AUTOREFERAT

DR INZ. JUSTYNA BAUZA-KASZEWSKA

Katedra Mikrobiologii i Technologii Zywnosci
Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii
Uniwersytet Technologiczno - Przyrodniczy
w Bydgoszczy
Ul Bernardynska 6
85-029 Bydgoszcz

Bydgoszcz 2015




IL.

IIL.

Autoreferat — spis tresci

(e R O 1
Charakterystyka osigoniccia NABKOWESD o susawssesvus o ams v iis Syams sums drsyoavvesnss o 2
201, Lel 1 ZARTES BAGAN. .. e oo 50 s s B0, 5 S A0 SRS B N SRS AR SN S S 3
22 VWYKL HROBIEL oo v wmnsmmnin o wisimommessasmnamamnn s snmmssnonive st 540 550 SEHSH 4

2.2.1.. Kompostowanie jako metoda przetwarzania produktow ubocznych

pochodzenia zwierzgcego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego
ooraniczajacd ryzyko skazenia Stodowiska .. wem s srvivsmmmsrmmnsans 4
2.2.2, Wapnowanie jako metoda przetwarzania produktéw ubocznych
pochodzenia zwierzecego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego
ograniczajaca ryzyko skazenia srodowiska. ... 6
223 Zakwaszanic jako metoda przetwarzania produktéw ubocznych
pochodzenia, zwierzecego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego
ograniczajgca ryzyvko skazenia Srodowiska. s s sosvss v sevsmsessngssyeg 8
2.24. Oddziatywanie  promieniowania  mikrofalowego jako metoda
przetwarzania produktow ubocznych pochodzenia zwierzecego

przeznaczonych do wykorzystania rolniczego ograniczajaca ryzyko skazenia

ST CIVEBIER v ssnumacas a1 M S AT RN 10

I i 1 R —— 11
2.4. Najwazniejsze osiggni¢cia wynikajace z uzyskanych wynikoéw.................. 12
Charakterystyka pozostale] aktywnos$ci NAUKOWE] . . cxu vsasvussss vis suswamssns sae is suaas 12
3.1. Oméwienie zainteresowan naukowo-badawczych i pozostatych osiagnigc...... 12
3.2. Zestawienie danych naukometrycznych dotyczacych dorobku naukowego..... 21

T8 TR AV T (0T O 22




Dokument nr 2.

Dr inz. Justyna Bauza-Kaszewska Bydgoszcz, 15.12.2015
Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy w Bydgoszczy

Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii

Katedra Mikrobiologii i Technologii Zywnosci

Autoreferat

L Czes¢ wstepna

Urodzitam sie 30 stycznia 1972 r. w Szubinie. Edukacj¢ na poziomie podstawowym i
érednim ukoficzylam w 1991 roku. W latach 1991-1996 kontynuowalam edukacj¢ na
poziomie akademickim na Wydziale Rolnictwa i Biotechnologii (6wczesny Wydzial
Rolniczy) Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszezy (Owczesna
Akademia Techniczno-Rolnicza) na kierunku rolnictwo w systemie stacjonarnym, jednolitym
magisterskim. W lipcu 1996 roku uzyskalam tytul zawodowy magistra inzyniera rolnictwa w
specjalnosci: ochrona roslin. Prace magisterska p.t.: Wplyw réznych systeméw zmianowania
na zdrowotno§¢ grochu pastewnego odmiany ,Fidelia”, przygotowalam w Katedrze
Fitopatologii (obecnie Katedra Entomologii i Fitopatologii Molekularnej) pod promotorstwem
prof. dr hab. Stanistawa Sadowskiego, Owczesnego kierownika tej jednostki (obecnie korzysta
z praw emerytalnych). W grudniu 1996 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w
Katedrze Mikrobiologii (obecnie Katedra Mikrobiologii i Technologii Zywnosci), w ktorej
przygotowatam rozprawe doktorskg p.t.: Mikrobiologiczne badania kompostowanych osadow
posciekowych przeznaczonych do uzytku rolniczego. Obowiazki promotora petnit prof. dr
hab. Zbigniew Paluszak, kierownik Katedry, a recenzentéw — prof. dr hab. Wieslaw Barabasz
z Katedry Mikrobiologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie oraz prof. dr hab. Janusz
Hermann z Katedry Chemii Srodowiska Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w
Bydgoszezy. 25 czerwca 2004 roku uzyskatam stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
agronomia i w listopadzie 2005 roku zostalam mianowana na stanowisko adiunkta w

Katedrze Mikrobiologii i Technologii Zywnosci, w ktérej obecnie pracuje.




II.  Charakterystyka osiggniecia naukowego.

Przedstawiam osiggnigcie naukowe p.t.

Ocena efektywnosci wybranych metod higienizacji produktéw ubocznych
pochodzenia zwierzgcego (PUPZ) i produktéw pochodnych przeznaczonych do
wykorzystania rolniczego jako element strategii ograniczania transmisji patogenow do
srodowiska.

Osiagniecie dokumentuje sze$¢ nastepujacych jednotematycznych —publikacji

naukowych:

1. Paluszak 7., Bauza-Kaszewska J., Skowron K.2011: Effect of animal by-products
composting process on the inactivation of indicator bacteria. B Vet I Pulawy, 55: 45-49. 20p.
IF 0,414

2. Paluszak 7., Bauza-Kaszewska J. 2011: Inactivation of indicator bacteria in animal

by product sanitised by Ca0. B Vet I Pulawy, 55: 699-703. 20p. IF 0,414

3. Bauza-Kaszewska J., Paluszak Z. 2012: Wplyw zréznicowanych dawek
wysokoreaktywnego tlenku wapna na przezywalno$¢ pateczek Salmonella w odpadach
miesnych. Przem Chem, 91 (5): 680-683. 15p. IF 0,344

4. Bauza-Kaszewska J., Paluszak Z. Skowron K., 2014: Viability of Clostridium
sporogenes spores after CaO hygienization of meat waste. Ann Agr Env Med, 21(3): 485-488.
10p. IF 1,126

5, Bauza-Kaszewska J., Paluszak Z., Keutgen A.J., 2014: Effect of formic acid and heat
treatment on Clostridium sporogenes spores inactivation in animal by-products. Med Weter,

70(11): 684-688. 15p. IF 0,218

6. Bauza-Kaszewska J., Skowron K., Paluszak 7., Dobrzanski Z., Srutek M., 2014:
Effect of microwave radiation on microorganisms in fish meals. Ann Anim Sci, 14 (3): 623-

636. 20p. IF 0,613




Warto$¢ naukometryczna publikacji dokumentujacych osiagnigcie naukowe wynosi

100 pkt, wg aktualnej kategoryzacji czasopism MNiSW oraz IF na poziomie 3,129.

W zalaczonym dokumencie nr 4 przedkladam o$wiadczenia wspolautoréw okreslajace

ich indywidualny wkiad w powstanie publikacji.

2.1, Cel i zakres badan.

Celem przeprowadzonych badan byla analiza i ocena efektywnosci wybranych metod
higienizacji réznych typéw produktéw ubocznych pochodzenia zwierzgcego (PUPZ) i
produktow pochodnych przeznaczonych do wykorzystania rolniczego. Ze wzgledu na
znaczng zawarto$¢ zwiazkow organicznych - doskonalego podloza dla rozwoju
mikroorganizmow, materialy te stanowia dla srodowiska naturalnego istotne zrédlo zagrozen
o charakterze epidemiologicznym. Swiadomos¢ wysokiego stopnia ryzyka, zwiazanego z
mozliwoscig transmisji zasiedlajacych skazong biomase patogendéw do gleby lub wody,
wymogla szybka regulacj¢ zasad gospodarowania PUPZ. Zgodnie z Rozporzadzeniami
1774/2002 1 1069/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady, produkty uboczne pochodzenia
zwierzgcego podzielono na 3 kategorie, okreslajac réwnoczesnie dopuszczalne metody ich
zagospodarowania. W przypadku wigkszosci materialow sklasyfikowanych w ramach
kategorii 1. 1 2. poddanie ich radykalnie dziatajgcym, termicznym metodom przetwarzania
pozwala na automatyczne wyeliminowanie problemu pojawiania si¢ patogenéw w produkcie
finalnym, a PUPZ kategorii 3. moga by¢ rowniez przetwarzane przy zastosowaniu innych
technologii zapewniajacych ich skuteczng higienizacje. Wigkszos¢ z tych proceséw opiera sie
na letalnym wplywie wysokiej temperatury na komorki drobnoustrojéw. Wysoka
efektywnos¢ tych metod wiaze si¢, niestety, z koniecznoscig poniesienia znaczacych
naktadéw finansowych, zarbwno w celu ich wdrozenia, a takze poOZniejszego, plynnego
funkcjonowania. Dotycza one glownie wytworzenia i utrzymania wymaganych ustawowo
parametréw termicznych procesu, a takze transportu PUZP do wyznaczonych,
certyfikowanych jednostek przetworczych, dysponujgcych aparaturg zapewniajacg skuteczny
przebieg utylizacji. Podejmowane w zwigzku z tym préby opracowania alternatywnych
technik higienizacji produktéw ubocznych pochodzenia zwierzgcego przeznaczonych do
wykorzystania rolniczego, ktorych aplikacja doprowadzitaby do obnizenia generowanych
kosztow, wydajg si¢ w pelni uzasadnione.

