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I1l. Glowne zadania do wykonania przez Zaklad Technologii
Fermentacji, Instytutu Biotechnologii Przemyslu Rolno-
Spozywczego, w roku 2012

Zakres planowanych w biezacym roku badan bgdzie obejmowat zadania:

1. Okreslenie jakosci surowca ekologicznego tj. maki jgczmiennej i pszennej z certyfikatem
surowcow Eko-rolniczych:
- badania mikrobiologiczne obejmujace charakterystyke mikroflory maki,
- badania fizykochemiczne, w tym warto$¢ wypiekowa maki na podstawie oceny
reologicznej ciast
- zawarto$¢ B- glukanu,
- oznaczanie w probkach maki liczby bakterii patogennych i niepozadanych w
procesie produkcyjnym tj. bakterii z grupy coli, Salmonella spp., bakterii z rodzaju
Bacillus oraz liczby pleséni.
2. lzolacja i identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej (LAB) z ekologicznego materiatu
biologicznego (zakwasow jeczmiennych). Charakterystyka a nastgpnie selekcja szczepow na
podstawie ich wlasciwos$ci biotechnologicznych (zdolno$ci do wzrostu, syntezy kwasow
organicznych, syntezy zwiazkow wplywajacych na aromat pieczywa).
3. Ocena przydatnos$ci szczepow LAB stosowanych w monokulturach i kulturach mieszanych
do otrzymywania zakwasow jeczmiennych:
- badania cech smakowo- zapachowych oraz wtasciwosci fizyko-chemicznych otrzymanych z
ich udziatem zakwasow,
- badanie zdolnosci wyizolowanych szczepow LAB do hamowania wzrostu plesni,
- ocena wptywu kultur LAB na stopien zachowania B-glukanu w pieczywie.
4. Ocena przydatno$ci wybranej kultury starterowej do otrzymywania ekologicznego
pieczywa z udzialem maki jgczmiennej. Opracowanie skladu i receptury pieczywa (proporcji
wprowadzanej maki jeczmiennej):
- badania w skali laboratoryjnej,
- badania w skali technicznej w wybranych piekarniach.
5. Ocena jakosci 1 warto$ci odzywczej otrzymanego pieczywa.
6. Okreslenie trwatosci pieczywa, czasu do pojawienia si¢ oznak zepsucia

mikrobiologicznego.



IV. Sprawozdanie merytoryczne

1. Wstep

Ze wzgledu na duzy udziat w diecie pieczywo, bedace nosnikiem takich sktadnikow
zywnosci o istotnej wartosci zywieniowej jak witaminy czy btonnik pokarmowy, moze by¢
waznym elementem jej oddziatywania na zdrowie ludzi. Dlatego badania nad
opracowywaniem nowych rodzajow pieczywa wchodza w zakres realizowanych Szeroko w
Unii  Europejskiej projektow, dotyczacych zywno$ci funkcjonalnej, przeciwdziatajacej
otytosci 1 chorobom uktadu krazenia.

Coraz powszechniejsze jest spozywanie produktow wysoko przetworzonych, o niskiej
zawartosci wtokna pokarmowego, witamin i sktadnikow mineralnych. Jednoczes$nie jednak
wsérod konsumentow obserwowana jest tendencja polegajaca na wzroscie zainteresowania
wptywem Zzywno$ci na zdrowie. Dla duzej grupy odbiorcow wazna jest nie tylko cena
produktu, ale rowniez jego cechy organoleptyczne, zdrowotne oraz dietetyczne. Pojawiaja si¢
specjalne produkty, ktorych marketing opiera si¢ o ,,warto$§¢ dodana” poza podstawowa
funkcje odzywcza. Rozpowszechnienie tego typu produktéw zalezy, poza reklama, od tradycji
zywieniowych oraz $wiadomos$ci odbiorcow. Pewnym kompromisem jest np. wprowadzanie
réznego rodzaju pieczywa biatego wzbogaconego w dodatki funkcjonalne np. cale ziarna
zb0z, maki niechlebowe, btonniki roslinne np. z jabtek, inuliny.

Zwigkszenie spozycia ,,zdrowszego” ciemnego pieczywa promowane jest przez
dietetykow 1 lekarzy w mediach. Jakkolwiek w Polsce nie ma opracowanego programu
promocji pieczywa i jego roli w zywieniu cztowieka (Kawka 2010), to podobnie jak w calej
Europie, promowana jest zywnos¢ produkowana tradycyjnie i ekologiczna. Produkty takie, w
tym pieczywo, wytwarzane rzemieslniczo ciesza si¢ duzym zaufaniem konsumentoéw, ktorzy
wiedza, ze otrzymaja produkt naturalny, otrzymany z wysokiej jakosci surowca, pozbawiony
dodatku réznego rodzaju substancji chemicznych (konserwantéw 1 polepszaczy),
charakteryzujacy si¢ niepowtarzalnymi walorami smakowo-zapachowymi.

Rosnie zainteresowanie konsumpcja produktow zbozowych charakteryzujacych sig
zwigkszona, w stosunku do pieczywa produkowanego z jasnej maki, zawarto$cia substancji
bioaktywnych (np. blonnika pokarmowego), kojarzonych z zywnoscia ekologiczna. Ostatnio
sigga si¢ takze po surowce nie Stosowane powszechnie w pieczywie takie jak jeczmien,

orkisz, kukurydza ryz, proso czy zboza ,,stare, dawne” takie jak kamut (starozytna odmiana
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pszenicy), teff (milek abisynski), odznaczajace si¢ duza (w poréwnaniu do ,,zwyktej” maki
pszennej) zawarto$cia cennych sktadnikow odzywcezych.

Stosowanie w produkcji pieczywa mak z pelnego ziarna, dodatku ptatkow i wykorzystywanie
maki z tzw. zb6z niechlebowych (owsa, jeczmienia, prosa, gryki, ryzu i kukurydzy) wplywa
na proces technologiczny w pickarni i jako$¢ pieczywa. Ze wzgledu na niska warto$é
technologiczna, to jest niska zawarto$¢ lub brak glutenu (Czerwinska, 2010; Meroni i
wsp.2009), maki wytworzone z tzw. niechlebowych zb6z sa zazwyczaj mieszane z pszenna.
Na przyktad juz 5% dodatek maki jeczmiennej do maki pszennej powoduje zwigkszenie
wodochtonnosci takiej mieszanki mak, przy jednoczesnym pewnym pogorszeniu jakosci
ciasta wyrazonej obnizeniem tolerancji na mieszenie (Karolini-Szkaradzinska i wsp. 2006).
Prowadzenie produkcji ekologicznej dodatkowo ogranicza mozliwo$¢ uzycia stosowanych
do$¢ powszechnie ,,polepszaczy”. Biorac jednak pod uwage warto$¢ odzywcza takiego
pieczywa, warto pracowac nad poprawa jego cech organoleptycznych poprzez optymalizacje
technologii.

Sposobem modyfikowania sktadu i smaku pieczywa moze by¢ jednoczesne
stosowanie dodatkow wplywajacych na jego warto$¢ zywieniowa, a takze kultur starterowych
wptywajacych korzystnie na parametry technologiczne (Corsetti i in. 2000, Arendt, 2007).
Fermentacja ciasta przy udziale kultur starterowych moze wptywaé na wartos¢ odzywcza
pieczywa poprzez obnizanie lub zwigkszanie zawartosci sktadnikow, a takze zwigkszenie ich
biodostgpnosci. Stosowanie zakwasoéw piekarskich w produkcji pieczywa jest uznanym
sposobem podwyzszania jego jakosci sensorycznej, szczegolnie przydatnym przy korzystaniu
z maki bogatej we wiokno pokarmowe (Katina 2005, Katina i wsp. 2007, Poutanen i in. 20009,
Piesiewicz 2009).

W Zaktadzie Technologii Fermentacji od kilku lat prowadzone sa badania nad
szerokim zastosowaniem bakterii fermentacji mlekowej w produkcji Zywnos$ci o walorach
prozdrowotnych. Jednym z kierunkéw badawczych jest opracowywanie kultur starterowych
do réznego rodzaju pieczywa tj. pszenno-zytniego, pszennych ciabatt i pieczywa pszenno-
owsianego przy wykorzystaniu naturalnej (autochtonicznej) mikroflory tych surowcow.
Znaczenie naturalnej biordznorodno$ci organizméw, w tym mikroorganizméw, zwiazanych z
poszczegdlnymi regionami docenia si¢ np. we Wloszech tworzac, w celu ich zachowania
regionalne MicroBanki.

Jeczmien, podobnie jak owies jest uznawany za rosling zbozowa XXI wieku. Jeczmien
I jego produkty sa bogatym Zrodiem btonnika pokarmowego, nieskrobiowych polisachrydéw,

w szczegolnosci beta-glukanéw 1 pentozanow, zwiazkéw antyoksydacyjnych (to jest
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tokoferoli i tokotrienoli), witamin grupy B, sktadnikéw mineralnych (P, K, Ca, Mg, Se).
Zawarto$¢ blonnika pokarmowego w catoziarnowej mace jeczmiennej ogdélem wynosi okoto
17% (w tym blonnik nierozpuszczalny stanowi 12,0%), natomiast wedlug Czerwinskiej
(2005) w mace jeczmiennej zawarto$¢ btonnika wynosi okoto 10%. Maka jgczmienna jest
produktem ubocznym przy wyrobie kasz i ptatkow.

Produkty jeczmienne zawieraja w swym skladzie stosunkowo duze ilosci beta-glukanow.
Beta-glukany roslinne to dlugotancuchowe polisacharydy zbudowane z czasteczek glukozy
polaczonej wigzaniami 1-3 i 1-4 pB-glikozydowymi. Zaliczane sa do niestrawnych
wielocukrow i uwazane za komponenty widkna pokarmowego (Waszkiewicz-Robak,
Swiderski, 2006).

W wielu badaniach udowodniono, ze dieta bogata w B- glukan wspomaga kontrolg
cukrzycy, wptywa na obnizenie poziomu glukozy we krwi po positkach, sprzyja obnizeniu
poziomu cholesterolu we krwi, obniza ryzyko zapadania na choroby serca i niektére
nowotwory, B-glukan sprzyja takze rozwojowi pozytecznej mikroflory jelitowej. Zawarto$¢ -
glukanu w produktach pochodzenia jgczmiennego zaleznie m.in. od ich rodzaju i odmiany
jgczmienia wynosi od okoto 4,7% s.m. w ziarnie do okoto 3,7.% s.m w mace caloziarnowe;.

Owies 1 jeczmien zawieraja liczna grupe zwiazkow polifenolowych (kwasy fenolowe,
flawonoidy, fitoestogeny). Jgczmien  charakteryzuje si¢  wigksza  aktywnoS$cia
przeciwutleniajaca niz owies 1 zboza chlebowe (Kawka 2010).

W poréwnaniu do maki pszennej z maki jeczmiennej podczas uwadniania 1 miesienia
znacznie trudniej powstaje kompleks glutenowy, ze wzgledu na zastapienie gliadyn przez
hordeiny. Po dodaniu do maki pszennej tych ubogich w siarke prolamin maka staje si¢
znacznie ,stabsza”, co wyraza si¢ obnizeniem czasu miesienia (krotszym czasem) i
zwigkszeniem oporno$ci na zrywanie. Stwierdzono korelacje pomigdzy zwigkszeniem
dodatku jgeczmienia, a obnizeniem zdolnosci zatrzymywania gazu w ciescie.

Na jakos¢ maki, wlasciwosci farinograficzne ciasta i cechy chleba jgczmiennego wptywaja
warunki panujace w okresie wzrostu jeczmienia. Maka odmian ozimych charakteryzuje sig
wigksza wodochtonnoscia i tworzy kleiki o wigkszej lepkos$ci niz maka odmian jarych.

W ciastach z maki jgczmiennej obserwowano wystgpowanie krotkiego czasu rozwoju. Rodzaj
maki, sposob wprowadzenia do ciasta i jej procentowy udzial w masie, a takZze metoda
prowadzenia ciasta, wplywaja na zréznicowanie wskaznikow jako$ciowych ciasta 1 pieczywa
pszenno-jeczmiennego. Obserwowano zmiany wydajnos$ci ciasta, objetosci takiego pieczywa,
jego kwasowosci 1 wilgotnosci, struktury migkiszu, jego zapachu i smaku (Kawka 2005,
Kawka i in. 2007).



Wazna jest granulacja dodawanych produktéw jeczmiennych; do wzrostu
wodochtonno$ci maki pszennej przyczynia si¢ zwlaszcza dodatek takich produktow
jeczmiennych jak ptatki, otrgby, wystodziny. Wedtug Kawki (2005) zdolno$¢ wiazania wody
przez make jgczmienna wynika z wyzszej w stosunku do maki pszennej zawarto$ci
nieskrobiowych polisacharydow.

W ciescie pszenno- jeczmiennym zmiany zachodzace w ukladzie biatkowym i
sacharydowym oraz obecno$§¢ w nim nieskrobiowych polisacharydow wywieraja wptyw na
zdolnos¢ do zatrzymywania 1 wytwarzania gazow oraz jako$¢ ciasta 1 pieczywa.
Caloziarnowa maka jeczmienna w ciescie pszenno-jgczmiennym przyczynia si¢ do oslabienia
wiasciwosci lekko sprezystych glutenu, a tym samym zdolnos$ci zatrzymywania gazdw.
Niefermentowany chleb plackowy z jeczmienia charakteryzuje sig¢ cigzkim, stabo
spulchnionym migkiszem (Kawka 2005). W badaniach prowadzonych przez Zannini i
wspotpracownikow (2009) stwierdzono, ze wraz ze wzrostem udzialu maki jeczmiennej w
ciescie ulega zmniejszeniu jego objgtosc.

W badaniach nad otrzymywaniem pieczywa pszenno-jeczmiennego Kawka i
wspotpracownicy (2007), aby uzyskaé pieczywo o wyzszej objgtosci dodawali gluten witalny,
w ilosci 5 lub 10%. Jednak Marklinder 1 wspotpracownicy (1996) stwierdzili, Ze nie zawsze
wprowadzenie maki jeczmiennej do receptury powoduje zmniejszenie objgtosci pieczywa,
zalezy to takze od uzytej odmiany j¢czmienia. W wymienionych badaniach 14 na 20
zbadanych chlebow charakteryzowato si¢ zmniejszona objgtoscia, a 6 zwigkszona w
poréwnaniu do wypiekow kontrolnych. W badaniach tych procentowy udzial maki
jeczmiennej (caloziarnowej) wynosit od 30 do 50%. Wraz ze wzrostem udzialu jej dodatku
rosta kwasowos$¢, a takze wydajno$¢ ciasta.

Rozbieznosci w ocenie wptywu maki i innych dodatkéw pochodzenia jeczmiennego
na wlasciwosci fizyczne ciast sa do§¢ duze i moga by¢ spowodowane uzyciem produktow
zroznicowanych pod wzgledem jakosci 1 granulacji. Maki stosowane w opisywanych
badaniach byly zazwyczaj otrzymywane w mtynkach laboratoryjnych.

Jak wspomniano powyzej, fermentacja ciasta z udzialem bakterii fermentacji
mlekowej (LAB), wywiera korzystny wptyw na wilasciwosci organoleptyczne, strukturg i
trwalo$¢ wyrobow piekarskich. Wplywa na polepszenie jako$ci sensorycznej wyrobow z
pelnego ziarna, pieczywa bogatego w btonnik lub bezglutenowego, modyfikuje strukturg
skrobi prowadzac do jej wolniejszego trawienia, co przyczynia si¢ do obnizenia indeksu
glikemicznego. Mozna takze stosujac technologi¢ ,,pieczywa na zakwasie” modulowaé

poziom i biodostepnos¢ zwiazkow bioaktywnych, w tym mineralnych. Nowoczesnym
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sposobem wptywania na przebieg fermentacji jest zastosowanie w piekarstwie odpowiednio
dobranych kultur starterowych.

Markinder wraz ze wspotpracownikami (1995, 1996) jako pierwsi badali mozliwos¢
otrzymywania zakwasoéw jeczmiennych 1 ich zastosowanie do produkcji pieczywa
jeczmiennego. Jakkolwiek w badaniach tych nie stwierdzono wpltywu wprowadzania
zakwasOw na objetos¢ pieczywa, to wykazano pozytywny wpltyw fermentacji przy udziale
LAB na wiasciwo$ci sensoryczne pieczywa jeczmiennego (zwlaszcza jego aromat) i
biodostepnos¢ Zn i Fe. Stwierdzono réwniez, ze LAB czg¢sciowo powoduja zmniejszenie
zawarto$ci B-glukanu w pieczywie, jego degradacja wywotana jest ponadto przez endogenne
enzymy pochodzace z maki jgczmiennej.

W badaniach Zannini i wsp.(2009) stwierdzono, ze w pordwnaniu do zakwasow pszennych i z
udzialem maki pszennej liczba bakterii w zakwasach jeczmiennych byla o rzad wielkosci
wigksza, zaobserwowano takze znaczniejsze obnizenie pH ciasta. Sposrod réznych
wprowadzanych w mieszanym inokulum szczepdéw, w porownaniu do zakwasu pszennego, w
ktorym dominowal L.plantarum, w ciastach z udzialem maki jeczmiennej stwierdzono
wigksza réznorodnos¢ szczepow, ktore utrzymywaty si¢ w ustabilizowanym (prowadzonym
przez dwa miesiace) zakwasie. W zakwasie jeczmiennym stwierdzono, poza L.plantarum
obecnos¢ L.brevis co wedtug autoréw jest zwiazane ze zdolnoscia L. brevis do degradacji f-
glukanéw. Wnioskiem z tych badan bylo takze stwierdzenie, ze autochtoniczna populacja
bakterii ciast zawierajacych make jeczmienna poprzez presj¢ selekcyjna w duzym stopniu
zdominowata bakterie wprowadzone z inokulum. Wedlug Kawki (Kawka i wsp. 2010 b)
korzystniejsze ze wzgledu na jako$¢ pieczywa z udzialem maki owsianej 1 jgczmiennej jest
stosowanie starteroOw fermentacji zawierajacych wigksza liczbg bakterii w stosunku do liczby
drozdzy.

