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Streszczenie

Wplyw wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego na jako$¢ mikrobiologiczna
miesa drobiowego oddzielonego mechanicznie i wytworzonych z jego udzialem produktow

Celem pracy doktorskiej byla ocena wphywu wybranych szczepow bakterii kwasu
mlekowego (LAB) na jakos¢ mikrobiologiczng i przydatnos¢ technologiczng migsa drobiowego
oddzielonego mechanicznie (MDOM) oraz trwalosé i jakos¢ produktéw wytworzonych z jego
udziatem.

Do badan wykorzystano trzy szczepy bakterii kwasu mlekowego: Lactiplantibacillus
plantarum SCH1 wyizolowany z ekologicznego surowego dojrzewajgcego schabu wieprzowego,
Levilactobacillus brevis KL5 wyizolowany z ekologicznej kietbasy surowej dojrzewajqcej oraz
Lactiplantibacillus plantarum S21 wyizolowany z ekologicznej serwatki kwasowej, ktore
zastosowano do produkcji farszow z MDOM niepeklowanych i poddanych peklowaniu. Do dalszych
badan zostal wybrany szczep L. plantarum SCHI, ktory zastosowano do wytworzenia modelowych
kietbas z MDOM poddanego peklowaniu z obnizong dawkg azotanu (111) sodu (50 mg/kg).

Stwierdzono, ze zastosowanie bakterii kwasu mlekowego miato hamujgcy wphyw na
bakterie E. coli w farszach z MDOM zaréwno peklowanych, jak i niepeklowanych, jednoczesnie nie
powodujgc pogorszenia cech technologicznych surowca. W przypadku modelowych kietbas
z MDOM dodatek L. plantarum SCHI wplyngt na wydtuzenie trwalosci produktow, co
potwierdzono w ocenie sensorycznej i analizach mikrobiologicznych.

Stowa kluczowe: migso drobiowe oddzielone mechanicznie, bakterie kwasu mlekowego,
azotany (l11) i (V), biokonserwacja
Abstract

Influence of selected strains of lactic acid bacteria on the microbiological quality

of mechanically separated poultry meat and products made with its participation

The aim of the doctoral thesis was to assess the effect of selected strains of lactic acid
bacteria (LAB) on the microbiological quality and technological suitability of mechanically
separated poultry meat (MSPM) as well as the durability and quality of products produced with its
participation.

Three strains of lactic acid bacteria: Lactiplantibacillus plantarum SCH1 isolated from the
organic raw fermented pork roast, Levilactobacillus brevis KL5 isolated from organic raw
fermented sausage, and Lactiplantibacillus plantarum S21 isolated from organic acid whey were
used for the production of uncured and cured MSPM batters. L. plantarum SCH1 strain was
selected for further research, and it was used to produce model sausages from MSPM cured with a

reduced dose of sodium nitrite (50 mg/kg).



It was found that the use of lactic acid bacteria had an inhibitory effect on E. coli bacteria
in both cured and uncured MSPM batters, without worsening the technological characteristics of
the raw material. In the case of model sausages with MSPM, the addition of L. plantarum SCH1
contributed to the extension of the shelf life of the products, which was confirmed by sensory
evaluation and microbiological analyzes.

Key words: mechanically separated poultry meat, lactic acid bacteria, nitrates and nitrites,
bioconservation
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3. WSTEP
Swiatowa produkcja miesa z roku na rok wzrasta, a w przypadku drobiu szacuje sie,

ze produkcja kurczat brojlerow w 2022 r. moze wynie$¢ 100,8 mln ton, czyli wzro$nie
0 0,9% w pordéwnaniu z rokiem ubieglym. Jednocze$nie globalnym wyzwaniem staje si¢
problem strat i marnotrawienia zywnosci, ktora wedtug FAO jest niemal w 1/3 uznawana
za niezdatng do spozycia zanim jeszcze trafi do konsumentéw lub jest przez nich
wyrzucana. Zatem w celu zapobiegania powstawaniu strat, ogromne znaczenie ma m.in.
ograniczenie wytwarzania odpadow zywnosciowych od etapu produkeji, az po dystrybucje
zywnosci. Produkcja i wykorzystanie migsa oddzielonego mechanicznie bardzo dobrze
wpisuje si¢ w ten trend.

Nowym kierunkiem w przetworstwie zywnos$ci jest ograniczenie substancji
dodawanych do produktéw, czyli dazenie do uzyskania produktéw wysokiej jakosci bez
zbednych dodatkow. W branzy migsnej aktualnie poszukuje si¢ m.in. sposobow na
ograniczenie lub wykluczenie dodatku azotanow (1) do produktéw migsnych, co staje si¢
celem wielu badan naukowych. Réwnie duzym zainteresowaniem ciesza si¢ badania
w zakresie dodatku pozytecznej mikroflory do zywnos$ci w celu poprawy jakosci
mikrobiologicznej, jak rowniez waloréw smakowych czy zapachowych.

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) sa obecnie szeroko wykorzystywane
w produkcji zywno$ci nie tylko fermentowanej, ale takze w wielu innych produktach,
rowniez poddawanych obrdbce cieplnej. Wiele badan wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania
bakterii kwasu mlekowego w celu zahamowania wzrostu niepozadanej mikroflory, a przy
tym ksztaltowania smaku i1 zapachu produktow. W zwigzku z duzym zainteresowaniem
konsumentow zywno$cig z ograniczonym do minimum dodatkiem substancji
konserwujacych, bakterie kwasu mlekowego 1 ich metabolity, w szczegolnosci
bakteriocyny, moga by¢ wykorzystane jako dodatkowa ochrona przeciwko szkodliwym
drobnoustrojom.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej przeprowadzono badania dotyczace
mozliwosci zastosowania dodatku bakterii kwasu mlekowego do migsa drobiowego
oddzielonego mechanicznie podanego peklowaniu. Zatozeniem pracy byto obnizenie ilosci
dodawanych zwigzkéw azotowych z jednoczesnym zastosowaniem bakterii kwasu

mlekowego.
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4. PRZEGLAD PISMIENNICTWA
4.1. Charakterystyka i kierunki zastosowania migsa drobiowego oddzielonego

mechanicznie w przemysle miesnym [P1]

Rynek drobiu oddzielanego mechanicznie rozwingt si¢ w latach 60. ubieglego
wieku, wraz z postepujaca w czasie zmiang preferencji konsumentoéw z catych tusz na cigte
czesci 1 produkty przetworzone (Petracci 1 wsp., 2015). Migso oddzielone mechanicznie
(MOM) definiowane jest jako surowiec powstaty w wyniku mechanicznego oddzielenia
pozostatosci tkanek migkkich od kosci pochodzacych z rozbioru tusz drobiowych,
wieprzowych lub wolowych (Rozporzadzenie (WE) 853/2004). Aktualnie wielkos$¢
produkcji MOM ogoétem w UE sigga 700 000 ton rocznie. Migso drobiowe oddzielone
mechanicznie (glownie brojlery oraz indyki) stanowi 88% calej produkcji MOM
(Komunikat Komisji do Parlamentu Europejskiego i Rady, 2010).

Produkcja MOM odbywa si¢ najczgsciej dwiema metodami: metoda naruszajaca
struktur¢ kosci i metodg nienaruszajacg struktury kosci (Pietrzak i wsp., 2011; Szymanski
1 Laszkiewicz, 2017). W separatorach niszczacych strukture kos$ci nastepuje rozdrobnienie
kosci, a nastgpnie ich prasowanie 1 pozbawianie tkanek migsniowych. Wstepnie
rozdrobniona masa kostno-mig$niowa kierowana jest na sita, gdzie oddziela si¢ grubszg
frakcje kostng od homogenatu tluszczowo-migsniowego. W zaleznosci od zastosowanego
urzadzenia 1 parametréw technicznych (tj. zastosowane cisnienie, $rednica otwordéw sita,
srednica perforacji bebna) parametry jakosciowe MOM oraz struktura produktu mogag by¢
zroznicowane (Groves, 2011; Magda, 2012). W przypadku zastosowania proceséw
wysokocisnieniowych (od 100 do 400 baréw) uzyskuje si¢ pdiprodukt o ciastowatej
konsystencji, ktoéra wynika z utraty lub modyfikacji pierwotnej struktury tkanki
migsniowej. Natomiast uzycie innych technik, np. niskocisnieniowych (od kilku do 100
baréw) pozwala uzyska¢ produkt o wygladzie zblizonym do migsa mielonego (Magda,
2012). W przypadku techniki nienaruszajacej struktury kos$ci, mig¢so oddzielane jest za
pomocg wirujacego bebna z perforacja. Otwory w bebnie maja wypukle ostre
powierzchnie, a dociskany do powierzchni bebna surowiec migsny zdzierany jest
z powierzchni ko$ci. Nastepnie tkanki migkkie, ktore przedostaly si¢ do bebna
z powierzchni ko$ci, sg z niego odbierane (Magda, 2012; Szymanski i Laszkiewicz, 2017).
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Rynek produktow migsnych zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie, niezmiennie
ewoluuje. Zwicksza si¢ $wiadomos$¢ konsumentéw w zakresie dbatosci o srodowisko
I wzrasta zainteresowanie produktami z czystg etykietg. ROwniez wymagania konsumentéw
sg coraz wyzsze, wiec zadaniem producentdw z branzy migsnej jest produkcja wyrobow
wysokiej jakosci. W przypadku MOM, ktéry czesto budzi kontrowersje wsrod
konsumentow, badania przeprowadzone przez Bonczak i wsp. (2022) pokazaty, ze opinia
na temat tego surowca jest do$¢ krytyczna i wynika gtownie z braku informacji lub
fragmentarycznej i niepoprawnej wiedzy, dotyczacej charakterystyki i pochodzenia
surowca. Produkty z dodatkiem migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie (MDOM)
stanowig szeroka oferte wsrod gotowanych lub pieczonych produktow migsnych
1 podrobowych (np. kietbasy, parowki, konserwy, mielonki, pasztetowe, pasztety) oraz
wyrobow garmazeryjnych 1 dan gotowych (krokiety, hamburgery, pulpety, klopsy) (Botka-
Petrak i1 wsp., 2011; Cegietka i wsp., 2014; Tolik i wsp., 2015). MOM, gloéwnie
wysokocis$nieniowy, jest takze wykorzystywany do produkcji karmy dla zwierzat
domowych (Komunikat Komisji do Parlamentu Europejskiego i Rady, 2010). Poza
roznicami w sktadzie chemicznym, produkty z dodatkiem MDOM charakteryzuja si¢
rowniez wiekszg zdolnos$cig zatrzymywania wody oraz emulgowania, a takze nieco innym
profilem smakowo-zapachowym, wynikajacym z przyspieszonego procesu utleniania
tluszczu w tych produktach (Mountney i Parkhurst, 1995; USDA FSIS, 1995).
Zastosowanie MDOM w przetworstwie migsa niesie ze sobg wymierne korzysci, poniewaz
w procesie mechanicznego odkostniania, niskim kosztem pozyskuje si¢ biatko, a wartos¢
odzywcza, cho¢ nieco si¢ rdézni, to zblizona jest do wartoSci migsa drobiowego
wykrawanego recznie. Ponadto, dzigki mechanicznemu procesowi odkostniania,
minimalizuje si¢ ilo§¢ odpadéw podczas obrobki drobiu, a przy tym zmniejszona jest utrata

cennego biatka jadalnego (USDA FSIS, 1995).

4.2. Wilasciwosci fizykochemiczne i jako$¢ mikrobiologiczna migsa drobiowego
oddzielonego mechanicznie
Warto$¢ odzywcza MDOM rdzni si¢ w porOwnaniu z migsem oddzielonym recznie.
Cho¢ MDOM jest bogaty w odzywcze biatko, o profilu aminokwasowym porownywalnym
z calym mig$niem (Froning, 1976), jest uwazany za znacznie mniej funkcjonalny surowiec

niz inne surowce pochodzace z produktéw drobiowych z calych mig$ni (Daros i wsp.,
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2005). Migso oddzielone mechanicznie zawiera mniej biatka oraz wigcej thuszczu, wapnia,
zelaza 1 popiotu (Michalski, 2007). Zawartos¢ sktadnikéw odzywczych w MOM moze by¢
zroznicowana ze wzgledu na sposéb pozyskiwania migsa, gatunek zwierzecia czy czgsci
tuszy, z ktorej je pozyskano. W badaniach Abdullah i Al-Najdawi (2005) oznaczono
zawarto$¢ wapnia w migsie z kurczaka oddzielonym mechanicznie na poziomie 0,163 %
w migsie ze skorg 1 0,23 % w miesie bez skory. Zawarto§¢ wapnia w mig¢sie drobiowym
oddzielanym recznie byla nizsza 1 wynosita w migsie ze skorg 0,017 % 1 0,014 % w migsie
bez skory. Podobne wyniki przedstawili Serdaroglu i Yildiz Turp (2005). Betkot i wsp.
(2013) wykazali zawartos¢ wapnia w MDOM z kurczat na poziomie 0,18 %, w MDOM
z gesi na poziomie 0,03 %, natomiast w migsie oddzielonym recznie w przypadku obydwu
gatunkoéw zawarto$¢ wapnia wynosita 0,01 %. Zawarto$¢ wapnia jest limitowana w MOM
uzyskanym technika nieniszczaca struktury kosci, a jego dopuszczalny poziom to 0,1 %
(Tabela 1).

W MDOM pozyskanym w procesie niszczacym strukture kosci, ze wzgledu na
obecnos$¢ czastek kosci 1 szpiku kostnego, wystepuje wicksza ilos¢ zwigzkéw mineralnych
takich jak fosfor i fluor. Dopuszczalna zawarto$¢ tych zwigzkow w produktach migsnych
nie jest normalizowana w przepisach, dlatego nalezy mie¢ to na uwadze, by produkt
wyprodukowany z dodatkiem MDOM nie zagrazat zdrowiu konsumenta (Michalski, 2007).

Z racji zwiekszonej zawarto$ci tluszczu, skory i szpiku kostnego w MDOM,
charakteryzuje si¢ ono wyzszg zawarto$cig cholesterolu w pordéwnaniu z migsem
oddzielonym re¢cznie. W badaniach Serdaroglu 1 Yildiz Turp (2005) oznaczono zawarto$¢
cholesterolu w MDOM na poziomie 63,6 mg/100 g, a w migsie odkostnionym rgcznie
56,9 mg/100 g.

W  procesie mechanicznego odkostniania, szczegodlnie wysokoci$nieniowym,
nastgpuje uszkodzenie tkanek migsniowych, ktéore w wyniku ekspozycji na tlen
atmosferyczny sg bardziej podatne na jelczenie. W zwigzku ze zwiekszonym utlenianiem
lipidow, MDOM moze charakteryzowaé si¢ wyzszg zawarto$cig produktow peroksydacji
niekorzystnych dla zdrowia (Trindade i wsp., 2004; Viuda-Martos i wsp., 2012; Soézen
I Hecer, 2013). W badaniach Matachowskiej i wsp. (2015) parowki z dodatkiem MDOM
charakteryzowaly si¢ wysokim udzialem nasyconych i wielonienasyconych kwaséw

thuszczowych, ponadto zaobserwowano wyzsza proporcje n-6/n-3.
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MDOM, zwtaszcza wysokoci§nieniowy, charakteryzuje si¢ ciemniejsza barwg oraz
wyzszym pH, co jest efektem wyzszej zawarto$ci barwnikow hemowych pochodzacych ze
szpiku kostnego (Trindade 1 wsp., 2004; Nagel 1 wsp., 2013). Wartos¢ pH MDOM wynosi
$rednio od 6,5 do 7,0, natomiast pH migsa drobiowego wykrawanego recznie z piersi
wynosi 5,8-5,9, a migsa z ud 6,2-6,3 (Trindade i wsp., 2004; Stangierski i wsp., 2008).
Wysokie pH wptywa na wigkszag wodochtonno$¢ migsa, ale moze mie¢ niekorzystny
wplyw na jako$¢ mikrobiologiczng, gdyz przyspiesza psucie migsa (Trindade i wsp., 2004).

Mikroflora migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie to gldwnie bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae, chorobotworcze szczepy Salmonella spp., Campylobacter
spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus oraz bakterie saprofityczne, gldwnie z rodzaju Pseudomonas, ktore rozwijajg sig
w niskiej temperaturze i powoduja psucie surowca. Duze zanieczyszczenie wynika z tego,
ze do produkcji MDOM kierowane sg elementy tuszy ze skora, co sprzyja rozwojowi
mikroflory (Walczycka, 2005; Michalski, 2009; Nagel i wsp., 2013; Nowicka i wsp., 2014).

Przepisy Unii Europejskiej okreslaja wytyczne jedynie dla migsa pozyskanego
technikg nieniszczaca struktury kosci. Dla tego surowca zostalo wprowadzone kryterium
bezpieczenstwa — pateczki z rodzaju Salmonella nieobecne w 10 g oraz ustalono kryteria
higieny procesu — liczba bakterii tlenowych od 5 do 6 log jtk/g i E. coli od 1 do 2 log jtk/g
(Rozporzadzenie Komisji (WE) 1441/2007).

Jako$¢  mikrobiologiczng MDOM  determinuje  wiele czynnikow. Do
najwazniejszych naleza: higiena podczas przetwarzania tusz, stopien zanieczyszczenia na
poczatkowym etapie produkcji, zachowanie wlasciwych parametréw procesu podczas
odkostniania (Publikacja 2; Yuste i wsp., 2002; Viuda-Martos i wsp., 2012).