Wiréd zalecanych przez unijne prawo metod przetwarzania PUPZ trzeciej kategorii

znajduje si¢ miedzy innymi kompostowanie (poprzedzone w niektorych przypadkach




dziataniem wysokiej temperatury) - stanowiace przedmiot badan jednej z prac
dokumentujacych osiagniecie naukowe (publikacja nr 1). Ponadto prawodawstwo EU
dopuszcza sytuacje, gdy PUPZ sa usuwane lub stosowane zgodnie z zatwierdzonymi
metodami alternatywnymi. W pracach nr 2 — 6, wchodzacych w sklad osiagnigcia naukowego,
podjeto probe wyznaczenia optymalnych parametréw procesow higienizacji produktow
ubocznych pochodzenia zwierzgcego 1 produktow pochodnych przeznaczonych do
wykorzystania rolniczego, w oparciu o dzialanie CaO, kwaséw organicznych i
promieniowania mikrofalowego.

Nie poddajac dyskusji powszechnie znanych faktéw dotyczacych inhibicyjnego
wplywu wymienionych wezesniej czynnikéw na drobnoustroje, zatozono jednak, ze specyfika
PUPZ jako srodowiska zycia badanych bakterii nie moze pozosta¢ bez wplywu na ich
wrazliwos¢ w stosunku do tych czynnikéow. Problemem naukowym, ktory mogl znalezé
rozwiazanie dzigki przeprowadzonym badaniom, bylo okreslenie, czy ich efektywnos¢
higienizacyjna nie ulegnie drastycznemu obnizeniu w tak szczegolnych dla mikroorganizmoéw

warunkach Zycia.

2.2. Wyniki 1 wnioski

2.2.1. Kompostowanie jako metoda przetwarzania produktéw ubocznych pochodzenia
zwierzgcego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego ograniczajaca ryzyko skazenia
srodowiska.

Kompostowanie odpadéw organicznych stanowi jedng z najstarszych metod ich
zagospodarowania. Oprécz typowych odpadéw rolniczych, przetwarzane sa w ten sposob
réwniez osady sciekowe 1 odpady komunalne. Obowigzujace parametry procesu
kompostowania PUPZ kategorii trzeciej zakladaja, ze gwarancj¢ biobezpieczenstwa
uzyskanego produktu koncowego zapewni, utrzymujgca si¢ przez 60 minut, temperatura
70°C. W przypadku wprowadzania nowych rozwiazan, konieczne jest przeprowadzenie
walidacji procesu, potwierdzajacej, ze zapewni on zmniejszenie liczby Enterococcus faecalis
lub Salmonella Senftenberg (775W, H,S ujemne) o 5 logl0 oraz, w przypadku gdy istotne
zagrozenie stanowi¢ mogg cieptooporne wirusy, zmniejszenie miana ich zakaznosci o co
najmniej 3 log10.

Poddajac kompostowaniu produkty uboczne pochodzenia zwierzecego, nalezy braé
pod uwage wysoki stopien heterogenicznosci tych materialéw, czego nastepstwem sa

problemy z wygenerowaniem, a zwlaszcza utrzymaniem, odpowiednio wysokiej temperatury




w cale] objetosci kompostowanej biomasy. Trudnosei takie obserwowano rowniez w trakcie
badan stanowiacych przedmiot publikacji nr 1, wchodzacej w sklad prezentowanego
osiggniecia naukowego. Jego celem bylo okreslenie wpltywu kompostowania w bioreaktorze
PUZP z dodatkiem trocin na przezywalnos¢ bakterii z rodzaju Enferococcus oraz paleczek
Escherichia coli i Salmonella Senftenberg 775W. Pomimo tego, ze satysfakcjonujacg wartosé
temperatury (68°C), ktéra powinna zagwarantowaé higienizacje kompostowanego materiafu,
udato sie uzyska¢ tylko w jednym cyklu dos$wiadczalnym, efektem jej dzialania byla
calkowita eliminacja z biomasy badanych drobnoustrojéw po 30 godzinach procesu. W
probkach analizowanych w kolejnym terminie (po 63 godzinach) réwniez nie wykrywano
obecnosci mikroorganizméw wskaznikowych, co wskazuje, ze mimo spadku temperatury nie
dochodzito do wtornego namnazania si¢ patogenow w przetwarzanym materiale. To
niebezpieczne zjawisko, potwierdzane wczes$niej miedzy innymi w odniesieniu do paleczek
Salmonella, niesie za soba ryzyko wprowadzenia do gleby materialdw mogacych stanowié
zrt6édlo jej skazenia, nawet, jesli wcze$niej uznane zostaly one za mikrobiologicznie
bezpieczne.

O kluczowej roli wysokiej temperatury w procesie eliminacji drobnoustrojow z
kompostowanej biomasy $wiadcza wyniki uzyskane w drugim cyklu do$wiadczalnym. Przy
wartosciach temperatury nie przekraczajacych 40°C przezywalnos¢ najbardziej odpornych —
enterokokow, siegata ponad 6 tygodni.

Poniewaz heterogeniczno$é materialu utrudnia poboér jego reprezentatywnych prébek i
rzetelng ocene ich jakosci mikrobiologicznej, do wprowadzenia bakterii do biomasy
wykorzystano dwa typy nosnikéw — zabezpieczone metalowa siateczka kawalki migsa réznej
wielkosei (kostki 3x3em i 5x5em) oraz nosniki z pleksiglasu wypetnione mielonym migsem.
Analizujac ich przydatnosé¢ w celu walidacji procesu kompostowania nie zaobserwowano
jednak wyraznej tendencji dowodzacej zrdéznicowania tempa inaktywacji mikroorganizmow
testowych w zaleznosci od zastosowanego nosnika.

Whioski: Przeprowadzone badania dowodzg duzego potencjalu w zakresie
wykorzystania technologii kompostowania do utylizacji produktéw ubocznych pochodzenia
zwierzecego.  Relatywnie niskie naklady finansowe, mozliwo$¢ przetwarzania PUPZ
bezposrednio przy zakladach przetworstwa migsnego, bez koniecznosci transportu do
specjalnie do tego celu przystosowanych jednostek, wreszcie ewentualne wykorzystanie
produktow koncowych do celow nawozowych to istotne argumenty na rzecz kontynuacji
badan nad optymalizacja parametréw tej metody. Rownoczesnie nie mozna bagatelizowaé

komplikacji zwiazanych ze specyfika PUZP jako substratu kompostowania — wysoka




wilgotno$¢ oraz zawarto$¢ suchej masy, réznice w wielkosci i objetosci poszezegélnych
komponentow kompostowanej biomasy, wymuszaja szczegdlng ostroznos¢ przy ostatecznym

potwierdzeniu skutecznosci higienizacyjnej konkretnej technologii.

2.2.2. Wapnowanie jako metoda przetwarzania produktéw ubocznych pochodzenia
zwierzecego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego ograniczajaca ryzyko skazenia
srodowiska.

Wykorzystanie zwigzkéw wapnia w celu szybkiej i skutecznej utylizacji odpadow
praktykowane jest od dawna, a mozliwos¢ ich aplikacji doceniano szczego6lnie w sytuacjach
wysokiego  zagrozenia epidemiologicznego. Bakteriobdjcze dzialanie najczesciej
wykorzystywanego do tego celu tlenku wapna CaO (wapno palone) zwigzane jest przede
wszystkim z podwyzszeniem temperatury biomasy na drodze gwaltowne] reakcji
egzotermicznej oraz alkalizacji jej odczynu do wartosci pH>12.

