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Streszczenie

Wplyw modyfikacji mikrobioty na obecnosé amin biogennych w fermentowanej
zywnosci

Fermentowana zywno$¢ cechuje sie¢ unikatowymi wlasciwosciami i stanowi cenne
uzupetnienie diety cztowieka. Pomimo szeregu korzysci zdrowotnych wynikajacych z jej
spozycia, fermentowane produkty moga stanowié¢ zagrozenie zdrowotne. Jednym
z istotnych czynnikéw jest ryzyko dostarczenia wraz z zywnoscig fermentowana do
organizmu wysokich dawek amin biogennych (BAs). BAs sg obecne w zywnosci gldéwnie
w wyniku dziatalnosci mikroorganizmow, stad zastosowanie czynnikéw oddzialujacych
na sktad i aktywnos$¢ drobnoustrojéw moze przyczyni¢ sie¢ do ograniczenia zawartosci
tych zwigzkow w produktach fermentowanych. W ramach pracy okreslono zawartos$¢
BAs i ich prekursoré6w — wolnych aminokwasow (FAAs) w fermentowanych produktach
warzywnych dostepnych na polskim rynku. Na potrzeby oceny ryzyka zdrowotnego
zwigzanego z obecnoscia BAs w zywnosci fermentowanej opracowano Indeks Amin
Biogennych (BAI). W celu okreslenia mozliwos$ci ograniczenia ilosci BAs powstajacych
w trakcie procesow fermentacyjnych przeprowadzono doswiadczenia w warunkach
modelowych produkcji  zywnosci fermentowanej. Zbadano wplyw temperatury
prowadzenia procesu (11 lub 23°C) oraz dodatku chlorku sodu (0,5; 1,5 lub 5,0%)
w modelowym procesie fermentacji spontanicznej ogorkow siewnych (Cucumis sativus
L.). Nastepnie w osobnym eksperymencie uzyto kultur starterowych niewykazujacych
zdolnosci do produkcji BAs w stezeniach 104, 10° lub 107 jtk-mL"!. Na potrzeby realizacji
pracy zastosowano techniki chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas
oraz metody biologii molekularnej, w tym sekwencjonowanie nast¢pnej generacji.
Uzyskane wyniki badan pozwolily na stwierdzenie, ze oszacowane na podstawie BAI
wysokie ryzyko wystapienia niepozadanych objawow dotyczy fermentowanych warzyw
nalezacych do rodziny kapustowatych (Brassicaceae Burnett) oraz ogorkow (Cucumis
sativus L.). Modyfikacja warunkéw fermentacji spontanicznej w badanym zakresie jest
niewystarczajagca do uzyskania produktu o stabilnym, pozadanym sktadzie
mikroorganizméw oraz niskiej zawartosci BAs. Zastosowanie 107 lub 10° jtk-mL! kultur
starterowych — Lacticaseibacillus casei KKP 3272 lub Pediococcus pentosaceus KKP
3273 — umozliwia uzytym bakteriom zdominowanie $rodowiska oraz gwarantuje
uzyskanie produktu o niskim ryzyku wystgpienia niepozadanych objawdw po spozyciu
zgodnie z wartoscig BAI. Wyniki opisanych w literaturze eksperymentéw wskazuja, ze
dodatek substancji roslinnych moze skutecznie ogranicza¢ produkcje BAs przez
mikroorganizmy w procesie fermentacji, co wynika glownie z wlasciwosci
antymikrobiologicznych zwigzkéw chemicznych obecnych w roslinach. Kluczowymi
czynnikami determinujgcymi efektywnosé tej metody sa rodzaj, sktad chemiczny i forma
aplikacji dodatku, rodzaj matrycy zywnosciowej, charakterystyka mikroorganizmdéw
autochtonicznych i celowo dodanych oraz warunki prowadzenia procesu.

Slowa kluczowe
aminy biogenne; fermentacja ZywnoSci; bezpieczenstwo zywnoSci; Indeks Amin
Biogennych; kultury starterowe; roslinne dodatki do zywnosci



Abstract

Effect of microbiota modification on the presence of biogenic amines in fermented
food

Fermented food has unique properties and is a valuable complement to the human diet.
Despite numerous health benefits resulting from its consumption, fermented products
may pose a health hazard. One of the important factors is the risk of ingestion of high
doses of biogenic amines (BAs). BAs are present in food mainly because of the activity of
microorganisms, hence the use of factors that affect the composition and activity of
microorganisms may contribute to the reduction of these compounds content in fermented
products. As part of the study, the content of BAs and their precursors - free amino acids
(FAAs) in fermented vegetable products available on the Polish market was determined.
To assess the health risks associated with the presence of BAs in fermented vegetables,
the Biogenic Amines Index (BAI) was developed. In order to determine the possibility of
reducing the amount of BAs produced during fermentation process, experiments were
carried out in model conditions of fermented food production. The influence of the
temperature (11 or 23°C) and the addition of sodium chloride (0.5, 1.5 or 5.0%) in the
model process of spontaneous fermentation of cucumbers (Cucumis sativus L.) was
examined. Subsequently, in a separate experiment, starter cultures that did not show the
ability to produce BAs at concentrations of 104, 10 or 107 cfu'mL"! were used. For the
purposes of this work, liquid chromatography techniques coupled with mass spectrometry
and molecular biology methods, including next—generation sequencing, were used. The
obtained results allowed the conclusion that the high risk of undesirable symptoms
estimated based on BAI concerns fermented vegetables belonging to the Brassicaceae
family (Brassicaceae Burnett) and cucumbers (Cucumis sativus L.). Modification of
spontaneous fermentation conditions in the tested range is insufficient to obtain a product
with a stable, desired composition of microorganisms and a low BA content. The use of
107 or 10° cfurmL"' of starter cultures — Lacticaseibacillus casei KKP 3272 or
Pediococcus pentosaceus KKP 3273 — allows the bacteria used to dominate the
environment and guarantees obtaining a product with a low risk of undesirable symptoms
after consumption in accordance with the BAI value. The results of experiments described
in the literature indicate that the addition of plant substances can effectively limit the
production of BAs by microorganisms in the fermentation process, which is mainly due to
the antimicrobial properties of chemical compounds present in plants. The key factors
determining the effectiveness of this method are the type, chemical composition, and
form of application of the additive, the type of food matrix, the characteristics of
indigenous and intentionally added microorganisms, and the manufacturing conditions.

Keywords
biogenic amines; food fermentation; food safety; Biogenic Amine Index; starter
cultures; plant—origin food additives
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WSTEP

Problem wystepowania amin biogennych (BAs) w zywnosci jest istotny z punktu
widzenia bezpieczenstwa zywnosci i zdrowia publicznego. Dane dotyczace wielko$ci
narazenia populacji na tego rodzaju substancje oraz skali wywotywanych narazeniem
negatywnych efektow zdrowotnych sa niewystarczajaco kompleksowe. W 2011 roku
Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) wydal raport, w ktérym
wskazano, ze fermentacja zywosci sprzyja produkcji BAs. Warunki fermentacji i
przechowywania sa istotnymi czynnikami w kontekscie wytwarzania BAs przez
mikroorganizmy a zastosowanie kultur starterowych niewykazujacych zdolnosci do
produkeji tych zwigzkow oraz zdolnych do zdominowania mikrobioty autochtonicznej
moze stanowi¢ skuteczng strategi¢ ograniczania BAs w produktach fermentowanych.
Inne strategie ograniczania zawartosci tych substancji opisywane w literaturze obejmuja
wykorzystanie substancji biologicznie aktywnych obecnych w ekstraktach roslinnych
oraz modyfikacj¢ parametrow procesow technologiczny wytwarzania zywnosci
fermentowane;j.

Pozostawione w pracy hipotezy badawcze odnosza si¢ do elementow poznawczych
dotyczacych oceny ryzyka zdrowotnego oraz mozliwosci ograniczania wystepowania
BAs w zywnosci. Zapewnienie dostepu do produktéw fermentowanych o zredukowanej
zawartosci BAs wydaje sie by¢ niezwykle wazne. Zywno$é fermentowana posiada z
jednej strony udokumentowane liczne wlasciwosci prozdrowotne a jednoczesnie rosnie
liczba o0s6b wrazliwych na BAs, m.in. wykazujacych nietolerancje histaminy czy
przyjmujacych leki bedace inhibitorami enzyméw odpowiedzialnych za metabolizm BAs
dostarczonych z dieta. Szereg opracowan naukowych porusza problem wystepowania
BAs w fermentowanych produktach mlecznych czy migsnych, natomiast zagadnienie to
nie jest obszernie udokumentowane w odniesieniu do produktow pochodzenia roslinnego,
w tym fermentowanych warzyw.

Powyzsze stanowilo przestanki do podjecia badan nad ryzykiem zdrowotnym zwigzanym
z obecnoscia BAs w fermentowanych warzywach oraz mozliwymi sposobami
modyfikacji mikrobioty zywnosci w celu ograniczenia obecnosci tych zwigzkéw w
produktach spozywczych. W ramach badan okreslono kierunku zmian zachodzacych
zarowno w skladzie chemicznym zywnosci jak i jej mikrobiocie.

Na potrzeby realizacji pracy wykorzystano nowoczesne instrumentalne metody badawcze
jak spektrometria mas. Do badan genetycznych i analizy z zakresu biologii molekularnej
zastosowane zostaly klasyczne metody jak reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) a takze
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). W ramach pracy dokonano rdéwniez
systematycznego przegladu dostepnych danych dotyczacych mozliwosci zastosowania
roslinnych dodatkéw do zywnosci fermentowanej w celu ograniczenia produkcji BAs, co
stanowi uzupelnienie przeprowadzonych doswiadczen i preludium do dalszych badan.

13



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BAI - Indeks Amin Biogennych (z ang. Biogenic Amine Index)

BAs — aminy biogenne (z ang. biogenic amines)

BMI (z ang. Body Mass Index)

CLA - sprzgzony kwas linolowy (z ang. conjugated linoleic acid)

DAO - diaminooksydaza (z ang. diamine oxidase)

EFSA — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (z ang. European Food Safety
Authority)

EOs — olejki eteryczne (z ang. essential oils)

FAAs — wolne aminokwasy (z ang. firee amino acids)

FAO/WHO - Organizacja Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa /
Swiatowa Organizacja Zdrowia (z ang. Food and Agricultural Organization / World
Health Organization)

GABA - kwas y—aminomastowy (z ang. y-aminobutyric acid)

HHP — wysokie ci$nienie hydrostatyczne (z ang. High Hydrostatic Pressure)

HNMT — N-metylotransferaza histaminy (z ang. histamine N-methyltransferase)

HRMS — wysokorozdzielczy spektrometr mas (z ang. high-resolution mass spectrometer)
IBS — zespét jelita drazliwego (z ang. Irritable Bowel Syndrome)

KEGG (z ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

LAB — bakterie fermentacji mlekowej (z ang. lactic acid bacteria)

LOAEL - najnizszy poziom, ktory wywoluje dajace si¢ zaobserwowac si¢ dzialania
niepozadane (z ang. the lowest observed adverse effect level)

LOQ - granica oznaczalnos$ci (z ang. limit of quantification)

MAO — monoaminooksydaza (z ang. monoamine oxidase)

MAOI — inhibitory monoaminooksydaz (z ang. monoamine oxidase inhibitors)

MAP - pakowanie w atmosferze modyfikowanej (z ang. Modified Atmosphere
Packaging)

MCO — wielomiedziowa oksydaza (z ang. multicopper oxidase)

NGS - sekwencjonowanie nastepnej generacji (z ang. next-generation sequencing)

NMT — N-metylotransferaza (z ang. N-methyltransferase)

NOAEL — poziom niewywolujacy dajacych si¢ zaobserwowaé szkodliwych skutkow
(z ang. no observed adverse effect level)

PCA — analiza glownych skladowych (z ang. principal component analysis)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (z ang. polymerase chain reaction)

U.S. FDA — Agencja Zywnosci i Lekéw Stanéw Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej
(z ang. U.S. FDA — United States Food and Drug Administration)

UHPLC - ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa (z ang. ultra-high-performance
liquid chromatography)
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opublikowane.

Badania stanowigce przedmiot niniejszej rozprawy zrealizowano w ramach projektu
statutowego IBPRS-PIB nr 127-01-ZA, ktérego doktorantka byta glownym wykonawca.

Wklad doktorantki w powstanie publikacji 1 [P1]: opracowanie koncepcji badan,
opracowanie i walidacja metody analitycznej oznaczania amin biogennych i wolnych
aminokwaséw technika LC-MS; wykonanie analiz chromatograficznych badanych
probek; analiza i dyskusja wynikow; wizualizacja danych; opracowanie Indeksu Amin
Biogennych; przygotowanie manuskryptu; odpowiedzi na uwagi recenzentow
i korespondencja z redaktorem czasopisma; edycja r¢kopisu do ostatecznej formy
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Wkiad doktorantki w powstanie publikacji 2 [P2]: opracowanie koncepcji badan,
wykonanie pilotazowych fermentacji; wykonanie analiz chromatograficznych oraz
mikrobiologicznych, w tym przygotowanie probek do sekwencjonowania nastepnej
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materialu genetycznego do oceny obecnosci wybranych genow; wykonanie pilotazowych
fermentacji; wykonanie analiz chromatograficznych; przygotowanie probek do
sekwencjonowania nastepnej generacji; analiza i dyskusja wynikow; przygotowanie
manuskryptu; odpowiedzi na uwagi recenzentow i korespondencja z redaktorem
czasopisma; edycja rekopisu do ostatecznej formy
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2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1. Fermentowana zywnos¢

Fermentacja stanowi jedng z najstarszych metod utrwalania zywnosci [Ross i wsp. 2002,
Ibrahim i wsp. 2023]. Wedlug Miedzynarodowego Stowarzyszenia Naukowego ds.
Probiotykow 1 Prebiotykow (International Scientific Association for Probiotics and
Prebiotics — ISAPP) terminem ,,zywnos$¢ fermentowana”, okresla sie¢ zywnos¢, ktéra
powstala w wyniku pozadanego wzrostu mikroorganizméw i enzymatycznych przemian
jej skladnikow. Zaproponowana klasyfikacja zywnosci fermentowanej obejmuje dwie
grupy: i) produkty zawierajace zywe komorki drobnoustrojow w momencie konsumpcji,
np. jogurt, kefir, niepasteryzowane fermentowane warzywa oraz ii) produkty, ktore
zostaly wytworzone w procesie fermentacji, ale nie zawieraja zywych komorek
mikroorganizméw w momencie konsumpcji — poniewaz zostaly ich pozbawione
w wyniku procesow technologicznych, np. chleb, piwo, wino, Iub komérki obumarly
w wyniku dhugotrwalego przechowywania, np. niektére sery [Marco i wsp. 2021].

