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Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie zmian liczebnoéci wybranych grup mikroorganizmow
w mrozonych przecierach truskawkowych przechowywanych przez 3 lata oraz rozmrazanych
w trzykrotnym cyklu. Badania homogenatow obejmowaly okreslenie liczby bakterii z grupy coli,
drozdzy i plesni na podlozach DRBC i PDA oraz liczby drozdzy i plesni odpornych na wysoka
temperatur¢ na podtozu PDA. W ramach przeprowadzonych badan dokonano rowniez oceny
profilu metabolicznego dwoch szczepow grzybow zaklasyfikowanych do rodzaju Penicillium
i Aspergillus. W przecierach truskawkowych nie stwierdzono obecnosci bakterii z grupy coli.
Wszystkie homogenaty charakteryzowaty si¢ znacznym zanieczyszczeniem przez drozdze (>10*
jtk g'') i mniejszym przez plesnie (~107 jtk ¢'"). Kilkukrotne rozmrazanie przecierow sprzyjato
rozwojowi drozdzy, nie stwierdzono natomiast jednoznacznego wplywu rozmrazania na rozwoj
grzybow plesniowych. Analiza profilu metabolicznego wykazata, ze szczep Penicillium
odznaczal sie wyzsza aktywnoscig kataboliczng w poréwnaniu do rodzaju Aspergillus.

1. Wstep

Polska jest drugim w Unii Europejskiej producentem truskawek. Ponadto, z udziatlem
przekraczajacym 50% jest czotowym w UE producentem mrozonych owocow, w tym truskawek
i sokow zageszczonych z owocow migkkich. W lgcznej produkeji przetworow owocowych w UE
udziat Polski zwigkszy! si¢ z okolo 5% (przed akcesjg) do okoto 10% $rednio w latach 2010-
2012. Aktualnie Polska umocnila si¢ na pozycji najwigkszego sposrod krajow Wspolnoty
dostawcy na rynek unijny mrozonek owocowych oraz kierowanych do przetworstwa OWocoOw
migkkich, gtownie truskawek. Polska zajmujac piate miejsce w Swiecie w produkeji truskawek
jest znaczacym liderem w globalnej produkeji owocow jagodowych. Ponadto, Polska jest trzecim
w $wiecie (po USA i Chinach) producentem oraz pierwszym w $wiecie eksporterem mrozonych
owocow i zaggszczonych sokow wytwarzanych z owocow miekkich (Agencja Rynku Rolnego,
2014; Igras i in., 2014). ‘

Przytoczone dane sprawiaja, ze pozycja Polski jako lidera na rynku owocow
jagodowych w UE i $wiecie, zobowigzuje producentow i przetworcow owocow do prowadzenia
monitoringu jakosci surowca, polproduktow i produktow na kazdym etapie produkcj,

przetwarzania i dystrybucji w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywno$ciowego i jeszcze
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wigkszego umocnienia pozycji na rynkach (Frac i in., 2015). W zwiazku z powyzszym
zagadnienia zwigzane z zapewnieniem bezpiecznego przetworstwa i produkceji najwyzszej
jakosci surowcow, potproduktéw i produktow zywnosciowych na bazie owocoéw na rynki
krajowe, europejskie i $wiatowe, skupia uwage nie tylko konsumentow i producentow Zzywnosci,
ale rowniez naukowcow.

Celem podjetych badan byto okreslenie wptywu zamrazania i rozmrazania na zmiany
liczebnosci bakterii z grupy coli oraz drozdzy i plesni w przecierach z truskawek odmiany Senga
Sengana. Cel badan obejmowal réwniez charakterystyke metaboliczng $rodowiskowych
szezepow  grzybow z rodzaju  Penicillium i Aspergillus wyizolowanych z przecierow
truskawkowych.