Wiadomo, ze podczas prowadzenia tradycyjnych ciast zakwasowych poprzez selekcje
szczepéw ustala si¢ w nich dynamiczna populacja mikroorganizméw dostosowanych
(zaadaptowanych) do endogennych (tj. typu maki, dostepnosci sktadnikow odzywczych,
aktywnos$ci enzymatycznej) oraz egzogennych parametréw fermentacji (temperatura i czas
trwania fermentacji, liczba od$wiezen). Zaobserwowano, ze zakwasy piekarskie, w tym
sporzadzane z nietypowych surowcow, -charakteryzuja si¢ specyficzna mikroflorg i
stosowanie przemystowych kultur starterowych nie jest w tym przypadku polecane (Moroni i
wsp., 2009). Kultura starterowa do zastosowania w ekosystemie ciasta powinna zatem by¢
dobrana z uwzglednieniem przewazajacych w nim mikroorganizméw. W rezultacie

aktywno$¢ populacji wplywa na wiele wlasciwosci produktow, w tym objetos¢ i teksture
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pieczywa, jego aromat, i warto$¢ zywieniowa (Scheirlinck i wsp. 2007, De Vuyst,
Vancannyet, 2007).

Kolejna zaleta stosowania kultur starterowych jest ich wptyw na wydluzenie trwatosci
pieczywa m.in. poprzez ograniczenie rozwoju plesni.

Pojawiaja si¢ prace majace na celu izolacje z zakwasow piekarskich szczepow LAB
wykazujacych zdolno$§¢ do hamowania rozwoju plesni. Szczepy takie mogly by by¢
stosowane w biokonserwacji  pieczywa. Zannini i wsp. (2009) wyizolowali
z zakwasow pszennych ciasta chlebowego i ciasta stodkiego 217 szczepow LAB i1 zbadali ich
aktywnos$¢ antymikrobiologiczna wobec plesni Aspergillus heteromorphus, Eurotium
niveglaucum oraz Penicilium roseopurpureum, wyizolowanych z pomieszczen piekarni
rzemie$lniczych oraz sple$niatych produktow piekarskich (tzw. zwrotow). W grupie
wyizolowanych szczepow LAB 21 izolatow charakteryzowalo si¢ silng aktywnoscia
antyple$niowa sugerujaca, ze moga by¢ one w przysztosci stosowane w biokonserwacji
pieczywa.

Zapewnienie bezpieczenstwa zdrowotnego pieczywa jest szczegélnie wazne ze wzgledu na
jego czgste spozywanie, a co za tym idzie mozliwo$¢ kumulacji szkodliwych substancji w
organizmie. Misniakiewicz (2010) stwierdzila, ze stosowanie fermentacji (mlekowej i/lub
alkoholowej) podczas produkcji pieczywa znacznie zmniejsza zawartoS¢ w pieczywie
ochratoksyny A (OTA). Piotrowska i Zakowska (2005) wykazaty, ze stopien degradacji tej
mikotoksyny w zaleznosci od sktadu mikroorganizméw uzytych do fermentacji moze by¢
rézny, najbardziej skuteczna w rozkladzie OTA okazala si¢ fermentacja prowadzona z
udziatlem mieszanej kultury bakterii mlekowych.

Z drugiej strony jak podaje Kawka (2010) wiaczenie maki jeczmiennej do skladu

mieszanki wypiekowej powoduje wydtuzenie czasu Swiezosci pieczywa.

2. Cel badan

Celem badan byto opracowanie metody otrzymywania pieczywa o jak najwyzszej
zawartosci ekologicznej maki jgczmiennej, z zastosowaniem specjalnie skomponowanych
bakteryjnych kultur starterowych zlozonych ze szczepow LAB charakteryzujacych sie
zdolno$cia ograniczania rozwoju plesni w zakwasach piekarskich. Opracowana metoda

powinna przynie$¢ rowniez korzysci w postaci wydtuzenia trwalosci pieczywa.



3. Zakres badan
1. Okres$lenie jako$ci surowca ekologicznego tj. maki jeczmiennej i pszennej z certyfikatem
surowcoOw Eko-rolniczych:
- badania mikrobiologiczne obejmujace charakterystyke mikroflory maki,
- badania fizykochemiczne, w tym warto$¢ wypiekowa maki na podstawie oceny
reologicznej ciast
- zawarto$¢ B- glukanu,
- Oznaczanie w probkach maki liczby bakterii patogennych i niepozadanych w
procesie produkcyjnym tj. bakterii z grupy coli, Salmonella spp., bakterii z rodzaju
Bacillus oraz liczby plesni.
2. Izolacja 1 identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej (LAB) z ekologicznego materiatu
biologicznego (zakwasow jeczmiennych).
Charakterystyka, a nastgpnie selekcja szczepéw, na podstawie ich wlasciwosci
biotechnologicznych (zdolnosci do wzrostu, syntezy kwasOw organicznych, syntezy
zwiazkdéw wplywajacych na aromat pieczywa).
3. Ocena przydatnosci szczepow LAB stosowanych w monokulturach i kulturach mieszanych
do otrzymywania zakwasow jeczmiennych:
- badania cech smakowo- zapachowych oraz wtasciwosci fizyko-chemicznych otrzymanych z
ich udziatem zakwasow,
- badanie zdolnosci wyizolowanych szczepéw LAB do hamowania wzrostu plesni,
- ocena wptywu kultur LAB na stopien zachowania B-glukanu w pieczywie.
4. Ocena przydatnosci wybranej kultury starterowej do otrzymywania ekologicznego
pieczywa z udzialem maki jgczmiennej. Opracowanie skladu i receptury pieczywa (proporcji
wprowadzanej maki jeczmienne;j):
- badania w skali laboratoryjnej,
- badania w skali technicznej w wybranych piekarniach.
5. Ocena jakosci i warto$ci odzywczej otrzymanego pieczywa.
6. Okreslenie trwalosci pieczywa, czasu do pojawienia si¢ oznak zepsucia

mikrobiologicznego.
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4. Metody badan

W dwéch piekarniach ekologicznych przeprowadzone zostaly proby wypieku chleba

pszenno-jeczmiennego na zakwasie jeczmiennym, wyprowadzonym z zastosowaniem
wyselekcjonowanych uprzednio bakteryjnych kultur starterowych, o specyficznych
wlasciwos$ciach antymikrobiologicznych i technologicznych. Sktad kultur starterowych do
pieczywa jgczmiennego opracowany zostal na podstawie cech biotechnologicznych bakterii
fermentacji mlekowej, wyizolowanych z zakwaséw piekarskich, sporzadzonych z
ekologicznej maki jeczmienne;.
Surowcem glownym byla ekologiczna maka jeczmienna wyprodukowana przez firme
Wytworni¢ makaronu "BIO" Aleksandra i Mieczystaw Babalscy z Pokrzydowa — producenta
ekologicznych mak, kasz i makaronow. Wszystkie pozostate surowce tj. maka pszenna miaty
certyfikat ekologiczny.

W pierwszej fazie pracy materiat do badan stanowila ekologiczna maka j¢czmienna oraz
sporzadzone z niej zakwasy piekarskie. Charakterystyke maki jeczmiennej i pszennej uzytej
do przygotowania zakwasow przeprowadzono wedtug metod PN, przy uzyciu odpowiednich
podtozy mikrobiologicznych do namnazania, selekcji oraz identyfikacji drobnoustrojow.
Ponizej opisano metody 1 materiaty:

e Badania fizykochemicznych (zawartos¢ biatka, popiotu) wykonano wedtug metod

znormalizowanych: biatko PN-EN ISO 20483:2007; popiot PN-EN ISO 2171:2010

e Badanie farinograficzne maki (proba kontrolna) przeprowadzano zgodnie z PN ISO
5530-1, kolejne oznaczenia wykonywano wg ww. normy zmodyfikowanej w ten
sposob, ze oprocz maki 1 wody do ciasta wprowadzano make jeczmienna.

Zgodnie z PN-1SO 5530-1 oznaczano parametry farinograficzne: czas rozwoju, stato$¢ ciasta,
rozmigkczenie ciasta, liczba jakosci Ciasto wytwarzano z maki i wody w miesiarce
farinograficznej, w temperaturze 30°C. Opor stawiany mieszadtom przez ciasto byt
rejestrowany w postaci wykresu. Do sporzadzenia wykresu tzw. ,krzywej normalnej”
niezbedne jest ustalenie wodochtonnosci maki tj. objgtosci wody potrzebnej do wytworzenia
ciasta o maksimum konsystencji na poziomie 500 FU (wyrazana w ml/ 100 g maki o
wilgotnosci 14%).

e Oznaczenie zawartosci B-glukanu w probkach maki, zakwasach 1 pieczywie
wykonano metoda enzymatyczna wg Analytica EBC 3.10.1, 4.16.1, przy uzyciu
testu MEGAZYME K-BGLU (metoda jest specyficzna dla [(1-3)(1-4)]-B-D-
glukanu).
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Wilgotnos¢ dostarczonych probek oznaczono metoda wagowa (suszenie 180 minut w temp.
105-107°C).

e Oznaczenie zawarto$ci wybranych mikotoksym w probkach maki oraz w zakwasie.
Oznaczenia wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej wg metodyki
IBPRS procedury badawcze PB ZAZ 54. Oznaczenie aflatoksyny B; oraz sumy aflatoksyn
B1+B2+G1+G2 metoda HPLC, oraz PB ZAZ 56. Oznaczanie deoksyniwalenolu (DON)
metoda HPLC.

e Oceng mikrobiologiczna maki i zakwasow piekarskich wykonano wedtug:

PN-EN ISO 4833:2004+Ap1:2005 Mikrobiologia Zywnos$ci i pasz. Ogolne zasady
oznaczania liczby drobnoustrojow. Metoda plytkowa w 30°C. Agar PCA (Merck) z
ekstraktem drozdzowym, glukoza i peptonem kazeinowym — do oznaczania ogolnej liczby
bakterii mezofilnych i przetrwalnikujacych [PN-EN 1SO 4833:2004];

PN-1SO 21528-2:2005 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
i 0znaczania liczby Enterobacteriaceae. Cz. 2 Metoda ptytkowa.

PN-ISO 21527-2:2009 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania
liczby drozdzy 1 plesni. Czgs¢ 2: Metoda liczenia kolonii w  produktach
o aktywnos$ci wody nizszej lub réwnej 0,95.

PN-EN ISO 7954:1999; Agar YGC (Merck) z ekstraktem drozdzowym, glukoza i
chloramfenikolem — do izolacji drozdzy oraz oznaczania ich ogdlnej liczby

PN-A-74134-4:1998 Wyroby i polprodukty ciastkarskie. Badania mikrobiologiczne.
Oznaczanie liczby bakterii przetrwalnikujacych amylolitycznych

PN-1SO 7251:2006 Mikrobiologia zywnos$ci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
obecno$ci i oznaczania liczby przypuszczalnych Escherichia coli. Metoda najbardziej
prawdopodobnej liczby.

PN-ISO 15214:2002; Oznaczanie liczby bakterii kwaszacych przy uzyciu agaru Smith-

Lorenza z purpura bromokrezolowa

PN-EN 1SO 6887-1:2000; Oznaczanie liczby bakterii proteolitycznych

PN-90 A-75052/09:1994; Oznaczanie liczby bakterii tworzacych §luz

PN-EN ISO 7932:2005; Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania

liczby bakterii przypuszczalnych Bacillus cereus. Metoda liczenia kolonii w temperaturze

30°C.
Ponadto przeprowadzono ocen¢ fizykochemiczna 1 sensoryczna zakwasow

jeczmiennych w trakcie kolejnych faz ukwaszania.
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Izolacja i identyfikacja LAB
Izolacje i identyfikacje bakterii fermentacji mlekowej przeprowadzono z wykorzystaniem
odpowiednich podlozy (MRS z purpura bromokrezolowa i aktidionem). Z materiatu
mikrobiologicznego (pojedyncze kolonie) wyhodowanego z zakwasow piekarskich
wyizolowano bakterie fermentacji mlekowej. Material ten poddany zostal oczyszczeniu
poprzez kilkakrotne pasazowanie w odpowiednich podtozach i wstepnie oceniony poprzez
obserwacje morfologii komérek w preparatach mikroskopowych przy uzyciu mikroskopu
Nikon Optiphot.

Przynalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych linii komoérkowych LAB oznaczono
poprzez identyfikacje zamplifikowanego genu 16S rDNA.

Izolacja genomowego DNA bakterii

Izolacje genomowego DNA przeprowadzano z 1 ml bakteryjnej hodowli nocnej za
pomoca GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit (Sigma). Stgzenie i czysto$¢ wyizolowanego
DNA mierzono przy pomocy Biofotometru 6131 (Eppendorf).

Amplifikacja genu 16S rDNA

Wyizolowane szczepy poddawano identyfikacji gatunkowej poprzez analizg sekwencji
genu 16S rDNA wg procedury opisanej przez Zawadzka-Skomiat i in. [2009] z
modyfikacjami. Do reakcji PCR uzyto primery 16SF i 16SR.

Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf) wg
programu opisanego przez Zawadzka-Skomiat [2009]. Produkty amplifikacji poddawano
oczyszczeniu zestawem GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) zgodnie z instrukcja
producenta. Tak przygotowany materiat przekazywano do sekwencjonowania (Genomed
S.A.). Odczytane sekwencje sktadano w kontigi przy pomocy programu BioEdit, ktore
nastgpnie poddawano analizie porownawcze] w bazie GenBank przy zastosowaniu programu
BLAST [Zhang i in., 2000]. Przynalezno$¢ gatunkowa badanych szczepdéw ustalano na
podstawie wynikow wskazujacych na co najmniej 97%-owy stopien identycznosci
analizowanych sekwencji z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank.
RAPD-fingerprinting

W celu zbadania zréznicowania wewnatrzgatunkowego szczepow LAB
przeprowadzono reakcj¢ losowej amplifikacji polimorficznego DNA (ang. random
amplification of polymorphic DNA, RAPD-PCR). Procedure przeprowadzono wg metodyki
opisanej przez Zawadzka-Skomiat i in. [2009] z modyfikacjami. Do reakcji PCR uzyto
jednego z trzech primerow: M13, PRIMO2 lub RP. Amplifikacj¢ przeprowadzano w
termocyklerze peqSTAR2X Gradient (peqlab) wg Zawadzka-Skomiat i in. [2009]. Produkt
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reakcji PCR (po 5 pl kazdej mieszaniny reakcyjnej) sprawdzano na 1,8 % zelu agarozowym
(Sigma) w obecnosci wzorca masy DNA O’Range Ruler 200 bp DNA Ladder (Fermentas).
Wizualizacja DNA na zelu nast¢gpowala dzigki obecnosci barwnika fluorescencyjnego GelRed
(Biotium) dodanego do ptynnego zelu (0,05 pl/ml). Elektroforeze prowadzono w 1x st¢zonym
buforze TAE przez 50 min pod napigciem 10 V/cm, natezeniem 300 mA. Zastosowano
zasilacz EV243 firmy Consort. Uzyskany wynik rozdziatu utrwalano za pomoca kamery
G:BOX HR firmy Syngene.

Analiz¢ metoda RAPD-PCR przeprowadzono w trzech powtorzeniach, jako
matrycowe DNA stosujac material wyizolowany z trzech niezaleznych hodowli szczepow
LAB.

¢ Ocena wlasciwosci biotechnologicznych wyizolowanych LAB

Oceng zdolnosci do wzrostu wyizolowanych szczepow wykonano w podtozu
laboratoryjnym (MRS) przy zastosowaniu standardowych metod mikrobiologicznych.
Zdolnos¢ do syntezy kwasu mlekowego oceniono w odciekach po hodowlach prowadzonych
w podtozu MRS przez jedna dobe. Ilos¢ zsyntetyzowanego kwasu D(-) i L(+) mlekowego
oznaczono przy uzyciu spektrofotometru firmy Beckman oraz testow enzymatycznych firmy
Boehringer - Mannheim, przy dtugosci fali 340 nm.

Oznaczono rowniez zawarto$¢ kwasu mlekowego w zakwasach otrzymanych z udziatem
monokultur nowo wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej.
Stezenie zsyntetyzowanego przez bakterie, kwasu octowego oznaczono w zakwasach
przygotowanych z udziatem monokultur wyizolowanych szczepow metoda chromatografii
gazowej z detekcja ptomieniowo-jonizacyjna (FID).
e Aktywnos¢ antymikrobiologiczna badanych szczepow skierowana przeciw
plesniom oceniono metoda studzienkow3.
Do badan zastosowano zmodyfikowana w ZF metodg opisana przez Magnusson i WSp.
[2003], polegajaca na pomiarze wielkosci stref zahamowania wzrostu szczepow plesni w
podiozu YGC zaszczepionym zarodnikami plesni, przez bakterie rosnace w podtozu MRS 0
konsystencji migkkiego agaru, uprzednio zaszczepione szczepem wskaznikowym bakterii w
ilosci 10° komorek/ml wypetniajacym studzienki. Stosowano nastgpujace gatunki plesni

Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp. pochodzace z kolekcji IBPRS.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw badan opracowano sktad kultur starterowych. Kryterium
wyboru LAB do kultur starterowych byta ich aktywno$¢ antymikrobiologiczna skierowana

przeciw plesniom, ilo$¢ syntetyzowanych kwasow organicznych i zdolno$¢ do wzrostu oraz

14



ocena zakwasu uzyskanego z zastosowaniem szczepu w monokulturze, szczegdlnie jego
zapachu..

e 7 udzialem opracowanych Kkultur starterowych przygotowano zakwasy
piekarskie, a nastgpnie ciasta, z ktorych otrzymano wypieki.