Potencjalnie prozdrowotne dzialanie produktow fermentowanych stanowi temat rozwazan
szeregu doniesien naukowych. Prozdrowotny potencjal jest réwniez czynnikiem
determinujacym szerokie zainteresowanie wsrod konsumentdw ta grupg zywnosci
i warunkuje wzrost popularnosci tego typu produktow [Lavefve i wsp. 2019, Staudacher
iNevin 2019, Marco i wsp. 2021]. Potencjalne korzysci zdrowotne wynikajace ze
spozywania fermentowanej zywnosci mogag by¢ efektem m.in. obecno$ci aktywnych
biologicznie sktadnikéw, takich jak witaminy (B2, B9, B12, K), kwas y—aminomastowy
(GABA, z ang. y—aminobutyric acid), sprzgzony kwas linolowy (CLA, z ang. conjugated
linoleic acid), egzopolisacharydy, sfingolipidy, bakteriocyny czy bioaktywne peptydy,
ktére powstajg w procesie fermentacji [Sanlier i wsp. 2017, Chaudhary i wsp. 2021].
Liczne badania wskazujg na potencjalne dziatanie przeciwzapalne [Kim i Park 2018,
SaeidiFard i wsp. 2020, Kocot i Wrdblewska 2021, Wastyk 1 wsp. 2021],
przeciwnowotworowe [Tasdemir 1 Sanlier 2020] i1 przeciwstarzeniowe [Das i wsp. 2020]
fermentowanej zywnosci. Dodatkowo, spozywanie fermentowanych produktéw
mlecznych moze zapobiega¢ rozwojowi i wspomagac leczenie cukrzycy typu 2 [Awwad
iwsp. 2022, Teo i wsp. 2022]. Najnowsze doniesienia naukowe wskazuja na
wielokierunkowy wplyw mikrobioty przewodu pokarmowego na stan psychofizyczny
czlowieka. W ostatnich latach pojawily si¢ wyniki badan wskazujace na istnienie

zaleznosci pomiedzy konsumpcja fermentowanej zywnosci a mikroorganizmami
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zasiedlajacymi uktad pokarmowy cztowieka i posrednio zdrowiem czlowieka. Wykazano,
ze spozywanie fermentowanych produktéw warzywnych moze wplywaé korzystnie na
sktad mikrobioty jelitowej [Kim i Park 2018], zwigkszaé jej roznorodnosé [Wastyk i wsp.
2021] oraz tagodzi¢ objawy zespolu jelita drazliwego (IBS, z ang. Irritable Bowel
Syndrome) [Nielsen 1 wsp. 2018]. Niektorzy autorzy sugeruja, ze wilaczenie
fermentowanej zywnosci do codziennej diety odgrywa wazna role w zachowaniu dobrej
kondycji psychicznej [Selhub i wsp. 2014, Aslam i wsp. 2020]. Istnieje potrzeba
uzupelienia danych odno$nie wplywu spozycia produktéw fermentowanych na zdrowie
konsumentéw. Przeprowadzono niewiele badan dotyczacych potencjalnych korzysci
wynikajacych z konsumpcji zywnosci fermentowanej innej niz fermentowane produkty
mleczne [Marco i wsp. 2021]. Biorac pod uwage peligcy funkcje prebiotyczne blonnik
pokarmowy, spozywanie fermentowanych produktow roslinnych wydaje si¢ by¢ nawet
bardziej istotne w kontekscie relacji mikrobiota jelitowa vs. zdrowie gospodarza.
Szczegdlowe zbadanie interakcji miedzy fermentowana zywnoscia pochodzenia
roslinnego, znajdujacymi si¢ w niej mikroorganizmami oraz mikrobiomem jelitowym
izdrowiem czlowieka stanowi jeden z glownych celow europejskiego projektu
HealthFerm, ktéry rozpoczat swoja dzialalnos¢ we wrzesniu 2022 r. W ramach 4-letniego
programu zaplanowano m.in. przeprowadzenie 5 badan interwencyjnych z udziatem ludzi
[HealthFerm 2023].

Pomimo licznych korzysci, takich jak wydtuzenie przydatnosci do spozycia, nadanie
specyficznych cech sensorycznych [Devaki i Premavalli 2019] oraz potencjalnych
wlasciwosci  prozdrowotnych Zzywnosci, proces fermentacji moze wigzaé —si¢
z powstawaniem zagrozen bezpieczenstwa zywnosci. Jednym z nich jest ryzyko
formowania amin biogennych (BAs, z ang. biogenic amines). Czynnikami promujgcymi
produkcje tych zwigzkoéw sg gldwnie obecnos¢ i aktywno$é mikroorganizmoéow — nie tylko
celowo dodanych kultur starterowych, ale rowniez mikrobioty autochtonicznej, warunki
srodowiska zywnosci (takie jak pH, temperatura, stezenie chlorku sodu) oraz dostepnosé
prekursorow tych substancji [EFSA 2011]. W badaniach Kanki i wsp. (2007), na
przykladzie dekarboksylazy histydyny, udowodniono, ze obecnos¢ zywych komorek
mikroorganizméw nie jest niezbgedna do wytworzenia BAs. Kluczowa jest aktywnos¢
enzymow, ktére moga zosta¢ uwolnione z komodrek bakterii, ktdre ulegly autolizie [Kanki
i wsp. 2007]. Proces fermentacji jest wykorzystywany zarowno w skali przemystowej
produkcji zywnosci jak 1 w skali produkcji zywnosci w ramach gospodarstw domowych.

Wielkoskalowa produkcja opiera si¢ zazwyczaj na $cistym kontrolowaniu procesu,
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rezimie higienicznym oraz stosowaniu wyselekcjonowanych kultur starterowych w celu
standaryzacji produktu. Niemniej, bioragc pod uwage brak regulacji prawnych
w kontekscie limitow zawartosci BAs w zywnosci innej niz ryby i produkty rybne,
szczepy do fermentacji stosowane w przemysle spozywczym prawdopodobnie nie sg
charakteryzowane przez producentdow pod wzgledem zdolnosci do zdominowania
Srodowiska zywnosci oraz wytwarzania BAs. Przetworstwo realizowane w warunkach
gospodarstw domowych jest w jeszcze mniejszym stopniu przewidywalne w odniesieniu

do produktu konicowego i1 bazuje najczesciej na fermentacji spontaniczne;j.

2.2. Wystepowanie BAs w zywnoS$ci

BAs to organiczne zwigzki chemiczne o malej masie czgsteczkowej (do okoto 200 Da).
Okreslane sg rowniez jako aminy egzogenne, w celu odrdznienia od amin endogennych,
syntetyzowanych de novo w organizmach zwierzat i roslin. BAs ze wzgledu na budowe
chemiczng klasyfikuje sie na aminy heterocykliczne, alifatyczne oraz aromatyczne.
Biorac pod uwage liczbe grup aminowych wyréznia sie mono—, di— i poli—aminy.
Najczgsciej wystepujacymi w zywnosci BAs sa putrescyna, histamina, kadaweryna,
tyramina, tryptamina, agmatyna, spermina, spermidyna i 2—fenyloetyloamina [Naila
iwsp. 2010]. W Tabeli 1 przedstawiono strukture chemiczng i klasyfikacje
wymienionych zwiazkow.

BAs moga by¢ formowane w zywnosci wskutek reakcji aminacji lub transaminacii
aldehydow 1 ketondéw oraz w wyniku dekarboksylacji wolnych aminokwasow (FAAs,
z ang. free amino acids) przy udziale odpowiednich dekarboksylaz [Gao i wsp. 2023].
Wskazuje si¢, ze za obecno$é BAs w zywnosci w zdecydowanym stopniu odpowiadajg
mikroorganizmy, ktére produkujg te zwigzki gléwnie w procesie dekarboksylacji FAAs
[Benkerroum 2016]. Prekursorami histaminy, kadaweryny, putrescyny, tyraminy i 2—
fenyloetyloaminy sa odpowiednio histydyna, lizyna, ornityna, tyrozyna i fenyloalanina.
Ponadto, putrescyna moze by¢ syntetyzowana z agmatyny w procesie deiminacji [EFSA
2011]. Proces tworzenia BAs w zywnosci przedstawiono na Rysunku 1 w Publikacji 4

[Rys 1, P4].
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Tabela 1. Budowa chemiczna i klasyfikacja BAs.

Kryterium klasyfikacji

Struktura chemiczna

budowa liczba grup
chemiczna aminowych
NH
agmatyna HN NN )k alifatyczna poliamina
N NH,
H
=
histamina HN\)\/\ heterocykliczna diamina
NH,
kadaweryna HZN/\/\/\NH2 alifatyczna diamina
NH, . ..
putrescyna HZN/\/\/ alifatyczna diamina
. NH, . . .
spermidyna b NN alifatyczna poliamina
N NH
spermina i TN NN alifatyezna poliamina
H
R
A / . o
tryptamina heterocykliczna diamina
NH,
HO.
tyramina \O\A aromatyczna monoamina
NH;
2— .
. aromatyczna monoamina
fenyloetyloamina
NH,

BAs moga by¢ obecne w réznych produktach spozywczych, przy czym szczegdlne
ryzyko formowania tych zwigzkéow dotyczy zywnosci fermentowanej — wskutek
obecnosci i aktywnosci mikroorganizméw — oraz produktéw bogatych w biatko — ze
wzgledu na potencjalnie wysoka zawarto$¢ prekursorow. Biorgc pod uwage powyzsze,
wsrod produktow, ktore moga cechowaé si¢ wysokimi stezeniami BAs nalezy wymienic¢
ryby i produkty rybne, migso i produkty migsne, sery, fermentowane warzywa, produkty
sojowe, piwo 1 wino [Shukla i wsp. 2010, Benkerroum 2016, Lavefve i wsp. 2019].

Zlozono$¢ procesu fermentacji determinuje duze zrdéznicowanie zawartosci BAs
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w fermentowanych produktach spozywczych. Przykladowo, fermentowana pasta sojowa
Doenjang charakteryzowala si¢ stezeniami histaminy i tyraminy w zakresie od ponizej
granicy wykrywalnosci do odpowiednio 2795 i 6616 mg-kg! [Shukla i wsp. 2010].
Douchi — fermentowana czarna fasola lub soja zawieraly maksymalnie odpowiednio 814
1644 mg-kg' tych BAs [Fong i wsp. 2020], podczas gdy sery charakteryzowaly sie
stezeniami od wartosci ponizej granicy wykrywalnosci do odpowiednio 1051 i 2000
mg-kg! [Durlu-Ozkaya 2002, Loizzo i wsp. 2013, Benkerroum 2016, Dabadé i wsp.
2021]. W fermentowanych produktach migsnych stezenia histaminy, tyraminy,
putrescyny i kadaweryny siegaly odpowiednio do 515, 510, 819 oraz 1014 mg-kg’'
[Papavergou 2011, Papavergou i wsp. 2012, Roselino i wsp. 2020]. Dane literaturowe
odnosnie wystepowania BAs w fermentowanych warzywach sg ograniczone a nieliczne
dostepne doniesienia dotyczg przede wszystkim kiszonej kapusty [Halasz i wsp. 1999,
Kala¢ i wsp. 1999, Moret 1 wsp. 2005, Mayr i Schieberle 2012, Majcherczyk i Suréwka
2019]. Aminami wystepujacymi w tym produkcie w najwyzszych stezeniach sa tyramina,
putrescyna, kadaweryna, histamina, spermidyna i 2-fenyloetyloamina, ktorych
maksymalne zawartosci wynosily odpowiednio 951, 529, 293, 229, 276 i 322 mg-kg’!
[Kala¢ i wsp. 2000, Pefias i wsp. 2010, Dabadé i wsp. 2021]. Kimchi charakteryzowato
sie wysokimi zawartosciami histaminy (136 — 947 mgkg™'), spermidyny (359 — 551
mg-kg'!), tyraminy (167 — 368 mg-kg™') i putrescyny (51 — 164 mg-kg™'), przy czym
stezenia wymienionych BAs byly zalezne od proporcji uzytych sktadnikow [Kim i wsp.
2022]. Swieze warzywa cechuje niska zawartos¢ BAs, wsrod ktorych dominujg
putrescyna (do 65 mg-kg™'), spermidyna (do 45 mg-kg'!), 2—fenyloetyloamina (do 13
mg-kg!), tyramina (do 12 mg-kg"') i spermina (do 11 mg-kg!) [Moret i wsp. 2005,
Dabadé i wsp. 2021]. Obecnos¢ niewielkiego stezenia histaminy dotyczy w szczegdlnosci
szpinaku (20 mg-kg!) i pomidoréw (7 mg-kg') [Moret i wsp. 2005] oraz $wiezych
rozdrobnionych warzyw, takich jak tarta marchew czy mieszanki salat (do 39 mg-kg™')
[Dabadé i wsp. 2021].

W komorkach mikroorganizméw BAs biora udzial w regulacji stresu osmotycznego
i oksydacyjnego, dostarczaniu energii metabolicznej a takze sa odpowiedzia ustroju na
niskie pH srodowiska [Benkerroum 2016]. Czynnikami promujacymi produkcje BAs w
srodowisku zywnosci sa dostepnos¢ prekursoréw, obecno$¢ mikroorganizmow
wykazujacych zdolno$¢ do dekarboksylacji aminokwasdéw oraz warunki sprzyjajace

aktywnosci enzyméw zaangazowanych w proces produkcji BAs. Rodzaj i ilo$é
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produkowanych BAs zalezy natomiast od parametréw takich jak pH, aktywnos$¢ wody,
sktad chemiczny i charakterystyka mikrobioty produktu, jak rowniez czas i temperatura
przechowywania [EFSA 2011]. Nalezy podkreslié¢, ze zdolno$¢ do wytwarzania BAs jest
cecha charakterystyczng dla szczepu a nie catego rodzaju czy gatunku [Latorre-Moratalla
i wsp. 2010, Spano i wsp. 2010, Bargossi i wsp. 2015, Li i wsp. 2021] i dotyczy nie tylko
mikroorganizméw zanieczyszczajacych, ale réwniez wielu bakterii fermentacji mlekowej
(LAB, z ang. lactic acid bacteria) zaangazowanych w proces fermentacji Zzywnosci

[Linares i wsp. 2012, Tittarelli i wsp. 2019].

2.3. Wplyw BAs na organizm czlowieka

Aminy endogenne, okre§lane rowniez jako ,,naturalne aminy biogenne”, syntetyzowane
sa w organizmie czlowieka. Pelig szereg waznych funkcji fizjologicznych, takich jak
regulacja temperatury ciala, odpowiedzi immunologicznej czy ekspresji genow.
Wplywaja roéwniez na wydzielania kwasu Zzotadkowego. Biora udzial w procesie wzrostu
i réznicowania komorek, modulujg aktywno$¢ mézgu w zakresie funkcji kognitywnych
oraz pelnig rolg neurotransmiterow. Aminy sg odpowiedzialne za wystepowanie reakcji
alergicznych [Ladero i wsp. 2010]. Dostarczone z dieta BAs sa metabolizowane gtéwnie
przez specyficzne enzymy — mono- i di- aminooksydazy (odpowiednio MAO, z ang.
monoamine oxidase i DAO, z ang. diamine oxidase). Produkty oksydacji BAs stanowia
aldehyd, amoniak i nadtlenek wodoru. Metabolizm BAs w przewodzie pokarmowym
czlowieka przedstawiono na Rysunku 1 w Publikacji 4 [Rys 1, P4]. Dodatkowo, w
metabolizm histaminy, tyraminy i fenyloetyloaminy mogg by¢ zaangazowane rowniez N-
metylotransferazy (NMT, z ang. N — methyltransferase) [EFSA 2011].

