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STRESZCZENIE

Celem badawczej czgsci projektu bylo opracowanie 1 optymalizacja metod
otrzymywania utrwalonej biomasy bakterii z rodzaju Leuconostoc, charakteryzujacych si¢
wlasciwosciami biotechnologicznymi pozwalajagcymi na ich wykorzystanie w procesie
kiszenia pieczarki dwuzarodnikowej, opracowanie technologii kiszenia wiacznie z doborem
zestawu przypraw oraz przeprowadzenie testow eksploatacyjnych pilotazowej linii do
kiszenia.

Material do badan stanowilo 15 szczepéw bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju
Leuconostoc, z ktorych 14 pochodzito z kolekcji Zaktadu Technologii Fermentacji a jeden,
traktowany jako szczep odniesienia, pochodzit z Zaktadu Owocow 1 Warzyw. Wiasciwosci
badanych szczepéw poddano analizie fizykochemicznej, a otrzymane w wyniku ich
zastosowania kiszone pieczarki poddano réwniez analizie sensorycznej. Otrzymane wyniki,
zarowno analizy sensorycznej, jak i badan fizykochemicznych opracowano statystycznie w
celu udokumentowania wystepujacych zalezno$ci oraz wytypowania szczepdéw bakterii
najlepiej odpowiadajacych zaktadanym kryteriom oceny.

Przeprowadzone badania obejmowaty: hodowle bakterii w skali laboratoryjnej na
pozywce MRS oraz pozywce produkcyjnej w T = 25, 30, 37 °C, oceng tatwosci wydzielania
biomasy poprzez wirowanie, ocen¢ przezywalnosci bakterii w procesie suszenia
sublimacyjnego, analizy ilo$ci kwasow organicznych wydzielanych do podtoza hodowlanego,
testy na aktywno$¢ antybakteryjng badanych szczepow wobec pigciu szczepdéw patogennych,
okreslenie liczby LAB, LAB tworzacych EPS oraz liczby drozdzy i plesni w do§wiadczalnych
kiszonkach, analiz¢ sensoryczng doswiadczalnych kiszonek i statystyczne opracowania
wynikéw. Wykonano kiszonki do$wiadczalne obejmujace doboér najlepszego zestawu
przypraw oraz badania przechowalnicze w cyklu szesciomiesi¢cznym.

Przeprowadzono testy praktyczne pilotazowe;j linii do kiszenia pieczarek.

W efekcie podsumowania wszystkich otrzymanych wynikéw badan, stwierdzono, ze ze
wzgledu na wysokie oceny jakos$ci sensorycznej oraz korzystne parametry technologiczne jako
szczepy odpowiednie do wykorzystania w szczepionce komercyjnej do kiszenia pieczarek
mozna zarekomendowaé szczepy: (5) Leuconostoc citreum C750(3), a nastepnie (1)
Leuconostoc citreum (L 06) 1 (2) Leuconostoc lactis (L. 07). Za najkorzystniejsze z
organoleptycznego punktu widzenia uznano dodatek do kiszonek marchewki 1 ziela

angielskiego lub marchewki, imbiru i liScia laurowego. Przeprowadzone testy eksploatacyjne



pilotazowej linii wykazaly jej przydatnos¢ do prowadzenia cyklu produkcyjnego zgodnie z

opracowana technologig.
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1. WSTEP

Grzyby od bardzo dawna stanowily w wielu rejonach nieodiaczny element diety.
Ceniono je gldwnie za smak i aromat, wykorzystywano rowniez w medycynie ludowe;.
Jednak $§wiadomos¢, ze grzyby sa zywnoscig prozdrowotng, zawierajgcg wiele substancji
bioaktywnych, jest stosunkowo nowa. Publikacje naukowe poswigcone wartosci odzywczej i
wiasciwosciom prozdrowotnym grzybow pochodza gltéwnie z ostatniego dwudziestolecia.
Obecnie grzyby uznawane sg za zywnos¢ funkcjonalng, gdyz wykazuja udokumentowany
korzystny wptyw na zdrowie cztowieka (Siwulski 1 in., 2014). Grzyby jadalne stanowig
warto$ciowy sktadnik diety ze wzgledu na zawartos¢ wielu cennych sktadnikow odzywczych,
takich jak: btonnik, sole mineralne, witaminy oraz atrakcyjny smak i aromat. Badania
wykazaty obecno$¢ w grzybach zwigzkoéw biologicznie aktywnych o potwierdzonych
wlasciwosciach terapeutycznych. Do tzw. zywnos$ci funkcjonalnej zaliczono réwniez
pieczarki, ze wzgledu na wyjatkowe witasciwosci prozdrowotne. Oprocz wartosciowego
biatka (zawieraja prawie wszystkie aminokwasy), dobrze przyswajalnych weglowodanow i
thuszczow (w tym korzystnych dla zdrowia wielonienasyconych kwaséw tluszczowych),
pieczarki sg dobrym zrodtem potasu, miedzi, selenu; zawierajg jod, btonnik, witaminy A, E,
witaminy z grupy B (w tym kwas foliowy), a nawet witaming D. W pieczarkach stwierdzono
réwniez obecno$¢ beta glukanu - polisacharydu zaliczanego do rozpuszczalnej frakcji
btonnika pokarmowego (Kalbarczyk J., Radzki W., 2009). Pieczarki, podobnie jak wigkszo$¢
grzybow, w znacznej czesci sktadaja sie¢ z wody, co sprawia, ze ich kaloryczno$¢ jest bardzo
niska — warto$¢ energetyczna 100 gramoéw pieczarek wynosi zaledwie 22 kcal. Oceniajac
calo$ciowo wartosci odzywcze pieczarek mozna stwierdzi¢, ze sa one catkiem wartosciowe,
wedtug skali ANDI (Agregate Nutrient Density Index, co w potocznym ttumaczeniu oznacza
wskaznik gestosci sktadnikow odzywczych), ktora odnosi si¢ nie do 100 g produktu, a do
jednostki kalorii zawartej w produkcie. Indeks ten dla pieczarek wynosi 238, co jest lepszym
wynikiem niz np. w odniesieniu do pomidoréw, cukini, truskawek czy nawet jajek (Pieczarki
— kalorie ..., 2016).

Pieczarki, podobnie jak wszystkie grzyby jadalne, to szybko psujaca si¢ zywnos¢, w
zwiazku z czym okres ich przechowywania w postaci $wiezej jest stosunkowo krotki, a
przechowywanie wymaga przestrzegania okreslonych rygoréw technologicznych.
Bezposrednio po zbiorze, w celu zahamowania proceséw oddychania, a takze zachowania
jedrnosci tkanki 1 $nieznej bieli - nalezy jak najszybciej schtodzi¢ pieczarki do temperatury

2-3 °C, za$ optymalne warunki przechowywania pieczarek to temperatura 0-1 °C 1 wilgotnos¢



wzgledna 90-95 % — w takich warunkach grzyby mozna przechowywac przez okres 7-14 dni
(Zagorska K., 2015).

Popularng metoda konserwowania pieczarek jest ich marynowanie, czyli proces
utrwalania produktéw spozywczych m.in. za pomocg octu, wina, oleju, masta czy kwasnego
mleka. Proces marynowania pieczarek znany jest od dawna, a jego technologia zostata
szczegblowo opracowana 1 jest stosowana na skalg przemystowa w wielu wariantach. Inng
metoda konserwowania $wiezych pieczarek, mniej popularng i raczej nie stosowang w skali
przemystowej jest kiszenie, czyli biologiczna metoda konserwacji Zywno$ci opierajaca si¢ o
proces fermentacji mlekowej przy wykorzystaniu cukréw wystepujacych w surowcu (badz
dodanych), co obniza ich kaloryczno$¢. Fermentacja kwasu mlekowego jest uwazana za
warto§ciowa 1 prosta z biotechnologicznego punktu widzenia metode umozliwiajaca
utrzymanie i/lub poprawe bezpieczenstwa, warto$ci odzywcezych, sensorycznych i trwalosci
warzyw 1 owocow (Buckenhiiskes, 1997, Steinkraus, 1996, Karovicova 1 Kohajdova, 2003,
Demir i in., 2006). Jak wynika z danych literatury z ostatnich kilkunastu lat, potaczenie tej
starozytnej metody konserwacji biologicznej z obecnymi narz¢dziami biotechnologicznymi
powinno umozliwi¢ kontrolowane procesy fermentacji i wybdr odpowiednich kultur
startowych w celu zwigkszenia spozycia §wiezych warzyw i owocow (McFeeters, 2004).

Wymienione wyzej pozytywne wiasciwosci produktow kiszonych sklonity autorow
niniejszej pracy do zajgcia si¢ problemem kiszenia pieczarek, ktore sg bardzo popularne na
krajowym rynku, a Polska jest ich czolowym producentem w Europie, tym bardziej, ze
opracowana technologia moglaby stanowi¢ innowacyjne i pozyteczne rozwigzanie dla

rodzimego przemystu spozywczego.

2. ANALIZA AKTUALNEGO STANU NAUKI I TECHNIKI

Warzywa 1 owoce sg podstawowymi zrédtami witamin rozpuszczalnych w wodzie
(witamina C i witaminy z grupy B), prowitaminy A, fitosteroli, wldkna, mineratow i
zwigzkow fitochemicznych w diecie cztowieka (Gebbers, 2007). Dowody naukowe zachecaja
do konsumpcji warzyw 1 owocOw, aby zapobiega¢ chorobom przewleklym, takim jak np.
nadci$nienie (Dauchet 1 wsp., 2007), chorobom wiencowym serca i ryzyku udaru mézgu (He
1in., 2007). Niestety dzienne spozycie warzyw i owocOw szacuje si¢ na nizsze niz dawki (400
g, z wyjatkiem ziemniakéw i innych bulw bogatych w skrobi¢) zalecane przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (WHO) oraz Organizacje ds. Wyzywienia 1 Rolnictwa (FAO)
(www.who .int /; www.fao.org/).



Wigksza cze$¢ warzyw 1 owocOw spozywana jest w postaci swiezej lub przemystowo
minimalnie przetworzonej. Minimalnie przetworzone, a zwlaszcza §wieze warzywa i owoce,
majg krétki okres przydatnosci do spozycia, poniewaz ulegaja szybkiemu zepsuciu
mikrobiologicznemu, a w niektorych przypadkach zanieczyszczeniu patogenami. Gotowanie
1 pasteryzacja, a takze dodatek chemicznych $rodkow konserwujacych to gléwne opcje
technologii, ktére gwarantujg bezpieczne warzywa i1 owoce, ale powoduja szereg nie zawsze
pozadanych zmian w ich cechach fizycznych i sktadzie chemicznym (Zia-ur-Rehman 1 in.,
2003, Zhang i Hamauzu, 2004). Aby zmniejszy¢ te niedogodnosci, stosuje si¢ nowatorskie
technologie, takie jak wysokoci$nieniowa obrobka hydrostatyczna, promieniowanie
jonizujace 1 dziatanie pola impulsowo-elektrycznego (Devlieghere i wsp., 2004, Gomez-
Lépez i wsp., 2005, Elmnasser 1 wsp., 2007); testowane s3 rowniez nowe systemy pakowania
1 stosowanie naturalnych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych (Devlieghere i wsp., 2004).

Swieze grzyby sa jednym z najbardziej nietrwatych produktéw spozywczych, a po
zbiorze szybko tracg na jakosci. Utrata wilgoci, zmiany koloru, zmiany tekstury, pogorszenie
stanu mikrobiologicznego oraz utrata sktadnikow odzywczych i smaku to parametry, ktore
najczgsciej wplywaja na ich jako$¢ (Farokhian, i wsp. 2017), ograniczajac ich okres
przydatnosci do spozycia do zaledwie jednego do trzech dni w temperaturze pokojowej (Jiang
2013) lub pigciu do siedmiu dni, gdy sg przechowywane w lodéwce (Royse 2014). Grzyby sa
produktami bardzo nietrwalymi, poniewaz nie maja warstwy kutykuli, ktéra chronitaby je
przed uszkodzeniami mechanicznymi, utrata wody lub atakiem mikrobiologicznym. Ponadto
wysoka zawarto$¢ wilgoci (85-95%) w §wiezych grzybach (Kumar 1 wsp. 2013) 1 ich wysoka
szybkos¢ oddychania (200-500 mg kg—1 h—1 w temp. 20 + 1 °C dla Agaricus bisporus 1 640,8
mg kg—1 h—1 w temp. 10 °C dla Lentinus edodes) (Singh i wsp. 2010, Ares i wsp. 2006)
przyczyniaja si¢ do szybkiego starzenia w efekcie ataku drobnoustrojow i bragzowienia
enzymatycznego (Aguirre, 1 wsp. 2008). Ze wzgledu na wysokg zawarto$§¢ wilgoci i
aktywnos$¢ oddechowg grzyby doswiadczajg szybkiej utraty wilgoci po zbiorze, co powoduje
ciggla utrate wagi, kurczenie si¢ i1 utratg¢ turgoru, przyspieszajac degradacj¢ ich jakosci
(Mahajan 1 wsp. 2008). Utrata wagi wynoszaca 5—10% $wiezej masy powoduje wiednigcie
grzyba, co czyni go niezdatnym do sprzedazy komercyjnej (Mahajan i wsp. 2008a). Z powodu
utraty wody jedrno$¢ grzybow Agaricus bisporus przechowywanych przez 16 dni w
temperaturze 4 °C ulega zmniejszeniu z 17,32 N do okoto 13 N (Gao i wsp. 2014). Podobnie,
grzyby Lentinus edodes przechowywane w tych samych warunkach wykazuja spadek

jedrnosci z 3,4 N do 2,1 N (Jiang 1 wsp. 2013a), podczas gdy Pleurotus ostreatus do§wiadczyt



istotnego spadku jedrnosci z 162,8 do 1,49 N/m? po 15 dniach przechowywania w
temperaturze 4 °C (Han Lyn, 1 wsp. 2019, Castellanos-Reyes 1 wsp. 2021).

Kolor grzybow, szczegdlnie biatych odmian, jest jedng z cech jako$ciowych o najwigkszym
znaczeniu handlowym, poniewaz konsumenci biorag go pod uwage przy podejmowaniu
decyzji o zakupie (Mishra 1 wsp. 2013). Powierzchnia grzybow jest podatna na bragzowienie z
powodu skazenia mikrobiologicznego lub aktywnos$ci enzymatycznej oraz z powodu urazow
mechanicznych, do ktérych dochodzi podczas obstugi i transportu (Quevedo i wsp. 2016).
Tyrozynaza, enzym nalezacy do rodziny polifenoloksydaz, jest jednym z gléwnych enzymow
odpowiedzialnych za brazowienie Agaricus bisporus i Pleurotus ostreatus ze wzglgdu na jego
wysoka zawarto$¢ (Wrona i wsp. 2015). Bragzowienie Lentinus edodes przypisuje si¢ rowniez
dziataniu enzymu tlenku polifenylenu i mikroorganizméw na jego tkanke (Jiang, i wsp. 2012).
Z drugiej strony, podczas przechowywania w lodowce (4 °C i 85% wilgotno$ci wzglednej)
zawarto$s¢ zwigzkow przeciwutleniajagcych w grzybach (catkowite zwigzki fenolowe)
zmniejsza si¢, a proces peroksydacji lipidow btony wzrasta (Lin 1 wsp. 2017). Niektore
wczesniejsze przeglady zidentyfikowaly szereg czynnikéw, ktore moga wplywacé na cechy
jako$ciowe grzybow po zbiorze (Zhang i wsp. 2018), klasyfikujac je na czynniki wewnetrzne
zwigzane z samym grzybem (aktywno$¢ wody, szybko$¢ oddychania 1 aktywnos$¢
mikrobiologiczna) oraz czynniki zewng¢trzne zwigzane z przechowywaniem (temperatura
przechowywania, wilgotnos¢ wzgledna i uszkodzenia mechaniczne). Aktywnos¢ wodna (aw)
jest waznym czynnikiem wptywajacym na jakos$¢ grzybow. Ich wysoka zawarto$¢ wolnej
wody jest zwigzana z utlenianiem lipidéw, stabilno$cig mikrobiologiczng, aktywnoscia
enzymatyczng 1 nieenzymatyczng oraz zmianami w teksturze grzyboéw (Jaworska 1 wsp.
2014). Oddychanie jest dobrym wskaznikiem fizjologicznego starzenia si¢ $wiezych grzybow
1 jest zalezne od temperatury i czasu przechowywania (Azevedo i wsp. 2015). Zwigkszona
szybkos$¢ oddychania podczas przechowywania jest powigzana ze zmniejszeniem masy (Xu i
wsp. 2016) 1 bragzowieniem grzyboéw. W tym ostatnim przypadku wysoka wilgotnos¢ i wysoka
temperatura powierzchni przyspieszajg proces przebarwiania (Castellanos-Reyes i wsp. 2021,
Lin i wsp. 2019).

Wyniki wielu badan wskazujg na szereg czynnikéw zwigzanych z zastosowanymi metodami
obrobki surowca wplywajacych na utrate wilgoci, zmiany koloru, zmiany tekstury,
pogorszenie stanu mikrobiologicznego oraz utrat¢ sktadnikéw odzywczych 1 zmiany smaku,

czyli parametry jako$ciowe surowca.



Mycie Srodkami przeciwdrobnoustrojowymi i przeciwbrazowieniu

Stosowanie kompostu w uprawie grzybow moze powodowac wysokie poczatkowe
zanieczyszczenie, dlatego konieczne jest usunigcie przylegajacego brudu i mikroorganizmow
z powierzchni grzybodw poprzez proces mycia lub ptukania, aby zahamowa¢ pogorszenie
stanu mikrobiologicznego (Verma i wsp. 2020). Jednak mycie zwigksza zawarto$¢ wilgoci w
grzybach, czynigc je bardziej podatnymi na rozwoj mikroorganizmoéw i brgzowienie. Z tego
powodu dodawanie srodkow przeciwdrobnoustrojowych i przeciwbrazowieniu do wody do
mycia jest powszechne (Zhang i wsp. 2018). Do mycia grzybow stosowano metabisulfit sodu,
co dawato doskonate rezultaty w utrzymaniu poczatkowej bieli, ale nie bylo skuteczne w
hamowaniu wzrostu namnazajacych si¢ bakterii (Brennan 1 wsp. 2000). Ze wzgledu na
powazne reakcje alergiczne u konsumentow cierpigcych na astme, amerykanska Agencja ds.
Zywnosci i Lekow (FDA) zakazata jego stosowania w §wiezych grzybach w 1986 r. (Zhang i
wsp. 2018) 1 zostal zastgpiony innymi $rodkami, takimi jak dwutlenek chloru, kwas
cytrynowy, EDTA, nadtlenek wodoru (H20.) 1 inne (Brennan i wsp. 2000). Gupta 1 Bhat
(Gupta 1 wsp. 2016) badali wptyw roéznych roztworéw myjacych zawierajacych H>O: (1,5%,
2,5% 1 3,5%), kwas cytrynowy (0,5%, 1,5% 1 2,5%) lub EDTA (2%, 4% 1 6%), stosowanych
do $§wiezych catych grzybow (4. bisorus) przez 10 min, a nastgpnie przechowywanych w
lodéwce przez 12 dni. Ich wyniki wskazaty, ze 2,5% kwas cytrynowy byl najskuteczniejszym
roztworem w zachowaniu jako$ci grzybow po zbiorze. Kwas cytrynowy byt najskuteczniejszy
w kontrolowaniu utraty wagi, wskaznika dojrzatosci i wzrostu mikroorganizméw, ale
indukowal lekkie zazotcenie na powierzchni grzybow. Badano réwniez tgczone metody
dezynfekcji Guan 1 in. (Guan 1 wsp. 2013). Badali oni zastosowanie wody 1 H>O» przed
napromieniowaniem grzybow $wiattem UV-C (254 nm, 0,45 kJ m—2), ktore nastepnie
przechowywano przez 14 dni w temperaturze 4 °C. Mycie woda, a nast¢pnie obrobka UV-C
data redukcje 0 0,77 log CFU/g w E. coli O157:H7. Z drugiej strony, podczas mycia 3% woda
H>0; przed zastosowaniem s$wiatta UV-C osiggnieto wigksza redukcje mikrobiologiczng
(0,85 log CFU/g) i wzrost catkowitej zawartosci kwasu fenolowego i askorbinowego w
grzybach w ciggu 14 dni przechowywania. Wykazato to najlepsza skutecznos¢ w hamowaniu
zmian 1 bragzowienia grzyboéw. Wplyw obrobki myjacej na warto§¢ odzywcza 1 strukture
grzyba Agaricus bisporus zostal zbadany przez Sapers 1 in. (Sapers 1 wsp. 1999). Zgtosili oni
minimalny wptyw roztworu myjacego H20: 1 p6zniejszego zastosowania erytrobinianu sodu
(inhibitora bragzowienia) na zawarto$¢ weglowodandw, biatka, ttuszczu, popiotu, witamin i

zwiazkow fenolowych. Zaobserwowano rowniez minimalne uszkodzenia strzgpek przy



uzyciu tych roztworow myjacych. Zaobserwowano jedynie 19% spadek wolnych
aminokwasow z powodu zjawiska wyptukiwania podczas mycia (Castellanos-Reyes 1 wsp.
2021).

Powloki

Wykazano, ze stosowanie jadalnych powtok na owocach i warzywach wydhuza ich okres
przydatnosci do spozycia podczas przechowywania (Mannozzi i wsp. 2017). Powtoka dziata
jak polprzepuszczalna bariera dla Oz, CO2 1 wilgoci, modyfikujac sktad gazowy na styku
powtoki z produktem (Kerch i wsp. 2015). W ten sposdb moga one pomdc w zmniejszeniu
oddychania, opdznieniu dojrzewania, zmniejszeniu utraty wilgoci 1 utrzymaniu jedrnosci 1
koloru grzyboéw (Xue 1 wsp. 2017). Ostatnio wzrosto zainteresowanie stosowaniem powtok,
poniewaz powloki mogg stuzy¢ jako nos$nik do wlaczania szerokiej gamy dodatkéw do
zywnos$ci, w tym barwnikow, aromatow, skladnikéw odzywczych, przeciwutleniaczy i
srodkow przeciwdrobnoustrojowych, ktore mogag wydtuzy¢ okres przydatnosci do spozycia i
zmniejszy¢ ryzyko rozwoju patogendOw na powierzchniach zywnos$ci (Atarés iwsp. 2016,
Nasiri i wsp. 2018). Powtoki z réznymi biopolimerami majg korzystny wptyw na konserwacje
grzybow. Zastosowanie gumy arabskiej wzbogaconej natamycyna jako jadalnej powtoki na
grzybach shiitake utrzymato jedrnos¢, opdznito zmiany w rozpuszczalnych substancjach
stalych, catkowitym cukrze 1 kwasie askorbinowym, jako$¢ sensoryczng i zmniejszyto liczbg
drozdzy 1 ple$ni, wydhuzajac ich okres przydatnosci do spozycia o 16 dni (Jiang i wsp. 2013).
Podobne wyniki uzyskano po zastosowaniu powtlok alginianowych na pieczarkach i
przechowywaniu ich w atmosferze 100% O». Pieczarki osiggnety wysoki poziom jedrnosci i
opoznity brazowienie, otwieranie kapeluszy i1 zmiany w rozpuszczalnych substancjach
statych, catkowitych cukrach i kwasie askorbinowym, osiagajac okres przydatnosci do
spozycia wynoszacy 16 dni (Jiang 2013). Polaczone zastosowanie aloesu i gumy
tragakantowej jako powloki na pieczarkach zminimalizowato utrat¢ wagi 1 bragzowienie oraz
zmniejszyto utrate tekstury podczas przechowywania przez 13 dni w temperaturze 4 °C.
Wedhig Jiang i in. (Jiang i wsp. 2012), obréobka powtoka z kompleksu chitozanowo-
glukozowego utrzymata jedrno$¢ tkanki, zmniejszyta liczbe drobnoustrojow, znacznie
zmniejszyta utrate kwasu askorbinowego 1 zahamowata wzrost czgstosci oddechow w
grzybach shiitake podczas 16 dni przechowywania w temperaturze 4 °C. Polgczenie gumy
tragakantowe;j 1 olejku eterycznego Zataria multiflora Boiss oraz olejku eterycznego Satureja
khuzistanica pozwolito utrzymaé odpowiednio 93,47% 1 92,4% jedrnosci tkanki grzybow,

zmniejszyto liczbe drobnoustrojow i obnizylo wskaznik bragzowienia. Jesli chodzi o wplyw



tych powtok na zawarto$¢ zwigzkow czynnych i sktad odzywczy grzybow, kazda z tych
powlok byta w stanie zatrzymac¢ 33,3% 1 32,9% catkowitej zawarto$ci fenoli oraz 31,9% 1
30,9% kwasu askorbinowego w pordwnaniu z grzybami niepowlekanymi (Nasiri i wsp. 2017,
Nasiri i wsp. 2018). Ponadto, Zhu 1 in. odkryli, ze powloka jadalna przygotowana przy uzyciu
alginianu sodu, wzbogacona 1% (v/v) olejku eterycznego z tymianku, 0,3 g/l L-cysteiny i 0,4
g/l nizyny, zwigkszyta jakos¢ Pholiota nameko po zbiorze w temperaturze 4 °C. Ta powtoka
jadalna znaczaco zahamowata utrate wagi, stopien bragzowienia, zawartos¢ malondialdehydu,
aktywnos$¢ polifenoloksygenazy, peroksydazy i celulazy P. nameko. Ponadto powtoki jadalne
zachowaty zawarto$¢ rozpuszczalnego cukru, kwasu askorbinowego 1 rozpuszczalnego biatka
(Zhu 1 wsp. 2019). Niedawno Liu i in. zbadali wptyw powlekania grzybow shiitake
polisacharydem wyizolowanym z Oudemansiella radicata na ich jako$¢ i smak po 18 dniach
przechowywania w temperaturze 4 °C. Powlekane grzyby mialy znaczng poprawe jakosci, w
tym zmniejszong utrat¢ wagi, poprawiong jedrnos$¢, zmniejszone brgzowienie, zmniejszong
zawarto$¢ malondialdehydu i poprawiong mikrostrukture. Wykazywaty one rowniez wyzsze
stezenie dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy, a takze wyzszg zawarto$¢ niektorych rodzajow
aminokwasOw przypominajacych glutaminian sodu, 5’-nukleotydéw umami i 1-okten-3-olu.
Pieczarki powlekane miaty wyzsza zawartos¢ sktadnikow odzywczych w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Powloki opdzniaty rozklad biatek 1 weglowodandéw oraz zachowywaty wyzsza
zawarto$§¢ kwasu askorbinowego i1 zwigzkow fenolowych, zachowujac ich zdolnos¢
antyoksydacyjng (Liu i wsp. 2012, Castellanos-Reyes i wsp. 2021).

