,
E. faecalis i Staphylococcus saprophyticus, ktérych liczeb-
nos$¢ zmieniata si¢ w zaleznosci od pory roku. Funk-
cjonalne profilowanie metagenomu ujawnito obecnos¢
genow biorgcych udzial w metabolizmie alaniny, glu-
taminianu, argininy, proliny, powigzanych z biosynteza
zwigzkow aromatycznych w trakcie fermentacji. Geny
sklasyfikowane do Lactococcus, Enterococcus i Strep-
tococcus byly istotnie skorelowane z metabolizmem
kofaktoréw witamin, niezbednych do funkcjonowania
enzymo6w i metabolizmu komérkowego, ktdére osta-
tecznie poprawiaja jako$¢ odzywcza fermentowanego
produktu. Wigkszos¢ enzymoéw metabolizmu weglowo-
dandéw (hydrolazy, glikozylotransferazy, esterazy) przy-
pisanych do Firmicutes (91,29%), Actinobacteria (7,41%)
i Proteobacteria (3,75%), bylo zaangazowane w biosyn-
teze disacharyddw, oligosacharydéw oraz degradacje
hemicelulozy, polisacharydéw i pektyn. Ponadto, rekon-
strukcja szlakéw metabolicznych wykazata obecno$¢
biokatalizatoréw, prawdopodobnie zaangazowanych w
transformacje polimeréw biatkowych i weglowodano-
wych w bioaktywne czasteczki o korzystnych prozdro-
wotnych wlasciwosciach. W genomie Enterococcus sp.,
B. cereus, Lactobacillus lactis i Carnobacterium maltaro-
maticum zidentyfikowano geny kilku pozadanych enzy-
mow, tj. p-galaktozydaza, p-glukozydaza, B-ksylozydaza
i dekarboksylaza glutaminianowa. Katalityczna funkcja
dekarboksylazy glutaminianowej zostata potwierdzona
dla biosyntezy kwasu y-aminomastowego (GABA) [42].
Ponadto, w zacierach sosu sojowego, szlaki genowe
Enterococcus, Pediococcus byly dodatnio skorelowane z
obecnoscig fosfofruktokinazy, kinazy pirogronianowej
i dehydrogenazy mleczanowej, kluczowych enzymoéw
szlaku produkcji kwasu mlekowego [84].

Sufu, zwany takze ,serem orientalnym” jest pro-
duktem fermentacji soi, ktory w zaleznosci od szczepu
zastosowanego jako starter oraz koloru i smaku jest
klasyfikowany jako czerwone i biale sufu [85]. Ana-
lizy w oparciu o 16S rDNA wykazaly, ze Lactococcus,
Actinobacter, Tetragenococcus, Pseudomonas i Lacto-
bacillus byly dominujacymi bakteriami i kluczowymi
czynnikami podczas fermentacji sufu, lecz profile
taksonomiczne réznity si¢ miedzy handlowym czer-
wonym, a bialym sufu. W szczegélnosci Lactococcus,
Streptococcaceae i Lactobacillales dominowaly w prob-
kach czerwonego sufu, podczas gdy Enterococcus,
Tetragenococcus i Bacillales byly powszechne w prob-
kach biatego. Profile metabolomiczne fermentacji sufu,
wykazaly dodatnig korelacje Lactococcus z produkcja
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lotnych zwiazkéw smakowych (etanol, octan etylu,
benzaldehyd) oraz kwaséw organicznych (mréwkowy,
jabtkowy). Tetragenococcus i Comamonas bylty istotnie
skorelowane ze szlakiem syntezy i transformacji amino-
kwasow, a Streptococcaceae i Moraxellaceae promowaly
wzrost stezenia kwasu mréwkowego. Ponadto, Mora-
xellaceae reprezentowany glownie przez Actinobacter
byt pozytywnie powigzany z metabolitami smakowymi,
szczegolnie estrami [85].

Analizy 16S rDNA zastosowano réwniez do prze-
$ledzenia struktury mikrobioty sfermentowanych
oliwek stotowych w stylu hiszpanskim i greckim [9].
Fermentacja w stylu greckim obejmuje naturalne, nie-
przetworzone oliwki, ktore sa bezposrednio solone po
zbiorach; fermentacja w stylu hiszpanskim obejmuje
poprzedni etap mycia owocéw rozcienczonych roz-
tworem NaOH (2-3%). Poczatkowy etap fermentacj,
zaréwno greckiej, jak i hiszpanskiej charakteryzowat
sie wysokim poziomem halofilnych bakterii Chromo-
halobacter i Halomonas, Marinilactibacillus, ktore sta-
nowily okoto 60% catkowitej populacji bakterii, pod-
czas gdy pod koniec procesu fermentacji Lactobacillus
reprezentowal gtéwng populacje bakteryjng obecng na
powierzchni oliwek. Wéréd Lactobacillus dominujace
gatunki stanowity Lactobacillus plantarum i Lactoba-
cillus pentosus, podczas gdy Chromohalobacter salarius
i Marinilactibacillus piezotolerans zidentyfikowano
wsrdd rodzajow halofilnych. Fermentacja w stylu hisz-
panskim byla zwigzana z wigkszg liczbg Enterobacte-
riaceae, takich jak Enterobacter, Citrobacter, Escherichia
i Klebsiella. Roznice te moga tlumaczy¢ szczegdlne
wlasciwosci bezpieczenstwa i zachowania tych dwdch
form fermentowanych surowcow.

