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II. Miejsce realizacji zadania badawczego

Piekarnie produkujace pieczywo ekologiczne:
Bio-Piekarnia Grzybow 1, 09-533 Stubice,
Piekarnia VINI 42-582 Rogoznik, ul. Kosciuszki 107,
Piekarnia Stodka Ryszard Piasecki, 87-100 Torun

1 Zaktad Technologii Fermentacji IBPRS,

III. Glowne zadania wykonane przez Zaklad Technologii Fermentacji

Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rolno-Spozywczego w 2011 roku.

1. Okreslenie jakos$ci mikrobiologicznej surowcoOw ekologicznych tj. maki owsianej 1
pszennej z certyfikatem surowcéw Eko-rolniczych, w poréwnaniu do surowcow
konwencjonalnych.

2. lIzolacja 1 identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy z maki
ekologicznej owsiane;.

3. Selekcja bakterii mlekowych, pod wzgledem cech biotechnologicznych i
aktywnos$ci antymikrobiologiczne;.

4. Dobor wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej do opracowania sktadu
kultur starterowych, do otrzymywania pieczywa pszenno-owsianego.

5. Ocena wptywu nowo wyselekcjonowanych bakterii na jako$¢ mikrobiologiczng i
technologiczng zakwas6w owsianych 1 pieczywa ekologicznego pszenno-
owsianego.

6. Przygotowanie (receptury) metody otrzymywania pieczywa pszenno-owsianego z
zastosowaniem wybranych kultur bakteryjnych i sprawdzenie jej w trzech
piekarniach ekologicznych.

7. Badanie /okres$lenie trwatosci pieczywa.

8. Opracowanie instrukcji technologicznej dla piekarni.



IV. SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
1. WSTEP

Postep techniczny i technologiczny spowodowal zmiang nawykow zywieniowych
spoleczenstw krajow uprzemystowionych. Dieta przecietnego mieszkanca USA 1 Europy
charakteryzuje si¢ nadmierng podaza energii, jest bogata w oczyszczone przetwory zbozowe i
wysoko przetworzone produkty miesne. Przyczynia si¢ to do zaburzen metabolicznych i
rozwoju choréb tzw. cywilizacyjnych takich jak: cukrzyca insulinozalezna, choroba
niedokrwienna, zawat serca. W wyniku prowadzonej kampanii informacyjnej konsumenci na
catym $wiecie zaczynaja poszukiwaé zdrowych naturalnych produktow spozywczych. Wazna
jest dla nich nie tylko cena produktu, ale réwniez jego cechy organoleptyczne, zdrowotne oraz
dietetyczne, widoczna jest tendencja powrotu do tradycyjnych metod otrzymywania
zywnosci. Duzy nacisk ktadzie si¢ na ograniczenie stosowania dodatkéw do zywnosci, coraz
wiecej zwolennikéw zyskuje ekologiczne rolnictwo 1 ekologiczne metody produkcji
zywnosci. Wazne miejsce w tym nurcie zajmuje pieczywo ekologiczne, produkowane na
naturalnych kwasach piekarskich, bez dodatkoéw technologicznych. W Zaktadzie Technologii
Fermentacji IBPRS od kilku lat prowadzone sg badania nad szerokim zastosowaniem bakterii
fermentacji mlekowej w produkcji Zzywno$ci o walorach prozdrowotnych, funkcjonalnej,
przeciwdziatajacej otytosci i chorobom uktadu krazenia. Jednym z kierunkéw badawczych
jest opracowywanie kultur starterowych do réznego rodzaju pieczywa.

Powszechnie spozywane pieczywo wykorzystuje si¢ jako produkt, ktéremu nadaje si¢
cechy zywnos$ci funkcjonalnej poprzez wzbogacanie w dodatki prozdrowotne. Grupa
dodatkéw prozdrowotnych o udokumentowanym korzystnym wptywie na zdrowie sag
produkty owsiane, zawierajgce duze ilosci beta-glukandéw. Beta-glukany to dlugotancuchowe
polisacharydy zbudowane z czasteczek glukozy potaczonej wigzaniami w uktadzie beta-1-3;
beta-1-4 i/lub beta-1-6. Zaliczane sa do niestrawnych wielocukrow i uwazane za komponenty
wiokna pokarmowego. (Thammahiti S.,2004; Waszkiewicz-Robak B., Swiderski F. (2006)).

Udowodniono korzystny wplyw na zdrowie wywierany przez owsiany beta-glukan.
Juz pig¢ porcji dziennie produktow zawierajacych 3g beta glukanu powoduje 5% redukcje
poziomu cholesterolu we krwi i zmniejsza ryzyko zawatu serca (Bell S. 1 wsp., 1999). W
USA, Szwecji i Wielkiej Brytanii wprowadzono przepisy zdrowotne dotyczace zywnoS$ci
zawierajace] beta-glukan. De Grot 1 wspdlpracownicy jako pierwsi zaobserwowali, ze po
wzbogaceniu diety w ptatki owsiane stezenie cholesterolu catkowitego w osoczu krwi osob
zdrowych ulegato zmniejszeniu (De Grot i wsp., 1963). Zywno$¢ zawierajagca w swym

sktadzie owies lub jego pochodne (,,0at food”) tj.: make owsiang, ptatki owsiane, otreby
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owsiane korzystnie wptywa na zdrowie poprzez obnizanie poziomu cholesterolu we krwi,
obnizanie st¢zenia glukozy po positkach, poprawienie funkcji trawiennych organizmu
(Salmekahlio-Martilla M. i wsp., 2004). Hipocholestrolemiczny efekt obserwowany po
wzbogaceniu dziennej racji pokarmowe] w przetwory owsiane przypisuje si¢ najczesciej
zawartym w nich sktadnikom widkna pokarmowego, ktore sg rozpuszczalne w wodzie tj.:
beta-glukanom. Przetwory owsiane dodawane do zywno$ci powoduja ponadto obnizenie
popositkowego stezenia glukozy i zmniejszenie indeksu glikemicznego produktu.

Owies, z racji swoich walorow prozdrowotnych i dietetycznych, powinien znajdowac
jak najszersze zastosowanie w produkcji zywnosci. Od wielu lat przemyst piekarski
podejmuje wiec liczne proby wykorzystania przetworéw owsianych zarowno w roli surowca
podstawowego, jak i dodatku do pieczywa (Flander i wsp., 2006).

Wykazano (McKechnie, 1983; Zhang i wsp., 1998), ze dzigki duzej zawartosci B-
glukanéw owies charakteryzuje si¢ doskonalg i nader korzystng zdolno$cia zatrzymywania
wilgoci, ktéra przyczynia si¢ do utrzymania $wiezo$ci pieczywa przez dtuzszy czas, a liczne
badania (Forssell i wsp., 1998; Zhang i wsp., 1998) potwierdzaja, ze dodatek owsa, skrobi lub
lecytyny owsianej moze znacznie wydluzy¢ termin przydatnosci pieczywa do spozycia.
Z racji zwiekszenia stopnia zatrzymania wody w migkiszu chleba, obserwuje si¢ réwniez
znaczace obnizenie stopnia retrogradacji skrobi w przypadku pieczywa z zawarto$cig min.
10% maki owsianej. Gléwnym problemem, ktéry utrudnia stosowanie maki owsianej w roli
podstawowego surowca w produkcji pieczywa jest obnizenie jakosci wypiekow postepujace
w miar¢ zwigkszania udzialu owej maki w cieScie. Prawidlowo$¢ ta wystepuje, poniewaz
biatkom owsa (z racji niskiej zawarto$ci prolaminy, gluteniny 1 gliadyny) brakuje
wysokoplastycznych wtasciwosci glutenu, ktére odpowiadajg za elastyczng konsystencje
ciasta pszennego, a tym samym umozliwiaja zatrzymywanie w nim pe¢cherzykoéw gazu
(Briimmer 1 wsp., 1988; Flander i wsp., 2006; Wolska i wsp., 2009).

W krajach Europy Zachodniej przyjeto, ze okreslenie ,,pieczywo owsiane” przystuguje
wypiekom o zawartosci min. 20 g przetworow owsianych na 100 g maki ogotem. W miare
zwigkszania ilo$ci produktéw owsianych w cie$cie powyzej tego poziomu otrzymuje si¢
wypieki, o coraz bardziej niekorzystnych cechach. Pieczywo takie charakteryzuje si¢ znacznie
zmniejszong objetoscia i spoistoscia, duza wilgocia oraz lepka i gumowata konsystencja.

Niewielkie zmiany objetosci wypiekdw, ktore wystepuja przy dodatku do 15 g maki
owsianej] na 100 g maki ogdélem mogg by¢ kompensowane poprzez znaczne zwigkszenie
udzialu wody w ciescie (68-92 g/100 g maki ogdtem) (Gormley i Morrissey, 1993; Omah i
Letkovitch, 1998; Flander i wsp., 2006).



Flander 1 wsp. (2006) w swoich badaniach wykazali, ze stosujac jednoczesnie dodatek
glutenu i1 zwigkszony udzial wody w cie$cie mozna otrzymac¢ dobrej jakosci wypiek, ktory
zawiera nawet 51 g maki owsianej na 100 g maki ogétem. Jednym z rozwigzan
technologicznych wplywajacych na poprawe jakosci chlebéw owsianych, jest wprowadzenie
maki owsianej w formie ukwaszonej z zastosowaniem kultur starterowych, gdyz
wyprowadzanie kwasu owsianego z maki ekologicznej, z racji jej duzych zanieczyszczen
mikroflorg niepozadana jest bardzo trudne i wieloetapowe.

Stosowanie zakwasOw podczas wyrobu pieczywa jest jednym z najstarszych
przyktadow wykorzystywania procesOw biotechnologicznych przez cztowieka. Gloéwng
funkcja technologiczng zakwasu jest fermentacja maki, co umozliwia odpowiednie
spulchnienie ciasta. W konsekwencji otrzymywany jest wypiek o pozadanej objetosci i
strukturze migkiszu. Fermentacja zachodzaca w zakwasach powoduje rowniez modyfikacje
cech organoleptycznych pieczywa. Z racji coraz to wigkszego zainteresowania konsumentow
zywnoscia naturalng, produkowang w sposob tradycyjny, technologie produkcji chleba na
zakwasie przezywajg obecnie swdj renesans.

Przyjmuje si¢, ze oprécz redukeji pH, kluczowe znaczenie podczas ukwaszania maja
zmiany biochemiczne zachodzace w weglowodanach 1 biatkach maki. Zmiany te
warunkowane sg aktywnoS$cig enzymow - zardwno tych syntetyzowanych przez mikroflorg,
jak 1 tych naturalnie obecnych w mace, a uaktywniajacych si¢ w kwasnym S$rodowisku
(Arendt 1 wsp., 2007). Roznorodno$¢ mak i rézne kombinacje parametréw fizycznych
prowadzenia procesu ukwaszania, warunkuja kompleksowos$¢ tego procesu i wzajemnych
interakcji pomiedzy mikroorganizmami.

