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Streszczenie

Zawartos¢ wody w $wiezym, czarnym i fermentowanym czosnku wyniosta odpowiednio
okolo 65%, 37% i 81%. pH i kwasowo$¢ czarnego czosnku nie rdznig si¢ znaczaco od czosnku
fermentowanego, ale jego calkowita zawartoé¢ polifenoli (TPC) i wlasciwosci
przeciwutleniajace sg znacznie silniejsze niz czosnku fermentowanego i $wiezego. Procesowi
starzenia czarnego czosnku towarzyszy! wzrost zawartosci polifenoli w szczegdlnosci kwasow
fenolowych, co sprzyjalo zwiekszeniu jego aktywnosci przeciwutleniajacej. W ramach
projektu wdrozona zostala dokladna i czula metoda wykrywania allicyny za pomoca UPLC.
Ze wzgledu na slabg stabilnoé¢ allicyny, mozna ja bylo wykryé tylko w swiezym czosnku w
stezeniu 6,02 g/kg $wiezej masy. Przygotowaniu czarnego czosnku towarzysza rowniez
reakcje Maillarda, ktére sa Zrodiem jego stodkiego smaku i zapachu oraz czarnej barwy.
Podczas reakcji Maillarda powstaje szereg produktéw posrednich powstajacych w wyniku
przegrupowania Amadori i Heynsa. Podczas procesu starzenia, pH czosnku dramatycznie
spadia, podczas gdy kwasowosé dramatycznie wzrasta, co wskazuje na tworzenie si¢ kwasow
w czosnku, w tym kwasow fenolowych. Aktywnosé przeciwutleniajaca czarnego czosnku byta
réwniez dodatnio skorelowana z calkowita zawartoscig polifenoli. W czarnym czosnku
powstaje réwniez wiele innych zwigzkéw organicznych, takich jak S-allylo-L-cysteiny (SAC)
i innych organicznych zwigzkéw siarkowych, ktére razem nadaja czosnkowi silne wlasciwosci
przeciwutleniajace. Istnieja znaczne réznice we wlasciwosciach czosnku fermentowanego
przez rdzne szczepy bakterii fermentacji mlekowej (LAB). Nie stwierdzono korelacji migdzy
aktywnoscia przeciwutleniajaca prébek fermentowanych danym szczepem drobnoustrojow a
zawartoscig polifenoli (TPC), ale prébki w ktorych zastosowano mieszane Kultury

drobnoustrojow wykazaly dodatnia korelacje.
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1. Wprowadzenie

Czosnek (Allium sativum L.), nalezacy do rodziny amarylkowatych (d4lliaceae), jest
powszechnie stosowanym surowcem w gastronomii. Od zawsze stanowit bardzo popularny
produkt rolny. Rosngce zainteresowanie konsumentéw zdrowym stylem zycia przyczynia si¢ w
ostatnich latach do zwigkszenia spozycia czosnku, ktéry charakteryzuje si¢ szerokim zakresem

wiasciwosci prozdrowotnych.
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Rys. 1. Swiatowa produkcja czosnku (A), globalna mapa produkcji czosnku w poszczegélnych krajach w
2022 roku (B), produkcja czosnku na réznych kontynentach w 2022 roku (C), globalna produkcja czosnku
w 2022 roku — 10 czotowych krajow (D).

Czosnek od lat byl réwniez stosowany w medycynie tradycyjnej ze wzgledu na réznorodne
wlasciwosdci biologiczne, takie jak zwigkszanie wytrzymatodci, wspomaganie trawienia,
zapobiegania biegunkom, niwelowanie pasozytéw jelitowych, a takze w leczeniu chorob serca,

zapalenia stawOw oraz przemeczenia [1]. W ostatnim czasie liczne badania wykazaly, ze czosnek