Ozon

Ozon jest silnym $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym stosowanym w celu przediuzenia
okresu przydatno$ci do spozycia zywnosci. Ze wzgledu na silne wiasciwosci utleniajace ozon
powoduje szybka inaktywacj¢ drobnoustrojéw poprzez reakcj¢ z enzymami
migedzykomérkowymi i1 skladnikami komoérkowymi. Bioragc pod uwage, ze po procesie
dekontaminacji nadmiar ozonu szybko rozktada si¢ na tlen, USFDA uwaza go za $rodek
dezynfekujacy, ktory moze mie¢ bezposredni kontakt z Zywnos$cig (Prabha i wsp. 2015).
Oproécz tych korzystnych efektow, stosowanie ozonu jako $rodka dezynfekujacego moze mieé
rowniez pewne wady, takie jak jego wysoka niestabilno$¢ w stanie gazowym, szybki rozktad,
ktory moze powodowac ponowne zanieczyszczenie, korozje w wysokich stezeniach i wysokie
koszty inwestycyjne (Prabha i wsp. 2015). Wplyw ozonu na mikrobiot¢ i patogeny w
pieczarkach zostal zbadany przez Akata i in. (Akata i wsp. 2015). Stwierdzono, Ze narazenie

na gaz ozonowy o stezeniu 2,8 1 5,3 mg/l przez 60 minut spowodowato logarytmiczne



zmniejszenie liczby drobnoustrojow tlenowych o 2,44 1 3,07 oraz logarytmiczne zmniejszenie
liczby bakterii Salmonella, L. monocytogenes i E. coli O157:H7 0 3,61, 2,801 3,41. Watanabe
1 in. stwierdzili, ze wplyw ozonu na sktad chemiczny grzyba Pleurotus ostreatus obejmowat
zwigkszenie masy, zawarto$ci wody, biatek, Ca, K, Zn, ryboflawiny i kwasu askorbinowego
oraz zmniejszenie zawartosci weglowodanow, zelaza i tiaminy (Watanabe i wsp. 1994).
Anjaly 1 in. badali boczniaki wstepnie traktowane 10 1 15 ppm ozonu przez 5 i 10 minut 1
pakowane w pojemniki HDPE (Anjaly i wsp. 2020). Ich wyniki wskazaty, Ze wstepne zabiegi
ozonowe w poftaczeniu z warunkami pakowania byly skuteczne w wydluzaniu okresu
przydatnosci do spozycia grzybow do 10 dni. Zabieg ozonem w stezeniu 15 ppm przez 10
minut osiggnagt 2,25 logarytmiczng redukcj¢ CFU w tlenowych plytkach. Chociaz
zastosowanie ozonu spowodowato poczatkowy wzrost bragzowienia grzybow w poréwnaniu z
grupa kontrolng, podczas przechowywania przez 10 dni reakcja bragzowienia byta spowalniana
przez ozon. Utrata wagi 1 konsystencji grzybow nie miata zwigzku z ozonowaniem. W innej
pracy Zalewska 1 in. (Zalewska 1 wsp. 2021) badali wplyw zastosowania réznych dawek
gazowego ozonu (0,05, 1,0 i 2,0 mg/l) i czasu ozonowania (30 i 60 min) na wlasciwosci
fizykochemiczne Agaricus bisporus przechowywanego w temperaturze 2 °C przez 14 dni.
Calkowita zawartos$¢ fenoli i catkowita aktywnos$¢ antyoksydacyjna grzybow zmniejszyty sig,
podczas gdy utrata wagi wzrosta wraz z zastosowaniem ozonu. Z kolei proces zewnetrznego
brazowienia podczas przechowywania zostat przyspieszony na skutek zastosowania ozonu,
podczas gdy zaobserwowano opoznienie wewnetrznego brgzowienia. Liu i in. stwierdzili, ze
przerywane stosowanie ozonu w stezeniu 3,21 mg/m3 byto skuteczne w utrzymaniu jakosci i
przedtuzeniu okresu przydatnosci do spozycia grzyboéw shiitake przechowywanych w
temperaturze 4 °C i przy wilgotnosci wzglednej 85-95% (Liu i wsp. 2020). Obrobka ozonem
zahamowata aktywno$§¢ polifenoloksydazy 1 zwigkszyla aktywnos$¢ fenyloalaninowe;j
amoniowej liazy, peroksydazy, superoksydazy dysmutazy i katalazy, skutecznie opdzniajac
bragzowienie grzyba. Z kolei utrzymano wysoki poziom catkowitych fenoli, zawarto$¢
rozpuszczalnego biatka 1 uzyskano zmniejszong akumulacj¢ wolnych aminokwasow
(Castellanos-Reyes 1 wsp. 2021).

Woda elektrolizowana

Woda elektrolizowana jest obiecujgcym s$rodkiem dezynfekujacym o szerokim spektrum
dziatania, ktory moze by¢ stosowany w przemysle spozywczym (Rahman i wsp. 2016).
Powstaje w wyniku elektrolizy roztworu soli fizjologicznej, a jej aktywnos$é

przeciwdrobnoustrojowa jest okre§lana przez stezenie wolnego chloru, ktory tworzy kwas



podchlorawy (HCIO), jego potencjat utleniajaco-redukcyjny (ORP) oraz laczny efekt tych
dwoéch czynnikoéw (Lee 1 wsp. 2014). Laczne zastosowanie wody elektrolizowanej (5, 25, 50
1100 mg/l) i pasywnej atmosfery modyfikowanej w pieczarkach zostato zbadane przez Aday
i in. (Aday 1 wsp 2016). Wyniki wskazaly, ze pieczarki poddane dzialaniu 25 mg/l
wykazywaty nizszy wskaznik bragzowienia niz pieczarki niepoddane dziataniu $rodka i miaty
opozniong utrate wagi i tekstury. W innym badaniu poréwnano dziatanie bakteriobdjcze wody
elektrolizowanej o niskim stezeniu z czterema innymi $rodkami dezynfekujacymi (woda
elektrolizowana silnym kwasem, 1% kwasem cytrynowym, wodnym ozonem i roztworem
podchlorynu sodu). Woda elektrolizowana o niskim stezeniu wykazala wigksza skutecznos¢
przeciwdrobnoustrojowag niz inne $rodki dezynfekujace, osiggajac redukcje odpowiednio o
1,35, 1,08 1 1,90-2,16 log CFU/g calkowitej liczby bakterii tlenowych, plesni i drozdzy oraz
patogendw przenoszonych przez zywnos¢ po 3 minutach obrobki w temperaturze pokojowej
(23 £2 °C) (Ding 1 wsp. 2011, Castellanos-Reyes i wsp. 2021).

Swiatlo pulsacyjne

Swiatto pulsacyjne (PL) to technologia nietermiczna stosowana do szybkiej inaktywacji
patogennych mikroorganizméw w celu zapobiegania psuciu si¢ zywnosci. Zostala
zatwierdzona jako technologia dekontaminacji przez FDA (FDA. CFR—Code 2021).
Technika ta polega na stosowaniu krotkich, intensywnych impulsow szerokiego spektrum
$wiatta na powierzchni¢ Zzywno$ci w celu inaktywacji mikroorganizmow (Elmnasser i wsp.
2007). Glowny mechanizm inaktywacji PL odpowiada efektowi fotochemicznemu
wytworzonemu przez szerokie spektrum UV 1 gesto$¢ uzytej energii, co powoduje zmiany
strukturalne w DNA bakterii, wirusOw 1 innych patogenoéw, co zapobiega ich reprodukcji
(Takeshita i wsp. 2003). Zastosowanie wysokich fluktuacji §wiatta pulsacyjnego (12 i 28 J
cm—2) wplyneto na teksture pokrojonych pieczarek (Agaricus bisporus) z powodu uszkodzen
termicznych wywolanych przez zabiegi. Z kolei wigksze bragzowienie bylo promowane z
powodu wyzsze] aktywnosci polifenoloksydazy, a zawarto§¢ zwigzkow fenolowych,
witaminy C 1 zdolno$¢ antyoksydacyjna zostaly znacznie zmniejszone. Jednakze
zastosowanie PL. w niskich dawkach (4,8 J-cm—2) moze wydluzy¢ okres przydatnosci do
spozycia mikrobiologicznego $§wiezych pieczarek w plastrach o 2-3 dni bez drastycznego
wplywu na tekstur¢ lub wiasciwosci antyoksydacyjne (Oms-Oliu 1 wsp. 2010, Castellanos-
Reyes i wsp. 2021).

Ultradzwieki



Ultradzwieki to mechanicznie drgajace fale o czgstotliwosci wigkszej niz 20 kHz. Klasyfikuje
sie je jako ultradzwieki o niskiej intensywnoséci (<1 W/cm?, czestotliwoséci 0,1-20 MHz) i

ultradzwieki o wysokiej intensywnos$ci (10-1000 W/cm?

, czestotliwo$¢ mniejsza niz 0,1
MHz). Ultradzwigki o wysokiej intensywnosci sa stosowane jako $rodek
przeciwdrobnoustrojowy w zywno$ci (de Sao José 1 wsp. 2014). Dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe jest zwigzane ze zjawiskiem kawitacji wytwarzanej w pecherzykach
gazu, co powoduje niszczacy wplyw na komorki mikroorganizméw obecnych w
sonikowanym medium (Guerrero i wsp. 2017). Woda elektrolizowana o niskim st¢zeniu w
potaczeniu z ultradzwigkami lepiej utrzymuje kolor powierzchni i jedrno$¢ $wiezych
pokrojonych pieczarek w porownaniu z zabiegiem z uzyciem tylko wody elektrolizowanej (de
Sdo José i wsp. 2014, Castellanos-Reyes 1 wsp. 2021).

Promieniowanie gamma

Napromieniowanie gamma kilku produktéw zostato zatwierdzone jako bezpieczne przez
FDA. Dawka do 1 kGy okazata si¢ przydatna w utrzymaniu jakosci i przedtuzeniu okresu
przydatnosci do spozycia jadalnych grzybow lesnych, powodujac zmniejszenie bragzowienia
enzymatycznego z powodu opdznienia aktywnosci polifenoloksydazy (Cardoso i wsp. 2019,
Fernandes 1 wsp. 2013). W innym badaniu okreslono wplyw réznych dawek
napromieniowania (0,5, 1, 3,1 15,2 kGy) na jako$¢ plastrow pieczarek (Koorapati iwsp. 2004).
Dawki powyzej 0,5 kGy znaczaco zmniejszyty liczbe mikrobiologiczng do poziomoéw
niewykrywalnych 1 zapobiegly = bragzowieniu  wywotanemu  mikrobiologicznie.
Napromieniowanie dawka 1 kGy byto najskuteczniejsze w przedtuzaniu okresu przydatnosci
do spozycia plastrow pieczarek. Jednak stosowanie napromieniowania gamma mogio
powodowaé zmiany w sktadzie chemicznym (Fernandes i wsp. 2017). Promieniowanie
gamma badano w przypadku grzybow dzikich, takich jak Lactarius deliciosus, Boletus edulis
1 Hydnum repandum (Fernandes 1 wsp. 2012, Fernandes 1 wsp. 2013a), oceniajac jego wptyw
na sktad odzywczy 1 aktywno$¢ antyoksydacyjng. Wyniki wskazaty, ze dawki do 1 kGy
pozwalaja na utrzymanie jakosci i wydluzenie okresu przydatnos$ci do spozycia grzybow, bez
znaczacego wpltywu na makroskladniki odzywcze, warto$¢ energetyczng, tokoferole i
aktywno$¢ antyoksydacyjng (Fernandes 1 wsp. 2012, Fernandes i wsp. 2013a).
Promieniowanie ultrafioletowe jest ogolnie klasyfikowane do trzech grup: UV-C (200-280
nm), UV-B (280-320 nm) i UV-A (320400 nm). Promieniowanie UV-C zostato
zatwierdzone przez FDA do stosowania jako $rodek dezynfekujacy do powierzchniowej

obrobki zywnoéci (Kerch 2015). Zastosowanie promieniowania UV-C (4 kJ/m?) na grzyby
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shiitake i1 przechowywanie ich w modyfikowanej atmosferze przez 15 dni w temperaturze 1
°C 1 wilgotnosci wzglednej 95% spowodowato utrzymanie wysokiej jedrnosci, wyzsza
zawarto$¢ flawonoidow i1 kwasu askorbinowego oraz wigkszg zdolno$¢ antyoksydacyjna
grzybow (Jiang i wsp. 2010). W innym badaniu okreslono wptyw promieniowania UV-C
(0,45-3,15 kJ/m?) na tadunek mikrobiologiczny §wiezych pieczarek przechowywanych przez
21 dni w temperaturze 4 °C. Uzyskano redukcj¢ o 0,46-1,13 CFU/g 1 0,63-0,89 CFU/g w
liczbie E. coli O157:H7 i catkowitej liczbie bakterii tlenowych (Johannessen i wsp. 2002).
Grzyby sa bogate w sterole, gltownie ergosterol. Gdy sa wystawione na dziatanie
promieniowania UV, przeksztalcanie ergosterolu w witaming D2 zachodzi poprzez proces
fotolizy (Stawinska 1 wsp. 2016). Taofiq i1 in. przejrzeli liczne badania oceniajace wptyw
r6znych zrodel promieniowania UV, takich jak ultrafiolet A, ultrafiolet B, ultrafiolet C, na
produkcje witaminy D2 w roznych gatunkach $wiezo uprawianych grzybow (Agaricus
bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus), a takze w innych gatunkach grzybow
(Agaricus bitorquis, Agrocybe cylindracea, Auricularia polytricha, Boletus edulis,
Cantharellus tubaeformis, Cordyceps militaris, Flammulina velutipes, Hericium erinaceus,
Hypsizygus marmoreus, Lentinus squarrosulus, Lentinus polychrous, Pholiota nameko,
Pleurotus citrinopileatus, Pleurotus cystidiosus, Pleurotus djamor, Pleurotus eryngii var.
ferulae, Pleurotus pulmonarius i Volvariella volvacea. Autorzy ci wskazuja, ze te grzyby
zawieraja znaczng ilo§¢ witaminy D2 po narazeniu na promieniowanie UV (Taofiq i wsp.
2017). Inni autorzy badali wplyw promieniowania UV-B na st¢zenie witaminy D2 w
pokrojonych grzybach shiitake (Lentinus edodes) i pieczarkach dwuzarodnikowych (Agaricus
bisporus). Stezenie witaminy D2 w obu rodzajach grzyboéw wzrastato wraz ze wzrostem
dawki napromieniowania. Stwierdzono rowniez, ze napromieniowanie pokrojonych grzybow
byto bardziej skuteczne w zwigkszaniu zawartosci witaminy D2 w poréwnaniu z catym
grzybem, ze wzgledu na wigksza powierzchni¢ napromieniowania i fakt, ze promieniowanie
UV dziata tylko na powierzchni¢ grzybéw (Ko i wsp. 2008). W innym badaniu oceniono
zastosowanie napromieniowanie $wiattem UV-B przez 2 godziny na zawarto$¢ witaminy D2
w jadalnych owocnikach i grzybni 11 gatunkéw $wiezych grzybdéw. Po napromieniowaniu
zawarto$¢ witaminy D2 w owocnikach grzybow wzrosta znaczaco z 0-3,93 do 15,05-208,65
ug/g, a w napromieniowanych grzybniach boczniaka zlotego, boczniaka i1 boczniaka
r6zowego wzrosta z 0,28-5,93 do 66,03—81,71 ng/g. Promieniowanie UV-B miato niewielki
wplyw na zawarto$¢ ergotioneiny (0,71-3,13, 0,63—0,66 mg/g), flawonoidow (5,31-7,26,
1,78-8,21 mg/g) 1 catkowitych fenoli (7,15-18,25, 6,36-13,08 mg/g) odpowiednio w
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owocnikach 1 grzybni, ale autorzy zauwazaja, ze napromieniowane probki nadal zawieraja
wystarczajgce ilosci tych zwigzkoéw antyoksydacyjnych (Huang i wsp. 2015, Castellanos-
Reyes i wsp. 2021).

Wysokie cisnienie hydrostatyczne (HHP)

Wysokie cisnienie hydrostatyczne jest jedng z najczesciej stosowanych technologii
nietermicznych w konserwowaniu 1 przetwarzaniu zywnosci (Misra 1 wsp. 2017). HHP jest
stosowane w celu poprawy bezpieczenstwa zywnos$ci 1 okresu przydatnosci do spozycia
produktow pochodzenia roslinnego dzigki swojej zdolnosci do inaktywacji enzymoéw i
mikroorganizméw (Barba 1 wsp. 2017, Ma 1 wsp. 2017), utrzymywania zwigzkow
bioaktywnych i przy niewielkim wpltywie na jako$¢ odzywczg 1 organoleptyczng (Barba i wsp.
2017, Khan i wsp. 2018, Ranganathan i wsp. 2016). State produkty spozywcze przetwarzane
pod wysokim ci$nieniem sg poddawane systemowi wsadowemu. W tej metodzie produkty sa
pakowane 1 uszczelniane przed przetworzeniem, a nastepnie zywnos$¢ jest tadowana do
perforowanego koszyka, ktory jest umieszczany w naczyniu ci$nieniowym. Nastepnie
ci$nienie jest zwigkszane do zadanego poziomu, a produkt jest utrzymywany pod tym
ci$nieniem przez 3 do 10 minut, po czym ci$nienie jest zwalniane, a odprezony produkt jest
roztadowywany (Balasubramaniam 1 wsp. 2008). Aktywno$¢ endogennych enzymow
degradujacych i enzymow ze wzrostu mikroorganizmow jest zwigzana ze zmianami koloru 1
smaku, degradacja tekstury i utrata warto$ci odzywczych produktéw ogrodniczych, co
znacznie obniza ich jako$¢ 1 okres przydatnosci do spozycia (Whitaker 1991). Badano wptyw
przetwarzania wysokim ci$nieniem hydrostatycznym (HPP) na poziomie 100-300 MPa i
czasie przetrzymywania 3—18 min na cechy jakosciowe §wiezego Pleurotus eryngii, takie jak
polifenoloksydaza (PPO), utrata masy, kolor, twardo$¢ i jako$¢ sensoryczna (Yang i wsp.
2014). Wyniki wykazaly, Zze wraz ze wzrostem ci$nienia i czasu przetrzymywania aktywnos¢
enzymu PPO i elastycznos$¢ probek przetworzonych HPP wzrosty po poczatkowym spadku,
warto$¢ jasnosci (L*) 1 twardo$¢ stopniowo zmniejszyly si¢, podczas gdy wartos¢ zottosci
(b*) 1 tempo utraty masy wzrosty. Jednak podczas przechowywania (0~12 dni) w
temperaturze 4 °C aktywno$¢ enzymu PPO byla nizsza, szybkos¢ utraty wagi byta wigksza, a
zakres zmian koloru 1 twardo$ci byt mniejszy w przypadku probek poddanych dziataniu HHP
niz w przypadku probek niepoddanych dziataniu. Optymalne warunki przetwarzania wynosity
200 MPa i 9 min. Badano rowniez wplyw wysokiego ci$nienia hydrostatycznego (HHP) na
poziomie 300-600 MPa przez 2,5-25 min na inaktywacj¢ mikrobiologiczng 1 kinetyke
inaktywacji w §wiezych pieczarkach (Agaricus bisporus) (Yi1i wsp. 2012. Wyniki wykazaty,
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ze efekty inaktywacji poprawialy si¢ wraz ze wzrostem ci$nienia i wydtuzeniem czasu
przetrzymywania. Drozdze, ple$nie 1 bakterie coli byty bardziej wrazliwe na HHP niz bakterie
tlenowe 1 zostaty catkowicie inaktywowane przy ci$nieniu 400 MPa przez 2,5 min. Z drugiej
strony, obrobka wysokim cisnieniem w zakresie od 600 do 900 MPa powodowatla mniejsza
degradacj¢ tekstury pieczarek w porownaniu z blanszowaniem termicznym. Z kolei wysokie
cisnienia zwigkszyly permeabilizacje¢ bton komorkowych z powodu krystalizacji ich
fosfolipidow, a ta wyzsza przepuszczalno$¢ zwigkszyta stopien brazowienia (Matser 1 wsp.
2000). W innym badaniu Lagnika zbadata wptyw argonu pod wysokim cisnieniem (H, 10
MPa w temp. 4 °C przez 60 min), ultradzwiekow (U, 20 kHz przez 10 min) i ich skojarzonych
zabiegdbw (UH) na wlasciwosci fizykochemiczne pieczarek bialych w ciggu 9 dni
przechowywania po zbiorze w temp. 4 °C. Pieczarki traktowane argonem pod wysokim
cisnieniem wykazaly znaczng redukcj¢ PPO, utrat¢ masy i szybko$¢ oddychania oraz
nieznacznie zwigkszyly aktywno$¢ DPPH, catkowita zawarto$¢ fenoli 1 flawonoidow.
Zastosowanie ultradzwiekow w polaczeniu z argonem pod wysokim cisnieniem okazalo si¢
najskuteczniejszym zabiegiem w celu zmniejszenia PPO (Lagnika i wsp. 2013). Kilka prac
koncentrowalo si¢ na badaniu inaktywacji polifenylooksydazy (PPO) w pieczarkach. Gomes
11n. wskazywali, ze obrobka przy 600 MPa przez 10 min, zmniejszyta aktywno$¢ grzybowego
PPO o okoto 50%, a obrobka przy 800 MPa przez 1 min nie mogta catkowicie dezaktywowac
grzybowego PPO (Gomes i wsp. 1996). Sun i in. donie$li o 28% redukcji aktywnosci
grzybowego PPO poprzez wystawienie go na dziatanie 800 MPa przez 10 min w temperaturze
okoto 35 °C (Sun 1 wsp. 2003). Zastosowanie obrobki przy ultra wysokim cisnieniu (UHHP)
od 1400 do 1600 MPa przez 1 min zmniejszyto aktywno$¢ o0 90,4% 1 99,2% w buforze, jednak
wyzsza aktywno$¢ enzymatyczna pozostala w stanie czystym. Sugeruja, ze inaktywacja
grzybowego PPO przez obrobk¢ UHHP przy ci$nieniu wyzszym niz 1000 MPa wynika z
synergistycznego efektu ci$nienia 1 wzrostu temperatury generowanego przez cisnienie na
strukture drugorzedowa 1 trzeciorzegdowa grzybowego PPO (Yi 1 wsp. 2012a, Castellanos-
Reyes i wsp. 2021).

Coraz wyrazniejszy jest trend konsumencki w kierunku produktow $wiezych, o
wysokiej warto$ci odzywczej, promujgcych zdrowie 1 bogaty w smak, np. w postaci gotowych
do spozycia lub do picia napojow (Endrizzi i in., 2006). Liczebno$¢ drobnoustrojow w
surowych warzywach i owocach waha si¢ migdzy 5,0 a 7,0 log jtk/g (Spurr, 1994); w owocach
dominuja gtownie drozdze i plesnie. Drozdzaki czgsto szybciej kolonizujg srodowisko ze

wzgledu na ich szybszy wzrost. Populacja drozdzy zawiera si¢ w zalezno$ci od rodzaju
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owocow, pomiedzy 2,0 1 6,0 log jtk/g (Nyanga i wsp., 2007, Di Cagno i wsp., 2008a, b) i
stwierdzono w niej obecnos$¢ gatunkéw nalezacych do rodzajow Cryptococcus, Candida,
Saccharomyces, Pichia, Hansenula, Debaromyces 1 Rhodotorula (Nielsen 1 wsp., 2007,
Chanprasartsuk et al., 2010; Di Cagno i wsp., 2010a). Bakterie zasiedlajace surowce roslinne
to przewaznie tlenowce nalezace do rodzajow Pseudomonas, Enterobacteria i Coryneforms
(Schneider, 1988). W surowych warzywach moga réwniez wystgpowaé gronkowce
koagulazo-dodatnie i inne bakterie kalowe; nie stanowig one szczegdlnego ryzyka
zdrowotnego ze wzgledu na niska liczebno$¢ komorek i hamowanie ich wzrostu przez
niekorzystne warunki srodowiskowe i konkurencje drobnoustrojow lepiej do tych warunkéw
przystosowanych (Ciafardini i Di Cagno, 2012).

Bakterie fermentacji mlekowej stanowig niewielka cze$¢ (2,0-4,0 log jtk/g)
autochtonicznej mikrobioty surowych warzyw i owocéw (Buckenhiiskes, 1997). Z surowych
lub spontanicznie fermentowanych warzyw i owocow izoluje si¢ hetero-fermentacyjne 1
homo-fermentacyjne gatunki nalezace do rodzajow Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella,
Enterococcus 1 Pediococcus. Najczesciej wystepujace gatunki to Lactobacillus plantarum,
Weissella cibaria | Weissella confusa. W przypadku zastosowania odpowiednich warunkéw:
odpowiedniej aktywnosci wody, st¢zenia soli i temperatury, obecnosci tlenu, spontaniczna
fermentacja surowych warzyw i owocow pozwala na otrzymanie produktu dobrej jakosci. W
niekorzystnych warunkach moze wystapi¢ jednoczes$nie fermentacja alkoholowa. Zazwyczaj
bakterie Gram-ujemne s3 hamowane we wczesnym stadium fermentacji mlekowej. W
szczegOlnosci Leuconostoc mesenteroides 1 Pediococcus pentosaceus 10zpoczynajg pierwszy
etap fermentacji, a nastepnie dominowac zaczynaja Lactobacillus plantarum i Lactobacillus
brevis lub Lactobacillus maltaromicus i Lactobacillus bavaricus w zalezno$ci od temperatury
inkubacji (odpowiednio 20-30 °C lub 5 °C).

