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II. Miejsce realizacji zadania badawczego

IBPRS Zaktad Technologii Fermentacji, Warszawa oraz Zywno$¢ Ekologiczna Bio-Food sp.
Z 0.0. Przetworstwo owocow i warzyw ekologicznych w Ciechocinie.

III. Gléowne zadania wykonane przez Zaklad Technologii Fermentacji,
Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego, w roku 2011

Zadania realizowane byty w IBPRS oraz w przedsiebiorstwic Zywno$é¢ Ekologiczna Bio-
Food sp.zo.o. w Ciechocinie.

1. Charakterystyka mikroflory typowej dla surowcow roslinnych stosowanych w badaniach
(buraki, ogorki, jabtka, papryka) pochodzacych =z upraw ekologicznych i
konwencjonalnych.

2. lIzolacja 1 identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej z naturalnie fermentujacych
warzyw 1 owocOdw pochodzacych z upraw ekologicznych. Selekcja bakterii mlekowych,
pod wzgledem cech biotechnologicznych 1 aktywnos$ci antymikrobiologicznej
(hamowanie wzrostu bakterii patogennych i niepozadanych w procesie produkcyjnym
oraz plesni).

3. Dobor wyselekcjonowanych bakterii fermentacji mlekowej do kultur starterowych do
otrzymywania fermentowanych warzyw i sokow warzywno-owocowych. Zastosowanie
wybranych kultur bakteryjnych do sporzadzania fermentowanych sokéw warzywno-
owocowych, w wybranych do badan ekologicznych przetwoérniach owocow i warzyw.

4. Ocena wplywu skomponowanych kultur starterowych na jako$¢ mikrobiologiczng (w tym
okreslenie aktywno$ci antymikrobiologicznej sokow fermentowanych) i sensoryczng
fermentowanych sokéw warzywno-owocowych.

5. Badanie wplywu wyselekcjonowanych kultur starterowych na trwatos¢ kiszonych
warzyw 1 sokOw, w tym ocena liczby komorek LAB w czasie przechowywania.

6. Przygotowanie (receptury) metody otrzymywania fermentowanych sokow warzywno-
owocowych z zastosowaniem wybranych kultur bakteryjnych. Otrzymanie partii probne;j
ekologicznych sokow warzywno-owocowych.

7. Opracowanie sprawozdania z wynikow badaf, opracowanie instrukcji technologicznej
dla przetworni.



IV. Sprawozdanie merytoryczne
1. Wstep

Rolnictwo ekologiczne jest jedng z galezi gospodarki, intensywnie rozwijang w Unii
Europejskiej. Komisja Europejska w lipcu 2008 r., w ramach Europejskiego Planu Dziatan na
rzecz Zywnosci Ekologicznej i Rolnictwa Ekologicznego, zainaugurowata nowg Kampanie na
rzecz Rolnictwa Ekologicznego, ktorej gtownym celem jest zwigkszenie $§wiadomosci
konsumentéw oraz osiggnigcie lepszej rozpoznawalnosci producentdw ekologicznych
(www.organic-farming.europa.eu).

W ostatnich latach wzrost sprzedazy produktow ekologicznych w krajach UE siegal (w
zalezno$ci od kraju) od 5 do 30 %, co stwarza nowe mozliwosci dla producentéw i
przetworcow ekologicznych. W wielu krajach, np. w Irlandii, producenci zywnos$ci
ekologicznej sa w stanie zaspokoi¢ jedynie 30 % zapotrzebowania konsumentow, a reszta
produktow pochodzi z importu. Popyt na produkty ekologiczne ro$nie réwniez w Wielkiej
Brytanii, gdzie wszystkie duze supermarkety posiadajg dziaty z zywnoscig ekologiczng. W
tym kraju rowniez wigkszo$¢ ekologicznych produktéw zywnosciowych (okoto 80 %)
pochodzi z importu. Wzrost zainteresowania takimi produktami odnotowuje si¢ rowniez w
Holandii i Belgii (Gorka, 2001).

Na podstawie tych danych mozna spodziewaé si¢ otwarcia nowych rynkow zbytu i
mozliwos$ci eksportowania produktow dla producentow zywnosci ekologiczne;j.

Obecnie najwigkszym producentem 1 eksporterem zywnos$ci ekologicznej w Europie sa
Wiochy, gdzie areal przeznaczony pod uprawy gltéwnie owocdéw 1 warzyw ekologicznych,
wynosi ponad 1 mln hektarow (dla porownania w Polsce okoto 170 tys. ha).

Z uwagi na specyfike produkcji, tj. okoto 20 % nizsze plony osiagane przy uprawie roslin
metodami ekologicznymi przy jednoczesnej konieczno$ci zaangazowania wigkszego areatu,
wysokie koszty wynikajace z nakladu pracy oraz corocznej kontroli i certyfikacji, Zzywnos¢
ekologiczna bedzie zawsze drozsza od Zywno$ci wytwarzanej metodami konwencjonalnymi i
przemystowymi (www.rolnictwoekologiczne.org.pl), ale w miar¢ wzrostu popytu i
zwigkszania produkcji réznice cen beda zapewne male¢. Ponadto zwigkszanie §wiadomosci
konsumentéw powinno spowodowaé¢ wigksze zainteresowanie produktami ekologicznymi
jako potencjalnie bardziej bezpiecznymi 1 lepiej kontrolowanymi niz Zywnos¢
konwencjonalna (Rembiatkowska, 2007).

W Polsce na razie rynek produktow ekologicznych rozwija si¢ zbyt wolno w stosunku do
ekologicznego rolnictwa 1 przetworstwa — produkty ekologiczne obecne sg nadal gtéwnie w
specjalistycznych sklepach, natomiast nie s3 powszechnie dostgpne w supermarketach.
Szacuje sie, ze liczba polskich konsumentéw, kupujacych zywno$¢ ekologiczna to okoto 7 %,
a obroty tego rynku si¢gaja okoto 50 mln EUR (Pankiewicz).

Pomimo tych ograniczen w Polsce szybko wzrasta liczba przetwodrni ekologicznych,
ktorych zasady dziatania reguluje (podobnie jak zasady produkcji rolnej) prawo unijne, na
mocy Rozporzadzenia Rady 834/2007 z dn. 28 czerwca 2007 r. Produkty takich zaktadow
charakteryzuje niski stopien przetworzenia, odmienne technologie produkcyjne oraz bardzo
ograniczone mozliwosci stosowania dodatkow do zZywnosci (w  przetworstwie



konwencjonalnym jest ich dopuszczonych okoto 500, za§ w ekologicznym okoto 20 i one
wszystkie muszg by¢ substancjami naturalnymi (Rembiatkowska, 2007).

Jedna z najwazniejszych metod przetwarzania surowcow roslinnych jest ich fermentowanie.
Kiszonki warzywne, popularne w Polsce od stuleci, sa obecnie szeroko polecane przez
dietetykow 1 lekarzy ze wzgledu na ich wlasciwos$ci prozdrowotne (Rutkowski i wsp. 1997;
Caplice 1 wsp.1999), 7). Sa niskokaloryczne, gdyz zawarty w §wiezych warzywach cukier
zostaje w duzej mierze zuzyty w procesie fermentacji, zawierajg kwas mlekowy, nie tylko
nadajacy produktom przyjemny, orzezwiajacy smak, lecz rowniez obnizajacy pH w jelitach
co stwarza korzystne warunki dla rozwoju mikroflory jelitowej, zdolnej do syntezy enzymow,
rozkladajacych powstajace w jelitach zwiazki potencjalnie kancerogenne. Kiszone warzywa
sg takze cennym zrodtem witaminy C, witamin z grupy B oraz antyoksydantow, ktore
wspomagajg organizm w obronie przed dziatalno$cia wolnych rodnikéw. Wartosé
antyoksydacyjna kiszonek moze by¢ dwukrotnie wyzsza niz §wiezych warzyw.

Obecnie bardzo czgsto fermentacji poddawane sa nie tylko cate warzywa, lecz rowniez soki
warzywne, np. z burakéw, selera, pietruszki, marchwi itp.(Gardner i wsp.2001).

Kiszonki swoje prozdrowotne i organoleptyczne wilasciwosci zawdzieczaja procesowi
fermentacji prowadzonemu przez bakterie fermentacji mlekowej. Gléwnym produktem
metabolizmu tej grupy drobnoustrojow jest, w przypadku bakterii homofermentatywnych,
kwas mlekowy, oraz — w przypadku gatunkow heterofermentatywnych — takze kwas octowy i
niewielkie ilo$ci kwasu propionowego lub mrowkowego. W procesie powstawania kiszonek
glowna role petni kwas mlekowy, ktory szybko obniza pH $rodowiska, uniemozliwiajac lub
ograniczajac rozwoj innych, niepozadanych w kiszonkach grup drobnoustrojow, w tym
réwniez drozdzy i1 plesni. Podczas fermentacji mlekowej oprocz kwasu syntetyzowane sg
réwniez w niewielkich ilo$ciach inne metabolity takie jak: diacetyl, aldehyd octowy, alkohol
etylowy, n-propanol, alkohole amylowe czy tez acetoina, ktére nadajg kiszonkom specyficzne
wlasciwosci smakowo-zapachowe. W procesie powstawania kiszonek fermentowanych w
sposob tradycyjny (spontaniczny) uczestniczy bardzo bogata mikroflora skladajaca sie¢
niejednokrotnie z kilkudziesieciu, a nawet stu kilkudziesigciu, szczepdéw bakterii fermentacji
mlekowej odpowiadajacych za charakterystyczny, niepowtarzalny smak produktow.
Szczegbdlne wlasciwosci prozdrowotne kiszonki warzywne zawdzieczaja jednak - podobnie
jak kefiry 1 jogurty - obecnosci zywych komorek bakterii fermentacji mlekowej. Produkty
fermentowane poddane pasteryzacji tracg istotng czes¢ swoich wiasciwos$ci prozdrowotnych.

Kiszonki warzywne, w tym fermentowane soki warzywne, mozna oczywiscie pozyskiwac
na drodze fermentacji spontanicznej, jednakze jako$¢ kiszonek warzywnych otrzymanych w
wyniku naturalnej fermentacji mlekowej; jest w znacznym stopniu zalezna od
mikroorganizméw bytujacych w surowcu (Desai, Sheit, 1997; Akpinar-Bayizit 1 wsp.2007).
Na sktad tej mikroflory majg wplyw takie czynniki jak region upraw, ilo§¢ opadow w danym
roku, sktad gleby i1 inne. Dodatkowo, z uwagi na sposéb nawozenia, gidwnie przy uzyciu
nawozOow naturalnych (gnojowica, obornik, kompost) bez zastosowania chemicznych
srodkdéw ochrony ro$lin (herbicydy, pestycydy, fungicydy) produkty roslinne pochodzace z
upraw ekologicznych sa w znacznie wigkszym stopniu obcigzone mikroflorg niepozadang i
patogenng niz te, ktére pochodza z upraw konwencjonalnych. W roslinnych surowcach
ekologicznych obecne sg zazwyczaj bakterie z rodzajow Salmonella i Clostridium, bakterie z
grupy coli oraz plesnie zdolne do syntezy mikotoksyn (Grajewski 1 wsp.1998, Holley i
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wsp.2006). Jest to powazny problem, zarowno w zywieniu zwierzat hodowlanych, jak 1 w
wykorzystaniu ekologicznych produktow ros§linnych w procesach przetworczych, poniewaz
obecno$¢ tych grup drobnoustrojow moze np. wplywaé na przebieg procesu fermentacji
mlekowej w sposob znacznie obnizajacy zard6wno wilasciwosci smakowo-zapachowe, jak i
prozdrowotne produktu. Na zakazenia paleczkami Salmonella sa szczegblnie narazone
rosngce w glebie warzywa korzeniowe (buraki, marchew, seler), gdyz bakterie te moga
przezywa¢ w glebie nawet do 33 tygodni (Zaleski 1 wsp.2005). Dlatego tez celowym jest
inicjowanie procesoOw fermentacji warzyw przez wprowadzanie odpowiednich kultur
starterowych, zawierajacych czyste kultury bakterii fermentacji mlekowej o zréznicowanym
sktadzie gatunkowym, dobranym do surowca (Savard i wsp. 2000). Z punktu widzenia
konsumenta stosowanie takich kultur jest korzystne z uwagi na poprawg waloréw smakowo-
zapachowych 1 — czgsto — konsystencji produktéw, a takze ich jako$ci higienicznej i
bezpieczenstwa zdrowotnego. Dodatkowo, zawarte w produktach zywe bakterie fermentacji
mlekowej oddziatywuja prozdrowotnie na organizm konsumenta poprzez poprawe
réwnowagi mikroflory jelitowej (Usajewicz, 2005). Natomiast, z punktu widzenia producenta
(zaktadu przetworczego), korzysci polegaja na uzyskaniu dobrej i1 powtarzalnej jakosci
produktéw i ochronie procesu przetworczego przed zakazeniem mikroflorg niepozadang.

W  procesie kiszenia (fermentacji mlekowej) warzyw eliminacja drobnoustrojow
niepozadanych i patogennych (gldwnie bakterii z rodzajow Salmonella i Escherichia, drozdzy
oraz plesni) nastgpuje zardwno podczas fermentacji spontanicznej, jak i inocjowanej
dodatkiem kultury starterowej. Jednakze w $rodowisku, do ktoérego wprowadzono kulturg
starterowg w odpowiedniej liczebnos$ci, proces eliminacji rozpoczyna si¢ znacznie wczesniej.
Podczas spontanicznej fermentacji warzyw bakterie fermentacji mlekowej opanowuja
srodowisko przewaznie pod koniec drugiej doby, natomiast kultura starterowa, wprowadzona
w liczebnosci od 10° do 10° j.tk. na gram lub mililitr produktu opanowuje $rodowisko w
sposob natychmiastowy (badania wtasne ZTF IBPRS, wyniki niepublikowane). W ten sposob
czas, w ktorym drobnoustroje niepozadane moga si¢ rozwija¢ w produkcie 1 wydziela¢ do
niego szkodliwe metabolity (toksyny, mikotoksyny) zostaje znacznie ograniczony.

W kulturach starterowych, przeznaczonych do otrzymywania roéznych produktéw
fermentowanych, czesto stosowane sg kolekcyjne szczepy drobnoustrojow o roznych zrédtach
pochodzenia, dobrane na podstawie charakterystyki biochemicznej, fizjologicznej 1
genetycznej. W ostatnich latach konsumenci coraz cze$ciej zauwazaja, ze produkowanie
zywnoS$ci w ten sposob prowadzi do utraty tradycyjnego, charakterystycznego smaku (tracimy
tzw. "smaki dziecinstwa") i do ujednolicenia smaku wyrobow niezaleznie od kraju i regionu.