Z powodu zwigkszonej chlonnosci wody ciast kwasnych wzgledem ciast oboj¢tnych
wymagaja one krotszego czasu mieszania i sg mniej zwarte. Prawdopodobnie, zjawisko
obnizonej stabilnos$ci ukwaszonego ciasta warunkowane jest przez czg¢sciowy rozpad bialek
glutenu. Stosowanie kwasow piekarskich w technologii otrzymywania pieczywa wplywa na
obnizenie zawartosci fityniandw i zwigkszong dostepnos¢ substancji mineralnych w gotowym
chlebie, jego funkcja zdrowotna wynika rowniez z niskiego indeksu glikemicznego.

Z racji trudnosci technologicznych w otrzymaniu dobrej jako$ci pieczywa o duzej
zawarto$ci maki owsianej, caty czas poszukuje si¢ nowych metod poprawy wlasciwosci
piekarniczych ciast pszenno-owsianych. Udowodniono (Bering 1 wsp., 2006), ze fermentacja
mlekowa przyczynia si¢ do znacznej redukcji zawartosci fitynianow owsianych, przez co
nastepuje zwigkszenie przyswajalnosci pokarmowej mikro i1 makroelementow (w

szczegolnosci zelaza). Wykazano takze (Degutyte-Fomins i wsp., 2002), ze procesy
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fermentacyjne w zakwasach skutkuja zwigkszeniem rozpuszczalnosci B-glukanow 1 biatek
owsianych w wodzie, z jednoczesnym brakiem negatywnego wpltywu na poziom zwartosci
tych zwigzkow. Nastepuje czeSciowa depolimeryzacja B-glukandw, ktora sprzyja poprawie
wlasciwosci reologicznych ciast poprzez obnizenie ich lepkosci (Degutyte-Fomins 1 wsp.,
2002; Bering i wsp., 2006; Flander 1 wsp., 2006).

Hiittner 1 wsp. (2010) dowiedli, ze zastosowanie zakwasu w technologii wypiekow
owsianych intensyfikuje proces kleikowania i1 hydrolizy skrobi oraz wywiera bardzo
korzystny wplyw na objeto$¢ uzyskanego pieczywa, struktur¢ jego migkiszu i1 szybkos§¢
czerstwienia.

Mikroflora zakwasdéw piekarskich jest bardzo zlozona. Praktycznie wszystkie
drobnoustroje charakterystyczne dla maki obecne sg takze w zakwasach i ciescie, aczkolwiek
w procesie od$§wiezania kwasow 1 fermentacji w kolejnych fazach nastepuje selektywne
namnazanie jednych 1 hamowanie rozwoju innych gatunkéw. Dominujaca grupa
drobnoustrojéw sa LAB oraz drozdze. W dojrzalych zakwasach wystepuje przecigtnie od
1-10° do 3-5 - 10’ j.tk./g bakterii mlekowych oraz 1 - 10° do 5 - 10" j.tk./g drozdzy.
Obecnie liczba gatunkow LAB wystepujacych w kwasach piekarskich szacowana jest na
ponad 50 gatunkéw. Wsrdd nich iloSciowo wyrdzniaja si¢ przedstawiciele rodzaju
Lactobacillus. Sa to przede wszystkim gatunki takie jak: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus panis, Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus
frumenti, Lactobacillus mindensis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus amylovorus
1 Lactobacillus sanfransiscensis. Bakterie z rodzaju Lactobacillus sa bardzo czgsto izolowane
z réznorakich kwasow piekarskich, ale tylko niektore z nich wystepuja w wiekszosci
badanych ekosystemow. Pozostate rodzaje bakterii mlekowych, do ktorych nalezag m.in.
Lactococcus, Pediococcus, Weissella 1 Leuconostoc wystepuja w mniejszej liczbie (Cossigani
Li wsp., 1996; De Vuyst L., Neysens P., 2005)

W technologii piekarskiej stosowane sg od pewnego czasu kultury starterowe
zawierajace bakterie fermentacji mlekowej (LAB) lub LAB 1 drozdze. Stosowanie starterow
w produkcji pieczywa przynosi korzysci technologiczne, ekonomiczno-organizacyjne,
powoduje podniesienie jako$ci pieczywa oraz wnosi cechy prozdrowotne (Piesiewicz, 2005;
Diowksz, 2006). Znajdujace si¢ na rynku startery piekarskie przeznaczone sa gléwnie do
pieczywa pszennego 1 pszenno-zytniego 1 zlozone s3 ze szczepdw Dbakterii tzw.
,kolekcyjnych” nie selekcjonowanych z poszczegolnych typow maki.

Mimo obecnosci na rynku kilku rodzajéw gotowych starterow celowym jest

poszukiwanie nowych zestawow mikroorganizméw, pozwalajacych wzbogaci¢ aromat i smak
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pieczywa oraz urozmaici¢ jego asortyment. Zaleta stosowania kultur starterowych jest
szybkie zapoczatkowanie fermentacji ciasta, nadanie jej wlasciwego przebiegu (Piasecka-
Jozwiak i wsp., 2006).

Wazng role w stabilizacji wielosktadnikowej populacji kultury starterowej odgrywaja,
wytwarzane przez bakterie mlekowe, substancje o charakterze bakteriocyn. Bakteriocyny
oddziatywuja hamujaco na rozwoj bakterii o podobnych wymaganiach $§rodowiskowych,
wspotzawodniczacych o zajecie tej samej niszy ekologicznej. Substancje te wptywaja na
ograniczenie zakazen wystepujacych podczas fermentacji, nie zakidcajgc jednoczesnie
rozwoju czynnych w zakwasach chlebowych drozdzy.

Przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ bakterii mlekowych jest warunkowana przez
syntez¢ 1 wydzielanie zwigzkow hamujacych lub ograniczajagcych wzrost innych
mikroorganizméw, w tym réwniez mikroflory stanowiacej typowe zakazenia zakwasow
piekarskich. W grupie tych zwiazkéw najwigksze znaczenie maja kwasy organiczne (wsrod
ktérych dominuja kwasy mlekowy i octowy), bakteriocyny oraz nadtlenek wodoru (H,O,).
Istotne jest takze wypieranie tlenu, ktore zapobiega rozwojowi plesni i innych drobnoustrojow
aerobowych. Mozliwo$¢ eliminacji mikrobiologicznych zakazeh na drodze naturalnej
fermentacji zakwasow, pozwala w znacznym stopniu ograniczyé, a nawet wyeliminowac
chemiczne dodatki konserwujace pieczywo (Diowksz, 2006).

Ze wzglegdu na powszechno$¢ spozywania pieczywa jego rola jako zrddla
substancji/sktadnikow odzywczych jest nie do przecenienia, dlatego jako$¢ pieczywa ma tak
duze znaczenie. Istnieje poglad, ze ekologiczne rolnictwo 1 przetworstwo pozostawia w
produktach np. mace wigksza liczbg zanieczyszczen mikrobiologicznych. Zmniejszenie
zagrozen wynikajacych z zakazen niepozadang mikroflorg oraz zwigkszenie biodostepnosci
metali dzigki zastosowaniu kultur starterowych, a takze duza zawarto$¢ blonnika
pokarmowego w pieczywie owsianym sg argumentami $§wiadczacymi o potrzebie prac nad
poprawa jego jakosci. Istotne zagadnienie stanowi poprawa wiasciwosci sensorycznych tego
rodzaju pieczywa, poniewaz czg¢sto pieczywo zawierajagce duzy udziat maki ze zboz
bezglutenowych charakteryzuje si¢ niska jakos$cia migkiszu. Innowacyjnos¢ projektu polega
nie tylko na wykorzystaniu cennego, stwarzajacego problemy technologiczne surowca jakim
jest ekologiczna maka owsiana, ale przede wszystkim na zastosowaniu wyselekcjonowanych,
unikalnych szczepow bakterii fermentacji mlekowej, jako kultur starterowych do

otrzymywania ekologicznego pieczywa owsianego o podwyzszonej wartosci odzywcze;.



2. Cel badan

Celem badan bylo opracowanie metody otrzymywania pieczywa o jak najwyzszej

zawartosci ekologicznej maki owsianej, z zastosowaniem specjalnie skomponowanych

bakteryjnych kultur starterowych ztozonych ze szczepéw LAB o unikalnych wtasciwo$ciach

antybakteryjnych i technologicznych.
3. Zakres badan:

Okreslenie jakosci mikrobiologicznej surowca ekologicznego tj. maki owsiane;j
1 pszennej z certyfikatem surowcow Eko-rolniczych, w poréwnaniu do
surowcow konwencjonalnych. Oznaczanie w probkach maki liczby bakterii
patogennych i niepozadanych w procesie produkcyjnym tj. Escherichia coli,
Salmonella spp., oraz liczby plesni.

Badania na wplywem jako$ci ekologicznej maki owsianej, na mikroflor¢
zakwasow piekarskich, wybor materiatu biologicznego (zakwasow) do izolacji
bakterii.

Izolacje 1 identyfikacj¢ bakterii fermentacji mlekowej 1 drozdzy z
ekologicznego materiatu biologicznego (zakwasow  owsianych). Selekcje
bakterii mlekowych, pod wzgledem cech biotechnologicznych i aktywnosci
antymikrobiologicznej (hamowania wzrostu bakterii patogennych i
niepozadanych w procesie produkcyjnym oraz plesni).

Dobér wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej do opracowania
sktadu kultur starterowych, do otrzymywania pieczywa. Zastosowanie
wybranych kultur bakteryjnych do sporzadzania owsianych zakwaséw
piekarskich, w wybranych do badan piekarniach ekologicznych.

Ocen¢ wplywu nowo  wyselekcjonowanych  bakterii  na  jako$¢
mikrobiologiczng 1 technologiczng zakwasow owsianych 1 pieczywa
ekologicznego pszenno-owsianego.

Przygotowanie (receptury) metody otrzymywania pieczywa pszenno-
owsianego z zastosowaniem wybranych kultur bakteryjnych.

Badanie /okreslenie trwato$ci pieczywa, jego przydatnosci do spozycia, czasu
do pojawienia si¢ oznak zepsucia mikrobiologicznego, (pobieranie probek i
wykonywanie analiz  mikrobiologicznych, w celu oceny jakosci

mikrobiologicznej pieczywa).



e Opracowanie sprawozdania z wynikow badan, opracowanie instrukcji

technologicznej dla piekarni.

4. Metody badan

W trzech piekarniach ekologicznych przeprowadzone zostaly proby wypieku chleba
pszenno-owsianego na kwasie owsianym, wyprowadzonym z  zastosowaniem
wyselekcjonowanych uprzednio bakteryjnych kultur starterowych, o specyficznych
wlasciwosciach antymikrobiologicznych i technologicznych. Sktad kultur starterowych do
pieczywa owsianego opracowany zostal na podstawie cech biotechnologicznych bakterii
fermentacji mlekowej, wyizolowanych z kwasow piekarskich, sporzadzonych z ekologicznej
maki owsianej. Surowcem gléwnym byla ekologiczna maka owsiana razowa (typ 2000)
uzyskana z ziaren owsa nagoziarnistego, wyprodukowana przez firm¢ Wytwodrni¢ makaronu
"BIO" Aleksandra i Mieczystaw Babalscy z Pokrzydowa — producenta ekologicznych mak,
kasz 1 makaronow. Wszystkie pozostale surowce tj. maka pszenna posiadaly certyfikat
ekologiczny.