Analizy metagenomiczne wykorzystano réwniez
w przesledzeniu proceséw fermentacji zakwasow pie-
karskich, ktore od bardzo dawna odgrywaja istotna role
w produkeji zywnosci opartej na bazie maki. Zakwas jest
szeroko stosowany jako starter do wyrobu chleba w calej
Europie [29], a takze jako idealne inokolum w wytwa-
rzaniu chinskiego chleba na parze [93]. W technolo-
gii chleba ocena roznorodnosci, struktury i dynamiki
populacji mikroorganizméw jest zwykle przeprowa-
dzana podczas procesu fermentacji zakwasu. Stabilne
ekosystemy zakwasow mogg by¢ zamieszkate przez pro-
ste lub bardzo ztozone konsorcja reprezentowane przez
rozne gatunki LAB i drozdze [18, 29]. Najbardziej roz-
powszechnione gatunki LAB nalezg do rodzajéow Lac-
tobacillus, Pediococcus, Leuconostoc i Weissella, podczas
gdy reprezentujace gatunki drozdzy naleza do kladow
Kazachstanstania i Saccharomyces [17]. Procesy fermen-
tacyjne poprawiajace jako$¢ powstatego produktu pod
wzgledem tekstury, smaku, warto$ci odzywczej oraz
wydluzenia okresu przydatnosci do spozycia sg $cisle
zwigzane ze stabilnoscig i aktywnoscia metaboliczna
mikrobioty spontanicznych zakwasow.

Szeroko zakrojone analizy w oparciu o 16S rDNA
iITS mikrobioty spontanicznych zakwasdéw wykazaly, ze
na bioréznorodnos¢ i stabilno$¢ konsorcjum zakwasow
maja wplyw mikrobiologiczny i chemiczny sktad surow-
cow, interakcje miedzy populacjami mikroorganizmoéw
oraz rdzne parametry fermentacji, w tym temperatura,
wielko$¢ inokulum, wydajno$¢ ciasta i czas fermentacji
[51]. Badania majgce na celu przesledzenie dynamiki
zmian mikrobioty podczas 72h procesu fermenta-
cji, wykazaly wysokie tempo zmienno$ci w obrebie
struktury taksonomicznej populacji drozdzy i bakterii.
Ponadto, dynamika spotecznosci mikroorganizmow
w spontanicznie rozpoczynajacych sie zakwasach
wykazata, Ze konsorcjum zakwaséw osigga stabiliza-
cje poprzez trojfazowa ewolucje, charakteryzujaca sie
przewaga nietypowych LAB, typowych LAB i wysoce
dostosowanych LAB zakwasow [58]. W oparciu o
meta-analize 583 zakwasow, uwzgledniajaca zaréwno
warunki procesu jak i réznorodnos¢ mikrobioty wyka-
zano, ze najbardziej rozpowszechniong grupe bakterii w
zakwasach byly LAB reprezentowane przez Lactobacil-
lus sanfranciscensis (47%) oraz Lactobacillus plantarum
(44%) [87]. Spontaniczna fermentacja na bazie trzech
rodzajow maki (orkiszowa, pszenna, zytnia) wykazala,
ze dominujaca populacja we wszystkich rodzajach
zakwasow po 72 h fermentacji byly Firmicutes, reprezen-
towane wylacznie przez Lactobacillales, a dwa pozostale
i mniej liczne typy bakterii stanowity Proteobacteria i
Bacteroidetes. Po 24h fermentacji zakwasu Zytniego
dominujacym rodzajem byt Weissella sp., ktory na dal-
szych etapach procesu fermentacji zostal zdominowany
przez Lactobacillus, podobnie jak w pszenicy i zakwasie
orkiszowym. Lactobacillus dominowal we wszystkich
zakwasach po 72h fermentacji [4]. Analiza metage-
nomiczna réznorodno$¢ LAB i drozdzy tradycyjnych
zakwasow z zachodniego regionu Mongolii wykazala, ze
dominujacymi gatunkami populacji mikroorganizméw
bylty Lactobacillus plantarum i S. cerevisiae [93], podczas
gdy Liu in. [51] wykazal, ze kluczowym gatunkiem LAB
chinskich zakwaséw byt Lactobacillus sanfranciscensis.
W sumie, meta-analiza wykazata, ze ponad 90% opisa-
nych bakterii w zakwasach nalezalo do LAB, reprezen-
tujacych 24 gatunki, z czego 17 z nich stanowily pateczki
kwasu mlekowego.