Mikrobiota odpowiedzialne za spontaniczng fermentacj¢ surowych warzyw i owocow
zaslugujg na duze zainteresowanie jako potencjalne narzedzie do poprawy bezpieczenstwa
mikrobiologicznego sfermentowanej zywnos$ci (Fan, Hansen, 2012; Paramithiotis i in., 2012).
Zdolnos$¢ drobnoustrojow do bioprezerwacji wynika gldwnie z syntezy szerokiej gamy
metabolitow pierwotnych 1 wtornych antagonistycznych wobec mikroorganizmow
niepozadanych. Wsrdd tych zwigzkéw sg min. kwasy organiczne, dwutlenek wegla, etanol,
nadtlenek wodoru, diacetyl, zwiazki grzybobojcze (np. kwasy tluszczowe, kwas fenylowy i
jego pochodne), bakteriocyny i antybiotyki (Fan, Hansen, 2012). Nie wszystkie szczepy

bakterii fermentacji mlekowej, naturalnie wystepujace w warzywach i owocach, sg w stanie
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zagwarantowa¢ taka samg efektywno$¢ podczas przetwarzania tych surowcow. Dlatego
prowadzenie badan nad doborem odpowiednich drobnoustrojow do procesow przetworczych
jest nieodzowne. Gtoéwne kryteria stosowane przy wyborze dotycza przede wszystkim
wartosci odzywczych 1 organoleptycznych otrzymywanych produktéw oraz przydatnosci
technologicznej szczepow. Na przykltad zdolno$¢ szczepow LAB do syntezy
egzopolisacharydow (EPS) jest wazng cechg w ksztaltowaniu zardwno lepkos$ci 1 wiasciwosci
odzywczych niektorych produktéw (Di Cagno i wsp., 2011a). W przypadku fermentacji
niektorych warzyw wskazane jest fagodne ukwaszanie (Lee i wsp., 2011). Tak jest np.: w
przypadku kimchi, gdzie nadmierne kwaszenie uwazane jest za jedng z najpowazniejszych
wad. Dlatego tez jako kultury starterowe do otrzymywania tego produktu zostaty wybrane
autochtoniczne szczepy Lactobacillus sakei, charakteryzujace si¢ powolnym zakwaszaniem
srodowiska (Rhee i wsp., 2011). Czgsto szczepy rozpoczynajace fermentacje naleza do
gatunku Leuconostoc mesenteroides, ktorych rozwoj jest szybko hamowany przez rosngce
stezenie kwasu mlekowego. Gatunki dobrze tolerujgce wyzsze stezenia kwasow, takie jak
Lactobacillus brevis, dominujag w fazie §rodkowej fermentacji, po czym wypierane sg w
péznej fazie przez Lactobacillus plantarum. Niemniej jednak kimchi o najlepszych
wlasciwosciach organoleptycznych uzyskuje si¢ przed fazg rozwoju L. plantarum i L. brevis,
przy optymalnym pH 4,5. Po fermentacji kimchi pozostawia si¢ do dojrzewania przez kilka
tygodni w warunkach chtodniczych (Lee i wsp., 2011).

Obecnie innowacje w biotechnologii Zywno$ci dotycza najcze¢$ciej poprawy cech
zywieniowych, a takze w poprawy cech hedonistycznych. Przyktadem tego trendu sg koktajle,
stosowane w celu zwigkszenia spozycia warzyw 1 owocoéw, jako alternatywa i/lub
uzupetnienie $§wiezych produktow. Koktajle zostaly wprowadzone po raz pierwszy w 1960
roku w Stanach Zjednoczonych. Co wigcej, ponownie pojawity si¢ na catym $wiecie w 2000
roku (Titus, 2008). Wytwarzanie koktajli owocowych polega na stosowaniu mieszanki
owocOw 1 warzyw po usuni¢ciu nasion i skorki, ktore sg przetwarzane na mas¢ wtoknistg lub
puree. W wigkszo$ci przypadkéw wybdr mieszanin opiera si¢ na barwie, smaku, teksturze
pitnej, a zwlaszcza w celu zapewnienia wysokiego stezenia sktadnikow odzywczych o niskiej
zawartosci energii (Watzl, 2008). Ostatnio opracowano nowg receptur¢ wytwarzania
sfermentowanych koktajli (D1 Cagno 1 wsp., 2011a). Sok z biatych winogron i ekstrakt z Aloe
vera zmieszano z owocami i warzywami czerwonymi (wisniami, $liwkami i pomidorami) oraz
z zielonymi (fenkutami, szpinakiem, papaja i kiwi) i poddano fermentacji przy udziale

wielosktadnikowej kultury starterowej zawierajacej autochtoniczne szczepy L. plantarum, W.
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cibaria i L. pentosus. Fermentacja mlekowa produktu pozytywnie wplyneta na zawarto§¢ w
nim zwigzkoéw przeciwutleniajacych i wzmocnita cechy sensoryczne.

Pieczarki, podobnie jak wszystkie grzyby jadalne, sa surowcem ktopotliwym do
przetwarzania, gdyz zawieraja duza ilos¢ wody oraz charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia
enzymoOw, takich jak proteaza albo oksydaza polifenolowa, bioragcych udziat w rozktadzie
biatek 1 cukréw, a proces ich psucia rozpoczyna si¢ bezposrednio po zbiorze. Rozwigzanie
tego problemu stanowi zastosowanie odpowiedniej obrébki wstepnej, umozliwiajacej
uzyskanie przetworéw charakteryzujacych si¢ dobra jakos$cia. Zwykle w obrébce tego typu
surowca stosuje si¢ mycie, blanszowanie, moczenie, czgsto w roztworach o dzialaniu
niwelujagcym ciemnienie. Blanszowanie, czyli krotkotrwale moczenie we wrzatku,
a nastgpnie hartowanie w zimnej wodzie, chociaz wywiera negatywny wplyw na teksture
migzszu grzybni, bardzo skutecznie zapobiega jej ciemnieniu, co jest wazne przy
przetwarzaniu pieczarek.

Popularng, stosowang obecnie metodg konserwowania pieczarek jest ich marynowanie,
czyli proces utrwalania produktéw spozywczych m.in. za pomocg octu, wina, oleju, masta czy
kwasnego mleka. Proces marynowania pieczarek znany jest od dawna, a jego technologia
zostala szczegdtowo opracowana i jest stosowana na skalg przemystowa w wielu wariantach.
Inng metoda konserwowania §wiezych pieczarek, mniej popularng i raczej nie stosowang
w skali przemystowej jest kiszenie, czyli biologiczna metoda konserwacji zywnosci
opierajaca si¢ o proces fermentacji mlekowej przy wykorzystaniu cukrow wystepujacych
w surowcu (badz dodanych), co obniza kaloryczno$¢ produktu. Fermentacja kwasu
mlekowego jest uwazana za warto§ciowg 1 prostg z biotechnologicznego punktu widzenia
metode umozliwiajaca utrzymanie i/lub poprawe bezpieczenstwa, wartosci odzywczych,
sensorycznych i trwato$ci, gldéwnie stosowang do konserwowania owocow i warzyw. Nie
wszystkie szczepy bakterii fermentacji mlekowej, naturalnie wystepujace w surowcach
roslinnych, sg w stanie zagwarantowac taka samg efektywnos$¢ podczas przetwarzania tych
surowcow. Dlatego prowadzenie badan nad doborem odpowiednich drobnoustrojow do
procesow przetworczych jest nieodzowne. Glowne kryteria stosowane przy wyborze dotycza
przede wszystkim wptywu bakterii na zachowanie wartosci odzywczych i organoleptycznych
otrzymywanych produktow oraz przydatnosci technologicznej szczepow, tj. ich
oporno$ci/przezywalno$ci podczas przetwarzania.

Jak wynika z danych IERiGZ w latach 2006-2017 krajowa produkcja pieczarek
zwigkszyla si¢ 0 66% do 325 tys. t. W 2018 r. pieczarki produkowano w pieczarkarniach
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o obszarze 245 tys. ha, co daje zwyzke powierzchni o 0,4% w skali roku, przy jednoczesnym
wzro$cie produkcji o 1,5% do 330 tys. t.

Od kilku lat Polska jest najwigkszym §wiatowym eksporterem pieczarek i to wlasnie
eksport jest podstawowym rynkiem zbytu grzybow uprawianych w naszym kraju. Szacuje sie,
ze eksport stanowi 65-70% produkcji. Na swiatowych rynkach polskie pieczarki konkuruja
zaréwno cena jak i jakoscia. Swiadczy to o dobrze zorganizowanym zapleczu sanitarnym
i logistycznym, co gwarantuje mozliwos$¢ dalszego rozwoju branzy przy obecnie ewidentnej
przewadze popytu nad podaza.

W Polsce swieza pieczarka stanowi 95% spozycia, w krajach starej Unii Europejskiej 70% to
pieczarka w puszce, 30% - $wieza, przy prawie dwukrotnie wigkszym spozyciu ogétem niz
w Polsce. Istnieje stabilna tendencja wzrostowa we wszystkich asortymentach grzybow
hodowlanych i wszystkich krajach UE, od kilku lat utrzymujaca si¢ na poziomie +2% rocznie.

Przy obecnych trendach pro-zdrowotnych, nie jesteSmy w stanie znacznie zwigkszy¢
krajowego spozycia, promujgc pieczarke jedynie pod postacig Swiezego produktu. Wigksze
krajowe spozycie mogloby podnies$¢ statystyki produkcyjne, ale to wymaga opracowania
i promowania produktéw odpowiadajacych dzisiejszym trendom zywieniowym. Takim
produktem powinna sta¢ si¢ pieczarka utrwalana metoda naturalnej fermentacji, przy
zastosowaniu specjalnie w tym celu wyselekcjonowanych kultur starterowych bakterii
fermentacji mlekowej. Tego typu produkt spelniatby wszystkie kryteria, jakim odpowiada
zywno$¢ pro-zdrowotna. (Foodfakty.pl., 2019).

Jak juz wspomniano grzyby jadalne sg surowcem ktopotliwym do przetwarzania, gdyz
zawierajg duzg ilo$¢ wody oraz charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig enzymow, w tym
oksydaz wywolujacych ciemnienie owocnikéw w czasie przerobu oraz podczas sktadowania
wyrobow gotowych (Jaworska i wsp. 2008). Rozwigzanie tego problemu stanowi
zastosowanie odpowiedniej obrébki wstepnej, umozliwiajacej uzyskanie przetwordw
charakteryzujacych si¢ dobrag jakoscig. Zwykle w obrébce tego typu surowca stosuje si¢
mycie, blanszowanie, moczenie, nasgczanie préozniowe owocnikdéw, czesto w roztworach o
dziataniu niwelujacym ciemnienie, do ktérych naleza: nadtlenek wodoru, chlorowodorek
cysteiny, wersenian sodu, pirosiarczyny, kwasy organiczne, kwas askorbinowy,
izoaskorbinian sodu (Czapski 2002). Ponadto wcigz poszukuje si¢ substancji dodatkowych
zapobiegajacych ciemnieniu, ktore nie miatyby negatywnego wplywu na zdrowie cztowieka,

a zabezpieczalyby grzyby przed brazowieniem.
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Ze wzgledu na duza zawarto§¢ wody 1 wysoka aktywno$¢ enzymoéw, takich jak
proteaza albo oksydaza polifenolowa, biorgcych udzial w rozktadzie biatek i cukréw, grzyby
sa bardzo nietrwale, a proces ich psucia rozpoczyna si¢ bezposrednio po zbiorze. Stad tez
konieczno$¢ szybkiego przetwarzania grzyboéw, ktore w handlu dostgpne sa najczescie] w
formie suszonej, a takze jako marynowane, mrozone, solone, sterylizowane (konserwy).
Znane s3 takze ekstrakty 1 maczka grzybowa, dodawane do roznych produktow spozywczych
ze wzgledu na walory smakowe i1 zapach. Nalezy zaznaczy¢, ze przetwory grzybowe wyrdznia
duza odporno$¢ na zmienne warunki przechowywania (Manzi i in., 2004, Bernas$ i in., 2007,
Jaworska 1 in., 2007, Berna$ i Jaworska 2010, Lentas i in., 2011, Adamiak 1 in., 2013).

Grzyby $§wieze sg najpowszechniej spozywane jako smazone. Niestety, podczas ob-
robki cieplnej zawarto§¢ sktadnikow odzywczych i aktywnos$¢ antyoksydacyjna ulega
zmniejszeniu bardziej niz podczas mrozenia i suszenia. Mimo to, borowiki w takiej postaci
(przygotowane bez dodatkowych sktadnikow, grillowane) w 100 g zawieraja 32% zalecanej
dziennej dawki blonnika pokarmowego 1 nadal stanowig jego cenne zrodto (Manzi i in., 2004,
Barrosi i in., 2007).

Blanszowanie, czyli krétkotrwate moczenie we wrzatku, a nastepnie hartowanie w
zimnej wodzie, chociaz wywiera negatywny wpltyw na tekstur¢ migzszu grzybni, bardzo
skutecznie zapobiega jej ciemnieniu, co jest wazne przy przetwarzaniu np. pieczarek (Czapski
1994). Nalezy jednak pamigta¢, ze im dtuzszy czas blanszowania i im wyzsza temperatura
wody, tym wieksza deformacja chitynowych $cian komérkowych grzybéw poddanych temu
procesowi (Lentas i1 in., 2011). Blanszowanie pieczarek przed ich mrozeniem zwicksza
twardo$¢ 1 gumowato$¢ owocnikow, zwlaszcza podczas dhlugiego sktadowania w
zamrazarkach. Warto zaznaczy¢, ze mrozenie uznaje si¢ za najlepsza metod¢ przechowywania
w celu zachowania smaku i aromatu §wiezych grzybow. Chociaz najpowszechniej mrozone
sg pieczarki, to, podobnie jak do konserwowania, nadajg si¢ tu takze borowiki, kurki 1 rydze.
Zamrazanie owocnikow powoduje zmniejszenie ich chrupkosci, kruchosci, twardosci i
zujnosci, przy jednoczesnym zwigkszeniu wodnisto$ci, sprezystosci i spojnosci (Steinbuch
1979, Bernas i in., 2007).

Grzyby moga by¢ przechowywane takze w formie konserw. W tym celu poddaje si¢
je sterylizacji 1 utrwaleniu w roztworze chlorku sodu i, czasami, niewielkiego dodatku kwasu
cytrynowego, kwasu L-askorbinowego, pirosiarczynu sodu badz potasu. Konserwy grzybowe
sa przydatne do spozycia przez 24 miesigce. Przyjmuje si¢, ze wartos¢ odzywcza mrozonek

jest wieksza niz konserw, ale nie zostalo to jednoznacznie udowodnione. Badania
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poréwnawcze konserw 1 mrozonek borowika szlachetnego nie wykazaty istotnych réznic w
ich podstawowym sktadzie chemicznym (Berna$ i Jaworska 2010), aczkolwiek sg tez dane,
ze mrozonki (borowika i pieczarki) zawieraty 3,5-krotnie wigcej witaminy B1 1 0 25% wiecej
witaminy B2 anizeli konserwy z owocnikami tych grzybow. Z kolei wcze$niejsze
blanszowanie z uzyciem pirosiarczanu (IV) sodu 1 kwasu cytrynowego obnizylo zawartos¢
B1 o $rednio 33% w poréwnaniu do owocnikdéw nieblanszowanych (Jaworska 1 in., 2007).

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze mimo cennego sktadu, warto$¢ odzywcza grzyboéw nie
jest wysoka, a przyswajalnos¢ ich bialtka jest nizsza niz biatka ro§linnego, ze wzgledu na duza
zawarto$¢ aminokwasow siarkowych: metioniny i cysteiny (Bernas i Jaworska 2010). Duza
zawarto$¢ biatka w suchej masie powoduje, ze grzyby staty si¢ wspotczesnie atrakcyjnym
produktem spozywczym, z realng perspektywa zwigkszenia ich udzialu w diecie. Wynika to
nie tylko ze wzrastajagcego zapotrzebowania na zywnos¢ przez rosnacg populacje cztowieka,
ale takze, moze przede wszystkim, z mozliwo$ci wykorzystania mykoprotein w profilaktyce
chorob cywilizacyjnych, zwigzanych migdzy innymi z nadmiernym spozyciem thuszczow
zwierzecych. Ponadto, grzyby sa cennym zrodtem weglowodandow (do 5% s.m.), kwaséw
thuszczowych (3,5% s.m.; w tym niezbgdnych nienasyconych kwasoéw ttuszczowych, NNTK)
1 sktadnikow mineralnych (m.in. chromu, cynku, fluoru, fosforu, jodu, kobaltu, manganu,
miedzi, niklu, potasu, selenu, sodu, srebra, wapnia, zelaza). Zawarto$cig witamin, ktora jest
zmienna i zalezy od gatunku, grzyby czgsto przewyzszajg warzywa. Stanowig cenne Zrodlo
nie tylko witamin z grupy B: B1, B2, B6, ale takze witamin C, E, H, PP, prowitaminy A i D
(Golianek 1 Mazurkiewicz, 2016).

Z uwagi na fakt, ze grzyby jadalne charakteryzujg si¢ niska kaloryczno$cig, mozna je
traktowac jako pokarm dietetyczny (Matilla i in., 2002). Do gtownych gatunkéw uprawnych
nalezy pieczarka dwuzarodnikowa (Agaricus bisporus), twardziak jadalny (Lentinula
edodes), boczniak (Pleurotus spp.), uszak bzowy (Auricularia auricula), zimdéwka
aksamitnotrzonowa (Flammulina velutipes) oraz pochwiak pochwiasty (Volvariella
volvacea). Najwickszym producentem grzybow na $§wiecie sg Chiny, gdzie produkcja w 2007
roku wyniosta 1,6 mln ton (FAO 2007). W produkcji pieczarek Polska wraz z Holandig sa
liderami w Europie. W 2012 r. zebrano 265 tys. ton pieczarek, z czego 65% przeznaczono na
eksport (Trajer 1 Dyngus 2013).

Fermentacja mlekowa grzybow nie jest tak dobrze poznana jak innych surowcow,
takich jak chociazby ogorki czy kapusta. W literaturze zagranicznej znaleziono jedng pozycj¢

dotyczaca prob opracowania technologii utrwalania grzybow przy zastosowaniu bakterii
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fermentacji mlekowej (Joshi V.K. 1 in., 1996). Jako surowiec w pracy tej wykorzystywano
pieczarki, ktore po blanszowaniu poddawano fermentacji spontanicznej i kontrolowanej z
wykorzystaniem kultur bakterii L. plantarum, L. delbrueckii 1 Streptococcus lactis.
Fermentacja kontrolowana, w poréwnaniu z procesem spontanicznym, przebiegata
zdecydowanie szybciej 1 z wigkszg wydajnoscig kwasu mlekowego, przy czym najwickszy
wzrost kwasowosci zaobserwowano w przypadku L. plantarum. Uzyskany produkt byt
akceptowalny sensorycznie pod wzglgdem smaku, zapachu oraz barwy. Wyniki do§wiadczen
dotyczacych kiszenia pieczarek za pomoca bakterii fermentacji mlekowej (Lactococcus lactis
subspec. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, L. plantarum) oraz propionowej
(Propionibacterium freudenreichii), przedstawione na konferencji PTTZ w 2005 r. réwniez
dowodza mozliwosci uzyskania ta metodg atrakcyjnego sensorycznie i trwatego produktu
(Jablonska-Ry$ E. i in., 2005). Znane sg tez wyniki badan dotyczace zastosowania do
fermentacji pieczarek szczepow L. plantarum 1b oraz L. plantarum 299v. Po tygodniowe]
fermentacji mlekowej wartos¢ pH w probkach spadta do poziomu 3,6-3,75, a wartosci te
utrzymywaly si¢ lub nieznacznie spadaly w okresie dojrzewanie fermentowanych probek w
lodowce. Grzyby fermentowane otrzymaly wysokie oceny w ocenie organoleptycznej.
Grzyby fermentowane szczepem probiotycznym charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto$cia
zwiazkow fenolowych 1 wyzsza aktywnos$cig przeciwutleniajaca. Szczep L. plantarum 299v,
z udokumentowanymi wlasciwosciami probiotycznymi, mozna zastosowa¢ w fermentacji
owocnikow grzybow. Produkty uzyskane przy uzyciu obu szczepdéw charakteryzowatly si¢
dobrymi wtasciwosciami sensorycznymi. Typ szczepu zastosowanego w fermentacji
mlekowej owocnikéw pieczarek mial wplyw na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych 1
wlasciwosci przeciwutleniajace koncowego produktu (Jabtonska-Rys$ E. i in., 2016). Badania
nad kontrolowang fermentacja pieczarek podejmowano rowniez w IBPRS, w latach 2007-
2009, w ramach realizacji projektu celowego, stosujac w nich dwa szczepy bakterii: L.
plantarum KKP 834 oraz L. mesenteroides 70 1 (Raport koncowy, 2010). Uzyskano
pozytywne wyniki nadan, a kiszone pieczarki charakteryzowaty si¢ dobra jako$cia
sensoryczng. Firma Bracia Urbanek, w ktérej wykonano pozytywnie zakonczone proby w
skali pottechnicznej nie podjeta jednak produkcji na skale przemystowa. Nie znaleziono
rowniez innych kontrahentéw do wdrozenia opracowanej technologii.

Popularno$¢ artykutu spozywczego jakim sa pieczarki oraz skala ich produkcji w
Polsce sprawita, ze autorzy niniejszej pracy zaje¢li si¢ zagadnieniem doboru szczepdéw oraz

opracowaniem warunkoéw zakiszania pieczarek, tak aby podnie$s¢ jeszcze bardziej
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atrakcyjnos¢ tego produktu na krajowym rynku spozywczym, poprzez zaproponowanie dotad
rzadko stosowanego u nas sposobu jego konserwowania. Znaczenie tego surowca

dokumentuje rowniez fakt znacznej skali eksportu (Fresh-market 2023).

Niemcy Wielka Fran’. WIochy- Grecja Holandia Szwecja Bulgaria Austria  Dania Belgia Rumuniahlorweg‘i”
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—

Dane dotyczace eksporu pieczarek pochodza z GUS, jednak nie s3 w nich uwzglednione
osobne informacje dla poszczegolnych gatunkow pieczarki, tylko zbiorcze dla catego rodzaju
Agaricus (kategoria CN 070951 - Grzyby z rodzaju Agaricus, §wieze lub schtodzone).
Wolumen eksportu pieczarek z Polski w 2023 roku wynidst 2384 tys. ton, za$ jego warto$¢
osiggneta poziom 2 345,7 min zt (2,3 mld zt). Oznacza to spadek eksportu w tej kategorii
w yjeciu ilosciowym, ale wzrost w ujeciu wartosciowym. W 2022 roku eksport pieczarek
wyniost bowiem 243,3 tys. ton oraz2 158,8 miln zl (2,2 mld zl). Daje to spadek
wolumenu o0 4,9 tys. ton, czyli 0 2,0 procent oraz wzrost wartosci az o 186,9 min zl, czyli
0 8,7 procent. Srednia cena eksportowanych z Polski pieczarek wyniosta w 2023 roku 9,84
zt/kg wobec poziomu 8,87 zt/kg w analogicznym okresie roku 2022, co oznacza wzrost rok
do roku o 10,9 procent.

Polska pozostaje pieczarkowym hegemonem na globalnym rynku z ogromng przewagg
eksportu nad importem. W 2023 roku saldo wyniosto +236,6 tys. ton oraz +2 332,2 mln zt na
korzys$¢ eksportu (Fresh-market 2023).

3. CELI1ZAKRES PRACY
3.1. Cel pracy
Celem pracy bylo opracowanie i optymalizacja metod otrzymywania utrwalonej

biomasy bakterii z rodzaju Leuconostoc, charakteryzujacych si¢ wlasciwosciami
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biotechnologicznymi pozwalajacymi na ich wykorzystanie w procesie kiszenia pieczarki
dwuzarodnikowej oraz opracowanie kultur starterowych, receptur i technologii kiszenia oraz

przeprowadzenie testow eksploatacyjnych pilotazowej linii do kiszenia.

3.2. Zakres pracy
Zakres pracy obejmowat:

- przebadanie panelu szczepow z rodzaju Leuconostoc, pochodzacych z zasobéw ZF pod
katem mozliwosci ich zastosowania w kulturze starterowej do kiszenia grzybow - poprzez
oceng ich wlasciwos$ci biotechnologicznych,

- optymalizacj¢ warunkéw hodowli w skali mikrotechniczne;,

- proby wydzielania biomasy bakterii z podtoza hodowlanego,

- proby utrwalania biomasy droga suszenia sublimacyjnego,

- wykonanie kiszonek do§wiadczalnych pieczarki dwuzarodnikowej w skali laboratoryjnej,

- oceng sensoryczng otrzymanych kiszonek oraz badania chemiczne zalewy,

- oceng statystyczng wynikow,

- wytypowanie najodpowiedniejszych szczepow sposrod przebadanych bakterii do
ewentualnych zastosowan przemystowych.

- dobor zestawu przypraw i1 przeprowadzenie oceny organoleptycznej i analiz fizyko-
chemicznych otrzymanych produktow,

- przeprowadzenie badan przechowalniczych,

- wykonanie prob zastosowania wody dekontaminowanej do mycia surowca,

- wykonanie testow eksploatacyjnych pilotazowe;j linii do kiszenia pieczarek obejmujacych

badania mikrobiologiczne czysto$ci urzadzen oraz jakosci mikrobiologicznej produktu.

4. METODYKA PRACY
4.1. Materiaty
4.1.1. Badane mikroorganizmy

Panel pigtnastu przebadanych mikroorganizméw przedstawiono w tabeli 1.

