Zatacznik 2 - Autoreferat Kowalik J.

AUTOREFERAT

OPIS DOROBKU I OSIAGNIEC
NAUKOWYCH

DR INZ. JAROSLAW KOWALIK

KATEDRA MLECZARSTWA I ZARZADZANIA JAKOSCIA
WYDZIAE NAUKI O ZYWNOSCI

UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE
10-719 OLSZTYN, UL. OCZAPOWSKIEGO 7

TEL. 89523 43 39

e-mail: j.kowalik@uwm.edu.pl

OLSZTYN 2016




Zatacznik 2 - Autoreferat Kowalik J.

VI.

SPIS TRESCI
DANE OSOBOWE. . ..ottt e e, 3
POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE ...« e ettt e, 3
INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWY CH. .« e et e e 4

WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM

ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI. ... it ieieeeeeeen, 5
A)  TYTUL OSTAGNIECTA. ... euetnte ettt eteee e ete et et eeeeteeeaeenenns 5
B) PUBLIKACJE NAUKOWE WCHODZACE W SKEAD OSIAGNIECIA

NAUKOWEGO. ... utttteetente et et et et et e et et et et et e e e e ee e eneens 5
C) OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA

NAUKOWEGO. ... uttttettente et et eeae et et e et et et et et eeae e ee e eneens 7
OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH............. 21
PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWO-BADAWCZEGO.......c.ccevveenneennnnnn. 32



Zatacznik 2 - Autoreferat Kowalik J.

JAROSLAW KOWALIK
l. DANE OSOBOWE
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Data i miejsce urodzenia: 08.04.1978 r. Wloszczowa

I1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

Magister inzynier technologii zywnosci 1 zywienia czlowieka, specjalnos¢: technologia
mleczarska

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
2002

Praca magisterska pt.: Ocena wybranych wlasciwosci ~ fermentacyjnych
I proteolitycznych szczepu Bifidobacterium animalis 30
Promotor: prof. dr hab. Stefan Ziajka

Doktor nauk rolniczych w  zakresie  technologii  zywnosci 1  zywienia,
specjalnos$¢: mikrobiologia mleczarska

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydzial Nauki o Zywnosci

2007

Tytul rozprawy. Badania nad szacowaniem ryzyka mikrobiologicznego produktow
mleczarskich

Promotor: prof. dr hab. Stefan Ziajka

Dyplom Menedzera Badan Naukowych i Prac Rozwojowych

2012

Polska Fundacja Osrodkow Wspomagania Rozwoju Gospodarczego ,,OIC Poland”

Wyzsza Szkola Ekonomii i Innowacji w Lublinie

Praca dyplomowa pt.: Innowacje w projektowaniu bezpieczenstwa mikrobiologicznego
produktow ready-to-cook
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I1l. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

Doktorant

01.12.2002-30.06.2007

Dzienne studia doktoranckie

Wydzial Nauki o Zywnosci

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Technolog

01.12.2006-30.08.2007

Katedra Mleczarstwa 1 Zarzadzania Jakoscig
Wydziat Nauki o Zywnosci

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Specjalista

01.09.2007-31.10.2008

Katedra Mleczarstwa 1 Zarzadzania Jakoscia
Wydziat Nauki o Zywnosci

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Adiunkt

01.11.2008-dotychczas

Katedra Mleczarstwa 1 Zarzadzania Jakos$cig
Wydziat Nauki o Zywnosci

Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
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IV. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA
14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ
O STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (Dz.U. nr. 65, poz. 595 ze zm.):

A)  TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej W zarzqdzaniu bezpieczernstwem
ZywnosSci w przetworstwie mleka.

Rozprawe habilitacyjng stanowi powigzany tematycznie cykl publikacji. Prace zostaty
zrealizowane po doktoracie 1 sg rozszerzeniem badan w zakresie mikrobiologii
prognostycznej, ktorych inspiracja byt projekt rozwojowy realizowany w Katedrze
Mleczarstwa 1 Zarzadzania Jako$cig pod kierownictwem prof. dr hab. Stefana Ziajki pt.
»Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej do modelowania bezpieczenstwa zywnosci”
(NCBIR - N R12 0097 06), a ktory realizowano w latach 2008-2013. Bytlem wspotautorem
koncepcji, a w trakcie realizacji projektu jako wykonawca uczestniczylem w pracach
ustalania metodyki badawczej, realizacji badan w laboratorium mikrobiologicznym
i merytorycznej analizy oraz dyskusji wynikow.

B) PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

1. Kowalik J., Lobacz A., Tarczynska A.S., Ziajka S. 2009. Zastosowanie
mikrobiologicznych modeli prognostycznych w produkcji bezpiecznej Zywnosci.
Medycyna Weterynaryjna, 65(06), 381-381.

IF! =0; punkty MNiSW?= 15; Liczba cytowan® = 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, doborze
zrodet literaturowych, dokonaniu wyboru zastosowanych metod analizy przypadku,
napisaniu publikacji. Moj udziat procentowy wynosi 55%.

2. Kowalik J., Tarczynska A.S., Lobacz A. 2013. Prognozowanie wzrostu liczby
komorek Listeria monocytogenes w serku wiejskim. Zywno$¢, Nauka,
Technologia, Jako$¢, 4 (89), 37 — 48.

IF! = 0,190; punkty MNiSW?2= 13; Liczba cytowan® =0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w opracowaniu koncepcji
badan, planowaniu doswiadczenia, doborze metod analitycznych, nadzorze nad
wykonywanymi badaniami, analizq i interpretacjq wynikow, wspotudziale w pisaniu
publikacji. Mdj udziat procentowy szacuje na 70%.

3.  Kowalik J., Adamczewski K., Ziajka S. 2014. Szacowanie wzrostu liczby

komorek  Listeria monocytogenes  z wykorzystaniem urzqdzenia
impedymetrycznego w serze mozzarella. Zywnoéé, Nauka, Technologia, Jako$¢,
1(92), 66-77.

IF! = 0,311; punkty MNiSW?= 13; Liczba cytowan® =0
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Moj wkiad —w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
planowaniu  doswiadczenia, doborze metod analitycznych, nadzorze nad
wykonywanymi analizami, interpretacjq wynikow, wspétudziale w pisaniu publikacji.
Moj udzial procentowy szacuje na 40%.

4.  Kowalik J., Lobacz A., Adamczewski K., Tarczynska A.S. 2014. Zastosowanie
alternatywnych metod oceny bezpieczenstwa mikrobiologicznego wybranych
seréw. Zywno$¢, Nauka, Technologia, Jako$¢, 5 (96), 134 — 143,

IF! = 0,311; punkty MNiSW?= 13; Liczba cytowan® = 0

Moj wkitad ~w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
planowaniu  doswiadczenia, doborze metod analitycznych, nadzorze nad
wykonywanymi analizami i interpretacjqg wynikow, wspotudziale w pisaniu publikacji.
Moj udzial procentowy wynosi 60%.

5. Lobacz A., Kowalik J. 2015. A predictive model for Listeria monocytogenes in
UHT dairy products with various fat content during cold storage. Journal of Food
Safety, 35, 119-127.

IF! = 0,931; punkty MNiSW?=20; Liczba cytowan® = 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na doborze literatury, interpretacji wynikéw
badan, merytorycznym wsparciu podczas analiz laboratoryjnych. Moj udzial
procentowy wynosi 40%.

6. Kowalik J., Lobacz A. 2015. Development of a predictive model describing the
growth of Yersinia enterocolitica in camembert- type cheese. International
Journal of Food Science and Technology, 50, 811-818.

IF! = 1,354; punkty MNiSW? = 25; Liczba cytowan® = 1

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w opracowaniu koncepcji
badan, planowaniu doswiadczenia, doborze metod analitycznych, nadzorze nad
wykonywanymi analizami i interpretaciq wynikéow oraz wspotudziale w pisaniu
publikacji. Moj udzial procentowy wynosi 60%.

Lacznie
IF!= 3,097
Punkty MNiSW?=99
Liczba cytowan® = 1

"mpact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania
2 punkty MNiSW - Zatacznik do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 23 grudnia 2015 .
3 Liczba cytowan wedtug Web of Science na dzien 16 marca 2016 roku.
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Nadmieniam, ze 5 z 6 publikacji stanowigcych sktad osiagniecia naukowego to
publikacje z ostatnich 3 lat. Czasopismo: Zywnoéé. Nauka. Technologia. Jakos¢,
w ktorym znajduja si¢ 3 publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego w latach ich
opublikowania znajdowalo si¢ na liscie JCR.

C. OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

1.  Wprowadzenie

Poprawa jakosci i bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktow spozywczych
wprowadzanych na rynek wynika z wdrozenia i cigglego doskonalania systemow zarzgdzania
jakoscig (Kotozyn - Krajewska i Jalosinska — Pienkowska, 2003). Podstawowymi
i obligatoryjnymi w Polsce systemami, ktore maja za zadanie zapewni¢ bezpieczenstwo
zywnosci sg: GHP (ang. Good Hygiene Practice), GMP (ang. Good Manufacturing Practice)
oraz system HACCP (ang. Hazard and Critical Control Point) (Dz. U. 2006 r. nr 171, poz.
1225). W trosce o dobro konsumenta producenci zywnosci wdrazaja dobrowolne Systemy
Zarzadzania Bezpieczefistwem Zywnosci np. 1SO 22000:2005 (Systemy zarzadzania
bezpieczenstwem zywnosci. Wymagania dla kazdej organizacji nalezacej do fancucha
zywnos$ciowego). Systemy zarzadzania bezpieczenstwem produkowanej zywnos$ci powinny
by¢ opracowane w sposob zrozumiaty dla wszystkich podmiotow dziatajacych w tancuchu
zywno$ciowym. Powinny rowniez stanowi¢ dowod dla opinii publicznej, ze posiadajg
skuteczne srodki kontroli, gwarantujgce bezpieczenstwo spozywanej przez konsumentow
zywno$ci. Narzedziem wspierajgcym dziatanie systeméw zarzadzania jakoScig jest
mikrobiologia prognostyczna. Jest to dziat mikrobiologii zywno$ci wykorzystujacy elementy
matematyki w celu okreslania zachowania mikroorganizmow (glownie chorobotworczych)
w produkowanej i dystrybuowanej zywnosci (Kajak 2001; Lobacz i in. 2008; McKellar i Lu
2004). Mikrobiologia prognostyczna wykorzystuje zasade, ze reakcja grup mikroorganizmow
w okreslonych warunkach w Zzywnosci jest powtarzalna. Informacja dotyczaca sktadu
chemicznego, stosowanej technologii i wiedzy na temat mikroflory produkowanej zywnosci
pozwala na wybdr mozliwie bezpiecznego modelu prognostycznego, czyli takiego, ktory
bedzie prognozowat wzrost drobnoustrojow w sposOb najbardziej zblizony do wzrostu
w warunkach rzeczywistych (Giffel i Zwietering 1999). W celu wykorzystania modelu
matematycznego do  prognozowania 1  analizowania  wzrostu  niepozadanych
mikroorganizmoéw, np. podczas produkcji zywnosci, nalezy wykonaé szereg badan
mikrobiologicznych na produkcie modelowym w warunkach eksperymentalnych,
a nastepnie dokona¢ jego walidacji w oparciu o konkretny produkt zywnosciowy (Scott
2005). Do badan laboratoryjnych w aspekcie ich wykorzystania w mikrobiologii
prognostycznej oprocz klasycznej metody plytkowej mozna zastosowaé wlasciwie
wykalibrowane urzadzenia wykorzystujace zjawisko impedancji, ktére moga przyczynié si¢
do krotszej w czasie analizy mikrobiologicznej zywnosci. Uzyskane w ten sposob wyniki
badan i zwalidowane modele matematyczne moga by¢ uzyte do ilosciowego szacowania
ryzyka mikrobiologicznego w czasie rzeczywistym (McMeekin and Ross 2002; Kowalik i in.
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2012). Modele prognostyczne moga mie¢ istotne zastosowanie podczas wdrazania systemu
HACCP na co najmniej 3 etapach: przeprowadzenia analizy zagrozen i okreslenia Srodkow
nadzoru, ustalenia poziomoéw docelowych i limitow krytycznych dla kazdego krytycznego
punktu kontrolnego oraz podczas ustalania procedur weryfikacji. W ostatnich latach wzrosto
réwniez zainteresowanie mikrobiologiag prognostyczng, ktéra moze polaczy¢ wymagania
w zakresie zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci z jego oczekiwanym wptywem na zdrowie
publiczne.

Warto rowniez nadmieni¢, ze FAO/WHO (ang. Food and Agriculture Organization/
World Health Organization) w 2002 r. zdecydowata o wlaczeniu zasad mikrobiologicznego
zarzadzania ryzykiem w rozwoj standardow bezpieczenstwa zywno$ci. Oznacza to,
Ze wymagania ustawowe winny by¢ uzasadnione na podstawie udokumentowanej, wspartej
naukowo analizie ryzyka i odnosi¢ si¢ do odpowiedniego poziomu ochrony ustalonego przez
Swiatowa Organizacje Handlu WTO (ang. World Trade Organization). Ponadto, zgodnie
z rozporzadzeniem (WE) nr 178/2002: ,,Ocena ryzyka powinna opiera¢ si¢ na istniejacych
dowodach naukowych 1 by¢é podejmowana w sposoéb niezalezny, obiektywny
1 przejrzysty”, wobec czego mikrobiologia prognostyczna staje si¢ skutecznym narzedziem
rowniez w ujeciu prawa (Rozp. WE 178/2002; Tarczynska 1 in. 2012). Ilosciowa analiza
ryzyka powinna by¢ podstawg rozstrzygania sporow w kwestiach dotyczacych zagrozen
mikrobiologicznych w produkowanej zywnos$ci, skutkow zatru¢ pokarmowych oraz
umozliwia¢ znalezienie i ustalenie przyczyn zaistniatych sytuacji. Analiza ilosciowa to
rowniez jedno z mozliwych do wykorzystania zastosowan mikrobiologii prognostycznej
(Gorris 2005).