Nadmierna podaz BAs moze prowadzi¢ do wystgpienia niepozadanych reakcji, ktorych
stopien nasilenia zalezy od indywidualnej wrazliwosci, w tym poziomu aktywnosci
aminooksydaz, oraz ilosci i rodzaju dostarczonych BAs. Gléwnym czynnikiem
zwiekszajacym wrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie dostarczonych z dieta BAs jest
obnizona aktywnos$¢ aminooksydaz, wynikajaca zar6wno z przyczyn genetycznych jak
i przyjmowania lekéw bedacych inhibitorami tych enzyméw. Wsrdd inhibitordw
monoaminooksydaz (MAOI, z ang. monoamine oxidase inhibitors) nalezy wymienié
farmaceutyki stosowane w leczeniu depresji i choroby Parkinsona [Vianello i wsp. 2012],
podczas gdy niektore antybiotyki czy substancje hipotensyjne hamujg aktywnos¢ DAO
[Comas-Basté i wsp. 2020]. Wysoka wrazliwos¢ na dostarczone z pozywieniem BAs

dotyczy réwniez oséb wykazujacych objawy nietolerancji histaminy, w rezultacie czego
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musza one eliminowaé¢ z diety nie tylko produkty bogate w histamine, ale réwniez
zawierajace inne BAs, ktore podlegaja metabolizmowi z udzialem DAO (np. putrescyna)
[Comas-Basté i wsp. 2020]. Innym czynnikiem zwigkszajacym wrazliwo$¢ na BAs jest
spozywania alkoholu wraz z produktami o wysokiej zawartosci tych zwigzkéw. Spozycie
produktow zawierajacych wysokie stezenie histaminy moze wywolaé objawy ze strony
uktadow nerwowego, pokarmowego, krazenia oraz oddechowego, a takze reakcje skorne,
tj. zaczerwienienie, wysypke czy pokrzywke [Ladero i wsp. 2010, Del Rio i wsp. 2017].
Zatrucie histaming nazywane jest z ang. ,.histamine fish poisoning” lub ,scombroid
syndrome”, poniewaz najczesciej wynika ze spozycia ryb, w szczegélnosei nalezacych do
rodziny makrelowatych (Scombridae), lub produktow rybnych [Del Rio i wsp. 2017].
Wsrdéd objawow $wiadczacych o dostarczeniu nadmiernej ilosci tyraminy nalezy
wymieni¢ bdl glowy, migreny, wymioty, zaburzenia neurologiczne, ci$nienia krwi oraz
oddechowe, ktére okreslane sa terminem z ang. ,,cheese reaction” [Ladero i wsp. 2010,
Del Rio i wsp. 2017]. Literatura tematu wskazuje na mozliwos¢ wystapienia ostrego
zatrucia tyraming, ktore charakteryzuje sie¢ naglym wzrostem cisnienia tetniczego
powyzej 180/120 mm Hg, wywolujac tzw. przelom nadcisnieniowy, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do uszkodzenia narzadéw w ukladzie sercowo — naczyniowym lub
nerwowym [Ladero i wsp. 2010]. Ponadto, tyramina moze zwigkszaé¢ podatno$é na
infekcje bakteryjne w wyniku utatwiania adherencji patogenow do komodrek nabtonka
jelita [Lyte 2004, Benkerroum 2016]. W literaturze wielokrotnie podkreslano wplyw
putrescyny i kadaweryny na zwiekszenie toksycznosci histaminy glownie ze wzglgdu na
interakcje tych BAs z DAO — enzymami uczestniczacymi w metabolizmie diamin [Ruiz
Capillas i Herrero 2019]. W badaniu cytotoksycznosci na komorkach raka gruczotowego
jelita HT29 wykazano, ze putrescyna i kadaweryna w stezeniach wystepujacych
w zywnosci mogg indukowaé nekroze komorek, przy czym zaobserwowano dwukrotnie
nizsze wartosci NOAEL (poziom niewywolujacy dajacych sie¢ zaobserwowaé
szkodliwych skutkow, z ang. no observed adverse effect level) i LOAEL (najnizszy
poziom, ktéry wywoluje dajace si¢ zaobserwowaé si¢ dziatania niepozadane, z ang. the
lowest observed adverse effect level) dla kadaweryny (odpowiednio SmM i 10mM dla
putrescyny; 2,5mM i SmM dla kadaweryny), a cytotoksyczno$¢ wymienionych diamin
byla nizsza w poréownaniu do tyraminy i histaminy [Del Rio i wsp. 2019]. Efekt
cytotoksyczny wykazujg rowniez tryptamina i 2—fenyloetyloamina indukujace

odpowiednio apoptoze i nekroze komodrek. Zwezenie naczyn wywotane obecnos$cig tych
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zwigzkow skutkuje wzrostem cisnienia krwi, co w konsekwencji moze wywola¢ bol
glowy, potliwos¢ oraz wymioty. Oddzialywanie tryptaminy na enzym DAO oraz 2—
fenyloetyloaminy na enzymy DAO i HNMT (z ang. histamine N-methyltransferase)
poteguje toksyczne dziatanie histaminy [Del Rio i wsp. 2020]. Ponadto, BAs moga
reagowac ze zwigzkami azotu tworzac nitrozoaminy — zwigzki wykazujace wiasciwosci
kancerogenne i mutagenne [Linares i wsp. 2011, Fong i wsp. 2021, Moniente i wsp.
2022]. Dostarczenie do organizmu nadmiernej dawki agmatyny moze powodowaé
wystapienie objawdéw zotadkowo—jelitowych — nudnosci i biegunek [Khémesse i wsp.
2023], co roéwniez wynika gléwnie ze wzmacniania toksycznosci pozostatych BAs (4j.
histaminy i tyraminy) poprzez blokowanie enzymow odpowiedzialnych za ich
metabolizm [Akasaka i Fujiwara 2020]. Sama agmatyna wydaje si¢ by¢ substancja
bezpieczng nawet w duzych dawkach (2,67 g / dobe dla osoby o przeci¢tnej masie ciata
BMI, z ang. Body Mass Index 20,1 — 21,2) i przy dlugoterminowym (5 lat) doustnym
przyjmowaniu [Gilad i Gilad 2014]. Nalezy podkresli¢, ze agmatyna wywoluje liczne
korzystne efekty, a jej potencjat terapeutyczny w zakresie chorob i zaburzen zwigzanych
z centralnym ukladem nerwowym stanowi przedmiot badan przedklinicznych
i klinicznych prowadzonych od kilku dziesigcioleci [Akasaka i1 Fujiwara 2020].
Substancja ta poprawia funkcje kognitywne, dziata przeciwdepresyjnie i przeciwlgkowo
oraz wpltywa na zlagodzenie bolu neuropatycznego [Akasaka i Fujiwara 2020, Giimrii
iwsp. 2013]. Pozytywne efekty zdrowotne wykazano réwniez w odniesieniu do
spermidyny. Wedlug badan prowadzonych z wykorzystaniem kwestionariusza czgstosci
spozycia, stosowanie diety bogatej w spermidyng jest skorelowane z obnizonym
cisnieniem krwi i nizsza czestoscig wystepowania chorob sercowo—naczyniowych. W
doswiadczeniach na myszach potwierdzono kardioprotekcyjny efekt suplementacji
spermidyng oraz wykazano, ze wptywa ona na zwigkszenie dtugosci zycia [Eisenberg
iwsp. 2015]. W badaniach in vitro wykazano, ze spermidyna i spermina wykazuja
dziatanie cytotoksyczne, jednak efekt ten obserwowano przy stgzeniach wiekszych niz
spotykane w zywnosci i odpowiadajgcych typowemu pobraniu z dietg [Del Rio i wsp.
2018].

Czas wystgpienia reakcji organizmu oraz stopien nasilenia objawow intoksykacji
aminami biogennymi zaleza od wielu czynnikow, a poza indywidualng kondycja
organizmu istotna jest dostarczona dawka. Wedtug danych amerykanskiej Agencji ds.
Zywnosci i Lekow (U.S. FDA, z ang. United States Food and Drug Administration)

symptomy scombrotoxin poisoning — reakcji alergicznej wynikajacej ze spozycia ryb
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o wysokiej zawartosci histaminy pojawiaja sie w ciggu od kilku minut do kilku godzin po
spozyciu i utrzymuja si¢ od 12 godzin do kilku dni [FDA 2022]. Wohrtl 1 wsp. (2004)
wykazali, ze dawka 75 mg histaminy podana doustniec wywotlata objawy niepozadane
upolowy (5) z 10 osob badanych osob. Efekty spozycia histaminy wystapity
w wiekszosci przypadkow (4) po 3 — 24 godzinach od spozycia, a jedynie u jednej
badanej osoby pojawily si¢ w pierwszej godzinie [Wohrl i wsp. 2004]. Odmienny efekt
zaobserwowano w trakcie ostrego zatrucia histaming w wyniku spozycia tunczyka
(zawarto$¢ histaminy w produkcie wynosita 3 720 mg-kg™'). Czterdziesci dwie osoby
sposrod 94 uwzglednionych w raporcie epidemiologicznym spozylo tunczyka podczas
lunchu, przy czym objawy zatrucia pojawily sie u 31 badanych (30, ktorych spozylo
tunczyka i 1 z grupy kontrolnej) w przeciagu 3 godzin od spozycia (u najwigkszej liczby
0s6b objawy wystapily miedzy 1 a 1,5 godziny po spozyciu) [Velut i wsp. 2019]. Opisane
w literaturze przypadki intoksykacji tyraming obejmujg pojedyncze przypadki, ktore
wymagaly interwencji medycznej ze wzgledu na stan poszkodowanych oséb. Dostepne
raporty 1 opracowania naukowe wskazuja, ze niepozadana reakcja po spozyciu seréw
u0sob przyjmujacych MAOI, wystapita w ciggu 1 — 2 godzin. W trzech z czterech
opisanych przypadkéw zdiagnozowano zawal miesnia sercowego [Ngo i wsp. 2010,

Alkhouli 1 wsp. 2014, Salter i Kenney 2018].

2.4. Prawo zywnosciowe i bezpieczenstwo zywnosci w zakresie wystepowania
BAs

Ustalenie bezpiecznych limitow zawartosci BAs w zywnosci jest trudne. Wynika to
z duzej zmiennosci zawartosci BAs pomiedzy produktami spozywczymi tego samego
rodzaju [Martin i wsp. 2016] a nawet pomiedzy poszczegdlnymi czesciami tego samego
produktu, np. ryby [FDA 2022]. Ponadto rézne sg progi tolerancji dla dostarczonych
z dieta BAs u poszczegodlnych osob. Dodatkowo, brak jest kompleksowych danych
dotyczacych skali narazenia populacji na te substancje, co jest konsekwencjag m.in.
ograniczonych danych o konsumpcji i wystgpowaniu w zywnosci. Brak jest
kompleksowych danych epidemiologicznych w odniesieniu do BAs z uwagi na
powszechne nieprawidlowosci w rozpoznaniu wywotanej nimi intoksykacji na podstawie
wystepujacych objawdow, co skutkuje niedoszacowaniem czestosci wystepowania zatruc
[FAO/WHO 2013]. Wedtug danych Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
(EFSA, z ang. Furopean Food Safety Authority) (2017), w Unii Europejskiej, w okresie
2010-2015 odnotowano 191 ognisk zatru¢ wywotanych histaming. Obejmowaly one
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lacznie 1060 przypadkéw, sposrdd ktorych 107 zostalo poddanych hospitalizacji. W
raporcie uwzgledniono jedynie przypadki, dla ktorych istniaty silne dowody wskazujace
na rodzaj zywnosci, ktéra stanowita przyczyng intoksykacji. Ponad 90% z nich zwigzana
byla ze spozyciem ryb i produktow rybnych [EFSA 2017].

Histamina jest jedyng aming biogenng, dla ktorej istniejg prawne limity zawartosci
w zywnos$ci. Dopuszczalne poziomy dla ryb i produktow rybnych obowigzujace
w roznych panstwach mieszczg sie w granicach od 50 do 400 mg-kg™! [Debeer i wsp.
2021]. W obowigzujagcym w Unii Europejskiej Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr
2073/2005 w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw spozywczych
uwzgledniono dopuszczalne poziomy zawartosci histaminy dla dwoch kategorii
produktow — (i) produktow rybotéwstwa z gatunkow ryb o podwyzszonym poziomie
histydyny oraz (ii) produktéw rybotdwstwa, ktére poddano zabiegowi enzymatycznego
dojrzewania w solance, wyprodukowanych z gatunkéw ryb o podwyzszonym poziomie
histydyny [Rozporzadzenie Komisji 2073/2005]. W odniesieniu do zapiséw powyzszej
regulacji zadowalajgca jakos$¢ produktu jest stwierdzana, jesli spelnione zostang tacznie
nastepujace warunki: $rednia zawarto$¢ histaminy w 9 probkach (ujetych w planie
pobierania probek) nie przekracza 100 lub 200 mg-kg'!, maksymalnie 2 probki
charakteryzujg si¢ stezeniem histaminy w zakresie 100 — 200 lub 200 — 400 mg-kg™! oraz
zadna probka nie zawiera wigcej niz 200 lub 400 mg-kg! odpowiednio dla pierwszej lub
drugiej kategorii produktow uwzglednionych w Rozporzadzeniu. Aktualnie prowadzone
sa prace nad obnizeniem ustanowionych przez U.S. FDA, obowiazujacych w Stanach
Zjednoczonych limitow zawartosci histaminy w rybach z 50 lub 500 mg-kg™!, ktorych
przekroczenie klasyfikuje produkt odpowiednio jako ulegajacy zepsuciu / produkowany
w niehigienicznych warunkach lub szkodliwy dla zdrowia konsumentéw, do odpowiednio
351200 mg-kg!' [FDA 2022].

W raporcie EFSA (2011) zaproponowano wartosci NOAEL dla wybranych BAs.
Ograniczone dane wskazuja, ze dawki 25 — 50 mg histaminy na osob¢ na positek nie
wywotywaly niepozadanych efektow po spozyciu przez osoby zdrowe. W przypadku
osOb  wykazujacych objawy nietolerancji  histaminy, ze wzgledu na rozne progi
wrazliwosci, uznano, ze poziom tej substancji w spozywanych przez nie produktach
powinien znajdowaé si¢ w stezeniach ponizej granicy wykrywalnosci. Zaproponowane
dawki tyraminy, ktore nie wywotywaly niepozadanych objawow to 600 mg, 50 mg oraz

6 mg na osobg na positek odpowiednio dla oséb zdrowych, ktore nie przyjmuja MAOI,
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0s6b przyjmujacych MAOI trzeciej generacji oraz 0s6b przyjmujacych klasyczne MAOIL.
Pomimo relatywnie wyzszej tolerowanej przez osoby zdrowe ilosci tyraminy, wyniki
badan in vitro wskazuja, ze moze by¢ ona bardziej toksyczna od histaminy [Linares i wsp.
2016]. Ponadto w badaniach przeprowadzonych na kulturach linii komorkowej HT29
pochodzacej z gruczolaka jelita grubego wykazano synergistyczne dziatanie
cytotoksyczne histaminy i tyraminy w stezeniach odpowiadajacych typowym dla
zywnosci [Del Rio 1 wsp. 2017]. W raporcie EFSA podkreslono potrzebe uzupehienia
danych odnos$nie synergistycznej toksycznosci histaminy i tyraminy oraz putrescyny
i kadaweryny, ktére moga wzajemnie wzmacnia¢ swoja szkodliwo$é. Wskazano réwniez
na potrzebe zebrania danych dotyczacych konsumpcji fermentowanej zywnosci [EFSA

2011], na potrzeby oceny ryzyka zdrowotnego.

2.5. Metody redukcji zawartos$ci BAs w zywnoS$ci fermentowanej

Mozliwosci redukcji zawartosci BAs w gotowym produkcie zywnos$ciowym sg
ograniczone. Zwiazki te charakteryzuje termostabilno$¢, w rezultacie czego procesy
termiczne wykorzystywane powszechnie w przetworstwie spozywczym nie znajduja
zastosowania do eliminacji BAs w zywnosci [Ruiz Capillas i Herrero 2019].