22



Tabela 1. Szczepy bakterii wykorzystywane w badaniach

Identyfikacja genetyczna

=
o . . weryfikacja
Z N Nazwa 1 symbol szczepu Pochodzenie szczepu (wery ) J, )
Q przynaleznosci
w .
gatunkowej)
1. | Leuconostoc citreum (L 06) Zakwas piekarski zytni Leuconostoc citreum
2. | Leuconostoc lactis (L. 07) Zakwas piekarski zytni Leuconostoc citreum
3. | Leuconostoc sp. 1 Zakwas piekarski zytni Leuconostoc lactis
4. | Leuconostoc sp. 2 Zakwas piekarski zytni Leuconostoc lactis
5. | Leuconostoc citreum C750(9) Zakwas piekarski zytni | Lactobacillus plantarum
6. | Leuconostoc mesenteroides/dex Zakwas piekarski zytni Leuconostoc
750G pseudomesenteroides
7. | Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7 | Zakwas piekarski zytni Weisella cibaria
8. | Leuconostoc citreum sz 2.1-3 Zakwas piekarski zytni Leuconostoc citreum
9. | Leuconostoc citreum sz 2.1-7 Zakwas piekarski zytni | Pediococcus pentosaceus
10. | Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6 | Zakwas piekarski zytni | Pediococcus pentosaceus
11. | Leuconostoc mesenteroides C Cydr Lactobacillus plantarum
12. . Pieczarki fermentowane Leuconostoc
Leuconostoc mesenteroides 70O .
mesenteroides
13. Zakwas piekarski Leuconostoc
Leuconostoc mesenteroides G4C p .
gryczany mesenteroides
14. ) Jablka fermentowane Leuconostoc
Leuconostoc mesenteroides JIIF )
mesenteroides
15. | Leuconostoc mesenteroides PIN Papryka fermentowana | Staphylococcus pasteuri

Wszystkie bakterie uzyte w doswiadczeniach zostaty wyizolowane z produktow poddanych

spontanicznej fermentacji.

Zakwasy piekarskie zytnie (4 szt.) pochodzity z dwoch piekarni rzemie$lniczych. Pozostale

zostaly sporzadzone w warunkach laboratoryjnych.

Przynalezno$¢ gatunkowa szczepow zostala oznaczona za pomocg testu APi CH50, a w

niektorych przypadkach potwierdzona analizg 16-s RNA.
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Szczep nr 12 (Leuconostoc mesenteroides Z0) pochodzit z Zaktadu Technologii Przetworéw
Owocowych 1 Warzywnych, gdzie wykorzystywany byl w wczes$niejszych do§wiadczeniach
obejmujacych kiszenie grzyboéw, a w niniejszej pracy traktowany byt jako szczep odniesienia

(kontrolny).

4.1.2. Grzyby stosowane w badaniach
Do kazdej serii doswiadczen w skali laboratoryjnej stosowano pieczarki zakupione w
handlu detalicznym jako jedna partia, charakteryzujace si¢ wyrOwnanymi, niewielkimi

rozmiarami (okres$lenie konfekcyjne ,,mini pieczarki’) oraz wysoka jakoscia.

4.2. Przygotowanie materiatu mikrobiologicznego

Materiat do badan uzyskiwano prowadzac hodowle na dwoch podtozach.
W pierwszym etapie badan wykonano hodowle kolbkowe 15 wytypowanych szczepow
bakterii na podtozu MRS zawierajacym okoto 2,3 % cukru (sacharozy) — podtoze wykonane
samodzielnie (bez korekcji pH). Pieczarki zawieraja okoto 0,4 g cukru/100 g, wiec dodatek
cukru jest niezbedny do zainicjowania fermentacji mlekowej. Rzeczywisty stosunek masy
zalewy do masy pieczarek wynosi okoto 30 : 70, stad jezeli na surowiec ma przypadac 1 %
cukru w stosunku do jego masy to roztwor powinien zawiera¢ okoto 2,3 %.
Hodowle na tym podtozu prowadzono w celu dokonania oceny wzrostu biomasy bakterii w
25 °C (temperatura otoczenia, w ktorej zakiszane begda pieczarki w skali przemystowej), jako
uktad modelowy, w ktorym jedynym zrodiem cukrow jest dodatek sacharozy zamiast
glukozy (standardowy MRS).
Hodowle trwaty 24 h, w temperaturze 25 °C. Po zakonczeniu hodowli ptyn o objetosci 50
ml wirowano przy dwoch predkosciach obrotowych rotora: 5500 1 9000/min przez 15 min.
Nastepnie odbierano supernatant, a pozostaty osad suszono konwekcyjnie (owiewowo) w
temperaturze otoczenia przez 12 h. W hodowlach, po ich zakonczeniu oznaczano liczbg
bakterii fermentacji mlekowe;.
W supernatancie oznaczano rowniez zawartos¢ kwasu mlekowego i octowego, w celu
wstepnego okreslenia przydatnosci danego szczepu bakterii do kiszenia warzyw (lub
pieczarek).
W drugim etapie badan wykonano hodowle kolbkowe 15 wytypowanych szczepow bakterii
na podtozu produkcyjnym o sktadzie (w przeliczeniu na 10 | pozywki):
- glukoza 200 g,

- sacharoza 250 g,
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- ekstrakt stodowy 80 g,

- namok kukurydziany 50 g,
- ekstrakt drozdzowy 20 g,
- pepton 50 g,
- amonu siarczan 50 g,
- amonu diwodorofosforan 30 g,
- magnezu siarczan 6¢g,
- manganu (II) siarczan 1,5g.

Hodowle w tym podtozu prowadzono w celu dokonania oceny wzrostu biomasy bakterii w
temperaturze 30 137 °C (testowane temperatury namnazania biomasy w skali przemystowej)
w ramach optymalizacji warunkéw namnazania biomasy w warunkach przemystowych, do
otrzymywania szczepionek komercyjnych. Hodowle trwaty 24 h. Po zakonczeniu hodowli
ptyn o objetosci 50 ml wirowano przy trzech predkosciach obrotowych rotora: 5500, 7000 1
9000/min, w celu doboru parametréw efektywnego wydzielania biomasy bakterii z podtoza
hodowlanego.

Nastepnie odbierano supernatant, a pozostaty osad suszono konwekcyjnie (owiewowo) w
temperaturze otoczenia przez 12 h. W hodowlach, po ich zakonczeniu oznaczano liczbg
bakterii fermentacji mlekowej. W supernatancie oznaczano réwniez zawarto$¢ kwasu
mlekowego 1 octowego, w celu wstepnego okreslenia przydatnosci danego szczepu bakterii

do kiszenia warzyw (lub pieczarek).

4.3. Liofilizacja probek bakterii

Dehydratacja metoda sublimacyjng prowadzona byla przy uzyciu liofilizatora
laboratoryjnego Christ Alpha 1-4, w ktorym mozliwe jest przeprowadzenie wszystkich trzech
etapOw procesu suszenia sublimacyjnego: zamrazania, gldwnego suszenia oraz dosuszenia;
na dowolnym etapie procesu mozna kontrolowa¢ temperatur¢ produktu, temperature
kondensatora lodu oraz wartos¢ cisnienia. Koncowa wilgotnos¢ preparatow 2-3 %.

Jako dodatki ochronne stosowano glicerol oraz odttuszczone mleko w proszku.

4.4. Kiszenie pieczarek
Pieczarki kiszono w stojach typu twist off o pojemnosci catkowitej 0,9 1. Material do kiszenia
przygotowywano, a nastepnie prowadzono proces kiszenia w nastgpujacy sposob:

- pieczarki czyszczono z resztek $ciotki, po czym myto pod biezaca woda,
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- nastepnie pieczarki blanszowano w wodzie o temp. okoto 92-93 °C przez 5 min w taki
sposoOb, ze wrzucano parti¢ grzybow do pojemnika z wodg o T = 95 °C, temperatura obnizata
si¢ o kilka stopni — oczekiwano przez kilka minut az temperatura osiggnie zadany poziom, a
nastgpnie przetrzymywano grzyby w tej temperaturze przez 5 min,

- warzono sloje, nasypywano porcj¢ pieczarek, wazono calo$¢, zalewano przegotowang i
schtodzong woda tak zeby przykry¢ grzyby i ponownie wazono aby okresli¢ mas¢ zalewy,
odlewano zalewe¢ do innego naczynia i dodawano kolejno 1,5 % soli oraz 1,5 % cukru
(sacharozy spozywczej) w stosunku do masy pieczarek oraz szczepionke bakteryjng w ilosci,
ktora zapewniata §rednia poczatkowa liczbe bakterii w zalewie na poziomie 10° jtk/ml (tzn.
dodawano 0,1 ml zawiesiny bakterii o liczbie rzedu 10° jtk/ml na kazde 100 ml zalewy) —
doktadnie mieszano, zalewano grzyby, znowu dokladnie mieszano, zamykano stoje i
odstawiano do termostatu utrzymujacego stata temperaturg 25 °C na okres 7 dni.

Po 7 dniach probki wstawiono do chtodni i przetrzymywano w temperaturze 8-10 °C przez 3

tygodnie.

Cze$¢ probek po zakonczeniu czterotygodniowego procesu zakiszania poddawano procesowi
pasteryzacji. Proces ten prowadzony byt w nastepujacy sposob:

stoje z kiszonkami wstawiano do naczynia z zimng wodg, wode podgrzewano do wrzenia,
konczono podgrzewanie a probki przetrzymywano w goragcej wodzie przez 20 min, po czym

schtadzano w strumieniu zimnej wody.

Badania nad doborem mieszanek przyprawowych wykonywano w nastepujacych uktadach
(uktad I):
- kiszenie z udziatem szczepow Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc lactis Sp. 1 w
nastepujacym uktadzie dodatkow przyprawowych:

1. Fermentacja spontaniczna (W1)

2. L06 bez dodatkow (W2)

3. Leuconostoc sp 1 bez dodatkéw (W3)

4. 750 (9) bez dodatkow (W4)

5. Weisella cibaria KKP 2043 bez dodatkow — pordwnawczy wariant doswiadczenia

(W3)
6. 106 + marchew + 1i$¢ laurowy (W6)
7. Spl + marchew + li§¢ laurowy (W7)
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8. L06 + cebula + pieprz (WS)

9. Spl + cebula + pieprz (W9)

10. L06 + imbir + czosnek (W10)

11. Sp1 + imbir + czosnek (W11)

12. £06 + gorczyca +ziele angielskie (W12)

13. Spl + gorczyca + ziele angielskie (W13), gdzie (W....) to robocze ozn. probek.

Kiszonek nie poddawano pasteryzacji, a wszystkie probki przechowywano w warunkach

chtodniczych.

- kiszenie z udzialem szczepdéw Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc citreum
C750(9) (identyfikacja jako Lactobacillus plantarum) w nastepujacym uktadzie dodatkéw
przyprawowych (uktad II):

1. L06 + marchew + ziele angielskie (K1)

2. 106 marchew + imbir + 1i$¢ laurowy (K2)
3. L06 + gorczyca + 1is¢ laurowy (K3)

4. 106 + chrzan + marchew (K4)

5.750(9) + marchew + ziele angielskie (K5)

6. 750(9) + marchew + imbir + 1i$¢ laurowy (K6)

3

. 750(9) + gorczyca + 1i§¢ laurowy (K7)

[0¢]

. 750(9) + chrzan + marchew (K8), gdzie (K....) to robocze ozn. probek

W kazdym wariancie potowe kiszonek poddawano pasteryzacji, a drugiej potowy nie

pasteryzowano; wszystkie probki przechowywano w warunkach chtodniczych.

- kiszenie z udzialem szczepow Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc citreum
C750(9) (identyfikacja jako Lactobacillus plantarum) w nastepujacym uktadzie dodatkéw
przyprawowych, w zmiennych warunkach przechowywania probek niepasteryzowanych
oraz poddanych pasteryzacji (uktad III):

1. — P1(2) — L06 + marchew + ziele ang., bez pasteryzacji, przechowywanie probek w
chlodni

2.—PI1(3) — L06 + marchew + ziele ang., pasteryzacja, przechowywanie prébek w chtodni
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3. — P1(4) — L06 + marchew + ziele ang., pasteryzacja, przechowywanie probek w T
pokojowe;]

4.—P5(9)—750(9) + marchew + ziele ang., pasteryzacja, przechowywanie probek w chtodni

5. —P5(10) — 750(9) + marchew + ziele ang., bez pasteryzacji, przechowywanie probek w

chtodni

6. — P6(12) — 750(9) + marchew + imbir + 1i§¢ laurowy, bez pasteryzacji, przechowywanie
probek w chtodni

7. — P6(14) — 750(9) + marchew + imbir + 1i§¢ laurowy, pasteryzacja, przechowywanie
probek w chtodni

8. — P6(11) — 750(9) + marchew + imbir + 1i§¢ laurowy, pasteryzacja, przechowywanie
probek w T pokojowej

9. — fermentacja spontaniczna — marchew + ziele angielskie, bez pasteryzacji,

przechowywanie probek w T pokojowej

10. - PK(15) — fermentacja spontaniczna — marchew + imbir + 1i$¢ laurowy, pasteryzacja,
przechowywanie probek w chtodni

4.5. Metody badawcze

4.5.1. Metody mikrobiologiczne
Oznaczenie liczby bakterii fermentacji mlekowej (LAB) metoda ptytkowa na podtozu MRS
wedlug normy (PN-EN 15787:2009).
Oznaczanie liczby bakterii fermentacji mlekowej (LAB) tworzacych EPS metoda ptytkowa
na podtozu MRS wedlug normy PN-EN 15787:2009, z tym, ze w podtozu MRS jedyne zrodto
cukrow stanowita sacharoza. W trakcie oznaczenia liczono kolonie z otoczka S$luzowa
wskazujacg na syntezg EPS.
Oznaczenie liczby drozdzy i plesni metoda plytkowa wedlug normy PN-ISO 21527-1:2009,
z wykorzystaniem podtoza YGC Merck.
Oznaczanie aktywnosci antybakteryjnej LAB — metodg dyfuzyjng wedlug Pilet (Pilet 1 in.
1995), zmodyfikowang w ZF przez mgr B. Chabtowska. Oceniano wielko$¢ stref
zahamowania wzrostu wybranych szczepoéw bakterii patogennych przez 10 ml odcieku po

hodowli LAB.

Oznaczanie zdolnosci do syntezy EPS wykonywano poprzez powierzchniowy posiew

hodowli eza na podtoze state (MRS lub podtoze produkcyjne), w ktorym jedynym zrodiem
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cukrowcoéw byta sacharoza. Oceny dokonywano wizualnie, stwierdzajac lub nie obecnos¢

galaretowatej substancji wzdtuz linii posiewu.

4.5.2. Metody analityczne
Oznaczanie kwasu mlekowego i octowego w supernatantach po wirowaniu hodowli
bakterii w skali laboratoryjnej prowadzono z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja UV wg. metodyki wlasnej. Analizy wykonane
przez pracowni¢ analityczng Zaktadu Technologii Fermentacji.
Analize ilo§ciowg przeprowadzono metoda wzorca zewngtrznego.
Krzywe wzorcowe przygotowano na 4 poziomach stezen danego analitu w wodzie o czystosci
HPLC.
Stosowane wzorce substancji chemiczne;j:
a) kwas mlekowy, 86,1% (Fluka)
b) kwas octowy, 99.8% (Sigma-Aldrich)
Aparatura:
1) Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) firmy Gilson:
e Pompa gradientowa - model 322-H]1
e Zawor dozujacy 20ul
e Autosampler - model LH 271
e Detektor spektrofotometryczny UV/VIS - model 156
e Program integracyjny wspolpracujacy z detektorem - Trilution LC
2) kolumn Aminex HPX-87H (300 x7,8) z przedkolumng firmy Bio-Rad (USA)
Parametry pracy:
e C(Ciecz elucyjna: wodny roztwor kwasu siarkowego o pH 3.4
e Przeplyw cieczy elucyjnej (fazy ruchomej) 0.8 ml/min. (izokratycznie)
e Temperatura pieca kolumny: 64 °C
e (Czas analizy: 20 min.
Przygotowanie probek do analizy:
Probki rozeienczano woda dejonizowana w proporcji 1:10. Do mieszaniny dodawano roztwor
Carrez I 1 Carezz II. Ekstrakcje prowadzono przez 3 min. na wytrzasarce z czgstotliwoscia
150 obr./min. Roztwor znad osadu przesaczano przez sgczki papierowe. Do otrzymanego
przesaczu dodawano roztwdor EDTA, saczono przez filtr 0.45um, a nastgpnie poddawano

bezposredniej analizie chromatograficznej.
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Zawartos¢ kwasow organicznych (mlekowego, octowego, mastowego i
propionowego) w zalewie po kiszeniu pieczarek w skali laboratoryjnej oznaczono metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-UV)
przy dlugosci fali 210 nm wg modyfikacji metody 2.21.7.2 MEBAK (wyd. 2013). MEBAK —
skrot od: Srodkowoeuropejski Analityczny Komitet Piwowarski. Analizy wykonane przez
pracownig¢ analityczng Zaktadu Technologii Przetworow Owocowych i Warzywnych.
Oznaczenie kwasdéw organicznych wykonano metoda wzorca zewngtrznego.

Krzywe wzorcowe przygotowano na 3 poziomach stezenia analitu w wodzie dejonizowane;.
Do oznaczenia stosowano wzorce substancji chemicznych:
a) kwasu mlekowego 86,1% (Fluka, Szwajcaria)
b) kwasu octowego 100% (Sigma-Aldrich, USA)
c) kwasu propionowego 99,9% (Fluka, Szwajcaria)
d) kwasu mastowego 99,5% (Fluka, Szwajcaria)
Wyposazenie:
1) chromatograf cieczowy firmy Waters (USA) wyposazony w:
a) zintegrowany modul separacyjny Waters 2695 (odgazowywacz eluentu, pompa,
automatyczny podajnik probek 1 uktad dozowania),
b) piec kolumny sterowany za pomocg detektora refraktometrycznego Waters 2414,
c¢) detektor fotodiodowy Waters 2996,
d) oprogramowanie komputerowe do integracji pikow Empower2,
2) kolumna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) z przedkolumng firmy Bio-Rad (USA).
Rozdzial chromatograficzny:
Faza ruchoma: 4 mM H>SO4 (VI)
Przeptyw fazy ruchomej: 0,6 ml/min. (izokratycznie)
Temperatura kolumny: 35 °C
Czas analizy: 40 min.
Przygotowanie probki do analizy — oczyszczanie przez filtr strzykawkowy Chromafil Xtra
PVDF o srednicy poréw 0,45 um firmy Macherey-Nagel (Niemcy).

Oznaczenia wykonywano w dwoch powtorzeniach.

Oznaczanie pH - bezposrednio z zalewy w sloju
Oznaczanie kwasowos$ci ogdlne;j:

Przygotowanie probki
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solanke mieszano 1 przesaczano jesli to konieczne przez saczek z bibuty. Pobierano 25 ml
przesaczu do zlewki na 250 ml, dodawano 100 ml H,O destylowanej. Doprowadzano do
wrzenia. Nastgpnie roztwor ozigbiano i przenoszono ilosciowo do kolby miarowej na 250 ml,
dopetniano do kreski.

Wykonanie oznaczenia
Do zlewki o pojemnosci 100 - 150 ml pobierano od 10 do 25 ml przesagczu (taka ilos¢ aby do
miareczkowania zuzy¢ od 5 do 25 ml NaOH 0,1 mol/l) i uzupeliano do 50 ml H>O
destylowana.
Umieszczano elektrode w badanym roztworze i miareczkowano roztworem NaOH 0,1mol/l,
przy ciagglym mieszaniu. Miareczkowano szybko do uzyskania pH 6,0 a potem nieco wolniej
do pH 7,0. Nastepnie dodawano 4 krople NaOH 0,1 mol, jednocze$nie notowano zuzytg ilo$¢
roztworu i pH.
Miareczkowanie konczono dodajac 4 krople NaOH 0,1 mol, juz po osiagni¢ciu pH 8,1.
Obliczanie wyniku oznaczania:

VxNxKxVox 100
X:

Vi xm
Gdzie:

V — objetos¢ roztworu NaOH 0,1mol/l zuzyta do miareczkowania, ml,
N - molowos¢ roztworu NaOH 0,1mol/,

Vo - objetosé, do ktorej zostata uzupelniona zostata odwazka, ml,

Vi - objetos¢ przesaczu probki wzigta do miareczkowania, ml

M - masa probki, g

K= 0,067 - przy przeliczeniu kwasowosci na kwas jabtkowy,

K= 0,064 - przy przeliczeniu kwasowos$ci na kwas cytrynowy,

K = 0,045 - przy przeliczeniu kwasowosci na szczawiowy,

K= 0,090 - przy przeliczeniu kwasowosci na kwas mlekowy,

K= 0,060 - przy przeliczeniu kwasowos$ci na kwas octowy.

4.5.3. Analiza sensoryczna pieczarek
Do oceny sensorycznej przygotowanych przetworéw zastosowano metod¢ analizy
opisowej (Quantitative Description Analysis, QDA), czyli profilowania sensorycznego,

zgodnie z procedurg ujeta normg PN-ISO 11035:1999. Oceny profilowe przeprowadzono w
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laboratorium sensorycznym, spetniajagcym wszystkie wymagania okre§lone normg PN-ISO
8589:1998, na 6 indywidualnych stanowiskach oceny, przy uzyciu skomputeryzowanego
programu ANALSENS, przystosowanego do przygotowania testow, zapisu ocen
indywidualnych oraz statystycznej analizy wynikow.

Intensywnos¢ kazdego wyroznika oceniano na ciggtej skali graficznej, oznaczonej
odpowiednimi okresleniami brzegowymi. W ocenie sensorycznej brat udziat 6-cio osobowy
zespol ekspertéw. Probki byly kodowane i podawane oceniajacym w losowej kolejnosci, innej
dla kazdego oceniajacego. Oceny sensoryczne przeprowadzono wedtug wczesniej ustalonych
wyroznikow jakosciowych: zapachu, barwy, tekstury/konsystencji i smaku. Oceniano tez
0golng jakos¢ kiszonych pieczarek wyrazong jako stopien zharmonizowania probki (Wrzodak

1 Korzeniowski, 2012; Gajewski M. i in., 2015).

Zestawienie wyrdznikow jakosci sensorycznej (wzér formularza oceny) przedstawiono w

tabeli 2.

Tabela 2. Wz6r formularza oceny sensorycznej

(wzor formularza oceny)

1. Zapach

1.1. Zapach kiszonych pieczarek (zapach charakterystyczny dla kiszonych grzybdéw)
niewyczuwalny intensywny

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1.2. Zapach obcy (nietypowy, np.: wynikajacy z psucia sie bagdz nienaturalnej
fermentacji)

niewyczuwalny intensywny
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2. Barwa
2.1. Barwa skorki (typowa dla pieczarek (odcienie bezu), bez plam i przebarwien)
nietypowa typowa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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2.2. Barwa migzszu typowa dla pieczarek (odcienie bezu), bez plam i przebarwien)

nietypowa typowa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3. Tekstura
3.1. Struktura powierzchni (jednolita, gtadka, bez nienaturalnych wgtebien)
zmieniona naturalna
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3.2. Struktura migzszu (jednolita, sprezysta, do$¢ twarda, spoista)
zmieniona naturalna
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4. Smak

4.1. Smak kiszonych pieczarek (smak charakterystyczny dla kiszonych grzybow, lekko
kwaskowy bez obcych posmakdw)

zmieniony naturalny
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4.2. Kwasny (smak podstawowy)
niewyczuwalny bardzo intensywny
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4.3. Stony (smak podstawowy)
niewyczuwalny bardzo intensywny
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4.4. Gorzki (smak podstawowy)
niewyczuwalny bardzo intensywny
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4.5. Obcy (smak obcy, nietypowy, wskazujgcy na nieprawidtowy przebieg fermentacji)
niewyczuwalny bardzo intensywny
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

5. Ocena ogdlna jakosci

5.1. ogdlna ocena jakosci (zharmonizowanie prébki)
zha bardzo dobra

4.5.4. Ocena efektywno$ci mycia surowych pieczarek woda dekontaminowang

Doswiadczenia wykonywano wedtug nastgpujacej procedury badawczej:
- Odwazano odpowiednig ilo$¢ porcji pieczarek — po okoto 10 szt. (tak zeby dla kazdego
do$wiadczenia masa byta wyrdwnana) po czym wktadano je do sterylnych zlewek,
- Sporzadzano wodge utleniong o stezeniu 1,5, 31 6 %.
- Zalewano pieczarki odmierzong, jednakowa iloScia wody utlenionej, po czym
przetrzymywano przez 5, 10 1 20 min.,
- Rownolegle jedng (oddzielng) porcje pieczarek myto pod strumieniem wody wodociggowe;j
przez 30 s, a nastgpnie traktowano ja tak jak pozostale probki,
- Pieczarki surowe, umyte wodg oraz przetrzymywane w H>O», wkladano do sterylnych
erlenmajerek, zalano wodg sterylng 1 wstawiano do wytrzasarki na 30 min w T pokojowe;,
- Wykonywano posiew plynu z erlenmajerek.

4.5.5. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki oceny sensorycznej opracowano statystycznie z wykorzystaniem programu
Statistica 13 (TIBCO Software Inc. (2017) Statistica 13). Oceniajac istotnos¢ wptywu probki
1 oceniajagcego na zroznicowanie Srednich warto$ci ocen poszczegdlnych parametrow
przeprowadzono czynnikowa analiz¢ wariancji; dla zweryfikowania roznic pomiedzy
poszczegolnymi $rednimi zastosowano test post hoc Tukey’a. Wszystkie analizy statystyczne
przeprowadzono na poziomie istotnosci = 0,05. Do oceny podobienstw i réznic w jakos$ci
sensoryczne] pieczarek zastosowano analize sktadowych gltownych (PCA — Principal
Component Analysis) wzajemnych relacji pomiedzy parametrami jako$ci pieczarek, a takze

podobienstw i r6znic w jako$ci sensoryczne;.
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5. UZYSKANE WYNIKI I ICH OMOWIENIE
5.1. Hodowle na podtozu MRS

W pierwszym etapie badan prowadzono hodowle 15 szczepdéw bakterii na bogatym
podtozu MRS, zawierajacym jako jedyne zroédto cukréw sacharoze, w celu okreslenia wzrostu
biomasy, sprawnos$ci wydzielania biomasy z podtoza drogg wirowania, jakosci uzyskiwanego
osadu, ewentualnej syntezy EPS przez badane szczepy bakterii oraz wydzielania do podtoza
kwasu mlekowego 1 octowego. Na rysunku 1 przedstawiono masy osadéw suchych
uzyskiwanych podczas wirowania hodowli przy dwoéch predkosciach obrotowych rotora 5000
oraz 9000 obr./min.