posiada szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, w tym wlasciwosci przeciwutleniajace,
przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, przeciwnadcisnieniowe, hepatoprotekcyjne (21
Wiasciwosci prozdrowotne czosnku zaleza od obecnoéci zwigzkow bioaktywnych, zwlaszcza
zwigzkow siarkoorganicznych [3]. Nalezg do nich trzy peptydy y-glutamylowe: y-L-glutamyl-S-
allylo-L-cysteina (GSAC), y-L-glutamyl-S-(trans-1-propenylo)-L-cysteina (GSPC) oraz y-L-
glutamyl-S-metylo-L-cysteina (GSMC); odpowiadajace im S-alk(en)yl-L-cysteinosulfotlenki
(ACSOs), czyli (+)-S-allylo-L-cysteina sulfotlenek (allicyna), {(+)-S-(trans-1-propenylo)-L-
cysteina sulfotlenek (izoallicyna) oraz (+)-S-metylo-L-cysteina sulfotlenek (metycyna), a takze
(18,3R,5S)-3-karboksy-5-metylo-1,4-tiazano-1-tlenek (cykloallicyna). Wykazano, ze zawartosé
tych zwiazkéw w zabkach czosnku zmienia si¢ w trakcie wzrostu i przechowywania, a takze jest
zalezna od odmiany i warunkéw uprawy [4,5]. Ponadto zwiazki posrednie w biosyntezie ACSOs z
y-glutamyl-S-alk(en)yl-L-cysteiny wykazuja interesujace wiasciwosci prozdrowotne, czego
przyktadem jest opisywane dzialanie S-allylo-L-cysteiny (SAC).

Chociaz wilasciwosci bioaktywne czosnku sa zwiazane z obecnos$cig przeciwutleniajacych
polifenoli i bioaktywnych zwigzkéw siarkoorganicznych [6], to jednak w wyniku uszkodzenia lub
rozgniecenia czosnku niektére z tych zwigzkéw siarkowych wydzielajg intensywny, ostry zapach,
ktdry po zjedzeniu moze powodowaé nieprzyjemna won ciata i oddechu u konsumentéw. Czarny
czosnek powstaje w wyniku starzenia catych gldéwek czosnku w warunkach wysokiej temperatury
i wilgotnosci, co prowadzi do jego sczernienia na skutek tworzenia sie zwigzkéw brunatnych
powstajgcych w wyniku reakcji karmelizacji i Maillarda. Co istotne, czarny czosnek nie wydziela
silnego, nieprzyjemnego zapachu, jak swiezy czosnek. Dzieje sie tak na skutek przemian zwiazku
allicyny — odpowiedzialnego za charakterystyczny zapach — w rozpuszczalne w wodzie zwiazki

przeciwutleniajgce, takie jak S-allylo-L-cysteina, tetrahydro-B-karboliny, biologicznie aktywne



alkaloidy oraz zwigzki podobne do flawonoidéw [6]. S-allylo-L-cysteina powstaje w wyniku
katabolizmu y-glutamyl-L-cysteiny i wykazuje dzialanie hamujace uszkodzenia oksydacyjne
zZwigzane ze starzeniem sie oraz wieloma chorobami [7].

Czosnek wykazuje wiele aktywnosci farmakologicznych, takich jak dzialanie przeciwutleniajace,
przeciwdrobnoustrojowe, kardioprotekcyjne i przeciwnowotworowe (Rys. 2). Coraz wigksza
liczba badan naukowych potwierdza potencjat czosnku w regulowaniu zdrowia cztowieka. Dlatego

konieczne sg poglebione badania nad czosnkiem i jego przetworami..
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Rys. 2. Aktywno$¢ biologiczna czosnku i jego przetwordw.

2. Analiza aktualnego stanu wiedzy i technologii w zakresie

przedmiotu badan
Czosnek (Allium sativum L.) nalezy do rodzaju Allium z rodziny liliowatych (Liliaceae) i moze
by¢ wykorzystywany zaréwno jako surowiec spozywczy i kulinarny, jak i jako skiadnik
tradycyjnej medycyny chinskiej. Znany jest rowniez jako ,,naturalny antybiotyk”. Czosnek zawiera
wiele biologicznie aktywnych skladnikéw i wykazuje szeroki zakres korzystnych dziatan
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farmakologicznych [8]. Jednakze jego specyficzny, draznigcy zapach i ostry smak, a takze
mozliwo$¢ wywolywania dyskomfortu zolgdkowo-jelitowego u niektérych osob, ograniczaja jego
zastosowanie. W zwigzku z tym podejmowano préby zastosowania réznych technik przetwarzania
czosnku w celu minimalizacji nieprzyjemnego zapachu, poprawy waloréw smakowych oraz
zachowania lub zwigkszenia jego korzystnych wlasciwosci biologicznych [9].