Za charakterystyczne wtasciwosci sensoryczne produktow fermentowanych odpowiedzialne
sa tzw. endogenne, zawarte w surowcu, szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktérym
ostatnio poswieca si¢ coraz wigkszg uwage (przyjete zostato dla nich okreslenie Non-Starter
Lactic Acid Bacteria — NSLAB) (Ammor i wsp. 2004). W obrebie szeroko pojetych badan
mikrobiologicznych rozwija si¢ nowy kierunek — ekologia drobnoustrojow.

Sporzadzenie wielosktadnikowych kultur starterowych do kiszenia warzyw i owocow
(sokéw warzywnych i owocowych), zawierajacych bakterie fermentacji mlekowej naturalnie
obecne w surowcu (wyizolowane z odpowiednich surowcoéw roslinnych) pozwolitoby na
zachowanie charakterystycznego, tradycyjnego smaku kiszonek przy jednoczesnym
osiggnigciu  wszelkich korzy$ci ptynacych ze stosowania kultur starterowych. W
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przetworstwie ekologicznym nalezaloby zastosowac bakterie wyizolowane z owocoOw i
warzyw pochodzacych z gospodarstw (upraw) ekologicznych, gdyz wedtug Rozporzadzenia
Rady WE nr 834/2007 w rolnictwie ekologicznym mozna stosowaé wylacznie kultury
zawierajace bakterie wyizolowane ze §rodowiska naturalnego.

Podkresli¢ nalezy, ze warzywa fermentowane, w tym rdéwniez soki, nie muszg by¢
poddawane procesowi pasteryzacji, o ile bedg przechowywane w warunkach chlodniczych.
Wtedy ich przydatno$¢ do spozycia maksymalnie moze wynosi¢ okoto 6 tygodni, a
gwarantowany bezpieczny okres na pewno nie jest krotszy niz 3 tygodnie (badania wiasne
ZTF IBPRS, wyniki niepublikowane). Rezygnacja z procesu pasteryzacji bedzie sprzyjata
zwigkszeniu prozdrowotnych wiasciwosci fermentowanych produktow owocowych i
warzywnych dzigki obecnosci w nich zywych, wyselekcjonowanych szczepdéw bakterii
fermentacji mlekowe;.

2. Cel badan

Celem zrealizowanych badan byla proba poprawy jakosci 1 wlasciwosci
prozdrowotnych ekologicznych kiszonek warzywnych i owocowych przy zastosowaniu
wyselekcjonowanych kultur bakterii fermentacji mlekowe;.

3. Zakres badan

e W pierwszym etapie prac zostata przeprowadzona charakterystyka i poréwnanie
mikroflory surowcow pochodzacych z upraw ekologicznych oraz konwencjonalnych.
Oceniono liczbe bakterii fermentacji mlekowej (LAB) jak 1 drobnoustrojow
patogennych oraz niepozadanych w procesie przetworczym (bakterie z rodzaju
Salmonella 1 Clostridium, z rodziny Enterobacteriacea, plesnie i drozdze.

e W IBPRS wykonano w skali laboratoryjnej kiszonki z warzyw 1 owocoéw
ekologicznych poprzez poddanie ich spontanicznej fermentacji. Z otrzymanych
kiszonek oraz surowych owocdéw 1 warzyw wyizolowano bakterie fermentacji
mlekowe;j.

e Wyizolowane bakterie fermentacji mlekowej =zidentyfikowano pod wzgledem
przynaleznosci gatunkowej

e Przeprowadzono charakterystyke biotechnologiczng nowo wyizolowanych szczepow
bakterii fermentacji mlekowej w aspekcie ich przydatnosci do zastosowania w
kulturach starterowych do otrzymywania fermentowanych warzyw 1 sokow
warzywno-owocowych.

e Na podstawie uzyskanych wynikow badan zostal opracowany sktad kultur
starterowych. Opracowane kultury starterowe uzyto do sporzadzenia kiszonek
warzywnych oraz fermentowanych sokéw warzywno- owocowych w warunkach
mikrotechnicznych w IBPRS .

e Oceniono jako$¢ mikrobiologiczng oraz sensoryczng otrzymanych produktow.

e W przetworni warzyw i owocow ekologicznych BioFood przeprowadzono proby
otrzymywania kiszonek warzywnych oraz fermentowanych sokéw z warzyw i
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owocow, pochodzacych z upraw ekologicznych. Do zapoczatkowania procesu
fermentacji zastosowano kultury starterowe zawierajace nowo wyizolowane bakterie
fermentacji mlekowej bedace mikroflora  autochtoniczng ro$linnych surowcow
ekologicznych. Oceniono jako$¢ sensoryczng otrzymanych produktéw

e Na podstawie wynikéw tych prob opracowano metode produkcji ekologicznych
sokéw z kiszonych warzyw.

4. Metody badan

W pracy zastosowano nastepujgce metody mikrobiologiczne:

e oznaczanie liczby bakterii fermentacji mlekowej (na podtozu agarowym MRS,
zgodnie z normg PN-EN 15787: 2009 oraz przy uzyciu agaru Smith-Lorenza z
purpurg bromokrezolowa wedtug PN-ISO 15214:2002)

e wykrywanie i identyfikacja drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriacae (wedtug PN-
ISO 21528-2:2005 Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania
1 oznaczania liczby Enterobacteriaceae. Cz. 2 Metoda plytkowa).

e oznaczanie liczby bakterii Salmonella spp. z zastosowaniem specjalistycznego
podtoza agarowego Rambach firmy Merck,

e oznaczanie liczby bakterii tworzacych sluz PN-90 A-75052/09:1994;

e oznaczanie liczby bakterii z rodzaju Clostridium (zgodnie z PN-ISO 15213:2005
Mikrobiologia zywnos$ci i pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby bakterii
redukujacych siarczany (IV) rosnacych w warunkach beztlenowych)

e oznaczanie drozdzy i plesni (wedlug PN-ISO 21527-2:2009 Mikrobiologia Zywno$ci
1 pasz. Horyzontalna metoda oznaczania liczby drozdzy 1 plesni. Cze$¢ 2: Metoda
liczenia kolonii w produktach o aktywno$ci wody nizszej lub rownej 0,95 oraz w
podiozu agar YGC zgodnie z PN-EN ISO 7954:1999)

Izolacje szczepow LAB przeprowadzono poprzez kilkakrotne pasazowanie w podiozu
MRS. Tak oczyszczony materiat byt wstepnie oceniony poprzez obserwacje morfologii
komorek w  obrazie mikroskopowym. Identyfikacj¢ przynaleznosci  gatunkowej
wyizolowanych bakterii fermentacji mlekowej przeprowadzono za pomocg testow API 50 CH
firmy BioMerieux oraz metoda genetyczng poprzez analiz¢ sekwencji genu 16S rDNA.

Izolacj¢ DNA przeprowadzano z 2 ml bakteryjnej hodowli nocnej za pomoca
GenFElute™ Bacterial Genomic DNA kit (Sigma). Przynalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych
szczepOw bakterii ustalono poprzez analize sekwencji genu 16S rDNA. Do reakcji PCR uzyto
primer forward [6SF  oraz primer reverse I[6SR. Amplifikacje przeprowadzano w
termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf) Produkty amplifikacji poddawano
oczyszczeniu zestawem GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma) zgodnie z instrukcja
producenta. Tak przygotowany material przekazywano do sekwencjonowania przy pomocy
automatycznego sekwentora kapilarnego 3730 DNA Analyzer (Appiled Biosystems) w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN. Odczytane sekwencje sktadano w kontigi przy pomocy
programu BioEdit, ktére nastepnie poddawano analizie poréwnawczej w bazie GenBank przy
zastosowaniu algorytmu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Przynalezno$¢ gatunkowa



badanych szczepow ustalano na podstawie wynikéw wskazujacych na co najmniej 97%-owy
stopien identyczno$ci analizowanych sekwencji z sekwencjami zdeponowanymi w bazie
GenBank.

Dodatkowo wykonano analiz¢ fingerprinting DNA wyizolowanych szczepow bakterii
fermentacji mlekowej metoda RAPD-PCR. W celu zréznicowania wewnatrzgatunkowego
wyizolowanych szczepow przeprowadzono reakcje losowej amplifikacji polimorficznego
DNA (ang. random amplification of polymorphic DNA, RAPD-PCR). Do reakcji PCR uzyto
jednego z trzech primerow: M13, PRIMO2 lub RP. Amplifikacj¢ przeprowadzano w
termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf).

Ponadto przeprowadzono analize genu recA. Amplifikacje fragmentu genu recA
przeprowadzono z udzialem primeréw specyficznych gatunkowo pREV skojarzonym
niezaleznie z jednym z trzech nastgpujacych starterow: planF, paraF lub pentF. Amplifikacje
przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf)

Produkty reakcji RAPD-PCR 1 reakcji PCR ukierunkowanej na gen recA (po 5 pl
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 obecnosci barwnika fluorescencyjnego GelRed (Biotium) dodanego do
ptynnego zelu (0,05 pl/ml). Elektroforezg prowadzono w 1x stezonym buforze TAE (Sigma)
przez 50 min pod napigciem 10 V/cm, natezeniem 300 mA. Zastosowano zasilacz EV243
firmy Consort.

Ocena wlasciwosci biotechnologicznych wyizolowanych LAB obejmowata  oceng
zdolno$ci do wzrostu, do syntezy kwasu mlekowego [D(-) 1 L(+)] oraz aktywnos¢
antymikrobiologiczng wobec panelu szczepéw patogennych i niepozadanych w procesie
produkcji. Badania wykonano w temperaturze 25°C 137°C,

Zdolno$¢ do syntezy kwasoéw mlekowego i octowego oceniono w odciekach po
hodowlach prowadzonych w podtozu MRS przez jedng dobg. Ilos¢ zsyntetyzowanego kwasu
D(-) 1 L(+) mlekowego oznaczono metoda enzymatyczng, przy uzyciu testow firmy
Boehringer- Mannheim.

Aktywno$¢ antybakteryjng badanych szczepow oceniono wobec panelu szczepow
wskaznikowych nalezacych do gatunkow: Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Salmonella saintpaul, Escherichia coli, Listeria monocytogenes oraz z rodzaju Bacillus,
pochodzacych z kolekcji IBPRS 1 z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego (PIWET) w
Putawach.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan opracowano sktad kultur starterowych.

Wstepnym kryterium wyboru LAB do kultur starterowych byla ich wysoka aktywno$¢
antymikrobiologiczna, ilo$§¢ syntetyzowanego kwasu mlekowego oraz dobry wzrost w
temperaturach 25°C 1 37°C.

Opracowane kultury starterowe zostaly uzyte do sporzadzenia kiszonek warzywnych
oraz fermentowanych sokdéw warzywno- owocowych w warunkach mikrotechnicznych w
IBPRS .

Oceniono jako$¢ mikrobiologiczng oraz sensoryczng otrzymanych produktow.



Do oceny sensorycznej zastosowano metode opisang w PN-ISO 4121:1998. Ocena
ogolnej akceptowalnosci produktu przez zespdt degustatoréw spelniajacych wymagania
odnos$nej normy.

Otrzymane kiszonki, wykazujace odpowiednig jako$¢ mikrobiologiczng i sensoryczng

byly przechowywane w warunkach chiodniczych przez okres pieciu tygodni. Po tym okresie
oceniono ich trwato$¢, oznaczajac przezywalnos¢ bakterii fermentacji mlekowe;.
Szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktorych zastosowanie pozwolito na uzyskanie
charakteryzujacych si¢ najwyzsza jakoscig organoleptyczng i mikrobiologiczng produktow
zostaly uzyte w zakladzie przetworstwa owocow i warzyw ekologicznych Zywnoéé
Ekologiczna Bio Food Sp.zo.o. w Ciechocinie. Ocena organoleptyczna produktow zostata
wykonana przez przedstawicieli firmy Bio - Food wedlug metodyki IBPRS, po przeszkoleniu
przez pracownika Zaktadu Technologii Fermentacji IBPRS.

5. Wyniki badan

Charakterystyka mikroflory surowcow pochodzacych z upraw ekologicznych oraz
konwencjonalnych

W warzywach 1 owocach wybranych do kiszenia oznaczono liczbe bakterii
fermentacji mlekowej oraz liczebno$¢ drobnoustrojow patogennych i nie pozadanych w
procesie przetworczym (bakterie z rodzajow Salmonella i Clostridium , z grupy coli, plesnie,
drozdze i bakterie $luzowe). Materiat do badan stanowily warzywa i owoce zakupione na
potrzeby projektu w kilku warszawskich sklepach z zywnos$cig ekologiczng. Ocene wykonano
w surowcu przygotowanym do kiszenia w warunkach laboratoryjnych — warzywa i owoce
byly myte, obierane, rozdrabniane 1 zalewane solanka. Niewatpliwie czystos$¢
mikrobiologiczna tak przygotowanego surowca nie odzwierciedla warunkéw panujacych w
przemysle, gdzie surowiec jest jedynie myty 1 rozdrabniany. Warunki sporzadzania kiszonek
odpowiadaly warunkom ich otrzymywania w gospodarstwie domowym. Dodatkowo oceniono
rowniez mikroflore kiszonek otrzymanych w wyniku trwajacej siedem dni fermentacji
spontanicznej, gdyz byly one jednym ze zrddet do izolacji szczepow bakterii fermentacji
mlekowe;j.

Pierwszym ocenionym surowcem byty buraki ekologiczne. Oceniono pig¢ partii tego
surowca, pochodzacych z réznych sklepéw. W przypadku tego warzywa udato si¢ rowniez
oceni¢ mikroflorg burakow przygotowanych do kiszenia w warunkach przemystowych.

Dla porownania wykonano ocen¢ mikroflory dwoéch partii burakow z upraw nie
ekologicznych. Surowiec z upraw nie ekologicznych nie byl poddawany fermentacji. Wyniki
przedstawiono w tabelach 1-3.



Tabela 1

Ocena mikroflory burakow ekologicznych przygotowanych do kiszenia (j.t.k/ml)

Nr Grupa Salmo- | Plesnie Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
partii coli nella fermentacji Sluzowe
mlekowe;j

Partial | 1,7x10° | 6,1x10° | 3,0x10" | n.w. 2,2x10° 5,0x107 n.w.
Partia | 1,0x10° | 1,0x10” | 1,0x10* | n.w. 3,0x107 n.w. 5,0x10"
11

Partia 5,0){103 nw. nw. nw. 3,0)(101 n.w. n.w.
11T

Partia | 1,0x10" | nw. 1,0x10° | 2,0x10° | mw. 4,0x10' 3,.2x10°
v

Partia | n.w. l,OxlO1 nw. nw. nw. nw. n.w.
v

Partia I, Il i III, V — buraki myte, obierane, szatkowane, kiszone w ZF

Partia IV — buraki przygotowane do kiszenia w warunkach przemystowych ( Bio-food Ciechocin)myte,

nieobierane, krojone ;

n.w. nie wykryto

Tabela 2

Ocena mikroflory burakow ekologicznych po 7 dniach fermentacji spontanicznej w
temperaturze pokojowej (j.t.k/ml)

Nr Grupa Salmo- Bakterie Bakterie

partii p Plesnie Drozdze | fermentacji | Clostridium | -,
coli nella . sluzowe
mlekowe;j

Partia nw.