Wysokie cisnienie hydrostatyczne (HHP, z ang. High Hydrostatic Pressure), pakowanie
w modyfikowanej atmosferze (MAP, z ang. Modified Atmosphere Packaging) oraz
promieniowanie jonizujace okazaly si¢ skuteczne w zapobieganiu powstawania BAs
w fermentowanych produktach migsnych, co bylo konsekwencja ograniczania wzrostu
mikroorganizméow [Kim i wsp. 2005, Simon—Sarkadi i wsp. 2012, Sun i wsp. 2019,
Jaguey—Hernandez i wsp. 2021]. Proces fermentacji sam w sobie stanowi metode
konserwacji zywnos$ci, w zwigzku z czym najczesciej nie stosuje si¢ dodatkowego
procesu utrwalania tej grupy produktow. Ze wzgledu na tradycyjny charakter produktow
fermentowanych, wymienione techniki utrwalania nie znajduja szerokiego zastosowania
w odniesieniu do tego typu zywnosci. Wynika to z mozliwego negatywnego wplywu ich
stosowania na cechy produktu. Przetwdrstwo w skali gospodarstw domowych réwniez
ogranicza wykorzystanie zaawansowanych metod produkc;ji.

W zywnosci fermentowanej, zasadnicza mozliwos¢ ograniczenia produkcji BAs
zapewnia modyfikacja skladu mikrobioty ukierunkowana na zahamowanie wzrostu
1 aktywnosci drobnoustrojéw wykazujacych zdolnos¢ do produkcji tych zwigzkow oraz
promowanie wzrostu i aktywnosci mikroorganizmow nie wytwarzajacych lub

degradujacych BAs. W celu osiggnigcia powyzszych efektow podejmowane sg proby

29



stosowania  modyfikacji  parametréow  technologicznych  procesu fermentacji
i przechowywania (takich jak temperatura, stezenie chlorku sodu) [Halasz i wsp. 1999].
Literatura wskazuje, ze efektywna strategia moze by¢é wykorzystanie kultur starterowych
0 pozadanej charakterystyce i / lub stosowanie substancji bioaktywnych oddzialujacych
na mikrobiote zywnosci [Alvarez i Moreno-Arribas 2014, Lu i wsp. 2015].

Opisane metody ograniczania produkcji BAs w zywnosci fermentowanej przedstawiono

na Rysunku 2 w Publikacji 4 [Rys 2, P4].

2.5.1. Modyfikacja temperatury oraz stezenia NaCl

Warunki panujace w Srodowisku zywnosci, takie jak temperatura, stezenie chlorku sodu,
pH czy cisnienie osmotyczne, determinuja wzrost i aktywno$¢ obecnych w niej
mikroorganizmow. Powyzsze czynniki moga promowaé lub ogranicza¢ produkcje
poszczegolnych metabolitow drobnoustrojow. W raporcie EFSA (2011) podkreslono
istotnos$¢ warunkow fermentacji i przechowywania zywnosci w kontekscie akumulacji
BAs. Optymalna temperatura dla formowania tych substancji przez bakterie mezofilne
miesci si¢ w granicach 20 — 37 °C, podczas gdy przy wartosciach ponizej 5°C i powyzej
40°C produkcja BAs zmniejsza sie. Brak jest jednoznacznej odpowiedzi co do wplywu
chlorku sodu na produkcje BAs. Wydaje sie, ze udzial tego czynnika jest zalezny od
charakterystyki mikroorganizmow odpowiedzialnych za produkcje tych zwiazkdéw [EFSA
2011]. Wendakoon i Sakaguchi (1995) w badaniu in vitro wykazali, ze chlorek sodu
w stezeniach 1 — 3% ogranicza aktywno$¢ dekarboksylazy histydyny produkowanej przez
Enterobacter aerogenes i wzmacnia hamujace dziatanie ekstraktow roslinnych wobec
tego enzymu. Niewiele jest dostepnych danych dotyczacych wptywu okreslonych
parametrow sSrodowiska na stezenia BAs w poszczegolnych matrycach Zzywnosci
fermentowanej. W badaniach Haldsz, Barath i Holzapfel (1999), wyzsze st¢zenie NaCl (5
vs. 2% NaCl) i wyzsza temperatura (30 vs. 11 °C) promowaly produkcje BAs
w fermentowanej spontanicznie kapuscie. W produkcie fermentowanym z kulturami
starterowymi charakterystyka dodanych mikroorganizméw byla czynnikiem nadrzednym,
determinujacym zawartosci BAs [Halasz 1 wsp. 1999]. Podobng zalezno$¢ odnotowali
Pefias i wsp. (2010), ktorzy do fermentacji kapusty zastosowali rozne st¢zenia NaCl — na
poziomie 0,5 Iub 1,5 % oraz szczepy nalezace do gatunkow L. plantarum Tub L.

mesenteroides.
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2.5.2. Zastosowanie kultur starterowych

Mikroorganizmy obecne w Zzywnos$ci, zarowno autochtoniczne jak réwniez celowo
dodane, odgrywaja kluczowa rol¢ w procesie fermentacji i determinujg jakos¢ produktu
koncowego, w tym zawarto§¢ BAs [Marco 1 wsp. 2021]. Zastosowanie
wyselekcjonowanych kultur starterowych niewykazujacych zdolnosci do produkcji BAs
i/lub zdolnych do degradacji tych substancji stanowi skuteczng metod¢ ograniczania
zawartosci BAs w fermentowanej Zzywnosci, co wykazywano w doswiadczeniach
modelowych. Li i wsp. (2018) wykazali, ze inokulacja szczepem L. curvatus G-1
spowodowatla redukcje sumy analizowanych BAs w fermentowanym produkcie miesnym
o ponad 69 %. W rezultacie zastosowania szczepu L. plantarum KL102 jako kultury
starterowej do fermentacji tradycyjnych tajskich kielbas z wieprzowiny, zawartosci
tyraminy, putrescyny, histaminy i sperminy zostaly zredukowane o odpowiednio 57, 40,
18 1 68 % w porownaniu do produktu przygotowanego na bazie fermentacji spontaniczne;j
[Tangwatcharin i wsp. 2019]. Biorgc pod uwage fermentowane produkty warzywne,
pozytywne efekty uzyskano w wyniku zastosowania kultur starterowych do fermentacji
kapusty. Rabie i wsp. (2011) wykazali, ze inokulacja kapusty szczepami L. plantarum
2142, L. casei subsp. casei 2763 Iub L. curvatus 2771 spowodowata redukcje sumy BAs
0 odpowiednio 86, 89 lub 90 % w pordwnaniu do kapusty fermentowanej spontanicznie.
W badaniu Spicka i wsp. (2002) w wyniku inokulacji szczepem L. plantarum CCM 3769
uzyskano redukcje sumy tyraminy, putrescyny i kadaweryny w zakresie 14 — 80 %
w zaleznosci od uzytej odmiany kapusty. Zastosowanie szczepow probiotycznych
o pozadanej charakterystyce moze dodatkowo wzbogaci¢ warto$¢ zywieniowa produktu
[Fong i wsp. 2020]. Poza charakterystyka danego szczepu istotnym czynnikiem jest jego
wplyw na sktad mikroorganizmow obecnych w produkcie, w szczegdlnosci mozliwosé
hamowania wzrostu i aktywno$ci drobnoustrojow wytwarzajacych BAs. EFSA (2011)
podkresla koniecznos¢ stosowania kultur starterowych, ktore nie wytwarzaja BAs oraz sa
zdolne do zdominowania mikrobioty natywnej w srodowisku zywnosci [EFSA 2011].

Wsrod enzymoéw odpowiedzialnych za degradacje BAs w zywnos$ci nalezy wymienié
MAO i DAO oraz wielomiedziowe oksydazy (MCO, z ang. multicopper oxidase).
Podobnie jak zdolno$¢ do produkcji BAs, potencjal do ich degradowania jest cecha
charakterystyczng dla poszczegdlnych szczepow drobnoustrojow [Li i Lu 2020]. Ponadto,
niektore mikroorganizmy sg zdolne zaréwno do produkcji jak i degradacji BAs [Li i wsp.

2018, Tittarelli 1 wsp. 2019]. Obecnos$¢ gendéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za
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degradacje BAs potwierdzono natomiast w genomach wielu szczepéw LAB
wyizolowanych z fermentowanych produktéow spozywczych [Li i wsp. 2018, Li i wsp.

2021].

2.5.3. Zastosowanie roslinnych dodatkow

Wykazano, ze dodatek zidl, przypraw, ekstraktow roslinnych, olejkéw eterycznych (EOs,
z ang. essential oils) lub pojedynczych substancji, takich jak enzymy czy antyoksydanty
pochodzenia roslinnego stanowi jedna z obiecujacych metod redukcji zawarto$ci BAs
w zywnosci. Skuteczno$¢ wymienionych dodatkow wynika gltéwnie z ich wlasciwosci
antymikrobiologicznych, a podstawowym mechanizmem dziatania jest uszkadzanie blony
cytoplazmatycznej mikroorganizméw [Alvarez—Martinez i wsp. 2021]. Pozostate
mechanizmy obejmuja uszkadzanie DNA, hamowanie syntezy kwaséw nukleinowych
iprotein, uszkadzanie $ciany komorkowej w wyniku oddzialywan z biatkami
znajdujacymi si¢ na jej powierzchni, interakcje z biatkami wewnatrzkomorkowymi,
uszczuplanie komorkowych zasobéw ATP oraz zaburzanie aktywnos$ci quorum sensing
[Rys 3, P4]. W doswiadczeniach modelowych udowodniono, ze zastosowanie EOs
z m.in. rozmarynu, bazylii, tymianku, czosnku, gozdzikéw, szatwii, imbiru i pomaranczy
ogranicza wzrost mikroorganizmoéw i przyczynia si¢ do wydluzenia przydatnosci do
spozycia szybko psujacych si¢ ryb i owocow morza [Hassoun i Coban 2017]. Sktadniki
bioaktywne obecne w dodatkach pochodzenia roslinnego moga réwniez wplywaé
hamujaco na aktywno$¢ produkowanych przez mikroorganizmy dekarboksylaz.
Wykazano, ze kwasy fenolowe stosowane w stezeniach, ktére nie wplywaja na wzrost
bakterii, moga hamowa¢ produkcje histaminy, tyraminy, putrescyny i kadaweryny przez
Enterobacter aerogenes. Sposrod pieciu badanych zwiazkéw (kwasy: chlorogenowy,
galusowy, szikimowy, protokatechowy oraz katechina) katechina byla najskuteczniejsza
w ograniczaniu produkcji BAs [Zhang i wsp. 2018]. Rodriguez-Caso i wsp. (2003) opisali
hamujacy wptyw (-)-3-galusanu epigallokatechiny z zielonej herbaty na dekarboksylaze
histydyny. Zaproponowany mechanizm przypuszczalnie polegat na modyfikacji struktury
i aktywnosci holoenzymu [Rodriguez—Caso i wsp. 2003]. Pomimo Ze eksperyment
przeprowadzono na enzymach ssakéw, mozna przypuszczaé, ze podobne efekty moga
wystapi¢ w komodrkach bakteryjnych.

Poza zapewnieniem bezpieczenstwa zywnosci zastosowanie dodatkéw pochodzenia
roslinnego moze skutkowaé szeregiem dodatkowych korzysci, takich jak wzbogacenie

produktu o prozdrowotne skladniki oraz nadanie atrakcyjnych cech sensorycznych.
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Dodatkowo, roslinne substancje bioaktywne przeznaczone do stosowania w zywnosci
moga by¢ pozyskiwane z odpadow pochodzacych z roznych galezi przemystu. Szacuje
si¢, ze produkty roslinne stanowia ok. 87% strat i odpadéw w catlym tancuchu dostaw
zywnosci [World Resources Institute 2019], a zwiazane z tym koszty si¢gaja ok. 940
miliardow USD rocznie. Oprocz strat finansowych, niewykorzystanie wyprodukowanych
doébr przyczynia si¢ do daremnego zuzycia nawozéw, wody, a takze emisji gazéw
cieplarnianych, co nie pozostaje obojetne dla srodowiska naturalnego [FLW 2016, Ueda
iwsp. 2022]. Aktualnie, racjonalne zarzadzanie produktami ubocznymi i odpadami
przemyslowymi stanowi jedno z najwazniejszych wyzwan sektora rolno -
zywnosciowego [Esparza i wsp. 2020]. Rézne czesci roslin, rdwniez te uznawane za
odpady, sg zrédlem cennych substancji. Zwigzki polifenolowe, kwasy organiczne,
btonnik, karotenoidy, witaminy czy enzymy w nich obecne, mogg by¢ zastosowane do
wzbogacenia zywnosci [Baiano 2014, Chamorro 2022], w tym modyfikacji mikrobioty
produktow fermentowanych. Powyzsze moze mie¢ pozytywny wymiar ekonomiczny
i srodowiskowy wynikajacy z lepszego wykorzystania istniejacych zasobow oraz
ograniczenia marnotrawienia zywnosci. Skutecznos¢ w ograniczaniu stezenia BAs zalezy
glownie od rodzaju, dawki i sktadu chemicznego dodatku, rodzaju matrycy
zywno$ciowej, charakterystyki i profilu obecnych w niej mikroorganizméw oraz
zastosowanych warunkow fermentacji i przechowywania [Es’haghi Gorji i wsp. 2014,
Majcherczyk i Surdwka 2019, Swider i wsp. 2023]. Istotne jest rowniez, na ktorym etapie
produkcji nastepuje fortyfikacja [Lee i wsp. 2018, Shukla i wsp. 2019]. Zastosowanie
EOs w formie mikrokapsutek efektywniej ograniczyto produkcje BAs w wedzonych
kietbasach z koniny w poréownaniu do bezposredniego dodatku EOs do farszu. Wskazuje
to, ze forma aplikacji moze by¢ kolejnym kluczowym czynnikiem determinujacym
skuteczno$¢ tych metod [Yu i wsp. 2021, Li i wsp. 2023]. Zaobserwowano réwniez
synergistyczny efekt dziatania ekstraktow roslinnych w polaczeniu z kulturami
starterowymi [Lu i wsp. 2015]. Aplikacje roslinnych dodatkéw w celu redukcji
zawartosci BAs z sukcesem przeprowadzono zaréwno w fermentowanych produktach
pochodzenia roslinnego, jak i zwierzecego, przy czym najwicksza liczba dostepnych
wynikéw badan dotyczy fermentowanych produktéw miesnych [Swider i wsp. 2023].
Powstaly nieliczne prace opisujace wplyw roslinnych dodatkow na zawarto$¢ BAs
w fermentowanych produktach rybnych [Mah i wsp. 2009, Zhou i wsp. 2016, Kuley
iwsp. 2018, Xu i wsp. 2022] oraz mlecznych [Es’haghi Gorji i wsp. 2014, Mozuriene

iwsp. 2016, Raoofi i wsp. 2023]. Badania przeprowadzone w ro$linnych matrycach
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zywnosciowych uwzglednialy przede wszystkim produkty na bazie soi [Oh i wsp. 2012,
Lee i wsp. 2018, Shukla i wsp. 2018, Bahuguna i wsp. 2019, Shukla i wsp. 2019, Mannaa
i wsp. 2020, Zhou i wsp. 2023]. Dotychczas opisano rowniez wyniki modelowych
dos$wiadczen przeprowadzonych na produktach zbozowych [Erol i Ozdestan Ocak 2020,
Hernandez—Macias i wsp. 2022]. Przyktadowo, zastosowanie ekstraktu z pestek winogron
spowodowato redukcje zawartosci putrescyny (o 90%), kadaweryny (do wartosci ponizej
granicy wykrywalnosci) oraz sumy BAs (o 83%) w fermentowanym produkcie
zbozowym Tarhana [Akan i Ocak 2019]. Aplikacje roslinnych dodatkéw w celu
ograniczenia produkcji BAs w fermentowanych warzywach opisano m.in. dla kimchi
i kiszonej kapusty. Sposréd testowanych dodatkéw (biala rzodkiew, sproszkowana
czerwona papryka, czosnek, imbir, czosnek dety, kleik ryzowy) najwigksza redukcje BAs
w kimchi spowodowala fortyfikacja sproszkowana czerwona papryka (2544 %) [Kim
i wsp. 2022], podczas gdy wptyw dodatku cebuli lub kminku byt zalezny od temperatury
oraz czasu fermentacji i przechowywania kiszonej kapusty [Majcherczyk i Suréwka

2019].
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3. HIPOTEZY, CEL I ZAKRES PRACY
Dane literaturowe wskazuja, ze z uwagi na powszechng obecnos¢ amin biogennych (BAs)
W zywnosci mogg one stanowié istotne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci.
Dostepne dane dotyczace wystepowania BAs w zywnosci fermentowanej pochodzenia
roslinnego sg niewystarczajace do oszacowania ryzyka zdrowotnego dla konsumentow.
Niemniej, biorac pod uwage, ze stgzenia BAs moga rézni¢ si¢ znacznie migdzy
fermentowanymi produktami spozywczymi tego samego typu, Kkonieczne jest
opracowanie  skutecznych metod produkcji, dystrybucji 1 przechowywania
poszczegolnych produktéw zapewniajacych kontrole obecnosci tych substancji
w zywnosci i diecie. Dane literaturowe wskazuja, ze sklad i charakterystyka
mikroorganizmow obecnych w produkcie mogg by¢ kluczowymi elementami, ktore
determinujg ilo$¢ i rodzaj produkowanych BAs. Zastosowanie czynnikéw wplywajacych
na mikrobiote produktu moze zatem posrednio przyczynié¢ si¢ do redukcji zawartosci BAs

w zywnosci fermentowane;j.
Uwzgledniajac powyzsze zalozenia postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

H1. Fermentowane produkty warzywne cechuja sie¢ wysoka zawartoscig amin biogennych
a ich spozycie stanowi ryzyko wystapienia niepozadanych efektow zdrowotnych.