W badaniach nad wplywem CaO na przezywalnos¢ mikroorganizmow w PUPZ
wykorzystano, podobnie jak w publikacji nr 1, nalezace do rodziny FEnferobacteriaceae
pateczki E. coli i S. Senftenberg775W oraz paciorkowce z rodzaju Enterococcus, ktbérymi
zaszczepiano mieso mielone o zawartosci suchej masy ok. 36% (publikacje nr 2, 3). Wszystkie
z zastosowanych dawek wapna (10, 20, 25, 30%) powodowaly wzrost pH biomasy powyzej
12. Warto$¢ ta uznawana jest za krytyczng dla procesu higienizacji, bowiem jej uzyskanie, w
kompilacji z odpowiednia temperatura, gwarantuje eliminacj¢ drobnoustrojow z
przetwarzanego materiatu. Warunki termiczne, ktére panowaly wewnatrz biomasy, nie
spetlnialy jednak kryteriow umozliwiajgcych uznanie ich za czynniki determinujace
skutecznos¢ higienizacji. O ile wielu autoréow potwierdza mozliwos$¢ uzyskania relatywnie
wysokiej temperatury (50-55°C) nawet w przypadku wapnowania tak heterogennego
materiatu jak PUZP, jej warto$ci uzyskane w badaniach wlasnych dalekie byly od
termofilnych, osiggajac poziom okolo 40°C. Mimo tego, inaktywacja pateczek E. coli i S.
Senftenberg nastepowala w czasie od kilku do kilkunastu godzin, w zaleznosci od stgzenia
CaO wymieszanego ze skazonym migsem. Bez wzgledu na dawke oraz termin poboru prébek
wyzszg wrazliwo$¢ na wapnowanie wykazywala E. colii Z kolei enterokoki, dzigki
wielokrotnie potwierdzanej wysokiej odpornosci na dziatanie czynnikdéw stresogennych, przy
stezeniu 10% CaO przezywaly w wapnowanym materiale ok. 36 godzin. Najszybsze tempo
inaktywacji towarzyszyto oczywiscie najwyzszym dawkom CaO — przy st¢zeniu 30%
Salmonella gingla juz po 1 godzinie, po takim samym czasie stezenie 10% prowadzito do

redukeji jej liczebnoscei o ok. 3 jednostki logarytmiczne — z 1,10x10° do 1,26x10° NPL-g™.




Cytowane powyzej wyniki pochodza z posiewow z probek, ktérych odezyn po pobraniu
poddawano neutralizacji przy pomocy NaHPO4 x 2H,0. W probkach pochodzacych z tego
samego materialu, ale badanych bez uprzedniej neutralizacji pH, wyniki wskazywaly na
szybsza eliminacje bakterii. Réznice w pomiarach siggaly wartosci rzedu kilku jednostek
logarytmicznych, co wskazuje na konieczno$¢ buforowania analizowanych probek w celu
uzyskania wiarygodnych rezultatow.

Istotng cze¢$é badan nad zastosowaniem CaO do higienizacji PUPZ stanowily analizy
wplywu tego zwiazku chemicznego na przetrwalniki wytwarzane przez beztlenowe laseczki
Clostridium sporogenes (publikacja nr 4). Zniszczenie charakteryzujacych si¢ wysoka
termoopornoscia spor daje absolutng gwarancje, ze w przetwarzanym materiale nie przezyja
réwniez te mikroorganizmy, ktore w swoim cyklu zyciowym nie wytwarzaja podobnych
struktur. Ponadto podnosi to prawdopodobienistwo eliminacji z biomasy form przetrwalnych
produkowanych przez inne gatunki, np. chorobotworcze C. botulinum Iub C. perfringens. C.
sporogenes, mimo Ze nie stwarzaja bezposredniego zagrozenia dla zdrowia ludzkiego, ze
wzgledu na wilasciwosci zblizone do wymienionych weze$niej patogenoéw, wykorzystywane
s3 czesto w badaniach naukowych jako ich surogaty.

Zakladajac, ze ilo$¢ CaO niezbedna do zniszczenia przetrwalnikow musi by¢ wieksza,
niz w przypadku mikroorganizméw wystepujacych w formie wegetatywnej, do zaszczepionej
sporami biomasy dodano wapno palone w stezeniu 50 i 70%. Dodatkowym czynnikiem,
ktorego wptyw na skuteczno$é higienizacji poddano analizie, byla sucha masa PUZP —
oprocz miesa mielonego o zawartosci s.m. ok. 36%, sporami zaszczepiono rowniez
mieszaning migsa z krwig (zawartos¢ s.m. ok. 25%). Bez wzgledu jednak na wartos¢ tego
parametru i niezaleznie od dawki wapna, zaobserwowano bardzo szybki proces alkalizacji
biomasy do pH>12. Ponadto, dodanie do migsa 70% CaO pozwolilo na uzyskanie
temperatury powyzej 60°C i utrzymanie jej dostatecznie dlugo, by wraz z wysokim pH data
gwarancje szybkiej 1 skutecznej higienizacji. Podobne wymagania, ustalone w ramach
prawodawstwa EU, dotycza metody inaktywacji czynnikow chorobotwoérczych w mieszaninie
wapna i obornika, gdzie za bezpieczng uznano warto$¢ pH na poziomie co najmniej 12, pod
warunkiem utrzymania jej przez 60 minut przy rownoczesne]j temperaturze 60°C lub przez 30
minut i 70°C.Warto podkreslié, ze stala tendencjg bylo gwaltowne nagrzewanie si¢ PUZP
bezposrednio po wprowadzeniu do nich CaO. Zaobserwowano réwniez, ze w miesie z

dodatkiem krwi generowana temperatura byta nizsza, niz w samym migsie.




Podane wyzej wartosci temperatury moga by¢é uwazane za efektywny czynnik
higienizacyjny tylko w przypadku form wegetatywnych drobnoustrojéw. Z tego powodu
eliminacja przetrwalnikow Clostridium w opisywanych badaniach powinna by¢ przypisywana
gléwnie silnej alkalizacji przetwarzanego materiatu. Biorac jednak pod uwage fakt, ze przy
zblizonym pH, zdecydowanie najszybsza inaktywacje spor zaobserwowano w przypadku
charakteryzujacej si¢ najwyzsza temperatura kombinacji do$wiadczalnej (migso+70% CaO)
znaczenie warunkoéw termicznych jako elementu uzupelniajacego inhibicyjny wplyw
wysokiego odczynu na przetrwalniki nie powinno podlegaé dyskusji.

Whioski: Praktyczne wykorzystanie wapnowania w celu higienizacji produktow
ubocznych pochodzenia zwierzecego, podobnie jak omawiane weze$niej kompostowanie,
umozliwitoby uniezaleznienie ich producentow od zakltadow przetwarzajacych je przy
pomocy metod usankcjonowanych przez Uni¢ Europejska. Wyniki przedstawionych prac
wskazuja, ze zastosowanie odpowiedniej dawki wysokoreaktywnego CaO pozwala na szybkie
wyeliminowanie z biomasy mikroorganizméw patogennych, zarowno tych w formie
wegetatywnej, jak i przetrwalnej. Mozliwos$¢ regulacji pH gleby na skutek wprowadzenia do
niej uzyskanego w ten sposob produktu koncowego, powinna czyni¢ t¢ metode higienizacji
szezegoOlnie warto$ciowa w warunkach uprawy roslin na polskich, z reguty kwasnych glebach.

Poza aspektem aplikacyjnym przeprowadzonych badan, pozwolily one réowniez na
sformutowanie istotnych postulatow dotyczacych zatozen metodycznych. W probkach
analizowanych po neutralizacji pH, efektywnos¢ reizolacji mikroorganizméw byla wyzsza,
niz w tych, ktére badano bezposrednio po pobraniu, z pominigciem buforowania. Zjawisko
wymaga z pewnoscia uwzglednienia przy planowaniu do$wiadczen mikrobiologicznych z

udziatem zwigzkoéw silnie modyfikujacych pH.

2.2.3. Zakwaszanie jako metoda przetwarzania produktow ubocznych pochodzenia
zwierzgcego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego ograniczajaca ryzyko skazenia
srodowiska.