W pierwszej fazie pracy material do badan stanowita ekologiczna maka owsiana oraz
sporzadzone z niej kwasy piekarskie. Charakterystyke maki owsianej 1 pszennej uzytej do
przygotowania zakwasow przeprowadzono wedlug metod PN, przy uzyciu odpowiednich
podtozy mikrobiologicznych do namnazania, selekcji oraz identyfikacji drobnoustrojow.
Ponizej opisano metody i materiaty:

e Oceng mikrobiologiczng maki i, kwasow piekarskich” wykonano wedtug:

PN-EN ISO 4833:2004+Ap1:2005 Mikrobiologia Zzywno$ci i pasz. Ogodlne zasady

oznaczania liczby drobnoustrojow. Metoda ptytkowa w 30°C. Agar PCA (Merck) z

ekstraktem drozdzowym, glukoza 1 peptonem kazeinowym — do oznaczania ogolnej

liczby bakterii mezofilnych 1 przetrwalnikujgcych [PN-EN ISO 4833:2004];

PN-ISO 21528-2:2005 Mikrobiologia zywnosci 1 pasz. Horyzontalna metoda wykrywania

1 oznaczania liczby Enterobacteriaceae. Cz. 2 Metoda ptytkowa.

PN-ISO 21527-2:2009 Mikrobiologia zywnosci i1 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 ogolnej liczby



PN-A-74134-4:1998 Wyroby 1 potprodukty ciastkarskie. Badania mikrobiologiczne.
Oznaczanie liczby bakterii przetrwalnikujacych amylolitycznych
PN-ISO 7251:2006 Mikrobiologia Zywnos$ci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
obecnosci 1 oznaczania liczby przypuszczalnych Escherichia coli. Metoda najbardziej
prawdopodobnej liczby.
PN-ISO 15214:2002; Oznaczanie liczby bakterii kwaszacych przy uzyciu agaru Smith-
Lorenza z purpurg bromokrezolowa
PN-EN ISO 6887-1:2000; Oznaczanie liczby bakterii proteolitycznych
PN-90 A-75052/09:1994; Oznaczanie liczby bakterii tworzacych §luz
Ponadto przeprowadzono ocen¢ fizykochemiczng i sensoryczng zakwaséw owsianych
w trakcie kolejnych faz ukwaszania.
e Izolacja i identyfikacja LAB i drozdzy

Izolacje 1 identyfikacje¢ bakterii fermentacji mlekowej przeprowadzono z
wykorzystaniem odpowiednich podtozy (MRS z purpura bromokrezolowa i1 aktidionem). Z
materialu mikrobiologicznego (pojedyncze kolonie) wyhodowanego z zakwasow piekarskich
wyizolowano bakterie fermentacji mlekowej. Material ten poddany zostal oczyszczeniu
poprzez kilkakrotne pasazowanie w odpowiednich podtozach i wstgpnie oceniony poprzez
obserwacj¢ morfologii komoérek w preparatach mikroskopowych przy uzyciu mikroskopu
Nikon Optiphot.

Przynalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych linii komoérkowych LAB oznaczono
poprzez identyfikacje zamplifikowanego genu 16S rDNA. Izolacj¢ bakteryjnego DNA
wykonano z uzyciem zestawu GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit firmy Sigma-Aldrich
(USA). Przynalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych szczepow bakterii ustalono poprzez analize
sekwencji genu 16S rDNA. Do reakcji PCR uzyto primer forward 16SF oraz primer reverse
16SR. Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf).
Produkty amplifikacji poddawano oczyszczeniu zestawem GenElute™ PCR Clean-Up Kit
(Sigma) zgodnie z instrukcja producenta. Tak przygotowany materiat przekazywano do
sekwencjonowania przy pomocy automatycznego sekwentora kapilarnego 3730 DNA
Analyzer (Appiled Biosystems) w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN. Odczytane
sekwencje sktadano w kontigi przy pomocy programu BioEdit (Hall,1999), ktére nastgpnie
poddawano analizie poréwnawczej w bazie GenBank przy zastosowaniu algorytmu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Przynaleznos¢ gatunkowa badanych szczepdéw ustalano na
podstawie wynikow wskazujagcych na co najmniej 97%-owy stopien identycznosci

analizowanych sekwencji z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank.



W  celu zroznicowania wewnatrzgatunkowego  wyizolowanych  szczepoéw
przeprowadzono reakcje losowej amplifikacji polimorficznego DNA (ang. random
amplification of polymorphic DNA, RAPD-PCR). Do reakcji PCR uzyto jednego z trzech
primeréw: M3, PRIMO2 lub RP. Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze
Mastercycler Personal (Eppendorf).

Szczegdlowa identyfikacje gatunkowa przynaleznosci blisko spokrewnionych
szczepOdw przeprowadzono poprzez amplifikacje fragmentu genu rec4 z udzialem primeréw
specyficznych gatunkowo pREV skojarzonym niezaleznie z jednym z trzech nastepujgcych
starterOw: planF, paraF lub pentF. Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze
Mastercycler Personal (Eppendorf).

Produkty reakcji RAPD-PCR oraz reakcji PCR ukierunkowanej na odcinek genu recA
(po 5 ul kazdej mieszaniny reakcyjnej) sprawdzano na 2 % zelu agarozowym (Sigma) w
obecnosci wzorca masy DNA O’Range Ruler DNA Ladder (Fermentas). Wizualizacja DNA
na zelu nastgpowata dzigki obecno$ci barwnika fluorescencyjnego GelRed (Biotium)
dodanego do ptynnego zelu (0,05 ul/ml). Elektroforeze prowadzono w 1x stezonym buforze
TAE (Sigma). Zastosowano zasilacz EV243 firmy Consort.

e Ocena wlasciwosci biotechnologicznych wyizolowanych LAB

Ocen¢ zdolnosci do wzrostu wyizolowanych szczepéw wykonano w podlozu
laboratoryjnym (MRS) przy zastosowaniu standardowych metod mikrobiologicznych.
Zdolnos¢ do syntezy kwaso6w mlekowego 1 octowego oceniono w odciekach po hodowlach
prowadzonych w podlozu MRS przez jedng dobe. Ilos¢ zsyntetyzowanego kwasu D(-) 1 L(+)
mlekowego oznaczono przy uzyciu spektrofotometru firmy Beckman oraz testow
enzymatycznych firmy Boehringer - Mannheim, przy dlugosci fali 340 nm. Do oznaczania
ilosci, zsyntetyzowanego przez bakterie, kwasu octowego zostosowano test enzymatyczny
firmy Boehringer- Mannheim.

Aktywnos$¢ antybakteryjna badanych szczepéw oceniono w odciekach po hodowlach
prowadzonych w podtozu MRS w temperaturze 25 1 30 °C, przez 24 godziny. Do badan
zastosowano zmodyfikowang w ZF metode Pilet, polegajaca na pomiarze wielkosci stref
zahamowania wzrostu szczepéw wskaznikowych przez statg ilo§¢ (10 mikrolitréw) odcieku
pohodowlanego. Probki odcieku nanoszono na zestalone podtoze o konsystencji migkkiego
agaru, uprzednio zaszczepione szczepem wskaznikowym w ilosci 10° komoérek/ml. Po 18-20
godzinach inkubacji odczytywano wyniki. Stosowano nastepujace szczepy wskaznikowe:

Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes
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pochodzace z kolekcji IBPRS, Instytutu Weterynarii SGGW, Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego (PIWET) w Putawach.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan opracowano sktad kultur starterowych.
Kryterium wyboru LAB do kultur starterowych byta ich aktywnos$¢ antymikrobiologiczna,
ilos¢ syntetyzowanych kwasoéw organicznych i zdolno$¢ do wzrostu oraz ocena kwasu
uzyskanego z zastosowaniem szczepu w monokulturze, szczegdlnie jego zapachu,.

Wykonano proby wypieku pieczywa w trzech piekarniach ekologicznych z zastosowaniem
roéznej zawarto$ci maki owsianej ukwaszonej (50%, 40%, 30%) z udziatem skomponowane;j
wcezesniej kultury starterowej. Oceniono jakos$¢ pieczywa, tacznie z oceng sensoryczna po 24h

od wypieku wg PN-A-74108,
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5. Wyniki badan

5.1. Analiza mikrobiologiczna réznych typow mak

Wykonano

przedstawiono w tabeli 1:

Tabela 1. Analiza mikrobiologiczna mak

analize¢ mikrobiologiczng mak

ekologicznych 1

tradycyjnych  wyniki

Mikroorganizmy: Rodzaj maki
owsiana pszenna pszenna
ekologiczna ekologiczna tradycyjna
[j-tk./g] [j.tk./g] [j.tk./g]
liczba drobnoustrojow mezofilnych 1,0x10* 8,0x10° 1,0x10°
liczba drozdzy 3,0x10° nie wykryto 3,0x10?
liczba bakterii kwaszacych 5,0x10? 6,0x10? nie wykryto
liczba ple$ni 1,2x10° 7,0x10 1,2x10°
liczba bakterii §luzowych nie wykryto 8,0x10° 3,0x10°
liczba bakterii przetrwalnikujacych nie wykryto 2,0x10° nie wykryto
liczba bakterii proteolitycznych nie wykryto nie wykryto nie wykryto
liczba bakterii z rodzaju 2,4x10° 1,0x10° 1,0x10?
Enterobacteriaceae z gr. coli z gr. coli z gr. coli

Nie wykonano analizy maki owsianej tradycyjnej ze wzgledu na jej brak na rynku. Na
warszawskim rynku dostgpna jest tylko jedna maka owsiana, przy czym jest to maka z
certyfikatem ekologicznym. Wszystkie badane maki zawieraly zarodniki plesni i bakterie z
grupy Enterobacteriaceae na poziomie wyzszym niz liczba bakterii fermentacji mlekowe;j, co

swiadczy o zasadno$ci wprowadzania bakteryjnych kultur starterowych.
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5.2. Izolacja i identyfikacja mikroflory technologicznej z zakwasow

owsianych

Z ekologicznej maki owsianej sporzadzano kwasy piekarskie, ktére od§wiezano przez
kilka dob, 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. Nastepnie wykonano
identyfikacj¢ genetyczng wyizolowanych LAB i identyfikacje za pomoca testow API
wyizolowanych drozdzy, wyniki tych identyfikacji przedstawiajg tabele 2 1 3.

Tabela 2. Identyfikacja genetyczna (16S rDNA) wyizolowanych szczepow LAB.

gﬁlefczgrlliee Identyfikacja metoda
szczepu genetyczng (16S rDNA)
KKP 1797 Lactobacillus plantarum
KKP 1798 Lactobacillus plantarum
KKP 1799 Lactobacillus plantarum
KKP 1800 Lactobacillus plantarum
KKP 1801 Lactobacillus plantarum
KKP 1802 Pediococcus acidilactici
KKP 1803 Lactobacillus plantarum
KKP 1804 Pediococcus pentosaceus
KKP 1805 Pediococcus acidilactici
KKP 1806 Pediococcus pentosaceus
KKP 1807 Leuconostoc mesenteroides
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Fot. 1. Roznicowanie szczepow izolowanych z owsa metoda RAPD-PCR przy udziale

primera M13, PRIMOZ2 lub RP. W — wzorzec dlugos$ci nici DNA.