H2. Modyfikacja warunkéw fermentacji (temperatury oraz dodatku NaCl) wpltywa na
mikrobiote zywnosci i zawarto§¢ amin biogennych w fermentowanych produktach
warzywnych.

H3. Zastosowanie bakterii kwasu mlekowego nieposiadajacych zdolnosci do produkcji
amin biogennych jako kultury starterowej do fermentacji warzyw obniza zawartosci tych

zwigzkoéw oraz zmienia mikrobiote produktu.
Celem pracy byly:

i) ocena ryzyka zdrowotnego zwigzanego z wystepowaniem amin biogennych
w fermentowanej zywnosci,

ii) analiza mozliwosci ograniczenia formowania amin biogennych w fermentowanych
warzywach przez modyfikacje warunkow fermentacji,

iii) okreslenie mozliwosci wykorzystania odpowiednich kultur starterowych do

ograniczania obecno$ci amin biogennych w zywnosci fermentowane;j.

Zakres pracy obejmowal:
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Opracowanie metody analitycznej oznaczania amin biogennych 1 wolnych
aminokwaséw w zywnosci. [P1]

Przeprowadzenie badan nad wystgpowaniem amin biogennych w fermentowanych
warzywach dostepnych na krajowym rynku, na potrzeby oceny ryzyka zdrowotnego.
[P1]

Opracowanie indeksu amin biogennych dla fermentowanych warzyw, pozwalajacego
oszacowaé ryzyko wystgpienia niepozadanych objawow po spozyciu. [P1]

Zbadanie wptywu wybranych parametrow technologicznych na zawarto$¢ wolnych
aminokwaséw i amin biogennych w uktadach modelowych w warunkach fermentacji
spontaniczne;j. [P2]

Zbadanie zdolnosci wybranych bakterii kwasu mlekowego w oparciu o dostepne
zasoby mikrobiologiczne do dekarboksylacji aminokwasow. [P3]

Przeprowadzenie pilotazowych fermentacji z zastosowaniem wytypowanych bakterii
kwasu mlekowego w celu oceny ich wpltywu na zawarto$¢ wolnych aminokwasow
i amin biogennych w modelowym produkcie. [P3]

Okreslenie wplywu wybranych wariantéw parametréw technologicznych oraz kultur
starterowych na profil bakterii w fermentowanych produktach warzywnych. [P2, P3]
Przeglad dostgpnych danych literaturowych odno$nie zastosowania roslinnych
dodatkéw do zywnosci fermentowanej w celu zredukowania zawarto$ci amin

biogennych. [P4]



4. MATERIAL I METODY BADAN

4.1. Material badany

Na potrzeby realizacji badan opisanych w [P1] przeanalizowano 85 probek
fermentowanych produktéow warzywnych zakupionych na polskim rynku detalicznym.
Wsréd badanych produktow znalazty sie fermentowane: ogorki, kapusta biata, kapusta
czerwona, brukselki, brokut, kalafior, papryka, oliwki, burak, rzodkiewka, biata rzepa,
topinambur, marchew, pomidor, dynia, czosnek, seler, pieczarki oraz kimchi.

Materiat wykorzystany do przeprowadzenia do§wiadczen modelowych opisanych w [P2
i P3] stanowily ogérki siewne (Cucumis sativus L.) odmiany Mirabelle, ktére zostaty
zakupione na Warszawskim Rolno—Spozywczym Rynku Hurtowym Bronisze S.A.
Szczepy bakterii — Lacticaseibacillus casei KKP 3272 1 Pediococcus pentosaceus KKP
3273 — pochodzily z zasobow Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych IBPRS—

PIB i zostaly wyizolowane odpowiednio z buraka i pomidora [P3].

4.2. Metody badan
4.2.1. Czes¢ technologiczna

Fermentacja spontaniczna

Ogorki umyto, rozdrobniono i przeniesiono do sterylnych szklanych stoikow. Nastepnie
dodano przygotowana wczesniej zalewe zawierajacg chlorek sodu. Fermentacje
spontaniczng przeprowadzono w szesciu roznych wariantach. Zastosowano trzy stezenia
NaCl - 0,5; 1,5 Iub 5,0% — oraz dwie temperatury fermentacji i przechowywania — 11=£1
lub 23+1°C. Probki pobierano co 48 h w pierwszych 240 h fermentacji oraz po 4 i 6
miesigcach przechowywania w celu wykonania pomiaru pH, przeprowadzenia analiz
mikrobiologicznych oraz zawartosci BAs i FAAs. Dodatkowo w produkcie koncowym
wykonano oznaczenie zawarto$ci kwasoéw organicznych oraz podjeto probe
scharakteryzowania metabolomu otrzymanych produktéw. Analizy prowadzono w trzech

niezaleznych powtdrzeniach.

Fermentacja z kulturami starterowymi

Po umyciu i rozdrobnieniu ogérki przeniesiono do sterylnych szklanych stoikéw i dodano
zalewe zawierajaca NaCl (koncowe stezenie NaCl w produkcie wynosito 2,5%) oraz
kultury starterowe. Przygotowano siedem réznych wariantéw produktu. Zastosowano trzy

wielkosci inokulum — 104, 10% oraz 107 jtk-mL-!' — dla kazdego z dwoch szczepdw bakterii
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LAB. Probe odniesienia (kontrola) stanowily probki fermentowane spontanicznie.
Produkty przechowywano wstepnie w temperaturze 23+1°C przez 1 tydzien. Nastepnie
przechowywano do 6 miesiecy w temperaturze 11+1°C. Probki do analizy pH oraz
zawartosci BAs i FAAs pobierano po 1, 2, 4 i 6 miesigcach. Dodatkowo w produkcie
koncowym  wykonano oznaczenie zawartosci kwasow  organicznych oraz
scharakteryzowano profil bakterii (NGS). Doswiadczenia prowadzono w 3 powtdrzeniach
biologicznych prébek fermentowanych z kulturami starterowymi oraz w 5 powtorzeniach
biologicznych prébek kontrolnych (fermentowanych spontanicznie) w kazdym punkcie

czasowym.

4.2.2. Analiza chromatograficzna i spektrometria mas

Zawarto$¢ amin biogennych i wolnych aminokwaséw

Analizg zawartosci BAs (histaminy, tyraminy, putrescyny, kadaweryny, sperminy,
spermidyny, agmatyny, 2—fenyloetyloaminy i tryptaminy) i FAAs (histydyny, tyrozyny,
ornityny, glutaminy, argininy, lizyny, fenyloalaniny i tryptofanu) wykonano technika
chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS) przy uzyciu ultra—
wysokosprawnego chromatografu cieczowego sprzezonego z wysokorozdzielczym
spektrometrem mas z analizg czasu przelotu (Acquity H-class UHPLC — LCQ Premiere
XE ToF-HRMS, Waters, Milford, MA, USA) [P1, P2] lub analizatorem typu Orbitrap
(UHPLC — HRMS Q Exactive Orbitrap Focus MS, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) [P3]. Rozdzial prowadzono na kolumnie Cortecs C18 100 mm x 2,1 mm X
1,6 um (Waters, Milford, MA, USA). Opracowano metode analitycznga a nastepnie
poddano ja walidacji. Szczegdlowe parametry metody przedstawiono w publikacji 1 [P1].
Przygotowanie prébek do analizy chromatograficznej obejmowato m.in. etapy
homogenizacji, ekstrakcji oraz derywatyzacji. Wyniki analizowano przy uzyciu
oprogramowania MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MA, USA) [P1, P2] lub Xcalibur
4.2.47 (Thermo Fisher Scientific, Austin, TX, USA) [P3].

Oznaczenie zawartosci kwaséw organicznych

Oznaczenie zawartosci kwasow mlekowego 1 octowego wykonano technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem UV (HPLC-UV, Shimadzu,
Kyoto, Japonia). Rozdzial prowadzono na kolumnie Hi-Plex H 300 mm X 7,7 mm
z przedkolumng Hi-Plex H 50 mm x 7,7 mm (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA).
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Analiza bakteryjnych metabolitOw

Do oceny metabolomu wykorzystano chromatogramy oraz wysokorozdzielcze widma
masowe zarejestrowane za pomocg chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig
mas (UHPLC — HRMS Q Exactive Orbitrap Focus MS, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Dane chromatograficzne i spektroskopowe analizowano za pomocg
oprogramowanie Compound Discoverer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Identyfikacje potencjalnych metabolitéw prowadzono w oparciu o zasoby dostepnych baz

danych — ChemSpider, mzCloud oraz KEGG.

4.2.3. Analiza mikrobiologiczna

Liczba bakterii i grzybow

W celu oszacowania liczby LAB, Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., E. coli,
Pseudomonas spp. oraz grzyboéw wykonano posiewy wykorzystujac odpowiednio
nastepujace podloza agarowe: MRS, VRBD, Enterococcosel, CHROMagar ECC,
ChromAgar Pseudomonas oraz YPG. Plytki z mikroorganizmami inkubowano w 37°C
przez 48 h (LAB i Enterococcus spp.) lub 24 h (Enterobacteriaceae i E. coli), lub w 28°C
przez 48 h (Pseudomonas spp.) lub 72 h (drozdze i plesnie).

Profil bakterii

W celu scharakteryzowania profilu bakterii obecnych w produkcie wyizolowano materiat
genetyczny przy uzyciu zestawu do izolacji Genomic Mini AX Food Kit (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska) [P2] lub DNeasy Power—Food Microbial Kit (Qiagen,
GmbH, Hilden, Niemcy) [P3]. Jakos¢ wuzyskanego materialu zostala oceniona
z wykorzystaniem spektorfotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Pomiar ilosciowy wykonano przy pomocy fluorometru Qubit 4.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Amplifikacje regionu V3—V4 bakteryjnego genu 16S
rDNA, sekwencjonowanie amplikonéw przy uzyciu platformy [llumina MiSeq (Illumina,
San Diego, CA, USA) oraz analiz¢ bioinformatyczng otrzymanych wynikow
przeprowadzono w Genomed S.A. [P2] lub Pracowni Biotechnologii i Inzynierii

Molekularnej ZM IBPRS-PIB [P3].

Identyfikacja kultur starterowych

Przynaleznos¢ gatunkowa bakterii wykorzystanych jako kultury starterowe [P3] zostata

zweryfikowana metodami biologii molekularnej — sekwencjonowanie fragmentu 16S
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rDNA. W tym celu wyizolowano material genetyczny z hodowli bakteryjnych przy
uzyciu zestawu do izolacji DNeasy Power—Food Microbial Kit (Qiagen, GmbH, Hilden,
Niemcy) oraz amplifikowano w reakcji PCR ze specyficznymi starterami. Wykonanie
sekwencjonowania zostalo wykonane przez Genomed S.A. a otrzymane sekwencje
zdeponowano w bazie GenBank pod numerami akcesyjnymi MT994696 (L. casei KKP
3272) oraz MT994747 (P. pentosaceus KKP 3273).

Obecnosé gendw odpowiedzialnych za produkcje BAs

Materiat genetyczny wyizolowany z badanych szczepéw (DNeasy Power—Food Microbial
Kit, Qiagen) poddano amplifikacji ze starterami specyficznymi dla wybranych genow
kodujacych dekarboksylazy (hdcA, cadA, tyrdc, odc) oraz deiminazy agmatyny (agdA)
dostarczonymi przez Genomed S.A. Produkty reakcji PCR rozdzielono na zelu
agarozowym w procesie elektroforezy i zwizualizowano pod wptywem promieniowania
UV (Gel Doc 1000, Bio—Rad). Jako barwnika uzyto SimplySafe™ (EURx Ltd., Gdansk,
Polska).

4.2.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu oprogramowania RStudio [P1], R 3.5.0 (R—
Tools Technology, Richmond Hill, Kanada) [P3] lub Statistica 13.0 (StatSoft, Krakow,
Polska) [P2, P3]. Do oceny istotnosci roézni¢ pomiedzy wynikami wykorzystano
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) i test Tukey’a na poziomie ufnosci 95%

oraz analize gtéwnych sktadowych (PCA, z ang. principal component analysis).
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5. OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

5.1. Opracowanie i walidacja metody analitycznej oznaczania BAs i FAAs w
zywnosSci.

Na potrzeby realizacji badan i wykonanie oznaczen zawartosci BAs i FAAs w badanych
probkach zdecydowano si¢ na wykorzystanie techniki chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas. Z uwagi na niskie masy czgsteczkowe oraz polarnosé¢
badanych substancji, ograniczone mozliwosci wykorzystania modyfikatorow w fazie
ruchomej z uwagi na zastosowanie spektrometru mas jako detektora, zdecydowano si¢ na
przeprowadzenia badanych zwigzkéw w odpowiednie pochodne. Dobdr sposobu
upochadniania uwzglednial przede wszystkim poprawe retencji badanych zwigzkdéw
w klasycznych uktadach chromatograficznych z faza odwrdcona. Po zoptymalizowaniu
parametrow procesu izolacji badanych substancji, przeprowadzania ich w pochodne oraz
rozdzialu chromatograficznego dokonano optymalizacji parametrow pracy spektrometru
mas. Prace ukierunkowane byly na uzyskanie najwyzszej czulosci, odpowiedniej
powtarzalno$¢ pomiard6w 1 ograniczenie szybkosci zanieczyszczania zrodla jondéw. Po
okresleniu warunkoéw pracy, przeprowadzono proces walidacji metody. Jako matryce na
potrzeby walidacji zastosowano mieszanke fermentowanych warzyw. Do oceny
parametrow statystycznych metody postuzono si¢ wartosciami odzysku z probek
fortyfikowanych laboratoryjnie oraz powtarzalnoscig wartosci odzysku.