2. Materialy i metody

Material badawczy stanowity truskawki odmiany Senga Sengana pochodzace z plantacji
zlokalizowanych na terenie wojewddztwa lubelskiego, ze zbioréw 2010 roku. Zabiegi uprawowe
prowadzono zgodnie z zaleceniami dla tego gatunku, stosujgc rowniez odpowiednie dla gatunku
srodki ochrony roslin. Owoce zebrano w fazie dojrzatosci konsumpcyjnej. Po umyciu
i odszyputkowaniu owoce homogenizowano w urzadzeniu Zelmer Robi. Przeciery pakowano do
plastikowych pojemnikow z pokrywkami, przeznaczonych do zamrazania zywnosci 1 zamrazano
w temperaturze -25°C, + 2°C. Przeciery przygotowano w czterech powtdrzeniach. Homogenaty
przechowywano przez trzy lata w stanie zamrozonym, a po tym czasie dokonano analizy ich
Jakosci mikrobiologicznej w trzykrotnym cyklu rozmrazania. Przeciery truskawkowe pobrano do
badan bezposrednio po rozmrozeniu, 4 dni po ponownym zamrozeniu, 3 dni po ponownym
rozmrozeniu, 4 dni po kolejnym zamrozeniu oraz 4 i 7 dni po kolejnym rozmrozeniu. Przeciery
rozmrazano w temperaturze 20°C przez pét godziny, a nastepnie przeprowadzono, w trzech
powtorzeniach dla kazdego =z czterech zamrozonych pojemnikow przecieru, analizy
mikrobiologiczne. Badania materiatu badawczego obejmowaly okreslenie nastepujacych grup
mikroorganizmow:

¢ liczby bakterii z grupy coli metoda ptytkowa na podiozu VRBL zgodnie z Polskg Normg
PN-ISO 4832 (2007);

¢ liczby drozdzy i plesni na podtozu DRBC zgodnie z Polskg Normg PN-ISO 21527-1 (2009);

* liczby drozdzy i plesni na podtozu PDA;

¢ liczby drozdzy i plesni na podlozu PDA po poddaniu materialu badawczego szokowi
cieplnemu (5 minut, 80°C).

Wyniki badan mikrobiologicznych podano jako srednig z 12 powtdrzen, wyrazajac
liczbg mikroorganizméw w jednostkach tworzacych kolonie w odniesieniu do 1 g produktu (jtk
2.

Sposrod grzybéw wyodrebnionych z przecierow truskawkowych na podtozu PDA
wybrano dwa szczepy, ktore poddano dalszym badaniom. Na podstawie obserwacji makro- oraz
mikroskopowych przeprowadzono wstepna identyfikacj¢ rodzajows izolatéw, korzystajac
z kluczy diagnostycznych (Domsch, 1993; Samson, 1996).

Wyodrebnione  szczepy grzybéw  hodowano przez 10 dni na podlozu PDA
W temperaturze 27°C, a nastgpnie oznaczono ich profil metaboliczny z wykorzystaniem plytek
FF. Badanie obejmowalo nastepujace etapy: przygotowanie ptynu inokulacyjnego i inokulum,
inokulacje, inkubacje oraz odczyt plytek. Inokulum przygotowano w 16 cm? ptynu FF-IF poprzez
wprowadzenie zawiesiny  zarodnikow  do uzyskania gestosci odpowiadajacej  75%
przepuszczalnosci. Zawiesing zarodnikow przygotowano poprzez homogenizacje¢ pobranej
z powierzchni 1 plytki Petriego grzybni wraz z zarodnikami w 5 cm3 plynu inokulacyjnego.
Nastgpnie do kazdego dotka w plytce FF wprowadzono po 100 mm?® przygotowanej zawiesiny
i inkubowano ptytki w temperaturze 27°C przez 216 godzin. Podczas inkubacji co 24-godziny
dokonywano odczytow gestosci optycznej przy dfugosci fali 750 nm.