Do wyrobu ciast stosowano zakwas piekarski o wydajnosci 200%, ktéry otrzymano z
zastosowaniem wybranej w poprzednim etapie badan mieszanej kultury starterowej
dodawanej w ilosci 1% w stosunku do maki. Fermentacj¢ zakwasu prowadzono przez 24 h w
komorze fermentacyjnej IBIS KFK. Po zakonczeniu fermentacji zakwasu przeprowadzono
jego analize mikrobiologiczna, fizykochemiczna i sensoryczna. W zakwasach oznaczano
takze zawarto$¢ produktow fermentacji.

W ramach oceny ogoélnej 1 fizykochemicznej zakwaséw 1 ciast wedlug normy PN-A-
74100:1992 wykonano: oznaczenie pH i kwasowosci ogdlnej metoda miareczkowa i oceng
sensoryczng (wyglad zewngtrzny, barwa, struktura, konsystencja izapach) wg. PN-A-
74100:1992 [23]. Ciasta do wypiekow zostaly przygotowane z uzyciem miesiarki spiralnej
IBIS typu NS. Ciasta poddawano fermentacji w komorze fermentacyjnej, przez 30 minut
(temperatura 30 °C, wilgotnos¢ 80%). Nastgpnie dzielono je na kesy o masie 250 g,
umieszczano w foremkach 1 fermentowano przez kolejne kilkadziesiat minut (temperatura 35
°C, wilgotnos¢ 80%), az do uzyskania optymalnego rozrostu. Przeprowadzono analizg
sensoryczng 1 fizykochemiczng uzyskanych ciast (oznaczano: pH, kwasowo$¢ ogdlng oraz
temperaturg). Wypiek chleba prowadzono w piecu Piccolo firmy Winkler Wachtel przez 40
minut, w temperaturze 230 °C. Wilgotno$¢ komory wypiekowej wynosita ok. 85%. Uzyskane
pieczywo byto wazone po 24 h od wypieku w celu okreslenia straty piecowej. Wykonano
analiz¢ fizykochemiczng, w ramach ktorej oznaczano: objetos¢ (Vigp) — za pomoca aparatu
Sa-Wy, wilgotno$¢, pH ikwasowos¢ ogolna. Przeprowadzono rowniez punktowa oceng
organoleptyczna wypiekéw wg. PN.

e Oceniono jakos¢ pieczywa, facznie z oceng sensoryczna po 24h od wypieku wg PN-A-
74108:1996. W ocenie sensorycznej pieczywa brano pod uwage wyglad zewngtrzny
pieczywa, ocen¢ migkiszu (elastyczno$¢ porowatos$¢, spdjnosé, kruchosc), skorki
(pecherze peknigcia, barwa, grubos¢, smak i zapach.

e Wykonano proby wypieku pieczywa w trzech piekarniach ekologicznych z
zastosowaniem roznej zawarto$ci maki jeczmiennej (50%, 40%, 30%) z udziatem

skomponowanej wczesniej kultury starterowe;.
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5. Wyniki badan

5.1.0Kkreslenie jakoSci surowca ekologicznego

e Badania mikrobiologiczne maki ekologicznej pszennej i jeczmiennej
Wykonano charakterystyke mikrobiologiczna mak ekologicznych i tradycyjnej, w tym
oznaczono liczbg bakterii patogennych i niepozadanych w procesie produkcyjnym, wyniKi
przedstawiono w tabelach 11 2.

Tabela 1. Analiza mikrobiologiczna maki pszennej

Mikroorganizmy: Rodzaj maki
pszenna ekologiczna pszenna tradycyjna
[j.t.k./g] [j.t.k./g]
liczba drobpoustrOJ ow 4.0x10° 1,0x10°
mezofilnych
liczba drozdzy nie wykryto 3,0x10?
liczba bakterii kwaszacych 6,0x10° nie wykryto
liczba plesni 7,0x10° 1,2x10°
liczba bakterii §luzowych 4,5x10° 3,0x10°
liczba bakterii z rodzaju 2 .
Bacillus 2,0x10 nie wykryto
liczba bakterii . .
proteolitycznych nie wykryto nie wykryto
liczba bakterii z rodziny 1,0x10* 1,0x10?
Enterobacteriaceae z grupy coli z grupy coli

n.w. —nie wykryto
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Tabela 2 Analiza mikrobiologiczna ekologicznej maki jgczmiennej (cztery partie)

Mikroorganizmy:

Rodzaj maki

J chmi'enna Jeczmienna Jeczmienna Jeczmienna
ekologiczna ekologiczna | ekologiczna | ekologiczna
(razowa) partia | partia 11 partia 111
[i-t.k./g] [i.t.k./g] [i.t.k./g] [i.t.k./g]
liczba drobnoustrojow 5 4 6 ;
) 2,4x10 4,0 x10 5,0x10 2,4,x10
mezofilnych
liczba drozdzy 1,0x10* 1,0x x10° n.w. n.w.
liczba bakterii 3,0x10* 2,0x10* 4,0x10° 7,0x102
kwaszacych
liczba plesni 3,0x10" 2,0x10° 2,0x10° 7,0 x10°
liczba bakterii §luzowych 1,0x10* 1,0x10? 6,0x 10° 1,5x 10°
liczba 1 2 2 2
) 5,0x10 2,0x10 3,0x 10 3,0x 10
Bacillus cereus
liczba ) ) .
] . n.w. 3,0x 10 1,0x10 3,0x 10
Bacillus subtilis
liczba bakterii 2 4 :
oroteolitycznych n.w. 3,0x10 1,0 x10 nie wykryto
liczba bakterii z rodziny 1,3x10° 86 x10° 3,2x10° 2,0x10°
Enterobacteriaceae z gr. coli ’ zgrupy coli | z grupy coli

Wykonano analizy maki jgczmiennej ekologicznej pochodzacej z czterech réznych partii

(r6zne daty przydatnosci do spozycia).

Wszystkie badane maki zawieraty zarodniki ples$ni i bakterie z rodziny Enterobacteriaceae na

poziomie wyzszym niz liczba bakterii fermentacji mlekowej, co §wiadczy o zasadno$ci
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wprowadzania bakteryjnych kultur starterowych. Nie stwierdzono w nich bakterii rodzaju
Salmonella. W makach wykryto takze obecno$¢ bakterii przetrwalnikujacych Bacillus cereus
I Bacillus subtilis, ktorych obecnosé¢ (B.subtilis) moze by¢ przyczyna psucia si¢ pieczywa.
Maka razowa o zawarto$ci popiotu 2,3%, przygotowana specjalnie przez Wytwoérni¢ na
potrzeby niniejszego projektu nie odbiegata od pozostatych probek pod wzgledem liczby
poszczegb6lnych grup drobnoustrojow, a nawet zawierala mniejsza liczbg bakterii z rodzaju
Bacillus.

e Badania fizykochemiczne maki

Badania fizykochemiczne maki obejmowaly oznaczenie podstawowych parametrow t;.

zawarto$¢ bialka, popiotu, wilgotno$¢, w przypadku maki pszennej dodatkowo

charakterystyke glutenu. Wykonano ponadto badania farinograficzne mieszanek maki

pszennej z jeczmienng. Wyniki przedstawiono w tabelach 3 i 4.

Tabela 3. Sktad chemiczny maki pszennej i maki jgczmiennej

Skfad chemiczny | Maka Maka Maka Maka
pszenna jeczmienna | jgCzmienna | jeczmienna
Woda (%) 13,3 12,8 11,7 13,4
Biatko ogotem 14,36 10,70 11,27 12,36
(%)
Gluten % 32,25
Rozptywalno$¢ 30
(mm) ’
Liczba opadania
Hagberga 368
popiot 0,53 2,3 2,0 1,52

Badania farinograficzne

Badania wykonywane za pomoca farinografu pozwolity na oceng wodochtonnos$ci maki i
zachowania si¢ ciasta podczas mieszenia, a wigc w momencie budowania struktury
glutenowej ciasta. Wykres farinograficzny przedstawia zmiany konsystencji ciasta w
kolejnych fazach mieszenia: wzrost konsystencji (rozwo6j ciasta), niezmienno$¢ konsystencji
(statos¢) 1 spadek konsystencji (rozmigkczenie).

Badania farinograficzne przeprowadzono dla ciast otrzymanych w ten sposob, ze oprocz

maki i wody do ciasta wprowadzano make jeczmienna jak w punktach 2-4:
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1. ciasto z maki pszennej typ 550 (100%) 1 wody

2. ciasto z maki pszennej typ 550 (100% - 30%), wody i maki jgczmiennej (30% ogolnej

ilo$ci maki)

3. ciasto z maki pszennej typ 550 (100%- 40%), wody i maki jeczmiennej (40% ogblnej

ilosci maki)

4. ciasto z maki pszennej typ 550 (100%- 60%), wody 1 maki jeczmiennej 60% ogolnej ilosci

maki

Badanie farinograficzne maki (préba kontrolna) przeprowadzano zgodnie z PN ISO 5530-1,

Tabela.4 Wyniki oceny farinograficznej mieszanki maki pszennej i maki jgczmienne;j

. .| Wodochton Czas Statos¢ Rozmigkcze Liczba
Udzial maki s . - . S
. ! ) nos¢, rozwoju, ciasta, nie po 12 jakosci
jeczmienne;j, min

% : ; ’
% min min FU
0 53,7 2,8 7,0 76 81

30 57,9 1,9 6,8 77 82

40 57,9 1,7 58 80 75

60 60,2 6,7 10,9 36 160

Dodatek maki jgczmiennej spowodowal wzrost wodochtonno$ci mieszanek w stosunku do

wodochlonno$ci maki pszennej. Mieszanki zawierajace 30 1 40 % maki jgczmienne]

charakteryzowaty si¢ dos¢ wysoka statoscia ciasta i niskim rozmigkczeniem, zachowywaty si¢

zatem w badaniu farinograficznym jak maki mocne. Liczba jako$ci ksztaltowala si¢ na

poziomie odpowiednim do wypieku.

e Oznaczenie zawartosci - glukanu,

Wyniki oznaczenia zawartosci 3- glukanu przedstawiono w tabeli 5

Tabela 5. Zawartos¢ B- glukanu w mace jeczmiennej catoziarnowe;j

Probka Wilgotnosé, % B-glukan, % s.m.
maka jeczmienna BIO, partia [ 0.1 282
maka jeczmienna BIO, partia II 8,7 3,36
maka jeczmienna BIO, partia III 13,0 3,62
maka jeczmienna BIO partia IV 11,4 3,50
maka jgczmienna popiot 2,3% 12,4 4,02
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Podane wyniki stanowia $rednia z co najmniej dwoch réwnoleglych oznaczen.

e Oznaczenie zawarto$ci wybranych mikotoksym w mace jeczmiennej oraz w zakwasie.
Oznaczenie aflatoksyny B; oraz sumy aflatoksyn B1+B2+G1+G2, a takze deoksyniwalenolu
(DON) wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC wg metodyki
IBPRS.

Tabela 6. Zawartos¢ wybranych mikotoksyn w mace jeczmiennej oraz W zakwasie

Lp. Rodzaj proby Jednostki Aflatoksyna | X aflatoksyn DON
B B+G
1 Maka jeczmienna ngkg <0,1 <0,4 <20
2 Maka jgczmienna ng/kg <0,1 <0,4 <20
razowa
3 zakwas ug/kg <0,1 <0,4 <20
Granica oznaczalnosci ng/kg 0,1 0,4 20
NDZ ng/kg 2 4 750

*NDZ-najwyzsza dopuszczalna zawartos¢ wg Rozporzadzenia Komisji (WE) Nr 1881/2006 z
dnia 19 grudnia 2006
W Zadnej z przebadanych probek maki i zakwasu nie stwierdzono obecnosci aflatoksyn oraz

deoksyniwalenolu powyzej granicy oznaczalnosci tj. odpowiednio 0,1 pg/kg i 20 ng/kg.

5.2.
1. Izolacja i identyfikacja mikroflory technologicznej z zakwasow
jeczmiennych

Z ekologicznej maki jeczmiennej sporzadzano kwasy piekarskie, ktore od$wiezano
przez kilka doéb, az do uzyskania stabilnej mikroflory i korzystnych cech organoleptycznych
kwasow. Kwasy prowadzono w dwoch temperaturach tj.: 30 i 37 C. Z zakwaséw o
najkorzystniejszych cechach sensorycznych wyizolowano drobnoustroje technologicznie
pozadane w piekarstwie, czyli bakterie fermentacji mlekowej i drozdze. Nastgpnie wykonano
identyfikacje genetyczna wyizolowanych LAB 1 identyfikacje za pomoca testow API

wyizolowanych drozdzy, wyniki tych identyfikacji przedstawia tabela 7.
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Tabela 7. Identyfikacja genetyczna (16S rDNA) wyizolowanych szczepow LAB.

Oznaczenie Identyfikacja metoda Identyfikacja metoda

szczepu biochemiczna genetyczng (16S rDNA)
1 Pediococcus pentosaceus Pediococcus acidilactici
2 Lactococcus lactis ssp. lactis Pediococcus acidilactici
3 Weisella confusa Weissella cibaria
4 Lactobacillus curvatus A Pediococcus pentosaceus
5 Lactobacillus curvatus B Pediococcus pentosaceus
6 Lactobacillus curvatus C Pediococcus pentosaceus
7 Lactobacillus brevis Weissella cibaria
8 Lactococcus lactis ssp. lactis Weissella cibaria

W celu oceny zrdéznicowania wewnatrzgatunkowego szczepow izolowanych z
surowcoOw ekologicznych przeprowadzona zostata reakcja RAPD-PCR. Reakcja przebiegata
w obecnosci jednego z trzech r6znych primerow (M13, PRIMO2 lub RP). Kazdy z primerow
zbudowany byt z 10 do 15 nukleotydow.
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Rys. 1. Roznicowanie szczepoéw izolowanych z maki jgczmiennej metoda RAPD-PCR przy udziale primera

M13.
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Rys. 2. Roznicowanie szczepoéw izolowanych z maki jgczmiennej metoda RAPD-PCR przy udziale primera

PRIMO2.
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Rys. 3. Roznicowanie szczepOw izolowanych z maki jeczmiennej metoda RAPD-PCR przy udziale primera RP.

Mikroflora LAB maki jeczmiennej zdominowana byla przez szczepy z gatunku P.
acidilactici (2 szczepy), P. pentosaceus (3 szczepy) i1 W. cibaria (2 szczepy). Ze wzgledu na
wyniki testu API, wg ktorych kazdy z wyizolowanych szczepéw charakteryzowal sie
odmiennym profilem fermentacyjnym, podjeto probe zbadania zrdznicowania
wewnatrzgatunkowego tych organizmow. W tym celu przeprowadzona zostata reakcja
RAPD-PCR. Amplifikacja przebiegata w obecnosci DNA genomowego badanych szczepow
oraz jednego z trzech réznych primerow (M13, PRIMO2 lub RP). Otrzymane w ten sposob

RAPD-wzory stanowily podstawg¢ do oceny genetycznego pokrewienstwa badanych

SzczepoOw.
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Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na bliskie pokrewienstwo szczepow LAB
w obrgbie kazdego gatunku. Primery M13 i RP charakteryzowaly si¢ niska sitg
dyskryminacyjna, a wzory produktow amplifikacji otrzymanych w obecnosci tych
oligonukleotydow wskazywaty na brak zrdznicowania wewnatrzgatunkowego badanych
organizméw (Rys. 1 i 3). Wyniki reakcji RAPD-PCR z zastosowaniem primera PRIMO2
pozwolily potwierdzi¢ wyniki analiz identyfikacji fenotypowej (Rys. 2). W ten sposob
wyodrgbniono trzy rézne szczepy wsrod izolatéw zidentyfikowanych jako P. pentosaceus, w
ktorych przypadku jako réznicujace mozna uzna¢ produkty o dlugosci ok. 2000 pz i ok. 1800
pz, charakterystyczne dla odpowiednio: P. pentosaceus A3 i P. pentosaceus C4.
Zroznicowanie szczepow W. cibaria mozliwe bylo w oparciu o produkt o dlugosci ok. 1200
pz, powstajacy jedynie w wyniku amplifikacji DNA pochodzacego od szczepu pierwotnie
identyfikowanego jako L. brevis. Pojedyncze roznice mozna zaobserwowac rowniez posrod
szczepow P. acidilactici, jednak w tym przypadku niewystarczajaca wydajno$¢ reakcji
RAPD-PCR uniemozliwita precyzyjna charakterystyke produktéw roéznicujacych.

Nalezy jednak podkresli¢ wysoki stopien pokrewienstwa filogenetycznego szczepow
reprezentujacych kazdy z opisanych gatunkow. Bakterie fermentacji mlekowej obecne w
zakwasach jeczmiennych wyprowadzonych w warunkach laboratoryjnych nalezaty do
gatunkow okre$lanych jako homofermentacyjne poza szczepem ktory w wyniku testu
biochemicznego zostat przypisany do gatunku Lactobacillus brevis a nastepnie na podstawie
sekwencji 16S rDNA zidentyfikowany jako Weissella cibaria.