Rozwdj technik komputerowych 1 powszechnie dostepny Internet sprzyjaja
powstawaniu baz danych dotyczacych zachowania si¢ glownych patogenow oraz
drobnoustrojow odpowiedzialnych za psucie zywno$ci. Zawarte w nich dane
o doswiadczeniach ~ wykonanych na produktach modelowych z uzyciem programéw
komputerowych (tzw. modele trzeciorzedowe) stanowia zrodlo cennych informacji dla osdb
zajmujacych si¢ analizg ryzyka mikrobiologicznego na kazdym etapie *lancucha
zywnos$ciowego. Do znanych 1 czgsto stosowanych programow prognozujacych zachowanie
si¢ niepozadanych drobnoustrojéw w symulowanych warunkach zywno$ci i majacych
zastosowanie w analizie ryzyka mikrobiologicznego nalezy: Pathogen Modeling Program
(PMP) Online (dostepny na stronie internetowej amerykanskiego Departamentu
ds. Rolnictwa, USDA), ComBase Predictor, Perfingers Predictor, ComBase DMFiIT (zawarte
w bazie danych ComBase) (www.combase.cc). Sg to ogdlnodostepne i bezptatne bazy danych
z programami do prognozowania. Umozliwiajg one uzytkownikowi wyszukanie dostepnych
w bazie wynikow badafh, po wczes$niejszym zawezeniu wyszukiwania do okre§lonego
mikroorganizmu oraz warunkow S$rodowiska (np. temperatura, pH, aktywno$¢ wody)
(McMeekin i in. 2006; Lobacz i in. 2013). Baza danych ComBase stanowi cenne Zrodto
wiedzy na temat bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci, zawiera juz ponad 50 000
rekordow (t.j. obserwacji opisujacych reakcje bakterii na okreslone warunki srodowiska) i jest
systematycznie rozbudowywana.

Wigkszo$¢ dostepnych modeli prognostycznych konstruowano przewaznie w oparciu
o badania na pozywkach mikrobiologicznych, ktore nie odzwierciedlaja wszystkich
czynnikow fizykochemicznych panujacych w Zywnosci. Stad tez wynika potrzeba

8
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prowadzenia badan w kierunku opracowywania modeli dla konkretnych produktow
spozywczych. Przykltadem portalu, w ktorym zamieszczono modele opracowane dla
konkretnych produktow spozywczych jest Wama Predictor (WMP)
(wamapredictor.uwm.edu.pl/WamaPredictor/). Portal ten jest rezultatem wspomnianego
projektu rozwojowego. Po zarejestrowaniu i zalogowaniu uzytkownika portal umozliwia
prezentacj¢ symulacji kinetyki zmian populacji réznych gatunkow bakterii, zgodnie
z opracowanymi modelami matematycznymi. Modele zamieszczone w bazie skonstruowano
na podstawie wynikow badan uzyskanych na produktach spozywczych pochodzenia
zwierzecego (produkty mleczarskie: jogurt, kefir, mleko pasteryzowane, mleko UHT, sery
mickkie z porostem i przerostem plesni, sery dojrzewajace typu holenderskiego, feta,
mozzarella oraz twarogi). Podczas badan naukowych pozwalajagcych na powstanie tego
portalu analizowano zachowanie bakterii chorobotworcze z gatunku: Salmonella enteritidis,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli
w zakresie temperatur przechowywania 0-25°C. Portal powstat w rezultacie realizacji projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBIR - N R12 0097 06).
Na dzien 20. grudnia 2015 roku zanotowano ok. 3 tys. wejs¢ do portalu z roznych instytucji
(nauka 1 przemyst).

Wazne jest aby badania naukowe przyczynity si¢ do powstania jak najwickszej liczby
uzytecznych modeli matematycznych opisujacych wzrost/przezywalno$¢ drobnoustrojow
w réznych produktach spozywczych. Gotowe modele bazujace na pozywkach

mikrobiologicznych cz¢sto sg przeszacowane i nie odzwierciedlajg rzeczywistego zachowania
drobnoustrojéw w zywnosci.

Dlatego tez, po ich walidacji na podstawie modeli uzyskanych z badan na produktach
spozywczych moga one stanowi¢ wazne zrodlo informacji odnosnie ich wykorzystania
w roznych sytuacjach np. czy przetworzy¢ lub wycofa¢ z dystrybucji srodek spozywczy.

Wdrazanie elementow mikrobiologii prognostycznej w produkcji i dystrybucji
produktéw spozywczych moze przynies¢ korzysci zaréwno dla wielu S$rodowisk,
a mianowicie nauki, przemystu oraz dla konsumentéw. W nauce, pozwalaja zrozumieé
1 okresli¢ zachowanie mikroorganizméw w zalezno$ci od etapu procesu technologicznego
i dystrybucji zywnoéci. Dla przemystu korzyScig jest obnizenie kosztow spehienia
obowigzujacych przepisow poprzez dostarczenie tanich i1 prostych w uzytkowaniu $rodkéw
weryfikacji, ze procesy produkcyjne sa bezpieczne, za$ dla konsumentow wnosza poprawe
standardow zwigzanych z bezpieczenstwem spozywanej Zywnosci.

2. Cel i zakres badan

Glownym celem podjetych badan byla ocena zachowania wybranych patogendw,
a takze rozwdj modeli prognostycznych i ich walidacja dla szerokiej gamy produktow
mleczarskich.
Wyznaczono nastgpujace cele szczegdlowe:
e Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej do okreslania zachowania patogenow
w sytuacji hipotetycznego zanieczyszczenia produktu mleczarskiego, w trakcie jego
produkcji i dystrybucji z wykorzystaniem dostepnych internetowych baz danych
zawierajacych opracowane modele matematyczne;
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e Porownanie prognozowanego i obserwowanego wzrostu liczby komorek Listeria
monocytogenes na przyktadzie zanieczyszczonego serka wiejskiego (cottage cheese);

e Badania nad dostosowaniem urzadzen impedymetrycznych Bactometer M64,
(bioMerieux) i Bactrac 4300 (SyLab) do ilosciowego, selektywnego oznaczania
Listeria monocytogenes i Bacillus cereus podczas przechowywania serow typu feta
I mozzarella oraz wykorzystanie uzyskanych wynikow do opracowania modeli;

e Opracowanie i walidacja drugorzgdowych modeli matematycznych zachowania
pateczek Listeria monocytogenes w mleku i $mietance UHT w zaleznosci od roznej
zawartoSci thuszczu, a takze paleczek Yersinia enterocolitica w serze typu camembert
podczas chlodniczego przechowywania.

3. Dokumentacja wynikéw i wnioski

W badaniach przedstawionych w publikacjach wchodzacych w sklad osiggnigcia
naukowego wykorzystano produkty mleczarskie: mleko i $mietanka UHT oraz réznego
rodzaju sery (cottage cheese, feta oraz mozzarella). Sery te wykorzystywane sg m.in. do
przyrzadzania réznego rodzaju satatek, dan gotowych do spozycia gdzie istnieje mozliwos¢
ich zanieczyszczenia bakteriami chorobotworczymi. Dobor gatunkow bakterii: Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica i przetrwalnikujace laseczki Bacillus cereus wynikat
z ich mozliwosci bytowania i rozwoju w $rodowisku produkcji i dystrybucji. Badania
realizowano gtownie w przedziale temperatur od 3 do 15°C, czyli w warunkach
umozliwiajagcych wzrost bakterii psychrotrofowych jakimi sg pateczki Listeria i Yersinia.
Za poziom poczatkowy mikroorganizmow, ktorymi zanieczyszczano produkty przyjeto log 2-
3 jtk/g. Jest to realny poziom zanieczyszczenia, ktory moze wystgpic w produkcji
1 dystrybucji zywnosci. Badania empiryczne dla kazdego produktu prowadzono do uzyskania
maksymalnej liczby populacji drobnoustrojow. Doswiadczenia wykonano dla 5 réznych partii
produktow (im wigcej powtorzen doswiadczenia tym bardziej poprawne prognozy).

Do analiz mikrobiologicznych wykorzystano systemy impedymetryczne z nowatorsko
opracowang pozywka selektywng wobec komorek Listeria monocytogenes. Wybor gatunku
Listeria monocytogenes do jego ilosciowego okre$lania w systemie impedymetrycznym,
podyktowany byt wymaganiami prawa zywnosciowego (mikrobiologiczne kryteria
bezpieczenstwa zawarte w Rozporzadzeniu WE 2073/2005).

Etap 1.

Na tym etapie przeanalizowano mozliwosci zastosowania dost¢pnych programow
mikrobiologii prognostycznej w celu oszacowania rozwoju wybranego patogenu (pateczka
Yersinia enterocolitica) podczas produkcji i dystrybucji serka wiejskiego (cottage cheese).
Cottage cheese, w zaleznosci od metody produkcji, jest niedojrzewajacym twarozkiem
kwasowym lub kwasowo-podpuszczkowym o strukturze ziarnistej. Ziarna serka sg zanurzone
w $mietance.

Z danych literaturowych wynika, ze obecnos¢ mikroorganizmow chorobotworczych
w tego typu serkach pochodzi z zanieczyszczen wtornych, ktorych gidwnym Zrodlem jest
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personel, brak higieny oraz blgdy technologiczne. Duze zagrozenie w produkcji
i dystrybucji cottage cheese moze stanowi¢ wzglednie beztlenowa Gram-ujemna pateczka
Yersinia enterocolitica. Do oszacowania wzrostu lub inaktywacji tej bakterii w wybranym
odcinku fancucha produkcji zastosowano program Combase Predictor (CP). W programie
nalezy wprowadzi¢ dane dotyczace glownych parametrow fizykochemicznych produktu
I procesOw podczas produkcji. Sg to niezbgdne informacje do przeprowadzenia symulacji
wzrostu bakterii patogennych podczas poszczegdlnych etapow produkcji cottage cheese.
W tym celu, okreslono temperaturg i czas trwania analizowanych etapow produkcji oraz pH,
zawarto$¢ NaCl i kwasu mlekowego. Za poziom poczatkowy liczby Y. enterocolitica przyjeto
2 log jtk/g produktu. Poziom wyjSciowy zanieczyszczenia bakteriga Y. enterocolitica
poprzedzajacy proces byl poziomem  wejsciowym  (poczatkowym)  kolejnego.
W doswiadczeniu rozpatrywano nastgpujace etapy produkcji: 1) koagulacja mleka
pasteryzowanego (czas koagulacji: 5h, temperatura: 32°C, pH skrzepu: 4,6), 2) krojenie
i dogrzewanie skrzepu (czas procesu: 3h, temperatura: 52°C, pH: 4,6), 3) odwadnianie
(odprowadzenie serwatki), chlodzenie, dodatek soli kuchennej, natluszczanie $mietankg
I pakowanie (czas procesu: 8h, temperatura: 5°C, pH: 5,1, kwas mlekowy: 7700 ppm, NaCl:
0,5%) oraz 4) magazynowanie i dystrybucja (czas: 504 h, temp. 6°C, pH: 5,1, kwas mlekowy:
7700 ppm, NaCl: 0,5%). Program CP uwzglednial rowniez dane dotyczace stanu
fizjologicznego (SF) bakterii, czyli w jaki sposob badany drobnoustrdj reaguje na zmiany
aktualnego sSrodowiska, np. stres zwigzany ze zmiang temperatury, pH czy cis$nienia
osmotycznego (warto$§¢ SF = 0, brak wzrostu, SF = 1, rozwdj optymalny). W opracowaniu
zastosowano opcje domyslnego wyboru wartosci SF, sugerowang przez program. Po etapie
koagulacji mleka na podstawie modelu wzrostu zawartego w programie CP, nastgpit
nieznaczny wzrost liczby komorek Yersinia z 2 log jtk/g do poziomu 2,75 log jtk/g. Kolejny
proces, ktorym jest Krojenie i dogrzewanie spowodowat destrukcje analizowanego gatunku
bakterii w czasie 0,3 h. W tym momencie produkt nalezalo uzna¢ za bezpieczny,
lecz w przypadku gdyby doszio do wtdrnego zanieczyszczenia (na poziomie 2,0 log jtk/g)
wzrost liczby komorek Yersinia bytby nieunikniony. Rozpatrujgc czas i warunki odwadniania,
chlodzenia, dodatku NaCl oraz natluszczania i pakowania serka zaprognozowano nieznaczny
wzrost liczby komorek Y. enterocolitica, ktorych poziom 2,03 log jtk/g utrzymywat si¢ do
etapu magazynowania i dystrybucji. Przy zachowaniu tancucha chlodniczego, i terminu
przydatnosci do spozycia (21 dni) wedlig prognozy CP bylaby mozliwo$¢ wzrostu liczby
komorek Y. enterocolitica do log 8,30 jtk/g produktu. Minimalna dawka infekcyjna
w przypadku tej bakterii wynosi ok. log 8-9 jtk/g, tak wigc wyprodukowany serek mogltby
stwarza¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia cztowieka.

Przedstawione wyniki opisano w publikacji:
1. Kowalik J., Lobacz A., Tarczynska A.S., Ziajka S. 2009. Zastosowanie
mikrobiologicznych modeli prognostycznych w produkcji bezpiecznej Zywnosci,

Medycyna Weterynaryjna, 65(06), 381-381(Zatacznik 4: Wykaz, pkt. IB: 1).
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Etap 2.

Analizy z pierwszego etapu postuzyly do badan empirycznych, podczas ktorych
wykorzystano gatunek bakterii o podobnych wymaganiach srodowiska, a mianowicie Listeria
monocytogenes. Podczas tego etapu przedstawiono mozliwosci rozwoju pateczek Listeria
monocytogenes w serku cottage cheese. Wybdr tego produktu do badan uzasadniajg jego
wiasciwosci fizykochemiczne, ktore potencjalnie sprzyjaja rozwojowi paleczek Listeria.
Obecnos¢ komorek Listeria w produktach wyprodukowanych w UE reguluje Rozporzadzenie
Komisji  Europejskiej nr  2073/2005.  Zachowanie = wlasciwej  temperatury
w lancuchu chlodniczym jest bardzo waznym czynnikiem decydujacym o wzroscie liczby
drobnoustrojow niepozadanych.