W celu oceny zrdznicowania wewnatrzgatunkowego szczepow izolowanych z

surowcoOw ekologicznych przeprowadzona zostata reakcja RAPD-PCR. Reakcja przebiegata
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w obecnosci jednego z trzech réznych primerow (M13, PRIMO?2 lub RP). Kazdy z primerow
zbudowany byt z 10 do 15 nukleotydéw. Tak krétka sekwencja oraz dodatkowo zwigkszone
stezenie jonOW magnezu w mieszaninie reakcyjnej sprzyjaty czestszemu przylaczaniu sig¢
primeréw do obu nici genomowego DNA i1 w konsekwencji powstawaniu od kilku do
kilkunastu produktow amplifikacji o r6znych dtugosciach.

Elektroforeza produktow kolejnych reakcji RAPD-PCR wykazata duza heterogennos¢
wyizolowanych szczepéw LAB. Na podstawie otrzymanych wzordéw sposrod wszystkich 11
izolatow bakterii wyodrebniono 9 r6znych szczepow. Dwa szczepy (KKP 1799 1 KKP 1801)
dawaty podobny uktad prazkow niezaleznie od rodzaju primera, ktéry uczestniczyt w
przeprowadzonych reakcjach. Szczepy KKP 1797 i KKP 1798 poddane reakcji z udziatem
primera M13 lub RP réwniez wykazywaly podobienstwo wzgledem siebie; rdznice w
budowie genomu zostaty udokumentowane dzigki zastosowaniu primera PRIMO?.

Nalezy jednoczesnie podkresli¢ wysoki stopien pokrewienstwa filogenetycznego
szczepow L. plantarum potwierdzony obecnoscia w wiekszos$ci tozsamych produktéw reakceji

RAPD-PCR we wzorach dla kazdego ze szczepow.
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KKP 1797 KKP 1798 KKP 1799 w
PREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV
planF paraF pentF planF paraF pentF planF paraF pentF

« 500 pz
400 pz
- - - 300 pz

© 250 pz
200 pz
150 pz
100 pz

50 pz

KKP 1800 KKP 1801 KKP 1803 w
pPREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV pREV
planF paraF pentF planF paraF pentF planF paraF pentF

« 500 pz
400 pz

300 pz
250 pz
200 pz
150 pz
100 pz

50 pz
Fot. 2. Amplifikacja fragmentu genu recA szczepoéw izolowanych z owsa przeprowadzona z
udzialem primeréw pREV/planF, pREV/paraF lub pREV/pentF. W — wzorzec dtugosci nici
DNA.

W przypadku szczepdéw L. plantarum wyniki analizy porownawczej sekwencji genu
16S rDNA byly niejednoznaczne i informowaly o jednakowym podobienstwie badanych
sekwencji do sekwencji 16S rDNA bakterii L. paraplantarum 1 L. pentosaceus. Bakterie L.
plantarum, L. paraplantarum i L. pentosaceus wykazuja bardzo wysoki stopien identycznos$ci
sekwencji genu kodujacego 16S rRNA, co wynika z bliskiego pokrewienstwa tych gatunkow.
W celu doprecyzowania tozsamosci taksonomicznej badanych izolatbw wykonano
specyficzng gatunkowo reakcje PCR ukierunkowang na gen recA z udzialem primerow
umozliwiajacych specyficzng amplifikacje sekwencji charakterystycznych dla kazdego z
trzech wymienionych wyzej gatunkow.

Przeprowadzone niezaleznie reakcje PCR zakonczyly si¢ wydajng amplifikacja w
mieszaninach reakcyjnych z primerami pREV/planF specyficznymi dla L. plantarum. W ten
sposOb otrzymano charakterystyczny produkt o dlugosci ok. 350 pz w przypadku kazdego
badanego szczepu. W reakcjach z primerami pREV/paraF lub pREV/pentF nie
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zaobserwowano zadnych produktow amplifikacji lub dtugo$¢ 1 mata intensywnos¢ prazkow
swiadczyty o niespecyficzno$ci produktu.

Najczgséciej izolowanym z naturalnie fermentujacych zakwasdéw owsianych
gatunkiem bakterii kwasu mlekowego byl Lactobacillus plantarum; wyizolowano takze
najwiecej szczepoOw tego gatunku. Duzy odsetek wyizolowanych LAB stanowily rowniez
bakterie z rodzaju Pediococcus (po dwa odmienne szczepy P. acidilactici — z zakwasoéw
prowadzonych w temperaturze 37°C oraz P. pentosaceus — z zakwasOw prowadzonych
w temperaturze 30°C). Z pojedynczej linii komoérkowej wyodrgbniono ponadto jeden szczep

Leuconostoc mesenteroides (z zakwasu prowadzonego w temperaturze 30 °C).

Tabela 3. Wyniki identyfikacji biochemicznej (API). Szczepy drozdzy wyizolowane

z naturalnie fermentujgcych zakwaséw owsianych.

Przyjete oznaczenie Biochemiczna metoda
kolekcyjne szczepu identyfikacji szczepow (API)

ZF01 Candida crusei
ZF02 Candida glabrata

Z naturalnie fermentujacych zakwasdéw owsianych wyizolowano dwa gatunki drozdzy
z rodzaju Candida (po jednym szczepie z kazdego). Oba wyizolowane szczepy drozdzy,
zracji swoich cech metabolicznych (brak fermentacji maltozy), nie sg przydatne

w piekarstwie.

5.3. Selekcja bakterii mlekowych, pod wzgledem cech
biotechnologicznych i aktywnos$ci antymikrobiologicznej

Przeprowadzono ocen¢ wzrostu wyizolowanych szczepéw LAB w bulionie plynnym
MRS podczas hodowli w temperaturach: 25, 30 1 37 °C. Czas prowadzenia hodowli wynosit
24 h. Wyniki przedstawia tabela 4.
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Tabela 4. Wzrost wyizolowanych szczepow LAB w hodowli prowadzonej przez 24 h w

podtozu MRS w temperaturach: 25, 30, 37 °C.

Szczep Wzrost [j.t.k/ml]

25°C 30 °C 37°C
KKP 1797 5,7x 10° 6,7x 10° 2,1x 10°
KKP 1798 3,2x 10° 6,2x 10° 3,7x 10°
KKP 1799 3,7x 10° 5,7x 10° 2,8x 10°
KKP 1800 6,3x10° 2,8x10° 15x 10°
KKP 1801 52x10° 5.4 x10° 3,1x10°
KKP 1802 32x10° 45x%10° 2,9x%10°
KKP 1803 2,2x10° 3,4x10° 2,5x 10°
KKP 1804 2,9x10° 33x10° 2,5%10°
KKP 1805 2,8x 10° 2,8x 10’ 1,9x 10°
KKP 1806 52x 10° 4,8x10° 1,4x10°
KKP 1807 43x10° 49x10° 1,7x 10°

Wszystkie badane szczepy, z wyjatkiem szczepu KKP1800 charakteryzowaly si¢
wzrostem na poziomie 10° j.tk./ml we wszystkich trzech temperaturach prowadzenia
hodowli.Na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia przyjeto, ze temperaturg optymalng
do prowadzenia wspolnej hodowli testowanych szczepéw jest temperatura 30°C.
Przeprowadzono oznaczenie ilo$ci biosyntetyzowanego kwasu mlekowego po 24 h wzrostu w
odciekach po hodowli w bulionie MRS, w optymalnej temperaturze hodowli (30 °C). Wyniki

przedstawia tabela 5.
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Tabela 5. Biosynteza kwasu mlekowego 1 octowego przez badane szczepy LAB

w temperaturze 30 °C, po 24 h hodowli w podtozu MRS.

Nazwa i symbol Ilo$¢ kwasu mlekowego g/l kwas octowy, g/l
szczepu Forma D- Forma L+ Suma kwasu
KKP 1797 6,9 7,5 14,4 0,23
KKP 1798 9,1 2,8 11,9 0,22
KKP 1799 9,0 2,2 11,2 0,18
KKP 1800 10,8 23 12,1 0,17
KKP 1801 13,2 2,5 15,7 0,14
KKP 1802 6,0 5.9 11,9 0,28
KKP 1803 10,1 3,0 13,1 0,26
KKP 1804 2,7 9,3 12,0 0,19
KKP 1805 4,0 7,3 11,3 0,14
KKP 1806 3.5 9,9 13,4 0,14
KKP 1807 54 0,0 5.4 5,5

Najwieksza ogdlng iloscig biosyntetyzowanego kwasu mlekowego charakteryzowat
si¢ szczep KKP 1801, ktéry syntetyzowal jednocze$nie najwigcej kwasu D-mlekowego.
Biosynteza kwasu L-mlekowego najwydajniej przebiegata w przypadku szczepow: KKP
1804, KKP 1805 i KKP 1806. Szczep KKP 1807, ktory syntetyzowat tylko kwas D-mlekowy,
charakteryzowat si¢ rowniez najmniejsza ogolng iloscig biosyntetyzowanego kwasu
mlekowego. Szczep KKP 1802 syntetyzowal najwigksza ilos¢ kwasu octowego,
w poréwnaniu z pozostatymi szczepami. Poziom $redni syntezy kwasu octowego
charakteryzowat szczepy: KKP 1797, KKP 1798, KKP 1799, KKP 1800, KKP 1803 i KKP
1804. Szczepy: KKP 1801, KKP 1805 i KKP 1806 syntetyzowaly kwas octowy w istotnie

mniejszej 1losci. Najmniejszg 1los¢ kwasu octowego syntetyzowat szczep KKP 1807.

Przeprowadzono ocen¢ aktywnos$ci antybakteryjnej wyizolowanych szczepow LAB.
Do przeprowadzenia dos$wiadczenia uzyto odciekéw pohodowlanych z hodowli

w podtozuMRS w temperaturach: 37, 30 1 25 °C. Czas trwania hodowli wynosit 24 h.
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Wyniki oceny aktywnosci antybakteryjnej wyizolowanych szczepéw LAB przedstawiono na

wykresach 1-11.
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Wykres 6. Aktywno$¢ antybakteryjna szczepu KKP 1802
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Wykres 8. Aktywnos¢ antybakteryjna szczepu KKP 1804
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Wykres 10. Aktywno$¢ antybakteryjna szczepu KKP 1806
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Wykres 11. Aktywnos$¢ antybakteryjna szczepu KKP 1807

Badane szczepy LAB nie wykazywaly aktywnos$ci hamujacej tylko wzgledem szczepu
wskaznikowego B. subtilis SGGW. Aktywno$¢ antybakteryjna analizowanych szczepoéw
wzgledem pozostatych szczepdéw wskaznikowych jest porownywalna po ich hodowli w 37 i
30°C. Podczas hodowli w temperaturze 25°C badane szczepy wykazywaly zupelny brak (w
odniesieniu do szczepow wskaznikowych: E. coli PIWET 2, Salmonella enteritidis SGGW 1
Listeria monocytogenes SGGW) lub znacznie mniejsza aktywno$¢ antybakteryjng w
odniesieniu do pozostalych wariantoéw temperaturowych. Sposréd badanych szczepow LAB
najmniejszg aktywnos$¢ antybakteryjng (lub jej catkowity brak w przypadku hodowli w
temperaturze 25°C) wykazywat szczep KKP 1807.