Z przedstawionych na rys. 1. danych wida¢, ze zwickszanie szybkosci obrotowe;]
rotora, czyli sit dziatajacych na czasteczki osadu w czasie wirowania, miato wptyw odwrotny
do oczekiwanego na mase¢ uzyskiwanego osadu. Dla wigkszo$ci szczepow ilo§¢ osadu
nieznacznie malata z zwigkszaniem szybkosci obrotowej rotora, co prawdopodobnie wynikato
z tego, ze wzrost sit dziatajacych na komorki bakterii powodowat lepsze ich oddzielenie od
EPS tworzacych sluzowatg cz¢$¢ osadu, ktora w trakcie zlewania ptynu znad osadu odbierana
byta razem z ptynem.

Na rysunku 2 zamieszczono wyniki dotyczace posiewdw hodowli oraz supernatantu,
a takze $rednie masy osadow uzyskanych w wyniku wirowania hodowli. W wiekszos$ci
hodowli liczba bakterii zawierata si¢ w zakresie od 2,4 do 8,5-10 jtk/ml, jedynie w przypadku
szczepu Sz.2.1-6 liczba bakterii wynosita 6,6-10% jtk/ml, a szczep nr 15 (Leuconostoc
mesenteroides PIN) nie r6st w warunkach tego doswiadczenia prawie wcale (liczba bakterii
w hodowli rzedu 10%). Znacznie bardziej zréznicowane wartosci uzyskano z posiewow
supernatantu, gdzie zakres wynikow zawierat sic w przedziale od 3,5-10° jtk/ml do 6,1-10°
jtk/ml 1 jedynie w supernatancie pochodzacym z hodowli szczepu nr 12 (Leuconostoc
mesenteroides Z0) stwierdzono liczbe bakterii na wyzszym poziomie 7,0-107 jtk/ml, co
$wiadczy o nieco gorszej sprawnosci wydzielania biomasy tego szczepu w warunkach
prowadzonego eksperymentu, co pokrywa si¢ z stosunkowo niskg masg uzyskanego osadu.
Podobne wyniki uzyskano w przypadku szczepu nr 10 (Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6)

oraz szczepu nr 15 (Leuconostoc mesenteroides PIN).
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log wyniku posiewu hodowli, A log wyniku posiewu odcieku po wirowaniu, B warto$¢ $rednia ilo$ci osadu,

11,00 0,300
on
10,00 =
9
9,00 0,250 2
E 8,00 é‘
2 200 N 0200 E
= =}
_ 6,00 A A a B
A A 0,150 &
5,00 A A A 2
A Q
=
4,00 A, A A 0.100
3,00
2,00 0,050
1,00 A
0,00 r T T T T T T T T T T T T T T 0,000
N A\ A\ ©
TP A O N SR L i
AL & E I & & 1y F e ¥
& & F & & V¥ & & &L F &L
& ¥ S F &y L & X K F &
& & & & F ¢S & F £ & @e’é\ &
) (4
Qé‘oo QOQO ”‘)'\) bv\) %\O %e;& & g@e é‘oo & c,\oo \oo& & oo&
SN & & & & & & &S
O N X 9] & o & \D < 0'9 S ’Qo
v F & FFFE S S badany szezep bakterii
\’\) A & & \) 9 S RN PN &
A o A
o N

Rys. 2. Wyniki posiewow hodowli i supernatanta oraz ilosci osadu -
hodowla biomasy na MRS w T = 25 °C

W tabeli 3 przedstawiono wyniki oceny wzrokowej supernatantu oraz osadu
powirowaniu hodowli, a takze obecno$¢ EPS. W przypadku 3 szczepow stwierdzono znaczny
stopien produkcji EPS w trakcie hodowli, co korespondowato z obnizong klarownos$cia
supernatanta oraz mniej zwartg postacia uzyskiwanego osadu po wirowaniu hodowli. Wsrod
tych szczepow znalazt si¢ szczep oznaczony nr 12 (Leuconostoc mesenteroides Z0), ktory,
co stwierdzono wczesniej, charakteryzowat si¢ nizszg sprawnos$cig wydzielania biomasy oraz
stosunkowo niskg masg uzyskanego osadu.

Na rysunku 3 przedstawiono wyniki oznaczen kwasu mlekowego oraz kwasu
octowego, wykonanych metoda HPLC w supernatancie. Najwyzsze stg¢zenia kwasu
mlekowego uzyskano w przypadku szczepoOw oznaczonych numerami 1, 3, 8, 9, 1 11,
najnizsze za$ w przypadku szczepoéw 10,12 1 15. W przypadku szczepéw nr 1, 2, 3, 6, 8, 9,
10, 11, 13 1 14 stwierdzono syntetyzowanie niewielkich ilosci kwasu octowego — najwigcej w
przypadku szczepu 6 — 1,1 g/l, natomiast szczepy nr4, 5, 7, 12 1 15 w ogo6lne nie syntetyzowaty

kwasu octowego.
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Tabela 3. Wyniki oceny wzrokowej supernatantu oraz osadow po wirowaniu

Ocena wzrokowa

Ocena wzrokowa

=
& Synteza |supernatantu supernatantu
—~ O
N . .
Z 3 azwa szczepu EPS  |5000 obr/min 9000 obr/min
” (klarowno$¢/osad) (klarowno$¢/osad)
1. | Leuconostoc citreum (L 06) klarowny/osad zwarty | klarowny/osad zwarty
2. | Leuconostoc lactis (L 07) klarowny/osad ptynny | klarowny/osad zwarty
3. | Leuconostoc sp. 1 metny/osad zwarty metny/osad zwarty
tny/troch
4. | Leuconostoc sp. 2 + eHy/trotie klarowny/osad zwarty
galaretowatego osadu
5. | Leuconostoc citreum C750(9) klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
Klarownv/osad klarowny/osad
6. | Leuconostoc mesenteroides/dex 750G + Y . galaretowaty 1
galaretowaty i ptynny L .
czgsciowo plynny
7. | Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7 klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
8. | Leuconostoc citreum sz 2.1-3 klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
9. | Leuconostoc citreum sz 2.1-7 klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
10. | Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6 klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
11. | Leuconostoc mesenteroides C klarowny/osad zwarty |[klarowny/osad zwarty
b. metny pt t b. metny pt d
12. | Leuconostoc mesenteroides ZO + ety piyll, mafo fhetny piyn, osa
galaretowatego osadu galaretowaty
13. | Leuconostoc mesenteroides G4C klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
14. | Leuconostoc mesenteroides JIIF klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
15. | Leuconostoc mesenteroides PIN klarowny/osad zwarty |klarowny/osad zwarty
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badany szczep bakterii
Rys. 3. Zawarto$¢ kwaséw w podtozu hodowlanym (MRS) po
zakonczeniu hodowli, T=25°C, 24 h

W celu oceny przydatnosci biomasy bakterii poszczegdlnych szczepéw do
wykonywania komercyjnych szczepionek przeprowadzono doswiadczenie polegajace na
utrwalaniu biomasy bakterii droga suszenia sublimacyjnego w skali laboratoryjnej. Wyniki
przedstawiono w tabeli 4. Prawie wszystkie bakterie uzyte w tym doswiadczeniu
charakteryzowaty si¢ dobra lub bardzo dobra przezywalnos$ciag (bliska lub znacznie powyzej
80 %) w trakcie procesu dehydratacji, co kwalifikuje je jako material mozliwy do
wykorzystania w komercyjnych szczepionkach przeznaczonych do kiszenia grzybow, jedynie
szczep oznaczony symbolem 15 wyraznie odbiegal przezywalnos$cia od pozostatych, co

spowodowato wykluczenie tych bakterii z doswiadczen obejmujacych kiszenie grzybow.
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Tabela 4. Przezywalno$¢ bakterii w procesie suszenia sublimacyjnego

Nr Przezywalno$¢,
szczepu Nazwa szczepu o
1 Leuconostoc citreum (L 06) 88
2 Leuconostoc lactis (L. 07) 93
3 Leuconostoc sp. 1 90
4 Leuconostoc sp. 2 88
5 Leuconostoc citreum C750(9) 90
6 Leuconostoc mesenteroides/dex 750G 93
7 Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7 91
8 Leuconostoc citreum sz 2.1-3 85
9 Leuconostoc citreum sz 2.1-7 77
10 Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6 90
11 Leuconostoc mesenteroides C 92
12 Leuconostoc mesenteroides Z0 82
13 Leuconostoc mesenteroides G4C 90
14 Leuconostoc mesenteroides JIIF 89
15 Leuconostoc mesenteroides PIN 39

5.2. Hodowle na podtozu produkcyjnym

Kolejny etap badan stanowily hodowle prowadzone w podiozu produkcyjnym, w
dwoch temperaturach 30 1 37 °C. Na rysunku 4 przedstawiono wyniki dotyczace masy osadow
uzyskanych po wirowaniu hodowli przy trzech predkosciach obrotowych rotora: 5000, 7000
oraz 9000 obr/min, dla hodowli prowadzonej w temperaturze 30 °C, natomiast na rysunku 5
przedstawiono analogiczne wyniki dla temperatury hodowli 37 °C. Wartosci liczbowe
okreslajagce masy osadow na wszystkich rysunkach dotycza osadow po wysuszeniu
preparatow uzyskanych z wirowania 50 ml ptynu hodowlanego. W tym przypadku, podobnie
jak dla wczeéniej omawianych procesOw wirowania, nie stwierdzono proporcjonalnej
zalezno$ci pomi¢dzy predko$cia obrotowg rotora a iloscig otrzymywanego osadu. Zaleznosci
byty rozne: rosngce, malejace badz zmienne, co trudne jest do zinterpretowania. Wystapita
jednak wyrazna zalezno$¢ od temperatury hodowli — dla temperatury 30 °C masa

uzyskiwanych osadow byta wyzsza dla wszystkich badanych szczepéw od 17 do 62 % -
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najwyzsza w przypadku szczepu nr 2 1 12, a najnizsza 9 1 10. Stwierdzone r6znice wskazuja,

ze temperatura hodowli 30 °C na pozywce produkcyjnej jest zdecydowanie korzystniejsza niz

temperatura 37 °C.
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7. Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7
8. Leuconostoc citreum sz 2.1-3
9. Leuconostoc citreum sz 2.1-7
12. Leuconostoc mesenteroides ZO

13. Leuconostoc mesenteroides G4C V
14. Leuconostoc mesenteroides JITF
15. Leuconostoc mesenteroides PIN

6. Leuconostoc mesenteroides/dex 750G
10. Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6

badany szcep bakterii

Na rysunkach 6 i 7 przedstawiono wyniki posiewu hodowli oraz ilosci uzyskiwanego
suchego osadu po wirowaniu hodowli prowadzonej na pozywce produkcyjnej w temperaturze
30 oraz 37°C. Dla wigkszosci przebadanych szczepow uzyskano nieco wyzsze przyrosty
liczby komorek w trakcie hodowli prowadzonej w 30 °C, z wyjatkiem szczepu 1 oraz

zdecydowanie wyzsze masy osadow po wirowaniu hodowli — o od 17 do 55 %.
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Rys. 6. Wyniki posiewdw hodowli oraz ilosci osadu - hodowla biomasy na
podtozu produkcyjnym, T =30 °C
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Rys. 7. Wyniki posiewdw hodowli oraz ilosci osadu - hodowla biomasy na
podtozu produkcyjnym, T =37 °C

W tabeli 5 przedstawiono wyniki oznaczania egzopolisacharydow (EPS),
syntetyzowanych przez bakterie badanych szczepéw w warunkach eksperymentu. Badanie to
wykonano w celu okreslenia potencjalnego wplywu zastosowania konkretnego szczepu do
kiszenia pieczarek na ich strukture, smak i wyglad. Stwierdzono wptyw temperatury na
zdolnos¢ syntezy EPS — wigcej szczepoéw syntetyzowalo te zwigzki w temperaturze 30 °C.
Niezaleznie od zastosowanej pozywki stwierdzono, ze szczepy oznaczone numerami 4, 12 1

14 syntetyzowaty EPS — tab. 3 i tab. 5.
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Tabela 5. Synteza EPS w trakcie hodowli na pozywce produkcyjnej w zalezno$ci od

temperatury

Nr Nazwa szcze Synteza EPS | Synteza EPS
zZwa szczepu
szczepu P wT=30°C | wT=37°C

Leuconostoc citreum (L 06)

Leuconostoc lactis (L. 07) slad

Leuconostoc sp. 1 +

Leuconostoc sp. 2 + +

Leuconostoc citreum C750(9)

Leuconostoc mesenteroides/dex 750G

Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7

Leuconostoc citreum sz 2.1-3

Ol Q|| n| | W|IN|—

Leuconostoc citreum sz 2.1-7

—_
[e)

Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6

—_—
—_—

Leuconostoc mesenteroides C

—_
[\

Leuconostoc mesenteroides 7.0 mala ilo$¢ +

—_
(O8]

Leuconostoc mesenteroides G4C

._
A

Leuconostoc mesenteroides JIIF mala ilo$¢ +

—
9]

Leuconostoc mesenteroides PIN

—
[\

Leuconostoc mesenteroides Z0O/ hodowla na
MRS

W tabeli 6 zamieszczono wyniki oznaczania kwasow organicznych: mlekowego i
octowego, w czasie 24 godzinnej hodowli, prowadzonej w temperaturze 30 1 37 °C. W
przypadku kwasu mlekowego wpltyw temperatury na ste¢zenie kwasu po zakonczeniu hodowli
byt r6zny w zaleznos$ci od badanego szczepu. Niektore szczepy syntetyzowaly wiecej kwasu
mlekowego w temperaturze 37 °C (np. szczepy 1, 5, 8, 12), inne za$ charakteryzowaly sie
przeciwng zaleznoscia (np. szczepy 2, 4, 11, 15), a w przypadku szczepu 9 zmiana temperatury
hodowli nie miata wplywu na synteze kwasu mlekowego. W przypadku kwasu octowego
wplyw temperatury na jego synteze przez bakterie tez byt r6zny, jednak wiekszo$¢ szczepow

syntetyzowala wigcej kwasu w temperaturze 30 °C niz w temperaturze 37 °C.
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Tabela 6. Stezenia kwasow organicznych w ptynie hodowlanym w zalezno$ci

od temperatury (pozywka produkcyjna)

Hodowlaw T =30 °C Hodowlaw T =37 °C
Nr kwas kwas
szczepu kwas octo kwas octow
P mlekowy, g/l WY mlekowy, g/l ¥
g/l g/l
1 4,3 1,09 5,9 0,48
2 4,3 1,22 3,0 0,70
3 3,3 0,34 2,1 0,48
4 3,0 0,40 2,5 -
5 4,2 0,69 10,1 -
6 3,7 0,79 4,6 0,21
7 4,2 0,41 1,9 0,51
8 8.4 - 10,8 -
9 4,3 - 4,2 -
10 5,9 - 5,1 -
11 9,4 - 4.8 -
12 1,6 0,7 597 -
13 3,1 1,02 2,3 0,64
14 32 0,99 1,5 0,48
15 8,2 - 3,8 0,22
12/MRS 6,7 2,49 Nie Nie
0znaczano 0znaczano

W przypadku kwasu octowego symbol (-) oznacza brak piku na chromatogramie.

5.3. Aktywnos¢ antybakteryjna badanych szczepow
W celu oceny potencjalnego wptywu testowanych szczepéw LAB na poprawe
bezpieczenstwa produktow spozywczych (kiszonych grzybow) wytwarzanych z ich udziatlem
wykonano testy oznaczania aktywnosci antybakteryjnej tych szczepow w stosunku do

wybranych szczepoéw bakterii patogennych. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Testy na aktywno$¢ antybakteryjng badanych szczepow wobec pigciu szczepdw

patogennych
N Enterobacter Esc.herichia Sulmonella Sall.nonella Listeria
coli PIWET : typhiemunum |monocytogenes
szezepu | cloaceae (nowa) virchor |\ TTC 14028 SGGW
30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C | 30°C | 37°C

1 7 5 5 5 6 3 6 3

2 6 5 3

3

4

5 8 8 6 6 4 6 5 7 6

6 9 3 6 6

7 9 3 6

8 9 7 7 4 3 6 4

9 9 3 5 4
10 9 3 6 4
11 9 10 8 4 10 3 8 5
12 7 10 5 3

13 7 4 7

14 7 3 5 4

15 7 10 6 6 6 5 5 5

Liczby podane w rubrykach charakteryzuja strefe zahamowania wzrostu podang w mm.

Sposrdd przebadanych szczepow najsilniejszg aktywnos$cig antybakteryjng w stosunku do
wybranych patogenow, wyrazong najwicksza strefag zahamowania wzrostu najwigkszej liczby

szczepow, charakteryzowaty si¢ szczepy nr: 1, 5, 8, 111 15.

5.4. Kiszenie do§wiadczalne pieczarek w skali laboratoryjnej

Kiszenie pieczarek przeprowadzono wedlug procedury opisanej w metodyce. Do
doswiadczen uzyto 14 szczepow bakterii — szczep nr 15 odrzucono, ze wzgledu na niewielki
przyrost bakterii w temperaturze 25 °C oraz niskie stezenie kwasu mlekowego 1 brak kwasu
octowego w hodowli prowadzone; w tej temperaturze, a przede wszystkim na stabsza
przezywalno$¢ komorek w trakcie utrwalania metoda suszenia sublimacyjnego. Po 4
tygodniach kiszenia (7 dni w temperaturze 25 °C oraz 21 dni w temperaturze chtodniczej 10-
12 °C) otwarto stoje 1 wykonano analizy chemiczne 1 mikrobiologiczne oraz przeprowadzono
oceng organoleptyczng kiszonek; wykonano tez ocen¢ wzrokowg intensywnosci fermentacji

w pierwszych 12 godzinach od momentu rozpoczg¢cia do§wiadczenia. W celu oceny trwatosci
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probek po otwarciu przetrzymywano je jeszcze przez 4 tygodnie w warunkach chtodniczych.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki obserwacji wzrokowych oraz pomiaré6w pH kiszonych pieczarek

Wyglad probki po Hpo 4 Hpo 4 . .
Nr yglad p p pHp pHp :
12 h od tygodniach | tygodniach Wyelad probki po 4‘tyg0dn1ach
szczepu oo . . . od otwarcia
szczepienia kiszenia | od otwarcia

1 51'1ne . zmetnienie, 3,40 3,46 Plesni brak, zalewa metna
pianki brak

2 51'1ne ch?tnlen1e, 3,62 3,60 Plesni brak, zalewa metna
pianka duza

3 51.1ne z,me;tn}enle, 3,70 3,68 Plesni brak, zalewa me¢tna
pianka $rednia

4 silne zmetnienie, | 3 g 3,62 Pleéni brak, zalewa klarowna
pianki brak
Srednie

5 zmgetnienie, pianki 3,50 3,42 Plesnie, zalewa klarowna
brak

6 51'1ne ch?tnlen1e, 3,61 3,65 Ple$ni brak, zalewa klarowna
pianka duza

7 51'1ne . zmetnienie, 3,60 3,60 Ple$ni brak, zalewa klarowna
pianki brak
srednie

8 zmgetnienie, 3,55 3,43 Duze plesnie, zalewa klarowna
pianki brak
Srednie

9 zmetnienie, pianki 3,50 3,46 Plesnie, zalewa klarowna
brak

10 ptyn klarqwny ! 3,90 3,85 Plesni brak, zalewa klarowna
brak pianki
Srednie . L , .

Duze plesnie, zalewa srednio

11 zmgtnienie, pianki 3,70 3,54 P Klarowna
brak

12 51'1ne zmetnienie, 3,72 3,76 Ple$ni brak, zalewa me¢tna
pianka mata
srednie

13 zmetnienie, 3,70 3,65 Ple$ni brak, zalewa klarowna
pianka mala
silne zmetnienie,

14 pianka bardzo 4,25 4,13 Plesni brak, zalewa metna
mata

Po 12 godzinach od momentu rozpoczgcia do§wiadczenia w wigkszosci probek dato sie¢
zaobserwowac¢ objawy fermentacji intensywnej, badz $rednio intensywnej — jednie probka

zaszczepiona bakteriami oznaczonymi nr 10 nie wykazywata objawéw fermentacji — po
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dwoch dobach wszystkie probki fermentowaty intensywnie. Po 4 tygodniach kiszenia
oznaczono pH w probkach. W wszystkich prébkach pH miescito si¢ w zakresie od 3,4 do
3,72, wyjatek stanowita probka 14, ktéra charakteryzowata si¢ pH na poziomie 4,25. Po
otwarciu probek w celu wykonania analiz, po 4 tygodniach dalszego przechowywania w
warunkach chtodniczych, stwierdzono, ze pH nie uleglo badz ulegto nieznacznym zmianom,
co $wiadczy o stabilno$ci kiszonek — w wigkszos$ci z nich nie rozwingly si¢ plesnie, takie
zjawisko wystapito jedynie w probkach o nr: 5, 8, 9 oraz 11. Zalewa w wigkszos$ci probek
byta klarowna, z wyjatkiem préobek: 1, 2, 3, 12 1 14, co $wiadczy o ustaniu fermentacji oraz
zbiezne jest czesciowo z wynikami dotyczacymi syntezy EPS, zawartymi w tabelach 2, 4 1 8.
Po otwarciu kiszonek wykonano rowniez posiewy zalewy pieczarek. Oznaczono ogdlng
liczb¢ LAB, liczbe LAB tworzacych EPS, a takze liczbe ple$ni i/lub drozdzy, w zalezno$ci od
wystepowania. Wyniki przedstawiono w tabeli 9.

Najwigksza liczba probek charakteryzowata si¢ liczba bakterii na poziomie okoto
2-10% jtk/ml, wyjatek stanowily probki: 1, 5, 8 i 14, w ktorych liczba bakterii byta rzedu 107
jtk/ml oraz probka 2, w ktorej liczba bakterii byta na poziomie 10° jtk/ml. Stwierdzono
réwniez, ze 6 szczepéw LAB syntetyzowato EPS: 2, 3, 4, 7, 12 1 14 — liczba tych bakterii
miescita sie w przedziale od 1,6 do 9,2-10° jtk/ml, co zgodne jest z wynikami uzyskanymi w
trakcie doswiadczalnych hodowli na pozywce produkcyjnej w temperaturze 30 °C. Posiewy
na obecno$¢ drozdzy lub plesni wykazaty, ze w probce 1 wystgpowaty komorki drozdzy w
liczbie 2,1-10° jtk/ml, a w prébkach 5 i 8 zarodniki plesni w liczbie odpowiednio 4,0-10' i
4,9-10% jtk/ml. Na podstawie przedstawionych wynikéw, biorac pod uwage technologie
przygotowywania kiszonek, mozna uzna¢, ze ich czysto$¢ mikrobiologiczna byta na dobrym
poziomie.

Wyniki oznaczen kwaséw organicznych: mlekowego, octowego, propionowego i
mastowego, w zalewie po zakonczeniu kiszenia przedstawiono w tabeli 10.

Analiza kwas6éw organicznych w zalewie pieczarek po 4 tygodniach kiszenia wykazata
zrdznicowany, wysoki poziom zawartosci kwasu mlekowego w badanych probkach.
Najwyzsze stezenia kwasu mlekowego stwierdzono w probkach 51 11 — odpowiednio okoto
15,7 oraz 15,6 g/l, a najnizsze w probkach 2 i - odpowiednio okoto 7,0 oraz 7,3 g/l zalewy.
W wszystkich probkach wystepowat réwniez kwas octowy w zakresie stezen od okoto 0,21
do 0,74 g/l. W wszystkich probkach, oprocz oznaczonej nr 14, wykryto tez obecnos$¢ kwasu

propionowego na poziomie od okoto 0,01 do 0,032 g/l oraz obecnos¢ kwasu mastowego na
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poziomie od okoto 0,14 do okoto 0,64 g/l (kwasu mastowego nie wykryto w probkach 9, 10 i

11).