Jako$¢ surowca uzytego do produkcji MDOM wptywa na jako$¢ produktéw z niego
wytworzonych, dlatego wazne jest przestrzeganie restrykcyjnych zasad w celu utrzymania
dobrej jakosci. MDOM kierowany jest do przerobu natychmiast po produkcji, a jesli nie
jest to mozliwe, zostaje schtodzony do 2 °C 1 moze by¢ przechowywany w tym stanie
maksymalnie 24 h. Szczegotowe wytyczne dla MOM nisko- i wysokoci$nieniowego

przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wymogi w zakresie higieny MOM po produkcji

MOM - proces niskoci$nieniowy

MOM - proces wysokocisnieniowy

Przechowywanie
w przypadku
braku
natychmiastowego
wykorzystania

Opakowanie jednostkowe i zbiorcze,
schlodzenie do maksymalnie 2 °C Iub
do temperatury
wewnetrzne] T <-18 °C

zamrozenie

Opakowanie jednostkowe i zbiorcze,
schlodzenie do maksymalnie 2 °C
w przypadku przetworzenia w ciagu
1 do 24 godzin, W pozostatych
przypadkach, zamrozenie w ciggu 12
godzin od wytworzenia, osiagnigcie
temperatury wewnetrznej T < - 18
°C

w ciagu 6 godzin.

Przechowywanie zamrozonego
MOM  maksymalnie przez 3
miesigce

w temperaturze < -18°C.

Wykorzystanie

Jezeli podmiot prowadzacy
przedsigbiorstwo spozywcze wykonat
analizy, ktorych wynik potwierdza
spelnienie przez MOM kryteriow
mikrobiologicznych dotyczacych
migsa mielonego*:

- W przetworach migsnych, ktore

wyraznie nie sg przeznaczone do

spozycia bez uprzedniej obrobki
termicznej
- w produktach miesnych

Jezeli MOM nie spehlnia kryteriow
mikrobiologicznych: wylacznie w
produktach  migsnych poddanych
obrobece termicznej, produkowanych

w zatwierdzonych zakltadach

Wytacznie w produktach migsnych
poddanych  obrébce  termicznej,
produkowanych w zatwierdzonych
zaktadach

Zawarto$¢
wapnia**

Nie przekracza 0,1 % (=100 mg/100 g
lub 1000 ppm) $wiezego produktu

Nie okre$lono

* Nieobecnos¢ pateczek Salmonella w 25 g (pig¢ probek), jezeli jest przeznaczone do spozycia w stanie

surowym lub pochodzi z migsa drobiowego. Nieobecnos¢ pateczek Salmonella w 10 g (pige¢ probek), jezeli

pochodzi z migsa gatunkow zwierzat innych niz drob i jest przeznaczone do spozycia po ugotowaniu.

** Zgodnie z art. 4 rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2074/2005 z dnia 5 grudnia 2005 r. i zatagcznikiem IV do

tego rozporzadzenia zawarto$ci wapnia w MOM nieprzekraczajacej 0,1 % (100 mg/100 g lub 1000 ppm)

i oznaczonej standardowa metoda nie uwaza si¢ za istotnie wyzsza niz w przypadku mig¢sa mielonego.

Zrédto: Opracowanie wlasne na postawie Komunikat Komisji do Parlamentu Europejskiego i Rady, 2010

oraz Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2073/2005 z pozn. zm.
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Badania przeprowadzone w polskich zakladach przetworczych wskazuja na
problem w utrzymaniu odpowiedniej jakosci mikrobiologicznej MDOM, przez co
wykorzystanie MOM niskoci§nieniowego ogranicza si¢ jedynie do produktow poddanych
obrobcee cieplnej (Michalski, 2006; Pomykata i Michalski, 2008; Komunikat Komisji do
Parlamentu Europejskiego i Rady, 2010). Wzgledem MOM wysokoci$nieniowego nie
okreslono kryterium bezpieczenstwa i moze by¢ uzyty wytacznie do produktow poddanych

obrobcee cieplnej (Komunikat Komisji do Parlamentu Europejskiego i Rady, 2010).

4.3. Metody utrwalania mi¢sa drobiowego oddzielonego mechanicznie stosowane

w praktyce przemystowej

Ze wzgledu na duze ryzyko zanieczyszczenia mikrobiologicznego niezbedne jest
natychmiastowe wykorzystanie MDOM lub odpowiednia jego konserwacja. Najszybszym
sposobem i najbardziej rozpowszechnionym w praktyce przemystowej jest mrozenie
I przechowywanie w temperaturze od -18°C do -30°C. Migso oddzielone mechanicznie po
rozdrobnieniu formowane jest w bloki o grubo$ci maksymalnej 15 cm i wadze ok. 10 kg,
pakowane w foli¢ 1 zamrazane do -30°C. Gleboko mrozony MDOM moze by¢
przechowywany do 3 miesigcy (Grabowski i1 Kijowski, 2018). Metody szybkiego
zamrazania, ktore w krotkim czasie obnizajg temperature MDOM, zmniejszajg utlenianie
lipidéw 1 ograniczaja wptyw oksydacji na jako$¢ produktu koncowego (Barbut i wsp.,
1990).

Na jakos$¢ surowca poddanego zamrazaniu, poza parametrami tego procesu, wptywa
takze wiele dodatkowych czynnikdéw, jak np. jako$¢ pozyskanego surowca, warunki
procesu odkostniania i warunki przechowywania (Gambuteanu i wsp., 2013; Cegietka
1 wsp., 2016). Proces mrozenia, mimo szeregu zalet, moze wptyna¢ negatywnie na niektore
parametry migsa, takie jak wodochlonnos¢, wyciek, barwa czy rozpuszczalnos¢ biatek.
Wplywa réwniez negatywnie na cechy sensoryczne spowodowane przemianami
fizycznymi, chemicznymi, enzymatycznymi i mikrobiologicznymi (Thielke, 2005;
Chwastowska-Siwiecka i Skiepko, 2013).

Druga metoda, najczgsciej stosowang w przemysle, jest peklowanie $§wiezego
MDOM azotanem (111) sodu. Gtéwnym celem tego procesu jest dziatanie bakteriostatyczne,
szczegolnie w kierunku Clostridium botulinum, jak réwniez innych bakterii, jak np.

Salmonella enterica czy Listeria spp. Badania wskazuja, ze dodatek azotanu (III) sodu na
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poziomie 80-150 mg/kg na poczatku procesu peklowania zapewnia bakteriostatyczne
dziatanie (Sebranek i Bacus, 2007; Liicke, 2008; Sindelar i Milkowski, 2011). Dodatkowo
azotan (Il) sodu wptywa na ksztattowanie barwy, smaku i zapachu produktu (Pegg
i Shahidi, 2000; Sebranek i Bacus, 2007; Liicke, 2008; Sindelar i Milkowski, 2011). Azotan
(III) sodu w kwasnym srodowisku tkanki mie§niowej przeksztalcany jest w kwas azotawy.
Tlenek azotu, utworzony z kwasu azotawego, reaguje z mioglobing i powstaje
nitrozylomioglobina,  ciemnoczerwony  pigment.  Podczas  obrobki  cieplnej
nitrozylomioglobina jest przeksztalcana w nitrozylomiochromogen, stabilny zwigzek
0 r6zowej barwie (Pegg i Shahidi, 2000; Ursachi i wsp., 2020).

Safa i wsp. (2017) stwierdzili, ze azotany (lll) ograniczaja utlenianie lipidéw
1 opdzniajg jelczenie, a tym samym zapobiegaja pojawianiu si¢ niepozadanego profilu
smakowego podczas przechowywania. Zdolno$¢ azotanow (IIT) do zmniejszania utleniania
lipidow wynika z reakcji tlenku azotu z tlenem i reaktywnymi formami tlenu, co ogranicza
reakcje autooksydacji lipidow. Ponadto tlenek azotu wigze i stabilizuje zelazo w hemie,
ograniczajac jego dzialanie prooksydacyjne. Efekt antyoksydacyjny azotanu (III) sodu
obserwowano przy jego zastosowaniu na poziomie 40 mg/kg (Alahakoon i wsp., 2015).

Cho¢ od lat azotan (I11) sodu budzi wiele obaw, jak dotad nie znaleziono substancji,
ktora bylaby tak samo funkcjonalna w przetwarzaniu migsa. Glownym powodem
ograniczenia stosowania azotanow (I11) w przetworstwie migsa sg N-nitrozoaminy (NAS).
Powstaja one w okreSlonych warunkach (Srodowisko kwasne, wysoka temperatura),
w wyniku reakcji tlenku azotu, powstajacego z azotanow (II1), z aminami drugorzedowymi,
powstaltymi w wyniku degradacji biatek (Pegg i Shahidi, 2000; Ursachi i wsp., 2020).
Zastosowanie przeciwutleniaczy tj. kwasu askorbinowego lub erytrobionowego i ich soli
pozwala na zmniejszenie lub zahamowanie potencjalnego tworzenia nitrozoamin (Sindelar
I Milkowski, 2011). N-nitrozodimetyloamina (NDMA), N-nitrozodietyloamina (NDEA),
N-nitrozopirolidyna (NPYR) i N-nitrozopiperydyna (NPIP) to jedne z najczeSciej
wystepujacych nitrozoamin w produktach miegsnych (Flores i wsp., 2019). Cze$¢ tych
substancji prawo Unii Europejskiej zalicza do Kkategorii 1B, czyli substancji
o domniemanym dziataniu rakotworczym. W krajach UE nie ustalono maksymalnych
dopuszczalnych limitéw dla N-nitrozoamin w produktach spozywczych. W USA

obowigzuje limit catkowitej zawarto$ci lotnych N-nitrozoamin dla wedlin na poziomie 10
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ng/kg (Pegg 1 Shahidi, 2000). Rozwigzanie legislacyjne w Unii Europejskiej zmierzaja do
ograniczenia stosowania azotanow (l11) w produkcji wedlin (Rozporzadzenie Komisji (UE)
nr 257/2010). Niektore kraje np. Dania majg juz wewnetrzne regulacje obnizajgce poziom
stosowania azotanu (I11) sodu ze 150 mg/kg do 60 mg/kg w wybranych grupach produktow
migsnych (Decyzja Komisji (UE) 2018/702; Decyzja Komisji (UE) 2015/826). Istotne
obnizenie dodatku azotanu (I11) sodu moze ograniczy¢ jego przydatno$é¢ w przedtuzeniu
trwatosci farszow z MDOM. W zwigzku z potencjalnymi ograniczeniami celowe jest
poszukiwanie nowych 1 skutecznych sposobow utrwalania tego surowca.

Badania wskazuja na alternatywne sposoby utrwalania MDOM, ktore byly
podejmowane przez innych badaczy. Ha¢-Szymanczuk i wsp. (2014) zastosowali dodatek
preparatow z szalwii w celu zahamowania rozwoju drobnoustrojow. Najlepszy efekt
bakteriostatyczny uzyskano przy zastosowaniu olejku eterycznego z szatwii. W badaniach
Tuboly i wsp. (2003) uzyskano pozytywny efekt bakteriostatyczny w MDOM stosujac
metod¢ wysokich ci$nien. Z kolei Gomes i wsp. (2003) zastosowali promieniowanie
gamma w celu poprawy jako$ci mikrobiologicznej MDOM. Efekt bakteriostatyczny po
naswietleniu utrzymywatl si¢ maksymalnie do 10 dni. Innowacyjne sposoby utrwalania
MDOM pokazuja nowe mozliwosci, jednakze w praktyce przemystowej moga pojawic si¢
trudno$ci w zaadaptowaniu tych metod w zakladach produkcyjnych przetwarzajacych

MDOM na duzg skale.

4.4. Zastosowanie bakterii fermentacji mlekowej jako biokonserwantéw w przemysle

miesnym

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB z ang. Lactic Acid Bacteria) stanowig
obszerng grupe Gram-dodatnich bakterii o zblizonych wtasciwosciach morfologicznych,
metabolicznych 1 fizjologicznych. Do grupy bakterii kwasu mlekowego naleza gtownie
wzglednie beztlenowe, nie posiadajgce cytochromow, nieprzetrwalnikujace, katalazo-
ujemne pateczki lub ziarniaki, zréznicowane pod wzgledem wielkosci. LAB pochodza
z rzedu Lactobacillales, do ktorego zalicza si¢ 6 rodzin bakterii: Lactobacillaceae,
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae
i Streptococcaceae (Ludwig i wsp., 2009). Do LAB nalezg drobnoustroje z rodzajow:
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weissella. Ze wzgledu na
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produkcje kwasu mlekowego i podobne §rodowiska wystepowania, do bakterii mlekowych
ostatnio zalicza si¢ réwniez rodzaj Bifidobacterium (Ludwig i wsp., 2009; Jurkowski
1 Btaszczyk, 2012). Cechg wspolng tych mikroorganizmow jest wytwarzanie kwasu
mlekowego, ktory jest glownym produktem fermentacji mlekowej. Bakterie te
wykorzystuja zarowno cukry proste, disacharydy, jak i niektore oligo- i polisacharydy jako
zrodla wegla. W wyniku fermentacji produkuja od 0,6 do 3% kwasu mlekowego. Bakterie
fermentacji mlekowe moga rosngé w srodowisku o zakresie pH od 4,0 do 9,6 (optimum 5,5
— 6,2) i zawarto$ci soli nawet do 6,5%, w szerokim zakresie temperatur od 2 do 53 °C,
niemniej wiekszo$¢ hodowli prowadzi si¢ w optymalnej dla nich temperaturze 35-37 °C
(Ludwig i wsp., 2009; Gajewska i Btaszczyk, 2012; Vinderola i wsp., 2019).

W oparciu o wielofazowe podejscie, w 2020 roku dokonano reklasyfikacji rodzaju
Lactobacillus na 25 rodzajéow, w tym rodzaj Lactobacillus, ktory obejmuje organizmy
przystosowane do gospodarza, okreslone jako grupa Lactobacillus delbrueckii,
Paralactobacillus i 23 nowe rodzaje: Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus,
Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Ligquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus,
Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus,
Levilactobacillus, Secundilactobacillus i Lentilactobacillus. Zaproponowano takze zmiang
opisu rodziny Lactobacillaceae obejmujacej wszystkie rodzaje, ktore wezesniej nalezaty do
rodzin Lactobacillaceae i Leuconostocaceae. Ogoélny termin ,lactobacilli” pozostanie
uzyteczny do oznaczania wszystkich organizméw, ktore zostaty sklasyfikowane jako
Lactobacillaceae do 2020 roku (Zheng i wsp., 2020).

Bakterie fermentacji mlekowej stosowane sa na szeroka skale w przemysle
spozywczym. LAB w duzej] mierze sa wykorzystywane w produkcji ZywnoS$ci
fermentowanej. Nadajg produktom specyficzny smak i aromat, a dzieki produkcji kwasow
organicznych, w tym gtownie kwasu mlekowego, powodujg szybkie zakwaszenie surowca,
przez co zwickszaja bezpieczenstwo zywnos$ci. Ponadto produkcja kwasu octowego,
etanolu, zwigzkéw aromatycznych, bakteriocyn, egzopolisacharydéw oraz enzymow,
przyczynia si¢ do poprawy trwatosci, tekstury i cech sensorycznych produktu koncowego

(Leroy i De Vuyst, 2004).
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Bakterie kwasu mlekowego najbardziej rozpowszechnione s3 w branzy
mleczarskiej, ale znajdujg coraz szersze zastosowanie takze w branzy migsnej, gtownie
w produkcji wedlin fermentowanych i dojrzewajacych (Rubio i wsp., 2007; Perez-Chabela
i wsp., 2008; Dolatowski i Kotozyn-Krajewska, 2010; Neffe-Skocinska i wsp., 2013; Okon
i Dolatowski, 2014). Niektére szczepy LAB wykazuja wilasciwosci termotolerancyjne
(Victoria-Le6n i wsp., 2006) i moga mie¢ zastosowanie takze w produktach migsnych
poddawanych obréobce cieplnej (Bredholt i wsp., 2001; Enan, 2006; Perez-Chabela i wsp.,
2008; Martinez-Romero i wsp., 2016).

Zepsucie mikrobiologiczne jest definiowane jako dostrzegalna zmiana
biochemiczna zachodzaca w produkcie spozywczym, wywolana przez mikrobiote
0siggajaca najwyzsza gestos¢ komorek sposrdd mikroorganizmow wystepujacych w danym
produkcie, a zatem zmiany sg generalnie przypisywane dominujgcej grupie drobnoustrojow
(Huis in't Veld, 1996). LAB stanowia grupe, ktéra jest silnie powigzana ze Swiezym
migsem 1 gotowanymi produktami migsnymi, ale reprezentuje kontrowersyjng grupe
gatunkOow drobnoustrojow, ktore albo przyczyniaja si¢ do wytwarzania ofensywnych
metabolitow 1 pdzniejszego obnizenia jakosci sensorycznej migsa (Huis in't Veld, 1996;
Labadie, 1999) lub moga stuzy¢ jako S$rodki bioochronne ze szczepami niektorych
gatunkéw wykazujacych zmniejszong zdolno$¢ psucia 1 dziatanie hamujace wobec
mikroorganizmow powodujacych psucie (Vasilopoulos i wsp.,2010; Chaillou i wsp., 2014).