Inhibicyjny wplyw obnizonego pH na rozwd] wigkszosci drobnoustrojéw typowych
dla srodowisk o odczynie zblizonym do oboj¢tnego znalazt powszechne wykorzystanie
chociazby w procesach konserwacji zywnosci czy pasz. Zakwaszenie powoduje réwniez
skuteczne zahamowanie kietkowania przetrwalnikéw wystepujacych w  produktach
spozywczych patogenéw, przede wszystkim tych z rodzaju Clostridium (np. C. botulinum).
Zastosowanie tej metody do higienizacji produktow ubocznych pochodzenia zwierzecego

moze jednak wykazywal niewystarczajaca skutecznosé, a przetworzony w ten sposéb




material stwarza¢ powazne zagrozenie, zwlaszcza gdy wykorzystywany jest jako skladnik
paszy dla zwierzat. W pracy nr 5, wchodzace] w sklad prezentowanego osiagnigcia
naukowego, postanowiono zbada¢ taczny wplyw niskiego pH i podwyzszonej temperatury na
przetrwalniki C. sporogenes w odpadach migsnych i rybnych. Efekt taki uzyskano dodajac do
zaszczepionej sporami biomasy kwas mrowkowy (uzyskane pH - ok. 4) i podgrzewajac ja w
temperaturze o réznych wartosciach.

Wyniki badan potwierdzaja umiarkowang skutecznos$¢ procesu higienizacji opartego
wylacznie na dziataniu kwasu mréwkowego, bowiem réznice liczebnosci przetrwalnikow C.
sporogenes w niepoddanym dzialaniu ciepta materiale surowym i zakwaszonym byly
niewielkie i nie przekraczaty wartosci 1 log. Z kolei podgrzewanie zakwaszonej biomasy
dawato znacznie lepsze efekty w przypadku odpadéw migsnych. Zaobserwowano, ze po 6.
godzinach kwaszenia wprowadzone do nich przetrwalniki reagowaly spadkiem liczebnosci
rzedu 3 log juz po poétgodzinnym ogrzaniu w 80°C. W odpadach rybnych podobne warunki
powodowaty niespelna 1 log redukcje liczby spor. Wariant ekstremalny do$wiadczenia,
zakladajacy ogrzewanie PUZP w temperaturze 90°C po 48 godzinach dzialania kwasu,
potwierdzil te tendencje. O ile w biomasie migsnej juz po 15 minutach nie wykrywano spor,
w rybnej po 30 minutach ich liczba wynosila 1,01x10° jtk-g"'. Biorac pod uwage fakt
wysokiej cieploopornosci przetrwalnikow C. sporogenes, ich eliminacja w temperaturze 80°C
(mieso) musiata wynika¢ z komplementarnego oddzialywania niskiego pH.

Whioski: Produkty uboczne powstajace w przemys$le migsnym i rybnym moga by¢
wykorzystywane jako wysokowartosciowa karma dla zwierzat gospodarskich. Od momentu,
gdy takie praktyki zywieniowe uznane zostaly za bezposrednia przyczyne epidemii TSE u
bydla, problem niewystarczajacej higienizacji podawanej zwierzetom paszy nabral
szczeglOlnego znaczenia. 7 prezentowanych badan wiasnych wynika, ze kwaszenie PUZP w
polaczeniu z dziataniem wysokiej, ale nieprzekraczajacej 100°C temperatury moze skutecznie
wyeliminowaé z biomasy nawet te drobnoustroje, ktore zdolne s do wytwarzania odpornych
na dzialanie czynnikéw stresogennych form przetrwalnych. Daje to gwarancje likwidacji w
przetwarzanym materiale patogenéw np. z rodziny Enterobacteriaceae. Doswiadczenie
dowiodlo rowniez, ze ustalajac parametry tej metody higienizacji, konieczne jest wzigcie pod
uwage wiasciwosci biomasy poddawanej jej dziataniu — w zaleznosci od jej pochodzenia

efektywno$¢ procesu moze ulega¢ duzym zmianom.
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2.2.4. Oddziatywanie promieniowania mikrofalowego jako metoda przetwarzania produktow
ubocznych pochodzenia zwierzecego przeznaczonych do wykorzystania rolniczego
ograniczajaca ryzyko skazenia srodowiska.

Przetworzone produkty uboczne pochodzenia zwierzgcego, dzigki wysokiej zawartosci
bialka stanowi¢ moga cenny skladnik karm dla zwierzat gospodarskich. Do szczegdlnie
cenionych materiatéw zaliczane sa maczki rybne, ktore ze wzgledu na Zroédlo pochodzenia
uwazane sq za pasz¢ wzglednie bezpieczng i nie stwarzajacq zagrozen poréwnywalnych do
maczek kostnych i miesno-kostnych pozyskiwanych ze zwierzat ladowych. Metoda ich
wytwarzania zapewnia teoretyczng inaktywacje wystepujacych w materiale wyjéciowym
patogendw, jednak rowniez gotowy produkt moze ulec wtérnemu skazeniu i, jako bogata w
sktadniki odzywcze pozywka, zapewnié optymalne warunki do namnazania = sig
drobnoustrojow chorobotworczych.

Testowana w publikacji nr 6 metoda higienizacji maczek rybnych (dorszowa 1
tososiowa) z wykorzystaniem promieniowania mikrofalowego moze znalez¢ zastosowanie w
sytuacji juz stwierdzonego skazenia danej partii materiatu, badz poshuzy¢ jako metoda
prewencyjna, zapobiegajaca jego ewentualnej kontaminacji przez patogeny. Organizmami
wskaznikowym w przeprowadzanych badaniach byly pateczki E. coli i Salmonella spp.,
enterokoki. oraz spory C. sporogenes, w przypadku ktdrych zastosowano znacznie wyzsze
dawki promieniowania. Wsrod bakterii wystepujacych w postaci form wegetatywnych
najwieksza wrazliwo$¢ na dzialanie mikrofal wykazywaty pateczki E. coli, ktére w maczce
dorszowej gingly juz po zastosowaniu dawki 30 kJx g, Z kolei najbardziej odporne okazaty
si¢ enterokoki, wykrywane w obu typach maczek nawet po aplikacji dawki 225 kJ xg!. W
przypadku spor C. sporogenes obliczone teoretyczne dawki promieniowania gwarantujace ich
eliminacje wynosily ok. 2 000 kJxg'w maczce z dorsza i 1600 kJ xg™ w maczce z lososia.
Rodzaj maczki rybnej wplywal na przezywalnos$¢ bakterii, jednak zaobserwowane tendencje
nie byly jednoznaczne. Pateczki Salmonella spp., E. coli i enterokoki izolowano diuzej z
napromieniowanej maczki z tososia, natomiast spory Clostridium - z maczki z dorsza.

Whioski: Metoda higienizacji maczek rybnych przy uzyciu promieniowania
mikrofalowego, w odrdznieniu od omawianych wezesniej kompostowania czy wapnowania,
wymaga zaangazowania bardziej skomplikowanej aparatury. Jej ewentualne wdrozenie z calg
pewnoscia dotyczyloby wybranych zakladow przetworezych, w ktérych urzadzenia do
napromieniowania moglyby stanowi¢ element uzupelniajacy ich wyposazenia, uruchamiany
tylko w sytuacjach potencjalnego zagrozenia. Niewatpliwa zaletq wykorzystania tej

technologii wilasnic w stosunku do magczek jest homogenna struktura tych produktow,




11

umozliwiajaca ich réwnomierng dystrybucje oraz regulacje i kontrole grubosci warstwy
poddawanej promieniowaniu. Udowodniona w badaniach skuteczno$¢ bakteriobojeza i
relatywnie krétki czas trwania procesu, stanowi¢ moga dodatkowe argumenty przemawiajace

na jego korzysc.

2. 3. Podsumowanie.

Wybor tematyki badawczej prac wchodzacych w cykl osiagnigeia naukowego
wynikat bezposrednio z ogromnego zapotrzebowania na opracowanie nowych — skutecznych,
a zarazem prostych i relatywnie tanich - metod przetwarzania PUZP przeznaczonych do
wykorzystania rolniczego. Wyrazem tego zapotrzebowania bylo, migdzy innymi,
uwzglednienie w regulacjach prawnych UE mozliwosci zglaszania tzw. metod
alternatywnych przetwarzania PUZP, ktore po poddaniu walidacji mogtyby by¢ dopuszczone
do stosowania na szersza skale.