Podczas badan okreslono mozliwosci rozwoju paleczek Listeria monocytogenes
(szczepy referencyjne ATTC: 0232S, 0737S, 0398S) (Microbiologics) w serku cottage cheese
podczas przechowywania w zakresie temperatur od 3 do 15 °C. Dokonano proby
wykorzystania mikrobiologii prognostycznej do okreslenia stabilno$ci mikrobiologiczne;j
produktu w przypadku rdéznicy parametrow technologicznych 1 powstatych w ich wyniku
zmian fizykochemicznych. Oszacowano rowniez konsekwencje ewentualnego przerwania
fancucha chtodniczego w czasie przechowywania i dystrybucji produktu.

Probki zanieczyszczono wlasciwym rozcienczeniem hodowli Listeria w ilosci
zapewniajacej koncentracj¢ na poziomie log 3 jtk/g i przechowywano w temperaturze 3, 6, 9,
12 oraz 15 °C. Do analizy liczby komoérek L. monocytogenes wykorzystano podioze
Chromocult Agar, wybiorcze dla Listeria wg Ottaviani i Agosti. Czas przechowywania,
po ktérym wykonywane byly analizy zalezat od tempa wzrostu badanego mikroorganizmu
w produkcie.

Na podstawie badan eksperymentalnych opracowano modele pierwszorzedowe
z wykorzystaniem aplikacji ComBase DMFit. Aplikacja ta znajduje si¢ w bazie ComBase
1 umozliwia na podstawie uzyskanych wynikéw badan wyliczenie parametréw wzrostu
bakterii (wykorzystujac rownanie rézniczkowe Baranyi i Roberts'a). Aplikacja dopasowuje
parametry modelu do danych eksperymentalnych i generuje na tej podstawie optymalne
prognozy. W celu poréwnania uzyskanych prognoz wygenerowano modele w programie CP.
W programie tym ustawiono parametry zblizone do wilasciwosci fizykochemicznych
badanych seréw. W wyniku modelowania pierwszorzedowego uzyskano wspoiczynniki
tempa wzrostu liczby komorek bakterii (u[log jtk/g/h] (w kazdej temperaturze eksperymentu)
oraz prognozowane tempo wzrostu (wyliczone w programie CP). Dokonano oceny
dopasowania modeli pierwszorzgdowych do obserwowanych danych poprzez wyliczenie
wartosci bledu Sredniokwadratowego MSE (ang. Minimal Square Error). Nastepnie
w aplikacji DMFit (wykorzystujac tempo wzrostu obserwowane i prognozowane w CP)
uzyskano wspotczynniki tempa wzrostu na podstawie drugorzedowego modelu pierwiastka
kwadratowego Ratkowsky'ego. Wykonano walidacje graficzng 1 matematyczng
wygenerowanych modeli za pomoca wykresu rownosci (modele pierwszorzedowe) 1 wyliczen
wspotczynnikow: odchylenia B (ang. Bias factor) oraz As (ang. Accuracy factor) dla modeli
drugorzedowych. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem temperatury nastgpowalo szybsze
tempo wzrostu liczby komorek Listeria. Na podstawie wyliczen w DMFit okre§lono wartosci
wspotczynnikow tempa wzrostu L. monocytogenes, ktore wynosity odpowiednio w: 3°C —
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0,0066 [h?], 6 °C — 0,0080[h™], 9 °C — 0,0121[h], 12 °C - 0,0139 [h™] oraz 15 °C — 0,0197
[h!]. Nastepnie wygenerowano prognozy dla podobnych parametréw $rodowiska:
temperatura, czas, pH, zawarto$¢ kwasu mlekowego w programie CP.

Na podstawie wyliczen stwierdzono, ze blad MSE obliczony dla sum btedow warto$ci
obserwowanych (DMFit) i prognozowanych (CP) wynosit 0,00031, co wskazywato na dobre
dopasowanie modelu. Walidacja graficzna pozwolita stwierdzi¢ dobra przydatno$¢ prognoz
uzyskanych w CP. Prognozowane w CP wartosci tempa wzrostu w wigkszosci przypadkow
miaty wyzsza warto$¢ niz obserowane, co potwierdzitlo wysoki margines bezpieczenstwa
predykcji.

Biorac powyzsze pod uwage wykonano modelowanie drugorzedowe (wykorzystujac
rownanie Ratkowsky'ego) 1 uzyskano mozliwo$¢ prognozy tempa wzrostu Listeria
w zalezno$ci od temperatury przechowywania. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze program CP dla okre§lonych warunkéw srodowiska (cottage cheese) pozwolit
na bezpieczne prognozy tempa wzrostu Listeria w zakresie temperatury przechowywania od 3
do 15 °C. Walidacji modelu Ratkowsky ego dokonano poprzez wyliczenie wspotczynnikow
Br i Ar. Stwierdzono poprawno$¢ miedzy wartoSciami obserwowanymi i prognozowanymi
w CP, a uzyskanymi podczas modelowania drugorzedowego (model Ratkowsky ego).

W wyniku walidacji modeli wykazano, ze prognozy wygenerowane w CP umozliwiajg
przewidywanie wzrostu liczby komorek Listeria podczas produkcji i dystrybucji cottage
cheese w szerokim zakresie temperatur. Program CP w oparciu o wykonang walidacje moze
by¢ zatem przydatnym narzgdziem w szacowaniu ryzyka mikrobiologicznego. W pracy
badawczej przedstawiono roéwniez wyniki 1 prognozy skutkow nieprawidlowo
przeprowadzonego procesu technologicznego, w wyniku ktorego nastgpita zmiana pH
1 analogicznie zawarto$ci kwasu mlekowego. Wyznacznikiem stabilno$ci mikrobiologicznej
jest czas trwania lagfazy. Na podstawie oszacowanych wynikéw uzyskanych w programie CP
zaobserwowano, ze w przypadku reinfekcji L. monocytogenes (np. podczas dystrybucji
i przerwania fancucha chlodniczego) w temperaturze 6, 10 i 14°C czas stabilnosci
mikrobiologicznej byl dluzszy przy nizszym pH 1 wyzszej zawarto$ci kwasu mlekowego.
Najdhuzszy czas stabilnosci mikrobiologicznej dotyczyt parametréw produktu w temperaturze
6°C o wartosci pH 5,2 i zawarto$ci kwasu mlekowego 0,6 %, najkrotszy zas w temperaturze
14 °C przy pH 5,8 i zawartosci kwasu mlekowego 0,4 %. Po tym czasie wedhug programu CP
nastgpita faza logarytmicznego wzrostu.

Stwierdzono, ze srodowisko cottage cheese stanowito dobre warunki dla rozwoju
pateczek Listeria monocytogenes w zakresie temperatur od 3 do 15 °C, a Program CP po
walidacji w oparciu o dane eksperymentalne moze by¢ waznym narz¢dziem w zapewnianiu
bezpieczenstwa produkeji zywnosci.

Przedstawione wyniki opisano w publikacji:
1. Kowalik J., Tarczynska A.S., Lobacz A. 2013. Prognozowanie wzrostu liczby
komérek Listeria monocytogenes w serku wiejskim, Zywno$¢, Nauka, Technologia,

Jakos¢, , 4 (89), 37 — 48. (Zalacznik 4: Wykaz, pkt. IB: 2)
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Etap 3.

Wyniki badan na etapie 2 staly si¢ przestanka do kolejnych badan. Byly to badania
zmierzajace do opracowania uproszczonych i krotszych w czasie ilo§ciowych analiz
mikrobiologicznych. Na potrzeby badawcze wykorzystano, opracowang selektywng pozywke
i dostosowano 2 urzadzenia impedymetryczne: Bactrac i Bactometer (bioMerieux, Sy-Lab).

Do tej pory stosunkowo niewiele badan dotyczylo zastosowania odpowiednio
zmodyfikowanych pozywek do iloSciowego 0znaczania pateczek np. Listeria monocytogenes
w tego typu urzadzeniach, ponadto brak bylo mozliwosci ich szybkiego ilosciowego
oznaczania, a jest to bardzo wazny drobnoustrdj z punktu widzenia prawa zywnosciowego
1 bezpieczenstwa konsumenta.

W  wykrywaniu obecnosci patogendow, oprocz klasycznej metody plytkowe;,
zastosowanie mogg mie¢ metody alternatywne wykorzystujace zmiane wilasciwosci cech
fizykochemicznych 1 biologicznych srodowiska w przypadku rozwoju mikroorganizméw. Do
metod takich naleza: turbidymetryczne, metody filtracyjne, immunologiczne oraz
wykorzystujace pomiar aktywnosci metabolicznej (impedymetria). Metoda impedymetryczna
(wykorzystujaca zmiane wiasciwosci elektrycznych podioza) pozwala na wykrycie obecnosci
oraz co najwazniejsze liczby (po wykonaniu modyfikacji metodycznej) komoérek
mikroorganizméw w produkcie spozywczym. Mikroorganizmy podczas namnazania
powodujg zmiany przewodnosci elektrycznej uktadu (pozywka wraz z mikroorganizmami),
przeksztalcajac polisacharydy, biatka i thuszcze do dobrze dysocjujacych zwiazkow, takich
jak: kwasy organiczne, aminokwasy 1 kwasy tluszczowe. W miar¢ gromadzenia produktow
metabolizmu nastepuje obnizenie oporu w czasie przeptywu pradu elektrycznego pomiedzy
elektrodami zanurzonymi w hodowli mikroorganizméw. Rejestrowane jest to przez
instrument pomiarowy, ktory po wykalibrowaniu (analiza regresji liniowej) w odniesieniu do
klasycznej metody ptytkowej staje si¢ narzedziem szybkich analiz mikrobiologicznych.

Na tym etapie badan za pomocg przystosowanych urzagdzen impedymetrycznych
okreslono i wyliczono parametry tempa wzrostu [u] liczby komorek Listeria monocytogenes
w serze typu mozzarella i feta podczas przechowywania w zakresie temperatur od 3 do 21
(i 37 °C w przypadku sera mozzarella), a takze zbadano mozliwosci przystosowania metody
impedymetrycznej do szybkiej mikrobiologicznej analizy ilo$ciowej, przydatnej
w mikrobiologii prognostycznej.

W celu okreslania liczby komorek Listeria monocytogenes w produkcie, dokonano
kalibracji Bactometru w odniesieniu do klasycznej metody ptytkowej. W metodzie ptytkowe;j
uzyto podioza Chromocult Agar (Merck) wg Ottaviani i Agosti (wg ISO 11290-2:1998/Amd
1:2004) za$ w systemie impedymetrycznym eksperymentalnie zmodyfikowano pozywke BHI
((ang. Brain Heart Infusion) (bioMérieux)). Pozywke wzbogacono o dodatek selektywny
Frasera (Merck) zawierajacy akryflawing i kwas nalidiksowy (inhibitory wzrostu innych
gatunkow drobnoustrojow), oraz dodatek wzbogacajacy z cytrynianem zelazowo-amonowym
(Merck) (stymulujacy wzrost liczby komoérek Listeria). W celu sprawdzenia selektywnosci
zmodyfikowane] pozywki, przebadano probki sera nie zanieczyszczonego pateczkami
L. monocytogenes. Probki sera przed kalibracja badano na obecno$¢ Listeria monocytogenes,
zgodnie z normg ISO 11290-2: 1998.
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Na podstawie analiz wykonanych za pomoca Bactometru nie wykryto zmian
w impedancji podloza co wskazywato na wlasciwie dobrany, nowatorski sktad pozywki.

Rezultaty otrzymane w wyniku badan wlasnych wprowadzono do aplikacji ComBase
DMFit. Wygenerowano modele prognostyczne oraz parametry charakteryzujace wzrost
L. monocytogenes (u, lag faza, czas generacji GT (ang. Generation Time), maksymalny
poziom populacji). Uzyskane modele poréwnano z modelami wygenerowanymi w programie
CP. Program CP generowal prognozy na podstawie wynikow badan pochodzacych
z zanieczyszczonych Listeria zmodyfikowanych pozywek (z uwzglednieniem pH, zawartosSci
NaCl), o skladzie podobnym do parametrow fizykochemicznych sera typu mozzarella
uzytego w badaniach.

Wykorzystanie tego typu aplikacji pozwalalo na poréwnanie wygenerowanych modeli
prognostycznych w CP z wynikami uzyskanymi w badaniach na produktach spozywczych.
Wyniki badan pozyskane podczas przechowywania probek sera mozzarella
zanieczyszczonych Listeria monocytogenes oraz uzyskane prognozy w ComBase DMFit s3
zblizone do prognoz wygenerowanych w CP w zakresie danych eksperymentalnych od 3 do
37°C. Program CP moze by¢ wykorzystywany podczas wspierania szacowania ryzyka
mikrobiologicznego dla produktéw o podobnych parametrach fizykochemicznych jak uzyty
w badaniach ser typu mozzarella.