Biokonserwacja polega na przedtuzeniu okresu przechowywania oraz zwigkszenia
bezpieczenstwa zywnos$ci, przy wykorzystaniu naturalnej mikroflory i/lub jej produktow
antybakteryjnych (Plessas i wsp., 2007; Pothakos i wsp., 2015). LAB bardzo dobrze
wpisuja sie w te definicje, poniewaz maja naturalng zdolno$¢ dominowania mikroflory
wielu produktow spozywczych podczas przechowywania, co umozliwia ich szerokie
zastosowanie w bioprotekcji (Balciunas i wsp., 2013; Rzepkowska i wsp., 2017a).
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa LAB powigzana jest migdzy innymi z produkcija
pozakomoérkowych substancji biatkowych wykazujacych znaczace dziatanie bakteriobojcze
i/lub bakteriostatyczne zwanych bakteriocynami (Rzepkowska i wsp., 2017a). Ponadto,
w celu zapewnienia odpowiednich warunkow rozwoju bakterie te wytwarzaja szereg
substancji przeciwdrobnoustrojowych uwalnianych poza komorke, jak np. kwasy

organiczne, nadtlenek wodoru, diacetyl, CO, (Gomes i wsp., 2003; Dolatowski i Kotozyn-
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Krajewska, 2010; Rzepkowska i wsp., 2017a). LAB oraz ich metabolity wykazujace
aktywno$¢ antagonistyczng wzgledem niepozadanej mikroflory, moga by¢ z powodzeniem
wykorzystane w procesach technologicznych stosowanych w celu przedtuzenia trwatosci
produktow migsnych (Rzepkowska i wsp., 2017a; Todorov i wsp. 2007). Zastosowanie
LAB oraz ich metabolitow w potaczeniu z innymi metodami utrwalania Zywno$ci w tzw.
technologii ptotkow réwniez moze przyczyni¢ si¢ do znaczacej poprawy bezpieczenstwa
zdrowotnego produktow spozywczych i przedtuzenia ich trwatosci (Budde i wsp., 2003;
Todorov i wsp. 2007; Melero i wsp. 2013).
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5. CEL PRACY, HIPOTEZY BADAWCZE | ZAKRES PRACY
5.1. Cel pracy

Celem pracy byla ocena wptywu wybranych szczepdéw bakterii kwasu mlekowego
(LAB) na jako$¢ mikrobiologiczng 1 przydatno$¢ technologiczng migsa drobiowego
oddzielonego mechanicznie (MDOM) oraz trwalo$¢ i1 jako$¢ produktow wytworzonych

z jego udziatem.

5.2. Hipotezy badawcze

1. Szczepy bakterii kwasu mlekowego (LAB), wyizolowane z produktow pochodzenia
zwierzecego, wptywaja hamujaco na wzrost drobnoustrojéw w migsie drobiowym
odkostnionym mechanicznie (MDOM).

2. Migso drobiowe odkostnione mechanicznie, poddane bioutrwalaniu bakteriami
kwasu mlekowego, jest przydatnym surowcem w technologii produkcji wyrobow
z migsa drobiowego.

3. Wybrane szczepy bakterii kwasu mlekowego mogg by¢ uznane za biokonserwanty,

wptywajace na wydtuzenie trwatosci przetworow drobiowych z udziatem MDOM.

5.3. Zakres pracy

Zakres pracy 1 metody badan, realizowane w poszczegdlnych publikacjach zostaty

przedstawione w Tabeli 2.
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Tabela 2. Zakres pracy i metody badan

Etap badan

Temat

Metody

Publikacja

ETAP
WSTEPNY

Analiza aktualnego stanu wiedzy dotyczacego jakosci migsa
oddzielonego mechanicznie i metod jego utrwalania —
uzasadnienie podjecia tematu badan

P1

ETAP I

1. Badania modelowe farszow z MDOM, wytworzonych
z dodatkiem bakterii kwasu mlekowego

1.1. Okres$lenie wptywu wybranych szczepoéw bakterii kwasu
mlekowego na wybrane cechy fizykochemiczne i przydatnos¢
technologiczng niepeklowanych 1 peklowanych farszoéw
z MDOM, przechowywanych w warunkach chtodniczych.

1.2. Okres$lenie wptywu wybranych szczepoéw bakterii kwasu
mlekowego na jako$¢ mikrobiologiczng niepeklowanych
i peklowanych farszow =z MDOM, przechowywanych
w warunkach chlodniczych.

1.3. Wybdr jednego szczepu bakterii do dalszych badan
i okreslenie warunkoéw jego zastosowania.

6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.4*
6.2.9

6.2.6
6.2.9

P2, P3

ETAP I

2. Badania jakosci i trwalo$ci produktow wytworzonych
z dodatkiem MDOM poddanego bioutrwalaniu bakteriami
kwasu mlekowego

2.1. Okreslenie wptywu wybranego szczepu bakterii kwasu
mlekowego na wybrane cechy fizykochemiczne oraz jako$¢
sensoryczng modelowych produktow miesnych poddanych
obrobce cieplnegj.

2.2. Ocena wpltywu wybranego szczepu bakterii kwasu
mlekowego na trwato$¢ mikrobiologiczng modelowego produktu
migsnego poddanego obrobce cieplne;j.

2.3. Identyfikacja przy uzyciu metod fenotypowych szczepow
bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych z produktu
modelowego oraz porOwnanie z probka wzorcowa
(zastosowanym szczepem bakterii kwasu mlekowego).

6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.5
6.2.6
6.2.8
6.2.9

6.2.6
6.2.9

6.2.7

P4

*dotyczy farszow peklowanych [Publikacja P3]
Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [Publikacje 1-4] Laszkiewicz i wsp. (2019a, 2019b, 2021a, 2021b).
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6. MATERIAL DO BADAN I METODY BADAN
6.1. Material do badan

6.1.1. Surowiec migsny [P2, P3, P4]

Surowiec migsny do wykonania modelowych farszow i produktow stanowit MDOM
pozyskany poprzez odkostnienie niemrozonych korpuséw z kurczaka w separatorze AM2C
(Quimper, Francja) (Srednica otworow 1 mm) w warunkach przemystowych. MDOM byt
dzielony na bloki po 10 kg, mrozony do temperatury -18°C i przechowywany w tej
temperaturze przez 2-4 dni. MDOM wykorzystano do przygotowania farszow oraz
modelowych produktéw, ktérych sposdb wytworzenia opisano w pkt. 6.1.3. 1 6.1.4. Do
wytworzenia farszow MDOM byt rozmrazany w warunkach chtodniczych (4 - 6°C) przez

okoto 24 h [Publikacje P2, P3 i P4].

6.1.2. Szczepy bakterii kwasu mlekowego [P2, P3, P4]

Do badan w pierwszym etapie [Publikacje P2 1 P3] zastosowano trzy szczepy
bakterii kwasu mlekowego: Lactiplantibacillus plantarum SCH1 wyizolowany
z ekologicznego surowego, dojrzewajacego schabu wieprzowego, Levilactobacillus brevis
KL5 wyizolowany z ekologicznej kietbasy surowej, dojrzewajacej oraz Lactiplantibacillus
plantarum S21 wyizolowany z ekologicznej serwatki kwasowej. Szczepy pochodzity
z kolekcji mikroorganizméw Zaktadu Higieny i Zarzadzania Jakos$cig Zywno$ci Szkoly
Gltownej Gospodarstwa Wiejskiego W Warszawie i zostaly wybrane na podstawie badan
Rzepkowska 1 wsp. (2017a; 2017b) W celu odpowiedniego ozywienia i przygotowania
szczepéw do badan kazdorazowo rozmrazano hodowle bakterii kwasu mlekowego, ktore
przechowywano w stokach z 20% dodatkiem glicerolu w temp. -80°C. Kazdg z hodowli
mieszano, a nast¢pnie pobierano po 20 ul kazdego ze szczepow 1 przenoszono do wczesniej
przygotowanych sterylnych probowek z dodatkiem 5 ml jatlowego bulionu MRS (Merck,
Niemcy). Probowki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Nastepnie
pobierano po 1 ml 24 godzinnej hodowli, przenoszono do 9 ml swiezego, jatowego bulionu
MRS (Merck, Niemcy) oraz poddawano ponownej inkubacji w tych samych warunkach.
Nastepnie hodowle odwirowywano w wirdwce J2-21 (Beckman, Dania) (4500 obr./min.,
2313 x @), supernatant usuwano, a bakterie zawieszano w 0,85% roztworze NaCl.

Otrzymang biomase bakteryjng wprowadzono z 0,85% roztworem soli fizjologicznej do
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farszu migsnego w celu uzyskania stezenia bakterii na poziomie ok. 107 jtk/g. Wszystkie
czynnos$ci wykonywane byty w sterylnych warunkach, przy uzyciu jalowego sprzetu.

W drugim etapie badan [P4] w dos$wiadczeniu zastosowano szczep
Lactiplantibacillus plantarum SCHI1, ktory zostal wybrany na podstawie badan
z poprzedniego etapu [P2 i P3]. Szczep zostal przygotowany w ten sam sposob jak
w poprzednim etapie, tak aby koncentracja bakterii w farszu wynosita ok. 107 jtk/g.
Uzyskana biomasa bakteryjna zawieszona w roztworze soli fizjologicznej wprowadzana

byta do farszow z MDOM, z ktoérych nastgpnie wyprodukowano kielbasy.

6.1.3. Modelowe farsze z MDOM [P2, P3]

W pierwszym etapie badan, w dos§wiadczeniu pierwszym [P2] przygotowano cztery
warianty farszow z MDOM: K, L1, L2 i L3 (Tabela 3). Wariant kontrolny (K) nie zawierat
dodatku bakterii kwasu mlekowego. Do farszu L1 dodano Lactiplantibacillus plantarum
SCH1 w liczbie 10’ jtk/g, do farszu L2 dodano Levilactobacillus brevis KL5 w liczbie
10" jtk/g, a do farszu L3 zastosowano Lactiplantibacillus plantarum S21 w liczbie
107 jtk/g.

Tabela 3. Receptura modelowych farszow niepeklowanych z surowego MDOM

[Publikacja P2]

Sktadnik receptury/wariant doswiadczalny K L1 L2 L3

MDOM [kg] 10 10 10 10

Biomasa bakteryjna zawieszona
w roztworze soli fizjologicznej [kg]

Sél fizjologiczna [kg] 0,476 - - -

0,476 0,476 0,476

Zrodto: [Publikacja 1] Laszkiewicz i wsp. (2019a)

W dos$wiadczeniu drugim [P3] przygotowano pi¢¢ wariantow farszow z MDOM
poddanych peklowaniu (Tabela 4) [Publikacja P3 — Tabela 1]: C150 - kontrola z azotanem
(111) sodu w dawce 150 mg/kg, C50 - kontrola z azotanem (111) sodu w dawce 50 mg/kg,
PL1 - zastosowano L. plantarum SCH1 w liczbie 10 jtk/g z azotanem (l11) sodu 50 mg/kg,
PL2 - zastosowano L. brevis KL5 w liczbie 10 jtk/g z azotanem (111) sodu 50 mg/kg oraz
PL3 - zastosowano L. plantarum S21 w liczbie 10 jtk/g z azotanem (I11) sodu 50 mg/kg.
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Tabela 4. Receptura modelowych farszow peklowanych z surowego MDOM [ Publikacja
P3]

Sktadnik receptury/wariant

dobwindezalny C150 C50 PL1 PL2 PL3
MDOM [kg] 10 10 10 10 10
Sol [kg] 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Azotan (I11) sodu [kg] 00016 000053 0,00053  0,00053  0,00053

Biomasa bakteryjna zawieszona

Cn - - 0,476 0,476 0,476
w roztworze soli fizjologicznej [kg]

S6l fizjologiczna [kg] 0,476 0,476 - - -

Zrodto: [Publikacja 1] Laszkiewicz i wsp. (2021a)

Sktadniki farszow niepeklowanych i peklowanych mieszano przez 3 minuty do
uzyskania jednolite] konsystencji w mieszalniku Keripar (Troy, Ohio, USA). Farsze
zamykano w puszki o gramaturze 190 g w celu ograniczenia zanieczyszczen
mikrobiologicznych i przechowywano w temp. 4-6°C przez 7 dni. Badania farszéw
wykonano po 24 godzinach oraz po 4 i 7 dniach chlodniczego przechowywania.
Doswiadczalne produkcje farszow z MDOM przeprowadzono w hali pottechnicznej

Zaktadu Technologii Migsa i Ttuszczu IBPRS-PIB w Warszawie.

6.1.4. Modelowy produkt migsny z MDOM poddany obrdbcee cieplnej [P4]

W drugim etapie badan [P4] przygotowano dwa warianty farszéw z MDOM do
produkcji modelowego produktu migsnego poddanego obrdobee cieplnej: C — wariant
kontrolny wytworzony z MDOM peklowanego azotanem (I11) sodu w dawce 50 mg/kg,
L — wariant wytworzony z MDOM peklowanego azotanem (I11) sodu w dawce 50 mg/kg
z dodatkiem Lactiplantibacillus plantarum SCH1 w liczbie 107 jtk/g farszu (Tabela 5)
[Publikacja P4 — Tabela 1]. W wariancie C do 10 kg rozmrozonego MDOM dodano
roztwor soli fizjologicznej bez bakterii. Do MDOM w wariancie L dodano biomase
bakteryjng zawieszong w roztworze soli fizjologicznej. Nastgpnie MDOM (C 1 L)
wymieszano oddzielnie w mieszalce (N-50G, Hobart Corporation, Troy, Ohio, USA) przez
1 minute i pozostawiono w pojemnikach polipropylenowych (pojemno$¢ 48 1) na 4 dni

w chtodni w temperaturze 4°C. Czas i warunki przechowywania ustalono na podstawie
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badan w farszach z MDOM [P2 i P3]. Nastepnie do MDOM (C i L) dodano wodg/lod,
azotan (I11) sodu (50 mg/kg), przyprawy, substancje dodatkowe (Tabela 5) [Publikacja 4 —
Tabela 1] i kutrowano w kutrze K40 (Seydelmann, Stuttgart, Niemcy) do osiggnigcia
temperatury farszu 10°C. Farsze z MDOM nadziewano w ostonki potprzepuszczalne (DAT
SCHAUB, Suchy Las, Polska) i poddano osadzaniu w temperaturze 20-25°C przez
45 minut. Nastepnie nadziane kietbasy byly wedzone goracym dymem 56-65°C przez
50 minut i dalej parzone w temperaturze 70-72°C w komorze wedzarniczo-parzelniczej
(Vemag, Warszawa, Polska) do uzyskania wewnatrz batonu 70°C. Gotowe produkty
wstepnie wystudzono woda do temperatury 15-20°C, a nastgpnie dochtadzano zimnym

powietrzem w chtodni do temperatury 4-6°C.

Tabela 5. Receptura modelowego farszu uzytego do produkcji kietbasy z MDOM
[Publikacja P4]

Sktadnik receptury/wariant doswiadczalny C L
MDOM [kg] 100,00 100,00
Biomasa bakteryjna zawieszona w  roztworze  soli

fizjologicznej [kg] ) 125
Sél fizjologiczna [kg] 1,25 -
Woda/l6d [kg] 30,00 30,00
Azotan (I11) sodu [kg] 0,0070 0,0070
Trifosforan sodu (Tari P-31: 57% P,0s) [kg] 0,33 0,33
Askorbinian sodu [kg] 0,05 0,05
Chlorek sodu [kg] 2,30 2,30
Biatko SUPRO 595 [kg] 2,00 2,00
Skrobia ziemniaczana [kg] 2,50 2,50
Karagen GPI1 250X [kg] 0,40 0,40
Pieprz naturalny czarny [kg] 0,25 0,25
Majeranek [kg] 0,07 0,07
Czosnek swiezy [kg] 0,05 0,05
Razem [kg] 137,96 137,96

Zrédto: [Publikacja 2] Laszkiewicz i wsp. (2021b)
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Badania modelowych kietbas z MDOM wykonano po przeprowadzonej obrébece cieplnej
i wychtodzeniu (po produkcji) oraz po 1 i 3 tygodniach przechowywania. Produkcje
dos$wiadczalne przeprowadzono w hali poéttechnicznej Zaktadu Technologii Migsa

i Thuszczu IBPRS-PIB w Warszawie.
6.2. Metody badan

6.2.1. Pomiar pH i potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego [P2, P3, P4]

Probki o masie 10 g homogenizowano z 50 ml wody destylowanej w celu okreslenia
pH 1 potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego (redox) przy uzyciu blendera o mocy 800 W
(Bosch, Niemcy) przez 1 minute przy predkosci rownej 14000 obr./min. Do pomiaru pH
zastosowano pH-metr cyfrowy Mettler Delta 350 z automatyczng kompensacja temperatury
(Mettler Toledo, Szwajcaria) oraz elektrode szklano-kalomelowa In Lab Cool (Mettler
Toledo, Szwajcaria). Warto$¢ redox okreslano przy uzyciu elektrody In Lab Redox Pro
(Mettler Toledo, Szwajcaria). Otrzymang warto$¢ redox (mV) przeliczono na warto$¢
potencjalu redox w stosunku do standardowej elektrody wodorowej EH (mV). W tym celu
do warto$ci odczytu uzyskanej za pomocg urzadzenia dodano wartos$¢ potencjatu elektrody

odniesienia w temperaturze 20°C: Ef = 207 mV.