5.4. Dobor wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej do

opracowania skladu kultur starterowych, do otrzymywania pieczywa.

W ramach analizy fizykochemicznej zakwaséw otrzymanych z uzyciem poszczegdlnych

monokultur starterowych oznaczono pH 1 kwasowos¢ ogolng. Wyniki przedstawia tabela 6.
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Tabela 6. Ocena fizykochemiczna

zakwasOw otrzymanych z uzyciem poszczegdlnych

monokultur starterowych, w wyniku trwajacej przez 24 h jednostopniowej fermentacji

w temperaturze 30°C.

Monokultura pH Kwasogﬁig]ogélna
Proba kontrolna (0 h) 5,90 3,77
KKP 1797 3,81 12,44
KKP 1798 3,66 13,28
KKP 1799 3,80 12,38
KKP 1800 3,99 12,16
KKP 1801 4,31 11,44
KKP 1802 4,23 10,52
KKP 1803 4,19 10,49
KKP 1804 4,41 8,22
KKP 1805 4,18 10,74
KKP 1806 4,33 9,42
KKP 1807 4,17 10,30

Jednostopniowa fermentacja w temperaturze 30°C, prowadzona z udziatem odpowiednich

monokultur starterowych umozliwia osiagniecie znacznie wickszego zakwaszenia niz

wielostopniowa fermentacja spontaniczna w tej samej temperaturze. Wykazano rowniez, ze

proces ukwaszania w temperaturze 30°C zachodzi najwydajniej w przypadku zakwasow

przygotowanych z udzialem monokultury KKP 1798, a takze monokultur: KKP 1799, KKP

1797 oraz KKP 1800. Szczepem ukwaszajacym najmniej efektywnie okazal si¢ szczep KKP

1804.

Wykonano analize¢ sensoryczng zakwasOw otrzymanych z udzialem poszczegdlnych

monokultur, wyniki przedstawia Tabela 7.
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Tabela 7. Ocena sensoryczna zakwasow otrzymanych z udziatem poszczeg6Inych monokultur

po 24 h fermentacji w temperaturze 30°C.

Monokultura

Ocena

Proba kontrolna (0 h)

Konsystencja gesta, ciastowa. Barwa bezowa. Tekstura
chropowata. Zapach lekko orzechowy, owsiany, przyjemny.

KKP 1797

Konsystencja stosunkowo polptynna, lekko spieniona. Barwa
bezowa. Tekstura gltadka Zapach wyraznie kwasny (kwasnie
mleko), roslinny (siano), chlebowy, maczny, przyjemny.

KKP 1798

Konsystencja gesta. Barwa bezowa. Tekstura ziarnista. Zapach
kwasny, roslinny (siano, szczaw), chlebowy, maczny, przyjemny.

KKP 1799

Konsystencja gesta. Barwa bezowa. Tekstura grudkowata,
ziarnista. Zapach stodkawy, lekko kwasny, maczny, przyjemny.

KKP 1800

Konsystencja bardzo gesta. Barwa bezowa. Tekstura grudkowata.
Zapach kwasnego mleka, roslinny, mdty, nieprzyjemny.

KKP 1801

Konsystencja ggsta. Barwa bezowa. Tekstura grudkowata.
Zapach kwasny, kiszonkowy, lekko gryzacy.

KKP 1802

Konsystencja polptynna, ciggnaca si¢. Barwa bezowa. Tekstura
ziarnista. Zapach roslinny (mokra, butwiejaca $ciotka lesna),
kwasny, lekko octowy, umiarkowanie przyjemny.

KKP 1803

Konsystencja poOlptynna, ,oleista”. Barwa bezowa. Tekstura
gladka. Zapach kwasny, lekko kiszonkowy, stodkawy, maczny,

przyjemny.

KKP 1804

Konsystencja polptynna. Barwa bezowa. Tekstura gladka.
Zapach lekko kwasny i1 octowy, maczny, orzechowy, przyjemny.

KKP 1805

Konsystencja potplynna, ,oleista”. Barwa bezowa. Tekstura
gladka. Zapach stodki, stodowy, drozdzowy, przyjemny.

KKP 1806

Konsystencja gesta. Barwa bezowa. Tekstura gladka. Zapach,
stodki, lekko kwasny, maczny, przyjemny.

KKP 1807

Konsystencja wyro$nigtego ciasta, gesta bardzo spieniona,
pulchna, ciagnaca si¢, gumowata. Barwa bezowa. Tekstura
ziarnista. Ostry zapach fermentacyjny, kiszonkowy, kwasny,
bardzo wyrazisty.

Zakwasy uzyskane z udzialem poszczegdlnych monokultur starterowych charakteryzowaty

si¢ indywidualnymi, zr6znicowanymi wtasciwo$ciami sensorycznymi.
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Przeprowadzono analiz¢ mikrobiologiczng zakwasé6w  otrzymanych z udziatem
poszczeg6lnych monokultur starterowych przed 1 po jednostopniowej, trwajacej
24 h fermentacji w temperaturze 30°C. Oznaczano: og6lng liczbe drobnoustrojow, liczbe:
bakterii kwaszacych, drozdzy, bakterii proteolitycznych, bakterii $§luzowych, bakterii
przetrwalnikujacych, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae 1 ple$ni, wyniki przedstawiono w

tabeli 81 9.
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Tabela 8. Analiza mikrobiologiczna zakwasow przed procesem fermentacji z dodatkiem monokultur starterowych (po zaszczepieniu maki)

Grupa oznaczanych drobnoustrojow, liczba bakterii w j.t.k./g zakwasu

Szezep LAB ogodlna liczba bakterie drozds bakterie bakterie " bakterie bakterie
bakterii kwaszace rozdze proteolityczne Sluzowe plesnie z rodzaju Enterobacteriacae przetrwalnikujace
KKP 1797 2,8 x10° 49x 10’ 1.2x10° 1,0x10° 2,1x10° n.w. 1,6 x10° 2,1x10°
KKP 1798 2,0x10° 1,85 x 10 1,9x 10° 1,2x10° 1,6 x10° n.w. 1,3 x10° 2,3x10°
KKP 1799 1,6 x10° 1,3 x 10° 1,6 x10° 1,1x10° 2,4 x10? n.w. 1,9 x10° 2,6 x10?
KKP 1800 2,7x10° 2,5x 10° 1,5x10° 1,3x10° 1,6 x10 n.w. 2,3x10° 1,8 x10°
KKP 1801 2,7x10° 2,3x10° L6x10° 1,1x10° 2,3x10° n.w. 1,8 x10° 2,4x10°
KKP 1802 4,0 x10° 0,9 x 10° 1,5x 10° 1,1x10° 1,8 x10° n.w. 1,7 x10° 1,7 x10°
KKP 1803 2,3x10° 8,35 x 10’ 1.8 x 10° 1,4x10° 1.8 x10° n.w. 3,1x10° 1,6 x10°
KKP 1804 6.7 x10’ 4,0 x 107 1,2x 10° 1,3x10° 1,6 x107 n.w. 2,2x10° 1,8 x10?
KKP 1805 83 x 10’ 3,7x10° 1,7x10° 1,2x10° 2,6 x10° n.w. 1,3 x10° 1,9 x10°
KKP 1806 2,0x 10° 6,3x 10° 1,7x10° 1,1x10° 1,7 x10 n.w. 2,5x10° 2,4 x10°
KKP 1807 50x 10 58x 10 1,5x10° 1,5x10° 2,0 x10? n.w. 1,7 x10° 1,1 x10?

29




Tabela 9. Analiza mikrobiologiczna zakwasow po 24h procesie fermentacji z zastosowaniem monokultur starterowych

szczep LAB

Grupa oznaczanych drobnoustrojow, liczba bakterii w jtk/g zakwasu

ogo6lna

liczba bakterie drosdie bakterie bakterie plenic bakterie z rodzaju bakterie
bakterii kwaszace proteolityczne Sluzowe Enterobacteriacae | przetrwalnikujace
KKP 1797 | 6:5x10° 6,3 x10° | 2,6x10° 1,6 x10° 2,1x10° 2,7x10° 1,9 x10° 5,6x10°
KKP 1798 | 3,5 x10’ 33x 10 4,8 x10° 1,4 x10’ 2,9 x107 n.w. 1,7 x10°* n.w.
KKP 1799 | 4.8x10° |3,0x10’ 4,7x10° 1,7 x10° 1,8 x10° n.w. 6,2 x10" n.w.
KKP 1800 | 2.9 x 10 2,7x 10’ 2,9 x10° 1,6 x10° 1,8 x10* 2,4 x10° 1,8 x107 nw.
KKP 1801 |33x10° [273x10° | 2,8x10’ 1,8 x10° n.w. 2,2x10° 2,8 x10° n.w.
KKP 1802 | 2,5x 10° 1,6 x10° | 2,6 x10° 1,7x10° n.w. 1,8 x10° 3,8 x10°* n.w.
KKP 1803 | 4.3 x10° 2,7 x 10’ 1,8x 10° 5,7 x10° n.w. 1,3 x10° 2,6 x10° n.w.
KKP 1804 | 145x10° | 1,25x10° | 9,4x10° 3,6 x10° 1,6 x107 24x10° | 425x10° nw.
KKP 1805 | 9:3x10° 23x10° | 1,7x10° 3,5x10° n.w. 1,7 x10° 1,95 x10* 1,7x 10°
KKP 1806 | 2:1x10° | 29x10" | 14x10° 1,8 x10° nw. n.w. 3,0x10° n.w.
KKP 1807 | 53x10°  [47 x10° | 1,8x10° 1,5 107 1L,7x107 | nw. 2,1x10° 1,3x107

n.w.- nie wykryto
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W wyniku dzialania kultur starterowych po 24 godzinnej fermentacji zakwaséw
owsianych zauwazono nieznaczny przyrost liczby bakterii fermentacji mlekowej, ich ilo$¢
utrzymywala si¢ na poziomie 10”*™ w momencie zaszczepienia maki i po procesie jej
fermentacji. Zastosowanie monokultur starterowych sprzyjalo rozwojowi drozdzy
(pozadanych w zakwasach), ograniczalo rozwoj bakterii sluzowych 1 przetrwalnikujacych.
Plesni nie wykryto w stadium wyjsciowym zakwasoéw tj. po dodaniu wody i kultury
starterowej do maki, natomiast po 24h fermentacji w 7 prébkach rozwingly si¢ plesnie,
najprawdopodobniej w zwigzku ze sprzyjajacym zakwaszeniem Srodowiska zakwasow
piekarskich. Zastosowane monokultury starterowe nie ograniczyly rozwoju drobnoustrojow z
rodzaju Enterobacteriaceae, w wigkszo$ci wariantow do$wiadczenia zahamowaty rozwdj

przetrwalnikow.

5.5 Ocena wplywu bakterii w kulturach mieszanych na jakos$¢

mikrobiologiczng i technologiczng zakwasow owsianych.