Analizowane w badaniach wlasnych czynniki o dziataniu letalnym lub statycznym w
stosunku do drobnoustrojéw (wysoka temperatura, rézne zwiazki chemiczne, mikrofale)
wykorzystywane sg powszechnie w procesach dezynfekeji i sterylizacji. Stosujac je w celu
higienizacji PUZP postanowiono sprawdzié, czy w przypadku tak specyficznego materiatu
potencjat inhibicyjny tych czynnikéw wobec mikroorganizméw nie ulegnie redukcji.
Bezsprzeczne potwierdzenie tej skutecznosci pozwolito zrealizowa¢ cel naukowy badaf,
zaktadajacy wzbogacenie wiedzy dotyczace]j reakcji patogenow jelitowych i przetrwalnikow
bakterii na dzialanie réznych czynnikéw zewnetrznych w warunkach nietypowych. Uzyskane
wyniki dostarczyly rzetelnych danych mogacych stanowi¢ podstawy do opracowania nowych
technologii przetwarzania PUZP, alternatywnych zwlaszcza wobec generujacych wysokie
koszty i wymagajacych specjalistycznego sprzetu metod termicznych.

Wyniki badan prezentowane byly w formie posteru p.t. Wplyw promieniowania
mikrofalowego na eliminacje wybranych patogenéw w maczce rybnej na XXXVIII
Miedzynarodowym Seminarium Naukowo - Technicznym ,,Chemistry for Agriculture” w
Karpaczu (2013) oraz w formie referatu p.t. Inhibicyjny wplyw czynnikow fizyko-
chemicznych na spory Clostridium sporogenes w odpadach organicznych na Ogoélnopolskiej
Konferencji Naukowej ,Dziatania przeciwdrobnoustrojowe. Drobnoustroje - Wplyw

czynnikéw fizycznych i chemicznych.” w Bydgoszezy (2015).
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2.4.  Najwazniejsze osiagniecia wynikajace z uzyskanych wynikow.

1. Po taz pierwszy w Polsce poddano szczegdtowej analizie inhibicyjny wplyw
alkalizacji, zakwaszenia oraz promieniowania mikrofalowego na mikroorganizmy
wskaznikowe w produktach ubocznych pochodzenia zwierzgcego i produktach
pochodnych przeznaczonych do wykorzystania rolniczego.

2. Po raz pierwszy w Polsce w badaniach dotyczacych higienizacji PUZP wykorzystano
przetrwalniki Clostridium sporogenes.

3. Dowiedziono, ze w procesach higienizacji PUZP przeprowadzanych =z
wykorzystaniem CaQ, czynnikiem decydujacym o ich skutecznosci bylo raczej
wysokie, przekraczajace warto$¢ 12, pH materiatu, niz wygenerowana temperatura.
Najwyzsza efektywnosé antybakteryjna charakteryzowala potaczone dziatanie obu
tych czynnikow.

4. Udowodniono niska skuteczno$é dzialania kwasu mrowkowego jako jedynego
czynnika redukcji liczby mikroorganizméw zasiedlajacych PUZP. Natomiast
kwaszenie PUZP w polaczeniu z dziataniem wysokiej, ale nieprzekraczajacej 100°C
temperatury daje gwarancje likwidacji patogenow w przetwarzanym materiale.

5. Po raz pierwszy w Polsce zbadano wplyw promieniowania mikrofalowego na
drobnoustroje wskaznikowe w maczkach rybnych.

6. Dowiedziono, ze zastosowane w badaniach czynniki moga skutecznie wyeliminowa¢ z
produktéw ubocznych pochodzenia zwierzgeego przeznaczonych do wykorzystania

rolniczego drobnoustroje zardwno w formie wegetatywnej, jak i przetrwanej.

III.  Charakterystyka pozostale] aktywnosci naukowej.

3.1. Oméwienie zainteresowan naukowo-badawczych i pozostatych osiagniec.

Rozpoczynajac prace na stanowisku asystenta w owczesnej Katedrze Mikrobiologii
wlaczona zostalam w cykl badan zwigzanych z mikrobiologia gleby. Badania dotyczyty
zardwno liczebnodci drobnoustrojow, jak i ich wzajemnych relacji - zwlaszcza tych o
charakterze antagonistycznym. Czes$¢ doswiadczen byla bezposrednio zwiazana z tematem
mojej pracy magisterskiej p.t. Wplyw roznych systeméw zmianowania na zdrowotnosc¢
grochu pastewnego odmiany ,.Fidelia”, realizowanej w owczesnej Katedrze Fitopatologii.
Oddzialywanie uprawy grochu pastewnego w monokulturze, zmianowaniu uproszczonym i

tradycyjnym na stan fitosanitarny gleb stanowito rowniez przedmiot badan
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mikrobiologicznych prowadzonych w Katedrze Mikrobiologii na terenie p6l doswiadczalnych
RZD Mochetek. Ich wyniki potwierdzity negatywny wplyw diugoletniej monokultury na
wystepowanie w glebie promieniowcéw z rodzaju Streptomyces — mikroorganizméw, ktore
dzieki wytwarzanym przez siebie antybiotykom odgrywaja ogromna role¢ w procesach
ksztaltowania skladu gatunkowego zespotu mikroorganizméw glebowych (B.2).

Podobne tendencje zaobserwowano rowniez w przypadku mykoantagonistycznych
bakterii z rodzaju Arthrobacter i Pseudomonas. Réwnoczesnie ze spadkiem ich liczebnosci
wzrastata liczba fitopatogennych grzybow z rodzaju Pythium i Fusarium (B.4).

Oprocz typowych analiz ilosciowych poszezegdlnych grup drobnoustrojow
glebowych, badano réwniez wlasciwosci wybranych gatunkow pod wzgledem ich aktywnosci
antagonistycznej. Mechanizmy tego zjawiska opieraja si¢ przede wszystkim na dzialaniu
wydzielanych do $rodowiska substancji antybiotycznych, enzyméw lub zwigzkow
ograniczajacych dostepnosé kluczowych dla rozwoju patogenow substancji odzywezych. W
przeprowadzonych badaniach okre$lano potencjal antagonistyczny izolowanych z gleby
szczepOw Pseudomonas spp. 1 Streptomyces spp. Zaobserwowano, ze ich hodowla na
pozywee stalej hamowala wzrost grzybni zaszczepionych na tym samym podlozu Fusarium
culmorum 1 F. solani oraz Rhizoctonia solani (B.1, B.2).

Zjawisko antagonizmu, postrzegane z reguty jako $rodek w walce z patogenami roslin,
moze mie¢ rowniez znaczenie negatywne. W sytuacji, gdy mikroorganizm chorobotwdrezy
jest w stanie zahamowal rozwdj swojego antagonisty, moze doprowadzi¢ do znacznego
ograniczenia lub calkowitego wyeliminowania jego populacji z zasiedlanego przez
konkurujace gatunki agroekosystemu. Potwierdzity to wyniki doswiadczenia dotyczacego
wplywu patogennych bakterii z rodzaju Erwinia na grzyby z rodzaju Trichoderma (B.3).

Wszystkie badania laboratoryjne majace na celu oceng wzajemnych oddziatywan
pomigdzy roznymi grupami mikroorganizmow glebowych dowiodly rowniez, ze wplyw na
ksztaltowanie sie tych relacji miata temperatura hodowli oraz rodzaj zastosowanego podtoza
hodowlanego, ze szczegdlnym uwzglednieniem jego odczynu. Oprécz  czynnikoéw
zewnetrznych, intensywno$¢ oddziatywan antagonistycznych byla zalezna od gatunkow
wykorzystanych w testach drobnoustrojéw. Uzyskane wyniki mogg sugerowac, ze ze wzgledu
na mnogos$¢ czynnikow modyfikujacych proces inhibicji drobnoustrojéw w warunkach in
vitro, ich aktywnos¢ w s$rodowisku glebowym nie zawsze odpowiada¢ bedzie tej,
potwierdzonej wezesniej, w laboratorium.

Umiejgtnosé interpretacji wynikéw badan laboratoryjnych doskonalitam uczestniczac

w 1997 roku w szkoleniu z zakresu biologii molekularnej zorganizowanym przez DNA-
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Gdansk i Katedre Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej - ,,Metody diagnostyczne oparte na
analizie DNA (PCR)”.