I nw. 2,0x10? nw. nw. 1,5x10’ 1,6x107
Partia n.w.

11 3,0X101 n.w. nw. nw. 5,Ox107 nw.
Partia nw.

III n.w. n.w. nw. I,OXIO3 4,0)(106 nw.
Partia n.w.

v n.w. n.w. l,OxlO2 nw. l,OxlO8 nw.
Partia nw.

A% nw. nw. nw. n.w. 8,0x10’ nw.
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Tabela 3

Ocena mikroflory burakow nie ekologicznych (j.t.k/ml)

Bakterie )
Grupa ‘ . o Bakterie
Nr _ Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium
. coli ‘ sluzowe
partii mlekowe;j
Partia I | 4,0x10" n.w. n.w. n.w. 3,0x10° n.w. 1,0x10°
Partia Il | 7,0x10" | 7,0x10° nw. | 2,0x10" [ 7,0x10' n.w. 2,0x107

n.w. - nie wykryto

W burakach pochodzacych z upraw ekologicznych wykazano duze zroznicowanie
mikroflory w zalezno$ci od partii surowca. W wigkszosci przypadkow (partie I — IV)
wykazano obecno$¢ bakterii z grupy coli na poziomie 10° - 107 j.tk/ml. Zgodnie z
przewidywaniami, najgorsza czysto$cia mikrobiologiczng charakteryzowata si¢ partia IV,
przygotowana do kiszenia w warunkach przemystowych, gdzie warzywa byly tylko myte —
liczebno$é bakterii z grupy coli byta na poziomie 107 j.t.k/ml, rowniez liczebnoéé plesni,
drozdzy 1 bakterii §luzowych byla w tym przypadku najwyzsza. Najlepsza czystoscig
mikrobiologiczng charakteryzowata si¢ partia V, w ktorej wykazano jedynie obecno$¢
pojedynczych komorek bakterii z rodzaju Salmonella. Przebadane partie burakdéw
charakteryzowaty si¢ niska liczebnoScig bakterii fermentacji mlekowej — w dwoch
przypadkach nie wykazano obecnosci tej grupy bakterii, w pozostatych ich liczba byta na
poziomie od 10" d0 10° j.t. k/ml. Charakterystyka mikrobiologiczna burakéw pochodzacych z
upraw nie ekologicznych nie réznita si¢ w sposdb znaczacy od charakterystyki surowca
ekologicznego. W procesie spontanicznej fermentacji wigkszo$¢ drobnoustrojow nie
pozadanych ulegta wyeliminowaniu, jednakze w jednym przypadku (partia II) przezyly
nieliczne komorki bakterii z grupy coli, w partii II bakterie z rodzaju Salmonella, w partii |
bakterie z rodzaju Clostridium 1 w partii IV ple$nie oraz nieliczne bakterie $luzowe.
Jakkolwiek liczebnos$¢ tych grup drobnoustrojéw nie byta wysoka, to jednak ich obecnos¢ w
produkcie przeznaczonym do spozycia ,,na surowo” (bez pasteryzacji) jest niedopuszczalna.
Po procesie fermentacji liczebno$é bakterii fermentacji mlekowej osiagneta poziom od 10° do
10%j.t.k/ml., czyli poza jednym przypadkiem (partia IIT) byta zadowalajaca.

Kolejnym ocenionym surowcem byla papryka. W przypadku tego warzywa udalo si¢
oceni¢ jedynie kiszonki przygotowane w warunkach laboratoryjnych, gdyz w trakcie trwania
projektu papryka nie byla przetwarzana w warunkach przemystowych. Papryke do kiszenia
myto, pozbawiano gniazd nasiennych i krojono. Analogicznie jak w przypadku burakoéw
oceniono mikroflore papryki przygotowanej do kiszenia, poddanej spontanicznej fermentacji
oraz papryki z upraw nie ekologicznych. Wyniki przedstawiono w tabelach 4 — 6.
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Tabela 4

Ocena mikroflory papryki ekologicznej przygotowanej do Kkiszenia (j.t.k/ml)

Nr Grupa Bakterie Bakterie

. p Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium | ,
partii coli . Sluzowe

mlekowe;j

Partia I

ML 80x10* | nw. | 25x10° | nw. | 40x10° | 1,0x10> | nw.
Partia

1 1,3x10° | 5,0x10° | 6,0x10° | 2,0x10* | 7,0x10' n.w. n.w.
n.w. - nie wykryto

Tabela 5

Ocena mikroflory papryki ekologicznej po 7 dniach fermentacji spontaniczne;j
w temperaturze pokojowej (j.t.k/ml)

Nr Grupa Bakterie Bakterie
. p Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium |
partii coli ! Sluzowe
mlekowe;j
Partia [
WA 30x10° | 1L0x10° | nw. n.w. 3,5x10° | 2,5x10° nw.
Partia II
artia n.w. 4,0x10' nw. | 3.0x10° | 1.2x10° nw. nw.
n.w. - nie wykryto
Tabela 6
Ocena mikroflory papryki nie ekologicznej (j.t.k/ml)
Bakterie
Bakteri
Nr” GruPa Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium ’a terie
partii coli : Sluzowe
mlekowe;j
Partial | 5,0x10* | 1,6x10° | 2,0x10" | 2,0x10" | 2,0x10° n.w 4,0x10'
Parti
aHla 32x10% | 1,8x102 | nw. | 4.0x10' | 6,5x107 nw. 5,7x10"

n.w. - nie wykryto

Podobnie jak w przypadku burakow mikroflora papryki z upraw ekologicznych i nie

ekologicznych nie roznita si¢ w sposdb znaczacy. W papryce nie ekologicznej wykazano
obecnos¢ bakterii Sluzowych, ktorych nie wykryto w papryce ekologicznej. Liczba bakterii
fermentacji mlekowej w obu przypadkach byta zblizona i wynosita od 7,0x10' do 4,0x 10°
j.tk/ml. W papryce poddanej fermentacji spontanicznej niestety przezyly wszystkie grupy
drobnoustrojéw nie pozadanych — w partii I bakterie z grupy coli na poziomie 10° j.t.k/ml i
Clostridium na poziomie 10% j.t.k/ml, w obydwu partiach bakterie z rodzaju Salmonella, w
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partii II liczebno$é drozdzy wzrosta z 10% do 10° j.t.k/ml. Jest to o tyle nie oczekiwane, ze
liczba bakterii fermentacji mlekowej osiagneta poziom 10%j.t.k/ml, a wigc byta wysoka.

W tabelach od 7 do 9 przedstawiono charakterystyke mikrobiologiczng jabtek. W
przypadku tego surowca oceniano jabtka ekologiczne przygotowane do kiszenia w postaci
krojonej (ze skorka i gniazdami nasiennymi), soku z jablek obieranych, otrzymanego przy

uzyciu sokowirdwki oraz, w postaci uzyskanych przy uzyciu szatkownicy, wiorkow z jablek
obieranych. Jabtka szatkowane mieszane byly z szatkowanymi burakami w proporcji 1:2.
Podobnie jak w przypadku papryki jabtka oceniane byly wylacznie w warunkach
laboratoryjnych, gdyz w trakcie trwania projektu jabtka nie byly przetwarzane w warunkach

przemystowych. Do oceny mikroflory jabtek z upraw nie ekologicznych wybrano cztery

rézne odmiany, najczesciej spotykane w handlu: Reneta, Champion, Kortland 1 Ligol.

Tabela 7
Ocena mikroflory jablek ekologicznych przygotowanych do kiszenia (j.t.k/ml)
Bakterie :
Nr partii Grupa Salmo- Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium I?akterle
coli nella ' Sluzowe
mlekowe;j
Partial 1 4 sx10' | 1,0x10' | 2,0x107 | ™V 1,5x10° n.w. n.w.
Partia Il 1,0x10° n.w. n.w. 1,0x10° 6,0x10' n.w. n.w.
Partia 1 1,0x10° n.w. n.w. 4,0x10° 6,0x10" n.w. n.w.
Partia IV 0x10' | nw. | 14x10° | 1.0x10' | 2,0x10' | 3.0x10° | 3,0x10'
Partia V11 ox10' | 1,0x10' | 1,5x10° | 3,0x10' | 2,2x10' 2,8x10° | 3,1x10'

Partia I — jablka krojone, Partia 1l i IV — sok z jablek, Partia Il i V — szatkowane jabtka z burakami

n.w. nie wykryto
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Tabela 8
Ocena mikroflory jablek ekologicznych po 7 dniach fermentacji spontanicznej w
temperaturze pokojowej (j.t.k/ml)

Nr Grupa Bakierie Bakterie
. p Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium | |,
partii coli . Sluzowe
mlekowe;j
Partia I
AL 1 2x10° n.w nw | 72x10° | 8,0x10° | 1,0x10' | 2,5x10°
Partia
I n.w n.w nw | 3,0x10° | 5,0x10° 2,0x10 n.w
Partia
I n.w n.w 1,0x10% | 2,0x10* | 2,0x10’ n.w n.w
Partia
v n.w n.w 1,2x10° | 5,0x10* | 4,7x10° 2,5x10° n.w.
Partia 1 5 7 2
v n.w n.w 8,0x10 4.2x10 4,5x10 2,8x10 n.w
n.w. nie wykryto
Tabela 9
Charakterystyka mikroflory czterech popularnych odmian jablek nie ekologicznych
(j.t.k/ml)
Bakterie
i Bakteri
O.d fiana Gmpa Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium | |, axterie
jabtek coli . Sluzowe
mlekowe;j
Reneta nw n.w n.w 2,0x1 0’ n.w n.w n.w
Champion | 1,0x10* | 1,0x10 nw | 40x10* | 1,0x10% n.w 2,0x10°
Kortland | n.w n.w nw | 1,8x10° [ 3,0x10° n.w 1,0x10°
Ligol n.w n.w n.w 7,0X102 2,0)(102 n.w I,OXIO2

n.w. nie wykryto

W przypadku jabtek stwierdzono najwigksze roznice mikroflory pomigdzy surowcem
ekologicznym 1 nie ekologicznym. We wszystkich partiach jabtek ekologicznych wykazano
obecnos¢ bakterii z grupy coli, natomiast w przypadku jabtek nie ekologicznych tylko w
owocach z odmiany Champion. W owocach nie ekologicznych nie wykryto w ogole
obecnosci plesni oraz bakterii z rodzaju Clostridium. Liczba bakterii fermentacji mlekowej w
obydwu przypadkach byta na zblizonym poziomie. Po procesie fermentacji spontanicznej w
wigkszosci partii (I, I, IV 1 V) przezyly bakterie z rodzaju Clostridium, w partii I bardzo
znacznemu namnozeniu ulegly bakterie z grupy coli, liczba ich wzrosta z 10" do 10° j.t.k/ml.
Bakterie fermentacji mlekowej osiagnety nizszg liczebno$¢ niz w przypadku fermentowanych
burakéw i papryki — w partiach I, IT i IV na poziomie 10° j.t.k/ml, w pozostatych dwoch — 10
j.t.k/ml.
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Kolejnym analizowanym surowcem byty ogorki pochodzace z upraw ekologicznych i nie
ekologicznych. Wyniki przedstawiono w tabelach od 10 do 12.

Tabela 10

Ocena mikroflory ogorkow ekologicznych przygotowanych do kiszenia (j.t.k/ml)

Nr partii | Grupa Salmo- | Plesnie | Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
coli nella fermentacji Sluzowe
mlekowe;j
Partial |2,0x10° | 8,0x10° | 2,0x10” | 3,0x10" | 3,0x10° nw 2,0x10°
Partia Il | 7,0x10° | 1,0x10° | 3,0x10° | 4,0x10" | 4,0x10° 1,0x10' 1,0x10
n.w- nie wykryto
Tabela 11

Ocena mikroflory ogéorkow ekologicznych po 7 dniach fermentacji spontanicznej w
temperaturze pokojowej (j.t.k/ml)

Nr Grupa Salmo- Plesnie | Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
partii coli nella fermentacji Sluzowe
mlekowej

Partial | n.w n.w 2,5){103 4,0)(104 S,OXIO8 n.w n.w
Partia | n.w n.w 3,4x10° | 4,5x10° | 3,2x10° n.w 1,0x10"
11
n.w- nie wykryto

Tabela 12

Ocena mikroflory ogéorkow nie ekologicznych (j.t.k/ml)
Nr Grupa Salmonella | Plesnie | Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
partii coli fermentacji Sluzowe
mlekowej
Partial | 1,2x10° | 6,0x10° 1,0x10° | Nie 8,0x10° [ nw 1,0x10°
wykryto

Partia IT | 2,0x10" |3,5x10° | 4,0x10° |2,0x10" | 1,0x10° n.w n.w

n.w- nie wykryto

Wykazano, ze podobnie jak w przypadku innych analizowanych w projekcie warzyw,
mikroflora ogorkéw z upraw ekologicznych i nie ekologicznych nie réznita si¢ w sposob
znaczacy. W procesie fermentacji spontanicznej bakterie fermentacji mlekowej osiagnety
liczebno$¢ na poziomie 10® j.t.k/ml, pomimo tego ogérki kiszone zawieraty dosé¢ duza liczbe
plesni (na poziomie 10° j.t.k/ml) oraz drozdzy (na poziomie od 10* do 10 j.t.k/ml).
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W projekcie wykonano rowniez probe kiszenia pietruszki ekologicznej. Pietruszke
kiszono w postaci uzyskanego, przy uzyciu sokowiréwki, soku z obranych warzyw oraz w
postaci ,,wiérkdw” uzyskanych przy uzyciu szatkownicy. Wyniki oceny mikroflory
przedstawiono w tabelach 13 — 15.