Dokonano selekcji wyizolowanych szczepéw LAB, w rezultacie ktérej wybrano
siedem szczepOdw. Szczepy te postuzyly do sporzadzenia trzech mieszanych kultur
starterowych. Podczas doboru szczepdéw kierowano si¢ nastgpujagcymi kryteriami: wzrost
w poszczegbdlnych temperaturach, ilos¢ syntetyzowanego kwasu mlekowego i octowego,
aktywno$¢ antymikrobiologiczna oraz indywidualna zdolno$¢ 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 roznity si¢ liczbg szczepoéw sktadowych. Opierajac si¢ na wszystkich
dotychczas przeprowadzonych badaniach, dokonano selekcji wyizolowanych szczepow LAB,
w rezultacie ktorej wybrano siedem szczepOw. Szczepy te postuzyly do sporzadzenia trzech
mieszanych kultur starterowych. Sktad mieszanych kultur starterowych przedstawiono w

tabeli nr 10.

Tabela 10. Sktad skomponowanych mieszanych kultur starterowych.

altry micssane Sidad
KMI KKP 1797, KKP 1803, KKP 1804, KKP 1805, KKP 1807
KM2 KKP 1797, KKP 1798, KKP 1802
KM3 KKP 1802, KKP 1803, KKP 1798, KKP 1805
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W ramach analizy fizykochemicznej zakwaséw otrzymanych z uzyciem mieszanych

kultur starterowych oznaczono pH i kwasowos$¢ ogolng. Wyniki przedstawia Tabela 11.

Tabela 11. Analiza fizykochemiczna zakwaséw otrzymanych z uzyciem mieszanych kultur

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

Mieszana kultura starterowa pH KwasoEzlci\s';]ogélna
Proba kontrolna (0 h) 5,86 3,85
KM1 3,84 14,95
KM2 3,95 14,81
KM3 3,96 14,83

Zastosowanie mieszanych kultur starterowych w celu przeprowadzenia jednostopniowej
fermentacji zakwasow w temperaturze 30°C umozliwia osiagniecie zdecydowanie wigkszego
stopnia ukwaszenia niz stosowanie pojedynczych monokultur. Wystapity istotne réznice w
poziomie ukwaszenia pomiedzy zakwasami przygotowanymi z uzyciem poszczegélnych

mieszanych kultur starterowych.

Tabela 12. Ocena sensoryczna zakwaséw otrzymanych z udzialem mieszanych kultur

starterowych po 24 h fermentacji w temperaturze 30°C.

Mieszana kultura
Ocena
starterowa
Préba kontrolna (0 h) Konsystencja gesta, ciastowa. Barwa‘ bezowg. Tekstura
chropowata. Zapach lekko orzechowy, owsiany, przyjemny.
Konsystencja wyro$nigtego ciasta, gesta, ciggnaca sig¢, bardzo
spieniona. Barwa bezowa. Tekstura ziarnista. Zapach bardzo
KMI intensywny, stodko-kwasny, intensywnie orzechowy, lekko
mleczny, roslinny (szczaw), drozdzowy, maczny, bardzo
przyjemny.
Konsystencja bardzo gesta. Barwa bezowa. Tekstura chropowata.
KM2 Zapach ostrzejszy niz w przypadku KMI1, kwasny, roslinny
(szczaw, siano), maczny, przyjemny.
Konsystencja gesta. Barwa bezowa. Tekstura chropowata.
KM3 Zapach najostrzejszy sposrod zakwasdéw ocenianych w tym
doswiadczeniu, kwasny, maczny, przyjemny.
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Zakwasy uzyskane z udzialem poszczegdlnych mieszanych kultur starterowych
charakteryzowaty si¢ indywidualnymi, zréznicowanymi wilasciwosciami sensorycznymi.
Subiektywna ocena wykazata, ze najlepszymi cechami sensorycznymi charakteryzowat sie
zakwas przygotowany z udziatlem kultury KM1.

Przeprowadzono analiz¢ mikrobiologiczng zakwasOw otrzymanych z udzialem
mieszanych kultur starterowych po jednostopniowej, trwajacej 24 h fermentacji
w temperaturze 30°C. Oznaczano: ogdlng liczbe drobnoustrojow, liczbe: bakterii kwaszacych,
drozdzy, bakterii proteolitycznych, bakterii §luzowych, bakterii przetrwalnikujacych, bakterii

z rodziny Enterobacteriaceae i ple$ni. Wyniki przedstawiono w tabelach 13 1 14.
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Tabela 13. Analiza mikrobiologiczna zakwasow przed procesem fermentacji z zastosowaniem mieszanych kultur starterowych (po zaszczepieniu maki)

Grupa oznaczanych drobnoustrojow, liczba bakterii w jtk/g zakwasu
Kultura starterowa ogolna liczba bakterie bakterie bakterie bakterie
drozdze plesnie | Enterobacteriacae
bakterii kwaszace proteolityczne Sluzowe przetrwalnikujgce
KMI1 Lix10" | 1,0x10° | L1x10° | 1,5x10° | 1,8x10° | nw. 22x 10° 2,1 x 10
KM?2 1,0x 10" | 1,L1x10" | 1,4x10° | 1,4 x10° | 1,3x10° | nw. 22x 10° 2,0x 10°
KM3 1,7x10° | 1,5x10° | 1,5x10° [ 1,6x10° | 1,9x10° | nw. 1,5x 10° 2,3x 10°

Tabela 14. Analiza mikrobiologiczna zakwasow po 24h procesie fermentacji z zastosowaniem mieszanych kultur starterowych

Grupa oznaczanych drobnoustrojow, liczba bakterii w j.t.k./g zakwasu
Kultura starterowa ogo6lna liczba bakterie bakterie bakterie bakterie
drozdze plesnie Enterobacteriacae
bakterii kwaszace proteolityczne sluzowe przetrwalnikujace
KM 54x10" | 49 x107 | 12x10° [ 15 x10° | 22x10° [ nw. n.w. n.w.
KM2 2,5x 10’ 22x10° | 3,0x10° 1,6 x 10° 1,5x10° | 1,1 x10° n.w. n.w.
KM3 3,9x10° 34x10" | 56x10° | 15x10° | 1,6x10° | 2,6 x 10 1,0 x 10* n.w.

n.w- nie wykryto



W trakcie fermentacji wszystkich zakwaséw przygotowanych =z udziatem
poszczegolnych mieszanych kultur starterowych nastepuje istotny przyrost ogoélnej liczby
drobnoustrojow, liczby bakterii kwaszacych, drozdzy, bakterii proteolitycznych, bakterii
Sluzowych. Przeprowadzone doswiadczenie wykazalo, ze w trakcie fermentacji wszystkich
zakwasoOw przygotowanych z udzialem poszczegdlnych mieszanych kultur starterowych
nastepuje catkowite zahamowanie rozwoju przetrwalnikow. W trakcie fermentacji zakwasow
przygotowanych z udzialem kultur KM1 i KM2 nastgpowalo catkowite zahamowanie
rozwoju bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. W przypadku zakwasu przygotowanego z
udziatem kultury KM3 stwierdzono istotne zmniejszenie liczby tych bakterii w trakcie
fermentacji. Przeprowadzone dos$wiadczenie wykazato, ze w trakcie fermentacji zakwasu
przygotowanego z udziatem kultury KM nast¢puje catkowite zahamowanie rozwoju plesni.
W przypadku zakwasow przygotowanych z zastosowaniem pozostatych kultur stwierdzono
rozw0j plesni. Podczas oceny wptywu poszczegdlnych mieszanych kultur starterowych LAB
na proces fermentacji i cechy zakwasow owsianych wykazano, ze zastosowanie kazdej
z analizowanych kultur mieszanych w procesie jednostopniowej, trwajacej 24 h fermentacji
w temperaturze 30°C  umozliwia wytworzenie w pelni dojrzatych  zakwasow,
charakteryzujacych si¢ zdecydowanie lepszymi wlasciwosciami niz zakwasy otrzymane
w wyniku fermentacji z udziatem monokultur starterowych oraz zakwasy uzyskane podczas
wielostopniowej, spontanicznej fermentacji (zar6wno w temperaturze 30, jak i 37°C).

Na podstawie przeprowadzonych ocen 1 analiz uznano roéwniez, ze najwigksza
zdolno$cig kompleksowej poprawy cech zakwaséw owsianych charakteryzuje si¢ kultura

KM1. W kolejnym etapie badan analizowano jej przydatnos¢ w probnych wypiekach.

5.6. Przygotowanie (receptury) metody otrzymywania pieczywa pszenno-
owsianego z zastosowaniem wybranych kultur bakteryjnych. Otrzymanie
partii probnych ekologicznego pieczywa owsianego.

Recepture pieczywa ekologicznego pieczywa pszenno-owsianego opracowywano w
trzech piekarniach: w piekarni Vini z RogoZnika, piekarni Stodka z Torunia i Bio-Piekarni
Grzybow. W doswiadczeniach stosowano oceniong jako najlepsza kultur¢ mieszang o
symbolu I sktadajacg si¢ z nastepujacych szczepow: KKP 1797, KKP 1803, KKP 1804, KKP
1805, KKP 1807. Kazdorazowo w IBPRS hodowano kultur¢ mieszang na podtozu

produkcyjnym, odwirowywano i w formie pasty dodawano do maki celem uzyskania zakwasu
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owsianego. Ponize] przedstawiono przebieg doswiadczen 1 ocen¢ pieczywa

wyprodukowanego w piekarniach.

5.6.1. Przebieg doswiadczen wykonanych w piekarni Stodka w Toruniu
Chleb wypiekano z maki ekologicznej: pszennej typ 550 i owsianej catoziarnowej w réznych

proporcjach, na zakwasie owsianym, z dodatkiem drozdzy do ciasta.

Tabela.15. Wyr6zniki farinograficzne ciasta z maki pszennej typ 550 (proba kontrolna) i z
30% udziatem owsianej caloziarnowe;.

.| Czas Statos¢ Rozmigkczenie
Wodochtonnos¢ . . . . C
%] rozwoju ciasta po 12 min. Liczba jakosci
[min.] [min. ] [FU]
Proba kontrolna 53,2 1,2 0,8 160 17
Mieszanka maka 54,5 1,2 0,9 154 18

Liczba opadania maki pszennej - 167 s.

Wytwarzanie kwasow piekarskich

Kwas piekarski sporzadzono z maki owsianej. Prowadzono go 1.fazowo wg nastgpujacego

schematu:

Kwas:

Maka owsiana 8.000 g
Woda 8.000 cm’
Kultura starterowa, 1% 73 g
Ogodltem 16.073 g

Fermentacje kwasu piekarskiego prowadzono w temperaturze 30°C przez 18 h.
Wytwarzanie ciasta i wypiek chleba

Make owsiang wprowadzano do ciasta z kwasem piekarskim (30% lub 50%). Ciasta
przygotowywano w oparciu o nastgpujace receptury:

Tabela 16. Sklad ciasta:

Receptura 30% maki owsianej 50% maki owsianej
Kwas piekarski 6.000 g 10.000 g
Maka pszenna typ550 7.000 g 5.000 g
Drozdze (2%) 200 g 200 g
Sol (1,7%) 170 g 170 g
Gluten pszenny (8%) - -
Woda 3.500 cm’ 1.500 cm’
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Ciasta sporzagdzano w miesiarce spiralnej. Po mieszeniu ciasto poddawano fermentacji

w masie przez ok. 20 min. Po tym czasie ciasto dzielono na ke¢sy o masie 820 g, ktore

poddawano rozrostowi w formach.