6.2.2. Zawarto$¢ azotanow (l11) i azotanow (V) [P2, P3, P4]

Zawarto$¢ azotanow (Il1) i (V) zostata oznaczona wg PN-EN 120414:2006 ze
zmiang Siu & Henshall (1998). Probke o masie 10 g umieszczono w kolbie miarowe;j
1 dodano wod¢ dejonizowang do objetosci 50 ml. Zhomogenizowang probke ogrzewano
1 utrzymywano temperature pomiedzy 70°C a 80°C przez 20 min. Po schtodzeniu do
temperatury pokojowej do probki dodano wode dejonizowang do koncowej objetosci
100 ml i wymieszano. Supernatant przesaczono przez filtry strzykawkowe z octanu
celulozy (CA) (Alfatec Technology, Zagrzeb, Chorwacja) o wielkos$ci poréw 0,45 um.
Nastepnie przesacz zebrano do analizy chromatograficzne;j.

Azotany (IIl) i (V) rozdzielono w warunkach izokratycznych - 10 mmol/l
wodorotlenku sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) przez 20 min., a nastepnie plukano
kolumne 50 mmol/l wodorotlenkiem sodu przez 10 min. i réwnowazono 10 mmol/l
wodorotlenek sodu przez 5 min. Objetos¢ nastrzyku wynosita 25 pl, a szybko$¢ przeptywu

eluentu wynosita 1,5 ml/min. Anality wykrywano stosujac detekcje UV przy 225 nm.
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Do wykonania oznaczen zastosowano chromatograf cieczowy Agilent 1200
(Agilent Technologies, Waldbronn, Niemcy) wyposazony w detektor UV z kolumng
analityczng IonPac® ASI1-HC 4 x 250 mm (Thermo Fisher Scientific, USA)
1 przedkolumng AGI1-HC 4 x 50 mm (Thermo Fisher Scientific, USA). Zawartos$¢
azotanow (I11) i (V) w badanych probkach wyrazono jako sole NaNO, i NaNOz w mg/kg.

6.2.3. Pomiar barwy [P2, P3, P4]

Do pomiaru barwy zostal uzyty spektrofotometr sferyczny (CR-300, Konica
Minolta, Tokyo, Japan) z otworem pomiarowym o S$rednicy 25,4 mm. Wyznaczone
wspotrzedne trojchromatyczne wyrazone zostaty w systemie CIE L* a* b*, gdzie L*
oznacza jasno$¢, a* chromatyczno$¢ w zakresie czerwieni 1 zieleni oraz b* chromatyczno$¢
w zakresie koloru zoéltego i1 niebieskiego. Przy pomiarze zastosowano obserwator
standardowy CIE: 2°, illuminant D65, obszar pomiaru 8 mm. Jako zrodto odniesienia

zastosowano wzorzec bieli (L* = 95,87, a* = -0,49, b* = 2,39).

6.2.4. Analiza zawartosci nitrozylobarwnikow [P3]

Zawarto$¢ nitrozylobarwnikéw oznaczono metoda Hornseya (1956) i wyrazono
w ppm hematyny. W celu przeprowadzenia ekstrakcji odwazono 5 g (z doktadnoscig 0,01g)
rozdrobnionego produktu do zlewki i dodano do niego 20 ml acetonu oraz 1,5 ml wody
destylowanej. Cato$¢ homogenizowano przez 30 sekund przy predkosci nozy 12000
obr/min.. Po tym czasie homogenat odwirowano, a supernatant filtrowano przez saczek
szklany (Whatman GF/A) i mierzono absorbancj¢ przesaczu na spektrofotometrze Hitachi

U2900 (Hitachi, Tokio, Japonia), przy dtugosci fali 540 nm wobec proby odczynnikowe;.

6.2.5. Oznaczenie  ogodlnej  zawartosci  barwnikow  hemowych 1  stezenia
nitrozylomioglobiny [P4]

Ogodlng zawartos¢ barwnikow hemowych oOraz stezenie nitrozylomioglobiny
oznaczono metoda Hornseya (1956). Warto$¢ absorbancji filtratbw mierzono
spektrofotometrem (U-2900, Hitachi, Tokio, Japonia). Calkowita zawartos¢ barwnikow
hemowych zmierzono w ppm hematyny i obliczono mnozac absorbancje przy 640 nm
przez 680. Stezenie nitrozylomioglobiny (NO-Mb) obliczono, mnozgc absorbancj¢ przy

540 nm przez 290 i na koniec wyrazono w g/100 g wg wzoru:
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NOMb (g/100 g) = NO — Mb (ppm) 100
( g)= ogolna zawartosc barwnikow hemowych (ppm) *

6.2.6. Badania mikrobiologiczne [P2, P3, P4]

Zakres badan mikrobiologicznych farszéw niepeklowanych, farszow peklowanych

oraz kietbas z MDOM w pierwszym okresie badan (po produkcji) obejmowal: ogdlng

liczbe drobnoustrojow, liczbe bakterii fermentacji mlekowej, liczbe E. coli, liczbe

Enterobacteriaceae, liczbe gronkowcoéw koagulazo-dodatnich oraz obecnos¢ Salmonella

spp. i Campylobacter spp. w 25 g. Zakres i metodyke badan mikrobiologicznych opisano

ponizej:

ogolna liczbg drobnoustrojéw w 1 g wg PN-EN 1SO 4833-1:2013-12 + Apl:2016-11
(pozywka PCA, inkubacja 30°C+1°C, 72 h £+ 3 h);

liczba mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej w 1 g wg PN-ISO 15214:2007
(pozywka MRS, inkubacja 30°C£1°C, 72 h + 3 h);

liczba Escherichia coli w 1 g wg PN-EN I1SO 16649-2:2004 (podtoze agar TBX,
inkubacja 44°C+1°C, 18-24 h),

liczba Enterobacteriaceae w temp. 37°C w 1 g wg PN-1SO 21528-2:2017-08 (podtoze
VRBD, inkubacja 37°C + 1°C, 24 h + 2 h);

liczba gronkowcow koagulazododatnich w 1 g wg PN-EN I1SO 6888-2:2001 + A1:2004
(pozywka agarowa z plazma krolicza 1 fibrynogenem (RPF), inkubacja 37°C+£1°C,
18-24 h);

obecno$¢ Salmonella spp. w 25 g wg PN-EN ISO 6579-1:2017-04 (Inkubacja
w workach w zbuforowanej wodzie peptonowej (WPZ) 37°C £+ 1°C, 18 h + 2 h. Po
inkubacji posiew 0,1 ml do RVS - inkubacja 41,5°C + 1°C, 24 h+ 3 h oraz posiew
1,0 ml do MKTT - inkubacja 37°C+1°C, 24 h + 3 h. Po inkubacji posiew na pozywki
state: XLD i RA, inkubacja 37°C + 1°C, 24 h + 3 h);

obecno$¢ Campylobacter spp. w 25 g wg PN-EN 1SO 10272-1:2017-08 (Inkubacja
w atmosferze mikroaerofilnej w 37°C + 1°C, od 4 h do 6 h, na pozywce ptynnej
BOLTON. Nastepnie inkubacja w temperaturze 41,5°C + 1°C, 44 h + 4 h. Do
wykrywania obecno$ci Campylobacter zastosowano szybki test serologiczny
Singlepath Campylobacter).
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Do oznaczen pobierano 10 g probki w przypadku oznaczen ilosciowych lub 25 g
w przypadku oznaczen jakosciowych, po wymieszaniu produktu i zawieszano w 90 lub 225
ml wody peptonowej, nastepnie wykonywano szereg rozcienczen i wysiewano na
poszczegdlne podtoza.

W przypadku farszow z MDOM, gdy nie stwierdzono w nich obecno$ci wybranych
drobnoustrojéw, nie oznaczano ich w dalszym etapie badan przechowalniczych.

W  badaniach mikrobiologicznych kietbas z MDOM w przypadku E. coli
1 gronkowcoéw koagulazo-dodatnich, gdy nie stwierdzono ich obecnosci w kietbasie po
produkcji oraz po 1 tygodniu przechowywania chlodniczego, nie oznaczano ich po
3 tygodniach przechowywania. Natomiast w przypadku Salmonella spp. i Campylobacter
spp., gdy nie stwierdzono ich obecno$ci w kielbasie po produkcji, nie oznaczano ich
w Kkolejnych okresach badan przechowalniczych. Pozostate badania mikrobiologiczne

wykonano w produktach po produkcji oraz po 1 i 3 tygodniach przechowywania w 4°C.

6.2.7. Biochemiczna identyfikacja LAB w modelowych kietbasach z MDOM [P4]

Proby kietbas posiano na plytki z pozywka stala MRS. Po inkubacji posiewow
pobrano losowo z ptytek po 10 kolonii dla kazdej z prob. Z pobranych kolonii
przygotowano hodowle w bulionie MRS (LabM, Heywood, UK). Przynaleznos¢
wyizolowanych szczepow bakterii do rodzaju Lactobacillus potwierdzono barwieniem
Grama 1 obserwacja wygladu komorek pod mikroskopem oraz testem na obecno$¢ katalazy.
Identyfikacje na poziomie gatunku prowadzono przy uzyciu testow API 50 CH
(bioMérieux Polska Sp. z 0.0, Warszawa, Polska), zgodnie z instrukcja zalaczong przez
producenta. Otrzymane profile biochemiczne (wyniki fermentacji weglowodanow)
odczytane za pomocg bazy apiwebTM, pozwolity przyporzadkowaé do konkretnego
gatunku badane izolaty, ktore pordéwnano z profilem szczepu L. plantarum SCH1, uzytego

w doswiadczeniu.

6.2.8. Ocena sensoryczna modelowych kietbas z MDOM [P4]

Oceng sensoryczng przeprowadzono metodg Quantitatve Descriptive Profile (QDP)
wg normy ISO 13299:2016. Zadaniem oceniajacych bylo okreslenie intensywnos$ci
kazdego z wymienionych wyrdznikow jakosci i naniesienie swojej oceny na odpowiednia

niestrukturowang skal¢ graficzng (0-10 j.u.). Do pordwnania sensoryczne] jakosci
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modelowych produktéw migsnych w ocenie sensorycznej po produkcji zastosowano:
4 wyr6zniki smaku (peklowanego migsa, kwasny, tluszczowy, stony, gdzie 0 - najmniej
intensywny, 10 - najbardziej intensywny), 3 wyr6zniki zapachu (peklowanego migsa,
kwasny/ostry, ttuszczowy, gdzie 0 - najmniej intensywny, 10 - najbardziej intensywny)
oraz cechy takie jak: pozadalno$¢ zapachu, ton barwy, krucho$¢, soczystos$¢, pozadalnosé
smaku, jako$¢ ogdlna, gdzie 0 - najmniej pozadany, 10 - najbardziej pozadany. Do
porodwnania sensorycznej jakosci modelowych produktéw migsnych w ocenie sensoryczne;j
po 3 tygodniach przechowywania zastosowano: 2 wyr6zniki zapachu (we¢dzonkowy,
thuszczowy, gdzie 0 - najmniej intensywny, 10 - najbardziej intensywny), oraz cechy takie
jak: pozadalno$¢ zapachu, ton barwy, kruchos$¢, pozadalnos¢ smaku, jakos¢ ogolna, gdzie
0 - najmniej pozadany, 10 - najbardziej pozadany. Ocen¢ sensoryczng kietbas po
3 tygodniach przechowywania ograniczono do 7 wyroznikow ze wzgledu na
nieakceptowalny smak i zapach produktu w wariancie kontrolnym.

Prébki przed oceng przechowywane byty w pomieszczeniu w temperaturze 24+1°C
przez 30 minut. Oceniajacy otrzymywali kazdorazowo zakodowane trzycyfrowym kodem
probki kielbas z MDOM, w plastikowym pojemniku z pokrywka o pojemnosci 250 ml,
naczynie z woda do ptukania jamy ustnej i kart¢ oceny. Kazdy pojemnik zawierat dwa
plastry, po jednym z dwoch réznych batondw kietbas. Oceny zostatly przeprowadzone
z udziatem 8 - osobowego przeszkolonego zespolu w pracowni do analiz sensorycznych
z wydzielonymi stanowiskami do indywidualnych ocen, przy sztucznym oswietleniu.
Ocena jakosci sensorycznej produktow modelowych zostata wykonana po produkcji oraz

po 3 tygodniach przechowywania.

6.2.9. Analiza statystyczna [P2, P3, P4]

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach
n=3. W doswiadczeniu z farszami z MDOM niepeklowanymi [P2] oraz w do$wiadczeniu
z modelowymi produktami migsnymi [P4] dla kazdego parametru zastosowano
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA), najpierw pomig¢dzy wariantami w kazdym
z trzech okresOw przechowywania, a nastepnie pomiedzy czasem przechowywania préb dla
kazdego z wariantow, stosujgc program statystyczny STATGRAPHICS 4.1 (Manugistics
Inc., USA). Do okreslenia istotnosci $rednich wartosci dla porownan wielokrotnych

zastosowano test Fishera (P < 0,05).
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W doswiadczeniu z farszami z MDOM peklowanymi [P3] przeprowadzono
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji gdzie uwzgledniono dwa czynniki: dodatek LAB i okres
przechowywania wraz z ich interakcjami. Do okreslenia istotnosci $rednich wartosci dla
poréwnan wielokrotnych zastosowano test post-hoc Bonferroniego (P < 0,05). Do obliczen

wykorzystano pakiet Statistica w wersji 13 (StatSoft Polska Sp. z o0.0., Krakow, Polska).
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7. WYNIKI I DYSKUSJA
7.1. Badania modelowe farszéw z MDOM, wytworzonych z dodatkiem bakterii kwasu
mlekowego [P2, P3]

7.1.1. Okreslenie wptywu wybranych szczepoéw bakterii kwasu mlekowego na wybrane
cechy fizykochemiczne i przydatno$¢ technologiczng niepeklowanych farszow

z MDOM przechowywanych w warunkach chtodniczych [P2]

Badania nad migsem oddzielonym mechanicznie prowadzone sa w szerokim
zakresie od wielu lat, jednakze niewielu badaczy podejmowato temat zastosowania bakterii
kwasu mlekowego w innym aspekcie niz poprawa jakosci mikrobiologicznej. Badanie cech
fizykochemicznych oraz przydatnosci technologicznej MDOM miato na celu sprawdzenie
czy migso poddane bioutrwalaniu nie utraci wiasciwo$ci majacych istotne znaczenie
w dalszych etapach obrobki technologicznej, takich jak np. odpowiednie pH, potencjat
oksydoredukcyjny czy barwa.

Badania wtasne wykazaly, Ze dodatek bakterii kwasu mlekowego do
niepeklowanych farszéw z migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie nie miat wptywu
na kluczowe cechy surowca warunkujace jego przydatnos¢ do celow technologicznych,
czyli tzw. przydatno$¢ technologiczng. W Publikacji 2 w Tabeli 1 przedstawiono zmiany
pH i potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego w farszach z MDOM w czasie 7 dni
chlodniczego przechowywania, ktére badano po 1, 4 i 7 dniach. Istotne statystycznie
obnizenie pH wzgledem pozostatych probek zaobserwowano w wariancie L1 z dodatkiem
szczepu L. plantarum po 1 dniu przechowywania. W kolejnych dniach chlodniczego
przechowywania obserwowano obnizanie pH, jednak rdéznice zar6wno pomiedzy
wariantami, jak i okresami przechowywania byly niewielkie, stad mozna wnioskowac,
ze nie miaty one wplywu na wodochtonno$¢ surowca w dalszych etapach obrobki.

W badaniach Szymanskiego i wsp. (2017) stwierdzono istotny wpltyw LAB na
kwasowo$¢ farszow z rozdrobnionego migsa z szynki wieprzowej. Mozna przypuszczaé, ze
rodzaj surowca mogt wptyna¢ na dziatanie bakterii kwasu mlekowego, poniewaz MDOM
zawiera stosunkowo wigcej thuszczu, kolagenu oraz charakteryzuje si¢ nizszg aktywnos$cig
wodng, wobec czego S$rodowisko dla tych bakterii bylo nietypowe dla ich rozwoju

(Michalski, 2006; Michalski, 2009; Trindade i wsp., 2004).
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Badanie potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego wykazato, ze wartos¢ ORP w catym
okresie przechowywania utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie w kazdym z wariantow.
Istotny statystycznie wzrost ORP po 4 dniach przechowywania zaobserwowano jedynie
w wariancie L3. Brak roznic w potencjale wskazuje na stabilno$¢ oksydacyjng farszow
z MDOM, co jest waznym czynnikiem w surowcu o duzej zawarto$ci ttuszczu. Po 4 1 7
dniach przechowywania w wariantach z dodatkiem bakterii kwasu mlekowego warto$§¢
potencjatu redoks byla na nizszym poziomie w porOwnaniu z wariantem kontrolnym.
Podobne spostrzezenia opisali Wojciak i wsp. (2014) w badaniach kietbas dojrzewajacych
z dodatkiem LAB.