Tabela 13
Ocena mikroflory pietruszki ekologicznej przygotowanej do Kiszenia (j.t.k/ml)
Bakterie
G Bakteri
rupa Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium | |, axterie
coli . Sluzowe
mlekowe;j
FParial 1) 0x10° | 2,0x10° | 60x10' | nw | 7.0x10° nw | 4,0x10°
P?”I“a 9,0x10> | 3,0x10° | 3,0x10' | n.w. 1,0x10? n.w 7,0x107
Partia I — sok
Partia Il — pietruszka szatkowana
n.w- nie wykryto
Tabelal4

Ocena mikroflory pietruszki ekologicznej po 7 dniach kiszenia w temperaturze
pokojowej (j.t.k/ml)

Grupa Bakterie Bakterie
P Salmonella | Plesnie | Drozdze | fermentacji | Clostridium | |,
coli . Sluzowe
mlekowe;j
Partia I
artia 3,0)(101 n.w. n.w. n.w. 4,0x107 n.w. n.w.
Partia 11 n.w. n.w. n.w. n.w. 4,0x10° LW n.w
Partia I — sok, Partia Il — pietruszka szatkowana
n.w- nie wykryto
Tabela 15
Ocena mikroflory pietruszki nie ekologicznej (j.t.k/ml)
Grupa Salmonella | Plesnie | Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
coli fermentacji Sluzowe
mlekowej
Partial |3,0x10> | 1,8x10° 2,7x10" | n.w. 4,8x10 n.w. 7,5x10
Partia | 1,2x10° | 6,5x10° 4,5x10" | n.w. 45,2x10° | n.w. 3,5x10°
11

Partia I — sok, Partia Il — pietruszka szatkowana
n.w- nie wykryto
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Podobnie jak w przypadku pozostalych warzyw mikroflora pietruszki pochodzacej z upraw
ekologicznych i nie ekologicznych nie réznita si¢ w sposob znaczacy. W wyniku procesu
fermentacji spontanicznej liczba bakterii fermentacji mlekowej osiagneta poziom 107 - 108
j.tk/ml, natomiast mikroorganizmy nie pozadane ulegly praktycznie catkowitej eliminacji —
jedynie w partii I (sok) przezyly nieliczne bakterie z grupy coli.

W warunkach przemystowych, w przetwdrni warzyw ekologicznych Bio — Food, podj¢to
probe przygotowania kiszonej cukinii. Wykonano jedng parti¢ produktu, w ilosci 20 kg.
Oceniono mikroflore cukinii przygotowanej do kiszenia oraz po siedmiu dniach fermentacji
spontanicznej. Wyniki przedstawiono w tabeli 16. Z uwagi na fakt, ze fermentowana cukinia
uzyskata negatywng opini¢ producenta dalszych prob fermentowania tego warzywa nie
wykonano, jak rowniez nie podj¢to izolacji szczepdw bakterii fermentacji mlekowej z tego
srodowiska.

Tabela 16
Ocena mikroflory cukinii ekologicznej (j.t.k/ml)
Grupa Salmonella | Plesnie | Drozdze | Bakterie Clostridium | Bakterie
coli fermentacji Sluzowe
mlekowej

PartiaI | 7,0x10° | n.w. 8,0x10” | n.w. 1,0x10° | 2,0x10' 4,0x10"
Partia | n.w. n.w. 3,0x10" | n.w. 2,0x10° | 2,0x10' 3,0x10"
11

Partia I — cukinia przygotowana do kiszenia
Partia Il — cukinia po siedmiu dniach fermentacji spontanicznej

n.w- nie wykryto

Dla poréwnania oceniono mikroflore jednej partii cukinii nie ekologicznej. Podobnie
jak w cukinii pochodzacej z upraw ekologicznych nie wykryto bakterii z rodzaju Salmonella,
nie wykazano obecnosci bakterii z rodzaju Clostridium oraz stwierdzono obecno$¢ bakterii z
grupy coli w ilosci 5,0x10" jtk/ml. Liczba plesni, drozdzy i bakterii §luzowych w cukinii
pochodzacej z upraw ekologicznych i1 nie ekologicznych byta na zblizonym poziomie.

W tabeli nr 17 przedstawiono ocen¢ mikroflory wszystkich przebadanych w projekcie
surowcow ekologicznych. Jak wida¢, r6znice w obecnosci mikroorganizmow nie pozadanych
sa dos$¢ znaczne 1 zalezg od partii warzyw, co ma bardzo duzy wplyw na przebieg i1 efekt
koncowy procesu technologicznego.
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Tabela 17

Obecnos¢ drobnoustrojow niepozadanych oraz bakterii fermentacji mlekowej w surowcach ekologicznych przygotowanych do kiszenia

(j-t.k/ml)
. . Bakterie
Rodzaj . Salmo- ' o Bakterie -
Grupa coli Ple$nie Drozdze Clostridium fermentacji
surowca nella sluzowe .
mlekowe;j
Buraki 3 7 5 1 3 2 2 5 3
5,0x10°-1,0x10 0- 6,1x10 3,0x10°- 1,0x10 0-2,0x10 0-5,0x10 0-3,2x10 0-2,2x10
Papryka 3 4 3 2 2 2 2 1 3
1,3x10°-8,0x10 0-5,0x10 2,5x107- 6,0x10 0-2,0x10 0-1,0x10 n.w. 7,0x10° —4,0x10
Jabtka 1 2 1 2 3 2 4 1 4
4,5x10" - 1,0x10 0-1,0x10 0-2,0x10 0-1,0x10 0-2,6x 10 0-1,6 x 10 6,0x10° —6,0x10
Ogorki 2 4 2 3 2 2 1 1 3 2 3
7,0x10°—-2,0x10" | 8,0x107-6,0x10° | 1,0x10" -4,0x10° | 0—4,0x10 0-1,0x10 0-1,0x10 8,0x10” - 4,0x10
Pietru- 2 3 2 3 1 1 2 3 2 2
. 9,0x10” - 1,0x10 3,0x10° -2,0x10° | 3,0x10 -6,0x10 n.w nw 7,0x107°4,0x10 1,0x10" — 7,0x10
szka
Cukinia 5 5 . . 4
0-7,0x10 nw 0- 8,0x10 nw 0-2,0x10 0-4,0x10 0- 1,0x10

n.w. —nie wykryto

18



Izolacja i identyfikacja bakterii fermentacji mlekowej z warzyw i owocéw pochodzacych

z upraw ekologicznych

Z przebadanych w ramach realizacji projektu ekologicznych burakéw, papryki, ogorkow
i jabtek wyizolowano szczepy bakterii fermentacji mlekowej w celu komponowania kultur

starterowych dla przetworstwa ekologicznego. Izolacje prowadzono z materiatu przed i po

procesie fermentacji spontanicznej. Pietruszka i cukinia, jakkolwiek ocenione pod wzgledem
mikrobiologicznym, nie byty srodowiskiem do izolacji bakterii fermentacji mlekowej, gdyz

uzyskane z nich produkty fermentowane, nie wzbudzity zainteresowania producenta zywnos$ci

ekologicznej. Przynalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych szczepdéw okreslono wstgpnie przy
uzyciu enzymatycznych testow API BioMerieux, a nast¢gpnie poprzez analize¢ materiatu

genetycznego. Wyniki izolacji przedstawiono w tabeli 18.

Tabela 18

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z warzyw i owocow ekologicznych

Zrédto izolacji

Gatunek wg API

Gatunek wg analizy sekwencji
16S rDNA

Buraki nie fermentowane

Lactobacillus delbruecki

Lactobacillus plantarum B I N

Buraki nie fermentowane

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus plantarum B II N

Buraki fermentowane

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum B I F

Buraki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum B Il F

Buraki fermentowane

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum B IIl F

Buraki fermentowane

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus plantarum B IV F

Buraki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum B V F

Papryka nie fermentowana

Lactobacillus acidophilus

Leuconostoc mesenteroides
PIN

Papryka fermentowana

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum P I F

Papryka fermentowana

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum P Il F

Papryka fermentowana

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum P IIl F

Papryka fermentowana

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum P IV F

Jablka nie fermentowane

Lactobacillus delbruecki
lactis

Staphylococcus pasteuri

Jabtka fermentowane

Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides J I F

Jablka fermentowane

Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides
JIIF

Jabtka fermentowane

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum J Il F

Jabtka fermentowane

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum J IV F

Jablka fermentowane

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum J V' F

Ogorki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus diolivorans O I F

Ogorki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus diolivorans O Il F

Ogorki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus diolivorans O Il F

Ogorki fermentowane

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis O IV F
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Szczepy wyizolowane z burakéw oznaczono symbolem B, z papryki symbolem P, z
jablek symbolem J oraz z ogorkéw symbolem O. Litera N oznaczono szczepy wyizolowane z
surowca niefermentowanego, natomiast literg F szczepy pochodzace z kiszonek uzyskanych
po procesie fermentacji spontanicznej. racznie ze wszystkich badanych $rodowisk
wyizolowano 21 szczepow, z ktorych wickszo$¢ nalezata do gatunku Lactobacillus
plantarum. Z jabtek niefermentowanych wyizolowano szczep, ktory we wstepnej
charakterystyce, przy uzyciu testow API zostal zakwalifikowany do gatunku Lactobacillus
delbruecki ssp. lactis, natomiast po poddaniu analizie genetycznej zostat zidentyfikowany
jako Staphylococcus pasteuri. Jest to gatunek gronkowca z grupy koagulazoujemnych, dla
ktorych organizm ludzki jest naturalnym gospodarzem (Kloos, 1997). Gronkowce tego
gatunku sa izolowane z zywnosci, zanieczyszczonej wody i $ciekow, ale rowniez z
materialow klinicznych. S. pasteuri nalezy do tej samej grupy bakterii, co S. epidermidis,
odpowiedzialny za duza cze¢$¢ zakazen szpitalnych, szczegdlnie u osdéb z wszczepami
materialdow obcych i obnizong odpornoscia (Hryniewicz, 1996). W ostatnich latach wzrasta
oporno$¢ gronkowcdéw na wiekszo$¢ dostepnych w lecznictwie antybiotykéw (Sobi§ —
Glinkowska, Szewczyk, 2004). Szczep ten zostal wyeliminowany z dalszych badan.

W celu oceny zréznicowania wewnatrzgatunkowego szczepOw izolowanych z
surowcoOw ekologicznych przeprowadzona zostala réwniez reakcja RAPD-PCR. Reakcja
przebiegala w obecnosci jednego z trzech réznych primerdéw (M13, PRIMO? lub RP). Kazdy
z primeréw zbudowany byt z 10 do 15 nukleotydow. Tak krotka sekwencja oraz dodatkowo
zwigkszone stezenie jondOw magnezu w mieszaninie reakcyjnej sprzyjaly czgstszemu
przytaczaniu si¢ primerow do obu nici genomowego DNA 1 w konsekwencji powstawaniu od
kilku do kilkunastu produktow amplifikacji o ré6znych dlugosciach.

Wyniki reakcji RAPD-PCR z primerem M3, przeprowadzonej w pierwszej
kolejnosci, wykazaty obecnos¢ 8 réznych szczepow lub grup szczepdéw. Byty to dwa szczepy
Lc. mesenteroides (PIN izolowany z papryki oraz jednorodne JIF i JIIF izolowane z jabtek),
jeden szczep Sc. pasteuri (JIN izolowany z jablek), jeden szczep L. fermentum (BIIIF
izolowany z burakéw). W przypadku L. plantarum otrzymano unikatowe wzory prazkow dla
szczepoOw BIF 1 BIVF izolowanych z burakow oraz dla szczepu JVF izolowanego z jabtek.
Pozostate szczepy L. plantarum izolowane z kazdego z badanych surowcow dawaty podobne
wzory produktow. Do grupy tej przyporzadkowano w sumie 9 szczepow izolowanych z:
burakow (BIIN, BIIF, BVF), papryki (PIF, PIIF, PIIIF, PIVF) i jabtek (JIIIF, JIVF).

Udokumentowana w ten sposob homogenno$¢ ostatniej grupy szczepow L. plantarum
zweryfikowana zostala dzigki przeprowadzonej w kolejnym etapie reakcji RAPD-PCR z
primerami RP lub PRIMOZ2. Otrzymane w ten sposob elektroforegramy byty podstawag do
wyodrebnienia z tej grupy szczepu PIVF, ktory wyrdznial si¢ obecnoscig dwoch produktow o
dhugosci ok. 1600 pz powstatych w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej primer PRIMO?2.

Dzigki reakcjom RAPD-PCR z primerami PRIMO?2 i RP udokumentowano roéwniez
roéznice sekwencji genomu pomiedzy szczepami Lc. mesenteroides izolowanymi z jablek (JIF
i JIIF) poczatkowo zaklasyfikowanymi jako jednorodne w oparciu o wynik reakcji z
primerem M13.
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Wyniki przedstawiono na rysunkach 11 2.
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Rys. 1. Roznicowanie szczepow izolowanych z ekologicznych burakéw i papryki metoda
RAPD-PCR przy udziale primera M13, PRIMO?2 lub RP. W — wzorzec dtugo$ci DNA.
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Rys. 2. Réznicowanie szczepdéw izolowanych z ekologicznych jabtek metoda RAPD-PCR
przy udziale primera M13, PRIMOZ2 lub RP. W — wzorzec dtugo$ci nici DNA.

W przypadku szczepow L. plantarum wyniki analizy porownawczej sekwencji genu
16S rDNA byly niejednoznaczne 1 informowaty 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 identyczno$ci
sekwencji genu kodujacego 16S rRNA, co wynika z bliskiego pokrewienstwa tych gatunkow.
W celu doprecyzowania tozsamosci taksonomicznej badanych izolatow 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 amplifikacjg 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 1lub pREV/pentF nie
zaobserwowano zadnych produktéw amplifikacji lub dlugos$¢ i mata intensywno$¢ prazkéw
$wiadczyty o niespecyficznosci produktu.
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Wyniki przedstawiono na rysunkach 3 1 4.
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Rys. 3. Amplifikacja fragmentu genu recA szczepow izolowanych z ekologicznych jabtek 1
papryki przeprowadzona z udziatem primerow pREV/planF, pREV/paraF lub pREV/pentF. W
— wzorzec dtugosci nici DNA.
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Rys. 4. Amplifikacja fragmentu genu recA szczepdéw izolowanych z ekologicznych burakow
przeprowadzona z udziatem primerow pREV/planF, pREV/paraF lub pREV/pentF. W —
wzorzec dlugosci nici DNA.