5.2.
2. Charakterystyka i selekcja szczepow na podstawie ich wlasciwosci
biotechnologicznych

e Ocena zdolnosci do wzrostu i syntezy kwasu mlekowego

Przeprowadzono oceng wzrostu wyizolowanych szczepéow LAB w bulionie ptynnym MRS

podczas hodowli w temperaturach: 25, 30 °C. Czas prowadzenia hodowli wynosit 24 h.
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Tabela. 8.Wzrost szczepow LAB wyizolowanych z jgczmiennej maki ekologicznej,

hodowanych w podtozu MRS, przez 24 h. w temperaturach: 25, 30 °C.

Nazwa szczepu Wzrost (jtk/ml)
25°C 30°C
1. | Pediococcus acidilactici 1 4,0x10° 8,7 x 10°
2. | Pediococcus acidilactici 2 3,2x10° 1.2 x 10°
3. | Weissella cibaria 3 4,6x10° 1,1x 10°
4. | Pediococcus pentosaceus A 1,0x10° 2,3 x 10°
5. Pediococcus pentosaceus B 8,0x10° 1,5 x 10°
6. | Pediococcus pentosaceus C 1,0x10° 1,5 x 10°
7. | Weissella cibaria 7 6,0x10° 2,7 x10°
8. | Weissella cibaria 8 7,0x10° 1,3 x 10

Wszystkie badane szczepy, z wyjatkiem szczepu charakteryzowaly si¢ wzrostem na

poziomie 10° jtk/ml w dwoch temperaturach prowadzenia hodowli. Przeprowadzono

oznaczenie ilosci biosyntetyzowanego kwasu mlekowego po 24 h wzrostu w odciekach po

hodowli w bulionie MRS, w temperaturach hodowli (25°C i 30°C). Wyniki przedstawia

tabela 5.

Tabela 9. Biosynteza kwasu mlekowego przez badane szczepy LAB w temperaturze
30°C, po 24 h hodowli w podlozu MRS |[g/l].

symbol | Nazwa szczepu Ilos¢ kwasu mlekowego, g/l
Forma D- Forma L+ Suma kwasu

1 P. acidilactici KKP 1 4,8 7,0 11,8
2 P. acidilactici KKP 2 5,3 6,2 11,5
3 Weissella cibaria KKP 3 6,8 5,3 12,1
4 Pediococcus pentosaceus A 2,2 5,8 8,0
5 Pediococcus pentosaceus B 1,4 4,6 6,0
6 Pediococcus pentosaceus C 2,6 7,4 10,0
7 Weissella cibaria KKP 7 2,2 3,2 54
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8 Weissella cibaria KKP 8 41 5,8 9,9

Tabela 10. Biosynteza kwasu mlekowego przez badane szczepy LAB w temperaturze
25°C, po 24 h hodowli w podlozu MRS [g/I].

symbol Nazwa szczepu [lo$¢ kwasu mlekowego. g/l
Forma D- Forma L+ Suma kwasu

1 P. acidilactici 1 34 6,3 9,7
2 P. acidilactici 2 4,6 5,2 10,8
3 Weissella cibaria 3 5,6 4,8 114
4 Pediococcus pentosaceus A 2,4 5,8 8,2
5 Pediococcus pentosaceus B 1,5 4,3 5,8
6 Pediococcus pentosaceus C 2,4 7,1 9,5
7 Weissella cibaria 7 2,1 2,9 5,0
8 Weissella cibaria 8 2,9 4,3 7,2

Najwigksza og6lna iloscia biosyntetyzowanego kwasu mlekowego charakteryzowat
si¢ szczep Weisssella cibaria 3, ktory syntetyzowal jednoczesnie najwigcej kwasu D-
mlekowego, drugi pod tym wzgledem byt szczep Pediococcus acidilactici 2. Biosynteza
kwasu L-mlekowego najwydajniej przebiegala w przypadku szczepow: Pediococcus
pentosaceus 6 i P. acidilactici 1.

Zdolno$¢ nowo wyizolowanych szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej do syntezy kwasu
octowego 1 innych produktéw hetrofermentacji mlekowej oceniono w sporzadzonych z ich

udzialem zakwasach, wyniki przedstawiono w punkcie 5.3..

e Badanie zdolnosci wyizolowanych szczepow LAB do hamowania wzrostu plesni

(aktywnosci antyplesniowej)

Zdolno$¢ wyizolowanych szczepoéw LAB do hamowania wzrostu plesni badano jako zdolnos¢

szczepow do ograniczania wzrostu plesni w zakwasach.

Aktywno$¢ antyple$niowa (fungicydalna) stwierdzono w przypadku szczepow z

gatunkow Weissella cibaria i P. acidilactici. W badaniach Zannini i wsp. (2009) aktywnos¢
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antymikrobiologiczna wobec plesni Aspergillus heteromorphus, Eurotium niveglaucum oraz
Penicilium roseopurpureum, w grupie wyizolowanych 217szczepow LAB 21 izolatéw
charakteryzowato sig silng aktywnos$cia antyple$sniowa co sugeruje, ze nie jest to wtasciwosé

powszechna wsrod bakterii fermentacji mlekowe;.

5.3.

mlekowej do opracowania kultur starterowych, do otrzymywania pieczywa

Ocena przydatnosci wyselekcjonowanych bakterii fermentacji

jeczmiennego.
Zakwasy jeczmienne sporzadzone z uzyciem wszystkich wyizolowanych szczepoéw
scharakteryzowano pod wzglgedem przydatnosci technologicznej tj oceniono ich wtasciwosci
organoleptyczne i fizykochemiczne.

e Badanie cech smakowo-zapachowych oraz wlasciwosci fizyko-chamicznych

zakwasow otrzymanych z udzialem monokultur wyizolowanych szczepow LAB

Wykonano analiz¢ sensoryczna zakwasdéw otrzymanych z udzialem poszczegdlnych
monokultur, a takze stanowiacego probg kontrolna zakwasu otrzymanego w wyniku
fermentacji spontanicznej, wyniki przedstawia tabela 12.
Ze wzgledu na mozliwo$¢ korzystania w piekarni z tzw. odSwiezania zakwasow
przeprowadzono ocen¢ wiasciwosci zakwasow otrzymywanych w systemie codziennego
od$wiezania. Charakterystyke organoleptyczna zakwasow otrzymanych po 48, 72 1 96

godzinach , w poréwnaniu do zakwasow 24 godzinnych przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Ocena sensoryczna zakwaséw otrzymanych z udzialem poszczegélnych

monokultur po fermentacji zakwasow odSwiezanych co 24 h, w temperaturze 30°C.

Zastosowana Ocena zakwasow po 24 h i po od§wiezeniu
monokultura
szczepu 24 h 48 h 72 h 96 h
bakterii
Proba z: kwasny, Z: wyraznie z: ostry, wyraznie | Z: kwasny
kontrolna mleczny kwasny, ostry, kwasny, k: luzna, gtadka
k: lekko mleczny, szczawiowy b: jasnobezowa
spieniona maczny k: rozluZniona,
b: bezowa k: potptynna gladka
b: bezowa b: bezowa
Pediococcus z : kwasny, z: tagodnie z: kwiatowy, z: kwiatowy,
acidilacticil sianowaty, kwasny estrowy, stodki stodki
trawiasty k: zwarta, gesta | k: gesta, ziarnista K: gesta,
k: niespieniona | b: bezowa b: bezowa ziarnista
b: bezowa b: bezowa
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Pediococcus z: lekko kwasny, | z: fagodnie z: kwiatowy, z: jabtkowy,
acidilactici2 maczny kwasny, jabtkowy, OWOCOWY,
k: gesta, zwarta | przyjemny, owocowy, kwasny | kwasny
b: bezowa estrowy k: gesta, ziarnista k: gesta,
k: luzna b: bezowa ziarnista
b: bezowa b: bezowa
Weissella z: lekko kwasny, | z: kwasny, z: kwasny, mleczny | z: kwasny
cibaria3 sianowaty, sianowaty, k: gtadka, k: gtadka,
trawiasty szczawiowy rozluzniona rozluzniona
k: puszysta k: gesta, (luzniejsza niz w b: jasnobezowa
b: jasnobezowa | grudkowata poprzednich)
b: bezowa b: jasnobezowa
Pediococcus z: lekko kwasny, | z: kwasny, z: estrowy, z: kwiatowy,
pentosaceus 4 | mleczny, maczny, estrowy | kwiatowy, OWOoCowy
maczny k: gesta, alkoholowy, k: gesta, gtadka
k: luzna grudkowata OWOoCowyYy b: bezowa
b: bezowa b: bezowa k: gtadka (jak w 3)
b: jasnobezowa
Pediococcus z: kwasny, z: kwasny, z: estrowy, zZ: kwiatowy,
pentosaceus trawiasty, kwiatowy, kwiatowy, drozdzowy
5B szczawiowy estrowy alkoholowy, k: gesta
k: zwarta k: gesta, drozdzowy b: bezowa
b: bezowa grudkowata k: gesta, ziarnista
b: bezowa (jakw1i?2)
b: bezowa
Pediococcus z: lekko kwasny, | z: kwasny, Z: estrowy, z: kwiatowy,
pentosaceus szczawiowy drozdzowy kwiatowy, drozdzowy
C6 k: zwarta orzechowy, alkoholowy, OWOCOWY
b: bezowa kwiatowy, OWOCOWY, k: gesta,
estrowy drozdzowy Ziarnista
k: rozluzniona, | k: ggsta, ziarnista b: bezowa
gladka (jak poprzednie)
b: bezowa b: bezowa
Weissella z: b. kwasny, z: kwasny, ostry, | Z: estrowy, z: kwiatowy,
cibaria 7 mleczny, octowy kwiatowy, OWOoCowy
szczawiowy k: rozluzniona, | alkoholowy, k: gesta,
k: bardzo gltadka OWOCOWY, ziarnista
spieniona b: bezowa drozdzowy b: bezowa
b: bezowa k: gesta, ziarnista
b: bezowa
Weissella z: kwasny, z: kwasny, ostry, | z: estrowy, z: kwiatowy,
cibaria 8 mleczny, octowy kwiatowy, owocowy
ro$linny, k: rozluzniona, alkoholowy, k: do$¢ luzna
szczawiowy gladka OwWocowy, gesta, ziarnista
lekko spieniona | b: bezowa drozdzowy b: bezowa
b: bezowa k: dos¢ luzna
ziarnista
b: bezowa

z: zapach; k: konsystencja, b: barwa
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Zakwasy uzyskane z udzialem poszczegdlnych monokultur starterowych charakteryzowaty

si¢ indywidualnymi,

zréznicowanymi wilasciwosciami

sensorycznymi.

W  wigkszosci

zakwasoéw byt wyczuwalny charakterystyczny zapach z nuta estrowo-kwiatowa.

W ramach analizy fizykochemicznej zakwaséw otrzymanych z uzyciem poszczegdlnych

monokultur starterowych oznaczono pH i kwasowo$¢ ogdlna. Wyniki przedstawia tabela 13.

Tabela 13. Ocena fizykochemiczna zakwasow otrzymanych z uzyciem poszczegdlnych

monokultur starterowych, w wyniku trwajacej przez 24 h jednostopniowej fermentacji

w temperaturze 30°C oraz po od$wiezaniu.

pH Kwasowos$¢ ogdlna [°kw]
Monokultura
od$wiezenie od$wiezenie
24h 24h
48h 72h 96h 48h 72h 96h

Proba 407 | 405 | 4% | 403 122 | 137 | 154 | 16,0
kontrolna
Pediococcus |, 0 | 403 | 403 | 406 151 | 8 | 146 | 146
acidilactici 1
Pediococcus | ggg | 4q7 | 401 | 405 163 | 4| 130 | 123
acidilactici 2
Weisella 438 | 4,30 421 127 141 | 14,3
cibaria 3 : ! 4,22 : : 13,8 ! !
Pediococcus
pentosaceus 4,07 4,04 4,00 3,97 18,6 14,6 144 | 131
A4
Pediococcus
pentosaceus 4,00 4,04 4,06 4,09 13,6 12,5 11,8 | 10,0
B5
Pediococcus 14,3
pentosaceus 4,34 4,22 4,12 4,07 15,5 13,6 13,0
(OF)
Weisella 14,5
cibaria 7 3,97 4,02 4,01 4,05 14,4 14,4 14,6
Weisella 4,05 4,00 4,04 13,6 13,8 14,2 14,0
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cibaria 8 4,02

Jednostopniowa fermentacja w temperaturze 30°C, prowadzona z udzialem odpowiednich
monokultur ztozonych z biomasy szczepéw LAB umozliwita osiagnigcie wigkszego
zakwaszenia niz wielostopniowa fermentacja spontaniczna w tej Samej temperaturze.
Stwierdzono, ze proces ukwaszania w temperaturze 30°C zachodzi najwydajniej w przypadku
zakwasOw przygotowanych z udzialem monokultur: Pediococcus pentosaceus A 4 oraz
Pediococcus acidilactici 2. Przy zastosowaniu od$wiezania zakwasow (wielostopniowa
fermentacja) z udzialem szczepdéw nalezacych do gatunkéw Pediococcus acidilactici oraz
Pediococcus pentosaceus zaobserwowano, ze kwasowos$¢ kolejnych faz ulegata obnizeniu.
Natomiast w przypadku zakwasow uzyskanych z udziatem monokultur szczepéw gatunku
Weissella cibaria kwasowo$¢ kolejnych faz utrzymywata si¢ na podobnym poziomie.
Podobnej zalezno$ci nie stwierdzono w odniesieniu do ilo$ci kwasu mlekowego
syntetyzowanego przez bakterie w zakwasach z inokulum bakterii rodzaju Peddiococcus
(Tabela 14.).

e Badanie zdolnosci nowo wyizolowanych szczepow LAB do syntezy kwasu
mlekowego, octowego i innych produktow fermentacji w sporzadzonych z ich
udzialem zakwasach

W zakwasach po 24h fermentacji najwyzsze stezenie kwasu mlekowego oznaczono w
zakwasie z udziatem Pediococcus acidilactici 2. W przypadku zakwasow otrzymanych z
udziatem monokultur starterow bakterii z rodzaju Weissella zawarto$¢ kwasu mlekowego w
zakwasach po 3 krotnym od§wiezeniu wzrosta.

Tabela 14. Zawarto$¢ kwasu mlekowego w zakwasach otrzymanych z udzialem
poszczeg6lnych szczepow LAB, po 24 h fermentacji oraz po 3 krotnym odswiezeniu (96h

fermentacji) [g/100g]

Symbol probki Czas kwas D - kwas L - Suma kwasu
fermentacji mlekowy mlekowy mlekowego
Proba kontrolna 24 h 0,10 0,18 0,28
96 h 0,40 0,49 0,89
Pediococcus 24 h 0,40 0,31 0,71
acidilactici 1 96 h 0,38 0,44 0,82
Pediococcus 24 h 0,42 0,50 0,92
acidilactici 2 96 h 0,33 0,20 0,53
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Weisella cibaria 3 24 h 0,18 0,09 0,27
96 h 0,33 0,20 0,53

Pediococcus 24 h 0,24 0,41 0,65
pentosaceus A 4 96 h 0,37 0,38 0,75
P. pentosaceus B 5 24 h 0,31 0,55 0,86
9 h 0,27 0,32 0,59

Pediococcus 24 h 0,44 0,36 0,80
pentosaceus C 6 96 h 0,39 0,34 0,73
Weisella cibaria 7 24 h 0,14 0,18 0,32
96 h 0,46 0,35 0,81

Weisella cibaria 8 24h 0,12 0,17 0,39
96h 0,40 0,30 0,70

W zakwasach otrzymanych z udzialem monokultur poszczegdlnych szczepow bakterii

oznaczono zawarto$¢ kwasu octowego oraz innych zwiazkow bedacych produktami

fermentacji

-

.

Zawarto$¢ kwasu octowego w zakwasach jeczmiennych otrzymanych z udziatem nowo
wyizolowanych szczepow LAB, po 24h fermentacji i od$wiezaniu zakwasow

mg/100g

OProba kontrolna

B Pediococcus acidilactici 1
OPediococcus acidilactici 2
OWeisella cibaria 3

B Pediococcus pentosaceus 4
O Pediococcus pentosaceus 5
B Pediococcus pentosaceus 6

OWeissella cibaria 7

%

Rys.4. Zawartos¢ kwasu octowego w zakwasach otrzymanych z udzialem monokultur

wyizolowanych LAB, po 24 f fermentacji i od$wiezaniu zakwasow.
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Zawartos¢ kwasu octowego zmieniata si¢ w zakwasach otrzymanych z udzialem monokultur
poszczegdlnych szczepow LAB w sposéb zrdznicowany. W zakwasie otrzymanym po 24
godzinnej fermentacji najwigcej kwasu octowego oznaczono w zakwasie z Weissella cibaria3
oraz zakwasie otrzymanym w wyniku fermentacji spontanicznej, w obu przypadkach
zmniejszyta si¢ ona po 3 krotnym odswiezeniu zakwasu (fermentacja 96h). W zakwasach z
udziatem bakterii gatunku Pediococcus pentosaceus i szczepu Weissella cibaria7 poziom
kwasu octowego utrzymywat si¢ na poziomie okoto 5-15mg/100g. Odwrotnie w przypadku
zakwasu otrzymanego z udzialem Pediococcus acidilactici 2, w wyniku od$wiezania

zawarto$¢ kwasu octowego tym zakwasie wzrosla.

e QOcena wplywu kultur starterowych na zawarto$¢ wybranych ubocznych

produktow fermentacji w zakwasach jeczmiennych

Wplyw kultur starterowych na zawarto$¢ wybranych ubocznych produktow fermentacji w
zakwasach jeczmiennych obrazuja wykresy przedstawione na rys. 2

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) syntetyzuja zwiazki zapachowe w specyficzny,
wlasciwy dla gatunkow a nawet szczepéw sposob (Katina 2005). W przypadku
homofermentacyjnych LAB charakterystyczna jest synteza takich zwiazkow jak diacetyl,
aldehyd octowy, heksanal natomiast heterofermentacyjne w wigkszym stopniu syntetyzuja
octan etylu, alkohole i aldehydy; z kolei produktami fermentacji prowadzonej przez drozdze
sq m.in. izoalkohole. W badanych zakwasach po pierwszej dobie fermentacji obecne byty:
aldehyd octowy, metanol, iso-butanol i octan etylu. Octan etylu wykryto tylko w zakwasach z
udziatem Weissella cibaria 3, Weissella cibaria 7. Dopiero po czwartej dobie pojawity si¢ w
probach takie zwiazki jak n-propanol, diacetyl.