Ocena profilu metabolicznego badanych szczepow polegata na okresleniu wskaznikow
réznorodnosci AWCD, wyrazajgcego 0golng aktywnos¢ metaboliczng oraz R, informujacego
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et

o liczbie substratow, na ktorych rosty poszczegdlne szczepy grzybow. Wskaznik AWCD = Tab. 1 Licz
obliczono jako $érednig absorbancj¢ dla kazdego szczepu, natomiast R obliczono na podstawie i rozmrozon
liczby uruchomionych — substratow weglowych,  przyjmujgc  pozytywna odpowiedz m
mikroorganizmow dla poszezegolnych substratow  jako absorbancje¢ >0,25. Na podstawie | przecierow
uzyskanych ~ wynikow przeprowadzono rowniez analiz¢ procentowego wykorzystania
poszczegolnych  grup substratow weglowych przez grzyby w poszczegolnych godzinach
inkubacji.

Analiza wynikéw obejmowata rowniez stopien wykorzystania poszczegdlnych zrodet

- Bezposredn

wegla przez badane szczepy. Za pomoca analizy skupien, metoda grupowania obiektow i cech, |__po rozmroze:
okre$lono podobiefistwa i réznice w profilach metabolicznych poszczegdlnych szczepow. :n‘l‘ur*";n
Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg programu Statistica. EaerZCni

3 dni po
3. Wyniki i dyskusja

W Tab. 1 zamieszczono wyniki badan mikrobiologicznych. Wskazuja one, ze
bezposrednio po rozmrozeniu W przecierach truskawkowych nie stwierdzono obecnosci bakterii
z grupy coli, plesni na podtozu DRBC oraz drozdzy odpornych na wysoka temperaturg. Liczba
drozdzy na podtozu DRBC wynosita 2,30 x 10* jtk ¢!, natomiast na podiozu PDA 4,22 x 10%.
Liczba plesni na podiozu PDA dla probek bez szoku termicznego i poddanych szokowi miala
poziom odpowiednio 5,67 x 102 oraz 0,17 x 102 jtk g'. Wartosci te przyjgto jako wyjsciowe
w celu obliczenia % stopnia przezycia lub namnozenia mikroorganizméw w rozmrazanych
i zamrazanych cyklicznie przecierach truskawkowych w stosunku do przecierdw $wiezo
rozmrozonych. W badanych przecierach truskawkowych nie stwierdzono obecnosci bakterii
z grupy coli niezaleznie od terminu oceny jakosci mikrobiologicznej produktow.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze proces zamrazania przecierow spowodowal na ogot
redukcje liczby drozdzy i plesni, przy czym stopienl zmian uzalezniony byl od rodzaju
zastosowanego podloza. Cztery dni po ponownym zamrozeniu w produkcie ogolna liczba
drozdzy na podiozach DRBC i PDA obnizyla si¢ odpowiednio z 2,30 x 104 do 1,34 x 10* oraz
2422 x 10°do 1,41 x 10°, a wigc przezywalnos¢ wynosita 58% i 3%. Przezywalnos¢ plesni na
podiozu PDA wynosila 28%, natomiast na podtozu DRBC odnotowano wzrost liczby grzybow
strzepkowych, poniewaz bezposrednio po rozmrozeniu nie stwierdzono obecnosci tej grupy
mikroorganizméw w przecierach owocowych.

Badania wykazaty, ze proces cyklicznego rozmrazania i zamrazania przecierow
spowodowat na ogot istotny wzrost liczby drozdzy w przecierach truskawkowych niezaleznie od
zastosowanego podioza. Zdecydowanie wyzszy wzrost liczebnos$ci drozdzy odnotowano na
podiozu DRBC niz PDA - nawet 1000-krotny wzrost liczby drozdzy po trzykrotnym

,/ rozmrozeniu i zamrozeniu produktu w stosunku do przecierow badanych bezposrednio po
’ rozmrozeniu.