Charakterystyka biotechnologiczna nowo wyizolowanych szczepow bakterii fermentacji
mlekowej

W celu okreslenia przydatno$ci nowo wyizolowanych szczepéw do zastosowania w
kulturach  starterowych do otrzymywania fermentowanych warzyw 1 owocoéw
przeprowadzono ich charakterystyke biotechnologiczng. Pierwszym ocenionym parametrem
byta zdolnos¢ szczepéw do wzrostu. Ocene przeprowadzono w dwoéch temperaturach - 37°
(standardowa temperatura hodowli szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej) 1 25° C
(temperatura fermentacji prowadzonej w warunkach przemystowych). Wyniki oceny
zdolnosci do wzrostu nowo wyizolowanych szczepow przedstawiono w tabeli nr 19.
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Tabela 19

Ocena zdolnosci do wzrostu szczepow bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z

surowcow ekologicznych (j.t.k/ml)

Symbol szczepu temp. 37°C temp.25°C
Lactobacillus plantarum B I N 1,6x1 0® 7,3x1 0°
Lactobacillus plantarum B I N 1,0x1 0® 6,4x1 0°
Lactobacillus plantarum B I F 1,5x10° 3,6x10°
Lactobacillus plantarum B Il F 1,3x10° 3,0x10°
Lactobacillus fermentum B Il F 1,1x10° 1,5x10°
Lactobacillus plantarum B IV F 1,0x1 0’ 5,3x1 0’
Lactobacillus plantarum B V F 5,6x1 0’ 7,8x1 0’
Leuconostoc mesenteroides P I N 1,1x1 0’ 1,2x1 0’
Lactobacillus plantarum P I F 4,1x10° 7,2x10°
Lactobacillus plantarum P Il F 3,6x10° 8,5x10°
Lactobacillus plantarum P Il F 4,0x1 0’ 7,7x1 0’
Lactobacillus plantarum P IV F 4,2X109 9,3X109
Leuconostoc mesenteroides J I F 5,0x1 0 3,2x1 0’
Leuconostoc mesenteroides J I F 2,0x10° 3,2x10°
Lactobacillus plantarum J 11l F 6,0x10° 8,0x10°
Lactobacillus plantarum J IV F 2,8X109 7,7X109
Lactobacillus plantarum J V' F 3,6)(109 6,5X109
Lactobacillus diolivorans O I F 4,8){109 1,5);109
Lactobacillus diolivorans O Il F 2,2x10° 7,7x10°
Lactobacillus diolivorans O Il F 1,8x10° 1,4x10°
Lactobacillus brevis O IV F 4,0x1 0’ 1,6x1 0’

Hodowle prowadzono w podtozu MRS przez 24 godziny.

Wigkszos¢ wyizolowanych szczepdw charakteryzowata si¢ jednakowo dobrym wzrostem, w
obydwu badanych temperaturach. Jedynie w przypadku dwoch szczepdéw z gatunku

Lactobacillus plantarum, wyizolowanych z burakow niefermentowanych, wzrost w
temperaturze 25° C byt wyraznie gorszy niz w temperaturze 37° C i byt na poziomie 10°
j.tk/ml. Roéwniez szczep Leuconostoc mesenteroides
fermentowanej charakteryzowat si¢ stabszym wzrostem w temperaturze 25° C — liczebno$¢
komoérek byta na poziomie 107 j.t.k/ml, podczas gdy w 37°C wynosita 10° j.t.k/ml.

wyizolowany z papryki

Kolejnym ocenianym parametrem byta zdolno$¢ badanych szczepow do biosyntezy kwasu
mlekowego. Wyniki przedstawiono w tabeli nr 20.

nie
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Tabela 20
Ilo$¢ kwasu mlekowego syntetyzowana przez wyizolowane szczepy (g/1)

Symbol Temperatura 37°C Temperatura 25°C

szczepu FormaD | Forma L | Suma Forma D | Forma L | Suma
Lactobacillus 0,6 2.4 3,0 0,0 0,0 0,0
plantarum B I N

Lactobacillus 0,3 2,1 2,4 0,0 0,0 0,0
plantarum B Il N

Lactobacillus 9,2 32 12,4 9,2 0,0 9,2
plantarum B I F

Lactobacillus 7,4 0,8 8,2 6,7 0,0 6,7
plantarum B Il F

Lactobacillus 4,3 2,3 6,6 3.4 1,9 53
fermentum B IIl F

Lactobacillus 5,9 4,8 10,7 6,7 35 10,2
plantarum B IV F

Lactobacillus 8,6 4,5 13,1 10,1 2,1 12,2
plantarum BV F

Leuconostoc 1,3 0,2 1,5 0,2 0,8 1,0
mesenteroides P I N

Lactobacillus 7,8 2,9 10,7 10,9 1,8 12,7
plantarum P I F

Lactobacillus 7,1 3,1 10,2 10,1 1,8 11,9
plantarum P Il F

Lactobacillus 6,2 2,8 9,0 10,6 2,5 13,1
plantarum P Il F

Lactobacillus 8,0 2,7 10,7 9.3 1.4 10,7
plantarum P IV F

Leuconostoc 4,0 0,0 4,0 5,2 0,0 5,2
mesenteroides J I F

Leuconostoc 4.2 0,2 4,4 4,7 0,8 5.5
mesenteroides J Il F

Lactobacillus 7,9 5,7 13,6 10,4 2,2 12,6
plantarum J Il F

Lactobacillus 8,9 3,5 12,4 9,1 2.4 11,5
plantarum J IV F

Lactobacillus 8,9 2.8 11,7 4.9 0,3 5,2
plantarum J V F

Lactobacillus 2,0 0,3 2,3 0,8 1,6 2.4
diolivorans O I F

Lactobacillus 2,5 0,4 2,9 0,4 0,3 0,7
diolivorans O Il F
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Lactobacillus 5,5 6,2 11,7 1,0 2,8 3.8
diolivorans O Il F

Lactobacillus brevis | 2,0 0,8 2,8 2.4 2.4 4,8
OIVF

Hodowle prowadzono w podtozu MRS przez 24 godziny

Wyizolowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej charakteryzowaly si¢ bardzo duzym
zréznicowaniem pod wzgledem ilosci syntetyzowanego kwasu mlekowego. W przypadku
wickszosci badanych szczepoéw ilos¢ kwasu mlekowego syntetyzowanego w temperaturach
25° 1 37° C byla zblizona i osiggata wartosci od 2,4 do 13,1 g/l. Szczepy wyizolowane z
surowca nie poddanego fermentacji syntetyzowaly wyraznie mniej kwasu od szczepow
wyizolowanych z surowca fermentowanego — od 1,5 do 3,0 g/l. W przypadku dwéch z tych
szczepow, wyizolowanych z burakéw niefermentowanych, w odcieku po hodowlach
prowadzonych w temperaturze 25° w ogdle nie wykazano obecno$ci tego metabolitu. W
grupie szczepOw bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z owocéw 1 warzyw
fermentowanych zdecydowanie wyrdzniata si¢ grupa szczepow pochodzacych z ogorkow.
Szczepy te syntetyzowaty w temperaturze 25° C niewielkie ilosci kwasu — od 0,7 do 4,8 g/l.
W przypadku szczepu oznaczonego symbolem O III F zaobserwowano znaczng dysproporcje
pomiedzy iloscig kwasu syntetyzowanego w 37° C (11,7 g/1) 1 25° C (3,8 g/l).

Na podstawie wykonanej oceny biosyntezy kwasu mlekowego mozna stwierdzié, ze
wiekszos$¢ szczepOw pochodzacych z surowca fermentowanego nadaje si¢ do wiaczenia w
sktad kultur starterowych do kiszenia owocow 1 warzyw.

Kolejnym aspektem oceny biotechnologicznej nowo wyizolowanych szczepdéw byta zdolnos¢
do hamowania rozwoju bakterii patogennych 1 niepozadanych w zywnosci. Oceng wykonano
wobec panelu jedenastu szczepoOw wskaznikowych, nalezacych do rodzajow Escherichia,
Salmonella, Listeria i Bacillus. Wyniki, wyrazone w wielkosci $rednicy stref zahamowania
wzrostu szczepow wskaznikowych przez jednakowe ilosci odcieku po hodowli szczepow
bakterii fermentacji mlekowej, przedstawiono w tabeli 21.
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Tabela 21

Ocena zdolnosci wyizolowanych szczepow bakterii fermentacji mlekowej do hamowania wzrostu szczepow wskaznikowych

5. .| S. enteri- S S. typhi- S. E.coli | E.coli B. B. L. L.
Badane szczepy °C enteri- g saint- . . - monocy- | monocy-
o tidis 2 murium | virchov 1 2 subtilis | cereus
tidis 1 paul togenes 1 | togenes 2
Lactobacillus 25 - - - - - - - - - - 6
plantarum B IN 37 - - 5 - 5 - - - - - 5
Lactobacillus 25 - - - - - - - - - - 6
plantarum B Il N 37 - - - - - - - - - - 5
Lactobacillus 25 - - 10 10 12 16 15 12 12 -
plantarum B I F 37 - - 10 10 11 19 24 17 17 -
Lactobacillus 25 - - 8 6 10 14 15 9 9 -
plantarum B Il F 37 - - 5 5 10 - - 9 8 -
Lactobacillus 25 - - 10 10 10 12 15 10 9 - 10
fermentum B IIl F 37 - - 10 10 12 12 15 10 10 - 13
Lactobacillus 25 - - 10 10 10 12 17 14 14 - -
plantarum B IV F 37 - - 12 12 10 12 17 12 13 - 13
Lactobacillus 25 - - 10 10 10 15 17 12 14 - -
plantarum BV F 37 - - 10 10 10 15 17 14 17 - 12
Leuconostoc 25 - - - - - - - - - - 10
mesenteroides P IN 37 - - 4 5 5 - - - - - 12
Lactobacillus 25 - - 10 7 10 15 15 17 13 - 5
plantarum PIF 37 - - 10 10 10 18 24 20 13 - 12
Lactobacillus 25 - - 10 8 10 15 15 17 14 - -
plantarum P Il F 37 - - 10 10 12 18 24 20 18 - -
Lactobacillus 25 - - 10 8 10 15 15 18 14 - -
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plantarum P Il F 37 - - 10 10 10 14 20 19 16 -
Lactobacillus 25 - - 10 8 10 12 15 14 13 10
plantarum P IV F 37 - - 10 10 10 18 20 18 15 11
Leuconostoc 25 - - 5 6 8 - - 7 8 9
mesenteroides J I F 37 - - 4 5 8 - - 5 7 11
Leuconostoc 25 - - 5 8 8 - - 7 7 10
mesenteroides JIIF | 37 - - 4 5 7 - - 5 6 10
Lactobacillus 25 - - 10 10 12 15 15 14 12 12
plantarum J Il F 37 - - 9 11 11 24 24 16 15 12
Lactobacillus 25 - - 10 10 12 15 15 13 12 14
plantarum J IV F 37 - - 9 10 11 19 20 15 15 14
actobacillus 25 - - 10 10 10 15 10 12 11 -
plantarum JV F 37 - - 11 10 10 20 25 15 15 -
Lactobacillus 25 - - 5 - 5 - - - - 10
diolivorans O I F 37 - - 9 8 5 15 - 11 10 17
Lactobacillus 25 - - - - - - - - 10
diolivorans O Il F 37 - - 8 15 - 9 10 11
Lactobacillus 25 - - 5 - 5 10 10 15 12 10
Diolivorans O Ill F 37 - - 12 5 10 10 10 14 13 13
Lactobacillus brevis 25 - - 5 - 5 - - 6 7 12
OIVF 37 - - 5 9 9 15 - 14 11 12

Wartosci liczbowe zawarte w tabeli przedstawiajg wielkos¢ stref zahamowania wzrostu wyrazong w mm




W grupie wyizolowanych szczepéw Dbakterii fermentacji mlekowej szczepy
pochodzace z surowca niefermentowanego wyrozniaty si¢ znikomg aktywnoscig
antybakteryjna, co jest skorelowane z niewielka ilo$cig syntetyzowanego kwasu mlekowego.
Wszystkie szczepy wyizolowane z surowca poddanego fermentacji charakteryzowaty sig
dobra lub bardzo dobra zdolnoscia do hamowania wzrostu szczepow wskaznikowych (w
niektorych przypadkach wielkos$¢ stref zahamowania wzrostu miata $rednicge nawet 20 mm).
Badane szczepy hamowaty rozwoj osmiu z jedenastu uzytych w doswiadczeniu szczepow
bakterii patogennych i niepozadanych w zywnosci, w tym trzech gatunkow z rodzaju
Salmonella, dwoch gatunkow z rodzaju Escherichia, dwoch gatunkéw z rodzaju Bacillus oraz
jednego z rodzaju Listeria. Nieoczekiwanie wysokg aktywnoscig antybakteryjng w stosunku
do niewielkich ilo$ci syntetyzowanego kwasu, charakteryzowatly si¢ szczepy bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowane z kiszonych ogérkéw. Uzyskane wyniki potwierdzaja
przydatnos¢ szczepdéw do komponowania kultur starterowych do kiszenia warzyw i owocow.

Opracowanie skladu kultur starterowych. Uzycie kultur starterowych do sporzadzenia
kiszonek oraz ocena jakosci sensorycznej i mikrobiologicznej otrzymanych produktow

W nastgpnej fazie realizacji projektu opracowano sktad kultur starterowych
zawierajacych nowo wyizolowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej. Przy wyborze
szczepow  kierowano si¢ zard6wno wynikami  wykonanej oceny przydatnos$ci
biotechnologicznej, jak i potrzeba zachowania mozliwie duzej réznorodnosci gatunkowe;.
Dlatego tez w wykonanych do$wiadczeniach zastosowano szczepy wyizolowane z surowca
nie poddanego fermentacji pomimo iz uzyskaly one gorsze wyniki w charakterystyce
przydatnosci biotechnologicznej. Kultury starterowe zastosowano w probach kiszenia
owocow 1 warzyw w warunkach laboratoryjnych. Otrzymane kiszonki poddawano ocenie
mikrobiologiczne] oraz przy odpowiedniej czystosci mikrobiologiczne; rowniez ocenie
organoleptyczne;.

Pierwszym, poddanym fermentacji ukierunkowanej (przy uzyciu kultur starterowych)
surowcem byty buraki ¢wiktowe, z ktorych po procesie fermentacji uzyskiwano sok. Wyniki
oceny mikrobiologicznej i organoleptycznej przedstawiono w tabelach 22 i 23.
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Tabela 22

Ocena mikrobiologiczna fermentowanego soku z burakéw ¢wiklowych (j.t.k/ml) - doswiadczenie 1

Wariant Grupa Salmo- Plesnie | Drozdze | Clostridium | Bakterie LAB po LABpo 5
doswiadcze- coli nella Sluzowe | zakonczeniu tygodniach
nia kiszenia przechowywania
Fermentacja | 3,0x10' n.w. n.w. 4,0x10° n.w. n.w. 4,5x10’ 9,0x10°
spontaniczna
L. plantarum n.w. n.w. n.w. 2,0x10’ n.w. n.w. 2,4x10° 1,0x10°
BIN
L. plantarum n.w. n.w. n.w. 8,0)(103 n.w. n.w. 4,2)(108 2,0){106
BIIF
L.fermentum | 6,0x10’ n.w. n.w. 1,6x10 n.w. n.w. 3,0x10° 1,2x10°
BIIIF
L. plantarum n.w. n.w. n.w. 2,0x10" n.w. n.w. 5,2x10° 2,0x10°
BIVF
Kultura n.w. n.w. n.w. 3,2)(105 n.w. n.w. 5,5)(108 1,2)(108
mieszana I
Kultura n.w. n.w. n.w. 3,0x10° n.w. n.w. 3,8x10° 2,2x10°
mieszana II

Kultura mieszana I zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. fermentum B IIl F, L. plantarum IV F w rownych proporcjach.
Kultura mieszana Il zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. plantarum IV F, L. plantarum B V F w rownych proporcjach.
Do kiszenia zastosowano solanke zawierajacq 2,5 % soli, poczatkowa liczebnos¢ bakterii kultury starterowej wynosita 10° j.t.k/ml zalewy.