Dla wigkszosci analizowanych substancji poziom odzysku miescit si¢ w granicach 80—
110 %. Szczegotowe wyniki walidacji zgromadzone sag w Tabelach 1 i1 2, w Publikacji 1
[Tabela 1, Tabela 2, P1]. Rozszerzona niepewnos$¢ pomiarow (K=2, 0=0,05) wynosita <
10% dla wszystkich badanych zwigzkéw. Opracowana metoda analityczna

charakteryzowala si¢ wysoka precyzja i doktadnoscia.

5.2. Wystepowanie BAs w fermentowanych produktach warzywnych
W celu weryfikacji hipotezy 1 [H1] przeprowadzono analiz¢ zawartosci BAs i ich
prekursorow — FAAs w fermentowanych produktach warzywnych dostepnych na polskim
rynku detalicznym oraz oszacowano ryzyko wystapienia niepozadanych objawéw po
spozyciu tych produktow. Najnizszg s$rednig zawartoscig sumy analizowanych BAs
charakteryzowaly sie fermentowane oliwki (30 + 16 mg-kg!), podczas gdy najwyzsze
stezenie oznaczono w fermentowanych brukselkach (612 + 359 mg-kg™") [Tabela 3, P1].
Aminami wystepujacymi w fermentowanych warzywach w najwyzszych stezeniach byty

putrescyna, tyramina, kadaweryna i histamina. Zawarto$¢ wymienionych zwigzkéw

41



stanowita $rednio 88% sumy 9 analizowanych BAs [Rys 2, P1]. Podobne rezultaty
uzyskali Jastrzebska i wsp. (2023). Sumaryczny udziat putrescyny, tyraminy, kadaweryny
i histaminy w catkowitej zawartosci 8 analizowanych BAs w sokach z fermentowanych
warzyw stanowil srednio 88%. Zawartosci BAs byty nizsze od uzyskanych w badaniach
opisanych w Publikacji 1 [P1]. Najwyzsza sumg 8 analizowanych BAs charakteryzowat
sie sok z fermentowanych ogorkéw (117 mg-L"). Najnizsza sume badanych zwigzkow
oznaczono w soku z fermentowanych pomidoréw (6,4 mg-L!) [Jastrzebska i wsp. 2023].
Jak wskazano w przegladzie pismiennictwa, dostgpnos$¢ danych literaturowych w zakresie
wystepowania BAs w fermentowanych warzywach jest ograniczona a zawarto$ci BAs
r6znig si¢ znacznie migdzy produktami tego samego typu.

7, przeprowadzonej analizy produktéw pochodzacych z krajowego rynku wynika, ze
najwyzsza zawartoscia sumy 8 analizowanych FAAs charakteryzowal si¢ fermentowany
czosnek, jednakze réwnoczesnie cechowala go stosunkowo niewielka zawarto$¢ sumy
BAs oraz BAI. Zjawisko to mozna thumaczy¢ obecnoscia w czosnku allicyny, substancji
wykazujacej aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, ktora dzialajac hamujgaco na rozwdj
mikroorganizméw w konsekwencji ogranicza produkcje BAs. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci czosnek stanowi przedmiot zainteresowania wielu badaczy, a dostgpne dane
potwierdzaja, ze dodatek czosnku lub ekstraktu z czosnku moze redukowaé formowanie
BAs [Mah i wsp. 2009, Zhou i wsp. 2016, Bahuguna i wsp. 2019, Shukla i wsp. 2019,
Kim i wsp. 2022].

5.3. Oszacowanie ryzyka wynikajgcego ze spozycia fermentowanych produktow
warzywnych dostepnych na polskim rynku

Jak wskazano w informacjach wstepnych, zarowno krajowe jak i wspdlnotowe prawo
zywnosciowe nie precyzuje limitow zawartosci BAs w fermentowanych warzywach.
Ryzyko wystapienia objawow intoksykacji jest specyficzne dla jednostki, co skutkuje
trudnosciami w ustaleniu NOAEL. Stad tez na potrzeby oceny ryzyka zdrowotnego
zwigzanego z wystepowaniem amin biogennych w fermentowanej zywnosci opracowano
Indeks Amin Biogennych (BAI, z ang. Biogenic Amine Index) dla fermentowanych
warzyw. Zaproponowany po raz pierwszy w 1977 roku BAI [Mietz i Karmas 1977] byt
dotychczas stosowany do oceny jakosci (w tym mikrobiologicznej) i/lub $wiezosci
produktow miesnych [Hernandez-Jover i wsp. 1996, Fraqueza i wsp. 2012, Cheng i wsp.
2016] oraz ryb i owocéw morza [ Yamanaka i wsp. 1989, Veciana—Nogués i wsp. 1997,

Baixas—Nogueras i wsp. 2005]. W zywnosci fermentowanej aktywnos¢
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mikroorganizméw stanowi istote¢ procesu produkcji, a przeznaczeniem produktu jest
dhugotrwale przechowywanie, stad zastosowanie BAI w jego klasycznym rozumieniu
byloby czesciowo bezzasadne. Zaproponowany w Publikacji 1 [P1] BAI umozliwit
klasyfikacje produktow do jednej z czterech grup ryzyka wystapienia niepozadanych
objawow po spozyciu zywnosci zawierajacej BAs. Kategorie produktéw okreslono jako
niskie, srednie, wysokie i bardzo wysokie ryzyko [Tabela 4, P1]. Na potrzeby modelu
przyjeto nastepujace zatozenia i) histamina i tyramina sg najbardziej toksycznymi BAs
wystepujacymi w zywnosci, ii) putrescyna i kadaweryna mogg wzmacnia¢ ich dziatanie
oraz iii) wymienione 4 BAs wystepuja w zywnosci w najwiekszych ilosciach [P1].
W konsekwencji do opisu ryzyka zdrowotnego zaproponowano sumg¢ zawartosci
histaminy, tyraminy, putrescyny i kadaweryny wyrazonych w mg-kg™!, co opisano
rownaniem indeksu BAI. Czynniki takie jak i) dawki histaminy i tyraminy
zaproponowane przez EFSA jako NOAEL dla os6b zdrowych oraz szczegoélnie
wrazliwych, ii) niewystarczajagce dane odnosnie bezpiecznych dawek putrescyny
i kadaweryny oraz zatru¢ wywolanych spozyciem fermentowanych warzyw, a takze iii)
wyniki przeprowadzonej analizy zawartosci BAs w fermentowanych produktach
warzywnych zostaly uwzglednione podczas opracowywania sposobu interpretacji
wynikow [P1]. Opisane w literaturze modele BAI zaproponowane przez réznych badaczy
wraz ze wskazaniem ich zastosowania zaprezentowano w Tabeli 2.

Produkty fermentowane przygotowane na bazie szesciu sposrdd 19 badanych
gatunkéw/odmian warzyw charakteryzowaly sie wartoscia BAI >300 i zostaly
zaklasyfikowane do grupy o wysokim ryzyku wystapienia niepozadanych efektow po
spozyciu nawet u osob zdrowych. Wiekszos¢ przedstawicieli tej grupy stanowily
produkty przygotowane z warzyw nalezgcych do rodziny kapustowatych (Brassicaceae
Burnett), takie jak fermentowana brukselka, brokul, kapusta czy kimchi. Wystepowanie
duzych ilosci BAs w produktach wytworzonych z tych roslin mozna thumaczy¢
stosunkowo wysoka w nich zawartoscia FAAs — prekursorow BAs. Powyzsze
potwierdzajg doniesienia innych autoréw [Lisiewska i wsp. 2009, Park i wsp. 2014].
W sokach z fermentowanych warzyw nalezacych do rodziny kapustowatych catkowita
zawarto$¢ BAs miescila si¢ w granicach od 27 mg-L! (brokul) do 88 mg-L"!' (kalafior)
[Jastrzebska i wsp. 2023].
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Tabela 2. Zastosowanie Indeksu Amin Biogennych do oceny wybranych produktow
spozywczych. Opracowano na podstawie Swider i wsp. (2021).

Matryca zywnosciowa Rownanie Zastosowanie Zrodio
Puszkowany tuficzyk (HIS +KAD + PUT) /(1 + SPD + SPM) Oszacowanie jakosci Mietz | Barmas
. Lo TR Wortberg i
Migso drobiowe HIS + TYR + PUT + KAD Oszacowanie §wiezo$ci i jakosci Woller 1982
Yamanaka,
Katamarnica zwyczajna AGM lub AGM + KAD Oszacowanie jakosci Shiomi i Kikuchi
1987
. . Yamanaka,
Migso ryb z rodziny KAD Oszacowanie jakosci Shiomi i Kikuchi
lososiowatych 1989
Gotowana peklowana topatka HIS + TYR + PUT + KAD Oszacowanie $wiezosci H;rnandez-Jover
wieprzowa i wsp., 1996
Veciana-Nogués,
Tuticzyk HIS + TYR + PUT + KAD Oszacowanie jakosci Marinc-Font |
Vidal-Carou
1997
Migso dTOblOWC i przetwory z SPD/ SPM Oszacowanie jakosci Silva i Gléria
miesa drobiowego 2002

Morszczuk $rodziemnomorski

HIS + TYR + PUT + KAD

Oszacowanie $wiezosci i/lub
zanieczyszczenia
mikrobiologicznego

Baixas-Nogueras
i wsp., 2005

Migso indycze pakowane w

Fraqueza, Alfaia

atmosferze ochronnej PUT+KAD+TYR Oszacowanie Swiczosci i Barreto 2012
Wieprzowina HIS + TYR + PUT + KAD Oszacowanie $wiezosci i jakosci Cheng, Sun i
Cheng 2016
Oszacowanie ryzyka wystapienia Swider i ws
Fermentowane warzywa HIS + TYR + PUT + KAD niepozadanych objawow po 2020 p-»
spozyciu
Sufu — fermentowany produkt (PUT + KAD + HIS) / (PUT + KAD + ST ..
sojowy HIS + TYR +TRP + PHE) Oszacowanie jakosci Shi i wsp., 2021
Objasnienia:

HIS — histamina; KAD — kadaweryna; PUT — putrescyna; SPD — spermidyna; SPM — spermina; TYR — tyramina; TRP
— tryptamina; PHE — fenyloetyloamina; AGM — agmatyna.

Wedlug danych prezentowanych przez innych autoréw stezenia poszczegolnych BAs w
probkach fermentowanej kapusty siegaly nawet do ponad 950 mg-kg™!' [Kala¢ i wsp. 2000,
Penas i wsp. 2010, Dabadé i wsp. 2021], a maksymalne zawartosci histaminy i
kadaweryny w kimchi wynosity odpowiednio 5350 i 1550 mg-kg™! [Park i wsp. 2019].
Powyzsze przyktady dowodza, ze fermentacja jest ztozonym procesem a sktad chemiczny
wytwarzanych z udziatem tego procesu produktow jest zalezny od wielu czynnikow. Stad
tez konieczne jest opracowanie efektywnych procedur zapewniajacych wytworzenie
produktoéw bezpiecznych dla konsumentdéw i o mozliwie najwyzszej jakosci zywieniowe;.
Relatywnie niewielkie stezenie FAAs oraz stosunkowo wysoka zawartos¢ BAs
w fermentowanych ogodrkach, klasyfikujaca ten produkt w grupie o wysokim ryzyku
wystapienia niepozadanych objawow po spozyciu, $wiadczg o efektywnej konwers;ji
prekursordw przez obecng w ogoérkach mikrobiote. Dane zgromadzone w ramach badan
opisanych w Publikacjach 2 i 3 [P2 i P3] oraz prezentowane przez innych autorow
[Moore i wsp. 2022] potwierdzaja wysoka zawarto$¢ prekursorow BAs w surowych
ogorkach, wsréd ktérych w zmiennych proporcjach dominuja glutamina i1 arginina

(maksymalnie odpowiednio 2 267 i 579 mg-kg™"). Ponadto, w badaniu Jastrzebskiej i wsp.
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(2023) sok z fermentowanych ogorkow charakteryzowat si¢ najwyzszym stezeniem sumy
analizowanych BAs (117 mg-L!) sposrod badanych sokow z fermentowanych warzyw
(biatej lub czerwonej kapusty, ogérkow, pomidorow, kalafiora, selera naciowego, lisci
selera naciowego, brokutéow i burakow). Putrescyna i tryptamina wystepowaly w tym
produkcie w najwiekszych stezeniach (odpowiednio 56 i 36 mg-L!, co stanowi
odpowiednio 48 1 31 % sumy BAs).

W oparciu o zaproponowany BAI na podstawie wynikéw badan przedstawionych
w Publikacji 1 [P1] sklasyfikowano pozostale grupy produktow. Srednie ryzyko
wystgpienia niepozadanych objawdw dotyczyto spozycia fermentowanych kalafiora, dyni
lub selera, natomiast niskie ryzyko wskazano dla pozostalych 10 produktow
(fermentowane marchew, rzodkiewka, czosnek, pomidory, buraki, pieczarki, biala rzepa,

topinambur, papryka i oliwki).

5.4. Zastosowanie modyfikacji wybranych parametréw produkeji i
przechowywania w modelowym produkcie w warunkach fermentacji
spontanicznej

Jednym z kluczowych czynnikéw determinujgcych wzrost i aktywnos$¢ mikroorganizmow
sa warunki srodowiska zywnosci. Wsrod najwazniejszych czynnikow nalezy wskazad
temperature oraz stezenie NaCl [Hamad 2012]. Analiza wplywu warunkéw fermentacji
i przechowywania zywnosci na profil bakterii oraz zawartos¢ BAs i FAAs stanowila
przedmiot badan majacych na celu weryfikacje hipotezy 2 [H2], opisanych w Publikacji 2
[P2]. Na potrzeby badan wykorzystano uktad modelowy spontanicznie fermentowanych
ogorkow siewnych (Cucumis sativus L.).