Kolejnym aspektem badawczym byla analiza zachowania laseczek Bacillus cereus
w serze typu feta i mozzarella podczas przechowywania w zakresie temperatur od 3 do15°C
z zastosowaniem impedymetrycznego systemu Bactrac. W celu okre$lania liczby komorek
Bacillus cereus w serach feta i mozzarella dokonano kalibracji urzgdzenia w odniesieniu do
klasycznej metody plytkowej (z wybiorczym podlozem Mossela MYP (Merck) oraz
z wykorzystaniem probdéwek z elektrodami i bulionem z dodatkiem selektywnym Bimedia
610 (SyLab). Uzyskane wyniki analiz w systemie Bactrac z szeregu kolejnych
dziesieciokrotnych rozcienczen (w postaci czasu detekcji DT (ang. Detection Time))
wprowadzono do arkusza kalibracyjnego w oprogramowaniu obstugujagcym urzadzenie.
Zdefiniowano funkcje¢ regresji liniowej oraz wprowadzono wartosci liczbowe jtk odczytane
w metodzie ptytkowej. W dalszym etapie pracy urzadzenie wykorzystano do okreslania liczby
komorek Bacillus cereus w trakcie przechowywania celowo zanieczyszczonych probek
(inoculum - log 3 jtk/g) serow typu feta i mozzarella podczas ich przechowywania do 4
tygodni (w zaleznosci od temperatury).

Wyniki analiz poshizyly do modelowania matematycznego w podobny sposob jak
w przypadku paleczek Listeria, wykorzystujac program ComBase DMFit i CP.

Zaobserwowano rdznice mi¢dzy modelami opracowanymi na podstawie danych
eksperymentalnych a tymi gotowymi, uzyskanymi w programie CP. W przypadku
przechowywanego sera typu feta, faza logarytmicznego wzrostu B. cereus nastapita szybciej
niz wedhig prognoz uzyskanych w CP w kazdej temperaturze przechowywania. Swiadczyt o
tym rowniez wyliczony w ComBase DMFit czas trwania lag fazy dla danych
eksperymentalnych i tych uzyskanych z programu CP. Prognozy wzrostu B. cereus
wygenerowane przez program CP stwarzaly zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci mimo
ustawienia wartos$ci pH wyzszej niz w produkcie (nizsze pH hamuje rozwdj drobnoustrojow).
W temperaturze 15°C w zakresie danych eksperymentalnych (ComBase DMFit) nie
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zaobserwowano lag fazy a faza logarytmicznego wzrostu nastgpita w bardzo krotkim czasie
po zanieczyszczeniu produktu.

W przypadku badan z uzyciem sera typu mozzarella, prognozy wygenerowane
w programie CP zapewnialy margines bezpieczenstwa, szczeg6lnie w temperaturze 9, 12
i 15 °C. W badaniach do tego etapu pracy maksymalne tempo wzrostu (u) dla B. cereus
w temperaturze 15°C wynosito: dla sera feta 0,022 log a dla mozzarella 0,026 log jtk/g/h.
W celu walidacji uzyskanych modeli wzrostu Bacilus cereus w serze typu feta i mozzarella
porébwnano wspolczynnik p na wykresie réwnos$ci. Jest to walidacja graficzna modeli
pierwszorzedowych poprzez poréwnanie obserwowanego (ComBase DMFit — badania
wiasne) 1 prognozowanego (CP) tempa wzrostu p. Punkty lezace powyzej linii rdéwnosci
stanowiag o wysokim marginesie bezpieczenstwa prognoz uzyskanych w programie CP,
za$ ponizej tej linii, $wiadcza o mozliwosci szybszego namnazania si¢ B. cereus w badanych
produktach niz przewidywat CP. Tempo wzrostu Bacillus cereus w przypadku sera typu feta
w zakresie temperatur od 3 dol5 °C charakteryzowalo si¢ podobng warto$cig (pomiedzy
0,017 a 0,021 log/jtk/g/h) za$ wartosci uzyskane w CP wzrastaly wraz ze wzrostem
temperatury (od 0,009 do 0,040 log/jtk/g/h). W przypadku sera typu mozzarella wartosci p
wyniosty od 0,019 do 0,026 log/jtk/g/h, a prognozowane w CP od 0,017 do 0,087 log/jtk/g/h.
Optymalng temperaturg wzrostu wegetatywnych form laseczek B. cereus jest zakres od 30 do
40 °C, stad tez warto$ci p uzyskane podczas doswiadczenia nie wykazywaty duzej roznicy.

Przedstawione wyniki opisano w publikacjach:

1. Kowalik J., Adamczewski K., Ziajka S. 2014. Szacowanie wzrostu liczby komorek
Listeria monocytogenes z wykorzystaniem urzgdzenia impedymetrycznego w serze
mozzarella. Zywno$¢, Nauka, Technologia, Jakoéé, 1 (92), 66-77 (Zalacznik 4:
Wykaz, pkt. IB: 3).

2. Kowalik J., Lobacz A, Adamczewski K., Tarczynska A.S. 2014. Zastosowanie
alternatywnych metod oceny bezpieczeristwa mikrobiologicznego wybranych serow.
Zywno$¢, Nauka, Technologia, Jakos¢, 5 (96), 134 — 143 (Zalacznik 4: Wykaz, pkt.
IB: 4).

Etap 4

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wplywu roznej zawartos$ci thuszczu
w produktach mleczarskich na wzrost liczby pateczek Listeria monocytogenes a takze
konstrukcja 1 walidacja o wyniki zewnetrzne modeli matematycznych pierwszorzgdowych.
W badaniach uzyto produkty poddane wysokiej obrobce termicznej (ang. Ultra High
Temperature, UHT): mleko o zaw. 2% tluszczu. oraz $mietanka 0 zaw. 12 i 30% thuszczu.
Probki zanieczyszczono szczepami Listeria wyizolowanymi z zywnos$ci i opisanymi jako
Listeria monocytogenes 3 i 38. Pochodzity one z kolekcji szczepow Katedry Mikrobiologii
Przemystowej i Zywnosci Wydziatu Nauki o Zywnosci UWM w Olsztynie.

Waznym aspektem podjetych badan bylo to, ze wigkszo§¢ dostgpnych modeli
prognostycznych uwzglednia takie parametry S$rodowiska jak: pH, aktywno$¢ wody,
zawarto$¢ NaCl za§ brak bylo opisu wplywu zawartosci tluszczu. Probki produktow
zanieczyszczono hodowlg Listeria monocytogenes na poziomie ok. log 3 jtk/ml
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i przechowywano w temperaturze 3, 6, 9, 12 i 15°C. Produkty zbadano na obecno$¢ Listeria
wedhig normy PN-EN I1SO 11290-2:2000 z wykorzystaniem bulionu Frasera. Liczb¢ komorek
Listeria monocytogenes w przechowywanych probkach okre§lano za pomoca klasycznej
metody ptytkowej z wykorzystaniem selektywnego podtoza wg Ottaviani i Agosti (Merck).
Probki badano, az do osiggnigcia maksymalnej liczby populacji w poszczegodlnych
temperaturach. Uzyskane wyniki poddano modelowaniu pierwszorzgdowemu (model
Baranyi, zmodyfikowana funkcja Gompertza i funkcja logistyczna). Doktadnos¢ dopasowania
modeli pierwszorzedowych analizowano poprzez obliczenie bigdu MSE i Kkryterium
informacyjnego Akaike (AIC — Akaike Information Criterion). Najlepiej dopasowanym
modelem okazat si¢ model Baranyi 1 Roberts'a, ktory postuzyt do dalszych badan
1 modelowania drugorzgdowego.

Za pomoca analizy wariancji sprawdzono czy zawarto$¢ tluszczu istotnie (p <0,05),
wplywata na zachowanie L. monocytogenes. Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie
w zachowaniu patogenu.

Nastepnie skonstruowano modele drugorzedowe wykorzystujac rownania: Arrheniusa,
Ratkowski'ego i wielomiany. Modele wiclomianowe najlepiej opisywaly zmiany tempa
wzrostu (p) Listeria podczas zmiany temperatury przechowywania produktow (R2=0,94).
Walidacji modeli drugorzedowych dokonano poprzez wyliczenie wspotczynnikow Af i Bf,
Wspolczynniki Af (1,177) oraz Bf (1,027) dla modelu wielomianowego byly najbardziej
bliskie wartosci 1, co $wiadczyto 0 jego dobrym dopasowaniu.

Zastosowanie modeli prognostycznych do wspomagania narzedzi zapewniania
bezpieczenstwa zywnosci zalezy od dobrze przeprowadzonego procesu walidacji tych modeli.
W tym celu oprocz obliczenia wspdlczynnikow Ar | Bf modele poddano walidacji
matematycznej na podstawie danych zewnetrznych pochodzacych z bazy ComBase
i symulacji w ComBase Predictor. Na podstawie symulacji w ComBase Predictor dla
zadanych parametrow fizykochemicznych odzwierciedlajgcych srodowisko produktow UHT,
oraz dla wynikdéw innych badaczy znalezionych w bazie ComBase wyliczono wspotczynniki
As (1,159 dla ComBase i 1,510 dla CP) i Bf(1,021 dla ComBase i 1,185 dla CP). Aplikacja
CP precyzyjnie okreslata zachowanie patogenu w produktach UHT.

Wigkszo$¢ trzeciorzedowych modeli dziata w oparciu o dane mikrobiologiczne
generowane na pozywkach plynnych o znanym i fatwo modyfikowalnym sktadzie
chemicznym. S3a to tak zwane modele "bezpieczne", ktére maja szeroki margines
bezpieczenstwa. Generowane przez modele prognozy obcigzone sg czgsto istotnym bledem.
Dlatego tez coraz bardziej powszechne i bardziej skuteczne sa modele uzyskane na podstawie
danych pochodzacych bezposrednio z zywnosci.

Podsumowujac powyzszy etap badan, stwierdzono, ze utworzone modele dla produktow
mlecznych UHT dokfadnie prognozuja wzrost liczby komoérek L. monocytogenes w zakresie
temperatur od 3 do 15°C. Opracowane modele moga by¢ narzgdziem wykorzystywanym
w analizie zagrozen w trakcie wdrazania systemu HACCP, szacowania narazenia w procesie
oceny ryzyka mikrobiologicznego, wspierajac decyzje w wielu aspektach mikrobiologii
zywnosci 1 zarzadzania jej bezpieczenstwem.

W badaniach nad rozwojem modeli prognostycznych okreslono zachowanie pateczek
Yersinia  enterocolitica w serze typu camembert podczas przechowywania
w zakresie temperatur od 3 do 15°C. Yersinia enterocolitica jest waznym czynnikiem
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etiologicznym w zatruciach odzywno$ciowych. Pateczki te powoduja ostre zapalenie zotadka
I jelit oraz zapalenie weztow chlonnych, na ktére narazone sa gldownie dzieci. Yersinia
podobnie jak Listeria zachowuje swoja zywotno$¢ podczas przechowywania Zzywnosci
w warunkach chtodniczych (nawet 0°C). Nalezy podkresli¢, ze w produkcji mleczarskiej,
zagrozenia mikrobiologiczne wystepuja najczgsciej wskutek wtdrnego zanieczyszczenia
produktu, w wyniku bledow w procesach technologicznych co umozliwia wzrost liczby
komorek patogendw w trakcie przechowywania i dystrybucji. W literaturze niewiele jest
opracowanych modeli wzrostu dla pateczek Yersinia. W ostatnich latach w Polsce, wzrosto
spozycie seréw plesniowych. Badania mikrobiologiczne seréw okreslone sa w kryteriach
mikrobiologicznych zawartych w Rozporzadzeniu Komisji Europejskiej nr 2073/2005,
w ktorych analizy skoncentrowane sa glownie na okreslanie obecnosci i liczby pateczek
Listeria, brak jest konieczno$ci badan zywno$ci pod katem Yersinia, a jest to rowniez
drobnoustroj psychrotrofowy. Technicznie Yersinia jest trudniejsza do okreslania w zywnosci
ze wzgledu na brak rutynowych badan. Na tym etapie skonstruowano modele prognostyczne
dotyczace wzrostu liczby komorek Yersinia enterocolitica (3 szczepy referencyjne
ATCC9610, ATCC23715 oraz ATCC27729, (Microbiologics) w serze plesniowym typu
camembert (ser pozyskany z zaktadu mleczarskiego Hochland Polska Sp. z 0.0., Baranowo).
Do okre$lania liczby komorek bakterii w zanieczyszczonych celowo probkach (poziom
poczatkowy ok. log 2 jtk/ g) wykorzystano podioze Agar CIN z selektywnym dodatkiem
wedlug Schiemanna (Merck-Millipore). Parametry fizykochemiczne sera wynosity: pH 5,1;
kwasowos$¢ miareczkowa 30°SH (0,67% kwasu mlekowego), zawartos¢ NaCl 2%. Badania
prowadzono do osiggnigcia maksymalnej liczby populacji. Probki sera przed
zanieczyszczeniem zbadano na obecnos¢ Yersinia 3-stopniowg metodg wykrywania wg ISO
10273:2003. Probki nie zawieraly komorek Yersinia. Nast¢gpnie dokonano modelowania
pierwszorzedowego z wykorzystaniem modelu czteroparametrycznego sigmoidalnego
Gompertza oraz Baranyi i Roberts’a. Do modelowania drugorzedowego uzyto roéwnanie
pierwiastka kwadratowego opisanego przez Ratkowsky'ego. Poprawo$¢ prognoz modeli
pierwszo- i drugorzedowych obliczono za pomoca okreslenia bledu MSE i kryterium Akaike
(AIC). Wedtug AIC im nizsza warto$¢ tego parametru tym lepsza poprawno$¢ prognoz.
Model Gompertza wykazywal nizszg wartos¢ AIC i MSE dla temperatury 3, 6, 9, 12 i 15°C
w porownaniu do modelu Baranyi i Roberts’a. Model Gompertza byt na poziomie
satysfakcjonujacym w 80%.

Modelowanie drugorzgdowe umozliwilo okre§lenie zalezno$ci maksymalnego
specyficznego tempa wzrostu p (log jtk/g) (GR) oraz czas trwania lagfazy (LT) pateczek
Yersinia w zaleznosci od temperatury przechowywania (dla kazdej temperatury 3, 6, 9, 12
i 15°C). LT i GR obliczono na podstawie modelowania pierwszorzedowego
z wykorzystaniem modelu Baranyi i Roberts a oraz funkcji Gompertza.