Diacetyl pojawil si¢ w zakwasach dopiero po 96 godzinach fermentacji w zakwasie
fermentujacym w sposob spontaniczny. Ogolnie biorac wigcej zwiazkow bedacych
ubocznymi produktami fermentacji zostalo oznaczonych w zakwasach wyprowadzonych z
udziatem monokultur szczepoéw nalezacych do rodzaju Pediococcus niz nalezacych do
rodzaju Weissella. W analizie zwiazkow smakowo-zapachowych oznaczonych metoda GC-
MS wykryto aldehydy (3-metylobutanal, mleczan etylu), alkohol furfurylowy, ketony (2
hydroksy-2-cyklopenten-1-on), pirany (3-hydroksy-2-metylo-4H-piran-4-on).

Rysunek 5. Zawarto$¢ poszczegolnych produktow fermentacji w zakwasach jeczmiennych
otrzymanych z udzialem wybranych szczepéw LAB, po 24 h fermentacji i od$wiezaniu
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mg/100g

O Préba kontrolna
O Weissella cibaria 3

M Pediococcus pentosaceus 6

@ Pediococcus acidilactici 1
B Pediococcus pentosaceus 4
O Weissella cibaria 7

O Pediococcus acidilactici 2
O Pediococcus pentosaceus 5
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e Badanie wplywu poszczegolnych monokultur starterowych sporzadzonych z

nowo wyizolowanych szczepéw LAB na sklad drobnoustrojow zakwasow.
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Przeprowadzono analiz¢ mikrobiologiczna zakwasOw otrzymanych z udzialem
poszczego6lnych monokultur starterowych bezposrednio po dodaniu kultury starterowej oraz
24 h fermentacji w temperaturze 30°C i od$wiezaniu tj. po 48 i 72 h fermentacji. Oznaczano:

liczbe bakterii kwaszacych, drozdzy i ple$ni, wyniki przedstawiono w tabeli 15, 16 17.

Tabela 15. Wptyw kultury starterowej na liczbg bakterii fermentacji mlekowej w zakwasach

jeczmiennych po czasie fermentacji 24 h i po od$wiezaniu jedno (48h) i dwukrotnym (72 h).

Liczba LAB po fermentacji (j.t.k./g)
Nazwa szczepu 0h 24 h 48 h 72h
préba kontrolna
fermentacija 1x 10° 1,4x10° 9,0x10® 7,0x108
spontaniczna
Pediococcus 1,6x10° 1,4x10° 1,8x10° 3,4x10°
acidilactici 1
Pediococcus 2 6x10° 2.4x10° 1,0x10° 1,2x10°
acidilactici 2
Weisella cibaria 3 7.0x10° 6.0x10° 8.0x10° 6,0x10°
Pediococcus 3.8x10° 8.5x10° 1.5x10° 3.0x10°
pentosaceus A 4
Pediococcus 4.6x10°8 8.0x10° 1.2x10° 5 0x10°
pentosaceus B 5
Pediococcus 6,0x10° 5,0x10° 1,1x10° 1,0x10°
pentosaceus C 6
Weisella cibaria 7 2.2x10° 2 5x108 1,0x10° 3,0x10°

Tabela 16. Wptyw kultury starterowej na liczb¢ ple$ni w zakwasach jeczmiennych po czasie

fermentacji 24h i po od$wiezaniu jedno (48h) i dwukrotnym (72 h).
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Nazwa szczepu liczba plesni [j.t.k./g] po fermentacji
Oh 24 h 48 h 72 h
proba kontrolna 1,0x10° 2,0x10° 1,0x10*
1,0x10°

Pediococcus 2,0x10° 1,0x10° n.w.
acidilactici 1
Pediococcus 3,0x10" 1,0x10° 1,0x10*
acidilactici 2
Weisella cibaria 3 2,0x10* 1,2x10° n.w.
Pediococcus 1,0x10” 1,0x10° 1,0x10*
pentosaceus A 4
Pediococcus 2,0x10° 6,0x10" 1,0x10°
pentosaceus B 5
Pediococcus 4,0x10* 2,0x10* n.w.
pentosaceus C 6
Weisella cibaria 7 3,7x10° 3,0x10° n.w.
Weisella cibaria 8 4,2x10° 4,8x10° n.w.

n.w.- nie wykryto

Tabela 17. Wptyw kultury starterowej na liczbg drozdzy w zakwasach jeczmiennych po
czasie fermentacji 24h i po od§wiezaniu jedno (48h) i dwukrotnym (72 h).

liczba drozdzy [j.t.k./g] po czasie fermentacji

Nazwa szczepu >4 h 48 h 72 h
Préba kontrolna 5 0x10°* 5,0x10° 5,0x10°
Pediococcus 4,8 x10* 6,0x10° 1,2x10°
acidilactici 1
Pediococcus 4,7 x10° 6,0x107 1,2x10°
acidilactici 2
Weisella cibaria 3 29 x10° 2 5x10° 7,2x10’
Pediococcus 2.8 x10° 2 4x107 1,2x10°
pentosaceus A 4
Pediococcus 2.6 x10° 1,4x10° 1,2x10°
pentosaceus B 5
Pediococcus 1.8 x 10° 4.8x107 7,2x10’
pentosaceus C 6
Weisella cibaria 7 9,4x 10° 1,0x10’ 9,6x10’

n.w.- nie wykryto

Tabela 18 . Wptyw kultury starterowej na liczbe bakterii z rodziny Enterobacteriacae w
zakwasach jeczmiennych po czasie fermentacji 24h i po od$wiezaniu jedno (48h) i

dwukrotnym (72 h)..
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liczba bakterii z rodziny Enterobacteriacae [j.t.k./g] po czasie
Nazwa szczepu fermentacji
24 h 48 h 72 h
. 7
Proba kontrolna 1,8 x10 2 0x1 0? 3,0x1 02
Pediococcus 2,4 x10* 3
acidilactici 1 4,0x10 n.w.
Pediococcus 4,2 x10° 3 1
acidilactici 2 3,6x10 1,2x10
. . . 4
Weisella cibaria 3 2,2x10 2 5x10° LW,
Pediococcus 2,6 x10° 4 )
pentosaceus A 4 2,4x10 1,2x10
- 4
Pediococcus 3,4 x10 1,4x102 1.2x10"
pentosaceus B 5
- 4
Pediococcus 2,6 x10 4.8x107 7.2x102
pentosaceus C 6
Weisella cibaria 7 3,2 x10° n.w. n.w.
Weisella cibaria 8 4,3 x10" 1,2x10° n.w.

n.w.- nie wykryto

Nie zaobserwowano znaczacych roznic w odniesieniu do skladu drobnoustrojow
wchodzacych w sklad ekosystemow zakwaséw uzyskanych z wudzialem monokultur
poszczeg6lnych szczepéw LAB.

W wyniku dzialania kultur starterowych po 24 godzinnej fermentacji zakwaséw
jeczmiennych zaobserwowano nieznaczny przyrost liczby bakterii fermentacji mlekowej, ich
liczba utrzymywala si¢ na poziomie 10° j.t.k./ml, w momencie zaszczepienia ciasta i po
procesie jej fermentacji. Zastosowanie monokultur starterowych sprzyjato rozwojowi drozdzy
(pozadanych w zakwasach), ograniczalo rozw¢j bakterii nalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae chociaz dopiero po fermentacji wydtuzonej do 48 i 72godzin, czyli po
zastosowaniu od$wiezania zakwasow. Plesni nie wykryto w stadium wyj$ciowym zakwasow
tj. po dodaniu wody 1 kultury starterowej do maki, natomiast po 24h fermentacji w 7 probkach
rozwingly si¢ plesnie, najprawdopodobniej w zwiazku ze sprzyjajacym zakwaszeniem

srodowiska zakwasow piekarskich.

5.5
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Ocena przydatnosci wyselekcjonowanych kultur mieszanych, zawierajacych
wyizolowane szczepy LAB do otrzymywania zakwasow jeczmiennych, na podstawie

jakosci mikrobiologicznej i technologicznej zakwasow.

W wyniku selekcji wyizolowanych szczepéw LAB, wybrano szczepy, ktore postuzyly
do sporzadzenia trzech mieszanych kultur starterowych. Podczas doboru szczepow kierowano
si¢  nastepujacymi  kryteriami:  wzrost W poszczegdlnych  temperaturach, ilo$¢
syntetyzowanego kwasu mlekowego, zdolno$¢ do syntetyzowania produktow fermentacji
wplywajacych na zapach, aktywno$¢ antymikrobiologiczna skierowana przeciwko plesniom
(Weissella cibaria 7) oraz indywidualna zdolnos¢ kazdego z nich do modyfikowania
przebiegu fermentacji 1 pozytywnego wptywania na cechy zakwasu. Starano si¢ rowniez, aby
skomponowane kultury mieszane byly jak najbardziej réznorodne gatunkowo, a takze by
roéznity si¢ liczba szczepéw sktadowych. Sklad mieszanych kultur starterowych

przedstawiono w tabeli nr 19.

Tabela 19. Sktad skomponowanych mieszanych kultur starterowych.

Przyjgta nazwa

kultury mieszanej Sktad

Pediococccus acidilactici 1, P.acidilactici 2, Weissella cibaria 3, P.
K1 pentosaceus 4A, P. pentosaceus 5B, Pediococcus pentosaceus 6C,
Weissella cibaria 7 , wszystkie szczepy pozostawaty w stosunku 1:1

P.acidilactici 2, Weissella cibaria 3, Weissella cibaria 7

K2 w stosunku 1:1:1

P.acidilactici 2, Weissella cibaria 7

K3 w stosunku 2:1

Opracowane kultury starterowe zostaly uzyte do sporzadzenia zakwasdéw jeczmiennych, ktore
zostaty ocenione pod wzgledem organoleptycznym i mikrobiologicznym po 24 godzinach
fermentacji oraz po 48 godzinach fermentacji (po od$wiezeniu) i 72 godzinach fermentacji
(po dwukrotnym od$wiezeniu). Oceniono rowniez zakwas poddany fermentacji spontanicznej

— proba kontrolna (A).
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Tabela 20. Ocena sensoryczna zakwasOw otrzymanych z udzialem mieszanych kultur

starterowych po 24 h fermentacji w temperaturze 30°C i po odswiezaniu jedno (48h) i

dwukrotnym (72 h).

3

Zastosowana Czas fermentacji
kultura starterowa 24 h 48 h 72 h
Préba kontrolna z: kiszonkowy, siana, | z: lekko kwaskowy, | z: kwiatowy,

Fermentacja
spontaniczna

z nuta gnilna, lekko
maczny

s: spekana, porowata
(spulchnionego

stodowy, przyjemny,
brak nuty gnilnej
k: pasty, gesta, sucha
b: powierzchnia

estrowy, stodki

k: pasty, luzniejsza
nizpo 48 h

b: powierzchnia

ciasta) Szaro-brazowa, ciemnoszara
K: gesta, jednorodna | wngtrze
b: bezowa, jasnokremowe
btyszczaca

K1(B) z: siana, stodko- z: kwiatowy, z: kwasny, stodowy,
kwiatowy, bez nuty | estrowy, brak nuty kwiatowy
gnilnej, estrowy kwasnej k: pasty, grudkowata
S: porowata k: pasty, gesta, sucha | b: szaro-bezowa
(spulchnionego b: powierzchnia
ciasta) jasnobrazowa,
b: bezowa, mato wnetrze szarawe
blyszczaca

K2(C) Z: szCzawiowy, z: kwiatowy, Z: estrowy,
kwaskowaty, lekko stodowy, estrowy, drozdzowy, kwasny,
stodowy (na leciutka nuta stodki, alkoholowy
kwasno), bez nuty kwasowa k: pasty, grudkowata
estrowej k: pasty, gesta, sucha | b: szaro-bezowa
k: gesta, jednorodna | b: powierzchnia
b: bezowa, lekko ciemno bezowa,
blyszczaca wngtrze bezowe

K3 (D) z: przyjemny, mocno | z: kwiatowy, Z: estrowy,
kwiatowy, inny niz stodowy, estrowy, kwiatowy,
pozostate(ew. nuta kwasowa alkoholowy

estrowy, owocowy),
kwasowos$¢ nie
wyczuwalna

k: gesta, jednorodna
b: bezowa

k: pasty, gesta,

wyraznie sucha
b: powierzchnia
ciemno bezowa,
wnetrze bezowe

k: pasty, grudkowata
b: szaro-bezowa

z: zapach, s: struktura, k: konsystencja, b: barwa

Analiza fizykochemiczna zakwasow otrzymanych z uzyciem mieszanych kultur starterowych

obejmowata oznaczenie pH 1 kwasowosci ogolnej. Oznaczenia przeprowadzono po

fermentacji jednostopniowej 24 godzinnej, a takze po odswiezeniu zakwasow. Wyniki

przedstawiono w tabelach 211 22.
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Tabela 21. Analiza fizykochemiczna zakwasow otrzymanych z uzyciem mieszanych kultur

starterowych, w wyniku trwajacej 24 h jednostopniowej fermentacji w temperaturze 30 °C.

Kwasowo$¢ ogolna

Mieszana kultura starterowa pH °kw]
Proba kontrolna 5,05 9,6

K1 3,85 16,1

K2 3,94 16,8

K3 3,88 16,4

Zastosowanie wszystkich badanych kultur

starterowych do

sporzadzenia zakwasu

powodowato znaczne przyspieszenie procesu fermentacji i zwigkszenie st¢zenia kwasow

organicznych w zakwasie w porownaniu do fermentacji spontanicznej. W przypadku

wszystkich zakwaséw pH zmniejszyto si¢ do warto$ci ponizej 4, a kwasowo$¢ osiagnela (w

przypadku kultury starterowej K2) nawet 16,8 [°kw].

Tabela 22. Charakterystyka technologiczna kwasoéw piekarskich przy stosowaniu

od$wiezania i tj po fermentacji 24 h i po od$wiezaniu jedno (48h) i dwukrotnym (72 h).

Rodzaj startera | Faza fermentacji |Czas fermentacji | Kwasowos$¢ pH
fermentac;ji ogoblna, stopnie
0 I 0
24 h 9,6 5,05
I 0 5,0 5,9
(1. od$wiezenie) 24 h 15,8 3,97
Il 0 5,6 5,55
(2. od$wiezenie) 24 h 15,7 3,94
K1 I 0
24 h 16,1 3,85
I 0 6,0 5,58
(1. od$wiezenie) 24 h 16,2 3,80
Il 0 5,6 5,55
(2. od$wiezenie) 24 h 16,0 3,89
K2 I 0
24 h 16,8 3,94
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I 0 58 5,63
(1. od$wiezenie) 24 h 17,4 3,76
"l 0 5,6 5,50
(2. odswiezenie) 24 h 15,9 3,90
I 0

K3 24 h 16,4 3,88
I 0 5,85 5,61
(1. od$wiezenie) 24 h 16,6 3,79
i 0 5,6 5,52
(2. odswiezenie) 24 h 15,9 3,86

Zastosowanie mieszanych kultur starterowych w celu przeprowadzenia jednostopniowej
fermentacji zakwasow w temperaturze 30°C umozliwia osiagnig¢cie zdecydowanie wigkszego
stopnia ukwaszenia niz stosowanie pojedynczych monokultur. Zaobserwowano roéznice w
poziomie ukwaszenia pomigdzy zakwasami przygotowanymi z uzyciem poszczegdlnych
mieszanych kultur starterowych, w przypadku uzycia kazdej z badanych kultur najwyzsza
kwasowoscia charakteryzowaly si¢ zakwasy otrzymane po od$wiezeniu. Podczas kolejnych
od$wiezan najmniejszym zmianom ulegata kwasowos$¢ zakwasu prowadzonego z uzyciem
kultury starterowej K3.

Zakwasy uzyskane z udziatem poszczegdlnych mieszanych kultur starterowych
charakteryzowaly si¢ indywidualnymi, zréznicowanymi wilasciwos$ciami sensorycznymi.
Subiektywna ocena wykazata, Ze najlepszymi cechami sensorycznymi charakteryzowat sig

zakwas przygotowany z udziatem kultury K3.

e wplyw wyselekcjonowanych Kkultur starterowych na zawartos¢ p-glukanu w
zakwasach jeczmiennych otrzymanych w wyniku 24h fermentacji.