W farszach z MDOM wykonano badania zawartosci azotanéw (V) i (I11), cho¢ nie
byly one poddane peklowaniu, niemniej jednak azotany (V) moga wystepowa¢ w migsie
przerobowym i kulinarnym (Cierach, 2007; Duda, 1998; Lammarino i Taranto, 2012). Jak
podaja autorzy, moga one pochodzi¢ z réznych zrédet, np. z wody, a sa to wartosci na
poziomie okoto 10-15 mg/kg. W badaniach wiasnych farszow z MDOM nie stwierdzono
obecnosci azotanow (V) i (Ill), co $wiadczylo o braku zanieczyszczen surowca tymi
zwigzkami.

W badaniach parametréw barwy wykazano udzial szczepu L. brevis KL5
w procesach barwotworczych zachodzacych w migsie. Warto$ci parametrow barwy
przedstawiono w Publikacji 2 — Tabela 2. W wariancie z dodatkiem L. brevis KL5 (L2)
stwierdzono najwyzsza warto$¢ parametru a*=22,76, a wigc najwigkszy udziat barwy
czerwone] w probee po 7 dniach przechowywania. Mozna przypuszczaé, ze jest to zjawisko
zwigzane z mechanizmem syntezy NO z L-argininy przez LAB. Badania pokazuja, ze
niektore szczepy bakterii kwasu mlekowego maja zdolno$¢ wytwarzania NO przez synteze
z L-argininy. W przypadku bakterii tlenek azotu (II) pelni szereg istotnych funkcji, jest
czasteczka sygnatowa, aktywuje lub dezaktywuje enzymy. Mechanizm przeksztalcania
L-argininy w przemianach komorki bakteryjnej polega na utlenieniu z udziatem tlenu
czgsteczkowego grupy iminowej reszty guanidynowej L-argininy. Reakcja zachodzi
dwuetapowo. W pierwszym etapie L-arginina jest hydroksylowana z udziatem tlenu
1 koenzymu (NADPH), nastgpnie powstaly zwigzek posredni utleniany jest do cytruliny
i tlenku azotu. Reakcja katalizowana jest przez kilka izoform enzymu syntazy tlenku azotu
(Christensen i wsp., 1999; Morita i wsp., 1997; Wojciak i Dolatowski, 2015). Badania
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wskazuja, ze niektore szczepy LAB wykazuja zdolno$¢ do przemiany formy barwnika
z MbFe** do MbFe*, co wplywa na zmiane barwy micsa surowego niepeklowanego
z bragzowej na jasnoczerwong (Li 1 wsp., 2016; Zhang i wsp., 2007). Najnizszym udziatem
sktadowych barw a*=19,45 i b*=8,38 oraz statystycznie istotnie najwyzszg (P < 0,05)
warto$cig parametru L*=53,88, opisujacego jasno$¢ wyrobu, po 7 dniach przechowywania
charakteryzowat si¢ wariant L1 z L. plantarum SCH1. W farszach L1 i L3 po 4 dniach
przechowywania jasnos¢ L* istotnie obnizyla si¢, a nast¢pnie po 7 dniach przechowywania
istotnie wzrosta (P < 0,05).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze najlepsze wlasciwosci technologiczne
wykazal wariant z dodatkiem L. brevis KL5, poniewaz poza stabilnym pH i potencjalem
redox, charakteryzowal si¢ atrakcyjniejsza barwa, co z punktu widzenia konsumenta
odgrywa wazng rol¢ podczas wyboru produktu koncowego. Niemniej jednak, wybierajac
szczep do kolejnego etapu badan nalezato spojrze¢ szerzej na jego cechy, takze pod katem

mikrobiologicznym.

7.1.2. Okreslenie wptywu wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego na jako$¢
mikrobiologiczng niepeklowanych farszow z MDOM przechowywanych
w warunkach chtodniczych [P2]

Proby zastosowania bakterii kwasu mlekowego w migsie oddzielonym
mechanicznie opisali, kilkadziesigt lat temu, Raccach (1977) oraz Raccach i Baker (1978),
ktorzy wykazali w badaniach mozliwo$¢ przedtuzenia przydatnosci MDOM z 4 do 7 dni
oraz migsa mielonego z piersi kurczaka z 8 do 12 dni, przy zastosowaniu szczepdw
Pediococcus cerevisiae i Lactobacillus plantarum oraz hamujacy wptyw tych LAB na
Pseudomonas, Salmonella typhimurium oraz Staphylococcus aureus w MDOM poddanym
obrobcee cieplnej. Ci sami badacze, w 1979 roku, opisali takze sposob redukcji liczebnosci
bakterii  psychrotrofowych w niepeklowanym drobiowym migsie oddzielonym
mechanicznie, przechowywanym w warunkach chlodniczych przez 7 dni, przez
zaszczepienie surowca kulturami startowymi Pediococcus cerevisiae i Lactobacillus
plantarum w liczbie 2*10° jtk/g. Po 7 dniach przechowywania w niepeklowanym
drobiowym migsie oddzielonym mechanicznie, zaszczepionym kulturg startows, liczba
bakterii psychrotrofowych utrzymywata si¢ ponizej poziomu 107 jtk/g (Raccach i Baker,
1979). Natomiast Hecer i Sozen (2011) podjeli probe zastosowania kwasu mlekowego
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w MDOM na poziomie 0,2% i 0,3% w celu poprawy jakosci mikrobiologicznej. Po
3 dniach przechowywania liczba Escherichia coli wynosita 3,4*10° jtk/g w probie z 0,2%
kwasu mlekowego oraz 1,7*10% jtk/g w probie z 0,3% kwasu mlekowego, natomiast
w probie kontrolnej 7,1%10° jtk/g.

W badaniach wtasnych w pierwszej kolejnosci wykonano wstepne badania jakos$ci
mikrobiologicznej surowca, ktore wykazaty, ze w poréwnaniu z normg PN-A-86522:1992,
uzyty MDOM nie spehiat kryterium ogoélnej liczby drobnoustrojow oraz pateczek z grupy
coli. Ogolna liczba drobnoustrojéow wyniosta 6,30 log jtk/g, a liczebno$¢ Escherichia coli
wynosita 2,04 log jtk/g. Norma dopuszczata ogo6lng liczbe drobnoustrojow na poziomie
1*10° jtk/g (czyli 6 log jtk/g), a pateczki z grupy coli powinny byé nieobecne w 0,001 g.
W surowcu nie wykryto obecnosci Salmonella spp. oraz Campylobacter spp., a liczebnos¢
gronkowcow koagulazo-dodatnich wynosita <10 jtk/g. Ponadto oznaczono liczebnos¢
Enterobacteriaceae na poziomie 3,83 log jtk/g. W badaniach wstgpnych oznaczono takze
liczebnos$¢ mezofilnych bakterii kwasu mlekowego, ktoéra wynosita 4,18 log jtk/g.

Wiyniki dalszych badan mikrobiologicznych niepeklowanych farszow z MDOM
przedstawiono w Tabeli 3 w Publikacji P2. We wszystkich wariantach farszow MDOM
obserwowano wzrost ogo6lnej liczby drobnoustroj0w w czasie przechowywania.
W przypadku wariantow z dodatkiem LAB wzrost OLD z pewnos$cig byl po czesci
wynikiem tego dzialania. W tych probach liczebno$¢ bakterii kwasu mlekowego
utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie w catym okresie przechowywania.

Podczas przechowywania chlodniczego obserwowano stopniowe hamowanie
wzrostu E. coli w farszu L1 z Lactiplantibacillus plantarum SCH1. Zastosowanie
L. plantarum SCH1 wptyneto rowniez hamujaco na rozwoj Enterobacteriaceae po 4 dniach
przechowywania w poroOwnaniu z pozostatymi wariantami. W wariancie L1 stwierdzono
istotnie najnizsza liczebnos¢ Enterobacteriaceae (4,56 log jtk/g) po 4 dniach
przechowywania, natomiast w wariancie kontrolnym, w tym samym czasie,
Enterobacteriaceae oznaczono na poziomie 6,26 log jtk/g. Mozna przypuszczaé, ze
inhibitujagce dzialanie wzgledem niekorzystnej mikroflory bylo zwigzane z produkcja
bakteriocyn (plantarycyny) i/lub innych metabolitow uwalnianych poza komodrke bakterii
(Gong i wsp., 2010; Rzepkowska i wsp., 2017b). Zrédlo wyizolowania, jakim byto

srodowisko migsne, prawdopodobnie rowniez moglto wptywaé na latwiejsza adaptacje
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L. plantarum SCH1 do warunkéw panujagcych w farszu z  MDOM,
w poréwnaniu ze szczepem L. plantarum S21 wyizolowanym z serwatki kwasowe;j.

W badaniach Rzepkowskiej i in. (2017a; 2017b) obserwowano wysoka aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowg szczepéw LAB (m.in. L. plantarum SCH1 i L. brevis KL5 oraz
L. plantarum S21) wzgledem E. coli i P. fluorescens, badang metodg dyfuzyjno-krazkowsa
na ptytkach z selektywnym podtozem. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zastosowanych
szczepoOw LAB potwierdzila si¢ takze w badaniach wlasnych na modelowych farszach
z MDOM w odniesieniu do E. coli. Po 7 dniach przechowywania, w ocenie technologicznej
farszow z MDOM, stwierdzono nieakceptowalny zapach §wiadczacy o zepsuciu surowca.
Liczebno$¢ bakterii E. coli w tym czasie byla najnizsza w kazdym z wariantow
w poréwnaniu do liczebnosci tych bakterii po 1 i 4 dniach przechowywania. Zmiany liczby
bakterii E. coli po 7 dniach przechowywania moglty by¢ spowodowane zdominowaniem
mikroflory farszéw z MDOM przez inne drobnoustroje obecne w farszach. Wskazywata na
to wysoka ogolna liczebnos¢ drobnoustrojow w tym okresie przechowywania.

Podsumowujac, trudno poréwnywaé uzyskane wyniki jakosci mikrobiologicznej
farszow z normg PN-A-86522:1992, poniewaz nie przewidywata ona bioprotekcji surowca.
Wprowadzenie bakterii kwasu mlekowego do MDOM spowodowato wzrost ogolnej liczby
drobnoustrojow. Po 7-dniowym okresie przechowywania we wszystkich wariantach
z dodatkiem LAB ogolna liczba drobnoustrojow przekraczata granice dopuszczong
w normie, a liczba E. coli wynosita od 2,09 do 2,32 log jtk/g. W przypadku bakterii z grupy
coli, obserwowano stopniowg redukcje liczebnosci E. coli w farszu L1, niemniej nie zostato

spetnione kryterium zalozone w normie.

7.1.3. Okreslenie wplywu wybranych szczepdéw bakterii kwasu mlekowego na wybrane
cechy fizykochemiczne 1 przydatnos¢ technologiczna peklowanych farszow

z MDOM przechowywanych w warunkach chtodniczych [P3]

W praktyce przemystowej w celu utrwalenia MDOM stosuje si¢ proces peklowania
azotanem (Ill) sodu. Utrwalanie MDOM jest zwigzane przede wszystkim
z bakteriostatycznym dziataniem azotanéw (Ill), ktore sa dodawane na odpowiednim
poziomie, w potgczeniu z innymi substancjami, gtownie z chlorkiem sodu (Liicke, 2008;

Sindelar i Milkowski, 2011). Ponadto, peklowanie odgrywa istotng role¢ w ksztattowaniu
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barwy, smaku i zapachu produktow z udziatem MDOM (Cammak et al., 1999; Majou
I Christieans, 2018).

Zastosowana dawka azotanu (I11) sodu 50 mg/kg zostata dobrana m.in. w zwigzku
z doniesieniami na temat ograniczenia w stosowaniu azotanéw (III) w produkcji wedlin
oraz na podstawie regulacji obowigzujacych w Danii, gdzie poziom dodatku azotanu (I11)
sodu obnizono ze 150 do 60 mg/kg. Majac na uwadze, ze obnizenie dodatku azotanu (I11)
sodu moze ograniczy¢ jego przydatnos¢ w przedtuzeniu trwatosci farszow z MDOM,
w badaniach wtasnych zastosowano, jako dodatkowy plotek, biokonserwacje.

Zastosowanie azotanow (IlII) w konserwacji produktéow migsnych odgrywa
kluczowg role w hamowaniu rozwoju bakterii Clostridium botulinum i zapobieganiu
wytwarzaniu toksyn botulinowych (Majou i Christieans, 2018; Sebranek i Bacus, 2007,
Sindelar i Milkowski, 2011). W niniejszych badaniach wtasnych nie analizowano
skuteczno$ci przeciwbakteryjnej stosowania L. plantarum SCH1 i azotanu (I1) sodu
w zmniejszonej ilosci (50 mg/kg) przeciwko C. botulinum. Wtasciwosci azotanu (111) sodu,
ktore czynig go rowniez skutecznym zwigzkiem przeciwbotulinowym, zaleza od jego
interakcji z kilkoma innymi czynnikami (sol, pH, obrdobka cieplna, poziom zarodnikéw,
poziom azotanéw (I11) wprowadzanych podczas produkcji oraz poziomy azotanow (I11)
resztkowych w migsie) (Sebranek, 2009; Sebranek i Bacus, 2007). Lovenklev i wsp.
(2004b) wykazali, ze zastosowanie NaNO, w dawce 45,0 mg/kg skutecznie hamuje
ekspresj¢ genu C. botulinum. Réwniez inne badania wykazaly, ze stosowanie NaNO,
w ilosci 37,5 mg/kg lub 75,0 mg/kg razem z NaCl w ilosci 2,5% catkowicie hamuje wzrost
C. botulinum w $rodowisku beztlenowym (Lovenklev i wsp., 2004a).

W badanych farszach z MDOM poddanych peklowaniu, dodatek LAB oraz czas
przechowywania miaty istotny wptyw na warto§¢ pH (P<0,001). Stwierdzono interakcje
miedzy dodatkiem LAB a czasem przechowywania dla wartosci pH (P<0,01), co pokazano
na Rys. la [Publikacja 3 — Tabela 2]. Dodatek LAB do farszow z MDOM skutkowat
niewielkimi, ale istotnymi (P < 0,05) r6éznicami w kwasowosci farszow i zaobserwowano
je miedzy wariantami po pierwszym dniu przechowywania. Kwasowos$¢ farszéw byla
wyzsza przy dhuzszym czasie przechowywania (P <0,05). Dynamika zmian pH byta
podobna we wszystkich wariantach. Wzrost kwasowosci farszow miat prawdopodobnie

zwigzek z aktywno$cig metaboliczng dodanych LAB lub dzikich szczepow bakterii
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obecnych w MDOM (Ha i wsp., 2003). Bakterie kwasu mlekowego moga fermentowac
cukry do kwasu mlekowego lub innych kwasoéw organicznych (Balciunas i wsp., 2013). Po
7 dniach przechowywania wartos¢ pH farszow nie roznita si¢ istotnie (P > 0,05). Biorac
pod uwage, ze stwierdzone réznice w pH migdzy wariantami w trzech okresach
przechowywania byly niewielkie (0,02 - 0,08) mozna wnioskowaé, ze nie miaty one
wplywu na wodochtonno$¢ surowca.

MDOM ré6zni si¢ skltadem chemicznym od migsa wykrawanego recznie
1 charakteryzuje si¢ m.in. wysoka zawarto$cig thuszczu, wysoka zawarto$cia kolagenu oraz
niska aktywnosciag wody (Mayer i wsp., 2007). Mozna przypuszczaé, ze Srodowisko,
w jakim znalazty si¢ bakterie kwasu mlekowego nie bylo korzystne dla ich rozwoju.
Stosunkowo niska zawarto§¢ cukrow w MDOM mogla mie¢ réowniez wplyw na
ograniczong produkcje wybranych metabolitow, w tym kwasu mlekowego, przez
zastosowane LAB (Ha i wsp., 2003).

Zaobserwowano istotny (P <0,001) wplyw dodatku LAB, jak 1 czasu
przechowywania na warto$¢ potencjatu redoks. Stwierdzono réwniez interakcje¢ miedzy
zastosowaniem LAB a czasem przechowywania (P < 0,001), co przedstawiono na Rys. 1b
[Publikacja 3 — Tabela 2]. Nie stwierdzono istotnych réznic (P > 0,05) w warto$ciach ORP
miedzy wariantami w 1. 1 4. dniu przechowywania. Istotnie (P < 0,05) najnizszg wartos¢
ORP zaobserwowano w probie kontrolnej C150 po 7 dniach przechowywania. W wariancie
kontrolnym C50 warto$¢ potencjalu redox podczas przechowywania oscylowata
w granicach 319,7 - 328,1 mV. W wariancie kontrolnym C150 (NaNO, 150 mg/kg)
potencjat redox po 4 dniach przechowywania wzrdst od 311,8 mV do 326,6 mV 1 nastepnie
obnizyt si¢ 0 21,0 mV po 7 dniach przechowywania, uzyskujac najnizsza warto$¢ sposrod
wszystkich ~ wariantow (P <0,05). Azotan (II[) sodu ma silne wlasciwosci
przeciwutleniajagce (Sebranek, 2009), dlatego przypuszcza¢ mozna, ze dodatek wiekszej
ilosci NaNO; przyczynit si¢ do istotnego obnizenia potencjatu redox farszow z MDOM po
7 dniach przechowywania. W probach z dodatkiem LAB (PL1, PL2, PL3) zaobserwowano
wzrost wartosci ORP podczas przechowywania. Jednak istotne (P <0,05) rdéznice

w wartosciach ORP podczas przechowywania stwierdzono tylko w przypadku PL2.
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Rysunek 1. Zmiany pH (a) i ORP (b) w farszach peklowanych z MDOM podczas

chtodniczego przechowywania.