Fermentowane produkty na bazie miesa
i owocéw morza

Kolejnym obszarem szerokiego wykorzystania
badan z zakresu metagenomiki jest sektor przemy-
stu miesnego. Badania koncentrujg si¢ gléwnie na
okresleniu skladu gatunkowego mikrobiomu kielbas.
Przeprowadzono kilka niezaleznych badan w oparciu
o analizy 16S rDNA, dotyczacych okreslenia sktadu tak-
sonomicznego oraz dynamiki zmian mikrobioty w fer-
mentowanych produktach miesnych [69, 73]. Wyka-
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zano, ze ponad 30 réznych rodzajow Staphylococcaceae
i Lactobacillaceae jest obecnych podczas dojrzewania
sfermentowanych kietbas, z dominacjg Lactobacillus
sakei podczas spontanicznej fermentacji, jak réwniez
innych bakterii, tj. Lactobacillus curvatus, Leuconostoc
carnosum, S. xylosus i Staphylococcus succinus [30].
Rozwoj koagulozoujemnych Staphylococcus i Kocuria
podczas fermentacji prowadzi do proteolizy i lipolizy
miesa, podczas gdy Lactobacillus s3 odpowiedzialne za
spadek pH, produkcje kwasu mlekowego oraz wytwa-
rzanie niewielkich ilo$ci kwasu octowego, etanolu, ace-
toiny, dwutlenku wegla i kwasu pirogronowego [73].
Podejscie metagenomowe w polaczeniu z analizami
metabolicznymi zostato wykorzystane do przesledzenia
etapow spontanicznej i inokulowanej fermentacji tra-
dycyjnych wloskich kietbas [25]. Sktad taksonomiczny
mikrobioty kietbas podczas inokulowanej fermentacji
wykazal dominacje L. sakei i S. xylosus, jako kultur star-
terowych oraz spadek proporcji Lactibacillus curvatus,
Staphylococcus equorum i Actinobacter sp. Wzrost domi-
nacji L. sakei byt istotnie skorelowany z szybszym tem-
pem zuzycia substratow fermentacyjnych, obnizeniem
pH oraz wzrostem ilo$ci kwasu octowego i zwigzanego
z nim zapachu (ostry, kwasny, serowy, octowy) obni-
zajacego walory organoleptyczne produktu. Podczas
fermentacji spontanicznej kietbas, najliczniejsza grupe
metagenomu stanowily L.sakei (56%) i L.curvatus
(20%) oraz szereg mniej licznych taksonéw zidentyfiko-
wanych jako S. xylosus, Leuconostoc sp., L. lactis, a takze
Actinobacterium, Pseudomonas i Priopionibacterium.
Rdzenna mikrobiota spontanicznie fermentowanych
kietbas charakteryzowata si¢ obecnoscia gendw szlaku
biosyntezy ex novo kwasoéw tluszczowych, syntezowa-
nych z metabolizmu pirogronianéw i aminokwaséw.
Zgodnie z tym, podwyzszony poziom estrow o dlugich
tancuchach, tj. oktonian etylu i dekanonian pod koniec
procesu dojrzewania byl pozytywnie skorelowany z
owocowym i stodkim zapachem kietbas [25].
Fermentowane owoce morza zwane Jeotgal s3 pow-
szechnie spozywane w Azji zwlaszcza w Korei Polu-
dniowej. Do niedawna rdéznorodno$¢ mikrobiolo-
giczna fermentowanych produktéw z owocéw morza
pozostawala w przewazajacej mierze nie opisana. NGS
oraz analizy taksonomiczne w oparciu o 16S rDNA
i ITS umozliwity identyfikacje metagenomu krewetek,
matw czy krabow [39]. We wszystkich analizowanych
produktach zidentyfikowano dwa rodzaje bakterii z
grupy LAB, Lactobacillus i Weissella, ktore byty obecne
w roznych proporcjach w zaleznosci od rozpatrywa-
nego produktu. Tylko w jednym produkcie, opartym
na fermentacji ostryg dominujaca mikrobiota byla
halofilna bakteria Salinivibri, stanowigca 89% anali-
zowanego metagenomu [43]. Badania te, s3 sprzeczne
z wynikami Jung i in. [36], w ktérych wykazano, ze
w Saeu-jot (jeotgal oparty na fermentacji krewetek)

LAB stanowily niewielka populacje oraz byly stabilne
podczas catego procesu fermentacji. W poczatkowym
etapach fermentacji krewetek dominowaty Proteobacte-
riae (Photobacterium, Vibrio), ktdre na dalszych etapach
procesu fermentacji zostaly zdominowane przez Firmi-
cutes, tj. Staphylococcus, i Alcalibacillus oraz Halanaero-
bium. Co ciekawe, analizy metagenomu doprowadzily
réwniez do stwierdzenia, ze szeroko rozpowszechniong
bakterig w koreanskich sfermentowanych produktach
z OWocOw morza sg Archaebacteriae.