Tabela 9. Wyniki posiewow zalewy kiszonych pieczarek po 4 tygodniach kiszenia

Liczba LAB | Liczba LAB | Liczba plesni
ng po tworzacych | i/lub drozdzy,
N | Nazwa i symbol szezepu zakonczeniu | EPS, po jtk/ml
23 Y p kiszenia, zakonczeniu
Z jtk/ml kiszenia,

jtk/ml

2,1-10°

1. | Leuconostoc citreum (£ 06) 1,0-107 - dr,oz 3o
2. | Leuconostoc lactis (£ 07) 2,0-10° 8,0-10° -
3. | Leuconostoc sp. 1 2,4-108 9,2:10° -
4. | Leuconostoc sp. 2 1,8-10% 1,6-10% -

. 4,0-10"

5. | Leuconostoc citreum C750(9) 1,6:107 - , .

plesnie
6. | Leuconostoc mesenteroides/dex 750G 1,2-108 - -
7. | Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7 1,4-10% 8,1-10° -

4,9-10°

8. | Leuconostoc citreum sz 2.1-3 8,8-107 - ’9, 0

plesnie
9. | Leuconostoc citreum sz 2.1-7 1,8-10% - -
10. | Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6 3,6:10% - -
11. | Leuconostoc mesenteroides C 1,6-10% - -
12. | Leuconostoc mesenteroides ZO 2,0-108 5,2:10° -
13. | Leuconostoc mesenteroides G4C 1,2:10% - -
14. | Leuconostoc mesenteroides JIIF 8,5-107 2,4-10° -
15. | Leuconostoc mesenteroides PIN - - -
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Tabela 10. Zawarto$¢ kwasoéw organicznych w probkach zalewy z pieczarek

Nr Kwas organiczny
szezepu mlekowy, octowy, propionowy, mastowy,
g/l g/l g/l g/l
1 14,200 0,329 0,032 0,474
14,154 0,335 0,032 0,460
) 7,098 0,741 0,025 0,152
7,018 0,738 0,025 0,135
3 9,545 0,343 0,027 0,226
9,548 0,341 0,023 0,229
4 7,304 0,536 0,023 0,193
7,319 0,530 0,023 0,220
5 15,737 0,406 0,028 0,642
15,738 0,406 0,030 0,647
6 9,546 0,215 0,016 0,257
9,522 0,214 0,011 0,253
7 10,257 0,568 0,008 0,201
10,272 0,570 0,010 0,207
g 16,368 0,532 0,033 0,387
16,353 0,530 0,032 0,394
9 17,612 0,438 0,023 -
17,604 0,439 0,023 -
10 9,092 0,220 0,022 -
9,124 0,224 0,021 -
1 15,588 0,241 0,010 -
15,580 0,241 0,011 -
12 10,406 0,288 0,019 0,200
10,461 0,297 0,014 0,197
13 11,489 0,314 0,024 0,188
11,485 0,313 0,023 0,191
14 11,266 0,339 - 0,150
10,885 0,379 - 0,138

5.5. Analiza sensoryczna kiszonych pieczarek

Sensoryczna ocena jakos$ci zywnosci jest oceng uzupeiniajaca w stosunku do metod
fizykochemicznych. Metody instrumentalne charakteryzuja wiasciwosci samego produktu,
natomiast metody sensoryczne przekazuja informacje o tym, jak te wtasciwosci sg odbierane
przez zmysty czlowieka 1 jakie wrazenie wywotuja podczas spozycia. Do doktadnego

scharakteryzowania wtasciwosci produktu najczesciej stosuje si¢ metod¢ profilowania
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sensorycznego QDA (Quantitative Descriptive Analysis). Gtownym celem tej metody jest
znalezienie minimalnej liczby okreslen, przekazujacych maksymalng liczbe informacji o
sensorycznych wiasciwosciach produktu. W analizie profilowej przyjmuje si¢ umowne
zatozenie, ze smakowito$¢ (lub tekstura) jest kompleksem kilku lub nawet kilkunastu
czastkowych cech smakowo-zapachowych. Zespot wszystkich tych cech, ich natgzenie i
wzajemne proporcje dajg szczegdtowy wizerunek sensoryczny ocenianego produktu, w
ktorym mozna dokladnie $ledzi¢ zmiany zachodzace pod wplywem rdéznych czynnikow
surowcowych, technologicznych lub przechowalniczych (Wrzodak i Korzeniowski, 2012).

Szescioosobowy zespol oceniajagcy wykonal oceng sensoryczng w ciggu trzech
kolejnych dni, oceniajgc pierwszego i drugiego dnia po 5 probek, a trzeciego dnia 3 probki
pieczarek kiszonych. Ocenie nie poddano probki 11, na powierzchni ktorej wystapito ognisko
plesni, co stwarzato zagrozenie obecnos$ci w probce toksyn plesniowych. Zastosowane
wyrozniki oceny opisano w tabeli 2. Nalezg do nich zapach, barwa, tekstura/konsystencja i
smak. Oceniano tez o0golng jakos¢ kiszonych pieczarek wyrazong jako stopien
zharmonizowania probki, ktérego waga w sumie wag wyrdznikow byla bardzo wysoka, bo
wynosita 0,5.

Wyniki w trakcie oceny =zapisywane byly w programie komputerowym na
indywidualnych stanowiskach oceny, a nast¢pnie automatycznie przenoszone do programu

zbiorczego; nastepnie wyniki oceny sensorycznej poddano analizie statystycznej.

5.6. Analiza statystyczna wynikow

W celu okreslenia istotno$ci roznic S$rednich dla poszczegolnych wyroznikow
kiszonych pieczarek, wyniki poddano analizie wariancji, a nast¢pnie r6znice mi¢dzy $rednimi
oszacowano za pomocg testu post-hoc (Tukeya), ktorego wyniki zamieszczono w tabeli 11.
Wplyw obu czynnikéw tj. ,,badanej probki” oraz ,,eksperta” — osoby oceniajgcej, na srednie
warto$ci ocen kiszonych pieczarek okazat sie istotny statystycznie. Srednie dla probek roznity
si¢ istotnie w przypadku zapachu obcego i smaku kwasnego. Srednie dla pozostatych
wyroznikow réwniez rdznily si¢ jednak roznice te okazaly si¢ nieistotne statystycznie.

Analizujgc $rednie stwierdzono, ze zapach obcy negatywnie wyroznial probke nr 7, w
ktorej byl on najbardziej wyczuwalny (1,28), natomiast probki nr 6 1 10 charakteryzowaty si¢
sladowym poziomem tego zapachu (odpowiednio 0,06 i 0,09) w poréwnaniu do pozostatych

probek pieczarek. Najbardziej kwasne w smaku okazaty sie probki 5, 9, 1 1 8, dla ktérych
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srednie wynosity od 6,28 (probka nr 5) do 5,66 (probka nr 8). Sposrod wszystkich probek

pieczarek najmniej kwasna byta probka nr 10 ze $rednig oceng 2,68.

Tabela 11. Srednie warto$ci ocen poszczegdlnych wyréznikow kiszonych pieczarek

oraz sumy ocen.

g
< 2 5
3 _ S 2
2 g R} <
= S S = g
5 S 3 3 S
é o— = 2 N > a /6-3\
15 > < 3 z = g e - = =
N 2 8 N 2 = S G > | X > £ B
.2 2 3 ~Z Koy 2 ~ 2 < g N o = N
S - - A - T T - - - -G - -
S| 8] e g s|E|E| x| 2= 28]|%
< < o, E 3 =2 e < % '_:é 'CMQ s ‘6 E
g S|l S| 2| 5| E| & E|E|E| | E| & =
) N N M m | x 2 2 o) o) n 2 o )
probka 1 5,88 | 0,44 | 9,06 9,209,111 6,95 8.01a 6,03 2.81a|0,09a 0,10 7.98a 9,67
ab a a a a b a ab
brobka 2 6,99 | 0,21 | 9,29 19,39 |7,96 | 9,35 6.89a 3,56 2.64a 0,11 | 0,14 7442 9,11
a a a a a a ab a a ab
brobka 3 6,00 | 0,16 | 898 |7,70|7,91 9,15 6.03a 3,96 | 3,15 (0,16 | 0,19 7.06a 8,48
a a a a a a ab a a a ab
brobka 4 6,56 | 0,13 | 853 [9,36|7,95] 8,35 6.21a 4,11 | 3,63 | 0,29 0.33a|6.48a 8,38
a a a a a a ab a a ab
brobka 5 6,78 | 0,16 | 8,55 |8,46]9,09|9,33 8.36a 6,28 | 3,39 | 0,14 0.05a| 7.83a 10,00
a a a a a a b a a b
brobka 6 6,00 | 0,06 | 881 |8,68|8,93]8,84 6.51a 4,16 | 2,68 0.08a 0,05 7.26a 8,80
a a a a a a ab a a ab
probka 7 5,60 | 1,28 | 8,11 |8,11]6,90 | 8,23 5.34a 4,09 | 2,84 | 0,30 0.43a|5.33a 7,04
a b a a a a ab a a ab
brobka 8 5,73 1 0,41 | 7,96 | 7,347,069 | 6,93 6.13a 5,66 | 2,30 0.08a 0,13 541a 7,55
a ab a a a a b a a ab
probka 9 4351 0,11 | 7,86 | 7,76 | 7,23 | 7,30 7,09 6,14 | 2,24 0.00a 0,01 6.24a 8,09
a a a a a a b a a ab
probka | 4,86 | 0,09 | 7,89 | 7,01 8,53 8,36 4.41a 2,68 | 1,70 0.08a 0,08 | 5,31 | 6,61
10 a a a a a a ’ a a ’ a a a
probka | 545 | 0,19 | 8,20 |8,44|7,30]| 7,61 4,09 | 2,60 0,16 7,96
12 a a a a a a 5,93a ab a 0,03a a 6,55a ab
probka | 594 | 0,20 | 8,41 |8,43]9,00] 8,89 6.24a 5,09 | 2,74 0.20a 0,21 7 30a 9,01
13 a a a a a a ’ ab a ’ a ’ ab
probka | 5,76 | 0,18 | 9,09 [9,23]9,00| 9,24 4,83 | 2,49 0,14 8,92
14 a a a a a a 6,45a ab a 0,08a a 749 ab

Waznym parametrem ocenianej probki jest jej ogdlne zharmonizowanie. Analiza
statystyczna nie wskazata na wystgpowanie istotnych réznic pomigdzy Srednimi w zakresie

tego wyrdznika, jednak uzyskano oceny w zakresie 5,31 — 7,98, a najbardziej
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zharmonizowang okazata si¢ probka nr 1 uzyskujac najwyzsza ocene tj. 7,98. Najnizsze oceny
uzyskaty probki nr 10 — ocena 5,31 oraz probka nr 7 — ocena 5,33. Na niskg wartos¢
zharmonizowania probki nr 10 prawdopodobnie duzy wpltyw miat niski poziom smaku
kwasnego, natomiast w przypadku probki nr 7 — do§¢ mocno wyczuwalny zapach obcy.

Suma wazona jest warto$cig stanowigcg S$rednig sume ocen danej probki
uwzgledniajacg wagi przyjete dla poszczegdlnych wyroznikow (tab. 2). Najwyzsza srednig
sume ocen (10,00) uzyskata probka nr 5 a najnizsza (6,61) probka nr 10.

W kompleksowej ocenie produktu wazne sg rdwniez wzajemne relacje pomiedzy

wyroznikami (tab. 12.), a takze catkowita ocena kiszonych pieczarek (suma wazona - SW).

Tabela 12. Korelacje pierwotnych zmiennych z wybranymi sktadowymi gtownymi

Wybrane sktadowe gtoéwne
Parametr

PC1 PC2 PC3

Zkp 0,80 -0,39 0,06
Zo -0,30 -0,62 -0,46
Bs 0,85 -0,06 0,22
Bm 0,79 -0,19 -0,08
Sp 0,65 0,37 0,26
Sm 0,54 -0,27 0,62
Skp 0,71 0,38 -0,55
Sk 0,26 0,43 -0,81
Ss 0,66 -0,50 -0,31
Sg 0,17 -0,91 -0,09
So -0,10 -0,96 -0,13
Zh 0,91 0,25 -0,00
SW 0,93 0,26 -0,21

W tym celu wykorzystano analiz¢ skladowych glownych (PCA - Principal Component
Analysis), ktéra pozwala na wizualizacje wielowymiarowych danych w uktadzie dwu- lub
trojwymiarowej przestrzeni skladowych gltownych. Kazda sktadowa glowna powinna
wyjasnia¢ co najmniej tyle zmiennosci ile zawarte bylo w jednej pierwotnej zmiennej.
Sposrod 12 pierwotnych zmiennych (12 wyrdéznikdw) na podstawie analizy korelacji (tzw.
warto$ci wlasnych) oraz wykresu osypiska Catella do dalszej analizy wybrano trzy sktadowe

gtowne (PC1, PC2, PC3). Wybrano te sktadowe, ktorych warto§¢ wtasna byta wigksza od 1.
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Sktadowe gtowne tworzg abstrakcyjng wielowymiarowa przestrzen, w ktorej kazda z nich
taczy w sobie zmienno$¢ kilku pierwotnych zmiennych. Analiza PCA pozwolita zmniejszy¢
wymiarowos$¢ przestrzeni z 12 do 3 wymiarow, zachowujac jednocze$nie mozliwie najwiecej
informacji zawartych w analizowanych danych. Wszystkie trzy sktadowe gldwne wyjasniaja
tacznie 80,4% catkowitej zmiennoSci.

Na podstawie wyliczonych korelacji zmiennych i sktadowych gléwnych sporzadzono
wykres (rys. 8) przedstawiajacy parametry jakosciowe pieczarek w przestrzeni dwodch
pierwszych sktadowych (PC1 x PC2), z ktérych PC1 wyjasnia niemalze 39% catkowitej
zmiennoS$ci 1 wykazuje wysoka, dodatnig korelacje z ,,oceng wizualng pieczarek” czyli barwg

skorki 1 migzszu oraz strukturg powierzchni a takze smakiem 1 zapachem kiszonych pieczarek.
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PC 1 :38,82% °  suma wazona

Rys. 8. Projekcja PCA jakosci sensorycznej kiszonych pieczarek.
Zkp - zapach kiszonych pieczarek; Zo - zapach obcy; Bs - barwa skorki; Bm - barwa
migzszu; Sp - struktura powierzchni; Sm - struktura migzszu; Skp - smak kiszonych
pieczarek; Sk - smak kwasny; Ss - smak stony; Sg - smak gorzki; So - smak obcy; Zh

— zharmonizowanie; SW- Suma wazona
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Natomiast ,,odczucia nieprzyjemne” czyli smak i zapach obcy oraz smak gorzki
wykazuja silng, ujemna korelacje z drugg sktadowag (PC2), wyjasniajacg prawie 27%
catkowitej zmiennos$ci. PC3 to przede wszystkim smak kwasny, o czym $wiadczy silna
wzajemna korelacja tego parametru z trzecig skltadowa (-0,81). Ogdlna ocena
zharmonizowania probek (0,91) oraz suma wazona wszystkich wyr6éznikoéw (0,93) sag wysoce
dodatnio skorelowane z PC1 (tab. 2.). Na wykresie mozna zaobserwowa¢ wzajemne korelacje
pomiedzy wyroznikami jakosci sensorycznej kiszonych pieczarek. Cechy takie jak smak i
zapach kiszonych pieczarek sg silnie skorelowane z cechg ,,zharmonizowanie probki” a takze
z oceng wizualng pieczarek. Natomiast ,,odczucia nieprzyjemne” tworzg oddzielng grupe cech
wzajemnie ze sobg skorelowanych.

Na rys. 9. przedstawiono profilogram jako$ci sensorycznej wszystkich przebadanych
probek pieczarek kiszonych, na ktorym wyraznie widaé, w jaki sposob oceniano probki w

zakresie cech wplywajacych na jako$¢ sensoryczng badanych pieczarek.
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Rys. 9. Profilogram jakosci sensorycznej kiszonych pieczarek

p 1 = p 14 —kolejne oceniane probki

Zkp - zapach kiszonych pieczarek; Zo - zapach obcy; Bs - barwa skorki; Bm - barwa
migzszu; Sp - struktura powierzchni; Sm - struktura migzszu; Skp - smak kiszonych
pieczarek; Sk - smak kwasny; Ss - smak stony; Sg - smak gorzki; So - smak obcy; Zh
— zharmonizowanie; SW- Suma wazona
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Wida¢ wyraznie, ze cechy niepozadane okreslane jako ,,odczucia nieprzyjemne” dla
wickszosci probek wyczuwalne byty na niskim lub bardzo niskim poziomie, poza probka nr
7, ktora charakteryzowata si¢ najbardziej wyraznym zapachem obcym. Na podstawie
ponizszego wykresu mozna stwierdzi¢, ze sumaryczna ocena dla wigkszo$ci probek wynosita
8-10 pkt. Najwyzsza ocen¢ uzyskala probka nr 5, ktorg oceniono wysoko w zakresie
wszystkich pozadanych cech kiszonych pieczarek, a nisko dla parametrow powodujacych
,;,odczucia nieprzyjemne”. Ponadto probki nr 1 i1 2 uzyskaty rowniez catkowita ocen¢ powyzej
9. Natomiast najnizszg sumaryczng oceng charakteryzowata si¢ probka 10, ktérag wysoko
oceniono jedynie za strukture migzszu i powierzchni, natomiast za smak 1 zapach kiszonych
pieczarek uzyskata jedne z nizszych not.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze najbardziej pozadanymi
cechami charakteryzowala si¢ probka nr 5, ktora w zakresie ocenianych parametrow jakosci
sensorycznej uzyskata najwyzsze lub wysokie oceny. Natomiast probka nr 10 byta najmnie;j
stona oraz najmniej kwasna 1 prawdopodobnie to byto przyczyng niskiej oceny sumaryczne;j.
Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze oceniajacym bardziej odpowiadaja kiszone pieczarki o
zdecydowanym smaku, nawet o niezbyt niskim poziomie ,,stonosci”, niz pieczarki, ktore
mozna by okresli¢ jako ,,nijakie”, ,,mdie”, a wiec niezbyt kwasne i niedosolone.

Sposrod badanych szczepdw Leuconostoc do kiszenia pieczarek, w celu otrzymania
produktu o cechach pozadanych przez oceniajacych, najbardziej odpowiedni jest szczep
Leuconostoc citreum C750(9), wyizolowany z piekarskiego zakwasu zytniego, uzyty do
zakiszania probki nr 5, poniewaz uzyskata ona najwyzsza ocen¢ sumaryczng oraz wysokie
oceny w zakresie poszczegolnych pozadanych cech, a niskie w zakresie niepozadanych.

Nieco nizsze, ale rOwniez wysokie oceny, uzyskaty probki nr 1 1 2, do kiszenia ktorych
uzyto szczepy Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc lactis (L 07), wyizolowane
rowniez z piekarskiego zakwasu zytniego.

Natomiast nieodpowiedni wydaje si¢ szczep Leuconostoc mesenteroides sz 2.1-6
uzyty w probee nr 10 oraz szczep Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-7 zastosowany w probce

nr 7 — réwniez wyizolowane z piekarskiego zakwasu zytniego.
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5.7. Badania nad doborem zestawu przypraw i1 badania przechowalnicze

Po dokonaniu wyboru szczepow bakterii najodpowiedniejszych do sporzadzania
kiszonek z pieczarek, przystagpiono do doswiadczen majacych na celu dobdr zestawu
przypraw poprawiajacych (podnoszacych atrakcyjno$¢ produktu) walory smakowe kiszonek,
co ma ogromne znaczenie w aspekcie ich odbioru przez ewentualnych konsumentéw. W tej
czesci pracy najwicksze znaczenie mialy badania organoleptyczne, uzupeinione analizami

fizyko-chemicznymi.
Badania nad doborem mieszanek przyprawowych wykonano w trzech uktadach:

- uktad I: kiszenie z udziatem szczepdéw Leuconostoc citreum (L. 06) 1 Leuconostoc lactis Sp.
1 oraz przyprawami, ktorych sklad podano w metodyce - kiszonek nie poddawano
pasteryzacji a wszystkie probki przechowywano w warunkach chtodniczych.

- uktad II: kiszenie z udziatem szczepdéw Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc
citreum C750(9) (identyfikacja jako Lactobacillus plantarum), ktérych sklad podano w
metodyce - kiszonki poddawano pasteryzacji 1 wszystkie probki przechowywano w
warunkach chtodniczych.

- uktad III - kiszenie z udziatem szczepow Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc
citreum C750(9) (identyfikacja jako Lactobacillus plantarum), ktérych sklad podano w
metodyce - w zmiennych warunkach przechowywania probek (temperatura pokojowa i

warunki chtodnicze) niepasteryzowanych oraz poddanych pasteryzacji.

Uzyskane kiszonki byly przedmiotem ocen organoleptycznych, wykonywanych zaro6wno
bezposrednio po zakonczeniu procesu kiszenia, jak 1 w trakcie badan przechowalniczych.
Oceny wykonywat zespot szesciu ekspertow, analizy prowadzone byly w Pracowni
Sensorycznej Zaktadu Technologii Fermentacji IBPRS. Prace zespolu oceniajacego

zilustrowano ponizszymi zdjeciami.
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Fot. 1. Ocena organoleptyczna kiszonych pieczarek
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Fot. 2. Ocena organoleptyczna kiszonych pieczarek
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Fot. 3. Ocena organoleptyczna kiszonych pieczarek

5.7.1 Badania w ukladzie 1

Wyniki do$wiadczen prowadzonych w uktadzie I, dotyczacych zmian pH oraz kwasowosci
ogolnej, w trakcie przechowywania probek przez 6 miesigcy przedstawiono w tabeli 13. W
doswiadczeniach tych oprocz podstawowych szczepow oznaczonych skrotowo £06 1 Sp. 1,
jako szczepy pordwnawcze zastosowano dodatkowo szczep Leuconostoc citreum C750(9)
oraz szczep Weisella cibaria KKP 2043, w wariancie do$wiadczenia wykonanego bez

dodatkow przyprawowych. W probkach oznaczonych symbolami W1 (fermentacja
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spontaniczna) oraz W11 (szczep Sp. 1, czosnek i ziele angielskie) nie wykonano dalszych
oznaczen pH, poniewaz wystapily w nich plesnie, co dyskwalifikowato te probki jako
przedmiot oceny organoleptycznej. W pozostatych probkach obserwowano mniej lub bardziej
dynamiczny spadek pH w trakcie szesciomiesiecznego przechowywania w temperaturze
pokojowej. Najnizszym poziomem pH charakteryzowala si¢ probka W10, natomiast
najwyzsze pH oznaczono w probkach W5 1 W10. Stwierdzono tez zaskakujaca korelacje
pomiedzy pH a dodatkiem przypraw badz ich brakiem - dodatek przypraw stymulowat

szybszy spadek pH w czasie kiszenia.

Tabela 13. Wyniki oznaczen pH i kwasowosci ogdlnej probek w trakcie przechowywania

(uktad I)
0 Po 7 dniach Po 30 dniach Po 6 miesigcach
zn. Szczep Dodane K — K v K v
pr()bek bakterii przyprawy pH Wan)WOSC pH Wan)WOSC pH WaS’OWOSC
ogoblna ogoblna ogoblna
Fermentacja | Bez ,

Wi spontaniczna | dodatkéw 5,40 - plesnie

W2 106 5,21 0,49 5,15 0,48 5,01 0,49

W3 Sp. 1 Bez 5,11 0,60 5,08 0,49 4,95 0,37

W4 | 750(9) dodatkéw | 5 11| 059 [505| 044 |487] 0,39

W5 KKP 2043 5,17 0,61 5,00 0,64 4,44 0,58

W6 106 Marchew, | 4,92 0,77 4,82 0,97 4,52 1,02
lis¢

w7 Sp. 1 laurowy 4,98 0,73 4,88 0,60 4,50 0,65

W8 106 Cebula 4,93 0,55 4,82 0,71 4,48 0,80

W9 | Sp.1 pieprz 4,67 0,58 4,56 0,73 4,49 0,91

W10 | L06 Czosnek, | 4,69 0,58 4,57 0,75 4,20 0,88
ziele

W1l Sp 1 anglelskle 4,71 0,60 pleél'lle

W12 | L06 Gorczyca, | 4,75 0,62 4,69 0,71 4,57 0,91
ziele

WI13 | Sp. 1 angielskie | 4,82 0,49 4,60 0,69 4,49 0,82

Wszystkie probki nie porazone plesniami poddano analizie sensorycznej, a jej wyniki
przedstawiono na rys. 10 w postaci profilogramu okreslajacego poziom poszczegdlnych
wyrdznikow jako§ciowych oraz zwigzang z nimi ocen¢ og6lng. Najwyzsze oceny ogolne

uzyskaly probki oznaczone numerami W4, W9 i W13, ktore charakteryzowaly si¢: stabo
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wyczuwalnym zapachem obcym, tadng strukturg powierzchni oraz migzszu, wyraznie
wyczuwalnym smakiem kiszonych pieczarek, stabo wyczuwalnym smakiem gorzkim i
obcym. Najlepsze oceny sensoryczne odpowiadaly nastgpujacym konfiguracjom
doswiadczen: zastosowanie szczepu ,,750(9)” bez dodatku przypraw, szczepu ,,Sp. 17 z

dodatkiem cebuli i pieprzu badz z dodatkiem gorczycy i ziela angielskiego.

—\\ ) c—\\ 3 w4 w5 w6 w7 w8 w9 w10 w12 w13

Zapach kiszonych pieczarek
10,0
Ogodlna ocena 9,0 Zapach obcy

Smak obcy Barwa skorki
Smak gorzki Barwa migzszu
smak stony Struktura powie-rzchni

Smak kwasny Struktura migzszu

Smak kiszonych pieczarek

Zapach Struktura Smak

X Zapach Barwa Barwa X Struktura Smak smak Smak Ogolna
k'_sanCh obcy skorki migzszu powm_- migzszu kl-szonych kwasny stony gorzki Smakioby ocena
pieczarek rzchni pieczarek

w2 4,1 1,0 8,5 9,6 9.5 9,4 8,3 4,3 3,6 1,9 1,0 6,9
w3 3,6 1,0 8,3 9,4 9.3 9.1 7 6,1 3,7 2,8 L2 5,3
wa 5,0 1,3 9,4 9,3 9,4 9,1 8,0 6,1 4,8 1,9 1,3 7,6
w5 34 1,4 9.1 93 9,8 9,4 7,9 6,7 3,0 9 p 1% | 6,6
wé 4,6 1,1 9,4 9,8 29 9,8 6,7 5,0 3,6 3,6 1,7 33
w7 5,0 1,9 8,6 9 9.9 9,6 4,5 5,8 =% 6,4 4,5 4,6
w8 4,6 2,5 8,9 9,0 9,9 9.5 6,6 5,9 4,8 1,6 W | 7.3
w9 5.7 1,0 9,4 91 2,9 2.9 9,0 6,0 2,4 1,4 1,0 8,2
w10 3,7 1,4 2.9 9,8 10,0 10,0 6,0 6,6 33 15 1,3 6,4
wil2 54 1,4 8,4 7.9 9,3 9,3 4,4 4,0 29 1,1 12 5,6
wil3 4,3 1,1 8,9 8,5 9.3 9.3 7,3 54 2,3 L3 33 TS

Rys. 10. Profilogram jakos$ci sensorycznej kiszonych pieczarek (uktad I)

W tym etapie doswiadczenia wykonano rowniez analizy HPLC zalewy w trzech probkach:
W4, ktora uzyskata stosunkowo dobrg oceng ogolng oraz probkach W6 1 W7, ktére uzyskatly

stabe oceny ogdlne. Wyniki zamieszczono w tabeli 14. Okazato si¢, ze niska ocena ogodlna
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wyraznie zwigzana byla z wysoka zawarto$cia kwasu mastowego, przy jednoczesnie
relatywnie wysokiej zawarto$ci kwasu mlekowego i octowego w przypadku probki W7 i dos¢
wysokiej zawartosci kwasu mastowego 1 mlekowego w przypadku probki W6. Natomiast
ponad dwukrotnie nizsza zawarto$¢ kwasu mastowego w probce W4 w poréwnaniu z probka
W7, stosunkowo niska zawarto$s¢ kwasu mlekowego oraz octowego miata zwigzek z wysoka

oceng probki W4.