Tabela 23

Ocena organoleptyczna fermentowanego soku z burakéow ¢wiklowych - doswiadczenie 1

Wariant Fermentacja | L. L. L. L. Kultura Kultura
doswiadezenia | ¢ontan, plantarum | plantarum | fermentum B | plantarum B | mieszana I mieszana II
BIN BIIF IIIF IVF

cecha

Barwa i wyglad 5,75 5,75 5,75 6,0 5,5 45 5,5

Zapach 5,25 4,25 4,37 4,5 4,62 5,0 4,62

Smak 4,25 4,5 4,62 4,37 5,0 4,33 5,0

Ocena hedoniczna 6,25 6,75 7,25 7,0 7,0 6,75 6,25

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.
Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.

Kultura mieszana I zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. fermentum B IIl F, L. plantarum IV F w rownych proporcjach.

Kultura mieszana Il zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. plantarum IV F, L. plantarum B V F w rownych proporcjach.
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W wyniku fermentacji spontanicznej oraz przy uzyciu kultury mieszanej I uzyskano
sok o barwie brazowo-czerwonej, metny. W przypadku uzycia jako kultury starterowej
szczepu L. plantarum B I N powierzchnia soku pokryta byta kozuchem drozdzy. Na
podstawie tych wynikow obydwa warianty kultur starterowych wyeliminowano z dalszych
badan. Wynik oceny mikrobiologicznej otrzymanych sokow byt zasadniczo korzystny, gdyz
nie wykazano w nich obecnos$ci bakterii patogennych. Jedynie w przypadku proby kontrolne;j
oraz uzycia jako kultury starterowej szczepu L. fermentum B III F przezyty nieliczne komorki
bakterii z grupy coli. Liczba bakterii fermentacji mlekowej we wszystkich sokach
otrzymanych przy uzyciu kultur starterowych byta wysoka i wynosita 10® j.t.k/ml (w probie
kontrolnej 107 j.t.k/ml). Niestety, w znacznym stopniu namnozyly si¢ w badanych sokach
drozdze — na poziomie od 10* do 107 j.t.k/ml Jest to trudne do unikniccia, gdyz wicle
szczepow drozdzy dobrze toleruje niskie pH, a takze wchodzi z bakteriami fermentacji
mlekowej w zalezno$ci o charakterze synergistycznym lub komensalnym (badania IBPRS,
dane nie publikowane). Natomiast istotnym jest, Ze w sokach byly nieobecne plesnie. Po 5
tygodniach przechowywania w sokach uzyskanych przy uzyciu kultur starterowych liczba
zywych bakterii fermentacji mlekowej byta nadal wysoka i wynosita od 10° do 10® j.t.k/ml.
Wyjatek stanowit sok fermentowany przy uzyciu szczepu L. plantarum B I N, w ktorym
liczba bakterii fermentacji mlekowej wynosita 10° j.tk/ml i byta nizsza niz w probie
kontrolne;.

W dalszej czgsci realizacji projektu ponownie wykonano proby otrzymywania
fermentowanego soku z burakow przy uzyciu kultur starterowych. W doswiadczeniach
ponownie uzyte zostaly szczepy L. plantarum B II F, L. fermentum B III F oraz L. plantarum
B IV F, dla ktérych uzyskano w pierwszej czgsci doswiadczen najlepsze wyniki oceny
organoleptycznej 1 kultur¢ mieszang II, dla ktoérej wynik oceny byt poprawny. Ponadto do
doswiadczen wiaczono szczep L. plantarum B V F, ktory nie byt do tej pory oceniany. W tych
doswiadczeniach nieznacznie zwigkszono 1los¢ soli w solance (z 2,5 % na 3%), natomiast nie
zwiekszono liczebnosci kultury starterowej — pozostata ona na poziomie 10° j.t.k/ml zalewy.
Otrzymane soki poddano ocenie mikrobiologicznej i organoleptycznej, wyniki przedstawiono
w tabelach 24 1 25.
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Ocena mikrobiologiczna fermentowanego soku z burakéow ¢wiklowych (j.t.k/ml) - doSwiadczenie 2

Tabela 24

Grupa coli Salmonella | Plesnie Drozdze | Clostridium Bakterie LAB po LABpo 5
Sluzowe zakonczeniu | tygodniach

Wariant kiszenia przechowywania
doswiadczenia
Fermentacja n.w. n.w. 4,0x10° 1,0x10° | n.w. n.w. 4,0x10’ 2,0x10’
spontaniczna
L. plantarum B II | n.w. n.w. n.w. 2,0)(101 n.w. n.w. 2,0)(108 7,0){107
F
L.fermentum B n.w. n.w. n.w. I,OXIO1 n.w. n.w. 1,0)(108 1,2)(108
IIIF
L.plantarum B | n.w. n.w. 1,0x10" | 1,0x10° | n.w. n.w. 1,0x10° 1,5x10’
IVF
L. plantarum BV | n.w. n.w. n.w. 6,0x10° | n.w. n.w. 2,0x10° 2,2x10’
F
Kultura mieszana | n.w. n.w. n.w. 6,0x101 n.w. n.w. 3,0)(108 I,OXIO8

II

Kultura mieszana Il zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. plantarum IV F, L. plantarum B V F w rownych proporcjach.

n.w.- nie wykryto
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Tabela 25

Ocena organoleptyczna soku z burakow ¢wiklowych - dosSwiadczenie 2

Wariant Fermentacja L. plantarum B II | L.fermentum B | L. plantarum B IV | L. plantarum B V F | Kultura mieszana
doswiadezenia | ghontaniczna F I F F II

Cecha

Barwa i wyglad 2,0 6,0 5,75 6,0 6 6,0

Zapach 2,0 4,25 5,25 4,75 5 3.5

Smak 2,0 4,50 5,25 4,75 5,25 3,5

Ocena hedoniczna | 1,5 5,75 8,0 7,0 9 4,25

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.

Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.

Kultura mieszana Il zawierata szczepy L. plantarum B I N, L. plantarum IV F, L. plantarum B V F w rownych proporcjach.
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Otrzymane w tej czeSci doswiadczen soki charakteryzowaty si¢ dobra jakoscia
mikrobiologiczng. Nie wykazano obecnos$ci bakterii niepozadanych. W dwodch przypadkach —
proba kontrolna i kultura starterowa L. plantarum B IV F — wykazano obecnos$¢ nielicznych
plesni. Liczba bakterii fermentacji mlekowej byta wysoka i wynosita 10® j.t.k/ml (w probie
kontrolnej 107 j.t.k/ml). Po 5 tygodniach przechowywania liczba ta pozostata na poziomie 10’
— 10* j.t.k/ml. We wszystkich przypadkach wykazano obecno$¢ drozdzy ale na duzo nizszym
poziomie niz w poprzednim do$wiadczeniu. Liczebno$é drozdzy byta na poziomie 10" — 10
j.t.k/ml w sokach otrzymanych przy uzyciu kultur starterowych i na poziomie 10° j.t.k/ml w
probie kontrolne;.

W ocenie hedonicznej najlepiej wypadty soki otrzymane przy uzyciu szczepéw B III
F, BIV F i B V F (maksymalna ocena w stosowanej punktacji). Nisko oceniony zostat sok
otrzymany przy uzyciu kultury mieszanej II 1 szczegdlnie nisko wypadla w ocenie
hedonicznej proba kontrolna.

W celu potwierdzenia dotychczas uzyskanych wynikow dotyczacych rezultatow stosowania
kultur starterowych do otrzymywania fermentowanego soku z ekologicznych burakow
¢wiklowych do$wiadczenie powtdrzono po raz trzeci. Jako kultury starterowe zostaty uzyte
szczepy L.fermentum BIIIF i L.plantarum BVF, ktore w dotychczasowych do$wiadczeniach
uzyskaty najlepsze wyniki w ocenie organoleptycznej. W doswiadczeniu zwigkszono
liczebno$¢ bakterii kultury starterowej z 10° j.tk/ml do 10° j.t.k/ml. Wytypowane szczepy
zostaty zastosowane jako monokultury oraz w postaci kultury mieszanej. Uzyskane soki
poddano ocenie mikrobiologicznej i organoleptycznej. Wyniki przedstawiono w Tabelach 26 i
27.
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Tabela 26
Ocena mikrobiologiczna fermentowanego soku z burakéow ¢wiklowych (j.t.k/ml) - doswiadczenie 3

Wariant Grupa coli | Salmonella | Ples$nie Drozdze Clostridium | Bakterie LAB po LABpo 5

doswiadczenia Sluzowe zakonczeniu tygodniach
kiszenia przechowywania

Fermentacja | n.w. n.w. 2,0x10" 5,0x10° n.w. n.w. 4,0x10’ 2,0x10’

spontaniczna

L.fermentum B | n.w. n.w. n.w. l,OxlO1 n.w. n.w. 1,2x108 1,0x108

IITF

L. plantarum B | n.w. n.w. n.w. 1,5x10° n.w. n.w. 6,0x10° 1,0x10’

VF

Kultura n.w. n.w. n.w. 8,0)(102 n.w. n.w. 7,8)(108 3,5)(108

mieszana III

Kultura mieszana Ill zawierata szczepy L. fermentum B Il F i L. plantarum B V' F w rownych proporcjach.
n.w.- nie wykryto Tabela 27
Ocena organoleptyczna soku z kiszonych burakéw - doswiadczenie 3

W L.fermentum L. plantarum Kultura mieszana III
cecha BIIIF BVF

Barwa i wyglad 5,6 6 6,3
Zapach 4,6 6 6
Smak 4 5,6 5,3
Ocena hedoniczna 7 8 8

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.
Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.
Kultura mieszana Il zawierata szczepy L. fermentum B Il F i L. plantarum B V F w rownych proporcjach.




W trzeciej probie otrzymywania fermentowanych sokow z burakow w wyniku
fermentacji spontanicznej uzyskano sok o barwie brunatno-czerwonej i konsystencji bardzo
gestego kisielu. Ze wzgledu na te cechy organoleptyczne sok uzyskany w efekcie fermentacji
spontanicznej nie zostat poddany ocenie organoleptycznej, jakkolwiek jego charakterystyka
mikrobiologiczna nie budzita zastrzezen — poza nielicznymi ple$niami (na poziomie 10’
j.tk/ml) w soku tym nie byly obecne mikroorganizmy niepozadane. Soki otrzymane z
uzyciem kultur starterowych BIIIF i BVF oraz mieszaniny tych szczepéw charakteryzowaty
si¢ rowniez dobrg jakoscig mikrobiologiczng i otrzymaty dobre wyniki w ocenie
organoleptycznej. We wszystkich sokach liczba bakterii fermentacji mlekowej byta na
poziomie 10* j.t.k/ml, tak wiec zwickszenie liczebnosci inokulum nie wptynelo na ostateczna
liczbe bakterii fermentacji mlekowej w produkcie. Po pigciu tygodniach przechowywania
liczba bakterii fermentacji mlekowej w zasadzie nie ulegla obnizeniu.

W wyniku wszystkich przeprowadzonych do$wiadczen, dotyczacych otrzymywania
fermentowanych sokoéw z burakoéw, do przeprowadzenia prob w zakladzie przetworczym i
otrzymania probnej partii towaru zostaly wybrane dwa szczepy - L.fermentum BIIIF i
L.plantarum BVF.

W kolejnym etapie realizacji projektu wykonano proby otrzymywania papryki
kiszonej przy uzyciu kultur starterowych zawierajagcych bakterie fermentacji mlekowe;j
wyizolowane z papryki ekologicznej. Poniewaz z papryki fermentowanej wyizolowano
wylacznie szczepy nalezace do gatunku L.plantarum, zdecydowano si¢ na uzycie jako
jednego z wariantéw  kultur starterowych szczepu Leuconostoc mesenteroides,
wyizolowanego z papryki niefermentowanej, pomimo tego, ze w charakterystyce
biotechnologicznej nie zostal on oceniony wysoko. Wyniki oceny mikrobiologicznej i
organoleptycznej kiszonej papryki przedstawiono w Tabelach 28 1 29.
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Tabela 28

Ocena mikrobiologiczna kiszonej papryki (j.t.k/ml)

Wariant Grupa Salmonella | Ples$nie Drozdze | Clostridium | Bakterie | LAB po LABpo 5

doswiadczenia coli sluzowe | zakonczeniu tygodniach
kiszenia przechowywania

Fermentacja 3,0x10" | 4,0x10' n.w. 3,0x10" | n.w. n.w. 1,2x10° 1,0x10°

spontaniczna

Lc. mesenteroides n.w. n.w. n.w. 1,5){107 n.w. n.w. 3,8xlO8 2,0)(108

PIN

L. plantarum P 1 F n.w. n.w. n.w. 3,5x10" | n.w. n.w. 4,0x10° 1,3x10°

L. plantarum P 111 F n.w. n.w. n.w. 3,0){107 n.w. n.w. 3,0){108 8,0)(107

Kultura mieszana n.w. n.w. n.w. 2,5x10° | n.w. n.w. 1,3x10° 1,2x10°

Kultura mieszana zawierala szczepy Lc. mesenteroides P I N, L. plantarum P I F, L. plantarum P IIl F w rownych proporcjach.

n.w. nie wykryto

Ocena organoleptyczna kiszonej papryki

Tabela 29

Wariant Fermentacja Lc. mesenteroides P | L. plantarum P I | L. plantarum P | Kultura mieszana

W spontaniczna IN F I F

Cecha

Barwa i wyglad 6 6 6 6 6

Zapach 5,33 4,83 4,83 4 4,66

Smak 5,33 4,66 5,16 3,66 5,5

Konsystencja 5,66 4,66 6.0 5 5,0

Ocena hedoniczna 8,33 6,66 5,0 6 7,66

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.
Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.
Kultura mieszana zawierata szczepy Lc. mesenteroides P I N, L. plantarum P I F, L. planta rum P Il F w rownych proporcjach.
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Ocena mikrobiologiczna kiszonej papryki wykazata, ze w prébie kontrolnej przezyly
nieliczne bakterie z grupy coli i z rodzaju Salmonella. W probach otrzymanych przy
zastosowaniu kultur starterowych obecno$ci tych bakterii nie wykazano. W zadnej z prob nie
wykazano rowniez obecno$ci plesni, bakterii $luzowych 1 bakterii z rodzaju Clostridium.
Liczba bakterii fermentacji mlekowej we wszystkich probach osiagneta poziom 10° j.t.k/ml
zalewy 1 liczebno$¢ ta w zasadzie nie ulegta zmianie po pigciu tygodniach przechowywania.
We wszystkich probach niestety rozwinely sie drozdze, ktore osiagnely liczebnosé 107 j.t.k/ml
zalewy, za wyjatkiem proby uzyskanej przy uzyciu mieszanej kultury starterowej — tu liczba
drozdzy byla na poziomie 10° j.t.k/ml zalewy.