W oparciu o 16S rDNA wykazano dynamiczng suk-
cesje spofecznosci bakteryjnej oraz ich korelacji z jakos-
cig fermentowanego chinskiego sosu rybnego [19].
Tworzenie unikalnych smakéw i sktadnikéow odzyw-
czych sosu byto $cisle powigzane z aktywnoscig mikro-
bioty fermentacyjnej. Dominujaca biotg bakteryjna fer-
mentacji sosu rybnego byly Firmicutes (Halanaerobium,
Bacillus, Tetragenococcus) i Proteobacteria, gléwnie tym
Shewanella, a réznorodno$¢ i bogactwo spoleczno-
$ci bakteryjnej stopniowo rosto wraz z wydluzeniem
czasu fermentacji. Na poziomie typu Proteobacteria
wykazywala tendencje wczesnego spadku, a pdzniej
wzrostu, podczas gdy Firmicutes wykazywaly tenden-
cje odwrotna. Wiele innych rodzajéw bakterii, w tym
Pseudomonas, Psychrobacter, Tissierella, Carnobacte-
rium i Gallicola zostato sklasyfikowanych na pdznym
etapie fermentacji. Halanaerobium byt dodatnio skore-
lowany z produkcja trimetyloaminy, natomiast Tetra-
genococcus wykazat nie tylko potencjat do produkeji
kwasu, ale réwniez do redukcji szkodliwych substancji,
takich jak amoniak i aminy.

3.2. Monitorowanie warunkow przechowywania
Zywnosci

Wiekszos$¢ badan w oparciu o technologie ,,omics”
koncentruje si¢ na dynamice mikrobioty zywnosci, ale
niewiele wiadomo na temat zmienno$ci produkcji par-
tii i zmian mikrobiologicznych zachodzacych podczas
przechowywania. W celu wydltuzenia okresu trwalosci
wielu fatwo psujgcych sie¢ produktéow spozywczych
w przemysle stosuje si¢ rozne metody przedluzania ich
trwatos$ci, tj. chlodzenie, pakowanie prézniowe, pako-
wanie w modyfikowanej atmosferze, dodatek nizyny
[24]. Wiadomo, ze mikrobiota produktéw spozywczych
ulega znacznej zmianie sktadu gatunkowego i iloscio-
wego pod wptywem modyfikacji temperatury, pH oraz
stezen NaCl a wahania w skladzie mikrobiomu maja
istotny wplyw na koncowa jakos¢ uzyskiwanego pro-
duktu [6]. Przechowywanie w warunkach chlodniczych
jest powszechnym podejsciem umozliwiajagcym zacho-
wanie §wiezo$ci i wartosci odzywczych zywnosci. Jed-
nak zastosowanie niskich temperatur, opakowan i $rod-
kéw przeciwdrobnoustrojowych moze mie¢ wpltyw na
sukcesje i aktywnos¢ metaboliczng ,efemerycznych
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mikroorganizméw powodujacych psucie” (ESO), a ich
rzeczywisty wklad w psucie zalezy w duzej mierze od
warunkéw przechowywania. Narzedzia metageno-
miczne moga poprawi¢ zrozumienie ekologii mikro-
biologicznej linii przetwarzania zywnosci [39]. Produ-
cenci zywnosci beda mogli zweryfikowac lub usprawnic¢
biezace zarzadzanie zagrozeniami mikrobiologicznymi,
wykorzystujac podejscie metagenomiczne do monito-
rowania zaréwno liczebnosci jak i aktywnosci meta-
bolomicznej mikrobioty w celu zaplanowania odpo-
wiednich warunkéw przetwarzania i przechowywania
produktéw zywnosciowych.

W oparciu o 16S rDNA wykazano, ze diugotrwate
chtodzenie istotnie zwiekszylo sklad gatunkowy Pseu-
domonas i Enterobacteriaceae w analizowanym meta-
genomie szpinaku [54]. Podobne obserwacje wykazano
dla przechowywanych w chlodni stekéw wolowych,
w ktorych analiza 16S rDNA wykazala istotng korela-
cje zmniejszenia roznorodnosci naturalnej mikrobioty
bakteryjnej i wzrostu gatunkéw bakterii odpowie-
dzialnych za psucie, w tym Pseudomonas i Brochothrix
thermosphacta [13]. Ponadto, analiza ITS w oparciu
o 18S rDNA wykazala, zréznicowanie taksonomiczne
populacji grzybéw podczas przechowywania w chlodni
zbioréw jablek [78] oraz salaty [44]. W poréwnaniu
z probkami z punktu skupu, jabtka przechowywane w
chlodni wykazaty wzrost wzglednej liczebnosci kilku
rodzajow grzybow, w szczegolnosci Aspergillus, Botry-
tis, Mucor i Penicillium.