Ze wzgledu na warto$¢ zywieniowa [-glukanu wskazane jest, aby jego zawarto$¢ w
pieczywie bylta jak najwyzsza. Podczas fermentacji zakwasu i ciasta jego zawarto$¢ ulega
zmniejszeniu ze wzgledu na dzialalno$¢ enzymow maki oraz zuzywanie B-glukanu przez
bakterie. Zdolnos¢ metabolizowania B-glukanu jest zroznicowana posrod bakterii.
Zaobserwowano roznice w zawartosci B-glukanu w zakwasach jeczmiennych otrzymanych z
udziatem opracowanych kultur starterowych w wyniku 24h fermentacji. Najwigkszy,

siggajacy 80% poczatkowej zawartosci, ubytek B-glukanu w stosunku do jego zawarto$ci w
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mace stwierdzono w zakwasie otrzymanym w wyniku fermentacji spontanicznej tj.

prowadzonej przez niezdefiniowane szczepy bakterii oraz w zakwasie uzyskanym przy

udziale kultury starterowej ztozonej z 7 szczepoéw LAB az do .

Przeprowadzono analiz¢ mikrobiologiczna zakwasOw otrzymanych z udzialem

mieszanych kultur

w temperaturze 30°C.

starterowych  po

jednostopniowej,

trwajacej

24 h fermentacji

Tabela 24. Wptyw mieszanych kultur starterowych na sktad mikroorganizméow zakwasow po

fermentacji 24h i1 po od$wiezaniu jedno (48h) i dwukrotnym (72 h).

Kultura | Fermen Liczna/obecno$¢ grupy drobnoustrojow [j.t.K./g]
starterowa | tacja
LAB drozdze | plesnie bakterie z bakterie z
rodziny rodziny
Enterobacteriacea | Enterobacteriacea
grupa coli rodzaj
Salmonella
Kontrola 0 3,0x10° brak | 2,5x10° 2,0x10* 3,0x10"
(A) 24 h 6,0x10" | 7,0x10° | 5,0x10* 1,0 x10° n.w.
48 h 3,2x10° | 1,9x10° | 3,0x10* 1,0x10° n.w.
72h 1,3x10° | 1,3x10° | brak 7,0x10° n.w.
K 1(B) 0 3,0x10° | 7,0x10* | 8,0x10" 2,0x10* 3,0x10"
24 h 1,3x10° | 8,0x10° | 3,0x10* n.w. n.w.
48 h 1,8x10° | 1,5x10° | brak n.w. n.w.
72 h 2.8x10° | 1,2x10% | brak n.w. n.w.
K 2(C) 0 - - - - -
24 h 4,0x10° | 3,0x10° | 4,0x10% 1,0x10* n.w.
48 h 2.0x10° | 9,0x10" | brak 1,0x10" n.w.
72h 3,0x10° | 1,9x10° | brak n.w. n.w.
K 3 (D) 0 - - - - -
24 h 4,0x10° | 1,9x10" | 3,0x10" 9,0x10* n.w.
48 h 7,0x10° | 5,0x10" | brak n.w. n.w.
72h 1,8x10° | 7,4x10" | brak n.w. n.w.

n.w.- nie wykryto
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W trakcie fermentacji wszystkich zakwasow przygotowanych z udzialem
poszczegolnych mieszanych kultur starterowych nastgpowat istotny przyrost ogdlnej liczby
drobnoustrojow, liczby bakterii kwaszacych, drozdzy, bakterii proteolitycznych, bakterii
Sluzowych.. W trakcie fermentacji zakwasow przygotowanych z udziatem kultur K1 i K2
nastgpowato catkowite zahamowanie rozwoju bakterii zrodziny Enterobacteriaceae
nalezacych do grupy coli i rodzaju Salmonella.. W przypadku zakwasu przygotowanego z
udziatem kultury K3 stwierdzono istotne zmniejszenie liczby tych bakterii w trakcie
fermentacji. Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze w trakcie fermentacji zakwasu
przygotowanego z udziatem kultury K1 nastgpuje catkowite zahamowanie rozwoju plesni. W
przypadku zakwasdéw przygotowanych z zastosowaniem pozostalych kultur stwierdzono
rozwoj plesni. Podczas oceny wptywu poszczegolnych mieszanych kultur starterowych LAB
na proces fermentacji i cechy zakwasow jeczmiennych wykazano, ze zastosowanie kazdej
Z analizowanych kultur mieszanych w procesie jednostopniowej, trwajacej 24 h fermentacji
w temperaturze 30°C  umozliwia wytworzenie w peini  dojrzatych  zakwasow,
charakteryzujacych si¢ zdecydowanie lepszymi wlasciwosciami niz zakwasy otrzymane
w wyniku fermentacji z udziatem monokultur starterowych oraz zakwasy uzyskane podczas
wielostopniowej, spontanicznej fermentaciji.

Na podstawie przeprowadzonych ocen 1 analiz uznano réwniez, ze kultury K2 K3
charakteryzuja si¢ zdolno$cia kompleksowej poprawy cech zakwasow na zblizonym

poziomie. W kolejnym etapie badan analizowano jej przydatnos¢ w probnych wypiekach.

W celu wyboru kultury starterowej do przeprowadzenia prob technologicznych w piekarniach
przeprowadzono badania laboratoryjne polegajace na zastosowaniu zakwasow
wyprowadzonych na dwa rézne sposoby, z udzialem kultur starterowych K2 i K3 do

otrzymania pieczywa pszenno-jgczmiennego.

5.6. Opracowanie technologii produkcji (receptury, metody prowadzenia ciasta)
pieczywa pszenno-jeczmiennego z zastosowaniem wybranych kultur bakteryjnych.

Otrzymanie partii préobnych ekologicznego pieczywa jeczmiennego.
Recepturg pieczywa ekologicznego pszenno-jeczmiennego opracowywano w laboratorium a

nastgpnie zastosowano do otrzymania wypiekow w dwoch piekarniach:

w piekarni Vini z Rogoznika i piekarni Stodka z Torunia.
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W do$wiadczeniach laboratoryjnych stosowano ocenione jako dobre kultury mieszane
o symbolu K2 i K3 skladajace si¢ odpowiednio z nastgpujacych szczepoéw: K2 z
P.acidilactici2, Weissella cibaria 3, W. cibaria 7 w stosunku 1:1:1, K3 z P.acidilactici 2, W.
cibaria 7 w stosunku 2:1. Kazdorazowo w IBPRS hodowano kultur¢ mieszang na podtozu
produkcyjnym, odwirowywano i w formie pasty dodawano do maki celem uzyskania zakwasu
jgczmiennego.
Tabela 25. Charakterystyka fizykochemiczna zakwaséw otrzymanych z uzyciem mieszanych
kultur starterowych, w wyniku trwajacej 24 h jednostopniowej fermentacji w temperaturze 30
°C.

Mieszana kultura starterowa pH KwaSOFZEiS]Ogélna
Proba kontrolna 5,02 9,5
K1 3,80 16,3
K2 3,92 16,7
K3 3,90 16,3

Nastgpnie sprawdzono mozliwos$¢ zastosowania dwoch rdéznych sposobow wyprowadzania

zakwasu.

e Przygotowanie ciasta i wypiek chleba w skali mikrotechnicznej
Ciasta wytwarzano z kwaséw prowadzonych 1.fazowo. Z kwasem piekarskim wprowadzano

do ciasta cala make jeczmienna (30%). Ciasta przygotowywano w oparciu 0 nastgpujaca

receptureg:

sktadniki ciasta masa

1. zakwas piekarski 600 g

2. Maka pszenna typ550 7009

3. Drozdze 2049

4. Sol 179

5. Woda 365 cm®

Tabela 26. Whasciwosci ciast w zaleznosci od rodzaju uzytej kultury starterowe;j

Kultura Kwasowos¢ ogolna H Czas rozrostu
starterowa stopnie P koricowego, min
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Probka
kontrolna

8,4

533

42

K1

9,4

4,37

40

K2

9,2

4,50

40

K3

9,0

4,40

33

Tabela 27. Jako$¢ chleba w zalezno$ci od rodzaju kultury starterowe;j

Kultura
starterowa

Objetose

100g chleba

cm®

Wilgotnosé¢
migkiszu

%

Kwasowos$¢
migkiszu,
stopnie

pH
migkiszu

Twardo$¢
G

Ocena
organoleptyczna

pkt

Préba
kontrolna

286

45,5

3,6

4,87

2050

Migkisz gorzkawy,
kruszacy si¢
33,5

K1

259

45,6

4,4

4,29

2300

zapach lekko
stodowy, migkisz
kruszacy sig, pory
nierOwnomierne,
smak kwaskowy
34,8

K2

256

45,1

4,8

4,32

1975

zapach stodowy,
lekko kwaskowy,
migkisz o
réwnomiernych
porach, chleb
aromatyczny smak
lekko kwasny
34,3

K3

249

45,9

4,7

4,28

2150

zapach stodowy,
smak wyczuwalnie
kwaskowy, chleb
aromatyczny
36,3
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Najwyzsza oceng organoleptyczna uzyskato pieczywo otrzymane z udziatem kultury K3.
Poniewaz jednak pieczywo z K2 i K3 nie ro6znito si¢ w sposob istotny, dlatego w dalszych
badaniach sprawdzono wpltyw zmiany sposobu wyprowadzania zakwasu z udzialem obu
kultur starterowych na cechy otrzymywanego z jego udzialem pieczywa.

e Doskonalenie sposobu przygotowania zakwasu do otrzymywania pieczywa z

udzialem maki jeczmiennej ekologicznej, proby w skali mikrotechnicznej

Przygotowanie zakwasow piekarskich
Zakwasy piekarskie sporzadzono z maki jeczmiennej i wody. Stosowano kultury starterowe
K2 i K3 oraz rézne metody prowadzenia zakwasow polegajace na zmianie ilosci wody
stosowanej do otrzymania zakwasu (rozne wydajnosci) oraz temperatury prowadzenia
fermentacji. Zastosowano zakwasy o wydajnosci 200% i 300% i temperatury 25 i 30°C.
Warianty zakwasow:

e Kkultura K3 (P.acidilactici KKP2, Weissella cibaria KKP7 w stosunku 2:1)
- zakwas A, wydajnos¢ 300, temperatura 25° C
- zakwas B, wydajno$¢ 200, temperatura 30° C

e kultura K2 (P.acidilactici KKP2, Weissella cibaria KKP3, Weissella cibaria KKP7)
w stosunku 1:1:1)
- zakwas C, wydajno$¢ 300, temperatura 25° C
- zakwas D, wydajno$¢ 200, temperatura 30° C
W/ w kultury starterowe zostaty uzyte do sporzadzenia zakwasoéw jeczmiennych, ktore
zostaly ocenione pod wzgledem organoleptycznym, fizykochemicznym i mikrobiologicznym
po 24 h fermentacji.
Tabela 28. Ocena organoleptyczna zakwasoéw w zaleznosci od zastosowanej kultury

starterowej i sposobu prowadzenia zakwasu.

zakwas A Zapach: wyraznie kwasny, zbozowy, lekko octowy
K3, w. 300% Struktura: rozwarstwiony (koniec fermentacji)
zakwas B Zapach: wyraznie kwasny, lekko octowy

K3, w. 200% Konsystencja: gesta, grudkowata

zakwas C Zapach: wyraznie kwasny, lekko octowy

K2, w. 300% Konsystencja: luzna, z gazami, napowietrzony
zakwas D Zapach: wyraznie kwasny, octowy, szczawiowy
K2, w. 200% Konsystencja: gesta, grudkowata
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Tabela 29. Charakterystyka technologiczna zakwasoéw piekarskich prowadzonych 1.fazowo
przez 24 h, otrzymanych z kulturami starterowymi K2 i K3 przy zastosowaniu rdznej

wydajno$ci zakwasu

Sposob prowadzenia zakwasu Wiasciwosci zakwasu
. Kultura
proba
starterowa ., Czas .,
Wydajnos¢ 0 .. Kwasowos¢
temp., ['C] | fermentacji , pH
ogolna, [°k]
[h]
zakwas 0 2,6 5,95
A K3 300 25 24 h 12,0 3,93
zakwas 0 4,0 5,94
B K3 200 30 24 h 17,3 3,87
zakwas 0 2,2 5,99
C K2 300 25 24 h 12,0 3,98
zakwas 0 3,6 5,93
D K2 200 30 24 h 18,0 3,96

W przypadku obydwu badanych kultur starterowych zwigkszenie wydajnosci ciasta przy
sporzadzaniu zakwasu (zwigkszenie dodatku wody) 1 obnizenie temperatury prowadzenia
fermentacji spowodowato obnizenie kwasowos$ci otrzymanych zakwasoéw. W takich
warunkach  przewage uzyskuja  bakterie prowadzace fermentacj¢ na  drodze
heterofermentacyjnej, oprocz kwasu mlekowego syntetyzowany jest kwas octowy 1 inne
produkty odpowiedzialne za powstawanie bogatego aromatu. Zakwasy sporzadzone z
udzialem maki o wysokiej zawarto$ci popiolu charakteryzuja si¢ wilasciwosciami
buforujacymi 1 stosunkowo wysoka zawarto$cia pentozandéw, co sprzyja powstawaniu

wigkszej w stosunku do maki o niskiej zawartosci popiotu, ilosci kwasu octowego.

Tabela 30. Ocena mikrobiologiczna zakwasow otrzymanych z kulturami starterowymi K2 i

K3 przy zastosowaniu roznej wydajnosci zakwasu

Kultura czas Grupa drobnoustrojow, j.t.k./g
starterowa, | fermentacji LAB drozdze | plesnie bakterie z rodziny
zakwas Enterobacteriaceae
grupa coli rodzaj
Salmonella
K2 (C) 0 1,1x10° brak 5,0x10° 3,5x10° 6,0x10*
w 300 24 h 6,0x10° | 6,0x10° | 7,0x10° | 1,0x10° 7,0x10°
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K2 (D) 0 1,2x10° brak 5,0x10° 3,5x10° 6,0x10*
w 200 24 h 52x10° | 6,0x10° | 1,4x10° 1,0x10° 6,2x10°
K3 (A) 0 1,0x10° | 1,2x 10" | 4,0x10° 2,0x10° 5,0x10"
w 300 24 h 5,8x10° | 3.0x10° | 6,0x10° n.Ww. 2,0x10°
K3 (B) 0 1,0 x10° | 1,4x10' | 5,0x10° 3,5x10° 6,0x10*
w 200 24 h 1,6x10° | 5,0x10° | 1,0x10° 1,0x10" 4,0x10°

*n.w. —nie wykryto

Zakwasy wykorzystano do sporzadzenia ciast, a nast¢pnie wypieku pieczywa. Ocena ciast

przedstawiona zostata w tabeli 31

Tabela 31. Wiasciwosci ciast w zaleznosci od rodzaju uzytego kwasu jeczmiennego (z

zakwasem wprowadzano 30% maki ogdtem) 1 udzialu maki jeczmienne;

Ciasto Rodzaj Udziat maki | Udziat maki Wydajnos¢ | Kwasowosé pH Czas
zakwasu | jeczmiennej, | wprowadzonej ciasta ogolna, rozrostu
% maki z kwasem stopnie koncowego,
ogblem min
1 A (K3) 30 30 169 9,0 4,28 40
2 B (K3) 30 30 169 9,2 4,26 36
3 A (K3) 40 30 172 9,0 4,39 33
4 B (K3) 40 30 169 9,0 4,26 30
5 C (K2) 30 30 169 8,6 4,33 40

Zakwasy wyprowadzone z kulturami starterowymi K2 i K3 charakteryzowaly si¢ zblizonym
sktadem mikroorganizméw, za wyjatkiem mniejszej liczby lub braku bakterii nalezacych do
grupy coli. Nie zaobserwowano rowniez wyraznych tendencji w zmianie parametrow
fizykochemicznych ciast wyprowadzonych z udzialem zakwasow o wydajnosci 300% 1 200%.
Wypiek chleba przeprowadzono z uzyciem maki ekologicznej: pszennej typ 550 wegierskiej i
jeczmiennej catoziarnowej (razowej) w proporcji 70:30 i 60:40, na zakwasie jeczmiennym, z

dodatkiem drozdzy do ciasta.
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Tabela 32. Jakos¢ chleba w zaleznosci od rodzaju kultury starterowejj, prowadzenia zakwasu

1 udziatu maki jgczmienne;j

Wariant doswiadczenia Oceniane wyrézniki
udziat
maki | Objgtos¢ B
- | jeezmi wilgotnogé | KWasOWose
chleb | kytura | rodzaj ennej 100g got migkiszu, PH | twardose, ocena
zakwasu % ' chleba migkiszu stopnie mickiszu G organoleptyczna
maki cm® pkt
ogblem
migkisz
A gumowaty
1] m 30 250 46,6 5,3 4,37 [2300 smak i zapach
w 300 .
kwasny
33
2 B smak tagodny
Il 252
W 200 30 45,0 50 4,36 |2200 335
A migkisz kleisty,
3 | I 40 255 46,2 5,3 4,45 |2700 smak kwasny
w 300 34
B migkisz kleisty,
4 | M 40 244 46,7 5,0 4,43 | 2550 smak kwasny
w 200
35,3
C migkisz kleisty,
S I 30 250 458 5,3 4,41 |2100 smak kwasny
w 300 358

Nie zaobserwowano wyraznego wplywu sposobu prowadzenia zakwasu na wigkszo$¢
ocenianych parametrow pieczywa otrzymanego z ich udzialem za wyjatkiem twardosSci
migkiszu. Pieczywo z udzialem 30% maki jeczmiennej (catos¢ w zakwasie), otrzymane z
udzialem zakwasow o wyzszej wydajnosci (300) bylo bardziej twarde niz otrzymane z
zakwasami o wydajnosci 200.