Tabela 14. Wyniki analizy HPLC wybranych probek po 180 dniach kiszenia (uktad I).

Ozn. Szczep kwas kwas octowy | 1,2- kwas kwas
probek | bakterii mlekowy [mg/1] propandiol propionowy | mastowy
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
W4 750(9) 2203,8 + 86,9+ 1,0 0,0 40,6 £1,8 401,5 +
66,1 22,4
W6 106 4291,2 + 0,0 0,0 66,4+ 5,0 455,6 +
57,2 19,8
W7 SP1 6947,1 + 486,6 + 0,0 107,7 = 903,7 +
173,9 28,9 25,3 39,9

5.7.2. Badania w uktadzie II

Wyniki oceny sensorycznej kiszonek pochodzacych z do§wiadczen prowadzonych w uktadzie
II, z udziatem szczepoéw Leuconostoc citreum (L06) oraz Leuconostoc citreum C750(9), w
ktorym wszystkie probki przechowywano w warunkach chtodniczych, a w kazdym wariancie
doswiadczenia potowe kiszonek poddawano pasteryzacji, a drugiej potowy nie
pasteryzowano, przedstawiono na rys. 11. Wyniki zaprezentowane na tym rysunku dotycza
probek pasteryzowanych, poniewaz charakteryzowaly si¢ one znacznie lepsza jako$cia
sensoryczng od tych, ktore pasteryzacji nie zostaly poddane. Sposrod nich najgorsza oceng
ogolng charakteryzowala si¢ probka K3, z wyroznikami takimi jak: zapach kiszonych
pieczarek, struktura powierzchni, smak kiszonych pieczarek, smak kwasny, na stosunkowo
niskim poziomie pry jednoczes$nie relatywnie wysokich wskaznikach, takich jak: zapach obcy,
smak gorzki, smak obcy. Byla to probka pochodzaca z wariantu doswiadczenia
przeprowadzonego z udziatem szczepu ,,1.06” oraz dodatkiem gorczycy i liscia laurowego.

W tym doswiadczeniu najlepsze oceny ogolne osiggnely probki K1 (szczep £06 + marchewka
+ ziele angielskie), K5 (szczep 750(9) + marchewka + ziele angielskie) oraz K6 (szczep

750(9) + marchewka + imbir + li$¢ laurowy).
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W celu potwierdzenia potrzeby prowadzenia pasteryzacji kiszonek po zakonczeniu
czterotygodniowego procesu kiszenia, przeprowadzono analizy chemiczne probek, ktoére
charakteryzowaty si¢ najlepszymi ocenami ogdlnymi — poréwnanie wynikoéw analiz HPLC

probek K1, K5 i K6 zamieszczono w tabeli 15.

Przedstawione wyniki wyraznie wskazuja na potrzebe pasteryzacji kiszonek, rowniez tych
przechowywanych w warunkach chtodniczych. I tak w probkach nie pasteryzowanych, po
180 dniach przechowywania, stwierdzono bardzo niski poziom kwasu mlekowego w
poréwnaniu z probkami pasteryzowanymi. Z kolei probki niepasteryzowane
charakteryzowaty si¢ wielokrotnie wyzszym poziomem kwasu octowego oraz kwasu

mastowego od prébek pasteryzowanych, co z pewno$cia mialo wptyw na ich jakos¢

sensoryczna.
em— ] e— 2 K3 K4 K5 K6 K7 K8
Zapach kiszonych
pieczarek
10,00
Ogodlna ocena 9,00 Zapach obcy
8,00
Smak obcy Barwa skorki
Smak gorzki Barwa migzszu
Smak stony Struktura powierz-

chni

Smak kwasny Struktura migzszu

Smak kiszonych
pieczarek
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Zapach

kiszonych Zapach
pieczarek obcy

K1 6,50
K2 5,00
K3 4,50
K4 6,67
K5 7,50
K6 5,50
K7 6,83
K8 7,33

1,00
2,67
3,50
1,50
1,00
1,00
2,83
1,00

Barwa

skorki
8,17
8,50
7,67
9,17
8,33
9,58
8,83
8,00

Struktura Smak

Barwa powierz- Struktura kiszonych Smak

migzszu chni migzszu pieczarek kwasny
9,50 8,50 8,83 9,17 4,50
8,67 8,17 8,50 6,67 6,83
717 6,50 7,17 6,00 4,33
9,17 8,83 8,83 6,67 6,50
8,67 8,67 8,50 8,83 5,50
9,50 9,83 9,75 8,83 6,08
8,67 8,83 8,00 7,00 6,17
6,25 7,67 7,25 8,50 6,67

Smak

stony

2,17
3,17
2,83
2,00
2,50
2,67
2,50
2,33

Smak

gorzki
1,33
2,00
2,07
1,50
1,67
1,50
2,17
1,33

Smak Ogdlna

obcy ocena
117 8,50
1,83 6,83
3,00 6,00
2,17 6,75
1,00 8,67
1,00 8,25
2,50 7,33
1,00 8,08

Rys. 11. Profilogram jakosci sensorycznej kiszonych pieczarek (uktad II).

Tabela 15. Wyniki analizy HPLC wybranych probek po 180 dniach kiszenia (uktad II).

Prébka kwas mlekowy | kwas octowy 1,2- kwas kwas mastowy

[mg/l] [mg/l] propandiol propionowy [mg/l]

[mg/I] [mg/1]

K1
Bez 312,0+22,4 3310,0+22,4 0,0 117 £14,9 4119,6 £182,5
pasteryzacji
K1 4378,6 +144,2 | 331,2+19,4 0,0 285,4+1,8 451,5+19,9
pasteryzacja
K5
bez 228,0+11,7 1944,6 £ 43,1 0,0 1553,0+£ 18,2 | 3766,6 + 203,5
pasteryzacji
K5 3130,6 £ 25,1 0,0 0,0 1126,8 +£18,0 | 1156,7+40,4
pasteryzacja
K6
bez 118,0+32,4 2985,5+19,9 0,0 1895,8+1,0 3178,8+40,8
pasteryzacji
K6 2560,6 + 39,8 260,5+21,0 249,7 £ 10,7 189,1+4,6 635,5+10,6
pasteryzacja

5.7.3. Badania w ukladzie 111

W uktadzie III sporzadzano kiszonki wedtug schematu zamieszczonego w tabeli 16. Dobor

przypraw w dos$wiadczeniach prowadzonych w tym uktadzie nawigzywatl do wynikow

uzyskanych w uktadzie 11, tzn. w przypadku szczepu £06 dodatek stanowita marchew + ziele

angielskie (probki oznaczone symbolem P1), a w przypadku szczepu 750(9) stosowano

marchew + ziele angielskie (probki oznaczone symbolem P5) lub marchew + imbir + li$¢

laurowy (probki oznaczone symbolem P6). Dwa szczepy bakterii £.06 oraz 750(9) zostaty

wytypowane w efekcie badan w uktadzie I, gdzie w przypadku szczepu Sp. 1 uzyskiwano

dobre wyniki ale w kompozycji z takimi przyprawami jak gorczyca czy czosnek, ktore dawaty
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zbyt intensywny efekt smakowy, co miato negatywny wplyw na oceng ogolna uzyskiwanych
kiszonek.

W tym uktadzie we wszystkich wariantach stosowano pasteryzacj¢ lub nie oraz probki
przetrzymywano w temperaturze pokojowej badz chtodnicze;j.

Wszystkie probki poddano analizie metoda HPLC po 60 dniach jego trwania. Wyniki
zamieszczono w tabeli nr 17. Oznaczano st¢zenie w zalewie: stezenie kwasu mlekowego,
octowego, propionowego, mastowego oraz 1,2- propandiolu i poziom pH. Zawarto$¢ kwasu
mlekowego w zalewie miescita si¢ w przedziale od niemal 7400 mg/l do zera. Oczywiscie
zerowe stezenie kwasu mlekowego w zalewie (probki P5(9) , P5(10), P6(11), P6(12))
wskazywalo, ze fermentacja przebiegta w zupetnie niewtasciwym kierunku — temu zjawisku
towarzyszylo podwyzszone st¢zenie kwasu mastowego do poziomu w zakresie od 3150 do do
4500 mg/l oraz obecno$¢ kwasu propionowego o stezeniu od 1780 do 2800 mg/l i kwasu
octowego od 0,0 do 3180 mg/l. Znajdowato to swoje odzwierciedlenie w poziomie pH w
zakresie 4,74 do 5,22, stosunkowo wysokim jak na kiszonki. Szczegoélnie negatywnie
wyrdzniala si¢ tutaj kiszonka oznaczona symbolem P6(11), w ktoérej nie wykryto zaré6wno
kwasu mlekowego jak i octowego, za to byto w niej duzo kwasu mastowego. Nalezato si¢

spodziewac, ze te kiszonki nie uzyskajg dobrych ocen w trakcie analiz sensorycznych.

Omawiane probki, ktore charakteryzowaly si¢ niekorzystnymi wynikami oznaczen fizyko-
chemicznych, byly pasteryzowane ale tez niepasteryzowane i przetrzymywane zardwno w
temperaturze pokojowej jak i w warunkach chtodniczych, w zwigzku z czym na podstawie
uzyskanych wynikow nie mozna w sposob logiczny powigza¢ warunkdéw przechowywania i
obrobki termicznej z uzyskanymi negatywnymi wynikami. Natomiast moze mie¢ to zwigzek
z polaczeniem szczepu bakterii z okreslonym zestawem przypraw.

Z kolei zbyt wysoki poziom kwasu mlekowego w zakresie od 5250 do nawet 7370 mg/l i
zwigzany z nim niski poziom pH, niewiele przekraczajacy 3,7 (probki P1(1), P1(5), P5(7) i
P5(8)) wskazywal na prawdopodobne przekwaszenie kiszonek, a zatem rdéwniez ich

ewentualne niskie oceny w analizie sensoryczne;.
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Tabela 16. Identyfikacja analizowanych probek (uktad IIT)

li§¢ laurowy

Identyfikacja probek
, Szczep Bez T

Prébka bakterii Przyprawy pasteryzacji/pasteryzacja | przechowywania

P1(1) | LO6 Mar'chev‘v + ziele Bez pasteryzacji Pokojowa
angielskie

P1(2) | LO6 Mar'chev‘v + ziele Bez pasteryzacji Chtodnicza
angielskie

P1(3) | LO6 Marchew + ziele Pasteryzacja Chtodnicza
angielskie

P1(4) | LO6 Mar'chev‘v + ziele Pasteryzacja Pokojowa
angielskie

P1(5) | LO6 Mar'chev‘v + ziele Bez pasteryzacji Chtodnicza
angielskie

P5(7) | 750(9) Marchew + ziele Bez pasteryzacji Chtodnicza
angielskie

P5@8) | 750(9) Mar.chev‘v +ziele Pasteryzacja Pokojowa
angielskie

P5(9) | 750(9) Mar.chev‘v + ziele Bez pasteryzacji Pokojowa
angielskie

P5(10) | 750(9) Marchew + ziele Pasteryzacja Chtodnicza
angielskie

P6(11) | 750(9) Marchew + imbir + Bez pasteryzacji Chtodnicza
1i§¢ laurowy

P6(12) | 750(9) Marchew +imbir + | pagteryzacja Pokojowa
1i§¢ laurowy

P6(13) | 750(9) Marchew + imbir + Bez pasteryzacji Pokojowa
1i§¢ laurowy

P6(14) | 750(9) Marchew + imbir + Bez pasteryzacji Chtodnicza
1i§¢ laurowy

PK(15) | Kontrola® | Marchew + imbir + Pasteryzacja Chlodnicza

*) - fermentacja spontaniczna
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Tabela 17. Wyniki analizy HPLC wybranych probek po 60 dniach kiszenia (uktad III).
Probka | kwas kwas octowy 1,2- kwas kwas pH
mlekowy [mg/1] propandiol | propionowy | mastowy
[mg/1] [mg/1] [mg/1] [mg/1]
P1(1) 6237,9+20,1 | 720,7+11,2 |6058+5,5| 1280,6+4,1 | 708,1 +38,6 | 3,71
P1(2) [5248,7+190,3| 212,2+18,1 0,0 263,4 £ 14,8 | 349,8 +208,6 | 3,91
P1(3) 3288,6 + 18,0 | 285,5+5,9 0,0 351.4+17,2 | 326,1+4,9 | 4,11
P1(4) 5031,9 + 38,1 421,1+£73 0,0 582,7+0,1 513,0+£5,8 | 3,94
P1(5) 62943 +958 | 81,0+ 14,6 0,0 302,3+44,4 | 582,5+54,9 | 3,74
P5(7) 7369,3 £+ 56,0 1944 +52 0,0 1265,8 + 15,1 | 1902,0 +44,0 | 3,78
P5(8) 6353,6 +0,3 0,00 0,0 1937,2+44,5 | 1771,1 £ 18,6 | 3,72
P5(9) 0,0 3177,5 £ 66,0 0,0 1782,7 + 46,1 (4484,8 + 115,1| 4,74
P5(10) 0,0 600,2 +41,4 0,0 2357,6 £42,6 | 31455+7,2 | 5,22
P6(11) 0,0 0,0 0,0 1922,2 + 13,8 | 4476,3+0,2 | 5,00
P6(12) 0,0 1284,0 + 31,0 0,0 2813,0+£23,8 | 3797,4+4,2 | 4,97
P6(13) | 2530,0=45,0 | 115,8+30,3 0,0 17473+ 11,1 | 13944+ 13,5 | 4,54
P6(14) | 5397,3+37,2| 170,0+17,3 0,0 800,5+2,2 | 1160,3+47,2 | 3,96
PK(15) | 1795,1 £6,8 5454 +7,7 0,0 969,1 £23,1 | 1118,0+33,9 | 4,50

Pozostale probki, tzn. P1(2), P1(3), P1(4), P6(130 i P6(14) charakteryzowaty si¢ zawartoscig

kwasu mlekowego na poziomie 2530 do 5400 mg/1, kwasu octowego 115 do 420 mg/1, kwasu

propionowego od 350 do 1750 mg/l, kwasu mastowego od 326 do 1400 mg/l oraz poziomem

pH w zakresie od 3,94 do 4,54. Oznaczone parametry wskazywaty, ze probki te kwalifikuja

si¢ do dalszych analiz.
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P1(2) P1(3) P1(4) P5(9) P5(10) P6(13) emmmmP6(14) kontrola PK(15)

Zapach kiszonych pieczarek
10,00
Ogdlna ocena 9,00 Zapach obcy

Smak obcy Barwa skorki
Smak gorzki Barwa migzszu
Smak stony Struktura powierz-chni

Smak kwasny Struktura migzszu

Smak kiszonych pieczarek

Zapach Struktura Smak
kiszonych Zapach Barwa Barwa powierz- Struktura kiszonych Smak Smak Smak Smak Ogdlna
pieczarek obcy skorki migzszu  chni migzszu pieczarek kwasny stony gorzki obcy ocena
P1(2) 7,50 1,33 9,67 9,83 9,83 9,33 8,67 8,33 3,67 1,33 1,33 8,17
P1(3) 7,50 1,00 8,67 9,17 9,33 9,33 8,83 7,67 3,67 1,00 1,33 8,33
P1(4) 8,00 1,00 5,83 6,50 9,00 9,33 8,67 6,67 2,83 1,00 1,00 8,50
P5(9) 3,20 6,80 6,60 7,80 8,80 6,80 2,00 2,67 2,00 1,00 6,00 1,83
P5(10) 4,67 4,17 5,50 6,50 8,50 717 4,83 7,67 3,83 1,00 4,17 4,83
P6(13) 4,17 5,00 8,67 8,00 8,33 7,83 5,20 5,60 3,00 1,00 3,20 5,67
P6(14) 6,50 2,33 7,67 7,83 8,67 8,17 7,50 6,00 3,00 1,00 2,50 6,33
P6(11)  dyskwalifikacja ze wzgledu na smak i zapach
kontrola dyskwalifikacja ze wzgledu na smak i zapach (bez pasteryzacji, T pokojowa)
kontrola
PK(15) 7,17 1,67 8,50 8,67 8,67 8,17 7,67 4,83 2,33 1,00 1,40 7,00
Rys. 11. Profilogram jakos$ci sensorycznej kiszonych pieczarek (uktad I1I)
Probka kontrolna (PK(15) - surowiec poddany fermentacji spontanicznej; probka

pasteryzowana a nastgpnie przetrzymywana w warunkach chtodniczych) charakteryzowata

si¢ niezbyt wysokim stezeniem kwasu mlekowego 1800 mg/l, przecigtnym st¢zeniem kwasu

mastowego 1120 mg/l w poréwnaniu z pozostalymi probkami oraz pH na do$¢ wysokim

poziomie 4,5, co mogto sugerowac niezbyt korzystny przebieg fermentacji.

Wyniki analiz HPLC znalazly swoje odzwierciedlenie w analizie sensoryczne;j.
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Po 6 miesigcach przechowywania wybrane probki poddano analizie sensorycznej, ktorej
wyniki przedstawiono na rys. 11. Do analizy wytypowano 8 probek na podstawie
wczesniejszej analizy HPLC — 7 kiszonek z dodatkiem szczepdéw L06 i 750(9) oraz probke
kontrolng poddang fermentacji spontanicznej. Sposréd ocenianych probek najlepsze oceny
ogolne, na poziomie przekraczajagcym 8 punktdéw, uzyskaly kiszonki wykonane z udziatem
szczepu L06 oznaczone symbolami P1(1), P1(2), P1(3). Probki te charakteryzowaly si¢
wyrazistym zapachem oraz smakiem kiszonych pieczarek, dobra strukturg i barwa miazszu,
dobrg barwg skorki, tadng strukturg powierzchni, do$¢ intensywnym smakiem kwasnym, przy
jednoczes$nie niewyczuwalnym smaku i zapachu obcym 1 smaku gorzkim. Mozna wigc uznac,
ze kiszonki wykonane przy zastosowaniu tego szczepu z dodatkiem marchwi 1 ziela
angielskiego moga znalez¢ uznanie wsérod ewentualnych przysztych konsumentow.

Zte oceny ogodlne na poziomie 1,83 i 4,83 punktu uzyskaty odpowiednio probki oznaczone
symbolami P5(9) i P5(10), ktore charakteryzowaly si¢ intensywnym zapachem i1 smakiem
obcym, przy jednoczesnym do$¢ stabym zapachu i smaku kiszonych pieczarek.

Probki P6(13) 1 P6(14) uzyskaty przecietne oceny odpowiednio 5,67 16,33 punktu, co koreluje
z wynikami ich analiz fizyko-chemicznych. Natomiast zaskakujaco dobra oceng (7 punktow)
uzyskata probka PK(15) pochodzaca z fermentacji spontanicznej pieczarek pomimo
stosunkowo niskiej zawartosci kwasu mlekowego na poziomie 1800 mg/l (pH 4.,5).

Analizie organoleptycznej nie poddano probek P6(11) oraz probki kontrolnej nie poddanej
pasteryzacji 1 przetrzymywanej w temperaturze pokojowej, ze wzgledu na ich smak i zapach.
Wiele probek nie zostato poddawanych analizom fizyko-chemicznym oraz sensorycznym,
poniewaz zostaty one zdyskwalifikowane juz na etapie oceny wizualnej — pojawiajace si¢

silne zmetnienie, piana na powierzchni i ogniska plesni.

5.8. Ocena wplywu zastosowania wody dekontaminowanej na liczbe bakterii na

powierzchni pieczarek surowych.

W badaniach stosowano wod¢ dekontaminowang jako roztwory H>O: o st¢zeniach 1,5%,
3,0% oraz 6,0%, przetrzymujac pieczarki w tych roztworach przez 5, 10 oraz 20 min.
kontrolowano réwniez ogo6lng liczbe bakterii w pieczarkach surowych oraz mytych w
strumieniu wody wodociagowej przez 30 s. Usrednione wyniki doswiadczen przedstawiono

w tabeli 18.
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Tabela 18. Mycie pieczarek wodg dekontaminowang przy zastosowaniu H>O».

Czas przetrzymywania 0 min 5 min 10 min 20 min
Bez H>O»/Stezeni
°z Ha/Stezene Wynik posiewu (jtk/ml)
H>0,
Pieczarki brudne 7,26 x 107 - - -
(surowe)

Myte w strumieniu H2O | 2,73 x 107 - - -

1,5 % H20; - 9,54 x 10° 8,09 x 10° 4,54 x 10°
3,0 % Hy0; - 8,81 x 10° 6,03 x 10° 4,54 x 10°
6,0 % H0» - 8,51 x 10° 3,66 x 10° 2,53 x 10°

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze liczba bakterii na surowych pieczarkach
z badanych probek byta rzedu 7 x 107jtk/g. Proces mycia w wodzie wodociggowej powodowat
obnizenie liczby bakterii o okoto pot rzedu wielkosci, a zastosowanie wody
dekontaminowanej obnizato liczbe bakterii do poziomu 10° jtk/g, z efektywnoécia zalezna od
stezenia H>O; oraz czasu jej dzialania, jednak ro6znica pomig¢dzy st¢zeniem 1,5% i czasem
dziatania 5 min a stgzeniem 6% i czasem dziatania 20 min nie byta zbyt istotna — obnizenie
liczby bakterii o okolo poét rzedu wielko$ci. Wobec powyzszego, biorgc pod uwage
skomplikowanie procesu technologicznego oraz mierng efektywnos¢ procesu dekontaminacji
uznano za problematyczne wprowadzanie tej operacji do ciggu technologicznego produkcji

pieczarek kiszonych.
5.9. Testowanie pilotazowej linii do kiszenia pieczarek

Pilotazowa linia do produkcji kiszonych pieczarek na niewielka skal¢ powstala w
zaadaptowanym do tego celu budynku (poddanym gruntownemu remontowi i przebudowie)
gospodarczym/mieszkalnym potozonym w miejscowosci Cyrusowa Wola Kolonia/Dmosin.
Budynek zostal wyposazony w nowe instalacje elektryczne, hydrauliczne i kanalizacyjne.
Sciany wykonczono glazurg a posadzki wykonczono terakota wyposazong w kratki
odptywowe w celu umozliwienia zachowania higieny. W pomieszczeniu zainstalowano
rowniez podwojng instalacje wyciggowa w miejscach powstawania opar6w wyposazong w
okapy ze stali kwasoodpornej w celu zapobiezenia gromadzeniu si¢ nadmiernej ilosci wilgoci

1 rozwoju plesni. Wyposazenie stale pomieszczenia stanowig zlewy glebokie ze stali
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kwasoodpornej usytuowane w czesci ,,brudnej” oraz ,.czyste]” pomieszczenia w celu
wyeliminowania krzyzowania si¢ drog produktu surowego oraz przetworzonego, wyposazone
w baterie spozywcze umozliwiajace obstuge bez potrzeby dotykania dtonmi. O$wietlenie
stanowig panele wbudowane w sufit bez mozliwosci gromadzenia si¢ kurzu na obudowach.

Pomieszczenie ogrzewane jest przy zastosowaniu ekologicznej pompy ciepta.

Obok pomieszczenia technologicznego znajduje si¢ pomieszczenie piwniczne,
charakteryzujace si¢ stalg temperaturg 14-15 °C, przeznaczone do magazynowania surowych
pieczarek oraz w wydzielonej czeéci do przechowywania (dojrzewania) produktu gotowego

— po zakonczeniu czterotygodniowego procesu kiszenia.

W sktad linii pilotazowej wchodzi wyposazenie i urzadzenia umozliwiajace kolejno realizacje

poszczegbdlnych etapow cyklu technologicznego.

Wyposazenie ruchome to kilka stoléw o réznej wysokosci (w zaleznos$ci od przeznaczenia),
wykonanych w calosci ze stali kwasoodpornej. Sa to stoty manipulacyjne do prac
wykonywanych recznie lub przeznaczone do ustawienia urzadzen na ergonomicznej

wysokosci, zapewniajacej tatwiejszg ich obstuge.

Na $cianach zawieszono szafki zamknigte badz potki regatlowe otwarte, rowniez w catosci

wykonane ze stali kwasoodpornej, stuzace do przechowywania sloikéw, drobnego

wyposazenia, przypraw itp.

Ponadto lini¢ wyposazono w:
- blanszownik — pojemnik ze stali kwasoodpornej z azurowym, wyjmowanym wkladem,
umozliwiajacy precyzyjne ustalenie czasu tej operacji technologicznej, a takze szybkie

odsaczenie pieczarek po zakonczeniu procesu blanszowania,

- elektryczny podgrzewacz wody =z regulatorem temperatury podgrzewania do

przygotowywania zalewy,

- elektryczng indukcyjng plyte grzewcza duzej mocy (3 kW) do prowadzenia procesu
blanszowania pieczarek 1 pasteryzacji stoikow po zakonczeniu procesu kiszenia,

wyposazong w regulator temperatury i mocy grzania,
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- urzadzenie do automatycznego napeiniania zalewg stoikéw z pieczarkami z mozliwos$cia
precyzyjnego regulowania pojemnosci zalewy, tak aby stoiki nie byly przepeinione ale

jednoczes$nie ich zawartosci w catosci pokrywala zalewa,
- chtodziarka pozioma do przechowywania surowcow badz dodatkow technologicznych.