W ocenie organoleptycznej najlepiej wypadila papryka uzyskana w wyniku fermentacji
spontanicznej oraz w wyniku zastosowania mieszanej kultury starterowej. Otrzymane
warto$ci oceny hedonicznej byly na bardzo zblizonym poziomie: 8,33 i 7,66 pkt.

Nastegpnie wykonano probe otrzymywania fermentowanych sokow jabtkowych. Soki
poddano fermentacji spontanicznej i ukierunkowanej, przy uzyciu trzech réznych kultur
starterowych zwierajacych bakterie fermentacji mlekowej wyizolowane z jablek
ekologicznych. Soki poddano ocenie mikrobiologicznej. Wyniki przedstawiono w Tabeli 30.

Tabela 30
Ocena mikrobiologiczna sokéw z Kkiszonych jablek (j.t.k/ml) - dos§wiadczenie 1

Wariant Grupa | Salmonella | Plesnie | Drozdze | Clostridium | Bakterie | LAB
doswiad- coli Sluzowe | po zakon-
czenia czeniu

kiszenia
Fermentacja | n.w n.w nw 3,0)(107 2,0)(102 nw nw
spontaniczna
Lc. mesente- | n.w nw nw 2,0x107 | 2,6x10° nw 1,0x10"
roides J I F
L. plantarum |nw | nw n.w 5,0x10° | 6,0x10" 1,6x10* | 2,0x10’
JIVF
Kultura nw | nw nw 6,8x10° | 2,0x10 nw 2,0x10°
mieszana I

Kultura mieszana I zawierata szczepy Lc. mesenteroides J I F, L. plantarum J IV F w
rownych proporcjach.

Sok fermentowano bez dodatku cukru, wielko$¢ inokulum wynosital0 jtk/ml

n.w. - nie wykryto
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We wszystkich badanych sokach jablkowych namnozyty si¢ drozdze, natomiast liczba
bakterii fermentacji mlekowej, pomimo zastosowania kultur starterowych w liczbie 10’
j.tk/ml soku, byta bardzo niska — od 10' j.tk/ml do 10’ j.tk/ml. W probie kontrolnej,
poddanej fermentacji spontanicznej, w ogdle nie wykazano obecnosci bakterii fermentacji
mlekowej. Swiadczy to o tym, ze bakteriom fermentacji mlekowej nie udato si¢ opanowaé
srodowiska — zostalo ono zdominowane przez zawarte w soku drozdze 1 w rzeczywistosci
doszto do fermentacji typu alkoholowego. Poniewaz dodatkowo we wszystkich sokach,
otrzymanych w tym doswiadczeniu, wykazano po fermentacji obecnos¢ bakterii z rodzaju
Clostridium na poziomie 107 j.t.k/ml, soki te nie zostaly poddane ocenie organoleptycznej i
nie byty przechowywane.

Probe otrzymywania fermentowanego soku jablkowego powtdrzono, zwigkszajac
liczebno$¢ inokulum z 10° j.t.k/ml do 10° j.t k/ml. W do$wiadczeniu szczep L.plantarum JIVE
zastapiono szczepem L.plantarum JVF. Wyniki oceny mikrobiologicznej i organoleptycznej
sokow przedstawiono w Tabelach 31 i 32.
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Ocena mikrobiologiczna sokow z kiszonych jablek (j.t.k/ml) - doswiadczenie 2

Tabela 31

Wariant doswiadcze- | Grupa coli Salmonella Plesnie Drozdze Clostridium Bakterie LAB po zakonczeniu
nia Sluzowe kiszenia
Fermentacja n.w. n.w. n.w. 8,4x105 n.w. n.w. 2,0x1 0’
spontaniczna
Lc. mesenteroides J IT | 1,0x10’ n.w. 2,0x10" 1,2x10° | nw. n.w. 2,0x10
F
L. plantarum n.w. n.w. n.w. 1,9x10° n.w. n.w. 7,0x10*
JVF
Kultura mieszana II n.w. n.w. n.w. 9,6)(105 1,0)(101 n.w. S,OXIO4
Kultura mieszana Il zawierala szczepy Lc. mesenteroides J Il F, L. plantarum J V F w rownych proporcjach.
Sok fermentowano bez dodatku cukru, wielko$¢ inokulum wynosita 10°jtk/ml.

Tabela 32

Ocena organoleptyczna soku z jablek

Wariant Fermentacja Lc. mesenteroides J I F | L. plantarum Kultura mieszana II
Swiadczenia | spontaniczna JVF
Cecha
Barwa i wyglad 5 5 53 53
Zapach 5 5 5 6
Smak 5.3 5,3 5 6
Ocena hedoniczna 8 8,3 7,6 9

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.

Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.

Kultura mieszana Il zawierata szczepy Lc. mesenteroides J Il F, L. plantarum J V F w rownych proporcjach.
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Pomimo zwigkszenia liczebnos$ci inokulum w soku jabtkowym fermentowanym przy
zastosowaniu kultur starterowych liczba bakterii fermentacji mlekowe] osiggneta poziom
zaledwie 10* j.tk/ml, natomiast liczba drozdzy byla na poziomie 10° - 10° j.tk/ml. Ze
wzgledu na brak w otrzymanych sokach bakterii patogennych zostaty one poddane ocenie
organoleptycznej i w ocenie hedonicznej uzyskaty nieoczekiwanie wysoka liczbe punktow —
od 7,6 do 9,0 (tj. ocena maksymalna).

W  kolejnym etapie realizacji projektu wykonano proby otrzymywania
fermentowanego soku warzywno-owocowego, w tym przypadku buraczano-jabtkowego. Z
uwagi na fakt, ze do otrzymywania sokow uzyto burakow i jablek w proporcji 2:1, jako
kultury starterowe zastosowane zostaty szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z
burakow ekologicznych. Soki buraczano-jabtkowe uzyskiwano w identyczny sposéb jak soki
z burakow. Wyniki oceny mikrobiologicznej i organoleptycznej sokow obrazuja tabele 33 i
34.

Tabela 33

Ocena mikrobiologiczna soku buraczano — jablkowego (j.t.k/ml) —
doswiadczenie 1

Wariant Grupa | Salmo | Plesnie | Drozdze | Clostridium | Bakterie | LAB po
doswiadcze- coli -nella sluzowe | zakonczeniu
nia kiszenia
Fermentacjia | . w. n.ow. | 1,0x10* |2,0x10" | n w. n. w. 2,0x10’
spontaniczna

L. fermentum | n. w. n. w. 1,0x104 6,0x105 n. w. n. w. 2,3){108
BIIIF

L. plantarum B | n. w. nw. | nw. 1,0x10" | n. w. n.w. 1,6x10’
IVF

Kultura n. w. n. w. n. w. S,OXIO5 n. w. n. w. 2,0)(106
mieszana

Kultura mieszana zawierata szczep L. plantarum B I N, L. fermentum B IV F, L. plantarum

BV Fw rownych proporcjach (te same szczepy zawierata kultura mieszana Il zastosowana do
kiszenia burakow).
Soki fermentowano bez dodatku soli, wielkos¢ inokulum wynosital0’ jtk/ml.
n. w. — nie wykryto
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Tabela 34
Ocena organoleptyczna soku buraczano- jablkowego - doswiadczenie 1

Fermentacja | L. fermentum | L. plantarum | Kultura

spontaniczna | BIII F BIVF mieszana
Barwa i wyglad 5,6 5,6 6 4,6
Zapach 5,3 5,6 5,3 4,3
Smak 4 4,3 4,3 3,6
Ocena hedoniczna 5 5,3 6 4,3

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.

Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt. Kultura mieszana zawierata szczep L. plantarum B I N, L.
fermentum B IV F, L. plantarum BV F w rownych proporcjach (te same szczepy zawierata
kultura mieszana Il zastosowana do kiszenia burakow).

W ocenie mikrobiologicznej w zadnym z sokéw nie wykazano obecnosci bakterii
patogennych, natomiast w dwoch przypadkach — soku fermentowanego spontanicznie i z
kulturg starterowa BIIIF - namnozyly si¢ plesnie i ich liczba osiagneta poziom 10% j.t.k/ml.
We wszystkich sokach rozwingly sie drozdze w liczbie od 10* j.tk/ml do 10° j.t.k/ml. Soki
buraczano-jabtkowe nie uzyskaty dobrych wynikéw w ocenie organoleptycznej, a najgorzej
oceniony zostal sok otrzymany z uzyciem mieszanej kultury starterowej — w soku tym
rowniez wykazano najnizszg liczebno$¢ bakterii mlekowych. Najlepiej w badanej grupie
oceniony zostal sok otrzymany z uzyciem kultury starterowej BIVF. Z uwagi na mierng oceng
organoleptyczna, grupa sokow otrzymanych w do§wiadczeniu 1, nie byta przechowywana.

Probe otrzymywania fermentowanych sokéw buraczano-jabtkowych powtorzono
zwiekszajac liczebno$é inokulum z 10° j.t.k/ml do 10° j.t.k/ml. Zamiast szczepu L.fermentum
BIIIF w tych doswiadczeniach uzyto szczepu Lc. mesenteroides JIIF. Wyniki oceny tych
sokow przedstawiono w Tabelach 35 1 36.
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Tabela 35

Ocena mikrobiologiczna soku buraczano — jablkowego (j.t.k/ml) - doswiadczenie 2

Wariant Grupa | Salmo- | Ple$nie | Drozdze | Clostridium | Bakterie | LAB po
doswiadcze- | coli nella sluzowe | zakonczeniu
nia kiszenia
Fermentacja | 1,3x10* [ n. w. [3,4x10% | 2,5x10" | n. w. n. w. 5,0x10°
spontaniczna

Lc. mesente- | . w now. | 2,0x10° | 3,0x10° | % w. now. 1,2x10°
roides J II F

L. plantarum | n. w n. w. 1,3x10° | 1,1x10° | n. w. n. w. 2,7x10°
BIVF

Kultura now n. w. l,OXlO2 S,OXIO3 n. w. n. w. 8,0){108
mieszana

Kultura mieszana zawierata szczepy L. plantarum B IV F i Lc. mesenteroides J Il F'w

rownych proporcjach.

Soki fermentowano bez dodatku soli, wielkos¢ inokulum wynosital0° j.t.k/ml.

n. w. — nie wykryto

Tabela 36

Ocena organoleptyczna soku buraczano- jablkowego - doSwiadczenie 2

Wariant Fermentacja | Lc. mesente- | L. plantarum B Kultura
swiadczenia spontaniczna | roides J Il F IVF mieszana
Cecha
Barwa 1 wyglad 3 5,3 5,6 4,6
Zapach 2,6 3,6 5 4
Smak 33 33 5 3
Ocena hedoniczna 5,3 6,3 8 5

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.
Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.
Kultura mieszana zawierala szczepy L. plantarum B IV F i Lc. mesenteroides J Il F'w

rownych proporcjach.

Pomimo faktu, ze w badanej grupie sokow liczba bakterii fermentacji mlekowej osiggneta
poziom 10% j.tk/ml, to we wszystkich wariantach sokéw wykryto obecno$é plesni na
poziomie 10* - 10? j.t.k/ml. Liczba drozdzy byta na poziomie od 10’ j.t.k/ml do 10° j.t.k/ml.
W tym doswiadczeniu jedynie sok otrzymany przy zastosowaniu szczepu L.plantarum BIVF
zostal korzystnie oceniony pod wzglgdem organoleptycznym i w ocenie hedonicznej uzyskat
8,0 pkt.

Kolejnym — i ostatnim — warzywem, ktorego probe fermentacji podjeto w ramach realizacji
projektu, byla pietruszka ekologiczna. Pietruszke kiszono w postaci cieniutkich "widrkéw",
ktore moglyby stanowi¢ dodatek do suréwek, oraz w postaci soku. Poniewaz w pierwszym
etapie realizacji projektu nie wyizolowano (z braku surowca) szczepow bakterii fermentacji
mlekowej z pietruszki ekologicznej, w sktad kultury starterowej wilaczono szczepy
wyizolowane z burakoéw 1 papryki. Pietruszke kiszong w postaci "wiorkow" oceniono pod
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wzgledem mikrobiologicznym 1 organoleptycznym, natomiast sok z pietruszki zostat
oceniony tylko pod wzgledem mikrobiologicznym, gdyz po procesie fermentacji
charakteryzowat si¢ niekorzystnymi wiasciwosciami: sok rozwarstwiony, barwa zotto-
brunatna, metny. Pietruszka szatkowana, kiszona w postaci cienkich "widrkow", zachowata

po procesie fermentacji

barwg kremowa. Wyniki

przedstawiono w Tabelach 37, 38 1 39.

oceny fermentowanej pietruszki

Tabela 37

Ocena mikrobiologiczna pietruszki kiszonej w postaci ,,wiorkow” (j.t.k/ml)
Wariant Grupa | Salmo- | Plesnie Drozdze | Clostridium | Bakterie | LAB po
doswiadcze- | coli nella Sluzowe | zakonczeniu
nia kiszenia
Fermentacja | n.w nw nw nw n.w nw 4,0x10°
spontaniczna
Kultura nw nw nw nw nw nw 2,5){109
mieszana

Kultura mieszana do kiszenia pietruszki zawierata szczepy L. plantarum B Il F, Lc. mesenteroides P [
N, L. plantarum P I F, L. plantarum P IIl F w rownych proporcjach.

Dodatek soli wynosit 2,5%, wielkos¢ inokulum wynosita 10° j.t.k/ml zalewy

n.w. nie wykryto

Tabela 38
Ocena organoleptyczna pietruszki kiszonej w postaci ,,wiorkow”
Wariant Fermentacja Kultura mieszana
Swiadczenia spontaniczna
Cecha
Barwa 1 wyglad 5,5 5,25
Zapach 5,25 5,5
Smak 4,75 3,75
Konsystencja 5,25 5,0
Ocena hedoniczna 7 5,25
Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt. Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.
Tabela 39
Ocena mikrobiologiczna soku z kiszonej pietruszki (j.t.k/ml)
Wariant Grupa | Salmo- | Plesnie | Drozdze | Clostridium | Bakterie LAB po
doswiad- coli nella sluzowe | zakonczeniu
czenia kiszenia
Fermentacja | 3,0x10 | n.w nw nw nw nw 4,0)(107
spontaniczna !
Kultura nw. | nw nw nw nw nw 1,2)(109
mieszana

Kultura mieszana do kiszenia pietruszki zawierata szczepy L. plantarum B Il F, Lc. mesenteroides P 1
N, L. plantarum P I F, L. plantarum P Il F w rownych proporcjach.