Jako material modelowy zostal uzyty ogorek siewny (Cucumis sativus L.), poniewaz
w badaniach wstepnych wykazano, ze fermentowane ogorki charakteryzowaly sie jedna
z najwyzszych zawartosci BAs sposrdéd badanych warzyw. Brak jest kompleksowych
danych o wielkosci spozycia tego rodzaju produktéw przez polskich konsumentow.
Niemniej jest to produkt tradycyjnie spozywany w Polsce a powszechna dostepnosc
fermentowanych ogoérkow na krajowym rynku $wiadczy o szerokim zainteresowaniu
konsumentéw tym produktem. Produkcja ogdérka warzywnego w Polsce obejmuje
corocznie powierzchnie 5 — 6 ty$. ha co przy plonowaniu w zakresie 25 — 40 t przektada
si¢ na produkcje szacowang pomiedzy 125.000 a 240.000 ton. Jest to bardzo duza ilos¢

surowca o duzym znaczeniu gospodarczym [Internet 1, Internet 2].
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5.4.1. Wplyw zastosowanych warunkéw na mikrobiot¢ modelowego produktu

Wyniki uzyskane w oparciu o metody mikrobiologii klasycznej pokazaly, ze liczba
komorek LAB zwiekszylta si¢ w pierwszych 240 h fermentacji z poczatkowej wartosci log
(jtk-mL") wynoszacej ok. 2 do log (jtk-mL") wynoszacej okoto 7. Wykazano, ze po 144 h
badane warianty parametrow fermentacji nie roznily si¢ migdzy sobg w sposob istotny
statystycznie w zakresie stezenia komorek bakteryjnych [Tabela S2, P2]. Podobny wynik
uzyskali Stoll i wsp. (2020) po 2 tygodniach fermentacji spontanicznej ogdérkow
w solance zawierajacej dodatek chlorku sodu w zakresie 2,5 — 10 %. Liczba bakterii
zrodziny Enterobacteriaceae zmieniata si¢ dynamicznie w poczatkowych etapach
fermentacji. Po 240 h istotnie nizsza liczbg bakterii nalezacych do tej rodziny
charakteryzowaly sie probki fermentowane w temperaturze 23°C oraz w warunkach 11°C
/ 0,5% NaCl [Tabela S3, P2] w poréwnaniu do pozostatych wariantow. Wzrost grzybow
zostal calkowicie zahamowany po 96 lub 144 h procesu [Tabela S4, P2], co
prawdopodobnie wynikalo z wyczerpania dostgpnego tlenu. Liczba bakterii z rodzaju
Enterococcus spp. ulegla zwigkszeniu z wartosci log(jtk-mL") ~3 do log(jtk-mL-")
wynoszgcego ~ 6—7 w poczatkowych 240 h fermentacji. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic pomiedzy analizowanymi wariantami [Tabela S5, P2]. Po 6 miesigcach
przechowywania ponownie scharakteryzowano sktad bakterii obecnych w probkach
wykorzystujac do tego celu metody genetyczne [Rys 3, P2]. Wraz ze wzrostem steZzenia
NaCl zmniejszal si¢ udzial bakterii nalezacych do rodzaju Lactobacillus (wg starej
nomenklatury). Najbardziej odmienny i zréznicowany sklad bakterii reprezentowaly
probki zawierajace dodatek 5% NaCl. W ostatnim przypadku, w badanym materiale
przewazaly bakterie Gram—ujemne nalezace do rzedu Enterobacterales, takie jak
Enterobacter, Erwinia czy Pantoea, ktore sa mikroorganizmami uznawanymi za
niepozadane w procesie fermentacji zywnosci. Bakterie Enterobacter cloacae stanowia
prawdopodobnie najczestsza przyczyne zepsucia fermentowanych ogorkéw [Pérez—Diaz
i wsp. 2019]. Stoll i wsp. (2020) po 8 tygodniach fermentacji spontanicznej ogorkow,
stwierdzili, ze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae byly obecne jedynie w nielicznych
probkach fermentowanych z solankg zawierajacg 5% NaCl a ich liczba byta nie wicksza
niz log(jtk-mL"") wynoszacy 3. Dominujace rodzaje bakterii w wariantach z dodatkiem
solanki o stezeniu 2,5 Iub 5,0 % NaCl stanowily Lactobacillus spp., Pediococcus spp.
i Lactococcus spp. podczas gdy w probkach zawierajacych solanke o stezeniu 10% NaCl

najwiekszy procentowy udziatl reprezentowat rodzaj Pediococcus spp. Stosunkowo duzy
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udzial bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w probkach otrzymanych w wyniku
eksperymentu opisanego w Publikacji 2 [P2] (20 — 45 %) mogl by¢ wynikiem
poczatkowej kontaminacji uzytego surowca ta grupa bakterii. Przeprowadzone badania
wykazaly log(jtkmL") = 6,6, co jest wartoscig zdecydowanie wyzsza od podawanej
w pracach innych badaczy. Ponadto, na podstawie przeprowadzonych badan
obserwowano w materiale wyjsciowym relatywnie nizsza poczatkowa liczbe LAB

[Pérez—Diaz i wsp. 2019, Stoll i wsp. 2020].

5.4.2. Wplyw zastosowanych warunkow na BAs

Swieze ogorki charakteryzowaly sie niska zawartoscia BAs, wsrod ktorych dominowaty
putrescyna (6,9+3 mg-kg™") i spermidyna (14+1,4 mg-kg™!) [P2]. W badaniu Moret i wsp.
(2005) réwniez wykazano, ze powyzsze zwiazki wystepuja w najwickszych stgzeniach
(odpowiednio 29 i 10 mg-kg!). Zawarto$¢ sperminy w zastosowanym do badan surowcu
wynosita (2,6+0,22 mg-kg'!) a stezenia pozostaltych BAs byly nizsze od 1 mgkg!
(histamina, tyramina, kadaweryna) lub granicy wykrywalnosci (agmatyna, 2-—
fenyloetyloamina, tryptamina) [P2].

Istnieje niewiele doniesien literaturowych opisujacych wpltyw warunkow fermentacji
spontanicznej na zawartos¢ BAs w modelowych produktach spozywczych,
w szczegolnosci w  fermentowanych warzywach. W  eksperymencie opisanym
w Publikacji 2 [P2], na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze stezenia BAs
i FAAs w modelowych produktach zmienialy si¢ w czasie w sposob losowy, bez
istotnych korelacji i statystycznie istotnych réznic obserwowanych pomiedzy wariantami.
Jedynie probki w ktorych dodatek NaCl wynosit 0,5%, fermentowane i przechowywane
w 11°C, charakteryzowaly si¢ istotnie nizsza zawartoscig histaminy i wyzsza histydyny
niz w pozostalych wariantach. Zaobserwowana redukcja histaminy w jednym
z wariantow nie znalazta odzwierciedlenia w odmiennym profilu bakterii lub zawartosci
kwasow organicznych w produkcie koncowym. W skladzie dominowal rodzaj
Lactobacillus (54%) (wg starej nomenklatury), podobnie jak w wariantach 0,5 lub 1,5%
NaCl / 23°C (odpowiednio 62 i 63 %), a zawartos¢ kwasu mlekowego nie réznila si¢
statystycznie istotnie od wartosci zmierzonej w probkach fermentowanych w warunkach
0,5% NaCl / 23°C. Zawartosci BAs i FAAs roznily si¢ migdzy powtdrzeniami
biologicznymi — probkami fermentowanymi w tych samych warunkach, pobranymi
w jednym punkcie czasowym. Istotna zmiennos$¢ skladu chemicznego badanych

produktow wskazuje na istotne réznice w szybkosci rozwoju (i skladzie)
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mikroorganizméw pomimo zastosowania jednolitego i homogennego wyjsciowego
materialu. Na potrzeby wyjasnienia obserwowanych réznic konieczna jest szczegétowa
analiza mikrobioty tak fermentowanej zywnosci w czasie, uwzgledniajaca izolacje,
identyfikacje i charakterystyke pojedynczych mikroorganizméw. Niemniej, na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze modyfikacja temperatury i stezenia NaCl
w badanym zakresie, w procesie fermentacji spontanicznej jest niewystarczajaca do

uzyskania produktu wystandaryzowanego pod wzgledem zawartosci BAs.

5.4.3. pHi kwasy organiczne

Wartosci pH w produktach koncowych uzyskanych w warunkach modelowych miescity
sie w zakresie 3,4 — 3,7 [Tabela S1, P2], a wiec byly podobne do tych opisanych
w literaturze (3,2 — 3,6) dla tego typu produktow [Pérez—Diaz i wsp. 2014, Stoll i wsp.
2020]. Probki fermentowanych ogérkow uznane za zepsute charakteryzuja si¢ wartoscig
pH w granicach 3,7 — 4,4 [Franco i wsp. 2012], cho¢ niektorzy autorzy wskazuja, ze
cechy charakterystyczne dla zepsucia moga rozwinaé¢ si¢ w produkcie o pH wynoszacym
3,3 [Medina i wsp. 2016]. Stezenie kwasu mlekowego w probkach po 240 h fermentacji
bylo istotnie wyzsze dla wariantow fermentowanych w temperaturze 23°C niezaleznie od
stezenia NaCl, podczas gdy po 6 miesigcach przechowywania bylo tym wyzsze im
mniejszy dodatek NaCl, niezaleznie od zastosowanej temperatury [Tabela S26, P2].
Biorgc pod uwage powyzsze, w poczatkowych etapach fermentacji temperatura odgrywa
bardziej istotng role w aspekcie aktywnosci LAB w pordwnaniu do stezenia NaCl, ktore
jest kluczowe podczas dlugotrwatego przechowywania. Zawarto$¢ kwasu mlekowego
zwickszyla si¢ w trakcie przechowywania we wszystkich wariantach. Najmniejsza
réznice w stezeniach kwasu mlekowego migdzy probkami pobranymi po 240 h lub 6
miesigcach odnotowano dla wariantéw zawierajacych 5% NaCl. Wedlug danych
literaturowych, prawidtowo przygotowane fermentowane ogorki charakteryzowaty sie
stezeniem kwasu mlekowego réwnym 10,4422 g-L-!. Uzyskane wyniki badan opisane
w Publikacji 2 [P2] wskazywaly na koncowe zawartosci kwasu mlekowego w zakresie
3,2 — 6,4 g-L'!i byly zblizone do warto$ci charakterystycznych dla zepsutych produktow
(3,1 — 6,3 g-L'") [Franco i wsp. 2012]. W poczatkowych etapach fermentacji stezenie
NaCl bylo kluczowym czynnikiem determinujgcym zawarto$¢ kwasu octowego.
Zawarto$¢ tego metabolitu byta tym wyzsza im nizsze stezenie NaCl. Po 6—miesiecznym

przechowywaniu nie odnotowano istotnych réznic w stezeniu kwasu octowego miedzy
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analizowanymi wariantami [Tabela S26, P2]. Uzyskane stezenia miescily sie w zakresie
0,29 — 0,50 g-L!. Podobng zawarto$¢ (0,23 g-L-') w probkach, do ktorych nie dodawano
kwasu octowego na poczatku procesu uzyskali McMurtrie i wsp. (2019). W probkach
zawierajacych dodatek tego kwasu na poziomie 1,5 g-L'!, jego stezenie w solance po 21
dniach fermentacji bylo rowne 1,8 g-L-!. Podobna koncowa zawarto$¢, jako prawidlowa
dla tego typu produktow, zostala wskazana przez innych autoréw (1,5 g-L™'). Stezenia
dwukrotnie wyzsze od wskazanych powyzej byly oznaczane w produktach, w ktérych
fermentacja zakonczyla si¢ niepowodzeniem [Franco i wsp. 2012]. Generalnie, zepsucie
fermentowanych ogoérkow charakteryzuje si¢ wzrostem pH, ktéry umozliwia rozwdj
mikroorganizméw zdolnych do konwersji kwasu mlekowego do kwaséw octowego,
propionowego 1 maslowego [Franco i wsp. 2012]. W doswiadczeniu opisanym
w Publikacji 2 [P2] zawartos¢ kwasu octowego ulegla zmniejszeniu w trakcie
przechowywania. Wyjatkiem byly probki zawierajace dodatek 5% NaCl, w ktoérych
stezenie tego metabolitu nie zmienito si¢ (0,5 g-L-'; 11°C) lub uleglo zwiekszeniu (z 0,39
do 0,47 g-L!; 23°C). Profil bakterii w probkach zawierajacych 5% NaCl charakteryzowat
si¢ stosunkowo niewielkim udzialem LAB oraz dominacja bakterii nalezacych do rzedu
Enterobacterales, tj. Citrobacter, Enterobacter, Erwinia i Pantoea [Rys 3, P2]. Powyzsze
wskazuje, ze zmieniony mikrobiom zywnosci wptynat na przebieg procesu fermentacji

i sktad chemiczny koncowego produktu.

5.4.4. Metabolomika

Metabolomika to intensywnie rozwijajacy si¢ obszar nauki, ktory obejmuje analizg
systemow biologicznych, takich jak tkanki, komoérki czy organizmy, pod wzgledem
produkowanych w procesach metabolicznych substancji chemicznych. Ma on na celu
identyfikacje metabolitdw i poréownanie ich profilu w réznych warunkach, np.
standardowych vs. zmienionych w wyniku interwencji farmakologicznej czy modulacji
parametrow $rodowiska [Klassen i wsp. 2017]. Poza badaniami klinicznymi,
metabolomika znajduje zastosowanie w naukach o Zywnos$ci, w tym analizie sktadnikéw
zywnosci, ocenie jakosci, bezpieczenstwa i autentycznosci produktow spozywczych oraz
monitorowaniu spozycia i proceséOw fizjologicznych w badaniach interwencyjnych
[Wishart 2008, Wu i wsp. 2022]. Proba scharakteryzowania metabolomu otrzymanych
produktow — fermentowanych spontanicznie ogdérkow za pomocag analizy widm

masowych rejestrowanych w wysokiej rozdzielczosci — umozliwita detekcje w badanym
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materiale 1072 substancji (tzw. cech molekularnych odpowiadajacych substancjom
chemicznym lub ré6znym formom jakie dana substancja uzyskata po jonizacji). Wiekszos¢
substancji nie zostata zidentyfikowana w oparciu o dostgpne bazy danych i zastosowane
algorytmy identyfikacji i filtrowania danych uzyskanych przy uzyciu spektrometrii mas.
W oparciu o poréwnanie badanych wariantéw fermentacji wykazano, ze przy
zastosowaniu tej samej temperatury probki roznity sie tym bardziej im wigksza byla
miedzy nimi réznica w stezeniu dodanego NaCl. Najwiekszymi réznicami przy
zastosowaniu réznych temperatur charakteryzowaty si¢ probki zawierajace dodatek 5,0%
NaCl [Rys S1A-I, P2]. Zmiennos¢ miedzy probkami zobrazowano na wykresie gtéwnych
sktadowych [Rys S2, P2]. Brak obserwowanego istotnego grupowania si¢ powtdrzen
biologicznych w Kklastry potwierdza, ze warunki fermentacji spontanicznej nie

umozliwiaja standaryzacji produktu.

5.5. Zastosowanie wybranych kultur starterowych w celu otrzymania produktu o
zredukowanej zawartosci BAs

5.5.1. Oszacowanie zdolnosci wybranych szczepow do produkeji BAs

Jedna z metod ograniczania produkcji BAs w fermentowanej Zzywnosci jest uzycie
wyselekcjonowanych kultur starterowych, niewykazujacych zdolnosci do produkcji tych
zwiazkow. Eksperymenty opisane w Publikacji 3 [P3] mialy na celu oceng dwoch
szczepow LAB — Lacticaseibacillus casei KKP 3272 i Pediococcus pentosaceus KKP
3273 — jako potencjalnych kultur starterowych do fermentacji ogérkow siewnych
(Cucumis sativus L.). Szczepy te wyselekcjonowano w badaniach wstepnych (dane
nieopublikowane). Kryteria oceny zostaly zaczerpniete z raportu EFSA (2011)
iuwzglednialy zdolno$¢ do produkcji BAs oraz do zdominowania mikrobioty
autochtonicznej w srodowisku Zzywnosci, co stanowito podstawe weryfikacji hipotezy
3 [H3]. Na podstawie amplifikacji materialu genetycznego ze specyficznymi starterami
oraz wizualizacji wynikow w procesie elektroforezy [Rys 1, P3] stwierdzono brak
obecnos$ci gendw hdcA, cadA, tyrde, odc oraz agdA w genomach badanych szczepow.
Geny te sg odpowiedzialne za dekarboksylacje odpowiednio histydyny, lizyny, tyrozyny
iornityny, oraz deiminacj¢ agmatyny, a w konsekwencji wytwarzanie histaminy,

kadaweryny, tyraminy i putrescyny.
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5.5.2. Wplyw zastosowanych kultur na mikrobiot¢ modelowego produktu

W doswiadczeniu modelowym zastosowano trzy wielkosci inokulum bakteryjnego — 104,
10% oraz 107 jtk-mL!. Probe odniesienia (kontrolng) stanowily produkty fermentowane
spontanicznie. Po 6 miesigcach przechowywania przeprowadzono analizg profilu bakterii.
Udziat bakterii z rodziny Lactobacillaceae wzrastal wraz ze wzrostem wielkosci
inokulum. W probkach z dodatkiem 107 lub 10 jtk-mL" L. casei KKP 3272 dominowat
rodzaj Lactobacillus (wg starej nomenklatury) (odpowiednio 79 lub 68% wzglednej
abundancji wszystkich taksonow). W probkach, w ktérych jako kulture starterowa
zastosowano 107 lub 10° jtk-mL! P. pentosaceus KKP 3273 przewazaly bakterie z
rodzaju Pediococcus (odpowiednio 93 lub 54%). Aplikacja 10* jtk-mL! kazdego ze
szczepow umozliwita rozwdj bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, ktorych relatywny
udzial w spotecznosci bakterii w produkcie koncowym wynosit od 33 do 47%
odpowiednio dla szczepow L. casei KKP 3272 oraz P. pentosaceus KKP 3273. W
produkcie fermentowanym spontanicznie przedstawiciele rodzin Enterobacteriaceae i
Lactobacillaceae stanowili odpowiednio 47 143%, a udzial rodzajow Enterobacter,
Lactobacillus (wg starej nomenklatury) i Pediococcus wynosil odpowiednio 35, 22 i
20%. Wykresy ilustrujace procentowy udzial bakterii na poziomach rodziny i rodzaju

przedstawiono na Rysunku 3 w Publikacji 3 [Rys 3, P3].