Podejscie metagenomiczne poprzez precyzyjne skla-
syfikowanie spolecznosci mikrobiologicznej zostato
wykorzystane do opracowania strategii eliminowania
wad produktéw spozywczych zwigzanych z obecnoscia
mikrobioty ESO [20]. Polaczone analizy WMS oraz
16S rDNA umozliwily identyfikacje termofilnej bak-
terii Thermus thermophilus, bedacej przyczyna defektu
serow, tzw. rézowego przebarwienia [71]. Doglebna
analiza genomu T. thermophilus ujawnita obecnos¢
genow bioracych udzial w biosyntezie karotenoidéw,
w tym gendéw odpowiedzialnych za synteze likopenu
(crtB i crtl). Ponadto, analiza WMS chinskiego wina
ryzowego ujawnila, ze L. brevis koduje geny poten-
cjalnie zaangazowane w psucie, w tym geny zwigzane
z syntezg biotyny, fermentacja malolaktyczng i wytwa-
rzaniem krétkolancuchowych kwaséw ttuszczowych.
Ponadto, przy uzyciu sekwencjonowania 16SrDNA
wykazano, ze bakterie Leuconostoc gasicomitatum sg
odpowiedzialne za psucie si¢ marynowanych pro-
duktéw drobiowych, a proces marynowania istotnie
zmniejszyt udzial B.thermosphacta oraz gatunkow
Clostridium i Enterobacteriaceae w analizowanej probce
[13]. W innych badaniach, wykazano, ze zmniejszenie
soli w migsie przeznaczonym na kietbasy zmniejsza
bioréznorodnos¢ mikrobioty bakteryjnej, co przyczy-
nia si¢ do szybszego psucia produktu. Dzi¢ki wyzszym

stezeniom NaCl wraz z polaczeniem pakowania proz-
niowego wykazano zwigkszong liczebnos¢ subpopu-
lacji Enterococcaceae i Leuconostocaceae skorelowang
z wydluzeniem okresu trwato$ci kietbas [27]. Ponadto,
analiza 16S rDNA wykazala, Ze zastosowanie nizyny
jako $rodka konserwujacego istotnie hamuje wzrost
Kocuria rizophila, S. xylosus, L. carnosum i Carnobac-
terium divergens powodujacych psucie chlodzonych
ryb i produktéw miesnych [24]. W jednym przypadku
technologie WGS wykorzystano do identyfikacji pato-
gendw przenoszonych przez zywno$¢ w mikrobiomie
tancucha produkcji wotowiny [91]. Chociaz przetwa-
rzanie produktu zmniejszyto catkowitg liczbe bakterii
w migsie, zauwazono, ze spowodowato wzrost wzgled-
nej liczebno$ci Salmonella enterica, E. coli i Clostridium
botulinum, potencjalnie ze wzgledu na ich zdolnoé¢ do
przetrwania interwencji przeciwbakteryjnych [91].