Od roku 2000 wiodacy profil badan prowadzonych w Katedrze Mikrobiologii i
Technologii Zywnosci ulegt zmianie i ich podstawowym przedmiotem stala si¢ mikrobiologia
$rodowiskowa. Moje zainteresowania skupity si¢ wokét zagadnienia skutecznosei proceséw
kompostowania osadéw posciekowych w kontekscie bezpieczenstwa mikrobiologicznego.
Wiekszo$¢ doswiadczen realizowana byla w ramach grantu nr 1030/P06/2001/20
,,LOpracowanic mikrobiologicznych kryteriow oceny skutecznosci kompostowania osadow
posciekowych jako element strategii ich rolniczego wykorzystania.”, a ich wyniki stanowity
podstawe do napisania dysertacji doktorskiej oraz 20 publikacji. Cz¢$¢ badafh prowadzona
byta w ramach wspélpracy z Institut fiir Umwelt- und Tierhygiene Uniwersytetu Hohenheim
w Stuttgarcie, a jednym z jej efektéw jest publikacja ,,Mikrobiologisch — seuchenhygienische
Untersuchungen bei der Kompostierung von Klarschlamm zur landwirtschaftlichen
Verwertung.”,w ktorej jestem wspolautorem (A.6).

Problem zagospodarowania osaddéw posciekowych dotyczy nie tylko ilosci tych
specyficznych, produkowanych w procesie oczyszczania Sciekow odpadéw, ale rowniez
ryzyka zwiazanego z ich skazeniem przez metale ci¢zkie i mikroorganizmy chorobotworcze.
Ze wzgledu na ogromny potencjal nawozowy osadow, stanowigcych bogate zrodlo materii
organicznej i zwiazkow odzywczych dla roslin, uzasadnione jest wprowadzanie ich do gleby
w celu polepszenia jej struktury i zwiekszenia zyznosci. O ile ponadnormatywna ilos¢ metali
ciezkich automatycznie uniemozliwia wykorzystanie osadow do celow rolniczych, ryzyko
mikrobiologiczne mozna zredukowaé, poddajac material odpowiedniej metodzie
przetwarzania. Prawidlowo przeprowadzony proces kompostowania jest w stanie spelnié¢
wymagania w zakresie zapewnienia bezpieczenstwa biologicznego produktu finalnego.
Niezwykle istotne jest jednak wustalenic wlasciwych parametréw tego procesu, z
uwzglednieniem procedur pozwalajacych na kontrolg jego przebiegu.

Gléwnym celem badan byta ocena mikrobiologiczna dwdch réznych metod
kompostowania komunalnych osadéw Sciekowych przeznaczonych na cele nieprzemystowe.
Najistotniejszym elementem rdézniacym te technologie byt system napowietrzania biomasy —
mechaniczny, przez jej cykliczne przerzucanie oraz aktywny, polegajacy na wymuszeniu
obiegu powietrza wewnatrz pryzmy przez system perforowanych rur, podiaczonych do
zewngtrznego urzadzenia zasysajacego. Ponadto analizowano wplyw  skladnikow
kompostowanej biomasy i1 ich proporcji na tempo higienizacji, zalezno$¢ procesu od

warunkow zewnetrznych oraz roznice w efektywnosci inaktywacji drobnoustrojow w rdéznych
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strefach pryzmy. Mikroorganizmy wskaznikowe wykorzystane do tego celu to paleczki E.
coli i Salmonella Senftenberg W775 oraz enterokoki, wprowadzane do pryzm wewngtrz
nosnikéw zaszczepionych zawiesinami poszczegdlnych gatunkéw o gestodei  rzedu
10°NPL'ml™.

Rezultaty przeprowadzonych badan dowiodly wyzszej skutecznosci higienizacyjnej
kompostowania w pryzmach napowietrzanych w sposob mechaniczny. Byto to bezpo$rednim
efektem braku fazy termofilnej w pryzmach niedostatecznie napowietrzonych systemem
perforowanych rar (A.5, A6, A9, A.10, A.11, A.19). Réznice w przezywalnosci
mikroorganizméw testowych byty bardzo duze (B.6). W jednym z cykli doswiadczalnych
enterokoki w kompostowanych osadach przerzucanych mechanicznie eliminowane byly juz
po 7 dniach, a w pryzmach z aeracja wymuszong — od 51 do 145 dni, w zaleznosci od skladu
biomasy (B.10).

Dobér komponentéw wchodzacych w sklad pryzm mial rowniez istotne znaczenie dla
przebiegu procesu kompostowania. Mimo, iz ogdlny udzial materialéw strukturotworezych w
biomasie byta zblizony, kluczowy okazal si¢ rodzaj tych dodatkow. W wigkszosci cykli
doswiadczalnych szybsza inaktywacja drobnoustrojéw obserwowana byla w pryzmie z
wieksza ilodcig trocin, niz stomy (B.5, B.7). Zaleznodcei te mialy jednak bardziej ztozony
charakter, bowiem w cyklach charakteryzujgcych si¢ wysoka temperaturg zewngtrzna,
kompozycja biomasy miala mniejszy wplyw na tempo eliminacji mikroorganizmow,
zwlaszcza w pryzmach napowietrzanych mechanicznie.

Komplementarne, w stosunku do warunkéw termicznych wewnatrz pryzm, dziatanie
wysokiej temperatury zewnetrznej nie bylo zjawiskiem zaskakujacym — do$wiadczenia
prowadzone latem, badZ w czasic cieplej jesieni dawaly lepsze efekty w zakresie likwidacji
patogendéw. W cyklach zimowych mozliwe bylo osiagnigcie satysfakcjonujacych wynikow,
jednak problemem byla dluga przezywalno$¢ bakterii wskaznikowych w warstwach
peryferyinych pryzmy (A.14). Zaleznos¢ tempa inaktywacji od lokalizacji nosnikow
bakteryjnych w pryzmie obserwowano réwniez w wielu innych badaniach — umiejscowienie
ich w gornej lub centralnej czesci dawalo znacznie wigksze szanse na pelng eliminacje
bakterii wskaznikowych (A.5, A.7, A.14).

Rezultaty wigkszosci  do$wiadczen  wskazywaly, ze sposréd  badanych
mikroorganizméw to enterokoki charakteryzowaly si¢ najwyzsza odpornoscia na warunki
panujace w biomasie w trakcie procesu kompostowania (A.19, B.5).

Czeéé badan dotyczacych efektywnodci higienizacyjnej procesu kompostowania

polegata na analizic jego wplywu na enterokrwotoczny szczep £E. coli (EHEC).
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Do$wiadczenia przeprowadzono z wykorzystaniem specjalnie skonstruowanych nosnikoéw
Filter-Sandwich, uniemozliwiajacych kontaminacje $rodowiska zewnetrznego (A.8, B.8). Ich
rezultaty potwierdzaja wczesniejsze obserwacje - szybsza inaktywacje bakterii w okresach
wysokiej temperatury zewnetrznej oraz w pryzmach napowietrzanych mechanicznie, jak
rowniez niedostateczna redukeje liczebnosci patogenow w zewnetrznych czesciach pryzm.

Powtarzalno$é wynikéw uzyskanych w wielu cyklach doswiadczalnych stanowita
potwierdzenie wartoéci aplikacyjnej uzytych metod badawczych, opartych o zastosowanie
nosnikéw bakteryjnych do walidacji mikrobiologicznej proceséw kompostowania osadéw
poscickowych. W przeciwienstwie do stosowanej z reguly bezpo$redniej kontroli inaktywacji
patogendéw przez okreslanie ich liczebnosci w materiale przed i po poddaniu go danej
technologii przetwarzania, w badaniach wykorzystano monitoring posredni. Metoda jest
oparta na okresowej obserwacji liczebnosei drobnoustrojéw wprowadzonych w nosnikach w
rbzne miejsca pryzmy, pozwala na ciagla mikrobiologiczna kontrolg procesu i jest w stanie
zagwarantowaé otrzymanie wlasciwego pod wzgledem higienicznym produktu dla celow
rolniczych. Ponadto, dzieki wysokiej liczebnosci poczatkowej mikroorganizméw
wskaznikowych, umozliwia prognozowanie jakosci higienicznej utylizowanego produktu w
przypadku hipotetycznego ekstremalnego skazenia materiatu.

Poniewaz w dostepnej literaturze nie znaleziono publikacji opisujacych badania
prowadzone z wykorzystaniem tej metody, mozna uzna¢, Ze prace wilasne stanowily
nowatorskie podejscie do sposobu walidacji mikrobiologicznej skutecznosci procesu
kompostowania.

Uzyskane wyniki stanowi¢ mogg rzetelne podstawy do opracowania lub optymalizacji
parametréw kompostowania w jednostkach wykorzystujacych t¢ metodg w celu przetwarzania
osadow posciekowych. Ich aplikacja przyczyni¢ si¢ moze do ograniczenia transmisji
patogenéw do gleby i wéd gruntowych w efekeie stosowania osadow do celow rolniczych,
minimalizujac wynikajgce z tego zagrozenia srodowiskowe.