Wykonano walidacj¢ modeli drugorzgdowych z wykorzystaniem obliczonych
wspotczynnikow: determinacji (R?) oraz Ar i Br. Wspdlczynnik determinacji R? wyliczony dla
GR i LT wynosit 0,89 i 0,70 (funkcja Gompertza) oraz 0,88 i 0,75 (model Baranyi
i Roberts’a) co $§wiadczylo o zadowalajacym dopasowaniu modelu.

Podobnie jak w opisanych wczesniej badaniach dokonano walidacji modeli o dane
zewngtrzne pochodzace z aplikacji CP (modele na podstawie danych z badan na pozywkach
I bazy ComBase (dane z badan na konkretnych produktach spozywczych).
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W CP po wpisaniu parametrow fizykochemicznych sera camembert otrzymano wyzsze
warto$ci GR co prawdopodobnie wynika z faktu, ze w serze camembert wystgpuje mikroflora
towarzyszaca spowalniajagca tempo wzrostu Yersinia. Wartosci As i Br podczas walidacji
modelu pierwiastka kwadratowego zbudowanego na podstawie modeli: Gompertza
(odpowiednio 1,47 i 1,16) oraz Baranyi i Roberts'a (1,46 i 1,15) byly zblizone. Warto$¢ Bf
(1,16) dla modelu Gompertza byta wedtug danych literaturowych na granicy akceptowalnosci
(prawidlowy zakres 1,05-1,15). Nastgpnic dokonano walidacji wygenerowanego modelu
pierwiastka kwadratowego w oparciu o niezalezne dane z bazy ComBase. Walidacje
graficzng wykonano z wykorzystaniem linii réwnosci, gdzie poréwnano wartosci GR
wyliczone z badan wlasnych i GR wyliczone na podstawie danych z bazy ComBase.
Walidacja dala satysfakcjonujace rezultaty, poniewaz obserwowane GR (badania wlasne)
i prognozowane GR (uzyskane z niezaleznych badan) umiejscowione byly w poblizu linii
roOwnosci.

Stwierdzono, ze model pierwiastka kwadratowego uzyskany na podstawie modeli
Baranyi i Roberts’a oraz Gompertza poprawnie opisywaly parametry wzrostu (GR i LT)
w zaleznos$ci od temperatury przechowywania sera typu camembert, co w przypadku
reinfekcji produktu pateczkami Yersinia daje mozliwos$ci okreslania ryzyka dla zdrowia
konsumenta.

Przedstawione powyzej wyniki opisano w publikacjach:

1. Kowalik J., Lobacz A. 2015. Development of a predictive model describing the
growth of Yersinia enterocolitica in camembert- type cheese. International
Journal of Food Science and Technology, 50, 811-818 (Zalgcznik 4: Wykaz, pkt.
IB: 5).

2. Lobacz A., Kowalik J., 2015. A predictive model for Listeria monocytogenes in
UHT dairy products with various fat content during cold storage. Journal of Food
Safety, 35, 119-127 (Zatgcznik 4: Wykaz, pkt. IB: 6).

4.  Podsumowanie — aspekt aplikacyjny

Na podstawie przeprowadzonych analiz dostepne bazy danych zawierajagce modele
prognostyczne wzrostu roznych patogenow w produktach charakteryzujacych skiad
fizykochemiczny produktéow mleczarskich s3 znaczacym Zrdédlem informacji o ich
zachowaniu na réznych etapach procesow produkcyjnych i podczas dystrybucji.

W celu naukowego potwierdzenia, ze w produkcie spozywczym nie rozwing si¢
drobnoustroje niepozadane, przeprowadzono badania przechowalnicze w szerokim zakresie
temperatur. Elementy mikrobiologii prognostycznej zastosowano w analizie uzyskanych
wynikow badan laboratoryjnych (probki celowo zanieczyszczone okreslonymi patogenami).
Mikrobiologia prognostyczna i uzyskane modele matematyczne moga postuzy¢ do opisu
zachowania mikroorganizméw w zywnosci. Wiasciwie walidowane modele moga by¢ uzyte
do ilo$ciowego szacowania ryzyka mikrobiologicznego w czasie rzeczywistym. Istnieje
réwniez potrzeba tworzenia programdéw prognostycznych w oparciu o dane eksperymentalne
pochodzace z badan nad rozwojem patogendéw i bakterii niepozadanych w gotowych
produktach spozywczych.
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Prognozowanie mikrobiologiczne stanowi nowe, naukowe podejscie do oszacowania
iloSciowego 1 jakos$ciowego ryzyka mikrobiologicznego w lancuchu dystrybucyjnym
produktow spozywczych (w tym mleczarskich).

Alternatywne metody pomiaru (zastosowane w niniejszych badaniach) liczby komoérek
wykorzystujace zjawisko impedymetrii po wykalibrowaniu urzadzenia i zmodyfikowaniu
pozywki moga by¢ przydatne do szybkiego, selektywnego i ilo§ciowego okreSlania bakterii
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus w roznych produktach mleczarskich.

Opracowane i zwalidowane modele prognostyczne rozwoju bakterii z gatunku: Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus i Yersinia enterocolitica dla r6znych produktow mleczarskich
(ptynnych i stalych) w szerokim zakresie temperatur sa wartosciowym narzedziem
wspierajagcym  dziatanie systemOéw zarzadzania mikrobiologicznym bezpieczenstwem
zywnosci. Modele prognostyczne opracowane dla konkretnych produktow spozywczych
pozwalaja w krotkim czasie oszacowac¢ stan mikrobiologiczny zywnos$ci co daje mozliwos¢
podjecia decyzji (w przypadku stwierdzenia niezgodnosci) 0 wycofaniu produktu z rynku lub,
skrocenia terminu przydatno$ci do spozycia. Modele matematyczne moga by¢ rowniez
skutecznym  narzedziem do szacowania przyczyn 1  skutkow  nieprawidlowo
przeprowadzonego procesu produkcyjnego, jak rowniez pomocne w dialogu oraz znalezieniu
wspolnego mianownika w  kwestiach dotyczacych zagrozen mikrobiologicznych
produkowanej zywno$ci. Ponadto moga przyczynia¢ si¢ do analizowania skutkéw
w przypadku zatru¢ pokarmowych, mozliwosci znalezienia, udowodnienia 1 ustalenia
przyczyn nie tylko podczas analizy jakosciowej ale przede wszystkim ilo$ciowe;.

Szczegdlowa, tradycyjna  kontrola  zywnosci, pod  wzgledem  jakosci
mikrobiologicznej, jest w duzej mierze czasochlonna, pracochlonna, a wyniki badan
mikrobiologicznych uzyskuje si¢ po zakonczeniu procesu. Ponadto, badania przeprowadzane
na duzg skal¢ sg kosztowne.

Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej do opracowanych i zwalidowanych
modeli umozliwito wykreowanie narz¢dzia pozwalajgcego przewidywac stan bezpieczenstwa
gotowego wyrobu na poszczegdlnych etapach tancucha zywnosciowego.

Wyniki prowadzonych prac naukowo-badawczych (wchodzacych w skiad osiggniecia
naukowego) przedstawitem na 8 konferencjach/sympozjach miedzynarodowych. Podczas
tych spotkan prezentowatem postery (9) lub glositem referaty (3), tgcznie 12.

Przedstawione badania we wskazanym osiggni¢ciu (5 publikacji z ostatnich 3 lat)
zostaly zauwazone na arenie migdzynarodowej i zarejestrowane jako cytowania w bazach:
Web of Science (1 cyt.), Scopus (3 cyt.) i Google Scholar (6 cyt.). Cytowania pochodza m.in.
od autorow z czasopism: Journal of Food Processing and Preservation i European Food
Research and Technology. W bazie Researche Gate powyzsze publikacje byty czytane przez
283 zalogowanych uzytkownikow (dane z 16. marca 2016 r.).

5. Literatura:

1. Gorris L. G. M. 2005. Food safety objective: An integral part of food chain
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2. Kajak K.: Zasady prognozowania w mikrobiologii zywnosci. 2001. Zywnoé¢. Nauka.
Technologia. Jako$¢. 27: 81-93.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Po zakonczeniu edukacji na poziomie szkoly S$redniej (Technikum Przemystu
Spozywczego, specjalnos¢ technologia mleczarska przy Zespole Szkoér Zawodowych we
Wioszczowie) i uzyskaniu indeksu na studia (jako laureat Olimpiady na szczeblu
ogblnopolskim — Ogoblnopolski Turniej Wiedzy o Mleku i1 Mleczarstwie, Wysokie
Mazowieckie 1997 organizowanym przez Wydziat Technologii Zywnosci owczesnej
Akademii Rolniczo-Technicznych w Olsztynie) rozpoczatem jednolite studia magisterskie
na Wydziale Technologii Zywnoéci Akademii Rolniczo-Technicznej w Olsztynie (aktualnie
Wydziat Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie). W 2002 roku
obronitem pracg magisterska przygotowana w Instytucie Rozwoju Mleczarstwa Uniwersytetu
Warminsko Mazurskiego w Olsztynie uzyskujac tytul zawodowy magistra inzyniera
technologii Zywnos$ci 1 zywienia czlowieka w zakresie technologii mleczarskiej. W tym
samym roku podjalem studia doktoranckie na Wydziale Nauki o Zywnosci, realizujac prace
doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Stefana Ziajki. Z dniem 1. grudnia 2006 roku
zostatem zatrudniony na stanowisku technologa. W dniu 28 czerwca 2007 roku obronitem
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z wyroznieniem Rady Wydzialu Nauki o Zywnosci dysertacje  doktorska
nt: Badania nad szacowaniem ryzyka mikrobiologicznego produktow mleczarskich,
otrzymujac, decyzja Rady Wydziatu, stopien naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie
technologii zywnosci i zywienia (mikrobiologia mleczarska).

Od 1 wrzesnia 2007 roku zostalem zatrudniony na stanowisku specjalisty, a od
1. listopada 2008 roku pracuje jako adiunkt w Katedrze Mleczarstwa i Zarzagdzania JakoScig
Wydziahu Nauki o Zywnosci UWM w Olsztynie.

Kierunki mojej pracy badawczej stanowia kompilacje wlasnych zainteresowan
naukowych, biezacych trendoéw i probleméw zwigzanych z zagrozeniami mikrobiologicznymi
ale 1 nowymi rozwigzaniami w technologii zywnosci (glownie mleczarskie;j).

Bioragc pod uwage tematyk¢ badan oraz kompleksowo$¢ i roéznorodnos¢ metod
badawczych prace naukowo-badawcze realizowatem glownie w zespotach badawczych.

Realizowane przeze mnie badania skupiajg si¢ wokot nastepujacych zagadnien:

A) Okreslanie wptywu czynnikéw srodowiska produktow mleczarskich na rozwoj
drobnoustrojow chorobotwoérczych i prognozowanie ich zachowania podczas
przechowywania w szerokim zakresie temperatury,

B) Systemy zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci,

C) Zywnoé¢ funkcjonalna, wybrane aspekty,

D) Technologia pozyskiwania nowych produktow mleczarskich na bazie
produktow  rozdzialu  membranowego mleka, ich charakterystyka
1 akceptowalnos$¢ przez konsumenta.

A) Okreslanie wplywu czynnikéw Srodowiska produktéow mleczarskich na
rozwdéj drobnoustrojéow chorobotworczych i prognozowanie ich zachowania
podczas przechowywania w szerokim zakresie temperatury

Oprécz badan wyeksponowanych we wskazanych publikacjach wchodzacych w sktad
osiggniecia naukowego przeprowadzono jeszcze inne prace w zakresie tego zagadnienia.

Do okreslania liczby komoérek mikroorganizméw 1 opracowywania modeli
w mikrobiologii prognostycznej wykorzystane moze by¢ zjawisko impedymetrii, mogace
zastgpi¢ klasyczng metode ptytkowa przy okreslaniu liczby bakterii w badanym produkcie.

W aspekcie tych badan podjatem si¢ okreslenia przydatno$ci systemu monitorujacego
Bactometer M64 do konstrukcji modeli prognostycznych wzrostu drobnoustrojow.
W badaniach wykorzystano modelowe produkty uzyskane przez modyfikacj¢ pozywki BHI
(bioMerieux) stosujac dodatek kwasu mlekowego, soli kuchennej 1 azotanu sodu.
Dos$wiadczenie wykonano z wudzialem pateczek Escherichia coli 22. Analizy
mikrobiologiczne przeprowadzono klasyczng metoda plytkowa oraz z zastosowaniem
impedymetru. System impedymetryczny dostosowano do zalozen badan tak, ze wskazywat
rdznice w zachowaniu szczepu Escherichia coli 22 w zaleznoéci od zastosowanych dodatkow.
System impedymetryczny umozliwiat badanie wplywu rozmaitych czynnikéw na wzrost
liczby komoérek drobnoustrojow (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 11A: 5,6; pkt. 11D:3,4; pkt. 11K: 3).
W zakresie wykorzystania impedymetrii do badan w mikrobiologii prognostycznej badalem
réwniez przezywalnos$¢ Listeria monocytogenes w mleku sterylizowanym i przechowywanym
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w roznych temperaturach (od 3 do 20°C) w czasie 14 dni. Uzyskane wyniki w Bactometrze
porownano z wynikami uzyskanymi za pomoca programu komputerowego Pathogen
Modeling Program 7.0 (PMP70). W programie ustalono podobne warunki srodowiska do tych
panujacych w zanieczyszczonym Listeria mleku. Uzyskane wyniki rdznity si¢ od tych
wygenerowanych w PMP70, tzn. komorki bakterii nie osiaggnely maksymalnej liczby
populacji takiej jak w programie komputerowym. Czynniki zwigzane z 2zywnos$cig
(np. dostgpnos¢ skladnikéw pokarmowych) nie sa zazwyczaj uwzgledniane w programach
bazujacych na pozywkach mikrobiologicznych. Omawiane wyniki wskazuja na koniecznos¢
prowadzenia dalszych badan na produktach zywno$ciowych, a wykorzystujac uzyskane
modele w przemysle spozywczym mozna szybko zmodyfikowac istniejgce receptury, zanim
zostang wykonane np. kosztowne badania laboratoryjne lub pilotazowe. Dostgpne programy
komputerowe daja mozliwosci oszacowania wstepnego podczas np. zmiany parametrow
fizykochemicznych produktow (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 11A:4,6; pkt. 11D:22; pkt. IIK:
2,5,6,9; pkt. 111Q: 2.11).