3.3. Monitorowanie bezpieczenstwa zywnosci

Ze wzgledu na srodowisko produkcji zywnosci
i zagrozen spowodowanych skazeniami, wdrozenie ana-
liz metagenomicznych umozliwi identyfikacje i monito-
rowanie zanieczyszczen mikrobiologicznych zywnosci,
w tym $wiadomych i biologicznych strategii kontroli
patogendéw w srodowisku tancucha pokarmowego [5,
45]. Zrédlo skazen mikrobiologicznych w przemysle
spozywczym, to przede wszystkim mikrobiota pier-
wotna produktow zwierzecych i roslinnych (migso, jaja,
mleko, warzywa, owoce), mikrobiota surowcéw dodat-
kowych (cukier, przyprawy, sol), mikrobiota srodowisk
urzadzen i higiena personelu produkcyjnego. Zywnosé
jest zrodtem skfadnikow odzywczych dla czlowieka, ale
réwniez idealnym $rodowiskiem rozwoju wielu mikro-
organizméw. Cze$¢ z tych drobnoustrojow to mikro-
organizmy charakterystyczne dla danego produktu
(saprofityczne), ktére stanowig mikrobiote rodzima oraz
naniesiong, pochodzacg ze srodowiska zewnetrznego.
Mikrobiota ta powoduje pogorszenie cech smakowych
lub zapachowych produktu, jego struktury, konsystencji
i barwy oraz obnizenie wartoséci odzywczej. Drugg grupe
stanowig mikroorganizmy chorobotwoércze (patogeny),
wywolujace zatrucia i zakazenia pokarmowe. Podejscie
w oparciu 0 WMS umozliwia identyfikacj¢ patogendw
zywnosci o okreslonych cechach wirulencji. Na przy-
ktad, stosujac wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
metagenomu (WMS) szpinaku zidentyfikowano szczep
E. coli produkujacy toksyne Shiga [45] oraz sklasyfiko-
wano genom (WGS) patogennej Listeria monocytogenes
wyizolowanej z mikrobiomu lodéw [65]. Testy oparte
o analizy WMS umozliwily réwniez identyfikacje,
pochodzenie i wzorzec dystrybucji genéw kodujacych
oporno$¢ na antybiotyki w wielu réznych $rodowiskach,
tj. zwierzeta, obornik, zbiorniki wodne czy gleba [68].
Stosowanie antybiotykéw w produkeji zwierzecej spo-
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wodowalo rozprzestrzenianie si¢ w srodowisku genow
opornosci na antybiotyki, szczegdlnie ludzkich pato-
gendw, ktére moga by¢ obecne w fancuchu produkeji
zywnosci [64]. Na przykltad, Maury i wsp. [57] w oparciu
o RNA-seq zidentyfikowali dodatkowe nowe czynniki
zjadliwosci L. monocytogenes, pordwnujac genom szcze-
pow Kklinicznych i szczepéw zwiazanych z Zywnoscia.
Szeroko zakrojone badania ognisk skazenia Zywnosci
dotycza identyfikacji patogendw tj., Salmonella enterica,
E. coli O157:H7, Campylobacter jejuni czy Clostridium
botulinum [15]. Analizy metagenomowe zostaty wyko-
rzystane do zbadania wplywu leczenia antybiotykami
na profil mikrobiomu trzody chlewnej, dla ktérej wyka-
zano przesuniecie filotypow bakteryjnych spowodowane
wzrostem E. coli [53]. Natomiast, badania wykonano dla
mikrobiomu kurczat po kuracji penicylinowej, wykazaty
przesuniecia mikrobioty jelitowej w kierunku wzrostu
Firmicutes i zmniejszenia udzialu Bacteroides; podobne
zalezno$ci w dysbiozie mikrobioty jelitowej zaobser-
wowano wsrdd ludzi otylych [79]. Analogicznie, prote-
omika zostala réwniez dobrze udokumentowana, aby
zapewni¢ cenne podejscie do wykrywania i identyfika-
cji patogendéw przenoszonych przez zywnos¢. Analiza
w oparciu 0 MALDI-TOF MS z powodzeniem zostata
wykorzystana do scharakteryzowania roznych podty-
péw E. coli [22] oraz L. monocytogenes bezposrednio
z selektywnie wzbogaconego bulionu [34]. W innym
badaniu, Gilquin i wsp. [28] zastosowali test prote-
omiczny do wykrywania pieciu patogendéw w Zywnosci,
w tym Clostridium perfringens, S. aureus, Shigella dysen-
teriae oraz E. coli i Campylobacter jejuni. Wyniki badan
proteomicznych moga stanowi¢ ogromne wsparcie w
zrozumienie mechanizmdéw opornosci na antybiotyki i
tworzenie biofilméw patogenéw pokarmowych.
Analizy metagenomiczne mogg znalez¢ zastosowanie
do badan na réznych etapach tancucha produkcyjnego
lub w réznych obszarach zaktadu produkcyjnego, w kto-
rych konieczne jest podjecie dziatan zmierzajacych do
poprawy stosowanych praktyk higienicznych. Zaktady
produkcyjne mozna postrzega¢ jako swego rodzaju eko-
systemy mikrobiologiczne, gdzie konieczne jest regu-
larne monitorowanie miejsc szczegdlnie narazonych
na wystepowanie siedlisk mikroorganizméw lub Zré-
dla ich potencjalnego skazenia. Drobnoustroje w zakla-
dach przetworczych wystepuja najczesciej w zorgani-
zowanych, przytwierdzonych do podioza skupiskach,
zwanych biofilmem. Dzigki takiej organizacji bakterie
zyskujac odpornos¢ na $rodki czyszczace i dezynfeku-
jace, moga stanowi¢ zrodlo skazenia srodowiska pro-
dukcyjnego i zanieczyszczenia produktéw zywnosci [5].
Ponadto, podkresla sie, ze srodowisko produkcyjne jest
zrédtem ciaglej ,,inokulacji” szczepoéw podczas fermen-
tacji i dojrzewania, ktore moga mie¢ istotne cechy tech-
nologiczne i wptywa¢ na cechy produktu koncowego
[30]. Techniki oparte na 16S rDNA i ITS wykazaly, ze