Dodatek soli wynosit 2,5%, wielkos¢ inokulum wynosita 10° j.t.k/ml zalewy

n.w. nie wykryto
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Obie postacie fermentowanej pietruszki wypadly korzystnie w ocenie mikrobiologicznej,
natomiast w ocenie organoleptycznej pietruszka poddana fermentacji spontanicznej uzyskata
lepsza ocene od pietruszki fermentowanej przy uzyciu kultury starterowej, ale zaden z tych
wariantOw nie zostat oceniony wysoko.

Otrzymanie partii probnej ekologicznych sokéw warzywnych:

Na podstawie wynikow wszystkich przeprowadzonych badan, do przeprowadzenia
doswiadczen w skali przemystowej (partia probna) wytypowano otrzymywanie
fermentowanych sokow z burakéw ¢wiktowych. Proby zostaly wykonane w kwaszarni firmy
Bio-Food Sp. z o0.0. w Ciechocinie. Jako kultury starterowe uzyte zostaly szczepy
L.plantarum BVEF i L. fermentum BIIIF w monokulturach. Wielko$¢ inokulum wynosita 10
jtk/ml zalewy. Ponadto sporzadzona =zostata proba kontrolna poddana fermentacji
spontanicznej. Fermentacje prowadzono przez pi¢¢ dni. Otrzymane soki zostaty poddane
ocenie organoleptycznej przez wlasciciela kwaszarni i1 jej personel. Z powodu braku
odpowiednich warunkdw nie wykonano oceny mikrobiologicznej. Wyniki oceny
organoleptycznej przedstawiono w Tabeli 40.

Tabela 40
Ocena organoleptyczna otrzymanych w skali produkcyjnej sokow z kiszonych burakéw
Wariant Fermentacja | L. plantarum | L. fermentum B
Swiadczenia spontaniczna | B VF 11 F
Cecha
Barwa i wyglad 5 5 5
Zapach 3 5 4
Smak 2,5 5 4
Ocena hedoniczna 4,5 9,5 7

Ocena organoleptyczna: skala 1-6 pkt.
Ocena hedoniczna: skala 1-9 pkt.

Obydwa soki uzyskane przy uzyciu kultur starterowych zostaly wysoko ocenione pod
wzgledem hedonicznym, przy czym sok otrzymany z kultura BVF dostal maksymalng note
9,0 pkt. Wyraznie gorszymi cechami charakteryzowal si¢ sok otrzymany w wyniku
fermentacji spontanicznej, ktory oceniono na 4,5 pkt.

6. Instrukcja technologiczna dla przetworni

We wspotpracy z firmag Bio — Food, w oparciu o dotychczas stosowane w przetwdrni
procedury zostala opracowana instrukcja technologiczna otrzymywania fermentowanego,
niepasteryzowanego soku z burakow ¢wiktowych ekologicznych.

6.1 Przyjecie surowca-PUNKT krytyczny HACCP

Buraki przyjmowane do przetworstwa muszg pochodzi¢ z gospodarstw (upraw)
ekologicznych. Kazdy producent przed dostarczeniem warzyw musi przedstawi¢ aktualny

47



certyfikat gospodarstwa ekologicznego. Buraki dostarczone do zaktadu sprawdza si¢ zgodnie
z normg na warzywa S$wieze, w trakcie sortowania odrzuca si¢ buraki nie spelniajace
wymogow normy.

6.2 .Obrobka wstepna burakéw
- mycie warzyw

Buraki przed przerobem myje si¢ w myjce bebnowej wykonanej ze stali kwasoodporne;.
Proces mycia obejmuje zasadnicze mycie warzyw oraz plukanie.

- rozdrobnienie burakow

Buraki przeznaczone do kwaszenia rozdrabniane sg na krajanke przy pomocy rozdrabniacza
Urchel, rozdrobniony jest rowniez czosnek, ktory sluzy jak inhibitor w procesie
kwaszenia. Krajankg z burakéw i czosnku bezposrednio z rozdrabniacza Urchel napetniane
sg zbiorniki do kwaszenia.

6.3. Przygotowanie solanki

Do produkcji warzyw kwaszonych przygotowuje si¢ roztwor 1,95%  solanki,
woda wczesdniej jest pasteryzowana 1 schtadzana do temperatury 30° C. Rozdrobnione
warzywa zalewane sg catkowicie przygotowang wczesniej solanka.

6.4. Przygotowanie kultury starterowej

Szczepy przeznaczone do uzycia jako kultura starterowa dostarczane beda do przetwdrni w
postaci biomasy zywych komorek nadajacej si¢ do przechowywania w warunkach
chtodniczych przez okres minimum dziesi¢¢ dni. Bezposrednio przed rozpoczeciem procesu
fermentacji odpowiednia porcja biomasy powinna zosta¢ odwazona i rozprowadzona przy
uzyciu wody pasteryzowane] do konsystencji mleczka, a nast¢pnie dodana bezposrednio do
zbiornika zawierajacego rozdrobnione buraki i solanke. Ostateczna liczba bakterii fermentacji
mlekowej w zbiorniku, w momencie rozpoczecia ukwaszania burakow, powinna wynosi¢ 10°
j.t.k./ml zalewy.

6.4. Fermentacja burakow
Proces kwaszenia prowadzi si¢ w zbiornikach, ktore umieszczane sg w kwaszarni.

Temperatura w kwaszarni przez caty czas trwania procesu utrzymywana jest na poziomie
25°C. Proces kwaszenia powinien by¢ prowadzony przez siedem dni.
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6.5. Tloczenie soku kwaszonego

Po zakonczeniu procesu fermentacji mlekowej z ukwaszonej krajanki buraka i czosnku wraz
z zalewg tloczy si¢ sok na prasie harmonijkowej. Sok ten po ttoczeniu magazynowany jest w
zbiorniku buforowym i przechowywany w temperaturze chtodnicze;.

6.6. Napelnianie i zamykanie opakowan (rozlew do butelek)

Spasteryzowany sok przepompowywany jest na monoblok gdzie nastepuje napeinienie
butelki oraz zamykanie zakrywka aluminiowg ze specjalng wkiadka przeznaczona do
pasteryzacji.

6.7. Etykietowanie/Datowanie
Butelki z gotowym sokiem etykietowane sg na automatycznej etykieciarce ETYMAX
6.8. Pakowanie, magazynowanie

Butelki z naklejonymi etykietami pakowane s3 w kartony, kartony na palety. Gotowy towar
przechowywany jest w suchym magazynie w temperaturze ponizej 10 °C.

6.9. Dystrybucja

Dystrybucja  produktow odbywa si¢ z magazynu wyrobow gotowych na
postawie zlecenia przekazanego z dzialu handlowego. Fermentowany, niepasteryzowany sok
z burakow musi podlega¢ dystrybucji i przechowywaniu w warunkach chtodniczych.

7. Podsumowanie i dyskusja:

Jedng z galezi gospodarki, intensywnie rozwijang w Unii Europejskiej, jest rolnictwo
ekologiczne. W Polsce na razie rynek produktow ekologicznych rozwija si¢ zbyt wolno w
poréwnaniu z innymi krajami, jednakze relatywnie szybko wzrasta liczba przetworni
ekologicznych. Jednym ze sposoboéw rozwoju rynku produktéow ekologicznych w Polsce
moze by¢ wprowadzenie nowych, atrakcyjnych wyrobow, takich jak kiszonki warzywne,
owocowe 1 owocowo-warzywne, nie poddane procesowi pasteryzacji, czyli zawierajace zywe
kultury bakterii. Wiadomym jest, ze z uwagi na sposdb nawozenia (przy uzyciu nawozow
naturalnych) produkty roslinne z upraw ekologicznych s3 w wigkszym stopniu obcigzone
mikroflorg niepozadang i1 patogenng niz te, ktore pochodza z upraw konwencjonalnych.
Obecno$¢ tego rodzaju drobnoustrojow jest niedopuszczalna w produktach spozywczych i
nalezy ze szczego6lng ostroznos$cig traktowaé kiszonki i soki nie poddawane pasteryzacji.
Dlatego tez w ramach realizacji niniejszego projektu zostata podjeta proba poprawy jakosci 1
wlasciwosci prozdrowotnych ekologicznych kiszonek warzywnych i owocowych przy
zastosowaniu wyselekcjonowanych kultur bakterii fermentacji mlekowe;.
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Przebadane zostaty takie surowce pochodzace z upraw ekologicznych jak: buraki, papryka,
ogorki, jabtka i pietruszka. Oceniono mikroflore tych surowcow pod wzgledem obecnosci
drobnoustrojow niepozadanych i patogennych, takich jak bakterie z grupy coli, z rodzajéw
Salmonella i Clostridium, bakterie §luzowe, plesnie i drozdze, oraz pod wzgledem obecnosci i
liczebnosci bakterii fermentacji mlekowej, odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg
procesu fermentacji. Mikroflore surowcow pochodzacych z upraw ekologicznych porownano
z mikroflorg odpowiednich surowcow pochodzacych z upraw nie ekologicznych. Wykazano,
ze mikroflora przebadanych warzyw pochodzacych =z upraw ekologicznych i
konwencjonalnych nie r6zni si¢ w sposdb znaczacy, za wyjatkiem obecnosci bakterii z
rodzaju Clostridium, obecnych w wiekszosci probek warzyw ekologicznych, a nieobecnych w
zbadanych probach warzyw z upraw konwencjonalnych. Wykazano bardzo duze
zréznicowanie pod wzgledem obecno$ci drobnoustrojow niepozadanych pomig¢dzy réznymi
partiami surowcow, co determinuje przebieg produkcji w zaktadzie przetworczym i jakosé
produktu. W takiej sytuacji, dla zapewnienia powtarzalnej jako$ci produktu konieczne jest
wprowadzenie kultur starterowych. Surowcem, w przypadku ktérego wykazano znaczng
réznicg w charakterystyce mikrobiologicznej pomiedzy tym, ktory pochodzit z upraw
ekologicznych, a tym z upraw konwencjonalnych, nieoczekiwanie okazaty si¢ jabika. Jablka z
upraw ekologicznych na ogo6t charakteryzowaty si¢ obecnoscia bakterii z rodzaju Clostridium,
ktorych nie wykryto w czterech zbadanych odmianach jabtek z upraw konwencjonalnych. Jest
to o tyle dziwne, ze w czasie swojej wegetacji jablko nie styka si¢ z gleba, tak wiec sposob
nawozenia nie powinien mie¢ zasadniczego wplywu na obecne na nim drobnoustroje.
Zwigkszonej liczebno$ci tego rodzaju bakterii nalezatoby raczej spodziewac si¢ w warzywach
korzeniowych.

Z przebadanych warzyw 1 owocow ekologicznych, zar6wno nie fermentowanych, jak i
poddanych fermentacji spontanicznej, wyizolowano 21 szczepdéw bakterii fermentacji
mlekowej w celu uzycia ich do komponowania kultur starterowych dla przetworstwa
ekologicznego. Szczepy te zostaly poddane w warunkach laboratoryjnych charakterystyce
biotechnologicznej 1 wykazano, ze poza nielicznymi wyjatkami wigkszo$¢ z nich moze by¢
wlaczona w sklad kultur starterowych do kiszenia owocow lub warzyw. W warunkach
laboratoryjnych wykonano liczne proby fermentacji surowcow takich jak buraki, jabtka,
papryka, pietruszka oraz soki z jabtek i pietruszki. Wykonano réwniez proby otrzymywania
warzywno-owocowego soku z burakow 1 jablek. Najlepsze efekty uzyskano w przypadku
prob otrzymywania soku z burakow ¢wiklowych i rezultaty tych préb zostaty z powodzeniem
potwierdzone w warunkach przetworni ekologicznej Bio-Food Sp. z o0.0. w Ciechocinie.
Otrzymane z zastosowaniem kultur starterowych soki buraczane zostaty wysoko ocenione
pod wzgledem organoleptycznym. Na podstawie wykonanych badan wydaje sie, ze w
przypadku takiego surowca jak buraki ¢wiktowe lepiej sprawdzajg si¢ kultury starterowe
zawierajagce pojedyncze szczepy bakterii fermentacji mlekowej niz kultury wielosktadnikowe.
Poniewaz korzenie burakow ¢wiktowych, zwlaszcza pochodzace z upraw ekologicznych, sg
dobrym Zrédlem zwigzkéw bioaktywnych o wlasciwosciach antyoksydacyjnych (antocjany,
kwasy fenolowe, witamina C) i mogg by¢ polecane w profilaktyce zdrowotnej (Kazimierczak
1 wsp., 2011), wprowadzenie do handlu takiego produktu jak fermentowany sok burakowy
byloby korzystne dla konsumentéw. Jedyna trudnoscia jest zapewnienie podczas
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magazynowania 1 dystrybucji warunkoéw chlodniczych, ale przyktady z praktyki (tzw. soki
jednodniowe) dowodza, ze jest to mozliwe.

Otrzymane wyniki nie wykluczaja mozliwosci otrzymywania dobrej jakosci kiszonek z
pozostalych badanych surowcoéw ekologicznych, ale opracowanie wiecej niz jednego
produktu gotowego do wdrozenia w przetworni ekologicznej wymaga dhuzszego okresu
badan niz czas trwania tego projektu.

8. Whnioski:

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze za wyjatkiem obecno$ci bakterii z
rodzaju Clostridium przebadane warzywa z upraw ekologicznych nie byly bardziej
obcigzone mikroflorg niepozadang niz warzywa z upraw konwencjonalnych.
Surowcem szczegoOlnie zakazonym bakteriami Clostridium okazaty si¢ jabtka z
upraw ekologicznych.

Wykazano bardzo duze zréznicowanie pod wzgledem obecnosci drobnoustrojow
niepozadanych pomiedzy rdéznymi partiami surowcow ekologicznych, co
determinuje przebieg produkcji w zaktadzie przetworczym 1 jako$¢ produktu. W
takiej sytuacji, dla zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu konieczne jest
wprowadzenie kultur starterowych.

W efekcie realizacji projektu, opracowano dwie kultury do otrzymywania
fermentowanego soku z burakow ¢wiktowych, charakteryzujacego si¢ dobrymi i
bardzo dobrymi wtasciwo$ciami organoleptycznymi. Wykazano, ze w przypadku
fermentowania burakéw C¢wiklowych lepsze efekty daje stosowanie kultur
starterowych sktadajacych si¢ z pojedynczych szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej niz kultur mieszanych.

Przy zachowaniu warunkéw chtodniczych niepasteryzowane fermentowane soki z
burakow ¢wiktowych moga by¢ przechowywane i dystrybuowane przez okres
minimum czterech tygodni przy zachowaniu wysokiej liczby Zywych bakterii
fermentacji mlekowe;.
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