Kontynuujac badania nad wykorzystaniem systemu impedymetrycznego Bactometer
M64 do zapewniania bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci wykonano kalibracje
1 dostosowano selektywng pozywke mikrobiologiczng do okreslania ilosciowego paleczek
Listeria w serze typu feta. W odr6znieniu od produktow UHT, w serze typu feta wystepuje
mikroflora towarzyszaca i konieczne bylo zastosowanie pozywki selektywnej. W celu
umozliwienia szybkich analiz ilosciowych, sklad pozywki BHI (Brain Heart Infusion -
bioMerieux) zmodyfikowano przez dodatek selektywnego suplementu Fraser (Merck)
(podobnie jak modyfikacja pozywki opisana w Etapie 3, Omowienie publikacji wchodzacych
w sklad osiggniecia naukowego, str. 14). Probki sera zanieczyszczono Listeria
monocytogenes. W celu potwierdzenia, ze zmodyfikowana pozywka BHI dziatala selektywnie
wobec paleczek Listeria analizowano probki sera bez jej dodatku. Kalibracja Bactometru
wykazata wysokg korelacj¢ z metoda ptytkowa (R = 0,98). System impedymetryczny po jego
kalibracji na wielu produktach mleczarskich i dla roznych gatunkéw patogenow oraz
z zastosowaniem wiasciwych dodatkéw selektywnych moze by¢ uzytecznym narzedziem
umozliwiajagcym szybkie, ilosciowe analizy mikrobiologiczne. Tego typu analizy stanowig
wazng kwestie¢ w produkcji 1 dystrybucji bezpiecznej zywnosci, a takze mogg znalez¢é
zastosowanie w mikrobiologii prognostycznej (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 1ID: 10; pkt. 1IK:
10). Kontynuujagc prace w tej tematyce zbadano przezywalno$¢é pateczek Listeria
monocytogenes w mleku i $mietance UHT. Celowo zanieczyszczone probki przechowywano
w zakresie temperatur od 3 do 21 °C. Pomiaru liczby komorek L. monocytogenes dokonano
za pomocg urzadzenia Bactometer M64. Do badan wykorzystano selektywne, zmodyfikowane
podtoze mikrobiologiczne BHI (bioMérieux), a urzadzenie wykalibrowano w odniesieniu do
klasycznej metody ptytkowej. Otrzymane dane wprowadzono do aplikacji DMFit otrzymujac
modele pierwszorzedowe Baranyi i Roberts'a oraz parametry charakteryzujace dynamike
wzrostu L. monocytogenes. Wygenerowane w DMFit dane poréwnano z prognozami
w programie ComBase Predictor (CP) oraz WaMa Predictor (WMP). Porownujac uzyskane
rezultaty z modelami prognostycznymi (CP i WMP) zaobserwowano margines
bezpieczenstwa pozwalajacy na wykorzystanie tych aplikacji w szacowaniu ryzyka
mikrobiologicznego (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 11D:17, pkt. 111B: 6,8,13,14,15,16,18).
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W tym aspekcie badawczym prowadzitem rowniez badania okreslajace wzrost liczby
pateczek Listeria monocytogenes 38 w mleku sterylizowanym, celowo zanieczyszczonym
i przechowywanym 21 dni w zakresie od 3 do 15°C. Szczep pozyskano z Katedry
Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci WNoZ, UWM. Byt to szczep wyizolowany z mleka
surowego. Do okreslania liczby L. monocytogenes 38 wykorzystano Bactometer M64 ze
zmodyfikowang przeze mnie pozywka. Uzyskane wyniki wzrostu liczby komoérek bakterii
wykorzystano do modelowania matematycznego w aplikacji DMFit (dodatek Excel-MS
Office). Nastgpnie wykorzystujac wyliczone w DMFit specyficzne tempa wzrostu [p]
dokonano walidacji graficznej istniejagcych modeli ogdlnych zawartych w programach
komputerowych PMP70 i Growth Predictor (GP) bazujacych na wynikach uzyskanych
z modyfikowanych pozywek mikrobiologicznych. Poprawnos¢ i przydatnos¢ modeli PMP70
i GP okreslono rowniez wykorzystujac wybrane Af i Br. Walidacja wskazala na lepsza
przydatno$¢ predykcyjng programu GP (Praca doktorska, Zalacznik 4: Wykaz, pkt. 11A:6).
Realizujac badania w tym zakresie przeanalizowano i wykonano symulacj¢ roznych
wariantow dotyczacych zmian skladu produktu i ich wplyw na bezpieczenstwo
mikrobiologiczne. Przyktadem moze by¢ przewidywanie bezpiecznego terminu przydatnosci
do spozycia nowego produktu (serek twarogowy do smarowania o zawartosci 2% NaCl,
kwasu mlekowego 0,60 i 0,65%, pH 5,2 i 5,5 i aktywnosci wody 0,98). Wykorzystujac
program Growth Predictor lub PMP70 oszacowano mozliwe zagrozenie mikrobiologiczne dla
tego produktu w wyniku zanieczyszczenia bakteriami z gatunku Yersinia enterocolitica oraz
Listeria monocytogenes. Wystepowanie tych pateczek w produkcie moze by¢ wynikiem
nieprawidlowo przeprowadzonego procesu technologicznego lub reinfekcji. Wykorzystujac
wspomniane programy mozemy okresli¢ zachowanie tych mikroorganizmow (np. tempo
wzrostu, czas lagfazy) podczas przechowywania produktu w warunkach chlodniczych
(ustawiajgc W nich parametry: inoculum, czas i temperatura przechowywania a takze
aktywno$¢ wody 1 zawarto$¢ kwasu mlekowego). W wygenerowanych modelach
Zzaobserwowano, ze temperatura, pH 1 zawarto$¢ kwasu mlekowego podczas przechowywania
produktu mialy istotny wplyw na tempo wzrostu wybranych do analizy bakterii. Oprocz
temperatury przechowywania istotne do oceny bezpieczenstwa zywnosci jest roéwniez
przestrzeganie innych parametréw produkcji 1 ustalenie wlasciwych pozioméw docelowych
1 granic krytycznych podczas monitorowania parametrow procesu. W tym przypadku
rozpatrywano tylko dwie wartosci pH, dwa poziomy kwasu mlekowego, jedng zawarto$é
NaCl oraz niewielkg liczbe bakterii na poziomie poczatkowym (ok. 100 jtk/g). W celu
okreslenia bezpiecznego okresu przechowywania wazne jest oszacowanie wlasciwych
parametrow produktu t.j.: pH, zawartos¢ NaCl, kwasu mlekowego. Dobrze opracowane
modele prognostyczne pozwalaja okreslic bezpieczng (pod wzgledem mikrobiologicznym)
technologi¢ produkcji, za§ w sytuacjach awaryjnych (np. dlugotrwala awaria chtodni, lub jej
przeladowanie) daja niezbedne informacje o stanie mikrobiologicznym produktu (Praca
doktorska, Zatgcznik 4: Wykaz, pkt 11A: 1,2; pkt 1ID: 1,4,5,24; pkt 11K: 1; pkt. 111Q: 2.8).

W ramach tej tematyki badawczej okreslano tez zachowanie pateczek Listeria
monocytogenes 38 w serze twarogowym podczas 21 dni przechowywania w zakresie
temperatury od 3 do 15°C. Oznaczenia mikrobiologiczne wykonano klasyczng metoda
plytkowa z zastosowaniem podloza Agar Oxford wraz z wybidrczym dodatkiem Oxford
Listeria (Merck). Zachowanie Listeria monocytogenes 38 w badanym twarogu przedstawiono
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w postaci modeli wygenerowanych w aplikacji DMFit (réwnanie Baranyi) oraz modelu
zbiorczego czasowo- temperaturowego (wielomian stopnia drugiego). Wyniki analiz
poréwnano graficznie z prognozami otrzymanymi z programu GP. W programie GP ustalono
parametry, symulujace zachowanie si¢ pateczek Listeria w warunkach panujacych w twarogu
wprowadzajac wartosci pH wynikajace z oznaczen podczas badan. Zawarto$¢ kwasu
mlekowego ustalono na poziomie 7900 ppm, aktywno$¢ wody charakterystyczna dla tej grupy
produktow 0,98 oraz temperatury zgodne z zastosowanymi w badaniach. Oznaczenia pH
w przechowywanym twarogu nie wykazywatly istotnych statystycznie zmian, wigc wartosci
w programie GP ustawiono: dla 3 i 6°C jako 4,6 za$ dla wyzszej temperatury jako 4,5. Poziom
poczatkowy Listeria monocytogenes ustalono na ok. 3 log jtk/g. Wykazano, ze wyniki badan
w twarogu roznig si¢ od tych uzyskanych na pozywkach mikrobiologicznych w oparciu,
o ktore bazuje GP. Stwierdzono ze, aby modele prognostyczne dawaty najbardziej
rzeczywiste prognozy, ktére moga by¢ przydatne w kreowaniu jakosci mikrobiologicznej
produktéw powinny by¢ opracowywane dla kazdego rodzaju zywnos$ci (Praca doktorska,
Zalacznik 4: Wykaz, pkt. 11D: 7, 8; pkt. I1K:8; pkt. 111Q: 2.3).

W szeregu prac przedstawitem rowniez mozliwosci zastosowania mikrobiologii
prognostycznej podczas dojrzewania i przechowywania seréw plesniowych (z porostem (typu
camembert) i przerostem plesni (typu blue cheese)). Na tym etapiec badan okre§lano
zachowanie pateczek Listeria monocytogenes w zakresie temperatur od 3 do 15°C. Probki
serow zanieczyszczono paleczkami na poziomie ok. log 3 jtk/g. Uzyskane krzywe wzrostu
patogenu wykorzystano do modelowania pierwszorzedowego z wykorzystaniem réwnania
Baranyi i Roberts’a oraz zmodyfikowanej funkcji sigmoidalnej Gompertza. Model Baranyi
i Roberts’a wskazywat na lepsze prognozy (kryterium AIC i btagd MSE) i poshizyt do
modelowania drugorz¢gdowego. W modelowaniu drugorzedowym wykorzystano model
pierwiastka kwadratowego wedhig Ratkowsky iego oraz modele wielomianowe. Parametry
modelu wielomianowego wskazywaly dokfadniejsze prognozy dotyczace wplywu
temperatury przechowywania na tempo wzrostu Listeria osiggajac wspdtczynnik determinacji
0,97 1 0,92 (odpowiednio dla sera z porostem i przerostem plesni). Uzyskane wspotczynniki
tempa wzrostu L. monocytogenes w serach plesniowych poréwnano z symulacjami programu
PMP70 i ComBase Predictor (CP). Prognozy uzyskane z CP byly znacznie przeszacowane
i zawieraja duzy poziom bledu. Ponadto przeprowadzono proces walidacji modeli
z wykorzystaniem niezaleznych danych z bazy ComBase. W rezultacie, stwierdzono, ze
liczba komorek L. monocytogenes ro$nie znacznie szybciej w serze typu camembert niz typu
,blue cheese”. Obydwa modele Baranyi i Gompertza dokladnie opisywaly zachowanie
Listeria w badanych serach, lecz model Baranyi obarczony byt mniejszym bigdem. Modele
drugorzedowe po walidacji (opisujace wptyw zmian temperatury przechowywania na tempo
wzrostu) mozna wykorzysta¢ do okreslania zachowania tego patogenu w produktach
o podobnym sktadzie (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. l1A: 7).

W celu zapewnienia bezpieczenstwa produktow spozywczych nalezy zastosowaé
wszechstronne i zintegrowane podejscie do procesu produkcji. Ponadto, zapewnienie
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci jest jednym z celéw polityki zywnosciowej, ktoremu
przypisuje si¢ istotne znaczenie w ochronie zdrowia publicznego. Wedtug Rozporzadzenia
WE 178/2002 bezpieczenstwo zywnosci oznacza brak szkodliwych nastgpstw dla zdrowia
wywolanych przez zywnos$¢, przy zalozeniu, Ze jej przygotowanie i spozycie nastgpilo
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zgodnie z przeznaczeniem. Wymagania dotyczace jakosci mikrobiologicznej stawiane
produktom spozywczym definiuje Rozporzadzenie WE nr 2073/2005, wraz z pdzniejszymi
zmianami (1441/2007 i 365/2010). Kontynuujac to zagadnienie w pracy badawczej
przeanalizowatem jako$¢ mikrobiologiczng wybranych serow dojrzewajacych oraz ptynnych
produktow mleczarskich z wykorzystaniem Szybkich, selektywnych testow dostepnych
w systemie do analiz mikrobiologicznych Tempo (bioMerieux). Wykorzystano nastepujace
testy: YM — drozdze i plesnie, STA - liczba bakterii Staphylococcus, LAB - liczba bakterii
mlekowych, EC - liczba Escherichia coli, CC - liczba bakterii z grupy coli, TC - liczba
bakterii z grupy coli, EB - liczba bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, TVC - ogélna liczba
drobnoustrojow mezofilnych tlenowych. W tym elemencie pracy badawczej oceniano jako$é
mikrobiologiczna wybranych produktéw mleczarskich, analizowano réwniez mozliwosci
zastosowania systemu TEMPO (bioMerieux) do sprawdzenia spetnienia kryteriow higieny
i kryteriow bezpieczenstwa badanych produktow wedhig Rozporzadzenia WE 2073/2005.
Jedng z metod, ktéra skraca czas oczekiwania na wynik analizy, a przede wszystkim
zmniejsza naklad materiatobw 1 pracy, jest metoda oparta na zjawisku fluorescencji
wykorzystywanym w urzadzeniu TEMPO. Mechanizm odczytu polega na pomiarze sygnatu
fluorescencji w wyniku wzbudzenia S$wiatlem czastek zwigzku fluorescencyjnego
uwolnionego na drodze reakcji przeprowadzonej przez mikroorganizmy znajdujace si¢
w badanym produkcie. Istotng kwestig jest czas oczekiwania na wynik badan, szczegdlnie
jesli mamy do czynienia z produktami tatwo psujagcymi sie.