Cykl obejmuje nastgpujace operacje technologiczne (ilustracj¢ stanowia zdjecia wykonane w

trakcie prowadzenia jednego z testow):

- pierwszy etap cyklu technologicznego stanowi przyjecie i mycie surowca — pieczarek
dostarczanych w skrzynkach. Mycie odbywa si¢ w zlewie w strumieniu biezacej wody

(fot.1.),

- drugi etap to selekcja grzybow — odrzucenie owocnikow uszkodzonych badz

nadwymiarowych (fot. 2.),

- trzeci etap — przygotowanie pieczarek do blanszowania — napelniane pojemnika

odpowiednig iloscig surowca (fot. 3.),

- czwarty etap — zaladunek blanszownika — wstawianie azurowego wkladu wypelionego

pieczarkami do wody o temperaturze 95 °C (fot. 4.),

- piaty etap — blanszowanie — przetrzymywanie pieczarek w wodzie o temperaturze 92-93

°C przez 20 min (fot. 5.),

- szbsty etap — przygotowanie mieszanek przyprawowych, w tym przypadku stosowano

marchew + ziele angielskie lub marchew + ziele angielskie + ziarno gorczycy (fot. 6.),

- etap siodmy — po $cistym utozeniu pieczarek w stoikach (tak aby nie poruszaty si¢ w trakcie
zmian pozycji stoja) za pomoca dozownika automatycznego dozowano wczesniej

przygotowang zalewe¢ zawierajaca 1,5% cukru oraz 1,5% soli (NaCl) (fot. 7.),

- etap 60smy — kontrola prawidtowo$ci napelnienia stoikow zalewa — poziom zalewy

powinien by¢ taki aby wszystkie pieczarki byly w niej zanurzone w catosci (fot. 8.),

- etap dziewiaty — szczepienie kulturg starterowa — dodawanie do zalewy $cisle odmierzone;j
ilosci kultury starterowej namnozonej w podtozu plynnym — w tym przypadku szczepiono

bakteriami Leuconostoc citreum (L 06) lub Leuconostoc citreum C750(9). Po
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zaszczepieniu stoiki doktadnie zamykano, a nastepnie ustawiano na potkach w celu

przeprowadzenia 7-dniowej fermentacji w temperaturze pokojowe;j.

Przeprowadzone testy potwierdzity przydatnos¢ pilotazowej linii produkcyjnej w procesie
kiszenia pieczarek, a skompletowane wyposazenie stale oraz urzadzenia zapewniajg wlasciwy
przebieg procesu zgodnie z opracowana technologia kiszenia i uzyskanie produktow

charakteryzujacych si¢ dobrg jakos$cia.

Fot. 1. Mycie pieczarek
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Fot. 3. Przygotowanie do blanszowania
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Fot. 4. Zaladunek blanszownika

Fot. 5. Blanszowanie
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Fot. 6. Przygotowanie mieszanki przyprawowej

Fot. 7. Napetianie stoikow zalewa
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Fot. 9. Szczepienie kulturg starterowg
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Wytworzenie jakiegokolwiek handlowego produktu z zywymi kulturami drobnoustrojow
wymaga odpowiedniego ich rozmnozenia a nastgpnie zaszczepienia kulturg starterowa w
odpowiedniej ilo$ci umozliwiajacej opanowanie $rodowiska i wihasciwe ukierunkowanie

procesu fermentacji.

Bardzo wazng czynnoscia, od ktorej zalezy finalna jako$¢ wytwarzanego produktu jest
kontrolowanie czystosci uzywanych urzadzen na kazdym etapie produkcji. Zakazenie
hodowli rozmnazanego drobnoustroju innymi mikroorganizmami, np. w kulturze matecznej,
moze bowiem doprowadzi¢ do zdominowania, a nawet calkowitego wyeliminowania z

hodowli wiasciwego drobnoustroju w dalszych etapach procesu produkcyjnego.

Oprocz zachowania czystosci w trakcie prowadzenia poszczegolnych operacji jednostkowych
w procesie produkcyjnym istotne jest roéwniez kontrolowanie standardow czystosci
mikrobiologicznej poszczegolnych urzadzen, ktore wystepuja w linii technologicznej. Biorac
powyzsze pod uwage, w trakcie testow technologicznych linii pilotazowej, przeprowadzono
kontrole czystosci mikrobiologicznej poszczegdlnych urzadzen. Wyniki zamieszczono w

tabeli 19.

Tabela 19. Wyniki kontroli mikrobiologicznej przeprowadzonej w poszczegélnych etapach

procesu technologicznego

Wynik posiewu — jtk/g
Etap — operacja Paciorkowce
jednostkowa, surowiec, |[Mlekowe Ogodlna liczba |Drozdze i katowe
. . L. Enterobacter
urzadzenie (kwaszace) |bakterii plesnie (Compass (VRBD)
MRS PC (YPG) Enterococcus 35/1d
37/2d 30/3d 28-30/4d agar)
44/1d
Pieczarki surowe 1,6 x 10° 2,2x 10° 1,2x 10! 0 0
Blat stot -
at stolu roboczego 2,0x10' | 40x 10! 3 0 0
wymaz
Pieczarki po 8,1x10° | 6,7x10° 0 0 0
blanszowaniu
Przyprawy (ziele 1 1 1
S 2,0x 10 8,0x 10 2,0x 10 0 0
angielskie, gorczyca)
Zalewa gotowa 2,0x 10! 2,0x 10! 0 0 0
Stoiki czyste - wymaz 0 0 0 0 0
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Zalewa po zaszczepieniu| 6,0 x 10° 6,3 x 10° 0 0 0

Woda z kranu 0 3 0 0 0

Kontrola powietrza w
hali

Wykonane posiewy mikrobiologiczne wykazaty zadowalajaca czysto$¢ linii oraz liczbe
drobnoustrojow w zalewie, ktéra nie stanowi przeszkody w catkowitym opanowaniu
srodowiska przez bakterie pochodzace z kultury starterowej, a zatem pozwalajacy na
prawidtowy, ukierunkowany przebieg fermentacji i w konsekwencji otrzymanie produktu o

dobrej jakosci.

6. PODSUMOWANIE

W trakcie realizacji pracy poddano badaniom 15 szczepdéw bakterii fermentacji
mlekowej, z ktérych jeden, oznaczony numerem 12 (Leuconostoc mesenteroides Z0) zostat
wyizolowany z fermentujacych pieczarek w Zaktadzie Technologii Przetworéw Owocowych
1 Warzywnych, traktowany byt jako szczep odniesienia, natomiast pozostate szczepy zostaty
wyizolowane w Zaktadzie Technologii Fermentacji, gldwnie z piekarskich zakwasoéw zytnich,
ale tez z fermentowanych jabtek, papryki, cydru i piekarskiego zakwasu gryczanego.

Badane szczepy bakterii testowane byly w réznych aspektach, obejmujacych cechy
technologiczne, takie jak: ilo$¢ biomasy namnazajgcej si¢ w okreslonych warunkach hodowli
(r6zne podloza i temperatury), sprawno$¢ wydzielania biomasy w czasie wirowania hodowli,
ilosci kwasdéw organicznych wydzielanych przez bakterie do podioza, zdolnos$¢ do
wytwarzania EPS 1 przezywalno$¢ procesu liofilizacji biomasy oraz cechy aplikacyjne
obejmujace szeroko pojeta jakos$¢ kiszonek (jako$¢ sensoryczng kiszonych pieczarek, ilosci
kwasow organicznych w zalewie, zmiany pH zalewy w czasie przechowywania). Do cech
aplikacyjnych zaliczy¢ nalezy tez aktywnos$¢ antybakteryjng w stosunku do szczepow
patogennych oraz trwalo$¢ w czasie przechowywania i po otwarciu.

W wyniku hodowli bakterii na MRS zawierajacym sacharoze, prowadzonej w T =
25°C, stwierdzono, ze nie wystepowata korelacja pomigdzy wzrostem predkosci obrotowe;j
rotora a iloscig uzyskiwanego osadu. Najwigksze ilosci osadu uzyskano w przypadku
szczepoOw nr: 6, 9, 11, 14, a najmniejsze w przypadku szczepow: 10, 12 1 15 (rys. 1.).

Najmniejszg liczb¢ komorek bakterii/ml uzyskiwano w hodowli szczepow nr: 7, 10, 121 13,
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a najwiecej bakterii zostawato w supernatancie w przypadku szczepu 12; najmniejsze rdznice
pomiedzy liczbg komorek bakterii/ml hodowli 1 liczbg komorek bakterii/ml supernatantu
wystapity w przypadku szczepoéw: 5, 6, 11, 13, 14, 15. W efekcie hodowli na MRS
stwierdzono, ze najgorszymi parametrami technologicznymi charakteryzowaly si¢ szczepy:
10, 121 15. (rys. 2). Najwicksza ilos¢ kwasu mlekowego syntetyzowaty szczepy: 1, 8, 11, co
wigze si¢ z najwigksza liczbg komorek bakterii/ml w hodowli (rys. 3.). Szczepy oznaczone
numerami: 2, 3, 5, 6, 7, 10, 11, 13, charakteryzowaly si¢ przezywalno$ciag powyzej 90% w
procesie liofilizacji, ale przezywalno$¢ pozostalych szczepdéw, oprocz 9 1 15, byta wyzsza niz
80 %, co rowniez kwalifikuje je jako dobry materiat technologiczny (tab. 4).

Kolejny etap badan stanowity hodowle prowadzone w podiozu produkcyjnym, w
dwoch temperaturach hodowli 30 i 37 °C, ktoére wirowano przy trzech predkosciach
obrotowych rotora: 5000, 7000 oraz 9000 obr/min. Réwniez w tym do$wiadczeniu, podobnie
jak dla wczesniej omawianych procesow wirowania, nie stwierdzono bezposredniej korelacji
pomiedzy predkoscig obrotowa rotora a iloscig otrzymywanego osadu (rys. 4.1 5.). Wystagpita
jednak wyrazna zalezno$¢ od temperatury hodowli — w przypadku temperatury 30 °C masa
uzyskiwanych osadow byta wyzsza dla wszystkich badanych szczepow. Stwierdzone rdznice
wskazujg, ze temperatura hodowli 30 °C na pozywce produkcyjnej jest zdecydowanie
korzystniejsza niz temperatura 37 °C. Wyniki posiewu hodowli oraz ilosci uzyskiwanego
suchego osadu po wirowaniu hodowli prowadzonej w pozywce produkcyjnej w temperaturze
30 oraz 37 °C. wykazaty, dla wigkszo$ci przebadanych szczepoéw, nieco wyzsze przyrosty
liczby komorek w trakcie hodowli prowadzonej w 30 °C oraz zdecydowanie nizsze masy
osadow po wirowaniu hodowli — o od 17 do 55 %. Najwigkszg liczb¢ komorek bakterii/ml
hodowli stwierdzono w przypadku szczepow: 4, 5, 7, 8, 11 1 13, a zdecydowanie najwicksza
ilo$¢ osadu uzyskano w przypadku szczepu 5 (rys. 6.1 7.).

Stwierdzono wptyw temperatury na zdolno$¢ syntezy EPS. Niezaleznie od
zastosowanej pozywki stwierdzono, ze EPS syntetyzowaly szczepy oznaczone numerami 4,
6112 (tab. 3 i tab. 5).

Najwigcej kwasu mlekowego w temperaturze hodowli 30 °C syntetyzowatly szczepy
8, 10, 11, 15, a kwasu octowego szczepy 1, 2, 13, 14 (tab. 6.)

Sposrdod przebadanych szczepow najsilniejsza aktywnoscig antybakteryjng w stosunku
do wybranych patogendw, wyrazong najwigksza strefa zahamowania wzrostu najwigkszej

liczby szczepow, charakteryzowaly si¢ szczepy nr: 1, 5, 8, 111 15 (tab. 7.).
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Ostateczng odpowiedz na pytanie, ktore z przebadanych szczepdéw charakteryzujg si¢
cechami kwalifikujagcymi je do zastosowania w komercyjnych szczepionkach do kiszenia
grzybow data ocena sensoryczna wykonanych kiszonek oraz uzupeiniajaca je analiza
instrumentalna zalewy w kiszonkach i posiewy mikrobiologiczne. W celu okre$lenia
istotnosci réznic pomiedzy wartosciami $rednimi dla poszczegdlnych wyrdznikéw kiszonych
pieczarek, wyniki poddano analizie wariancji, a nastgpnie rdéznice migdzy Srednimi
oszacowano za pomocg testu post-hoc (test Tukeya, tab. 11). Uzupelieniem wykonanego
testu jest suma wazona bedgca warto$cig Srednig sumy ocen danej probki, uwzgledniajaca
wagi przyjete dla poszczegdlnych wyroznikow (tab. 2). Najwyzszg srednig sume ocen (10,00)
uzyskata probka nr 5 a najnizszg (6,61) probka nr 10.

W kompleksowej ocenie produktu wazne sg rdwniez wzajemne relacje pomiedzy
wyrdznikami (tab. 12.), a takze calkowita ocena kiszonych pieczarek (suma wazona). W tym
celu wykorzystano analiz¢ sktadowych gléwnych (PCA - Principal Component Analysis),
ktora pozwolita na wizualizacje wielowymiarowych danych w uktadzie tréjwymiarowe]
przestrzeni sktadowych gléwnych. Wybrane trzy sktadowe glowne wyjasniaja tacznie 80,4%
catkowitej zmiennos$ci. Na podstawie wyliczonych korelacji zmiennych i sktadowych
gtownych sporzadzono wykres przedstawiajacy parametry jakoSciowe pieczarek w
przestrzeni dwoch pierwszych sktadowych (PC1 x PC2) (rys. 8). Na wykresie mozna
zaobserwowa¢ wzajemne korelacje pomigdzy wyrdznikami jakos$ci sensorycznej kiszonych
pieczarek. Cechy takie jak smak i zapach kiszonych pieczarek s silnie skorelowane z cecha
»Zharmonizowanie probki” a takze z oceng wizualng pieczarek. Natomiast ,,odczucia
nieprzyjemne” tworzg oddzielng grupe cech wzajemnie ze sobg skorelowanych. Na rys. 9.
przedstawiono profilogram jakoS$ci sensorycznej wszystkich przebadanych probek pieczarek
kiszonych. Wykres ten wyraznie uwidacznia, w jaki sposob oceniano probki w zakresie cech
wplywajacych na jako$¢ sensoryczng badanych pieczarek. Wida¢ wyraznie, ze cechy
niepozadane okreslane jako ,,odczucia nieprzyjemne” dla wigkszosci probek wyczuwalne
byty na niskim lub bardzo niskim poziomie, poza probka nr 7, ktéra charakteryzowala si¢
najbardziej wyraznym zapachem obcym. Na podstawie ponizszego wykresu mozna
stwierdzi¢, ze sumaryczna ocena dla wigkszos$ci probek wynosita 8-10 pkt. Najwyzszg oceng
uzyskata probka nr 5, ktérg oceniono wysoko w zakresie wszystkich pozadanych cech
kiszonych pieczarek, a nisko dla parametrow powodujacych ,,odczucia nieprzyjemne”.
Ponadto probki nr 1 i 2 rowniez uzyskaty calkowita oceng powyzej 9. Natomiast najnizsza

sumaryczng oceng charakteryzowata si¢ probka 10, ktora uzyskata wysokie oceny jedynie za
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strukture migzszu 1 powierzchni, natomiast za smak i1 zapach kiszonych pieczarek uzyskata
jedne z nizszych not.

Reasumujac analiz¢ statystyczng oceny sensorycznej mozna stwierdzi¢, ze sposrod
badanych szczepdéw Leuconostoc do przeprowadzenia kiszenia pieczarek w celu otrzymania
produktu o cechach pozadanych przez oceniajacych najbardziej odpowiedni bytby szczep
Leuconostoc citreum C750(9), wyizolowany z piekarskiego zakwasu zytniego, uzyty do
zakiszania probki nr 5, poniewaz uzyskata ona najwyzsza ocen¢ sumaryczng oraz wysokie
oceny w zakresie poszczegdlnych pozadanych cech, a niskie w zakresie niepozadanych. Nieco
nizsze ale rowniez wysokie oceny uzyskaty probki nr 112, do kiszenia ktérych uzyto szczepy
Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc lactis (L 07), wyizolowane rowniez z
piekarskiego zakwasu zytniego. Natomiast nieodpowiedni bylby szczep Leuconostoc
mesenteroides sz 2.1-6 uzyty w probce nr 10 oraz szczep Leuconostoc mesenteroides sz 1.2-
7 zastosowany w probce nr 7 — oba wyizolowane z piekarskiego zakwasu zytniego.

Analiza kwasdéw organicznych w probkach zalewy z pieczarek wykazata, ze w
probkach, ktore uzyskaty najlepsze oceny sensoryczne, stwierdzono wysokie stezenie kwasu
mlekowego oraz wysokie lub do$¢ wysokie stezenie kwasu octowego oraz obecno$¢ kwasu
propionowego i mastowego — probki 1, 2, 5, 13, natomiast probka nr 8, w ktoérej stwierdzono
najwyzsza zawartos¢ kwasu mlekowego oraz wysoka zawarto$¢ pozostatych trzech
oznaczanych kwasow organicznych, uzyskata stosunkowo staba ocen¢ sensoryczng. W
najlepiej ocenionych probkach ogélna liczba LAB w zalewie wahata si¢ w zakresie 1,0-107
jtk/ml do 2,0-10° jtk/ml, a wiec w duzym zakresie, a liczba LAB tworzacych EPS w zakresie
od 0 do 1,2:10% jtk/ml — tu rozrzut tez byl bardzo duzy. Ponadto w najlepiej ocenionych
probkach stwierdzono obecno$¢ niewielkich ilosci drozdzy (nr 1) i zarodnikéw plesni (nr 5),
co jednak nie mialo wplywu na zaple$nienie probek w trakcie 4 tygodni kiszenia, natomiast
po 4 tygodniach od otwarcia w probkach tych zaobserwowano znaczny rozwo6j plesni na
powierzchni kiszonek.

Podsumowujac przedstawione wczes$niej wyniki mozna stwierdzi¢, ze ze wzgledu na
wysokie oceny jako$ci sensorycznej oraz korzystne parametry technologiczne jako szczepy
odpowiednie do wykorzystania w szczepionce komercyjnej do kiszenia pieczarek mozna
zarekomendowac szczepy (1) Leuconostoc citreum (L 06), (5) Leuconostoc citreum C750(9),
(2) Leuconostoc lactis (L 07). W toku przeprowadzonej oceny szczep odniesienia
Leuconostoc mesenteroides 70, oznaczony nr 12, wypadl do$¢ stabo w pordéwnaniu z

wiekszo$cig ocenianych szczepow.
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Po dokonaniu wyboru szczepow bakterii najodpowiedniejszych do sporzadzania kiszonek z
pieczarek, przystagpiono do doswiadczen majacych na celu doboér zestawu przypraw
poprawiajacych (podnoszacych atrakcyjno$¢ produktu) walory smakowe kiszonek, co ma
ogromne znaczenie w aspekcie ich odbioru przez ewentualnych konsumentow. W tej czgséci
pracy najwieksze znaczenie miaty badania organoleptyczne, uzupetione analizami fizyko-
chemicznymi. Do§wiadczenia prowadzono w trzech uktadach, wykorzystujac trzy szczepy:
Leuconostoc citreum (L 06) oraz Leuconostoc citreum C750(9) 1 Leuconostoc sp. 1 (oraz w
uktadzie I dla poroéwnania szczep Weisella cibaria KKP 2043) stosujac r6zne mieszanki
przypraw. W uktadzie I kiszonek nie poddawano pasteryzacji, a wszystkie probki
przechowywano w warunkach chtodniczych. W uktadzie II, w kazdym wariancie, polowe
kiszonek poddawano pasteryzacji, a drugiej potowy nie pasteryzowano i wszystkie probki
przechowywano w warunkach chtodniczych. W uktadzie III probki niepasteryzowane oraz
poddawane pasteryzacji przechowywano w temperaturze pokojowej badz w warunkach
chtodniczych.

W uktadzie I po 6 miesigcach przechowywania probek pH miescito si¢ w granicach
4,2-5,01 1 stwierdzono, ze dodatek przypraw stymulowat szybszy spadek pH w czasie
kiszenia. Najlepsze oceny sensoryczne odpowiadaly nastepujacym konfiguracjom
doswiadczen: zastosowanie szczepu ,,750(9)” bez dodatku przypraw, szczepu ,,Sp. 17 z
dodatkiem cebuli i pieprzu badz z dodatkiem gorczycy i ziela angielskiego. Okazato sig¢, ze
niska ocena ogdlna wyraznie zwigzana byla z wysokg zawarto$cig kwasu mastowego, przy
jednoczesnie relatywnie wysokiej zawartosci kwasu mlekowego 1 octowego w przypadku
probki W7 i dos¢ wysokiej zawarto$ci kwasu mastowego 1 mlekowego w przypadku probki
W6. Natomiast ponad dwukrotnie nizsza zawarto$¢ kwasu mastowego w probce W4 w
porownaniu z probka W7, stosunkowo niska zawartos¢ kwasu mlekowego oraz octowego
miata zwigzek z wysoka oceng probki W4 (,,750(9) bez dodatkow).

W uktadzie II najlepsze oceny ogolne osiggnety probki K1 (szczep £06 + marchewka
+ ziele angielskie), K5 (szczep 750(9) + marchewka + ziele angielskie) oraz K6 (szczep
750(9) + marchewka + imbir + li$¢ laurowy). Analiza kiszonek metoda HPLC wykazata
potrzebe pasteryzacji kiszonek, réwniez tych przechowywanych w warunkach chtodniczych.

W uktadzie III wszystkie probki poddano analizie metodg HPLC po 60 dniach jego
trwania. Probki, ktore charakteryzowaly si¢ niekorzystnymi wynikami oznaczen fizyko-
chemicznych, byly pasteryzowane ale tez niepasteryzowane i przetrzymywane zarOwno w

temperaturze pokojowej jak 1 w warunkach chlodniczych, w zwigzku z czym na podstawie
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uzyskanych wynikow nie mozna w sposob logiczny powigza¢ warunkow przechowywania i
obrobki termicznej z uzyskanymi negatywnymi wynikami. Natomiast moze mie¢ to zwigzek
z polaczeniem szczepu bakterii z okre§lonym zestawem przypraw. Po 6 miesigcach
przechowywania wybrane probki poddano analizie sensorycznej ktorej wyniki korelowaty z
wynikami analiz metoda HPLC. Sposrdéd ocenianych probek najlepsze oceny ogdlne, na
poziomie przekraczajacym 8 punktow, uzyskaty kiszonki wykonane z udziatem szczepu £L06
oznaczone symbolami P1(1), P1(2), P1(3), ktére charakteryzowaly si¢ wyrazistym zapachem
oraz smakiem kiszonych pieczarek, dobrg strukturg i barwa migzszu, dobrg barwa skorki,
tadng strukturg powierzchni, do$¢ intensywnym smakiem kwasnym, przy jednoczesnie
niewyczuwalnym smaku i1 zapachu obcym 1 smaku gorzkim. Mozna wi¢c uzna¢, ze kiszonki
wykonane przy zastosowaniu tego szczepu z dodatkiem marchwi i ziela angielskiego moga
znalez¢ uznanie wsrdd ewentualnych przysztych konsumentow.

Przeprowadzono ocen¢ wplywu zastosowania wody dekontaminowanej na liczbg
bakterii na powierzchni pieczarek surowych. W najbardziej korzystnym uktadzie uzyskano
obnizenie liczby bakterii o okoto pot rzedu wielkosci. W zwigzku z tym, biorac pod uwage
skomplikowanie procesu technologicznego oraz mierng efektywnos$¢ procesu dekontaminacji
uznano za problematyczne wprowadzanie tej operacji do ciggu technologicznego produkcji
pieczarek kiszonych.

W koncowym etapie prac badawczych przeprowadzono testy pilotazowej linii do kiszenia
pieczarek na niewielkg skale, ktora powstala w zaadaptowanym do tego celu budynku
(poddanym gruntownemu remontowi 1 przebudowie) gospodarczym/mieszkalnym
potozonym w miejscowosci Cyrusowa Wola Kolonia/Dmosin. Test przeprowadzono
trzykrotnie. W trakcie ich trwania wykonywano peine cykle produkcyjne z wykorzystaniem
wszystkich urzadzen linii 1 przy zastosowaniu szczepoOw bakterii oraz przypraw
wytypowanych do tego celu w czesci badawczej projektu. Przeprowadzono tez analizy
mikrobiologiczne zaréwno urzadzen jaki produktu powstatego w czasie prowadzenia testow.
Wykonane posiewy mikrobiologiczne wykazaty zadowalajaca czysto$¢ linii oraz liczbe
drobnoustrojow w zalewie, ktéra nie stanowi przeszkody w catkowitym opanowaniu
srodowiska przez bakterie pochodzace z kultury starterowej, a zatem pozwalajacy na
prawidtowy, ukierunkowany przebieg fermentacji i w konsekwencji otrzymanie produktu o

dobrej jakosci.
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7. WNIOSKI

1.

Przeprowadzone badania umozliwity wytypowanie szczepdéw speiniajacych wymogi
komercyjnej szczepionki do kiszenia grzybow. Najkorzystniejszymi cechami
technologicznymi 1 aplikacyjnymi charakteryzowaly si¢ szczepy: Leuconostoc
citreum C750(9) 1 Leuconostoc citreum (L 06).

Wiasciwosci wyizolowanych szczepdéw umozliwiajg ich hodowle w pottechnicznej
linii produkcyjnej biopreparatoéw ZF IBPRS.

Najkorzystniejsze wyniki ocen organoleptycznych kiszonych pieczarek uzyskano
wykorzystujac jako dodatki marchewke i ziele angielskie oraz marchewke, imbir 1 1i§¢
laurowy.

Celowe jest przeprowadzenie pasteryzacji produktu p czterotygodniowym procesie
kiszenia w celu utrwalenia jego cech organoleptycznych.

Pilotazowa linia do kiszenia pieczarek umozliwia prowadzenie procesu
produkcyjnego zgodnie z przyjetymi zalozeniami technologicznymi.

Jako$¢ produktow (kiszonych pieczarek) otrzymywanych przy wykorzystaniu
opracowanej technologii pozwala na podj¢cie prob komercjalizacji w terenowych

wytworniach przetworczych branzy owocowo-warzywne;.
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