W przypadku grzybow strzepkowych zaobserwowano mniejsze zmiany, W pordéwnaniu
z przezywalno$cia i namnazaniem drozdzy, gdyz po trzykrotnym cyklu rozmrazania i zamrazania
na podiozu PDA pozostato 91% plesni w poréwnaniu do przecieru bezposrednio po rozmrozeniu,
a na podtozu DRBC nie zanotowano ich obecnosci, podobnie jak w probie wyjsciowej. W czasie
cyklicznego zamrazania i rozmrazania homogenatow nastgpowata poczatkowo redukcja,
nastepnie gwaltowny wzrost oraz ponowny spadek liczby drozdzy 1 plesni, przy czym bardziej
dynamiczne zmiany zaobserwowano przy zastosowaniu podtoza DRBC niz PDA. Zastosowany
szok termiczny spowodowal istotne obnizenie liczby drozdzy i plesni w przecierach
truskawkowych, jednak badania wykazaly obecnos¢ mikroorganizméw odpornych na
krotkotrwale dziatanie wysokiej temperatury w badanych produktach. Proces rozmrazania
i zamrazania surowca spowodowal zwigkszenie liczebnosci drozdzy i plesni odpornych na
wysoka temperatur¢ w badanych przecierach.

- kolejnym
zmrozeni

kolejnyn
rozmrozer
7 dni po
- kolejnyn
rozmrozet
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Tab. 1 Liczba mikroorganizméw na wybranych podtozach mikrobiologicznych w zamrozonym
i rozmrozonym przecierze z truskawek odmiany Senga-Sengana

_ Terminy oceny Liczba mikroorganizmow na réznych podiozach [jtk g']
przecierow (% przezycia lub namnozenia mikroorganizmoéw w stosunku do stanu w przecierach
bezposrednio po rozmrozeniu)

VRBL DRBC DRBC PDA PDA PDA szok PDA szok
bakterie z plesnie drozdze plesnie drozdze termiczny | termiczny
grupy coli plesnie drozdze

Bezposrednio nieobecne | nieobecne | 2,30x10* 5,67x10? 4,22x10? 0,17x10? nieobecne
po rozmrozeniu
4 dni po nieobecne 0,75x10° 1,34x10* 1,58x10? 1,41x10° 0,67x10? 0,69x10°
ponownym (58%) (28%) (3%) (394%)
zamrozeniu
3 dni po nieobecne 1,13x10° 1,24x10° | 0,25x10* | 2,77x10* 0,08x10? 1,28x10*
ponownym (539%) (4%) (66%) (47%)
rozmrozeniu
4 dni po nieobecne 3,08x10% | 1,39x10° | 1,71x10° | 1,19x10° | nieobecne | 5,09x10°
kolejnym (604%) (302%) (282%)
zmrozeniu
4 dni po nieobecne 9,25x10> | 2,49x10° | nieobecne | 1,10x10° 0,50x10% 4.25x10?
kolejnym (1083%) (261%) (294%)
rozmrozeniu
7 dni po nieobecne | nieobecne | 4,98x10* | 5,17x10> | 8,78x10° 2,00x10° 7,96x10°
kolejnym (217%) (91%) (208%) (1176%)
rozmrozeniu