Przedmiot badan stanowily produkty mleczarskie zakupione w handlu detalicznym:

= gsery dojrzewajace: Gouda, Ementaler, Edam, Brie, Camembert,
= plynne produkty mleczarskie: mleko pasteryzowane, maslanka, kefir, jogurt pitny

Zurawinowy, jogurt naturalny.

W ramach doswiadczenia przeprowadzono 3 powtdrzenia analiz mikrobiologicznych
(ocenie poddano produkty pochodzace z 3 roznych partii produkcyjnych). Na podstawie w/w
rozporzadzenia dla kazdego produktu mleczarskiego zidentyfikowano mikroorganizmy
w ramach Kkryteriow bezpieczenstwa i higieny. Analizy wykonane za pomocg urzadzenia
TEMPO wykazaly, iz jako$§¢ mikrobiologiczna wybranych seréw dojrzewajacych oraz
plynnych produktéw mleczarskich byta zadowalajgca. System TEMPO okazat si¢ przydatnym
narzedziem do okreSlenia wskaznikow stanowigcych o czysto$ci mikrobiologicznej badanych
produktow (Zalacznik 4: Wykaz, pkt. 11D: 23; pkt. 111B: 17).

W zakresie badan przeanalizowano réwniez mozliwosci wykorzystania dostepnych
aplikacji  prognozujacych zachowanie drobnoustrojow w  aspekcie  zapewnienia
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnos$ci na przykladzie sera typu feta. Materiat porownawczy
uzyskano z dwoch platform dostepnych online w internecie: Combase Predictor (CP) oraz
WaMaPredictor (WMP). Poréwnano modele wzrostu paleczek Listeria monocytogenes
uzyskane z aplikacji WMP (wyniki pochodza z badan prowadzonych na produktach
spozywczych) oraz CP (wyniki pochodza z badah na syntetycznych pozywkach). W aplikacji
CP zdefiniowano wejsciowe parametry fizykochemiczne sera feta: pH 4.5 oraz zawarto$¢
NaCl 5%. Dokonano oceny mozliwosci wykorzystania platform prognostycznych do oceny
zagrozen mikrobiologicznych. Po wprowadzeniu parametrow fizykochemicznych produktu
uzyskano dane charakteryzujace dynamike wzrostu mikroorganizmu: czas trwania lag fazy A
oraz specyficzne tempo wzrostu p. Symulacje wzrostu paleczek L. monocytogenes
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przeprowadzono w temperaturze 6, 9 1 12°C. Matematyczng walidacj¢ prognoz
przeprowadzono poprzez obliczenie wspolczynnikéw As i By.

Uzyskane prognozy moga by¢ wykorzystane do wspierania funkcjonowania np. normy
ISO 22000:2005 podczas spelienia wymagan dotyczacych planowania i realizacji wyrobow
bezpiecznych (pkt. 7 normy). Narzedzia prognostyczne mozna wykorzysta¢ zard6wno
w programach wstepnych - PRP (Prerequistie programmes) — pkt 7.2, (ktorych celem jest
m.in. wspieranie nadzoru nad poziomami zagrozenia bezpieczenstwa Zzywnosci),
jak i w systemie HACCP (pkt. 7.4). Wszystkie zagrozenia powinny by¢ identyfikowane
w oparciu m.in. o doswiadczenie pracownikow, jak réwniez informacje zewnetrzne.
Stosowanie narzedzi mikrobiologii prognostycznej pozwala na prognozowanie wzrostu,
przezywalno$ci 1/lub inaktywacji drobnoustrojéw podczas projektowania produktu oraz
w gotowym wyrobie w trakcie calego okresu przydatnosci do spozycia (Zatacznik 4: Wykaz,
pkt. I1A:3; pkt. 11D:12,14,15,18,20; pkt. 111B:11).

B) Systemy zarzadzania bezpieczenstwem zZywnosci

Moja dziatalnos¢ naukowo-badawcza zwigzana byta rowniez z tematyka,
ktorg inspirowat mnie prof. dr hab. inz. Stefan Ziajka, a w ktorego zespole realizowatem
badania zwigzane z systemami zarzgdzania bezpieczenstwem zywnoSci.

Wdrazanie systemow zapewniania jakos$ci 1 bezpieczenstwa zywno$ci wymaga
monitorowania wielu parametrow produkcyjnych w celu zagwarantowania bezpieczenstwa
wytwarzanego wyrobu. Celem tego etapu bylo przedstawienie mozliwosci praktycznego
zastosowania metod statystycznych w systemie HACCP. Zaden proces produkcyjny nie
zapewnia wykonania wszystkich elementéw z peilng dokladnosciag, co jest powodem
wystepowania zmiennosci, ktorej przyczyny tkwig zarbwno w procesie, jak 1 w otoczeniu.
Metody statystycznego sterowania polegaja na statej obserwacji procesow 1 wychwytywaniu
wszystkich nieprawidlowosci w jego przebiegu. Istotg stosowania tych metod jest
doprowadzenie do stanu ustabilizowania procesow technologicznych, a nastepnie osiggnigcie
wymagane]j zdolnosci. Przedmiotem badan byty procesy wytworcze wybranych produktow
I spoldzielni mleczarskich o ré6znym poziomie rozwoju systemow zapewnienia jakoSci.
Wyniki tego eksperymentu wykazaty, ze w przemysle mleczarskim istnieje konieczno$¢
monitorowania wielu procesOw. Podstawowym bledem popetnianym przy monitorowaniu
parametréw procesOw produkcyjnych jest to, ze dane sa wylacznie zbierane 1 nie
wykorzystywane w dalszych analizach 1 procesach decyzyjnych, nie dajac rzetelnych
informacji o stanie prowadzonego procesu. Dane nalezy podda¢ analizie statystycznej i na tej
podstawie wnioskowaé¢ o zmianach w procesie. Specyfika przemystu spozywczego wymaga
wdrozenia przede wszystkim obligatoryjnych systemow zapewnienia bezpieczenstwa
zywnosci (GHP/GMP, HACCP)(Zatacznik 4: Wykaz, pkt. IID: 1, 2; pkt. 111Q:2.6, 2.9).

W ramach tego zagadnienia badawczego przeanalizowano: przestanki wdrazania
systemOw zarzadzania w zakladach mleczarskich, a takze trudnosci 1 korzysci wynikajacych
z wdrozonych systemow zarzadzania oraz ocena popularnosci poszczeg6lnych standardow.

Badanie przeprowadzono w 27 zakladach branzy mleczarskiej. Narzedziem
wykorzystanym w badaniu byl kwestionariusz ankietowy, skladajacy si¢ z 13 pytan
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dotyczacych systemOw zarzadzania oraz 6 pytan metryczkowych. Badanie przeprowadzono
w 2011 roku. Kwestionariusze ankietowe wystano do 30 zakladéw mleczarskich, ktore
wczesniej wyrazity zgode na ich wypetnienie. Badane zaktady mleczarskie zlokalizowane sa
w wojewodztwach: kujawsko — pomorskim (20%), mazowieckim (33%), podlaskim (20%)
i warminsko — mazurskim (27%). Dalszej analizie poddano 27 prawidlowo wypetnionych
kwestionariuszy ankietowych. Wszystkie badane zaklady wdrozyly przynajmniej jeden
system. Najcze$ciej wdrazane bylty GHP, GMP 1 HACCP, co wynikalo
z wymagan prawnych. Niestety uzyskane odpowiedzi wskazuja na niepelne zrozumienie
wymagan obligatoryjnych systemow, gdyz 85,2 % badanych zadeklarowata wdrozenie GHP,
92,6% respondentéw GMP, a 88,9% systemu HACCP.

Zaklady mleczarskie ubiegaja si¢ najczgsciej o certyfikaty systeméw zwigzanych
z bezpieczenstwem zywnosci: HACCP (40,7%), 1SO 22000 (22,2%) oraz systemu
zarzadzania jako$cig wg ISO 9001 (44,4%). Tylko 3 zaktady mleczarskie zdecydowaly si¢ na
zmian¢ jednostki certyfikujacej, ze wzgledu na wysokie koszty certyfikacji, brak
upowaznienia do certyfikacji niektorych systemow oraz brak rozpoznawalno$ci
migdzynarodowej. Przedsiebiorstwa posiadajace certyfikaty dbaja o ich aktualno$¢. Ponad
potowa badanych zaktadéw (66%) zdecydowalo si¢ na integracje wdrozonych systemow
zarzadzania, z czego 44% zadeklarowato petlng integracje.

Glownymi przestankami wdrazania systemow zarzadzania przez badane zaktady byty:
wymogi stawiane przez sieci handlowe 1 klientow oraz poprawa wizerunku firmy. Ponad
potowa ankietowanych zakladow mleczarskich wskazata koszty wdrozenia i przygotowanie
dokumentacji jako najwigksze trudnosci podczas wdrazania systeméw zarzadzania. Niewiele
mniej respondentéw (48,1%) uznalo, ze wdrazanie opracowanej dokumentacji systemowe;j
1 opor pracownikow byly ogromnymi barierami.

Do najczesciej wymienianych korzysci, wynikajacych z wdrozenia systeméw
zarzadzania zaliczono uporzadkowanie odpowiedzialno$ci 1 uprawnien oraz wzrost
swiadomos$ci pracownikow. Za istotne zalety uznano tez wdrozenie jasnych standardéw
pracy, poprawe wizerunku organizacji, usprawnienie obstugi klientow, poprawe
konkurencyjno$ci oraz zmniejszenie liczby niezgodno$ci (Zalacznik 4: Wykaz, pkt. 11D: 13).

C) Zywno$é funkcjonalna, wybrane aspekty

Kolejnym moim zainteresowaniem badawczym w zespole pod kierownictwem
prof. dr hab. Stefana Ziajki byly zagadnienia zwigzane z zywnos$cig funkcjonalng. Wzrost
produkcji 1 konsumpcji mlecznych produktow funkcjonalnych wynika z postepu
technicznego, wzrostu popytu na zywno$¢ minimalnie przetworzong, wygodna i ekologiczna.
Projektowanie mlecznych produktow funkcjonalnych ma na celu wzbogacenie istniejacej na
rynku zywnosci o aspekty zywieniowe. W poczatkowym etapie tego zagadnienia badawczego
zebrano informacje dotyczace sktadnikéw mleka o wysokiej aktywnos$ci biologicznej, a takze
probiotykow 1 prebiotykéw mozliwych do wykorzystania w produkcji Zywnosci
funkcjonalnej, ktorej spozywanie moze ograniczy¢ wystgpowanie najczestszych schorzen
cywilizacyjnych XXI wieku (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 2D: 6,9,16,19; pkt. IIK: 7).
W aspekcie badan zwigzanych z Zzywnos$ciag funkcjonalng przedstawiono mozliwos$ci
produkcji deseru mlecznego o wilasciwosciach funkcjonalnych. Opisano mozliwosci
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technologiczne, wymagania prawne oraz szereg dziatan niezbednych do zakwalifikowania
produktu do grupy zywno$ci funkcjonalnej. Przedstawiono informacje o stosowanych
sktadnikach biologicznie aktywnych, ich mechanizmie dzialania oraz wplywie na organizm
cztowieka (mikroflora probiotyczna, substancje prebiotyczne, sterole i stanole ro$linne,
sprzezony dien kwasu linolowego, substancje fitochemiczne). Omoéwiono bioaktywne
sktadniki mleka, oraz ich wlasciwosci prozdrowotne. Nastepnie przeanalizowano i opisano
mozliwosci 1 przeszkody zwigzane z wprowadzeniem do deseru mlecznego skladnika
o wlasciwoséciach funkcjonalnych. Przeprowadzono i przedstawiono wyniki badania
ankietowego majacego na celu poznanie opinii konsumentéw na temat mlecznych produktow
funkcjonalnych. Ankieta umozliwita poznanie preferencji konsumentéw odnosnie r6znego
rodzaju produktow funkcjonalnych oraz czestotliwo$ci ich spozycia. Badania
przeprowadzono na grupie mtodych os6b w wieku od 20 do 26 lat, a wyniki przedstawiaja
czestotliwos$¢ spozycia wsréd nich zywnos$ci prozdrowotnej pochodzenia mleczarskiego.
W rezultacie przeprowadzonego badania opisane zostaly tendencje spozycia deseréw
mlecznych oraz opinie na temat deseru mlecznego o wilasciwosciach funkcjonalnych.
Wigkszos¢ ankietowanych spotkala si¢ z pojeciem ,,zywno$¢ funkcjonalna” lub ,,zywnos¢
prozdrowotna”. Jest to najprawdopodobniej spowodowane coraz wigkszym zainteresowaniem
tego typu produktami wsrdod konsumentow. Znaczna cz¢s¢ osob biorgcych udzial w badaniu
ankietowym spozywa desery mleczne okazjonalnie. Duza liczba (84,61%) badanej grupy
bytaby zainteresowana produktem funkcjonalnym w postaci deseru mlecznego.
Wprowadzenie na rynek tego typu produktu mogloby wptyng¢ na wigksze zainteresowanie
deserami wsrod konsumentow oraz spowodowac wzrost ich spozycia. Zaprezentowano takze
mozliwo$ci wprowadzenia do deseru mlecznego takich sktadnikow jak inulina, biatka
serwatkowe, biologicznie  aktywne peptydy, w tym peptydy o dziataniu
przeciwnadci$nieniowym, antymikrobiologicznym, przeciwutleniajagcym oraz
kazeinofosfopeptydy. Przeanalizowane zostaty czynniki technologiczne mogace by¢
przeszkoda dla wprowadzenia deseru mlecznego zawierajacego ktorykolwiek z tych
sktadnikéw. Wsrod tych czynnikow znalazlo si¢ destrukcyjne dziatanie temperatury, pH oraz
substancje utleniajace. Zaproponowano rozwigzanie takich ograniczen poprzez zastosowanie
mikrokapsutkowania w odniesieniu do stosowanych dodatkow funkcjonalnych (Zatacznik 4:
Wykaz, pkt. 2D: 11, pkt. I11B: 5).