W ramach cyklu badan nad procesem kompostowania przeanalizowano rowniez jego
wplyw na ogélng liczbe autochtonicznych bakterii mezo- i termofilnych oraz termofilnych
grzybow, bakterii przetrwalnikujacych i promieniowcéw (A.20, A.21). Uzyskane wyniki
dowiodly relatywnie niewielkiego oddziatywania kompostowania na wielkos¢ populacji
badanych drobnoustrojéw. Najwigksza wrazliwoscig na niekorzystne warunki panujace w
pryzmie charakteryzowaly si¢ grzyby termofilne, ktorych koncentracja w koncowym terminie

analiz byla nizsza od poczatkowej o ok. 2 log.
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Mimo, iz zagadnienia z zakresu mikrobiologii srodowiskowe] wyznaczaja gtoéwny nurt
tematyczny badan realizowanych w Katedrze, prowadzone sg réowniez doswiadczenia nie
zwiazane z ta problematyka w sposob bezposredni. W ramach czg$ci z nich, dotyczacej
mikrobiologii zywnosci, realizowano badania, ktérych przedmiot stanowily interakcje miedzy
bakteriami fermentacji mlekowej (LAB) z rodzaju Lactobacillus i patogenami jelitowymi z
rodziny Enterobacteriaceae.

Pateczki Lactobacillus, poza zdolnoscia do przeprowadzania fermentacji mlekowej,
znane sg szeroko dzieki ich wlasciwosciom probiotycznym. Udoskonalone biotechnologicznie
szczepy wykorzystywane sa, po wczesniejszym opatentowaniu, przez firmy przemystu
spozywczego i farmaceutycznego do wzbogacania zywnosci lub produkeji suplementow
diety, zalecanych w trakcie terapii antybiotykowej. Ich pozytywny wplyw na funkcjonowanie
przewodu pokarmowego czlowieka zostal potwierdzony naukowo 1 spowodowal
zainteresowanie pozyskiwaniem nowych szczepow, -charakteryzujacych sie wysokim
potencjalem probiotycznym.

W badaniach zastosowano metode¢ kultur mieszanych, polegajaca na hodowli bakterii
patogennej i hipotetycznie probiotycznej na podiozu plynnym, umozliwiajacym réwnoczesny
wzrost obu drobnoustrojow. Izolaty pateczek fermentacji mlekowej pochodzity z kolekceji
Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki Y.0dzkiej (L. plantarum 0858)
lub zostaly pozyskane w wyniku posiewu z materialu roslinnego. Nalezace do rodziny
Enterobacteriaceae patogeny z rodzaju Salmonella, Shigella i Proteus udostepnit Uniwersytet
Hohenheim w  Stuttgarcie. Ocena oddzialywania Lactobacillus na poszczegbdlne
enterobakterie opierala sie na okresleniu ich liczebnoéci po wspolnej hodowli, prowadzonej w
réznych przedziatach czasowych. Wykorzystujac mozliwosci zastosowanej metody
doswiadczalnej, zdecydowano si¢ réwniez na przeanalizowanie ewentualnego wplywu
patogendw na testowane LAB. Pozwolito to na uzyskanie kompletnego obrazu interakcji
zachodzacych miedzy badanymi drobnoustrojami i, jak wykazaly ostateczne wyniki,
wyeliminowanie dziatania patogendéw, jako czynnika powodujacego mozliwe wahania
liczebnosci pateczek fermentacji mlekowey.

Rezultaty serii do$wiadczen dotyczacych antagonistycznego wptywu Lactobacillus na
paleczki Salmornella Senftenberg W775 dowiodly szczegdlnie wysokiej aktywnosci
wyizolowanego z materiatu roslinnego szczepu paleczek fermentacji mlekowej oznaczonego
jako Lactobacillus 4, ktéry prowadzit do inaktywacji Salmonella juz po ok. 32 godzinach
(A.16). Silny antagonizm w stosunku do tych bakterii potwierdzony zostal rowniez w

przypadku pozostalych izolatdéw pochodzenia roslinnego, ktore juz we wstgpnej, 48-godzinne)
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fazie badan, redukowaty liczebno$é pateczek Salmonella w hodowlach mieszanych z wartosci
rzedu 107 jtk-ml'1 do zera. W tych samych warunkach L. plantarum 0858 powodowat spadek
ich liczby siegajacy zaledwie 2 log. Zblizone pod wzgledem ilosciowym, relatywnie stabe
oddzialywanie tego szczepu w stosunku do enterobakterii nalezacych do rodzaju Shigella i
Proteus potwierdzone zostalo w kolejnej serii doswiadczen nad wlasciwosciami
antagonistycznymi LAB (A.17). Najszybsza inaktywacj¢ patogenow zaobserwowano w
efekcie ich hodowli mieszanej ze szczepem Lactobacillus 3, przy czym pateczki Proteus
okazaly sie mniej wrazliwe na jego inhibicyjne oddziatywanie, niz Shigella - eliminowana
catkowicie juz po 21. godzinach inkubacji. Tendencja dotyczaca roznicy w odpornosci tych
dwoch  rodzajéw  patogendw  znalazla réwniez potwierdzenie w  kombinacjach
doswiadczalnych z wykorzystaniem pozostatych LAB.

Kontynuujac prace nad potencjatem antagonistycznym bakterii fermentacji mlekowe;
w stosunku do pateczek Salmonella, w oparciu o podobna metodyke przeprowadzono
do$wiadczenie z wykorzystaniem kolejnych 4. szczepow Lactobacillus (A.22). Nawiazujac
wspolprace z dr Iwong Motyl z Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Politechniki ¥.6dzkiej oznaczono je przy pomocy testu API 50 CHL. Wszystkie testowane
izolaty — Lactobacillus sp. (LK1), L. brevis (LK2) i L. plantarum (LK3 i LK4) powodowaly
eliminacje pateczek S. Senftenberg w ciagu 32 godzin, jednak najwigkszy spadek ich
liczebnosci osiagnieto na skutek wspolnej hodowli ze szczepem L. plantarum LK4 - 6 log w
ciagu 16 godzin. Podobnie jak w poprzednich badaniach, Salmonella nie wplywala hamujaco
na wzrost pateczek fermentacji mlekowej.

Potwierdzone whasciwosci antagonistyczne szczepéw paleczek fermentacji mlekowej
to tylko jeden z elementéw niezbednych do uznania danego izolatu za probiotyczny.
Dodatkowo musi on byé przebadany pod wzgledem np. zdolnosci do adhezji na blonie
Sluzowej jelita czy mozliwosci przezycia w niekorzystnych warunkach. Tym niemniej,
zaobserwowany w badaniach silny inhibicyjny wplyw pateczek Lactobacillus, izolowanych z
fermentowanego materialu roslinnego na patogeny jelitowe, stanowi koronny argument dla
popularyzacji produktéow spozywezych poddawanych tej metodzie przetwarzania i uznania
ich wartosci prozdrowotnej, umozliwiajacej sklasyfikowanie w ramach Zywnosci
funkcjonalne;j.

W latach 2012- 2014 w Katedrze realizowany byt projekt badawczy N N305 357538
,Opracowanie i zastosowanie nowych metod mikrobiologicznych w ocenie efektywnosci
proceséw uzdatniania gnojowicy $winskiej, ktore w nastgpstwie jej rolniczego stosowania,

ograniczaja skazenie Srodowiska glebowego i wodnego drobnoustrojami patogennymi”,
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ktorego bytam wspolwykonawca. Podczas badan nawiazatam wspolprace z dr Krzysztofem
Skowronem z Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum UMK w Toruniu.

Wprowadzenie do S$rodowiska odchoddéw zwierzecych, bez ich wczesniejszej
higienizacji wiaze si¢ z wysokim ryzykiem epidemiologicznym, wynikajacym z duzego
prawdopodobienstwa wystepowania w nich drobnoustrojow chorobotwoérezych. Poddanie
gnojowicy zabiegom zmniejszajacym w niej zawarto$¢ tych patogendéw umozliwia jej
bezpieczne stosowanie do celéw nawozowych. O ile kluczowym kryterium wyboru metody
higienizacji gnojowicy powinna by¢ gwarancja uzyskania produktu finalnego, ktory nie
stwarza zagrozenia biologicznego, w praktyce réwnie istotne znaczenie majg kwestie
ekonomiczne. Analizujac realia funkcjonowania danego producenta, konieczne jest
osiggniecie kompromisu, w ramach ktorego uzyskaniu efektywnej higienizacji towarzyszy¢
beda relatywnie niskie naktady.