C150 - kontrola z azotanem (I11) sodu w dawce 150 mg/kg, C50 - kontrola z azotanem (I11) sodu w dawce
50 mg/kg, PL1 - zastosowano L. plantarum SCH1 w liczbie 107 jtk/g z azotanem (I11) sodu 50 mg/kg, PL2 -
zastosowano L. brevis KL5 w liczbie 10 jtk/g z azotanem (I1l) sodu 50 mg/kg; PL3 - zastosowano L.
plantarum S21 w liczbie 10 jtk/g z azotanem (I11) sodu 50 mg/kg

Zrodto: opracowanie whasne
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W badaniach Libery i wsp. (2014) dodatek bakterii Lactobacillus casei LOCK
0900, Lactobacillus acidophilus Bauer, Bifidobacterium animails subsp. lactis BB12 nie
wptynal istotnie na potencjal redox balerondow surowo dojrzewajacych. Mozna
przypuszczaé, ze metabolity wytwarzane przez bakterie kwasu mlekowego chronig lipidy
przed utlenianiem podczas przechowywania chlodniczego (Libera i wsp., 2014).
W przypadku MDOM, w ktorym nastapito uszkodzenie tkanki mig¢$niowej podczas procesu
odkastniania, a lipidy ulegly cz¢$ciowemu utlenieniu, uszkodzone tkanki sg duzo bardziej
podatne na utlenianie (Stiebing, 2002). Ponadto MDOM charakteryzuje si¢ wieksza
zawartos$cig barwnikow hemowych w poréwnaniu z migsem wykrawanym recznie (Daros
I wsp., 2005). Barwniki hemowe mogg inicjowac procesy utleniania lipidow, a produkty
utleniania lipidow sprzyjaja utlenianiu barwnikoéw (Skibsted, 1996; Faustman 1 wsp., 1999).

W badaniach wiasnych [Publikacja 3] wykazano, ze dodatek LAB do MDOM i czas
przechowywania miaty wptyw (P <0,001) na zawartos¢ NaNO, w badanych farszach.
Stwierdzono interakcj¢ pomi¢dzy dodatkiem LAB i czasem przechowywania na zawartosé
NaNO, w farszach (P < 0,001), co przedstawiono w Publikacji 3 — Tabela 3. Stwierdzono,
ze zawarto§¢ NaNO; w probach doswiadczalnych istotnie obnizala si¢ w czasie
przechowywania, co wskazuje na reakcje dodanych azotanow (II1) z barwnikami
hemowymi i innymi skladnikami MDOM (Honikel, 2008). Stwierdzono, ze zawarto$¢
azotanu (Ill) sodu w probach MDOM peklowanych w dawce 50 mg/kg (C50, PL1, PL2,
PL3) byla zblizona po 1 1 4 dniach przechowywania. Po 1 dniu przechowywania zawarto$§¢
azotanu (I11) sodu w tych wariantach do$§wiadczalnych ksztaltowata si¢ od 35,6 do 40,4
mg/kg, natomiast po 4 dniach przechowywania wahata si¢ od 28,2 do 30,1 mg/kg. Po
7 dniach przechowywania istotnie najnizszg zawarto$¢ NaNO, (18,8 mg/kg) wykazano
w MDOM, w ktorym zastosowano dodatek Levilactobacillus brevis KL5 (PL2) (P < 0,05).
Azotany (IlII) moga by¢ redukowane przez niektore szczepy bakterii z rodzaju
Lactobacillus w procesie denitryfikacji (Hames, 2012). W wariancie kontrolnym C150
stwierdzono, ze po 4 dniach przechowywania zawarto$¢ azotanu (I11) sodu istotnie obnizyta
si¢ do 112,6 mg/kg, a po 7 dniach przechowywania wzrosta do 122,0 mg/kg (P < 0,05).
Wzrost zawartosci azotanow (I11) po 7 dniach w wariancie C150 thtumaczy¢ mozna redukcja
przez bakterie azotanéw (V) powstalych w wyniku reakcji dysmutacji (Honikel, 2008;

Hames, 2012). Efektywnos$¢ procesu peklowania migsa zalezy od wielu czynnikdéw, w tym
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od skladu surowcowego (Honikel, 2008). Wysoka zawarto$¢ tluszczu i biatek
kolagenowych w MDOM (Botka-Petrak i wsp., 2011) moze utrudni¢ dostep tlenku azotu
do barwnikéw hemowych 1 przez to wptynagé na koncowy efekt peklowania (Mancini
i Hunt, 2005).

Stwierdzono istotny wplyw (P < 0,001) dodatku LAB i czasu przechowywania oraz
wykazano interakcje¢ tych dwoch czynnikow (P <0,001) na zawartos¢ NaNOs
w peklowanych farszach z MDOM. Po 1 dniu przechowywania zawarto$¢ azotanow (V) we
wszystkich probach doswiadczalnych byta zblizona (13,4 — 15,5 mg/kg). Po 4 dniach
stwierdzono wzrost zawartosci NaNO3 we wszystkich wariantach, jednak istotne (P < 0,05)
réznice zaobserwowano w probach C150, C50 i PL2. Istotnie (P <0,05) najwyzsza
zawarto$¢ azotanow (V) stwierdzono w C150 (27,8 mg/kg), a najnizszg w PL3
(15,1 mg/kg). Wzrost zawartosci azotanow (V) w farszach byt spowodowany dysmutacja
kwasu azotowego wytworzonego z azotanéw (I11) dodanych do MDOM oraz wtdrnymi
reakcjami tlenku azotu wytworzonego w reakcji (Honikel, 2008). Zawarto§¢ NaNOs,
w kazdym wariancie, znaczaco (P<0,05) zmniejszyta si¢ po 7 dniach przechowywania.
Najwyzszy poziom azotanow (V) potwierdzono w C150 (15,4 mg/kg). W pozostatych
wariantach zawarto$§¢ azotanéw (V) byla na podobnym poziomie (7,3-9,0 mg/kg).
Redukcja azotanow (V) w MDOM mogta odbywac si¢ przy udziale enzymow bakteryjnych
(Honikel, 2008). Ponadto niektore szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus sa zdolne do
biochemicznej przemiany azotu w tlenek azotu przy udziale reduktazy azotynowej,
zar6wno W warunkach beztlenowych, jak i tlenowych (Xu i Verstraete, 2001).

Dodatek LAB do MDOM oraz czas przechowywania farszow miat rowniez istotny
wplyw na jasno$¢ (L*) oraz parametr a* barwy farszow peklowanych. W przypadku
parametru b* jedynie czas przechowywania wplynat istotnie na jego zmiany (P < 0,001).
Zaobserwowano interakcj¢ miedzy dodatkiem LAB a czasem przechowywania
w przypadku wszystkich parametrow barwy: L* (P <0,001), a* (P <0,001) oraz b*
(P <0,01). Wyniki poszczegolnych parametréw barwy przedstawiono w Publikacji 3 —
Tabela 4. Uzyskane wyniki pokazaly, ze dodatek LAB miat istotny (P < 0,05) wptyw na
jasno$¢ farszow na poczatku eksperymentu (po 1 dniu). Po 7 dniach przechowywania
zaobserwowano wzrost L* w wariantach PL1 1 PL2 w poréwnaniu do warto$ci po 4 dniach

przechowywania.

48



W badaniach Zhang i wsp. (2018) stwierdzono réwniez wptyw Lactobacillus sakei
I Lactobacillus curvatus na wzrost jasnosci barwy (L*) pakowanej prozniowo surowej
wolowiny po chtodniczym przechowywaniu. W badaniach wtasnych po 4 dniach
przechowywania obserwowano istotne obnizenie (P <0,05) wartosci parametru b* we
wszystkich wariantach z dodatkiem LAB (P <0,05). Po 7 dniach przechowywania we
wszystkich wariantach zaobserwowano obnizenie parametru b*, z wyjatkiem wariantu PL2
z dodatkiem L. brevis KL5, w ktorym wykazano wzrost parametru b* (8,63). Wzrost
wartosci parametrow L* i b* w piersi z kurczaka z dodatkiem LAB obserwowano takze
w badaniach Kim 1 wsp. (2014). W przypadku parametru a*, okreslajacego udziat
czerwieni w tonie barwy, na poczatku przechowywania (1 dzien) najwyzsza jego wartos¢
zaobserwowano w wariancie C150. Najwickszy udzial barwy czerwonej po 7 dniach
przechowywania zaobserwowano w wariancie PL2. Wptyw LAB na wzrost parametru a*
opisali rowniez Zhang i wsp. (2018) w surowej wolowinie po 38 dniach przechowywania
(P <0,05). Warto$¢ parametru a* wzrosta istotnie (P <0,05) podczas przechowywania we
wszystkich wariantach do§wiadczalnych. Wzrost udzialu barwy czerwonej zwigzany byt ze
zwigkszajacym si¢ stopniem przepeklowania surowca i iloscig nitrozylowych pochodnych
barwnikow hemowych w farszach z MDOM.

W badaniach wlasnych stwierdzono rowniez istotny wplyw dodatku LAB oraz
czasu przechowywania na zawarto$¢ barwnikoéw nitrozylowych. Zaobserwowano interakcje
mi¢edzy czynnikiem dodatku LAB a czasem przechowywania (P < 0,001). Jednym
z czynnikow decydujacych o szybkosci 1 wydajnosci procesu peklowania jest stezenie
jonéw wodorowych. Obnizenie pH wplywa na przereagowanie barwnikéw hemowych
(Mancini i Hunt, 2005; Faustman i wsp., 2010). Po 7 dniach przechowywania zawarto$¢
nitrozylobarwnikow istotnie wzrosta we wszystkich wariantach do$wiadczalnych
(P <0,05). Stwierdzono, ze zawarto$¢ nitrozylobarwnikow w farszach z MDOM po
przechowywaniu byta najwyzsza w wariantach PL2 i PL3 (P <0,05). W przypadku
wariantu PL2 wysoka zawarto$¢ nitrozylobarwnikow mogla by¢ zwigzana z niska
zawarto$cia NaNO; po 7 dniach przechowywania. Wskazuje to na wysoki stopien
przereagowania barwnikow hemowych z dodanym azotanem (I11) sodu (Sebranek i Bacus,
2007; Sindelar i Milkowski, 2011). Wariant PL2 z dodatkiem L. brevis KL5

charakteryzowal si¢ najnizszg wartoscig ORP po 1 i 4 dniach przechowywania. Wyzsza
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redukcyjnos¢ Srodowiska MDOM mogla mie¢ wptyw na redukcje azotanu (I11) sodu
I generowanie wickszych iloéci tlenku azotu. Tlenek azotu moze wchodzi¢ w reakcje
z biatkami hemowymi MDOM, w wyniku ktérych powstaje kompleks nitrozylomioglobina
(Honikel, 2008). Wariant PL3 charakteryzowal si¢ zblizong wartoscig potencjatu
oksydacyjno-redukcyjnego do wariantu kontrolnego (C50), co wskazuje na zblizong
redukcyjno$¢ $rodowiska farszow z MDOM. Sugeruje to, ze mechanizm, ktory
thumaczylby powstanie wigkszej ilosci nitrozylobarwnikéw w probie PL3 jest inny.
Niektore szczepy bakterii kwasu mlekowego moga wytwarzac tlenek azotu poprzez synteze
z L-argininy (Zhang i wsp., 2007; Li i wsp., 2016). Powstawanie tlenku azotu na tej drodze
obserwowano zarowno w $rodowisku z azotanami (1) i (V), jak i bez nich (Morita i wsp.,
1997; Christensen i wsp., 1999).

7.1.4. Okreslenie wptywu wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego na jako$¢
mikrobiologiczng peklowanych farszéw z MDOM przechowywanych w warunkach

chlodniczych [P3]

Badania mikrobiologiczne farszow MDOM rozpoczeto od badan wstgpnych
surowego farszu z MDOM, ktore opisano w podrozdziale 7.1.2. Wyniki badan
mikrobiologicznych byty typowe dla tego rodzaju surowca, co potwierdzato si¢
w badaniach innych autoréw. Zblizony poziom OLD (5,86 log jtk/g) w MDOM oznaczyli
Ha¢-Szymanczuk 1 wsp. (2014). W badaniach On i1 wsp. (2011) zaobserwowano wyzsza
OLD w MDOM (7,26 log jtk/g). Stosunkowo wysokie zanieczyszczenie mikrobiologiczne
MDOM jest spowodowane duzym rozdrobnieniem surowca, zanikiem struktury tkankowe;j
oraz napowietrzeniem podczas procesu separacji, co sprzyja wzrostowi drobnoustrojow
(Pomykata i Michalski, 2008). Oznaczona w badaniach wtasnych w MDOM liczba E. coli
byta wyzsza niz limit 50 jtk/g jako kryterium higieny procesu dla MDOM ustanowionego
w Rozporzadzenie Komisji (WE) 1441/2007. Niemniej parametr ten zostat ustanowiony dla
MDOM pozyskiwanego technika niskocisnieniowg. W badaniach innych autoréw liczba
E. coli w MDOM wabhata si¢ od 3,54 do 3,72 log jtk/g (On i wsp., 2011). Natomiast liczba
Enterobacteriaceae w MDOM wynosita od 3,3 do 5,6 log jtk/g (Bijker i wsp., 1987; Ha¢-
Szymanczuk i wsp., 2014). Rowniez w badaniach Ha¢-Szymanczuk 1 wsp. (2014) nie

stwierdzono obecno$ci Salmonella spp. w 25 g MDOM. Wyniki innych autoré6w wskazuja
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jednak, ze wystgpowanie Salmonella spp. oraz Campylobacter spp. w MDOM jest dos¢
powszechne (Pomykata i Michalski, 2008; On i wsp., 2011).

W badaniach na peklowanych farszach z MDOM dodatek LAB i czas
przechowywania byly czynnikami, ktore wptynety istotnie (P <0,001) na liczb¢ OLD,
LAB, E. coli i Enterobacteriaceae. Stwierdzono interakcje miedzy dodatkiem LAB
a czasem przechowywania w przypadku wszystkich prob (Rys. 2 [Publikacja 3 — Tabela
5]). Istotny (P < 0,05) wzrost OLD w farszach MDOM zaobserwowano wraz z uptywem
czasu przechowywania. Na poczatku przechowywania OLD w wariantach z bakteriami
kwasu mlekowego byta wyzsza ze wzgledu na dodatek bakterii, ale po 7 dniach
przechowywania OLD w wariantach z LAB (PL2 i PL3) byla nizsza w poréwnaniu
z wariantami kontrolnymi C150 1 C50. Moze to $wiadczy¢ o hamujacym dziataniu LAB na
inne bakterie obecne w farszach MDOM. Liczba mezofilnych bakterii kwasu mlekowego
w calym okresie przechowywania byla na podobnym poziomie we wszystkich probach
doswiadczalnych z dodatkiem bakterii kwasu mlekowego (7,19-7,71 log jtk/g). Istotnie
(P<0,05) wyzsza liczbe LAB w calym okresie przechowywania zaobserwowano
w przypadku wariantow z dodatkiem LAB. Po 7 dniach przechowywania zaobserwowano
istotnie (P < 0,05) najwyzszg liczbe LAB w wariancie PL1.

Potwierdzono istotny (P < 0,05) hamujacy wptyw L. plantarum SCH1 (PL1) na E.
coli w farszach MDOM przez caty okres przechowywania. W badaniach modelowych
Rzepkowskiej i wsp. (2017a) udowodniono hamujacy wptyw L. plantarum SCH1
i L. brevis KL5 na E. coli, S. enteritidis, L. monocytogenes i P. fluorescens. Mozna
przypuszczaé, ze bakterie kwasu mlekowego wytwarzaly metabolity hamujace wzrost
E. coli. Gong i wsp. (2010) opisali hamujacy wplyw bakteriocyny (plantarycyny MQG)
wytwarzanej przez L. plantarum na wzrost E. coli, S. aureus, L. monocytogenes
I S. Typhimurium. Antagonistyczny wplyw LAB na patogeny Gram-ujemne moze by¢
rowniez spowodowany produkcja kwasoéw organicznych i1 nadtlenku wodoru (Laslo 1 wsp.,
2019). W wariancie kontrolnym C50 liczba E. coli po 1 i 4 dniach przechowywania
wynosita odpowiednio 2,14 1 1,67 log jtk/g. Okazalo si¢, ze dawka NaNO, (50 mg/kg) nie
byla wystarczajaca do zahamowania wzrostu tej bakterii. Dziatanie hamujace wzrost E. coli
po 4 i 7 dniach przechowywania zaobserwowano w wariancie kontrolnym C150

z maksymalng zawartoscia NaNO, (150 mg/kg). W badaniach przeprowadzonych
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w poprzednim etapie, w farszach z MDOM niepeklowanych, zaobserwowano roéwniez
hamujacy wplyw L. plantarum SCH1 na E. coli. Niemniej jednak, dziatanie hamujace nie
byto tak silne. Zaobserwowano tam stopniowg redukcj¢ liczby E. coli z 2,28 log jtk/g
(po 1 dniu przechowywania) do 1,94 log jtk/g (7 dni przechowywania) [Publikacja 1].
Przedstawione wyniki wskazuja na synergi¢ zmniejszonej ilosci azotanu (l11) sodu (50
mg/kg) z L. plantarum SCH1 na E. coli w farszach z MDOM. Po 7 dniach przechowywania
w warunkach chtodniczych OLD we wszystkich wariantach doswiadczalnych wahata si¢ od
7,97 do 8,42 log jtk/g, a farsz MDOM byt juz zepsuty. Po tym czasie liczba E. coli we
wszystkich wariantach wynosita ponizej 1 log jtk/g. We wszystkich wariantach
zaobserwowano wzrost liczby Enterobacteriaceae. Mozna przypuszczaé, ze przyczyna
mniejszej liczby E. coli byta dominacja §rodowiska migsnego przez inne bakterie (w tym
inne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae). Wzrost bakterii $cisle zalezy od warunkow
srodowiskowych i dostepnosci sktadnikéw odzywczych, co jest niezbedne dla ich wzrostu
(Teusink 1 Molenaar, 2017). Znaczacy wzrost Enterobacteriaceae po 7 dniach
przechowywania zaobserwowano rowniez W niepeklowanych farszach z MDOM
z dodatkiem LAB [Publikacja 1]. Ha¢-Szymanczuk 1 wsp. (2014) zaobserwowali wzrost

liczby Enterobacteriaceae niezaleznie od metody utrwalania MDOM.