Pseudomonas, Acinetobacter, Debaryomyces i Lactococ-
cus zdominowaty powierzchnie linii technologicznych
zakladéw mleczarskich [83], a bakterie i drozdze stano-
wigce mikrobiote zakwaséw chlebowych byty obecne
na powierzchniach produkeyjnych w piekarniach [92].
Nalezy pamietaé, ze jakos¢ koncowego produktu
spozywczego zalezy nie tylko od higieny srodowiska
przetwarzania, ale takze od jakosci uzytych surowcow.
Na przyklad, podejscie oparte o 16S rDNA wykazalo, ze
mleko o wiekszej liczbie komérek somatycznych bylo
zwigzane z wyzszg liczebnoscig niektérych taksonow
bakteryjnych, w tym Acinetobacter, Enterobacteriaceae,
Corynebacterium, Streptococcus oraz Thermoanaerobac-
terium, rodzajem zidentyfikowanym po raz pierwszy w
metagenomie probki mleka [76]. Obecnos¢ organizméw
psujacych (Acinetobacter, Thermoanaerobacterium) jak
réwniez bakterii chorobotwdrczych (Enterobacteria-
ceae, Corynebacterium, Streptococcuis) w surowcu, moze
zanieczyszczac rezydentny mikrobiom zbiorczego mleka
oraz stanowi¢ zagrozenie dla calej linii produkcyjne;.
Wplyw ekologii srodowisk przetwoérczych na jakosé
zywnosci wykazano w bardziej rozbudowanych bada-
niach z udziatem cystern mlecznych [38]. Analiza 16S
rDNA wykazala, ze na mikrobiom mleka w silosach
wplywa mikrobiom masowych cystern oraz, ze rézne
zbiorowiska bakteryjne ewoluowaly w obrebie roznych
siloséw mlecznych. Ponadto badania wykazaly, ze sklad
taksonomiczny mikrobiomu mleka zmieniat sie sezo-
nowo, poniewaz wigksza réznorodnos¢ genetyczna bak-
terii byla zwigzana z sezonem wiosennym [72].
Podobne obserwacje dotyczg zakladéw przetwor-
stwa miesnego. Srodowisko produkcji ma istotny
wplyw na ekologie mikrobiologiczng tusz zwierzecych.
Tusze zwierzece charakteryzowaly sie duza réznorod-
nos$cig mikrobiologiczng, w wsrdd ktorej stwierdzenio
dobrze znane rodzaje bakterii skorelowane z psuciem
miesa. Badania z wykorzystaniem wysokoprzepusto-
wego sekwencjonowania (HTS) zostaly uzyte do sledze-
nia zrédet zanieczyszczen swiezego migsa, gotowanych
kielbas, filetéw z lososia a takze gotowej do spozycia
zywnosci [15]. Wigkszo$¢ gatunkow bakterii ziden-
tyfikowanych w wymazach srodowiskowych z rzezni,
wykryto réwniez w befsztykach wolowych, np.: S. equ-
orum, Propionibacterium acnes, Psychromonas arctica,
czy Psychrobacter sp. [39]. Obecnos¢ mikroorganizméow
powodujacych psucie w bezposrednim otoczeniu linii
technologicznej istotnie obniza okres przydatnosci
matrycy spozywczej juz na poczatku jej produkcji.
Przemyst spozywczy w coraz wigkszym stopniu
bedzie wykorzystywal technologi¢ NGS do szerokiej
gamy analiz zwigzanych z kontrolg jakosci zywno$ci,
w tym oceny autentycznosci, pochodzenia, skfadu oraz
bezpieczenstwa na wszystkich etapach produkcji zyw-
nosci. Przede wszystkim jest to podyktowane koniecz-
noscig monitorowania procedur fermentacyjnych



72 EDYTA JUSZCZUK-KUBIAK, MONIKA GREGULA-KANIA, BARBARA SOKOLOWSKA

i kontroli zywnos$ci wzbogacanej kulturami bakterii
probiotycznych oraz suplementami diety. Zastosowanie
zintegrowanej technologii ,,food-omics” bedzie miafo
istotne znaczenie w celu zwigkszenia bezpieczenstwa
dostepnej na rynku spozywczym fermentowanej zyw-
nosci, poprzez ocene przetrwania patogenow, toksyno-
genéw lub identyfikacje gatunkéw odpowiedzialnych
za psucie si¢ fermentowanych produktéw. Na przykiad,
analizy 16S rDNA i metabolomu zostaly wykorzystane
do identyfikacji mikroorganizméw odpowiedzialnych
za syntez¢ amin biogennych w chinskim winie ryzo-
wym. Stwierdzono silng korelacje miedzy poziomem
produkowanych amin biogennych a wzgledna liczeb-
noécig kilku taksonéw bakteryjnych, tj. Staphylococcus,
Leuconostoc, Weissella i Lactococcus [50]. W innych
badaniu zagrozenie zwigzane z wykryciem P. mirabilis
i Staphylococcus spp. zostalo wskazane w analizie 16S
rDNA zastosowanej do izolatéw fermentowanej Zyw-
nosci sojowej oraz fermentowanych probek wieprzo-
winy [79]. Powaznym wyzwaniem dla sektora spo-
zywczego jest réwniez zapewnienie bezpieczenstwa
zywnosci minimalnie przetworzonej, zywnosci gotowej
do spozycia (tzw. tatwej), importowanej i etnicznej [88].
Uwierzytelnienie zywnosci poprzez ocene¢ skladu
produktow spozywczych jest wazne dla ograniczenia
zanieczyszczen krzyzowych, falszerstw zywnosciowych
oraz ochrony jakosci zywnosci na kazdym etapie tan-
cucha dostaw. Technologie ,,food-omics” moga znalez¢
zastosowanie w uwierzytelnianiu roslinnych produktéw
zywnoséciowych, autentycznosci produktow, wykry-
wania $ladowych ilosci DNA gatunkéw obcych oraz
w identyfikacji czesto blednie oznakowanych gatunkow
ryb i suplementéw ziolowych [52]. Wraz ze wzrostem
$wiatowego handlu produktami zywnosciowymi i suple-
mentami diety, doktadne i szybkie uwierzytelnienie jest
niezbedne do prawidlowego etykietowania produktow
w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci. Analizy
proteomiczne umozliwily szybkie i bezposrednie porow-
nanie i klasyfikacje 33 chorwackich bialych win [74].
Profilowanie metaproteomu win wykazalo obecnos¢ 20
bialek. Co ciekawe, tylko pi¢¢ z nich bylo bezposred-
nio skorelowanych z odpowiednia odmiang winogron,
pozostale profile bialkowe zostaly przypisane do rdzen-
nie zréznicowanej mikrobioty bakterii i grzybow. Nato-
miast profilowanie metabolomu zostato wykorzystana
do autoryzacji drozdzy piwowarskich [94], wloskiego
sera mozzarella bawolego lub krowiego [67], a takze do
okreslenia pochodzenia geograficznego Kimchi [40].
Nie mniej jednak, analizy metagenomiczne w opar-
ciu 0 WGS nie moga by¢ obecnie stosowane do iden-
tyfikacji i kwantyfikacji patogenéw w celach regula-
cyjnych z powodu ograniczen dostepnej technologii
i niekompletno$ci baz danych genomdw bakteryjnych.
Maksymalne korzysci z wykorzystania WGS pato-
genow zostang osiggnigte jesli zsekwencjonowane