Aktualnie ocena bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci regulowana jest przez Ustawe
z dnia 25 sierpnia 2006 r. 0 bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (2006) oraz Rozporzadzenie
Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r. w sprawie kryteriow mikrobiologicznych
dotyczacych srodkow spozywezych (2005). W owocach kryterium bezpieczenstwa koniecznym
do oznaczania jest obecno$é bakterii z rodzaju Salmonella oraz liczba E. coli. Jednakze w $wietle
obowigzujacych przepisow zapewnienie odpowiedniej jakosci mikrobiologicznej produktow
spozywezych spoczywa na producencie. Dlatego tez oprocz obligatoryjnych wyzej
wymienionych wskaznikow mikrobiologicznej jako$ci produktéw owocowych, celowe jest
prowadzenie badan w kierunku innych waznych i typowych dla danego surowca
mikroorganizmow, jak np. liczby drozdzy i plesni, w tym odpornych na wysoka temperature,
w przypadku produktéw na bazie owocow. Analizujac literaturg dotyczaca ksztaltowania sie
liczby drozdzy i plesni w owocach mrozonych mozna zauwazy¢, ze ich liczba na poziomie 103,
10*jtk w 1 g produktu, uznawana jest za duze zanieczyszczenie tymi mikroorganizmami (Skupien
I Wojcik-Stopezynska 2006). Na tej podstawie mozna przyjaé, ze analizowane przeciery
truskawkowe charakteryzowaly si¢ duza zawarto$cia drozdzy, mniejsza za$ plesni, a cykliczne
zamrazanie i rozmrazanie produktow zwigkszalo liczbe badanych mikroorganizmow
w produkcie. Porownujgc uzyskane wyniki badan z badaniami innych autoréw, pomimo
cyklicznego zamrazania i rozmrazania przecierow owocowych liczba plesni (10%-107)
ksztaltowala si¢ na znacznie nizszym poziomie niz w zamrozonych truskawkach pochodzacych
z roznych chlodni krajowych (Kordowska-Wiater i in. 2002). Wiadomym jest, ze jako$é
mikrobiologiczna mrozonek zalezy od stanu wyjsciowego surowca oraz efektywnosci procesu
zamrazania. Stwierdzona w niniejszej pracy redukcja liczby drozdzy i plesni w zamrozonych
homogenatach byta krotkotrwata ze wzgledu na kilkukrotne rozmrazanie i zamrazanie surowca,
ktére wplynglo na zwigkszenie liczby mikroorganizméw w produkcie. Badania potwierdzajg
efekt namnazania drozdzy i plesni w nieprawidtowo przechowywanych przetworach mrozonych,
narazonych na rozmrazanie podczas procesu produkcyjnego i wskazuja konieczno$é
podejmowania dziatan zapewniajacych odpowiednie warunki podczas przetwarzania surowcow
1 polproduktéw mrozonych, w celu uzyskania wysokiej jakosci produktéw zapewniajacych
bezpieczenstwo konsumentow.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze szczep nalezacy do rodzaju Penicillium
charakteryzowal si¢ wyzsza ogdlng aktywnoscig metaboliczng niz szczep z rodzaju Aspergillus.
Najwyzsza aktywnos¢ kataboliczna odnotowano dla obu badanych szczepow w 144-godzinie
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hodowli (Rys. 1A). Analiza danych przedstawionych na Rys. 1B wskazuje, ze szczep Z rodzaju
Penicillium znacznie —wczesniej zaczal uruchamiaé poszczeg6lne  substraty weglow
w poréwnaniu z grzybem z rodzaju Aspergillus. Grzyb z rodazju Penicillium 42 spo$réd 7
substratow, na ktérych odnotowano wzrost, uruchomit juz w 48-godzinie hodowli. Szczep:
7 rodzaju Aspergillus byt zdolny do wzrostu na 64 sposréd 95 badanych substratow weglowych,
przy czym 42 z nich uruchomit dopiero w 72-godzinie hodowli. Uzyskane wyniki wskazuja, ze-
1 profil metaboliczny oraz uzdolnienia do katabolizowania zwigzkéw zalezne sa od rodzaju
) badanych grzybow, a takze stanowia unikalny metboliczny odcisk palca dla poszczegdlnych

szezepow nalezacych do tego samego gatunku (Janusz i in. 2015).
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Rys. 1 Ogolna aktywnos$¢ metaboliczna szezepow (AWCD — averege well colour development) ™

(A); liczba substratow wykorzystanych przez poszczegolne szczepy (R — richness) wyodrgbnione
z przecierOw truskawkowych (B) i

Przeprowadzone badania, dotyczace fingerprintingu metabolicznego wskazuja, ze oba
badane szczepy grzybow wyodrebnionych z przecierow truskawkowych byly zdolne do wzrostu
na substratach nalezacych do wszystkich badanych kategorii: amin i amidow, aminokwasow,
weglowodandw, kwasow karboksylowych, polimerow i grupy pozostatych substratow. Na ogol:
oba badane szczepy najintensywniej wykorzystywaly zwiazki z grupy weglowodandw, przy
czym szczep z rodzaju Penicillium wykazat si¢ dobrym wzrostem na substratach nalezacych do

v aminokwasow, a Aspergillus intensywnie rozwijal si¢ na zrodiach wegla zaklasyfikowanych do
3 kategorii polimerow (Rys. 2). Uzyskane wyniki badan maja fundamentalne znaczenie
w zrozumieniu fizjologii grzybéw podczas ich wzrostu oraz optymalizacji warunkow hodowli,

na co zwracali uwage Frac (2012), Mohammad i in. (2012) oraz Singh (2009). :