Otrzymywanie chleba

Bochenki wypiekano w piecu komorowym.

Wyniki badan:
Tabela 17. Kwasowos¢ kwasu:
Czas fermentacji o Kwasowos¢
[h] p [stopnie]
0 6,29 2,2
22h 3,7 (pomiar w piekarni) -
Tabela 18. Badania ciasta:
Proba Wydajnosé

30% maki owsianej

50% maki owsianej

Tabela 19. Wyniki badan chleba:

Objetos¢ | Wilgotnos¢ | Kwasowosé 0 Ocena Suma
Préba 100g chleba | migkiszu migkiszu bY 1 punktow
3 o . migkiszu | organoleptyczna .
[cm’] [%] [stopnie] [pkt] +8
30% maki 25
. 286 43,9 4,0 4,3 17
owsianej
50% maki 23
. 253 43,7 4,1 4,0 15
owsiangj

Podczas oceny nie brano pod uwage wskaznikow fizykochemicznych (do sumy

uzyskanych punktow dodano +8 jako ekwiwalent punktow przypadajacych na wskazniki

fizykochemiczne).
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5.6.2. Przebieg doswiadczen wykonanych w Bio piekarni w Grzybowie
Chleb wypiekano z maki ekologicznej: pszennej typ 550 i owsianej catoziarnowej w réznych

proporcjach, na zakwasie owsianym, z dodatkiem drozdzy do ciasta.

Tabela.20. Wyrdzniki farinograficzne ciasta z maki pszennej typ 550 (proba kontrolna) i z

30% udziatem owsianej caloziarnowej

. Czas Statos¢ Rozmigkczenie
Wodochtonno$¢ . . . . S,
%] rozwoju ciasta po 12 min. Liczba jakosci
[min.] [min.] [FU]
Proba kontrolna 53,2 1,2 0,8 160 17
Mieszanka mak 54,5 1,2 0,9 154 18

Liczba opadania maki pszennej - 167 s , wskazuje na pochodzenie z porosnietego ziarna

Wytwarzanie kwasow piekarskich

Kwas piekarski sporzadzono z maki owsianej. Prowadzono go 1.fazowo wg nastgpujacego

schematu:

Kwas

Maka owsiana 4500 g
Woda 4.500 cm’
Kultura starterowa, 1% 45 g
Ogodltem 9.045 ¢

Fermentacje kwasu piekarskiego prowadzono w temperaturze 30°C przez 18 h.
Wytwarzanie ciasta i wypiek chleba

Make owsiang wprowadzano do ciasta calg z kwasem piekarskim (30% lub 50%). Ciasta
przygotowywano w oparciu o nastgpujace receptury:

Tabela 21. Sklad ciasta:

Receptura 30% maki owsianej | 50% maki owsianej
Kwas piekarski 1.500 g 2.500 g
Maka pszenna typ550 1.625 g 1.125 g
Drozdze (2%) 50g 50g
Sol (1,7%) 45 ¢ 45 g
Gluten pszenny (5%) 125 g 125 g
Woda 720 cm’ 325 cm’
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Ciasta sporzadzano recznie. Po mieszeniu ciasto poddawano fermentacji w masie przez ok.20

min. Po tym czasie ciasto dzielono na ke¢sy o masie 820 g, ktore poddawano rozrostowi w

formach.

Chleb

Bochenki wypiekano w piecu komorowym.

Wyniki badan:

Tabela 22. Kwasowos¢ kwasu:

Czas fermentacji o Kwasowos¢
[h] p [stopnie]
0 6,2 2,2
22 3.9 (pomiar w IBPRS tj. po 18 h) 7,6

Tabela 23. Badania ciasta:

Proba Wydajnosé Fermentacja w masie Rozrost kesow
[%] [min] [min]
30% maki owsianej 159 45 55
50% maki owsianej 163 35 50
Tabela 24. Wyniki badan chleba:
Objetosc Wilgotnos¢ | Kwasowos¢ pH Ocena Suma
Ob 100g chleba migkiszu migkiszu | migkis punktow
Proba g 3 QO Qils: ¢ organoleptyczna g
[cm [%] [stopnie] zZu [pkt] +
30% maki
o 275 43,4 2,4 5,6 25 33
owsianej
50% maki
o 212 44.4 2,6 5,1 18 26
owsianej

Podczas oceny nie brano pod uwage wskaznikéw fizykochemicznych (do sumy uzyskanych

punktow dodano +8 jako ekwiwalent punktéw przypadajacych na wskazniki fizykochemiczne).
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5.6.3. Przebieg doswiadczen wykonanych w piekarni Vini w Rogozniku

Chleb wypiekano z maki ekologicznej: pszennej typ 550 wegierskiej i owsiangj

caloziarnowej w réznych proporcjach, na kwasie owsianym, z dodatkiem drozdzy do ciasta.

Maka pszenna wegierska wg atestu charakteryzowala si¢ zawartoscig glutenu 32%,

rozptywalnoscig glutenu 3,5 mm, liczbg opadania 320 s.

Wytwarzanie kwasow piekarskich

Kwas piekarski sporzadzono z maki owsianej. Prowadzono go 1.fazowo wg schematu:

Kwas

Maka owsiana 10.000 g
Woda 10.000 cm’
Kultura starterowa, 1% 100 g
Ogotem 20.100 g

Fermentacj¢ kwasu piekarskiego prowadzono przez 20142 h

Wytwarzanie ciasta i wypiek chleba

Cala make owsiang wprowadzano do ciasta z kwasem piekarskim (30% lub 40%). Ciasta

przygotowywano w oparciu o nastepujace receptury:

Tabela 25. Sklad ciasta:

Receptura 1 2 3

40% maki owsianej |30% maki owsianej | 40% maki owsianej
Kwas piekarski 10.000 g, 24,5°C 6.000 g, 24,5°C 3.000 g,
Maka pszenna typ550 7.000 g 7.000 g 2.100 g
Drozdze 200 g (1,6%) 200 g (2%) 70 g (1,9%)
Sol 170 g (1,4%) 170 g (1,7%) 70 g (1,9%)
Woda 2.320 cm’, 30°C 3.420 cm’, 30°C 880 cm’, 30°C
mieszenie [+ I bieg 4+6 min 4+6,5 min 4+5,5 min
temp. ciasta 30,6 °C 32°C 27°C
czas ferm. w masie 20 min 20 min 43 min
masa kesa 400 g 400 g 450 g
rozrost 60 min, w 32°C 60 min, w 32°C 60 min, w 32°C
wypiek 210°C, 45 min 210°C, 45 min 210°C, 45 min

Wypiek odbywat si¢ w piecu wozkowym w 210 °C.

Wyniki badan
Tabela 26. Kwasowos¢ kwasu:
Czas fermentacji, h pH Kwasowos$¢, stopnie
20 h 3,92 7,0
42 h 3,79 8,7
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Tabela 27. Badania ciasta:

Proba Wydajnosé pH kwasowo$¢, stopnie
40% maki owsianej 161 4,4 5,8
30% maki owsianej 164 4,5 5,8
40% maki owsianej 166 4,1 0,4

Tabela 28. Wyniki badan chleba:

Objetos¢ Wilgotno$ | Kwasowos¢ pH Ocena Suma
Proba 100g cl;leba ¢ ml(e);klszu mlqkls;u mickiszu | organoleptyczna punk‘iow
[cm”] [%] [stopnie] [pkt] +8

40% maki 32
o 268 42,7 2,9 4,3 24

owsianej

30% maki 35
_ 343 43,0 2,7 4,5 27

owsianej

40% maki 36
o 265 43,0 3,1 4,2 28

owsianej

Podczas oceny nie brano pod uwage wskaznikow fizykochemicznych (do sumy
uzyskanych punktow dodano +8 jako ekwiwalent punktéw przypadajacych na wskazniki

fizykochemiczne).

Préby zastosowania kultury starterowej w piekarniach daly najlepsze wyniki w
przypadku piekarni Vini. Wypieki uzyskane w tej piekarni byly dostatecznie wyro$nigte,
natomiast migkisz charakteryzowat si¢ dobrg elastycznos$cig, dostateczng krajalnoscia 1 nieco
nierOwnomierng porowatoscia. Smak i zapach byly odpowiednio intensywne, zbalansowane 1
bardzo aromatyczne. Bukiet smakowo-zapachowy maki owsianej 1 zakwasu byl bardzo
dobrze wyczuwalny.

Jedna z prob z 40% udzialem maki owsianej w kwasie zostala zaklasyfikowana do 1
klasy jakosciowej pieczywa, uzyskujac 36 punktow za oceng organoleptyczng w potaczeniu z
ekwiwalentem punktow przypadajacych na wskazniki fizykochemiczne, pozostate dwie proby
wypiekoéw zakwalifikowaty si¢ do II klasy jakosciowej, uzyskujac odpowiednio 32 1 35

punktow.
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5.6.4. Badanie /okreSlenie trwalosci pieczywa, jego przydatnosci do spozycia, czasu do
pojawienia si¢ oznak zepsucia mikrobiologicznego

Probki pieczywa otrzymane w trzech piekarniach przechowywano w temperaturze
pokojowej 1 oznaczano w nich zawarto$¢ plesni po 2, 4, 6 dobach od wypieku. Wyniki
zamieszczono w tabelach 29-31

Tabela 29. Trwato$¢ mikrobiologiczna pieczywa z piekarni Stodka w Toruniu

Rodzaj pieczywa Zawarto$¢ plesni [j.t.k./g]
po 2 dobach po 4 dobach po 6 dobach
Z 30% dodatkiem maki s
o n.w. n.w. 2x10
owsianej
Z 50% dodatkiem maki |
o n.w. n.w. 8,8x10
owsianej

Tabela 30. Trwalo$¢ mikrobiologiczna pieczywa z Bio piekarni w Grzybowie

o Zawartos$¢ plesni [j.t.k./g]
Rodzaj pieczywa
po 2 dobach po 4 dobach po 6 dobach
Z 30% dodatkiem 5
] o n.w. n.w. 4,6x10
maki owsianej
Z 50% dodatkiem 5
) o n.w. n.w. 1,2x10
maki owsianej

Tabela 31. Trwalo$¢ mikrobiologiczna pieczywa z piekarni Vini z RogoZnika

Zawartos$¢ plesni [j.t.k./g]
Rodzaj pieczywa
po 2 dobach po 4 dobach po 6 dobach

Z 30% dodatkiem 1

) . n.w. n.w. 7,9x10
maki owsianej
Z 40% dodatkiem 1

, . n.w. n.w. 1,2x10
maki owsianej
Z 40% dodatkiem 1

. L n.w. n.w. 3,1x10
maki owsiangj

n.w. nie wykryto

Objawy mikrobiologicznego zepsucia pieczywa pszenno-owsianego pojawiaty si¢ po
szeSciu dobach przechowywania, we wszystkich wariantach doswiadczen. Pieczywo z
wickszg zawartoscia maki owsianej, ktora zawsze wprowadzano w formie ukwaszonej

charakteryzowato si¢ nizszym rozwojem plesni w trakcie przechowywania.
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6.