Ogolnie biorac pieczywo pszenno-jeczmienne zawierajace zarowno 30% jak i 40% maki
jeczmiennej charakteryzowala si¢ wyrazistym przyjemnym smakiem, bylo bardzo
aromatyczne z nutg stodowa, migkisz, cho¢ przyjemnie rozplywajacy si¢ w ustach, byt jednak
dos¢ twardy.

Do prob technologicznych w piekarniach zdecydowano si¢ uzy¢ kulturg starterowa K3, przy

wyprowadzaniu zakwasu stosowano wydajnos¢ 200%.
5.6. Przebieg doswiadczen i ocena pieczywa wyprodukowanego w

piekarniach.
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e Otrzymanie partii probnych ekologicznego pieczywa jeczmiennego w piekarni

Vini, ocena pieczywa

We wszystkich doswiadczenia wykonanych w piekarni zakwas otrzymywano wedlug

schematu:

1. maka jeczmienna

2. woda

3. kultura starterowa, 0,5% - 2,5 g

500 g

500 cm®

Ogotem 100259

I ciasto (udzial maki jeczmiennej 30%)
1. zakwas 1850 g

2. maka pszenna 2158 ¢

3. drozdze 62 g

4, sol 52 %

5. woda 1145 ¢

Ogodltem

5267 g

mieszenie ciasta 5 +4 min
fermentacja ciasta - 1 godz.
nawazki 550 g1 500 g
rozrost 50 min
wypiek 45 min w temp. 195°C

11. Ciasto (udzial maki jeczmiennej 40%)

1. kwas 1850 g
2. maka jgczmienna 308 g
3. maka pszenna 1848 g
4. drozdze 629
5. sol 52 %
6. woda 1195 ¢

Ogotem 5315¢

Fermentacja ciasta trwata 50 min, nawazka 500 g, rozrost 40 min.

Zaobserwowano, ze ciasto z 10% dodatkiem maki jgczmiennej nie ukwaszonej szybciej si¢

starzeje wymaga krdtszego prowadzenia i skrocenia rozrostu kgsow ciasta.

Tabela 33. Jako$¢ chleba w zalezno$ci od udzialu maki jeczmiennej. Proby technologiczne.

Udziat
maki

jeczmien

Objetose
100g

Wilgotnosé
migkiszu, %

kwasowos$¢
migkiszu,

pH
miekiszu

Twardosé, G

Ocena
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nej, % chleba [°K] 1 dzien
maki 3 po 4 dzien po organoleptyczna
ogoéltem cm wypieku | wypieku pkt
30 273 46,1 4.8 4,33 1950 2550 36,0
40 256 47,0 5,0 4,34 2150 2600 32,7

Tabela 34. Ocena mikrobiologiczna pieczywa, po pierwszej dobie

Grupy Préby pieczywa,
drobnoustrojow Liczba komoérek (j.t.k/ml)
chleb z 30%maki chleb z 40% maki
jeczmiennej jeczmiennej
bakterie fermentacji 3,6x10" 3,0x10"
mlekowej
ogolna liczba bakterii 1,8x10° 1,2x10°
Bakterie 2,0x10° 1,0x10°
przetrwalnikujace
Bacillus cereus 1,0x10" 1,0x10"
Bacillus subtilis n.w. n.w.
bakterie rodzaju n.w. n.w.
Leuconostoc
drozdze n.w. n.w.
Plesnie n.w. n.w.
bakterie z grupy coli n.w. n.w.
bakterie Salmonella n.w n.w

trwalo$¢ oceniana
poprzez objawy
plesnienia

po 7 dobach pojedyncze
kolonie plesni na
powierzchni chleba

po 7 dobach brak oznak
plesnienia na
powierzchni chleba

n.w. —hie wykryto

Proby zastosowania kultury starterowej] w piekarni Vini oceniono pozytywnie.

Otrzymane pieczywo bylo dostatecznie wyro$nigte, migkisz charakteryzowal si¢ dobra

elastycznoscia, dostateczna krajalnoscia i do$¢ rownomierna porowatoscia. Smak i zapach

byty odpowiednio intensywne, zréwnowazone i bardzo aromatyczne. Bukiet smakowo-

zapachowy zakwasu okreslono jako typowo stodowy, z wyczuwalna nuta kwaskowa, byl on

bardzo dobrze wyczuwalny.

Jedna z prob z 30% udzialem maki jgczmiennej w zakwasie zostala zaklasyfikowana

do I klasy jakosciowej pieczywa, uzyskujac 36 punktow za oceng organoleptyczna W

potaczeniu z ekwiwalentem punktow przypadajacych na wskazniki fizykochemiczne, druga

proba wypiekowa zostata zakwalifikowana do II klasy jakosciowe;.
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e Przebieg doswiadczen wykonanych w piekarni w Toruniu, ocena pieczywa

Chleb wypiekano z maki ekologicznej: pszennej typ 550 i jeczmiennej catoziarnowej

w roznych proporcjach, na zakwasie jeczmiennym, z dodatkiem drozdzy do ciasta.

W pierwszej serii do$wiadczen stosowano make¢ jeczmienna caloziarnowa o zawartosci

popiotu 2,0%, w drugiej serii doswiadczen zastosowano make jeczmienna razowa o

zawarto$ci popiotu 2,3% 1 wysokiej zawartosci blonnika pokarmowego tj. 22,3% .

Fermentacje zakwasu piekarskiego prowadzono dwufazowo w temperaturze 25 - 30°C, |

faza zostata wyprowadzona z uzyciem kultury starterowej K2 w formie liofilizatu w proporcji

0,5% kultury starterowej w stosunku do maki, po 26 godzinach fermentacji calo$¢ 1 fazy

uzyto do zapoczatkowania fermentacji fazy II, w ilosci 10%. Zakwas fazy drugiej po 24h

fermentacji uzyto do przygotowania ciasta.

e Prdba z maki jeczmiennej o zawartosci popiotu 2,0

Receptura

1
40% maki jgczmiennej
30 % w zakwasie

2
30% maki jeczmiennej

zakwas piekarski 6.000 g, 6.000 g,
maka pszenna typ550 7.000 g 7.000 g
maka jeczmienna 1.000 g -
drozdze 200 g 200 g

Sél 170 g 170 g
Woda 3.800 cm® 4.000 cm®
mieszenie I+ 11 bieg 4+6 min 4+6,5 min

masa kesa 4009 700 g 400 g i 700g
wypiek 210°C, 45 i 50 min 210°C, 45i 50 min

® Proba z maki o zawarto$ci popiotu 2,3.

Receptura

1
50% maki jeczmiennej
30 % w zakwasie

2
50% maki jeczmienne;j
40% w zakwasie

zakwas piekarski 5.400 g, 7.200 g,
maka pszenna typ550 45009 45009
maka jeczmienna 1.800¢g 900 g
drozdze 180 g 180 g

Sél 150 g 150 g
Woda 4.000 cm®, 3.800 cm®,
mieszenie I+ 1l bieg  [4+6 min 4+6,5 min

masa ke¢sa 40091700 g 400 g i 700g
wypiek 210°C, 40 50 min 210°C, 40 i 50 min

wydajno$¢ chleba - 134
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Tabela 35. Jako$¢ chleba w zalezno$ci od udzialu maki jeczmienne;j

Wariant objetos¢ Wilgotnos¢, | kwasowos¢ | pH Twardo$¢ migkiszu

do$wiadczenia | 100g chleba, % stopnie po po4 | po7

(udzial maki cm® 1dobie

jeczmienne;j,

udziat maki j.
w kwasie)

30 % (30% w 320 43,0 4,7 4,28 | 2600 | 3650 | 4150
zakwasie)

40 % (30% w 317 43,0 4,2 4,38 | 2925 | 3900 | 4550
zakwasie)

50% (30% w 229 44,0 8,3 4,31 | 3700 - -
zakwasie)

50% (40% w 203 44,8 9,8 4,11 | 3850 - -
zakwasie)

W przypadku pieczywa z zawartos$cia jgczmienia 50%, stwierdzono ze twardo$¢ migkiszu po

4 dobach od wypieku byta zbyt wysoka i powodowata jego nieprzydatnos¢ do konsumpcji.

Tabela 35.

Ocena organoleptyczna pieczywa otrzymanego podczas prob technologicznych

Maka, popiotowosé

Wariant doSwiadczenia

(udziat maki jeczmiennej, w tym w zakwasie)

Ocena

organoleptyczna

zakwas z maki o 30 % (catos¢ w zakwasie) 36
popiotowosci 2,0 40 % (30 w zakwasie) 35,5
zakwas z maki o 50% (30% w zakwasie) 31,5
popiotowosci 2,3 50% (40% w zakwasie) 30

Objawy mikrobiologicznego zepsucia pieczywa pszenno-jeczmiennego pojawialy sig

dopiero po siedmiu dobach przechowywania, w pieczywie o zawarto$ci maki jeczmiennej

30%. Pieczywo z wigksza zawartoscia maki jeczmiennej, ktora wprowadzano w formie

ukwaszonej charakteryzowato sig nizszym rozwojem ples$ni w trakcie przechowywania.

Tabela 36. Ocena mikrobiologiczna pieczywa z udzialem maki o zawartosci popiotu 2,0

Grupy Proby pieczywa,
drobnoustrojow liczba komérek (j.t.k/ml)
chleb z 30%maki chleb z 40%maki
jeczmiennej (calosé¢ w jeczmiennej (10% w
zakwasie) zakwasie)
LAB 2,0x10" 3,0x10°
ogolna liczba bakterii 1,6x10° 1,2x10°
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bakterie 2,0x10" 1,0x10"
przetrwalnikujace
Bacillus cereus 2,0x 10 1,6x 10"
Bacillus subtilis n.w. n.w.
bakterie rodzaju n.w. n.w.
Leuconostoc
drozdze n.w. n.w.
plesnie 1,4x 10" n.w.
bakterie z grupy coli n.w. n.w.
bakterie Salmonella n.w. n.w.
trwalo$¢ oceniana po 7 dobach pojedyncze po 7 dobach brak oznak
poprzez objawy ogniska plesni na plesnienia na powierzchni
ple$nienia powierzchni chleba chleba

n.w. nie wykryto

Tabela 37. Ocena mikrobiologiczna pieczywa z udzialem maki o zawartos$ci popiotu 2,3

Grupy Proby pieczywa,
drobnoustrojow Liczba komérek (j.t.k/ml)
chleb z 50%maki j¢czmiennej | chleb z 50%maki jeczmiennej
(30% w zakwasie) (40% w zakwasie)
LAB 1,2x 10° 2,0x10°
0gblna liczba bakterii 1,4x10° 1,7x10°
bakterie 1,0x10" 1,0x10"
przetrwalnikujace
Bacillus cereus 1,3x 10" n.w.
Bacillus subtilis n.w. n.w.
bakterie Sluzowe n.w. n.w.
drozdze n.w. n.w.
Plesnie n.w. n.w.
bakterie z grupy coli n.w. n.w.
bakterie Salmonella n.w n.w

trwatos$¢ oceniana
poprzez objawy
plesnienia

po 7 dobach brak oznak

plesnienia na powierzchni
chleba

po 7 dobach brak oznak
plesnienia na powierzchni chleba

n.w. nie wykryto

6. 1. Ocena wartos$ci odzywczej pieczywa

Otrzymane pieczywo oceniono pod wzgledem wartosci odzywczej. Okreslono poziom

zawartosci bialka (metoda Kiejdahla), tluszczu (metoda Soxhleta), popiotu (metoda
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grawimetryczna), wody (w wagosuszarce) a takze B-glukan metoda enzymatyczna przy
uzyciu spektrometru Beckman. Zbadano réwniez zawarto$¢ btonnika metoda enzymatyczno-
wagowa, (metoda AOAC 991 43:1994), zawarto$¢ weglowodandéw obliczona zostata jako
pozostaty sktadnik z roznicy:

ZWG =100 - (ZW+ZP+ZB+ZT+ZB)
Gdzie odpowiednio:

Z\WG — zawarto$¢ weglowodanow (g/100g)

Z\W — zawartos¢ wody (g/100g)

ZP — zawarto$¢ popiotu (g/100g)

ZB — zawarto$¢ biatka (g/100g)

ZT — zawartos¢ thuszczu (g/100g)

ZB — zawarto$¢ btonnika (g/100g)
Do obliczen warto$ci energetycznej pieczywa przyjete zostaly $rednie wspotczynniki
energetyczne Atwatera, ktére wynosza odpowiednio: dla biatka 4kcal/g, dla thuszczow 9
kcal/g, dla weglowodandow 4kcal/g. Kaloryczno$¢ btonnika kiedy$ okreslana jako O kcal
obecnie przyjmowana jest jako 2 kcal. Obliczenia te wykonane zostaty na podstawie metody
opisanej w Dzienniku Ustaw 2007/137 poz. 967.
Wartos$¢ energetyczna pieczywa pszennO-jeczmiennego przedstawiono w tabeli 38.
W tabeli umieszczono rowniez zawarto$¢ B-glukanu, ktory nie byt brany pod uwage przy
obliczeniu warto$ci odzywczej pieczywa.
Warto zaznaczyé, ze biorac pod uwage duza redukcje B-glukanu w zakwasie w stosunku
do jego zawartoSci w mace, trudno jest uzyskac pieczywo 0 wysokiej zawartos¢ B-glukanu
nie stosujac zadnych dodatkow. W przeprowadzonych prébach wszystkie wypieki mozna

uzna¢ za produkty o podwyzszonej zawartosci f-glukanu.

Tabela 38. Sktadniki pokarmowe i warto$¢ energetyczna pieczywa pPSZenno-jgczmiennego

w przeliczeniu na 100g produktu

Probka Zawartos¢ sktadnikow w % Wartos¢
chleba energetycz
B- btonnik | biatko | popidt | thuszc | woda | weglowod na
glukan z any z kcal/100g
roéznicy
30 % 0.5 3,5 6,5 0,85 0,35 43 45,8 219,4
m.j.
40 % m.j. 0,6 4 6,5 0,91 0,35 43 45,2 218,1
(30% w
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zakwasie)

50% m.j. 0,7 6,0 6,6 1.3 0,16 | 448 31,2 204,3
(30% w
zakwasie)

50% m.j. 0,7 59 6,5 1,3 0,15 44 42,2 207,8
(40% w
zakwasie)

m.j.- maka jeczmienna

Pieczywo pszenno-jeczmienne charakteryzowato si¢ stosunkowo niska kalorycznoscia
1 wysoka zawartos$cia btonnika pokarmowego a takze B-glukanu. Zgodnie z Rozporzadzeniem
WE nr 1924/2006 moze by¢ opatrzone o$§wiadczeniem, ze zawiera podwyzszong zawartos¢
tych sktadnikow w stosunku do pieczywa pszennego, poniewaz zawiera je w iloSci co
najmniej 30% wigkszej w porownaniu do podobnego produktu. Jednak brakuje specjalnych
przepiséw odnoszacych si¢ bezposrednio do okreslenia jakie produkty mozna okresli¢ jako
zrodto B-glukanu jeczmiennego.

W przypadku pieczywa zawierajacego 50% maki jeczmiennej razowej (30% w
zakwasie) mozna uzy¢ w o$wiadczeniu sformutowanie ,,wysoka zawarto$¢ blonnika
pokarmowego” , a w przypadku pozostatych wypiekow ,,zrédto blonnika pokarmowego™.

Opracowanie instrukcji technologicznej otrzymywania ekologicznego pieczywa
pszenno-jeczmiennego

Dokumentacja techniczno technologiczna chleba jgczmiennego ekologicznego

1. Receptura

A. Opis
Chleb jeczmienny ekologiczny produkowany jest z surowcow rolnictwa ekologicznego,
na kwasie jeczmiennym uzyskanym z zastosowaniem kultur starterowych bakterii
fermentacji mlekowej, z dodatkiem drozdzy, w bochenkach fermentujacych w formach.

B. Receptura

1. maka pszenna typ 550 ekologiczna - 70,00 kg

2. maka jeczmienna catoziarnowa ekologiczna - 30,00 kg

3. drozdze - 2,00 kg

4. sol - 1,70 kg

5. kultura starterowa - 0d 0,03 do 0,05 kg
6. do posypywania powierzchni

- ptatki jeczmienne ekologiczne - do 0,50 kg
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olej jadalny do smarowania form -do 0,30 kg
C. Wydajno$¢ srednia przy masie jednostkowe;j - 0,45 kg
bochenki fermentujace w formach - 135
(kg chleba ze 100 kg maki)
D. Zalecenia technologiczne
1. Przed posypaniem powierzchni uksztattowanych keséw ciasta nalezy posmarowac ja
kleikiem z ptatkow jgczmiennych, otrzymanym przez zalanie 1 czgéci platkow 10
czesSciami goracej wody, zamieszaniu i pozostawieniu na ok. 2 godziny.
E. Wymagania jako$ciowe - wg ZN
Warto$¢ energetyczna kcal/100g (kJ/100 g) nalezy oznaczaé po wypieku.
2. Wymagania dotyczace surowcow
Surowce ekologiczne musza posiada¢ aktualne certyfikaty zgodnosci z wymogami rolnictwa
ekologicznego, wystawione przez jednostki certyfikujace, zatwierdzone w panstwach UE.
Maka pszenna ekologiczna do produkcji chleba jeczmiennego ekologicznego powinna
charakteryzowac si¢ bardzo dobra warto$cia wypiekowa - wyzsza niz maka stosowana do
produkcji zwyklego chleba pszennego. Wynika to z konieczno$ci zrGwnowazenia ujemnego

wplywu na ciasto maki jgczmiennej, ktora obniza sprezystos¢ 1 zwigksza plastycznos¢ ciasta.