Badania wykonywane w ramach projektu dotyczyly efektywnosci higienizacyjnej
réznych metod uzdatniania gnojowicy $winskiej. Analizie poddano procesy mezofilnej (35°C)
i termofilnej (50°C) fermentacji metanowej, skladowania oraz napowietrzania.
Mikroorganizmami wykorzystanymi jako indykatory skutecznosci tych technologii byly
pateczki Salmonella oraz enterokoki, wprowadzane do gnojowicy bezposrednio lub wewnatrz
nosnikow bakteriologicznych typu Filter-Sandwich.

W celu oceny efektywnoscei higienizacyjnej fermentacji metanowe] badano tempo
inaktywacji pateczek Saimonella Typhimurium (A.27). Doswiadczenie prowadzono w skali
péltechnicznej, z wykorzystaniem bioreaktora zapewniajacego mozliwo$é mieszania
zawartoscl oraz wytworzenia 1 utrzymania na wymaganym poziomie temperatury
wprowadzonej gnojowicy — w wariancie mezofilnym wynosila ona 35°C, w termofilnym -
50°C. W zaleznosci od warunkéw termicznych modyfikowano czas trwania doswiadczenia
oraz terminy pobierania prébek. Dzigki analizom statystycznym potwierdzona zostala
istotno$¢ roznic miedzy tempem eliminacji Salmonella Typhimurium przy zastosowaniu
roznych temperatur fermentacji metanowej. W warunkach mezofilnych gingly one po 3
tygodniach, natomiast w procesie termofilnym nie izolowano ich z gnojowicy juz po 12 h.

O ile technologie wykorzystujace dzialanie podwyzszonej temperatury pozwalaja na
osiagniecie satysfakcjonujacych rezultatéw w zakresie inaktywacji patogenow, metody
bazujace na naturalnych procesach biologicznych wymagajg, do uzyskania podobnego efektu,
znacznie dluzszego czasu. Dotyczy to, migdzy innymi, skladowania gnojowicy,
najpopularniejszej z metod jej uzdatniania (A.25). Mimo niskich kosztéw, nie zapewnia ona

odpowiedniego stopnia redukcji zasiedlajacych biomas¢ drobnoustrojéw. Potwierdzily to
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wyniki badan nad tempem eliminacji enterokokoéw z gnojowicy sktadowanej w okresie letnim
i zimowym. Obliczone tempo dziennej eliminacji bakterii w sezonie zimowym wyniosto 0,04
log NPL, efektem czego byta ich wyjatkowo dluga, bo przekraczajaca 200 dni, teoretyczna
przezywalnos¢. Latem czas ten byt o polowg krotszy — wynosit okoto 100 dni. Zgodnie z
obowigzujacym w Polsce prawem, czas skladowania gnojowicy powinien wynie$¢ minimum
4 m-ce. Przeprowadzone badania dowodza, ze okres ten moze by¢ zbyt krotki, by zapewnic¢
bezpieczenstwo wprowadzonej pézniej do gleby gnojowicy. Poniewaz sktadowanie w duzym
stopniu uzaleznione jest od zmiennych warunkéw zewngtrznych, metoda powinna mieé
ograniczone zastosowanie higienizacyjne.

Znacznie wyzszy potencjal w zakresie inaktywacji patogendw w gnojowicy daje
zastosowanie do tego celu technologii napowietrzania (A.28). Badajac przezywalnos¢
paleczek Salmonella i enterokokéw w trakcie napowietrzania drobnopecherzykowego
stwierdzono calkowita eliminacj¢ wszystkich testowanych drobnoustrojéw po 25. dniach. Ich
liczebnos¢ w ciggu 12. dni napowietrzania ulegata redukcji rzedu 4-7 log. O ile rdznice
miedzy tempem inaktywacji S. Typhimurium i S. Senftenberg 775W nie byly istotne
statystycznie, to odporno$¢ enterokokéw na warunki fizykochemiczne panujace w
przetwarzanej gnojowicy byla juz wyraznie wyzsza. Biorac pod uwage, Zze temperatura
uzyskana w trakcie procesu nie przekroczyla 50°C, tempo inaktywacji bakterii
wskaznikowych mozna uznaé za satysfakcjonujace. Istotna role w tym procesie mogly
odgrywaé czynniki dodatkowe, np. zmiany stezenia substancji o charakterze antybiotycznym,
wahania pH, badZ konkurencyjne oddziatywanie mikroflory autochtonicznej gnojowicy. W
pordwnaniu z metodami wykorzystujgcymi stricte termofilne zakresy temperatury,
skutecznos$é higienizacyjna napowietrzania bedzie oczywiscie nizsza, biorac jednak pod
uwage aspekt ekonomiczny, w niektérych przypadkach stanowi¢ moze atrakcyjna alternatywe
dla tych technologii.

Wyniki pracy dowiodly rowniez braku zalezno$ci migdzy sposobem introdukcji
pateczek S. Senftenberg 775W do gnojowicy, a szybkoscia ich eliminacji. Bez wzgledu na to,
czy bakterie wprowadzano do reaktora wewnatrz nosnika Filter-Sandwich, czy tez wlewajac
zawiesing bezposrednio do gnojowicy, ich liczebno$é podlegata podobnym zmianom,
nierézniacym sie statystycznie. Potwierdzenie tej tendencji stanowia réwniez wyniki pracy, w
ktore] badano wplyw skladowania i fermentacji metanowej na przezywalnos¢ pateczek
Salmonella (A.24).

W latach 2014-2015 poszerzalam swoja wiedze i1 doskonalitam umiejgtnosci

praktyczne w zakresie aktualnych metod identyfikacji drobnoustrojow. W ramach
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do$wiadezen zainicjowanych w Katedrze Mikrobiologii i Technologii Zywnosci w 2014 roku,
bratam udzial w cyklu analiz prowadzonych w celu oznaczania bakterii chorobotworezych z
rodzaju Escherichia i Listeria z wykorzystaniem technik PCR 1 PCR — RFLP.

Dzicki wspolpracy z Katedra Mikrobiologii CM UMK miatam mozliwos¢ poznania

systemu identyfikacji mikroorganizméw Vitek 2.

3.2. Zestawienie danych naukometrycznych dotyczacych dorobku naukowego.

Warto$¢ naukometryczna 29 publikacji dokumentujacych pozostala aktywnosé naukows
(w tym 12 opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie WoS, z czego 4 - A.16,
A.18, A.24, A.26, posiadaty IF w roku przyjecia pracy do druku, a utracity go w roku publikacji)
jest nastepujaca:

e [F na poziomie 5,410

e [F —5-letni na poziomie 6,351

e Liczba cytowan publikacji wg bazy WoS — 40

e Indeks Hirscha wg bazy WoS — 4

e Liczba punktow: 284 pkt. wg aktualnej kategoryzacji czasopism MNiSW

Warto$¢ naukometryczna publikacji dokumentujacych osiagnigcie naukowe p.t.:

Ocena efektywnosci wybranych metod higienizacji produktéw ubocznych pochodzenia
zwierzecego (PUPZ) i produktéw pochodnych przeznaczonych do wykorzystania rolniczego
jako element strategii ograniczania transmisji patogenéw do $rodowiska., jest nastgpujaca:

¢ [F na poziomie 3,129

e [F —5-letni na poziomie 3,037

e Liczba cytowan publikacji wg bazy WoS — 4

e Indeks Hirscha wg bazy WoS — 1

e Liczba punktow: 100 pkt. wg aktualnej kategoryzacji czasopism MNiSW

Sumaryczna wartos¢ naukometryczna dziatalno$ci naukowo-badawczej (35 publikacji, w
tym 18 opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie WoS) jest nastepujaca:
e [F na poziomie 8,539
e [F — 5-letni na poziomie 9,388
e Liczba cytowan publikacji wg bazy WoS — 44 (30 bez autocytowan)
e Indeks Hirscha wg bazy WoS — 4
e Liczba punktow: 384 pkt. wg aktualnej kategoryzacji czasopism MNiSW
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3.3. Nagrody.

Nagrody J.M. Rektora UTP =za dzialalno$¢ naukowa na Wydziale Rolnictwa i
Biotechnologii sq przyznawane wylacznie wg rankingu danych naukometrycznych. Nagrody
otrzymatam w latach: 2003, 2004, 2011, 2012, 2013, 2014.
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