D) Technologia pozyskiwania nowych produktow mleczarskich na bazie
produktéw  rozdzialu membranowego mleka, ich charakterystyka
i akceptowalno$¢ przez konsumenta

Kolejnym etapem moich badan jest dziatanie w zespole prof. dr hab. inz. Bogustawa
Staniewskiego i dr hab. inz. Justyny Zulewskiej gdzie tematyka badawcza, ktdrg sie zajatem
jest kreowanie nowych produktow na bazie mleka i produktow rozdzialu membranowego.
Celem tego etapu pracy bylo okreslenie mozliwosci zastosowania koncentratu kazeiny
micelarnej do produkcji mlecznych napojow niefermentowanych. Koncentrat kazeiny
micelarnej (koncentrat MF) uzyskano w procesie mikrofiltracji (MF) mleka odtluszczonego
w systemie ciggtym. Do rozdzialu zastosowano membrang ceramiczng o $rednicy poroéw 0,1
pum. W trakcie procesu monitorowano sktad fizykochemiczny retentatu i permeatu oraz
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natezenie przeplywu permeatu. Na bazie mleka odtluszczonego oraz koncentratu MF
wyprodukowano napoje mleczne o smaku truskawkowym 1 wishiowym. Produkty
zréznicowano pod wzgledem zawartosci tluszczu (0 1 2%) oraz biatka (4,42% 1 8,33%).
Otrzymane napoje poddano konsumenckiej ocenie organoleptycznej z zastosowaniem
9-stopniowej skali hedonicznej. Ocenie poddano 4 wyr6zniki sensoryczne: smak, zapach,
barwe i konsystencj¢. Zastosowanie MF do frakcjonowania bialek mleka stwarza mozliwos¢
uzyskania produktow o unikalnych wlasciwosciach i szerokim spektrum zastosowan.
Dotychczas, koncentrat kazeiny micelarnej byt glownie wykorzystywany w produkcji
serowarskiej, niemniej jednak produkcja napojow na bazie koncentratu, bogatych w biatko
1 wapn, otwiera kierunki rozwoju nowych produktow. Warunkiem niezbednym do
zakonczonego sukcesem rozwoju nowego wyrobu jest wigczenie konsumenta w ten proces.
Konsumencka ocena organoleptyczna umozliwia zaprojektowanie produktu o pozadanych
przez konsumentéw cechach. W wyniku przeprowadzonego rozdziatu mleka za pomoca
procesu MF wyprodukowano koncentrat biatek o 4X wspotczynniku zageszczenia. Zawartos¢
kazeiny w retentacie po zakonczonym procesie wynosita 6,86%. Ocena organoleptyczna
wykazata, ze napoje z dodatkiem soku truskawkowego byly bardziej atrakcyjne pod
wzgledem wszystkich ocenianych cech niz produkt z dodatkiem soku wisniowego. Sposrod
wyprodukowanych napojow mlecznych najwyzsze oceny uzyskaly obydwa warianty
smakowe (truskawka 1 wisnia) o podwyzszonej zawartosci tluszczu (2%) 1 zawartosci biatka
na poziomie 8,33%. Najnizsze oceny ankietowani przyznali natomiast probkom napoju
wisniowego o zmniejszonej zawartosci thuszczu (0%) 1 zawartosci biatka 4,42%. W badaniach
wykazano mozliwos¢ produkcji wyrobow o podwyzszonej zawarto$ci biatka na bazie
retentatu po procesie mikrofiltracji o korzystnych cechach sensorycznych. Produkcja
wyrobow o zwickszonej zawartosci biatka wptywa na poprawe ich cech funkcjonalnych,
zwigkszenie wartosci odzywczej oraz ogdlnej atrakcyjnos$ci, a ponadto stanowi odpowiedz na
rosngce zainteresowanie konsumentow tego typu produktami. Wzrasta $wiadomos$¢
konsumentéw dotyczaca odzywiania i coraz wiecej 0sob racjonalnie wybiera produkty oraz
komponuje diete. Duzego znaczenia w tym aspekcie nabiera zapewnienie konsumentowi
szerokiego asortymentu produktow o zrdéznicowanych wiasciwosciach 1 cechach, dzigki
czemu konsument moze dopasowa¢ produkty do swoich indywidualnych potrzeb i wymagan.

Ponadto, w trakcie realizacji sg badania nad napojami z bialkami micelarnymi mleka,
ale z udzialem bakterii fermentacji mlekowej (Lactococcus lactis ssp. lactis i Lactococcus
lactis ssp. cremoris) (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 1ID: 21; pkt. IIK: 13; pkt. [1IB:
12,19,21,22,25,27; pkt. 111Q: 2.7,2.10, 2.12).

Kolejnym rozdziatem badan, w ktorych uczestniczylem, a zwigzanych z kreowaniem
nowych produktéw mleczarskich i ich modyfikacja bylo przeprowadzenie oceny jakosci
lodow wyprodukowanych na bazie mieszanek koncentratow biatek serwatkowych i oleju
roslinnego. Badano mozliwos$ci zastosowania koncentratow bialek serwatkowych o roznej
zawartosci tluszczu ro$linnego jako bazy w produkcji mieszanek lodowych.
Do przygotowania mieszanek lodowych zastosowano: cukier, baz¢ (preparaty biatek
serwatkowych o r6znym dodatku thuszczu roslinnego: 40 (A), 50 (B) 1 55% (C)), proszek
mleczny, stabilizator i aromat waniliowy. Dla uwodnionych mieszanek lodowych
wyznaczano krzywe ptynigcia 1 lepkos¢. Badano stopien napowietrzenia 1 teksture
otrzymanych lodow. Panel sensoryczny ocenit wyprodukowane lody pod katem barwy,
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tekstury, smaku i1 zapachu. Cechy organoleptyczne lodéw z dodatkiem tluszczu roslinnego
poréwnano z tymi dla lodow $mietankowych. Mieszanki lodowe réznity si¢ (p<0,05) pod
wzgledem zawartosci tluszczu (A = 3,52, B = 4,34%, C = 4,76%) i biatka (A = 1,82%,
B = 1,58%, C = 1,45%). Wszystkiec mieszanki lodowe w postaci ptynnej wykazywaty
wlasciwosci lepkosprezyste plyndéw nie-Newtonowskich. Mieszanki o wyzszej zawartosci
thuszczu roslinnego latwiej ulegaty deformacji, niemniej jednak, nie stwierdzono roznic
(p>0,05) $redniej warto$ci sity Scinania badanych mieszanek. Piana uzyskana z mieszanki C
wykazywata najwyzsza stabilnos¢, i nie roznifa si¢ (P>0.05) od mieszanki B. Stabilno$¢ pian
dla mieszanki B nie roznila si¢ (P>0.05) od mieszanki A, ale stwierdzono rdéznice mi¢dzy
stabilno$cig pian dla mieszanek A 1 C (P<0.05). Stopien napowietrzenia malal wraz ze
wzrastajgcg zawartoscig thuszczu: 9,4, 5,5 1 3,3% odpowiednio dla mieszanek A, B i C.
Im wyzsza zawarto$¢ thuszczu roslinnego tym lody wolniej ulegaty topnieniu. Objetos¢ lodow
oznaczana metodg wyporu zalezala od zawartosci biatka 1 tluszczu. Najwyzsza objetos¢
odnotowano dla mieszanki A (95,33 ml) 0 najwyzsze] zawartosci biatka (1,82%).
Nie stwierdzono roéznic w sile nacisku, odzwierciedlajacej twardo$¢ mieszanki, migdzy
badanymi probkami. Lody otrzymane z badanych mieszanek zostaly wyzej ocenione przez
panel sensoryczny anizeli lody $§mietankowe. Nie stwierdzono rdéznic w ocenie smaku miedzy
badanymi mieszankami z dodatkiem tluszczu roslinnego. Ogolna akceptowalno$¢ lodow
wyprodukowanych z mieszanek A, B i C byla wyzsza anizeli lodow wyprodukowanych na
bazie $mietanki (Zatacznik 4: Wykaz, pkt. 111B:7).

W 2012 roku decyzja Dyrektora Narodowego Centrum Nauki przyznano srodki
finansowe na realizacje projektu Wiasciwosci reologiczno-sensoryczne serow o zmienionej
proporcji as-kazeiny do [-kazeiny. Jako glowny wykonawca podczas realizacji projektu
jestem odpowiedzialny za duzg cze$¢ prac badawczych. Uczestnicze w wykonywaniu
nastepujacych zadan:

1) Okreslenie kluczowych parametrow rozdziatu B-kazeiny z mleka odtluszczonego
przy zastosowaniu mikrofiltracji w temperaturach chtodniczych.
2) Ocena wlasciwosci zelujagcych mleka o zmienionej proporcji os-kazeiny
do B-kazeiny.
3) Zbadanie wplywu zmiany proporcji as-kazeiny:B-kazeiny na sktad, wydajnosé
1 dojrzewanie seréw typu holenderskiego.
3.1.Mikrofiltracja mleka krowiego w skali ¢wieré-technicznej w celu
przygotowania mleka serowarskiego o rdznej zawartosci -kazeiny.
3.2.Produkcja trzech wariantow sera typu holenderskiego: (1) wyprodukowanych
z mleka wzbogaconego w B-kazeing, (2) o zmniejszonej zawartosci p-kazeiny
oraz (3) o normalnej zawartosci poszczegdlnych frakcji bialkowych (proba
kontrolna).
3.3.0cena zmian proteolitycznych i teksturalnych w serach podczas dojrzewania,
po 1, 30 i 60 dniach.
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Realizacja badan w ramach tego projektu jest w koncowym, najwazniejszym etapie.
W chwili obecnej zrealizowano dwa zadania badawcze. W trakcie realizacji jest trzeci etap
zwigzany z produkcja serow o zmienionej proporcji as-kazeiny:B-kazeiny. Uzyskane wyniki
sa opracowywane statystycznie 1 przygotowywane do publikacji. Wyniki badan
zaprezentowano juz na Szczycie Mleczarskim w Jokohamie w Japonii (2013 r.), podczas
Cheese Symposium w Cork w Irlandii (2014 r.) oraz w trakcie International Conference on
Predictive Modelling in Foods w Rio de Janeiro (Brazylia, 2015 r.) (Zalacznik 4: Wykaz, pkt.
111B:19,21,22,25).

VI. PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWO-BADAWCZEGO
Moj dotychczasowy dorobek publikacyjny obejmuje:
e prace tworcze: 48 (w tym 8 opublikowano w czasopismach z IF);

Jedna praca zostata opublikowana w Journal of Dairy Science, ktory jest sklasyfikowany jako
2 na 51 czasopism w dziedzinie Agriculture, Dairy and Animal Science, przy czym na
pierwszej pozycji jest Animal Genetics.

e komunikaty naukowe (postery i referaty): 41 (w tym 13 gloszonych osobiscie);

e opracowania zbiorowe, katalogi zbioréw, dokumentacja prac badawczych,
ekspertyzy: 6;

e prace popularno-naukowe: 12.

Wartos$¢ naukowa dorobku publikacyjnego do dnia 16. marca 2016 roku wynosi:

e punkty MNiSW: 422;

e sumaryczny impact factor wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania:
6,231;

e liczba cytowan wedlug bazy Web of Science: 14 (bez autocytowan: 11);

¢ indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 3;

e liczba cytowan wedtug bazy Scopus: 24.

Podczas pracy naukowej bratem udziat w realizacji 6 grantow badawczych, w jednym,
obecnie trwajacym jestem giéwnym wykonawca.

Za osiagni¢cia w dziedzinie naukowej zostalem 4-krotnie nagrodzony przez Rektora
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Otrzymatem réwniez wyrdznienie Rady
Wydziatu Nauki o Zywnosci UWM za prace doktorska.

Ciagte doskonalenie kwalifikacji realizuje poprzez wyjazdy studyjne, szkolenia oraz
warsztaty krajowe i zagraniczne. Podnoszenie poziomu wiedzy i rozw6j w pracy naukowej
daja podstawe do whasciwego ksztalttowania warsztatu badawczego.
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TABELARYCZNY WYKAZ DOROBKU NAUKOWEGO

Kowalik J.

. Liczba 1 Punkty
Kategoria publikacji | '™ MNISW2
Oryginalne prace tworcze przed uzyskaniem stopnia doktora
Publikacje w czasopismach znajdujacych sie 5 0.259 30
w bazie Journal Citation Reports (JCR) ;

Publikacje w czasopismach recenzowanych

innych niz znajdujace si¢ w bazie Journal Citation 5 - 53
Reports (JCR)

Oryginalne prace tworcze po uzyskaniu stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujacych si¢

w bazie Journal Citation Reports (JCR) 8 5,160 165
Publikacje w czasopismach innych niz znajdujace

si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR) 16 0,812 151
Publikacje w monografiach naukowych 5 - 23
Prace niepublikowane 6 i i
- sprawozdania, raporty, ekspertyzy

Prace popularno-naukowe 12 - -
Referaty, komunikaty i doniesienia naukowe na konferencjach krajowych

i miedzynarodowych

- przed uzyskaniem stopnia doktora 8 - -
- po uzyskaniu stopnia doktora 33 - -
Razem 95 6,231 422

1 Impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania,
2 Punkty MNiSW - Zatacznik do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 23 grudnia

2015r.
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