7.1.5. Wybdr jednego szczepu bakteryjnego do dalszych badan i1 okreslenie warunkow

jego zastosowania [P2, P3]

Sposrdéd trzech szczepdw zastosowanych w badaniach wiasnych [P2 1 P3] zostat
wybrany jeden, ktory zastosowano w kolejnym etapie pracy. Podstawowe kryteria wyboru
szczepu do produkcji modelowego produktu migsnego, poddanego obrdbce cieplnej
stanowily parametr pH, ktory wplywa na zmiany wodochtonno$ci migsa, potencjat
oksydoredukcyjny, ktory determinuje m.in. trwato$¢ produktu oraz parametry barwy
L*a*b*, jako istotny czynnik, ktorym kierujg si¢ klienci przy wyborze gotowego produktu.
Rownie istotnym kryterium byt wptyw dodanego szczepu LAB na jako$¢ mikrobiologiczng
farszu z MDOM. Celem zatozonym w badaniach wlasnych byla poprawa jakosci
mikrobiologicznej migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie.

Wartosci pH 1 ORP we wszystkich farszach z dodatkiem LAB byty zblizone do
warto$ci pH 1 ORP w farszach kontrolnych. Warto§¢ pH byta typowa dla tego rodzaju

surowca migsnego. W przypadku farszu peklowanego z dodatkiem Lactiplantibacillus
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plantarum SCH1 =zaobserwowano, ze dynamika zmian potencjalu oksydacyjno-
redukcyjnego byta najnizsza i nieistotna statystycznie wsrod wariantow z dodatkiem LAB.
W przypadku farszow niepeklowanych wariant L1 z dodatkiem L. plantarum SCH1
wyroznial si¢ najwyzsza wartoscig parametru barwy L* opisujacego jasnos¢ probki. Z kolei
w przypadku szczepu L. brevis KL5, zaobserwowano jego udzial w procesach
barwotworczych, wariant z dodatkiem tego szczepu charakteryzowal si¢ istotnie wyzszym
udziatem barwy czerwonej (a*) po 7 dniach przechowywania.

W farszach peklowanych obserwowano wptyw dodatku LAB na barwe farszéw we
wszystkich wariantach. Podobnie jak w farszach niepeklowanych, wariant z dodatkiem
L. brevis KL5 wyroznial si¢ wysokim udziatem barwy czerwonej. W czasie
przechowywania zaobserwowano stopniowe hamowanie wzrostu E. coli przez szczep
L. plantarum SCH1 w farszach niepeklowanych. Zaobserwowano takze hamujace dziatanie
L. plantarum SCH1 na wzrost Enterobacteriaceae po 4 dniach przechowywania.
W farszach peklowanych potwierdzono hamujacy wptyw L. plantarum SCH1 wzgledem
E. coli. W zwiazku z najbardziej efektywnym dziataniem bakteriostatycznym, jak rowniez
brakiem negatywnego wplywu na cechy fizykochemiczne farszow z MDOM, szczep
Lactiplantibacillus plantarum SCH1 zostal wybrany do nastgpnego etapu badan, czyli
produkcji modelowego produktu migsnego poddanego obrdbce cieplnej.

Do badan zastosowano matryce taka jak w przypadku produkcji farszow z MDOM
peklowanych z zastosowaniem 50 mg/kg azotanu (II1) sodu. Produkty gotowe
przechowywano przez 21 dni, a badania przeprowadzono po produkcji (1 dzien) oraz po

1 13 tygodniach przechowywania w temperaturze 4°C.
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Rysunek 2. Jako$¢ mikrobiologiczna peklowanych farszow z MDOM w czasie przechowywania w warunkach chtodniczych
($rednietblad standardowy).

C150 - kontrola z azotanem (I11) sodu w dawce 150 mg/kg, C50 - kontrola z azotanem (I11) sodu w dawce 50 mg/kg, PL1 - zastosowano L. plantarum SCH1
w liczbie 107 jtk/g z azotanem (I11) sodu 50 mg/kg, PL2 - zastosowano L. brevis KL5 w liczbie 107 jtk/g z azotanem (I11) sodu 50 mg/kg; PL3 - zastosowano
L. plantarum S21 w liczbie 107 jtk/g z azotanem (111) sodu 50 mg/kg

Zrédto: opracowanie whasne
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7.2. Badania jako$ci i trwalosci produktéw wytworzonych z dodatkiem MDOM
poddanego bioutrwalaniu bakteriami kwasu mlekowego [P4]

7.2.1. Okreslenie wpltywu wybranego szczepu bakterii kwasu mlekowego na wybrane
cechy fizykochemiczne oraz jako$¢ sensoryczng modelowych produktow migsnych

poddanych obrobce cieplnej [P4]

W wariancie kontrolnym C zaobserwowano wzrost pH podczas calego okresu
przechowywania (P <0,05). W wariancie L wzrost pH byt obserwowany, ale tylko po
3 tygodniach przechowywania (P < 0,05). Niewielki wzrost warto$ci pH w czasie 3 tygodni
chlodniczego przechowywania mégt wynika¢ z hydrolitycznych przemian biatkowych,
jakim podlega produkt poddany obrdbce cieplnej i aktywnosci enzymoéw drobnoustrojow
(Kumar 1 Tanwar, 2011). W calym okresie przechowywania nie odnotowano rdznic
w wartosci pH pomiedzy wariantami (P >0,05) (Tabela 6 [Publikacja 4 — Tabela 2]).
Brak réznic w kwasowosci prob po produkeji wskazuje na zblizong dynamike zmian pH
w MDOM surowym w czasie 4-dniowego chlodniczego przechowywania (4°C).
W badaniach wlasnych w poprzednim etapie rowniez stwierdzono te zaleznos¢ [Publikacja
1]. Stosunkowo niska zawarto§¢ cukrow w MDOM mogla mie¢ wptyw na ograniczong
produkcje wybranych metabolitow, w tym kwasu mlekowego, przez zastosowane LAB (Ha
1 wsp., 2003). W badaniach Vermeiren i wsp. (2004) réwniez nie stwierdzono roznic
w kwasowosci pomiedzy peklowang szynka poddang obrdbce cieplnej zaszczepiong
L. plantarum (po gotowaniu), a proba bez dodatku bakterii po 13 dniach chlodniczego
przechowywania. Korelacja migdzy iloscig cukréw w podlozu a stopniem zakwaszenia
produktu byta réwniez stwierdzona.

W obydwu wariantach kietbas obserwowano wzrost potencjalu redox w okresie
przechowywania (P <0,05) (Tabela 6 [Publikacja 4 — Tabela 2]). W calym okresie
przechowywania istotnie wyzsza (P <0,05) wartoscig redox charakteryzowat si¢ wariant
kontrolny C, co oznacza, ze zastosowanie dodatku L. plantarum SCH1 moglo hamowac
procesy utleniania w gotowym produkcie. Duze rozdrobnienie surowca, zanik struktury
tkankowe] oraz napowietrzanie podczas procesu separacji powoduje, ze MDOM jest
bardziej podatny na utlenianie (Daros 1 wsp., 2005). LAB nalezg do organizméw wzglednie
beztlenowych, jednak moga one w niesprzyjajacych warunkach wykorzystywac tlen jako

koncowy akceptor elektronéw. Niemniej jednak, tlen moze szkodliwie oddzialywaé¢ na
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komorki bakterii kwasu mlekowego. Podczas redukcji tlenu w tancuchu oddechowym
powstaja szkodliwe dla komoérki rodniki hydroksylowe, nadtlenek wodoru oraz rodniki
ponadtlenkowe. Reaktywne formy tlenu (ROS) atakujg biatka, lipidy i kwasy nukleinowe
bezposrednio przyczyniajac si¢ do $mierci komorki (Bolotin i wsp., 1999; Bolotin i wsp.,
2001). Niektore z LAB odpowiadaja na stres tlenowy zwigkszeniem syntezy enzymow
przeciwutleniajagcych (Sanders i wsp., 1995). W przypadku L. plantarum jest to
pseudokatalaza zawierajgca mangan (Igarashi 1 wsp., 1996). Drugim enzymem
katalizujacym rozktad nadtlenku wodoru jest peroksydaza glutationowa (Kulikowska-
Karpinska i1 Moniuszko-Jakoniuk, 2004). Aktywno$¢ enzymow przeciwutleniajacych
L. plantarum SCH1 w surowym farszu z MSPM, podczas chtodniczego przechowywania,
przed gotowaniem mogta mie¢ wptyw na warto$¢ potencjatu redox w produkcie po obrobce
cieplnej.

Najwyzsze wartosci potencjatu redox w wariantach C i L zaobserwowano po
1 tygodniu przechowywania. Po 3 tygodniach przechowywania warto$¢ potencjatu redox
w wariancie C byta zblizona (331,7 mV), natomiast w wariancie z dodatkiem L. plantarum
SCH1 warto$¢ potencjatu redox istotnie obnizyta si¢ z 322,4 mV do 311,6 mV (P < 0,05).
Zaobserwowane obnizenie ORP w wariancie L moze wskazywa¢ na aktywno$¢
przeciwutleniajaca L. plantarum SCH1 (Sanders i wsp., 1995).

Ogoélna zawarto$¢ barwnikéw hemowych nie rdéznila si¢ istotnie pomigdzy
wariantami kietbas z MDOM podczas przechowywania (P < 0,05) (Publikacja 4 — Tabela
3). Po produkcji ogodlna zawartos¢ barwnikoéw ksztattowala si¢ na poziomie 113,56 ppm
w wariancie C oraz 116,51 ppm w wariancie L, a po 3 tygodniach przechowywania
wynosita odpowiednio 114,01 ppm oraz 112,20 ppm. W wariancie z dodatkiem
L. plantarum SCH1 zawarto$¢ barwnikéw hemowych istotnie obnizyla si¢ po 3 tygodniach
chtodniczego przechowywania wzgledem ich poziomu po produkeji (P < 0,05). Biorac pod
uwage fakt, ze po 3 tygodniach chtodniczego przechowywania bakterie kwasu mlekowego
byly obecne w kietbasach, mozna przypuszczaé, ze wykorzystaty do wzrostu hem ze
srodowiska migsnego. Abriouel i wsp. (2004) stwierdzili, ze L. plantarum CNRZ 1228
wykazywat aktywno$¢ hemo-zaleznej katalazy w hodowli na pozywce MRS z dodatkiem
30 mM hematyny, podczas gdy na samym podtozu MRS nie wykazywat aktywnosci tego
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enzymu. Hem dostarczony ze $rodowiska wplywa na szybszy wzrost L. plantarum
1 pozwala na dtuzsze przezycie bakterii (Lechardeur i wsp., 2011).

Tabela 6. Zmiany pH, ORP, zawartosci azotanéw (III) i (V), barwnikoéw, koncentracji
nitrozylomioglobiny oraz parametrow barwy w kietbasach z MDOM podczas chtodniczego

przechowywania [Publikacja 4]

Préba Czas przechowywania (tygodnie)

Parametr
0 1 3

pH C 6,72+0,01%4 6,76+0,02%® 6,80+0,01%

L 6,74+0,02**®  6,72+0,02** 6,78+0,02%8
ORP [mV] C 284,3+3,0°* 332,2+4,0°® 331,7+2,5"

L 271,542,9% 322,442 3% 311,6+2,8%
Azotan (111) sodu [mg/kg] C 16,5+0,2% 15,440,1%® 14,4+0,1*4

L 16,8+0,2° 15,7+0,1%® 14,4+0,3*
Azotan (V) sodu [mg/kg] C 62,2+4,9% 49,1+0,8% 65,4+2,4%

L 66,4+3,0%® 49,3+1,1% 67,1+0,6®
ogblna zawarto$¢ barwnikow [ppm] C 113,56+0,68°®  110,84+1,18"  114,01+0,39*®

L 116,51£1,96°®  109,48+0,68*  112,20+1,80*
zawarto$¢ NOMb [g/100 g] C 75,93 78,84%° 58,93

L 70,86 76,29% 64,96
L* C 58,43+0,75%®®  57,74+0,63**  58,30+0,31*®

L 58,82+0,48%®  58,15+0,35*  58,41+0,39®
ax C 17,33£0,52**  16,93+0,38% 17,15+0,36*

L 17,2240,83**  17,09+0,29* 17,12+0,33%
b* C 5,26+0,22% 5,49+0,22%8 5,43+0,18%8

L 5,36+0,25% 5,39+0,15% 5,48+0,09%
a*/b* C 3,30+0,17%® 3,09+0,13* 3,16+0,11%

L 3,22+0,23% 3,17+0,09* 3,13+0,08%

C — wariant kontrolny wytworzony z MDOM, bez dodatku szczepu bakterii, L — wariant wytworzony
z MDOM z dodatkiem L. plantarum SCH1 (10 jtk/g). Rozne matle litery (a-b) w tej samej kolumnie wskazuja
na istotne roznice pomiedzy wariantami (P < 0,05). R6zne duze litery (A-C) w tym samym wierszu wskazujg
na istotne réznice podczas przechowywania (P < 0,05).

Zrédto: [Publikacja 4] Laszkiewicz i wsp. (2021b)

Po produkcji wariant C charakteryzowat si¢ istotnie wyzszg koncentracjg
nitrozylomioglobiny (NOMDb) (P <0,05). Nizsza zawartos¢ NOMb w wariancie L po

produkcji mogta by¢ zwigzana z niekorzystnym dziataniem H,O, wytwarzanym przez LAB
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na nitrozylowe barwniki hemowe w farszu z MDOM (Abriouel i wsp., 2004). Po 3
tygodniach przechowywania tendencja byta odwrotna, istotnie wyzszy stopien koncentracji
NOMb stwierdzono w wariancie L, gdzie zastosowano L. plantarum SCH1 (P < 0,05)
(Publikacja 4 — Tabela 3). Istotnie nizszy potencjat redox w probie L, a co za tym idzie
wicksza redukcyjno$¢ srodowiska, prawdopodobnie miala wplyw na wyzsza ilos¢
nitrozylobarwnikow w wariancie L po przechowywaniu w poréwnaniu z wariantem
kontrolnym (C) (Honikel, 2008). W obydwu wariantach do$wiadczalnych koncentracja
nitrozylobarwnikéw po 3 tygodniach przechowywania byla nizsza niz ta oznaczona
bezposrednio po produkcji. Redukcja ilosci nitrozylobarwnikow w produktach migsnych
podczas przechowywania jest zjawiskiem znanym 1 zwigzana jest z utlenianiem
nitrozomiochromogenu (Benjamin i Collins, 2003).

Dynamika przemian azotanéw (V) i (I1l) w produktach migsnych podczas
przechowywania zalezy od wielu czynnikow, w tym od kwasowos$ci $rodowiska,
potencjatu redox, ilosci substancji redukujacych (Sindelar i Milkowski, 2011). W obydwu
wariantach dos$wiadczalnych obserwowano istotng statystycznie redukcje poziomu
azotanéw (I11) podczas przechowywania (P < 0,05). Nie wykazano réznic w ilosci NOy
pomigdzy wariantami w trakcie chlodniczego przechowywania (P > 0,05) (Tabela 6
[Publikacja 4 — Tabela 3]). W badaniach Terns i wsp. (2011) rowniez zaobserwowano
obnizenie poziomu azotanow (I1l) w peklowanych kietbasach wieprzowych w trakcie
84 dni chlodniczego przechowywania. Podobne wyniki przedstawili Shin 1 wsp. (2017)
w przypadku peklowanych pasztecikow wieprzowych, przechowywanych w warunkach
chtodniczych przez 28 dni. Redukcja azotanéw (I11) w farszach i produktach migsnych jest
zwigzana z reakcja tych zwigzkow ze skladnikami tkanki mig$niowej 1 ttuszczowej oraz
substancjami dodatkowymi wprowadzanymi do farszow migsnych (Barbieri 1 wsp., 2013).