Opracowanie instrukcji technologicznej dotyczacej uzyskiwania

pieczywa pszenno-owsianego

Dokumentacja techniczno technologiczna chleba owsianego ekologicznego

1.

A.

Receptura

Opis

Chleb owsiany ekologiczny produkowany jest z surowcoéw rolnictwa ekologicznego, na

kwasie owsianym uzyskanym z zastosowaniem kultur starterowych bakterii fermentacji

mlekowej, z dodatkiem drozdzy, w bochenkach fermentujacych w formach.

Receptura
1. maka pszenna typ 550 ekologiczna - 70,00 kg
2. maka owsiana caloziarnowa 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 owsiane ekologiczne - do 0,50 kg
olej jadalny do smarowania form - do 0,30 kg
wydajnos¢ $rednia przy masie jednostkowe;j -0,45 kg
bochenki fermentujace w formach - 135 szt.

C. Zalecenia technologiczne

. Przed posypaniem powierzchni uksztaltowanych kesoéw ciasta nalezy posmarowac ja

kleikiem z ptatkow owsianych, otrzymanym przez zalanie 1 czgsci ptatkéw 10

czg$ciami goracej wody, zamieszaniu 1 pozostawieniu na ok. 2 godziny.

C. Wymagania jako$ciowe - wg ZN Wartos$¢ energetyczna kcal/100g (kJ/100 g) nalezy

oznacza¢ po wypieku.

2. Wymagania dotyczgce surowcow

Surowce ekologiczne musza posiada¢ aktualne certyfikaty zgodnos$ci z wymogami rolnictwa

ekologicznego, wystawione przez jednostki certyfikujace, zatwierdzone w panstwach UE.

Maka pszenna ekologiczna do produkcji chleba owsianego ekologicznego powinna

charakteryzowac si¢ bardzo dobrg wartoscia wypiekowa - wyzszg niz maka stosowana do

produkcji zwyktego chleba pszennego. Wynika to z konieczno$ci zrownowazenia ujemnego

wplywu na ciasto maki owsianej, ktora obniza sprezysto$¢ i zwigksza plastycznos¢ ciasta.
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3. Proces technologiczny

Na kazdym etapie procesu technologicznego poczawszy od przyjmowania SurowcOw po
dostarczanie gotowych wyrobow do sprzedazy detalicznej nalezy zapobiega¢ zmieszaniu
surowcow 1 produktow ekologicznych z konwencjonalnymi. Szczegolnej starannosci w tym
wzgledzie nalezy dotozy¢ w przypadku réwnoleglej produkcji wyrobow 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¢ doktadnie 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.
Kwas przygotowywany jest z catej maki owsianej przewidzianej receptura, z dodatkiem, do
zapoczatkowania fermentacji, kultury starterowej bakterii fermentacji mlekowej KM1 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 dojrzalego kwasu, do ktérego dodawane sg pozostate sktadniki
przewidziane recepturg i woda. Drozdze powinny by¢ dodawane po rozplawieniu w wodzie a
s6l w postaci wodnego roztworu. Wydajnos¢ ciasta z 30% udzialem caloziarnowej maki
owsianej 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.
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Tabela 31. Schemat fermentacji ciasta na chleb owsiany ekologiczny

TRE
8 < g g . g 8 o — o —
21y §1% 2 5y S 2 2 5y
S| & 2|5 E S o 0 s 2 =
S 5 S lg @5 €158 5= b = 2 5 5
= N . )
€ 51§ 8|d5|F 8|5 EIB e |z g EE|R E
: S|= & S $|=2 S| &2 A A = = &|lo &
N
> & |kg kg kg g 1 kg kg kg °C godziny
Kwas |- - 30 30-50 |30 - - 60,03 |30 24
Ciasto 60,03 |70 - - ok.34 |2 1,7 ok. 28-30 |30 min
167,73

3.2. Dzielenie ciasta i fermentacja kesow

Dojrzale ciasto dzieli si¢ za pomocg dzielarki na ke¢sy o masie zwigkszonej o wielko$¢
upieku (ok. 13%) w stosunku do masy gotowego wyrobu. Kesy z dzielarki mogg by¢
podawane bezposrednio do forem. Powierzchni¢ kesow ciasta nalezy posmarowac kleikiem z
ptatkéw owsianych i posypaé ptatkami owsianymi. Kleik do smarowania powierzchni keséw
otrzymuje si¢ poprzez zalanie 1 czg$ci platkow 10 czesciami 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 13%.
4. Znakowanie, pakowanie, przechowywanie i transport
Pakowanie

Bochenki przeznaczone do pakowania nalezy wystudzi¢ i zapakowac - rgcznie lub za
pomoca pakowarek.
Znakowanie

Znakowanie musi by¢ zgodne z ogdélnymi wymogami dotyczacymi znakowania
produktéw spozywczych a takze wymogami dotyczacymi produktow ekologicznych.
Obowigzkowe oznaczenia wyroboéw paczkowanych zwigzane z ekologicznymi metodami

produkcji:
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= 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;,
= wskazanie sktadnikéw ekologicznych w skladzie surowcowym.
Projekty etykiet produktow ekologicznych powinny by¢ zatwierdzone przez jednostke
certyfikujaca.
W  przypadku produkcji w zakladzie réwnolegle wyrobdéw  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 owsiana catoziarnowa
ekologiczna* (22%), drozdze, sol, ptatki owsiane ekologiczne*, kultura starterowa, ole;j.
*99,7% sktadnikoéw rolniczych pochodzi z rolnictwa ekologicznego
rolnictwo UE (ewentualnie: rolnictwo polskie)
Przechowywanie i transport

Wyroby gotowe ekologiczne 1 konwencjonalne moga by¢ przechowywane w tych
samych obiektach i transportowane w tych samych jednostkach transportowych pod
warunkiem ich fizycznego rozdzielenia i wlasciwego oznakowania.
W transporcie do produktow musi by¢ dolaczona dokumentacja z odniesieniem do statusu
produktu (czy ekologiczny), z informacja dotyczaca jednostki certyfikujacej, danych
producenta.
5. Okres minimalnej trwalosci

Okres minimalnej trwato$ci chleba owsianego ekologicznego pakowanego wynosi 3 dni.

Okres ten moze by¢ zmieniony na podstawie badan przechowalniczych chleba owsianego
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
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7. Podsumownnie

W wyniku wielostopniowej, spontanicznej fermentacji zakwasow przygotowanych
zuzyciem razowe] maki owsianej nie udato si¢ uzyska¢ zakwaséw o kompleksowo
korzystnych cechach technologicznych. Wykorzystywana maka owsiana wykazywata
znaczne zanieczyszczenie mikrobiologiczne (bakterie przetrwalnikujace oraz bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae).

W toku izolacji szczepéw LAB naturalnie bytujagcych w mace owsianej wyodrgbniono
zardbwno gatunki czesto izolowane z roznych typow zakwasow (Lactobacillus, plantarum,
Leuconostoc mesenteroides), jak 1 gatunki rzadko spotykane w typowych zakwasach
(Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici). Wszystkie wyizolowane szczepy LAB
zaliczono do grona bakterii mezofilnych.

Wyizolowane szczepy LAB syntetyzowaly kwas mlekowy z r6zng wydajnoscia oraz
mate ilosci kwasu octowego. Wiekszos¢ wyizolowanych szczepdéw (z wyjatkiem KKP 1807)
wykazywata znaczng aktywno$¢ hamujaca wzgledem prawie wszystkich, uzytych
w badaniach patogennych szczepéw wskaznikowych (z wyjatkiem szczepu B. subtilis
z kolekcji Instytutu Weterynarii SGGW).

W toku izolacji szczepéw drozdzy naturalnie bytujacych w mace owsianej nie
wyodrebniono gatunkow typowych dla zakwasoéw. Z duza czgstoscig izolowano natomiast
gatunki rzadko spotykane w typowych zakwasach (Candida crusei, Candida glabrata).

Poprzez zastosowanie wyizolowanych szczepéw LAB jako monokultur starterowych
w procesie jednostopniowej fermentacji w temperaturze 30°C, ktora trwata 24 h uzyskano
znacznie wyzsze kwasowosci ogolne niz w rezultacie wielostopniowej, spontanicznej
fermentacji w tej samej temperaturze, ktora trwala tacznie 96 h. Nastgpita rowniez poprawa
jakosci mikrobiologicznej zakwasow (w zalezno$ci od szczepu: zahamowanie wzrostu
przetrwalnikdw, zahamowanie wzrostu plesni, ograniczenie aktywnosci metabolicznej lub
ograniczanie wzrostu bakterii z rodziny Enterobacteriaceae). Zakwasy otrzymane w ten
sposob charakteryzowaty si¢ zroznicowanymi wlasciwos$ciami sensorycznymi.

Mieszane kultury starterowe pozwolity na uzyskanie jeszcze wigkszego stopnia
ukwaszenia zakwasow owsianych niz w przypadku zastosowania monokultur starterowych
(w tych samych warunkach prowadzenia procesu) oraz warunkowaly ich jeszcze bardziej
zréznicowany bukiet smakowo-zapachowy. Miata réwniez miejsce jeszcze dalej idaca
poprawa jako$ci mikrobiologicznej (catkowite zahamowanie rozwoju bakterii z rodziny

Enterobacteriaceae).
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W wyniku stosowania kultur starterowych nastepowato ograniczenie wzrostu
naturalnej mikroflory bytujacej w mace (drozdzy, bakterii o wlasciwosciach proteolitycznych
i Sluzotworczych).

Zastosowanie zakwasu przygotowanego z udzialem mieszanej kultury starterowej
KM1 umozliwito uzyskanie dobrej jakosci pieczywa (I klasa jakosciowa wg normy PN-A-
74108:1996) o duzej zawarto$ci maki owsianej (40% maki ogdlem) bez zastosowania
dodatkow polepszajacych.  Najlepsze rezultaty uzyskano w piekarni Vini — wszystkie trzy
warianty wypiekOw charakteryzowaly si¢ dobrg jakos$cig organoleptyczng i wilasciwymi

cechami mig¢kiszu.

8. Whnioski

1. Wszystkie badane maki zawieraly zarodniki ples$ni i bakterie z grupy Enterobacteriaceae
na poziomie wyzszym niz liczba bakterii fermentacji mlekowej, co §wiadczy o zasadnosci
wprowadzania bakteryjnych kultur starterowych.

2. lIzolacja i selekcja bakterii fermentacji mlekowej z naturalnie fermentujacych zakwasow
piekarskich uzyskanych z okre$lonych surowcow (mak) jest sposobem na otrzymanie
efektywnie dzialajacych kultur starterowych w okreslonym srodowisku.

3. Opracowana kultura starterowa, skladajaca si¢ z pieciu szczepéw LAB, ograniczata
rozwoj plesni w zakwasie.

4. Zastosowanie zakwasu przygotowanego z udzialem mieszanej kultury starterowe;j
umozliwia otrzymanie dobrej jakosci pieczywa z 40%-owym udziatlem maki owsianej,
bez zastosowania dodatkéw polepszajacych.

5. Zastosowanie mieszanych kultur starterowych wplywa na poprawe jakosSci
mikrobiologicznej zakwaséw oraz warunkuje bardziej zroéznicowany bukiet smakowo-

zapachowy.
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