5.5.3. Wplyw zastosowanych kultur na BAs i BAI w modelowym produkcie

Badania opisane w Publikacji 3 [P3] wykazaly, ze wraz ze wzrostem liczby komoérek
bakterii zastosowanych jako inokulum zmniejszala si¢ zawartos¢ histaminy, tyraminy,
putrescyny i kadaweryny, a w konsekwencji BAI w koncowym produkcie. W poréwnaniu
do probek kontrolnych, zawartosci wymienionych BAs oraz BAI po 6 miesigcach
przechowywania byly zredukowane o 91%, 64%, 96%, 17% oraz 78% w probkach,
w ktorych jako kulture starterowg zastosowano 107 jtk-mL! L. casei KKP 3272, oraz
0 99%, 96%, 95%, 51% i 90% w probkach z dodatkiem 107 jtk-mL! P. pentosaceus KKP
3273. Aplikacja 10° jtk-mL! kazdej z kultur starterowych, rowniez spowodowalta istotne
obnizenie zawarto$ci wymienionych czterech BAs w produkcie koncowym, przy czym
szczep P. pentosaceus KKP 3273 wykazal znaczaco wyzsza efektywnos¢ w ograniczaniu
produkcji histaminy i putrescyny oraz BAI. Wartosci BAI obliczone dla produktow
fermentowanych z dodatkiem 10° jtk-mL! L. casei KKP 3272 lub P. pentosaceus KKP
3273 byly zredukowane o odpowiednio 37 lub 70% w porownaniu do produktu
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kontrolnego. Biorac pod uwage wartosci BAI, obliczone na podstawie réwnania
zaproponowanego w Publikacji 1 [P1], probki fermentowane z dodatkiem badanych
szczepOw na poziomie 107 lub 10° jtk-mL-! charakteryzowaly sie niskim ryzykiem
wystgpienia niepozadanych objawdéw po spozyciu, podczas gdy pozostale warianty
cechowato $rednie ryzyko. W badaniu Spictka i wsp. (2002) réwniez wykazano, ze
efektywna redukcja BAs nastgpita przy zastosowaniu minimum 5x 107 jtk-g!, a ostateczna
rekomendacja autorow uwzgledniala stosowanie nie mniej niz 5x10° jtk-g'! badanego
szczepu w celu wytworzenia fermentowanej kapusty o obnizonej zawartosci BAs.
Agmatyna jest jednym z bezposrednich prekursorow putrescyny. Biorgc pod uwage, ze
badane szczepy nie kodowaly agdA, zawarto$¢ agmatyny byla najwyzsza w probkach
z dodatkiem 107 jtk-mL-!' kultur starterowych i zmniejszala si¢ wraz ze zmniejszeniem
wielkosci inokulum. Istotnie nizsze stezenie tej aminy, w zakresie od 2,4 do 5,9 mg-kg"!
w koncowym produkcie, $wiadczy o aktywnosci enzymatycznej mikroorganizmow
autochtonicznych, ktorych wzrost i rozwoj umozliwilo zastosowanie wielkosci inokulum
rownej 10* jtk-mL-' oraz fermentacja spontaniczna. Zawartosci pozostatych
analizowanych BAs byly stosunkowo niskie. Stezenie sperminy pozostawalo na
podobnym poziomie we wszystkich wariantach podczas trwania eksperymentu.
Zawartos¢ spermidyny ulegla zmniejszeniu w wyniku fermentacji (w porownaniu do
surowca) i byla istotnie wyzsza w produktach fermentowanych spontanicznie oraz
z dodatkiem szczepu P. pentosaceus KKP 3273. Stezenia 2—fenyloetyloaminy miescity
si¢ w granicach od wartosci <LOQ (granica oznaczalnosci, z ang. limit of quantification)
do 1,6 mg'kg!' i w wiekszosci przypadkow byly tym nizsze im wiekszg liczbe bakterii
zastosowano jako inokulum.

Poczgtkowa suma zawartoSci analizowanych wolnych aminokwaséw w surowcu (2718
mg-kg'), w wyniku fermentacji ulegla zmniejszeniu do wartosci w zakresie 226 — 526

mg-kg! w produkcie koncowym [Tabela A1, P3].

5.5.4. pH i kwasy organiczne

Jak podkreslano wczesniej, dane literaturowe wskazuja, ze pH fermentowanych ogorkéw
miesci sie w granicach od 3,2 do 3,6 [Pérez—Diaz i wsp. 2014, Stoll i wsp. 2020], co
pozostaje w zgodzie z wynikami zgromadzonymi w ramach eksperymentu opisanego
w Publikacji 3 [Tabela A2, P3]. Stezenie kwasu mlekowego po 6 miesiacach
przechowywania miescilo sic w zakresie od 7,3 do 8,2 g-L"!, a zmierzone zawartosci nie

roznily si¢ istotnie pomigdzy analizowanymi wariantami fermentacji. Podobne wyniki
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uzyskali inni autorzy [Stoll i wsp. 2020, Moore 1 wsp. 2021]. Zawarto$¢ kwasu octowego
nie przekraczata 0,5 g-L! i byla znaczgco nizsza w probkach zawierajacych dodatek 107
jtk-ml™! kultur starterowych, odpowiednio 0,13 g-L°! dla szczepu P. pentosaceus KKP
32731 0,39 g'L! dla szczepu L. casei KKP 3272 [Rys 4, P3]. Uzyskane wyniki byty

charakterystyczne dla prawidtowo przeprowadzonej fermentacji.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych w ramach pracy badan wykazano, ze zawartos¢ BAs
w fermentowanych produktach warzywnych zalezy od gatunku / odmiany warzyw
i charakterystyki sktadnikow dodawanych do produktu. Kluczowe znaczenia dla
obecnosci BAs wywiera mikrobiota autochtoniczna i dodana, dostepnosci prekursorow,
atakze warunki w jakich zachodzi proces fermentacji i warunki przechowywania
zywnosci. Ze wzgledu na mnogos¢ czynnikow determinujacych zawartos¢ BAs, nawet
produkty tego samego typu moga roézni¢ sie znacznie pod wzgledem stezenia tych
substancji. Dominujacymi BAs w fermentowanych warzywach sa putrescyna, tyramina,
kadaweryna i histamina, ktorych $redni udziat w catkowitej zawartosci 9 analizowanych
BAs w badanych produktach wynosil odpowiednio 42, 20, 18 i 8% (sumarycznie 88%).
Zgodnie z zaproponowanym Indeksem Amin Biogennych prawie potowa sposréd 19
badanych gatunkéw / odmian warzyw zostata sklasyfikowana jako stwarzajaca wysokie
(6) lub srednie (3) ryzyko wystapienia niepozadanych efektéw zdrowotnych w wyniku
spozycia, podczas gdy pozostale analizowane gatunki / odmiany (10) charakteryzowaly
sie niskim ryzykiem. Wysokie ryzyko dotyczylo warzyw nalezgcych do rodziny
kapustowatych (Brassicaceae) (brukselki, brokul, kimchi, biala i czerwona kapusta) oraz
ogorkow  (Cucumis sativus L.). Fermentowane Kkalafior, dynia i seler zostaly
zaklasyfikowane do grupy o $rednim ryzyku. Fermentowane marchew, rzodkiewka,
czosnek, pomidory, buraki, pieczarki, biala rzepa, topinambur, papryka i oliwki znalazty
si¢ w grupie o niskim ryzyku wystgpienia niepozadanych efektow zdrowotnych w wyniku
spozycia.

Biorac pod uwage, ze BAs powstaja w zywnosci gléwnie w wyniku dziatalnosci
mikroorganizmow a aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojow zmienia si¢ w zaleznosci
od warunkéw $rodowiska, zalozono, Ze zmienione parametry fermentacji
i przechowywania wplyng istotnie na zawarto§¢ BAs w fermentowanych ogorkach.
Modyfikacja temperatury (11 Iub 23°C) i stezenia chlorku sodu (0,5; 1,5 lub 5,0%) w
modelowym produkcie w warunkach fermentacji spontanicznej nie umozliwita uzyskania
produktu o stabilnym sktadzie mikroorganizmoéw i niskiej zawartosci BAs. Proces
fermentacji nawet we wzglednie wystandaryzowanych warunkach dla jednolitego
surowca zachodzi losowo rozpatrujac sklad chemiczny powstajacych metabolitow.

Zastosowane parametry temperatury lub stezenia chlorku sodu nie sg wystarczajgce do
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kontrolowania procesu, stad konieczne jest uzycie dodatkowych zabiegéw majacych na
celu ograniczenie zawartosci BAs produkowanych w procesie fermentacji.

Biorac pod uwage doniesienia literaturowe o skutecznosci stosowania kultur starterowych
do wytwarzania produktow fermentowanych o zredukowanej zawartosci BAs podjeto
probe wyselekcjonowania bakterii o pozadanej charakterystyce sposrod zasobdw Kolekeji
Kultur Drobnoustrojow Przemystowych IBPRS-PIB i przetestowania ich skuteczno$ci
w badanym materiale. W wyniku zastosowania kultur starterowych charakteryzujacych
si¢ brakiem zdolnos$ci do wytwarzania histaminy, tyraminy, putrescyny i kadaweryny,
w modelowym procesie fermentacji ogoérkdéw uzyskano produkt o istotnie zredukowane;j
zawartosci BAs w porownaniu do produktu fermentowanego spontanicznie. Liczba
komérek bakterii zastosowanych jako inokulum istotnie wptyneta na mikrobiote produktu
oraz zawarto$¢ BAs, a w konsekwencji BAI. Obliczone wartosci wskaznika BAI zostaly
istotnie obnizone o 70 lub 90% w wyniku uzycia szczepu P. pentosaceus KKP 3273
w stezeniach odpowiednio 10° lub 107 jtk-mL-'. Wykorzystanie kultury starterowej
L. casei KKP 3272 w stezeniu 107 jtk-mL"!' spowodowato redukcje BAI o 78%. Opisane
rezultaty umozliwity zaklasyfikowanie otrzymanych produktéw do grupy o niskim
ryzyku wystgpienia niepozadanych objawow po spozyciu, podczas gdy produkty
otrzymane w wyniku inokulacji 10* jtk-mL! kazdym ze szczepéw lub fermentacji
spontanicznej charakteryzowaly si¢ srednim ryzykiem. Biorgc pod uwage powyzsze, nie
mniej niz 10 jtk-mL-' badanych kultur starterowych powinno by¢ stosowane w celu
zapewnienia bezpieczenstwa produktu koncowego pod wzgledem zawarto$ci BAs.
Znaczaca poprawa bezpieczenstwa wynikajgca z zastosowania odpowiedniej wielkosci
inokulum bakteryjnego wynikata ze zdominowania Srodowiska produktu przez kultury
starterowe i zahamowania wzrostu mikroorganizméw autochtonicznych, zdolnych do
produkcji BAs. Udziat bakterii z rodziny Lactobacillaceae w probkach fermentowanych
ze szczepem P. pentosaceus KKP 3273 lub L. casei KKP 3272 w stezeniach 107 jtk-mL-!
byt rowny odpowiednio 97 lub 79%, a rodzaje Pediococcus i Lactobacillus (wg starej
nomenklatury) stanowity odpowiednio 93 i 79%.

Dalsze poszukiwania skutecznych metod ograniczania zawartosci BAs w zywnosci
fermentowanej skupily si¢ na analizie mozliwosci wykorzystania do tego celu dodatkow
roslinnych. Ze wzgledu na stosunkowo nieliczne doniesienia literaturowe w tym zakresie
oraz brak kompleksowego opracowania dostepnych danych dokonano podsumowania

aktualnej wiedzy w artykule przegladowym. Opisane w literaturze poziomy redukcji BAs
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w zywnosci fermentowanej wynikajace z zastosowania roslinnych dodatkow jako zrédet
substancji aktywnych (bakteriostatycznych) réznily sie znacznie, a w niektorych
przypadkach nie osiggnieto zamierzonego efektu. Efektywnos¢ roslinnych dodatkéow do
zywnosci zalezy gléwnie od rodzaju, dawki i skiadu chemicznego dodatku; formy
aplikacji i etapu, na ktorym nastepuje fortyfikacja; charakterystyki matrycy i obecnej
mikrobioty oraz warunkéw fermentacji i przechowywania. Skuteczno$¢ substancji
ro§linnych w  ograniczaniu zawartosci BAs wynika z ich wtasciwosci
antymikrobiologicznych. Wykorzystanie tej metody ograniczania zawartosci BAs

w zywnosci umozliwia osiggniecie dodatkowych pozytywnych efektow, takich jak

wzbogacenie produktu o prozdrowotne sktadniki oraz nadanie atrakcyjnych cech

sensorycznych. Ponadto wykorzystanie roslinnych produktéw ubocznych pochodzacych
zroznych galezi przemystu do pozyskiwania substancji przeznaczonych do stosowania

w zywnosci stanowi perspektywiczne rozwigzanie, ktdrego stosowanie moze przyczynic

si¢ do poprawy aspektéw ekonomicznych i sladu srodowiskowego produkcji zywnosci.

Przeprowadzone badania umozliwity werytikacje postawionych na wstepie pracy hipotez.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nastepujace wnioski:

1) Fermentowane produkty warzywne charakteryzuja si¢ istotng zawarto$cig amin
biogennych. Ich spozycie moze wigza¢ si¢ z ryzykiem wystapienia niepozadanych
efektow zdrowotnych.

2) Modytfikacja temperatury i stezenia chlorku sodu w warunkach fermentacji
spontanicznej wptywa na mikrobiot¢ i zawartos¢ amin  biogennych
w fermentowanych ogodrkach.

3) Modyfikacja temperatury i stezenia chlorku sodu w procesie fermentacji nie
umozliwiajg standaryzacji produktu pod wzgledem skladu mikroorganizméw
1 ograniczenia zawarto$ci amin biogennych.

4) Zastosowanie szczepOw Lacticaseibacillus casei KKP 3272 lub Pediococcus
pentosaceus KKP 3273 nieposiadajacych zdolnosci do produkcji BAs jako kultur
starterowych do fermentacji warzyw zmienia sktad mikrobioty produktu oraz obniza
zawarto$¢ amin biogennych w produkcie koncowym.

5) Kultura starterowa uzyta w koncowym stezeniu nie mniej niz 10° jtk-mL-! umozliwia
zdominowanie mikrobioty fermentowanych warzyw i ograniczenie zawartosci amin

biogennych.
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6) Lacticaseibacillus casei KKP 3272 1 Pediococcus pentosaceus KKP 3273 spelniaja
kryteria EFSA i moga by¢ rekomendowane jako kultury starterowe do fermentacji

Zywnosci.
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