Ilo$¢ azotanow (V) w kietbasach po produkcji byta zblizona i wynosita 62,2 mg/kg
w wariancie C oraz 66,4 mg/kg w wariancie L. Zawarto$¢ azotanéw (V) obnizyla sie po
1 tygodniu przechowywania do ok. 49 mg/kg w obydwu wariantach doswiadczalnych.
Nastepnie zaobserwowano istotny wzrost ilosci azotanow (V) do 65,4 mg/kg oraz
67,1 mg/kg odpowiednio w wariancie C i L po 3 tygodniach przechowywania (P < 0,05).
Redukcja azotanow (V) w badanych produktach migsnych mogta odbywac¢ si¢ przy udziale

enzymOéw bakteryjnych. Natomiast obserwowany wzrost zawartosci azotanow (V)
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w produktach po przechowywaniu prawdopodobnie zwigzany byl z przemianami
resztkowych azotanow (I11) podczas chlodniczego przechowywania (Honikel, 2008).
Zastosowanie bakterii kwasu mlekowego nie wptynelo istotnie na zawartos¢ azotanow (I11)
i azotanow (V) w wariancie L (P > 0,05).

Wartosci parametrow barwy a* i b* produktéw modelowych po produkcji
i przechowywaniu byly zblizone i nie réznity si¢ istotnie (P >0,05). Zaobserwowano
istotne statystycznie réznice w jasnosci (L*) w obydwu wariantach po przechowywaniu
(P < 0,05). Najnizsze warto$ci parametru L* obserwowano po 1 tygodniu przechowywania
1 wynosily one 57,74 w wariancie C oraz 58,15 w wariancie L. Podobne wyniki uzyskali
Slima 1 wsp. (2017), ktéorzy obserwowali obnizanie jasnosci w czasie 10 dni
przechowywania peklowanych (50 mg/kg) surowych kietbas wolowych bez istotnych
réznic pomigdzy proba kontrolng (bez dodatku bakterii) a proba z dodatkiem L. plantarum.
Najwyzszy udziat barwy czerwonej (a*) odnotowano w wariancie C i L bezposrednio po
produkcji i wynosit 17,33 1 17,22 (Tabela 6 [Publikacja 4 — Tabela 4]). Warto$¢ parametru
b* byla zblizona w obydwu wariantach dos§wiadczalnych w calym okresie przechowywania
1 ksztaltowata si¢ na poziomie od 5,26 do 5,49. Istotne obnizenie warto$ci wskaznika a*/b*
obserwowano w wariancie C po przechowywaniu, co wskazuje na obnizenie udziatu barwy
czerwonej w produktach (Slima i wsp., 2017). Zmniejszenie udziatu barwy czerwonej
w wariancie C moze by¢ zwigzane z istotnym wzrostem potencjatu redox i obnizeniu
koncentracji NOMb w tej probie po przechowywaniu (Heaton 1 wsp., 2000; Honikel, 2008)
(Tabela 6 [Publikacja 4 — Tabela 3]).

Jakos¢ sensoryczna kietbas z MDOM po procesie produkcji ksztattowala si¢ na
zblizonym poziomie i nie obserwowano istotnych réznic pomigdzy wariantami (P > 0,05).
Zastosowanie bakterii kwasu mlekowego nie miato istotnego wptywu na pozadalnosé
smaku i1 zapachu produktu, nie wptyngto tez na pozostale cechy sensoryczne kietbas

ocenione bezposrednio po produkcji (P > 0,05) (Rys. 3 [Publikacja 4 — Rys. 1]).
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Rysunek 3. Jakos¢ sensoryczna kietbas z MDOM po produkcji

C —kontrolna kietbasa z MDOM
L - kietbasa z MDOM z dodatkiem L. plantarum SCHI1 w ilosci 10 log jtk/g
Zrédto: [Publikacja 4] Laszkiewicz i wsp. (2021b)

Interesujace wyniki badan uzyskano w ocenie sensorycznej kietbas po 3 tygodniach
przechowywania. W probie kontrolnej ocena sensoryczna wykazata cechy $wiadczace
o nieswiezosci produktu. Z tego wzgledu po 3 tygodniach chiodniczego przechowywania
zostaly ocenione tylko wybrane wyrozniki jakosci kietbas modelowych (Rys. 4 [Publikacja
4 — Rys. 2]). W przypadku kietbasy z dodatkiem szczepu L. plantarum SCH1 nie
stwierdzono cech dyskwalifikujacych sensorycznie produkt. Smak i1 zapach kietbasy L

charakteryzowat si¢ wysoka pozadalnoscig (Rys. 4 [Publikacja 4 — Rys. 2]).
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Rysunek 4. Jako$¢ sensoryczna kietbas z MDOM po 3 tygodniach chlodniczego

przechowywania

C —kontrolna kietbasa z MDOM

L - kietbasa z MDOM z dodatkiem L. plantarum SCHI w ilosci 10" log jtk/g
*$rednie warto$ci parametru roznigce si¢ istotnie (P<0,05)

Zrédto: [Publikacja 4] Laszkiewicz i wsp. (2021b)

W badaniach Vermeiren i wsp. (2004) ocenione szynki peklowane z dodatkiem
L. plantarum (rozprowadzonego na powierzchni produktu) zostaty odrzucone przez panel
sensoryczny po 13 dniach przechowywania ze wzgledu na nieakceptowalny smak. Dodatek
LAB, podobnie jak w badanych kietbasach modelowych z MDOM, nie wptynal na barwe
oraz ogolny wyglad tego produktu. Pérez-Chabela 1 wsp. (2008) stwierdzili wyzsze noty
w ocenie sensorycznej kietbasy z dodatkiem L. plantarum w poréwnaniu z wariantem
kontrolnym (P < 0,05). Natomiast Victoria-Leon i wsp. (2006) zaobserwowali poprawe
smaku i ogolnej jakosci sensorycznej kietbas po obrébee cieplnej z dodatkiem L. lactis i
L. piscicola (zaszczepionych przed plastrowaniem) po 2 dniach chtodniczego
przechowywania, natomiast po 12 dniach kietbasy z dodatkiem LAB uzyskaly nizsze noty

w poroéwnaniu z proba kontrolng.
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7.2.2. Ocena wplywu wybranego szczepu bakterii kwasu mlekowego na trwatos¢
mikrobiologiczng modelowych produktéow migsnych poddanych obrébee cieplnej

[P4]

Ogodlna liczba drobnoustrojéw (OLD) po produkcji w wariancie C wynosita 2,16
log jtk/g i byla istotnie nizsza niz w wariancie L (2,51 log jtk/g) (P < 0,05). Po 1 tygodniu
przechowywania OLD byta na podobnym poziomie i wynosita 2,19 log jtk/g w wariancie C
oraz 2,54 log jtk/g w wariancie L (Publikacja 4 — Tabela 5). W badaniach Zelenakova i
wsp. (2011) stwierdzono OLD w kietbasach wieprzowych parzonych na poziomie ok. 4 log
jtk/g. Podobne wartosci OLD po produkeji (4,05 log jtk/g) oraz po 3 tygodniach (4,64 log
jtk/g) zaobserwowano w badaniach Eskandari i wsp. (2013) w kietbasach typu frankfurterki
z dodatkiem azotanu (I11) sodu na poziomie 40 ppm.

W kielbasach po produkcji nie stwierdzono obecno$ci bakterii Salmonella spp.
i Campylobacter spp. Liczba Enterobacteriaceae, E. coli, gronkowcéw koagulazo-
dodatnich i LAB po produkcji wynosita <1 log jtk/g, co oznacza, ze dawka ciepta
zastosowana w obrobce termicznej produktu skutecznie zredukowala ich liczbg. Po
1 tygodniu przechowywania chtodniczego jako$¢ mikrobiologiczna kietbas nie zmienita
sie.

Po 3 tygodniach przechowywania jako$¢ mikrobiologiczna kietbas ulegla zmianie.
W obydwu wariantach istotnie wzrosta ogoélna liczba drobnoustrojow oraz zaobserwowano
wzrost mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej. Liczba OLD w wariancie kontrolnym C
(8,24 log jtk/g) byta istotnie wyzsza niz w wariancie L (7,31 log jtk/g), co moze oznaczac,
ze zastosowany szczep hamowal rozwdj niepozadanej mikroflory. Odwrotng zalezno$¢
obserwowano w przypadku liczby bakterii fermentacji mlekowej. W wariancie kontrolnym
C stwierdzono istotnie nizszy poziom LAB (5,23 log jtk/g) niz w wariancie L (5,92 log
jtk/g) (P <0,05). Wysoki poziom OLD w obu prébach mogt wynika¢ ze wzrostu LAB
réwniez w hodowli przy oznaczaniu OLD, co potwierdzaja badania innych autorow
(Pastias i wsp., 2006; Comi i wsp., 2016). Bakterie kwasu mlekowego to fakultatywne
beztlenowce 1 moga wystegpowaé w wedlinach pakowanych prézniowo powodujac ich
psucie podczas dlugotrwatego przechowywania, moze to wynika¢ z ich zdolnosci do

dominacji w ogblnej zywej mikroflorze oraz odpornosci na ciepto (Feng i wsp., 1984).

62



7.2.3. Identyfikacja szczepoéw bakterii kwasu mlekowego wyizolowanych z produktow
modelowych przy uzyciu metod fenotypowych na poziomie gatunku oraz

porownanie z probkg wzorcowg [P4]

Mozna przypuszcza¢, ze wzrost dodanych LAB obecnych w modelowych
produktach z MDOM w poczatkowym okresie przechowywania byl utrudniony, ze
wzgledu uszkodzenia komorek bakterii spowodowane dzialaniem ciepta podczas obrobki
cieplnej. W standardowej technice hodowli oznaczane sa jedynie komorki replikujace.
Roszak i wsp. (1984) wykazali, ze komodrki mogg przechodzi¢ w stan uspienia, gdy
warunki $rodowiskowe nie sg dla nich sprzyjajace (niedobor sktadnikéw odzywczych,
wahania temperatury, pH). Komorki VBNC (viable but nonculturable) nie wykazuja
zdolno$ci do wzrostu i tworzenia kolonii na podtozach hodowlanych. Stan u$pienia jest
stanem przejSciowym, a komorka bakterii moze przywrdci¢ zdolnos$¢ replikacji poprzez
mechanizmy naprawcze (Fakruddin i wsp., 2013; Li 1 wsp., 2014; Zielinska 1 wsp., 2018),
co najprawdopodobniej obserwowano w kietbasach po 3 tygodniach przechowywania.
Hipotez¢ t¢ mozna potwierdzi¢ cytometrig przeptywowa, ale w niniejszym badaniu
przeprowadzono izolacj¢ 1 identyfikacj¢ na podstawie wstgpnych badan fenotypowych
i biochemicznych (Tabela 7; Tabela 8 [Publikacja 4 — Tabela 6]). Stwierdzono,
ze wyizolowane z prob kietbas bakterie to w wiekszos$ci pateczki, Gram-dodatnie, katalazo-
ujemne. W przypadku proéby badawczej C - 4 sposrod 10 izolatow wykluczono z dalszych
badan, natomiast w przypadku préby badawczej L, wykluczono 1 izolat, ze wzgledu na
nietypowy dla Lactobacillus ksztalt komorek.

Izolaty bakterii zostaly wstgpnie przypisane do rodzaju Lactobacillus na podstawie
wygladu pod mikroskopem, barwienia metodg Grama i testu na katalaze, a nastepnie rodzaj
gatunku zostal zidentyfikowany za pomocg zestawu 49 testow biochemicznych. Wykazano,
ze w przypadku préby kontrolnej (C) tylko jeden izolat wykazal zgodno$¢ z profilem
aktywno$ci biochemicznej szczepu SCHI1, natomiast w przypadku préby L, 6 izolatow

wykazalo zgodnos¢ z gatunkiem plantarum (Tabela 8 [Publikacja 4 — Tabela 6]).
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Tabela 7. Wyniki oceny fenotypowej izolatow

Proba  lzolat Wyglad pod Barwienie Grama Test na obecnos$¢ katalazy
mikroskopem

C 1 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
2 ziarniaki Gram-dodatnie nb
3 ziarniaki Gram-dodatnie nb
4 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
5 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
6 ziarniaki Gram-dodatnie nb
7 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
8 ziarniaki Gram-dodatnie nb
9 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
10 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne

L 1 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
2 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
3 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
4 ziarniaki Gram-dodatnie nb
5 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
6 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
7 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
8 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
9 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne
10 pateczki Gram-dodatnie katalazo-ujemne

nb — nie badano

Zrodto: opracowanie wlasne
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Tabela 8. Wyniki oceny biochemicznej izolatow

Liczba zgodnych testow
Proba Izolat Rodzaj bakterii aktywno$ci biochemicznych izolatu ~ Gatunek bakterii
ze szczepem SCH1

C 1 Lactobacillus 40/49 paracasei
2 nb nb nb
3 nb nb nb
4 Lactobacillus 41/49 pentosus
5 Lactobacillus 48/49 plantarum
6 nb nb nb
7 Lactobacillus 45/49 brevis
8 nb nb nb
9 Lactobacillus 45/49 brevis
10 Lactobacillus 41/49 pentosus

L 1 Lactobacillus 45/49 plantarum
2 Lactobacillus 42/49 rhamnosus
3 Lactobacillus 49/49 plantarum
4 nb nb nb
5 Lactobacillus 29/49 buchneri
6 Lactobacillus 48/49 plantarum
7 Lactobacillus 49/49 plantarum
8 Lactobacillus 49/49 plantarum
9 Lactobacillus 48/49 plantarum
10 Lactobacillus 42/49 rhamnosus

nb — nie badano
Zrodto: [Publikacja 4] Laszkiewicz i wsp. (2021b)

Obecnos¢ bakterii z gatunku L. plantarum w probie kietbasy L sugeruje, ze bakterie
te mogly pozosta¢ zywe, ale nie hodowalne (VBNC) po procesie technologicznym i po 3
tygodniach chlodniczego przechowywania zregenerowaty si¢ i przeszty w stan hodowalny.
Nieznaczne roznice w profilach biochemicznych izolatow moga $wiadczy¢ o tym, ze
bakterie w czasie lag fazy, przystosowujac si¢ do zewngtrznych warunkow $rodowiska,
uruchamiajg lub wyciszaja geny odpowiedzialne za okreslone wtasciwosci (Li i wsp., 2014;
Zielinska i wsp., 2018). Nie ulega jednak watpliwosci, ze nalezy wykonaé bardziej
precyzyjne badania celem potwierdzenia wynikéw. W tym badaniu celem bylo wstepne
potwierdzenie obecnosci bakterii Lactobacillus w probkach i wykluczenie obecnosci

innych, np. bakterii przetrwalnikujacych, ktore moglyby rosna¢ na agarze MRS. Obecne
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wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze gatunek bakterii L. plantarum zostat
potwierdzony w wariancie L. Ponadto wczesniejsze badania wykazaly rowniez, ze
srodowisko migsne jest odpowiednie dla rozwoju bakterii L. plantarum SCH1 (Publikacja

3; Rzepkowska i wsp., 2017b), co jest zgodne z obecnymi wynikami badan.
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8.1.

8.2.

. STWIERDZENIA | WNIOSKI

Stwierdzenia

. Zastosowanie szczepow Lactiplantibacillus plantarum SCH1 i S21 nie mialo

znaczacego wptywu na cechy technologiczne (pH, ORP, barwa) migsa drobiowego

oddzielonego mechanicznie.

. Zaobserwowano pozytywny wptyw Levilactobacillus brevis KL5 na ksztaltowanie

barwy surowych farszow z MDOM peklowanego i niepeklowanego.

. Wykazano hamujacy wptyw Lactiplantibacillus plantarum SCH1 na bakterie E. coli

w surowych farszach z MDOM peklowanego i niepeklowanego.

. Wykazano hamujacy wptyw Lactiplantibacillus plantarum SCH1 na bakterie

Enterobacteriaceae w surowych farszach z MDOM niepeklowanego.

Zastosowanie szczepu Lactiplantibacillus plantarum SCH1 miato istotny wplyw na
obnizenie o0g6lnej liczby drobnoustrojow oraz zachowanie dobrej jakosSci
sensorycznej kietbas z MDOM wytworzonych z jego udziatem, przechowywanych

przez 3 tygodnie w warunkach chtodniczych.

Whioski

. Potwierdzono hipoteze pierwsza, ze zastosowanie szczepoéw bakterii kwasu

mlekowego, wyizolowanych z produktéw pochodzenia zwierzecego, wplywa
hamujaco na wzrost drobnoustrojow w migsie drobiowym odkostnionym

mechanicznie.

. Potwierdzono hipoteze druga, ze migso drobiowe odkostnione mechanicznie,

poddane bioutrwalaniu bakteriami kwasu mlekowego, jest przydatnym surowcem

w technologii produkcji wyrobow z migsa drobiowego.

. Wyniki badan wskazuja na mozliwos¢ uznania wybranych szczepow bakterii kwasu

mlekowego za biokonserwanty, wptywajace na wydtuzenie trwalosci przetworow

drobiowych z udziatem MDOM, co potwierdzito hipoteze trzecia.

. Zastosowanie Lactiplantibacillus plantarum SCH1 wptyne¢to na przedtuzenie okresu

przydatnosci do spozycia kietbas parzonych, wytworzonych z dodatkiem MDOM,
peklowanym obnizong w stosunku do dopuszczalnej, ilo$cig azotanu (111) sodu, przy

zachowaniu dobrej jako$ci sensorycznej i mikrobiologiczne;.
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