3. Proces technologiczny

Na kazdym etapie procesu technologicznego poczawszy od przyjmowania surowcow po
dostarczanie gotowych wyrobow do sprzedazy detalicznej nalezy zapobiega¢ zmieszaniu
surowcow i produktéow ekologicznych z konwencjonalnymi. Szczegdlnej starannos$ci w tym
wzgledzie nalezy dotozy¢ w przypadku rownolegtej produkcji wyroboéw konwencjonalnych i
ekologicznych. Produkcja taka powinna by¢ rozdzielona w przestrzeni (osobne budynki lub
linie technologiczne) lub czasie (produkcja wyrobow ekologicznych i konwencjonalnych
powinna by¢ prowadzona w inne dni). W przypadku wykorzystania tej samej linii
produkcyjnej do dwoch rodzajow produkeji, przed produkcja wyrobow ekologicznych
urzadzenia musza by¢ dokladnie oczyszczone i1 fakt ten musi by¢ odnotowywany w
dokumentacji.
3.1. Wytwarzanie ciasta

Wytwarzanie ciasta odbywa si¢ metoda dwufazowa kwas-ciasto. Schemat

technologiczny przedstawiono w tabeli 1.
Zakwas przygotowywany jest z maki jeczmienny w iloSci przewidzianej receptura, z

dodatkiem, do zapoczatkowania fermentacji, kultury starterowej bakterii fermentacji
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mlekowej K1 w ilosci 0,1% w stosunku do maki uzytej do sporzadzenia kwasu. Fermentacja

kwasu prowadzona jest przez 24 godziny w temperaturze 30°C.

Ciasto przygotowywane jest z dojrzatego zakwasu, do ktérego dodawane sa pozostate

sktadniki przewidziane receptura i woda. Drozdze powinny by¢ dodawane po rozptawieniu w

wodzie a s6l w postaci wodnego roztworu. Wydajnos¢ ciasta z 30% udzialem caloziarnowe;j

maki jeczmienny jest o ok. 1,5% wyzsza niz ciasta uzyskanego z samej maki pszennej typ

550.

Ciasto powinno by¢ mieszone do uzyskania optymalnego rozwoju. Temperatura ciasta po

mieszeniu powinna wynosi¢ ok. 28°C. Fermentacja ciasta w masie prowadzona jest przez 30

min.

Tabela 31. Schemat fermentacji ciasta na chleb jgczmienny ekologiczny

% © < g ©

© e = 2 = =,
N S N|lg B 2355 3| S = S & S
S E£/8 s/2cS|2E85E18 |2 |z |& |5 E|RE
s 2 |u 8= & 53*8 nh &= @) A = F o &
N ce=
2 & |kg kg kg g I kg kg kg °C godziny
zakwas | - - 30 30-50 |30 - - 60,03 |30 24
Ciasto 60,03 |70 - - ok.38 |2 1,7 ok. 28-30 |30 min

171,73

3.2. Dzielenie ciasta i fermentacja kesow

Dojrzate ciasto dzieli si¢ za pomoca dzielarki na k¢sy o masie zwigkszonej o wielko$é

upieku (ok. 13%) w stosunku do masy gotowego wyrobu. Kesy z dzielarki moga by¢
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podawane bezposrednio do forem. Powierzchni¢ k¢sow ciasta nalezy posmarowac kleikiem z
ptatkow jeczmiennych i posypac ptatkami jeczmiennymi. Kleik do smarowania powierzchni
kesow otrzymuje si¢ poprzez zalanie 1 czgéci ptatkow 10 czgsciami goracej wody,
zamieszaniu i pozostawieniu na ok. 2 godziny.

Kesy ciasta poddaje si¢ fermentacji koncowej w komorze fermentacyjnej o
temperaturze ok. 35°C i wilgotno$ci wzglednej powietrza 75%.
3.3. Wypiek

Wypiek prowadzi si¢ sposobem tradycyjnym dwustopniowym - zapiekanie w

temperaturze wyzszej, dopiekanie w temperaturze nizszej, z zastosowaniem parametrow
uzaleznionych od typu pieca, w czasie pozwalajacym na uzyskanie upieku na poziomie
0k.13%.
4. Znakowanie, pakowanie, przechowywanie i transport
Pakowanie

Bochenki przeznaczone do pakowania nalezy wystudzi¢ i zapakowaé - recznie lub za
pomoca pakowarek.
Znakowanie

Znakowanie musi by¢ zgodne z og6lnymi wymogami dotyczacymi znakowania
produktéw spozywczych a takze wymogami dotyczacymi produktow ekologicznych.
Obowiazkowe oznaczenia wyrobOow paczkowanych zwigzane z ekologicznymi metodami
produkcji:

= nazwa produktu z odniesieniem do jego ekologicznosci,

nazwa producenta,
logo UE,

* miejsce produkcji surowcoéw rolniczych (w tym samym polu widzenia co logo),

= nr kodowy organu kontroli lub jednostki certyfikujace;j,

= wskazanie sktadnikéw ekologicznych w sktadzie surowcowym.

Projekty etykiet produktow ekologicznych powinny by¢ zatwierdzone przez jednostke
certyfikujaca.

W przypadku produkcji w  zakladzie réwnolegle wyrobow ekologicznych i
konwencjonalnych, ich etykiety powinny wyraznie r6znic€ si¢ od siebie.

Przyktad oznakowania sktadu surowcowego na etykiecie:

Sktadniki: maka pszenna typ 550 ekologiczna*, woda, maka jeczmienna catoziarnowa
ekologiczna* (22%), drozdze, sol, ptatki jgczmienne ekologiczne®, kultura starterowa, olej.

*99,7% sktadnikow rolniczych pochodzi z rolnictwa ekologicznego
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rolnictwo UE (ewentualnie: rolnictwo polskie)
Przechowywanie i transport

Wyroby gotowe ekologiczne i konwencjonalne moga by¢ przechowywane w tych
samych obiektach i transportowane w tych samych jednostkach transportowych pod
warunkiem ich fizycznego rozdzielenia i whasciwego oznakowania.
W transporcie do produktow musi by¢ dolaczona dokumentacja z odniesieniem do statusu
produktu (czy ekologiczny), z informacja dotyczaca jednostki certyfikujacej, danych
producenta.
5. OKkres minimalnej trwaloSci
Okres minimalnej trwatosci chleba jeczmiennego ekologicznego pakowanego wynosi 3 dni.
Okres ten moze by¢ zmieniony na podstawie badan przechowalniczych chleba jeczmiennego
ekologicznego wyprodukowanego w danej piekarni.
6. Dokumenty zwigzane
Rozporzadzenie (WE) Nr 834/2007 z pdzniejszymi zmianami.
Rozporzadzenie (WE) Nr 889/2008 z pdzniejszymi zmianami.
Ustawa z dnia 25 czerwca 2009 r. o rolnictwie ekologicznym
Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi z dnia 18 marca 2010 r. w sprawie
niektoérych warunkow produkcji ekologicznej
Podsumowanie

Opracowano funkcjonalne kultury starterowe, ktore wykorzystano w celu otrzymania
ekologicznego pieczywa pszenno-jgczmiennego o wysokiej zawartoSci maki jeczmiennej,
wyrdzniajacego si¢ specyficznym smakiem 1 zapachem, wysoka wartoscia Zywieniowa
charakteryzujacego si¢ przedtuzona trwatoscia, a takze bezpieczenstwem zdrowotnym.

Dobor bakterii fermentacji mlekowej do kultur starterowych przeprowadzano w kilku
etapach obejmujacych ich izolacje ze spontanicznie fermentujacych zakwasoOw z maki
jeczmiennej, charakterystyke pod wzgledem wiasciwosci biotechnologicznych (zdolno$¢ do
syntezy kwasu mlekowego i innych metabolitéw, zdolno§¢ do hamowania rozwoju plesni w
zakwasach). Oceniono wiasciwosci fizyko-chemicznyne zakwasdéw otrzymanych z udziatem
monokultur nowo wyizolowanych szczepoéw. Wyizolowane LAB nalezalty do rodzaju
Pediococcus | Weissella. Sposrod bakterii nalezacych do tego samego gatunku: Pediococcus
acidilactici (2 szczepy), Weisella cibaria (3 szczepy), Pediococcus pentosaceus (3 szczepy)
poszczegolne izolaty roznity si¢ pod wzgledem profili fermentacyjnych. Bakterie fermentacji

mlekowej charakteryzowaly si¢ umiarkowana, jednak wystarczajaca do zakwaszenia
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srodowiska ciasta na wlasciwym poziomie, zdolnoscia do syntezy kwasu mlekowego. Kwas
octowy w stosunku do kwasu mlekowego w zakwasach pozostawatl w proporcji nie wigkszej
niz 1:10. Wyizolowane LAB charakteryzowaly si¢ zdolnoscia do syntezy zwiazkow
wplywajacych korzystnie na smak i zapach pieczywa. Na podstawie cech, wptywajacych na
przydatnos¢ szczepow LAB do prowadzenia fermentacji zakwasow, opracowano sktad trzech
kultur starterowych zawierajacych odpowiednio siedem, trzy i dwa sposréd badanych
szczepow bakterii. Wszystkie kultury nadawaty wilasciwy przebiegu fermentacji zakwasow
jeczmiennych 1 ciasta oraz nadawaty si¢ do wyprowadzenia zakwasu z zastosowaniem
od$wiezania. Ostatecznie do badan w piekarniach wybrano kultur¢ zawierajaca dwa szczepy
ze wzgledu na to, ze pieczywo otrzymane z jej udziatem ocenione zostato jako najlepsze pod
wzgledem waloréw smakowo-zapachowych. Korzystne jest takze ograniczenie liczbowego
sktadu szczepow wchodzacych w sktad kultury ze wzgledu na tatwos$¢ jej przygotowania.
Kulturg starterowa zastosowano w dwoch piekarniach ekologicznych do otrzymania pieczywa
pszenno-jeczmiennego o zawarto$ci maki jeczmiennej 30,40 i 50%, z czego do 40% maki
wprowadzano w postaci zakwasu. Ze wzgledu na ckologiczny charakter produktu w
wypiekach nie stosowano zadnych dodatkéw np. glutenu witalnego lub naturalnych
emulgatoréw.

Otrzymane pieczywo pszenno-jgeczmienne charakteryzowato si¢  wyraznym
charakterystycznym aromatem stodowo-kwaskowym. Pieczywo z 30% dodatkiem maki
jeczmiennej wprowadzonej w postaci zakwasu oceniono jako nalezace do I klasy.
Whprowadzenie do receptury dodatku jeszcze 10% maki jeczmiennej (do zawartosci ogotem
40%) wptynglo na niewielkie obnizenie jakosci pieczywa spowodowane przede wszystkim
wzrostem twardosci migkiszu. Dalsze zwigkszenie udzialu maki jeczmiennej a takze
zastosowanie maki o zawarto$ci blonnika pokarmowego 22% spowodowato zwigkszenie
kwasowosci pieczywa 1 negatywnie wptynglo na jego twardos¢, ktora byta gldéwna przyczyna
ograniczenia trwatosci pieczywa. Wszystkie wypieki charakteryzowaly si¢ natomiast bardzo
dobra jakoscia mikrobiologiczna, oznaki plesnienia pojawialy si¢ najwczesniej po 6 dniach.
Zastosowanie maki jgczmiennej catoziarnowej, w tym o zawartosci btonnika 22% umozliwito
uzyskanie pieczywa ekologicznego pszenno-jgczmiennego o  stosunkowo niskiej
kaloryczno$ci i wysokiej zawartosci btonnika pokarmowego a takze B-glukanu, a wigc
charakteryzujacego si¢ ,,gestoscia odzywcza”. Zgodnie z Rozporzadzeniem WE nr 1924/2006
moze by¢ opatrzone o§wiadczeniem, ze zawiera podwyzszona zawarto$¢ tych sktadnikow w
stosunku do pieczywa pszennego, poniewaz zawiera je w ilosci co najmniej 30% wigkszej w

poréwnaniu do podobnego produktu.
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W przypadku pieczywa zawierajacego 50% maki jeczmiennej razowej (30% w

zakwasie) mozna uzy¢ w o$wiadczeniu sformutowania ,,produkt jest bogaty w blonnik

pokarmowy”.

10.

6. PiSmiennictwo:

Arent E. Ryan L. Dal Bello F.; (2007), Impact of sourdough on texture of bread. Food
Microbiology. 24,165-174

Corsetti A, Gobbetti M, De Marco B, Balestrieri F, Paoletti F, Russi L, Rossi J.: (2000),
Combined effect of sourdough lactic acid bacteria and additives on bread firmness and
staling. J. Agric Food Chem., 48(7), 3044-51.

Czerwinska D. (2010), Maki niechlebowe i ich zastosowanie. Przeglad Zbozowo-
Mtynarski, 5, 4-5

Goesaert H., Brijs K., Veraverbeke W., Courin C., Gebruers K., Delcour J: (2005),
Wheat flour constituents: how they impact bread quality, and how to impact their
functionality. Food Trends in Science and Technology, 16 (1-3), 12-30

Karolini —Szkaradzinska Z., Subda H., Czubaszek A.: (2006) Wplyw dodatku maki
jeczmiennej na wlasciwosci ciasta 1 pieczywa uzyskiwanego z maki pszenic jarych 1
ozimych. Zywnos¢, Nauka, Technologia, Jako$¢, 2 (47), 124-132

Katina K: (2005), Sourdough: a tool for the improved flavour, texture and shelf-life of
wheat bread, academic dissertation, VTT Helsinki, Finland

Katina K., Arendt E., Liukkonen K., Autio K., Flander L., Poutanen K (2005): Potential
of sourdough for healthier cereal products. Trends in Food Science and Technology, ,
vol 16, iss.1-3,104-112

Kawka A. Rausch P., Swierczynski J.: (2007) Mozliwos¢ stosowania kultur
starterowych do produkcji pieczywa pszenno-jeczmiennego. Zywno$é, Nauka,
Technologia, Jakos¢. 6,(55), 219-233

Kawka A.: (2010) Wspotczesne trendy w produkcji piekarskiej —~wykorzystanie owsa i
jeczmienia jako zb6z niechlebowych. Zywno$é, Nauka, Technologia, Jako$¢.3 970), 25-
43

Kawka A., Goérecka D.: (2010) Poréwnanie sktadu chemicznego pieczywa pszenno-
owsianego i pszenno-jeczmiennego z udzialem zakwaséw fermentowanych z udziatem

zakwasow fermentowanych starterem LV2. Zywnos$¢, Nauka, Technologia, Jako$¢.3

62


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Corsetti%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gobbetti%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22De%20Marco%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Balestrieri%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Paoletti%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Russi%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rossi%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Agric%20Food%20Chem.');

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

970), 44-55

Marklinder 1., Johansson (1996): Influence of lactic acid bacteria on technological,
nutritional and sensory properties of barley sour doughbread. Food Quality Pref., 7, 285-
292

Marklinder 1., Johansson L., Haglund A., Nagel- Held B., Seibel W.: (1996), Effects of
flours from different barley varieties on barley sour dough bread. Food Quality and
Preference, 7, 275-284

Meroni A., Dal Bello F., Arendt E.: (2009) Sourdough in gluten —free bread making: An
ancient technology to solve a novel issue? Food Microbiology, 26, 676-684
Misniakiewicz M.: (2010) Wptyw procesu fermentacji na poziom zanieczyszczen ciasta
chlebowego. Zywno$¢, Nauka, Technologia, Jako$é.6 (73),67-82

Piasecka-Jozwiak K., Chablowska B., Stowik E., Rozmierska J., Stecka K.M.: (2006),
Zastosowanie kultur starterowych (wyselekcjonowanych szczepdéw bakterii mlekowych
do poprawy jakosci pieczywa mieszanego i zytniego. Zywno$é, Nauka, Techno. Jakosé.,
(13), Suplement 1 (46), 100-113.

Piesiewicz H. (2009), Aspekty technologiczne produkcji pieczywa na naturalnych
zakwasach. Przeglad piekarski 1 Cukierniczy. 4, 6-10

Piotrowska M,, Zakowska Z.: (2005) The elimination of ochratoxin A by lactic acid
bacteria strain. Pol.J. microbiolo.4 (54), 279-286

Poutanen K., Flander L., Katina K., (2009) Sourdough and cereal fermentation in
nutritional perspective. Food Microbiology 26, 693-699

Staszewska E., Janik M.: (1999), Zastosowanie kultur starterowych w piekarstwie.
Przeglad. Piekarski i Cukierniczy, 2, 6-9.

Stepaniak L.: Zakwasy do ciasta — mikrobiologia i biochemia. Przemyst Spozywczy,
2000, 3, 44-46.

Staszewska E., Piesiewicz H.: Tradycyjne wytwarzanie ciast zytnich i mieszanych (cz.1).
Przeglad Piekarski i Cukierniczy, 2005, 11, 8-13

. Waszkiewicz-Robak B., Swiderski F.: (2006) Beta glukany jako nowe, bioaktywne

sktadniki zywnosci, Materialy XXXVII Sesji Naukowej KNoZ PAN, Gdynia 26-27
wrzesnia, 145.

Zannini E., Garofalo C. Aquilanti L., Santarelli S., Silvestri, Clementi F. (2009)
Microbiological and technological characterization of sourdough destined for bread

making with barley flour. Food Microbiology, 26, 744-753

63