Analizujac poszczegdlne grupy substratow weglowych uwage zwraca najbardziej

intensywne wykorzystanie zwigzkow z grupy weglowodanow przez oba badane szczepy. Analiza

profilu metabolicznego przedstawionego na Rys. 3 wskazuje, ze grzyb z rodzaju Penicillium

ﬁ najintensywniej wykorzystywat disacharydy (D-trehalozg i turanozg) oraz trisacharyd D-
melezytozg, przy ograniczonym wzroscie na monosacharydach m.in. glukozie. Natomiast szczep.
z rodzaju Aspergillus wykazat najbardziej intensywny wzrost na cukrach prostych, takich jak D-
fruktoza, D-arabinoza, D-mannoza oraz D-galaktoza. Efekt ten moze by¢ zwigzany z bardziej
& rozbudowanym systemem katabolicznym szczepu Penicillium, co wyjasniatoby znacznie
i wigkszy wachlarz uruchomionych substratow przez tego grzyba w stosunku do izolatu z rodzaju
- Aspergillus. : _
Badania przeprowadzone przez Frac (2012) oraz Hobbie i in. (2003) potwierdzaja '
efektywne wykorzystanie weglowodanow przez szczepy Z rodzaju Penicillium i Aspergillus, ‘v

wskazujgc rowniez na wykorzystanie przez te rodzaje grzybow polisacharydow bedacych

skladnikiem $cian komorkowych roslin, a tym samym wskazujac na udzial tych

mikroorganizméw w degradacji ro$linnych materiatow odpadowych. i
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Rys. 3 Profil metaboliczny grzybow wyodrebnionych z przecierow truskawkowych
¢ 4. Whioski

"erdzaja
brgillus,
kdacych
i tych 4 Badania wykazaly, ze w mrozonych przecierach truskawkowych po 3 latach
przechowywania oraz podczas cyklicznego zamrazania i rozmrazania homogenatow, nie
stwierdzono obecnosci bakterii z grupy coli.
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Badani

Proces cyklicznego zamrazania i rozmrazania przecierow truskawkowych spowodowat ] Wsp(ﬂczes[

istotny wzrost liczby drozdzy w badanych produktach. Nie stwierdzono jednoznacznego wptywu 0/ Ewelina
kilkukrotnego rozmrazania przecierow na rozwoj grzybow plesniowych. e chnol
Badane przeciery truskawkowe charakteryzowaly si¢ obecnoscig drozdzy i plesni taja ko

odpornych na krétkotrwale dzialanie wysokiej temperatury (5 minut, 80°C). : :

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w nieprawidlowo przechowywanych owocach dra Anali
mrozonych, narazonych na rozmrazanie podczas procesu produkcyjnego moze dochodzi¢ do jtaja
namnazania drozdzy i plesni, co w konsekwencji obniza jakos¢ produktow koncowych. Dlatego
tez istnieje konieczno$¢ podejmowania dzialan zapewniajgcych odpowiednie warunki podczas
przetwarzania surowcoéw i polproduktow mrozonych, w celu uzyskania wysokiej jakosci
produktow zapewniajacych bezpieczenstwo konsumentow.

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze szczep nalezacy do rodzaju Penicillium
charakteryzowal si¢ wyzsza ogélna aktywnoscia metaboliczng oraz byl zdolny do wzrostu na
wiekszej liczbie substratow weglowych niz szczep z rodzaju Aspergillus.

Najbardziej intensywny wzrost oba badane rodzaje grzybow wykazaty na zwigzkach
z grupy weglowodandw, przy czym Penicillium wykorzystywal gtownie di- i trisacharydy,
natomiast Aspergillus monosacharydy.
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