genomy zostana zdeponowane w publicznych bazach
danych. Aby rozwina¢ to podejscie, w ramach Kon-
sorcjum Sekwencjonowania Laficucha Dostaw Zyw-
nosci (CSFSC) zostala opracowana spojna baza danych
sekwencji genomowych i metagenomowych spotecz-
nosci mikroorganizméw oraz niestandardowe symu-
lowane zestawy danych sekwencji Zywnosci in silico
[52, 75]. Surowe dane sekwencjonowania mozna réw-
niez przesta¢ do migdzynarodowego zasobu archiwum
publicznego ,Sequence Read Archive (SRA) lub za
posrednictwem Narodowego Centrum Informacji Bio-
technologicznej (NCBI, https://www.ncbi.nlm.gov/sra),
Europejskiego Instytutu Bioinformatyki (EBI, https://
www.ebi.ac.uk/ena) oraz DNA Data Bank of Japan
(DDBJ, https://www.ddbj.nig.ac.jp) [90]. W polaczeniu
z szeroka gama narzedzi bioinformatycznych mozliwe
bedzie opracowanie czulych i szybkich protokotéw do
analizy autentycznosci Zzywnosci i kwantyfikacji prze-
tworzonych produktéw spozywczych.

4. Podsumowanie

Podobnie jak w innych dziedzinach nauki, techniki
oparte na sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS)
ostatecznie zrewolucjonizuja mikrobiologi¢ Zywnosci.
Profilowanie metagenoméw, wykrywanie patogendw,
eksploracja danych genetycznych, taczenie genotypow
i fenotypow, okreslenie losow starteréw i patogenow w
produkcji i dojrzewaniu zywnosci oraz przewidywa-
nie okresu przydatnosci produktéw beda domeng tych
wysokowydajnych technologii. Analizy te muszg by¢
jednak polaczone z integrowanymi metodami ,,omics”,
ktore lacza metagenomike z metatranskryptomika
i metaproteomike z metabolomiky. W przysziosci
technologie ,,food-omics” bedg wdrozone do $ledze-
nia surowcow i produktéw spozywczych na réznych
etapach tancucha produkcyjnego i w réznych obszarach
zaktadow produkcyjnych, gdzie konieczne jest podjecie
dziatan zmierzajacych do poprawy stosowanych prak-
tyk higienicznych, optymalizacji proceséw produkcyj-
nych, opracowania i ulepszania strategii zarzadzania
bezpieczenstwem i jakoscig zywnosci. Sektor przemystu
spozywczego juz w tej chwili musi sprosta¢ wyzwaniom
stawianym przez konsumentow, ktorzy coraz czesciej
oczekuja zapewniania dostepu do rzetelnych infor-
macji na temat jakosci i bezpieczenstwa oferowanego
produktu. Jednak, caly proces monitorowania fancucha
zywnosciowego musi by¢ szybki i niedrogi, aby techno-
logie oparte na NGS mogly by¢ powszechnie stosowane.

Podsumowujac, metagenomika w polaczeniu z tech-
nologiami ,,food-omics” umozliwi precyzyjne zapro-
jektowanie skutecznych strategii analiz i konserwacji
zywnosci w celu osiggniecia réwnowagi pomiedzy
zapewnieniem bezpieczenstwa produktéw a utrzyma-
niem wysokich standardéw ich jakosci.
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