Czarny czosnek to forma starzonego czosnku, otrzymywana ze $wiezego czosnku w wyniku
reakcji Maillarda, prowadzonej w podwyzszonej temperaturze (60-90 C) i wilgotnosci (70-90%)
przez okreslony czas [10,11]. W trakcie procesu starzenia nieprzyjemny i ostry zapach $wiezego
czosnku ulega przemianie w lagodniejszy smak o lekko stodkawym posmaku i gumowatej
konsystencji [12]. Proces ten nie tylko zmienia skiad i cechy sensoryczne czarnego czosnku, ale
takze poprawia jego aktywno$¢ biologiczng. Korzysci zdrowotne wynikajace ze spozycia czarnego
czosnku zwigzane sg gléwnie z obecnoscia substancji bioaktywnych, takich jak zwiazki fenolowe
1 siarkoorganiczne. Skladniki bioaktywne czarnego czosnku wykazujg rdznorodne funkcje
fizjologiczne w organizmie czlowieka, co moze mie¢ potencjalne zastosowanie terapeutyczne w
leczeniu réznych chordb [13].

Wsrod dostgpnych na rynku produktéw czosnkowych dosé dobrze akceptowany przez
konsumentdw jest czosnek fermentowany, co moze by¢ przynajmniej czgsciowo zwiagzane z
wczesniej wspomnianymi korzysciami zdrowotnymi wynikajgcymi ze spozycia czosnku.
Dotychczas zaproponowano rozne procedury przygotowania czosnku czarnego lub
fermentowanego [14-16]. Wspdlnym etapem tych proceséw jest blanszowanie w goracej wodzie w
celu inaktywacji enzymu allinazy, ktéry odpowiada za powstawanie ostrego smaku oraz
zielonkawego zabarwienia [17). Wciaz jednak pozostaje niejasne czy czosnek fermentowany i

czosnek czarny posiada okreslone wlasciwosci charakterystyczne dla czosnku $wiezego — innymi




stowy, czy zwiazki bioaktywne zawarte w czosnku ulegaja istotnym zmianom na skutek procesow
technologicznych i przechowywania.
3. Cel pracy
Celem projektu bylo opracowanie i wdrozenie procesu produkcji preparatéw liofilizowanych z
czosnku poddanego fermentacji mlekowej (czosnek koszony) oraz starzeniu w kontrolowanych
warunkach (czosnek czarny).
Celem operacji bylo wdrozenie technologii produkcji obu wersji czosnku produkowanego
obecnie przez rolnika, Pana Marcina Saltarskiego. Do kiszenia czosnku zostaty dobrane szczepy
bakterii fermentacji mlekowej, ktére zastosowane w praktyce, w postaci kultur starterowych
zapewnig wysoka, powtarzalng jakos$é produktu finalnego (kiszonki). Selekcja szczepdw dokonana
w IBPRS-PIB w oparciu o wiasciwosci bakterii, produkcje metabolitow ksztattujacych cechy
smakowo-zapachowe oraz przeciwdzialajacych rozwojowi niepozadanych mikroorganizméw.
Technologia produkcji czarnego czosnku zostata zoptymalizowana w IBPRS-PIB.
Zakres naszych prac obejmuje:
® analize i poréwnanie wilasciwosci fizykochemicznych rdznych produktéw czosnkowych
(czosnek Swiezy, czosnek czarny oraz czosnek fermentowany);

® wdrozenie metody detekcji allicyny za pomoca techniki UPLC;

® obserwacje zmian wilasciwosci fizykochemicznych surowego czosnku podczas procesu
starzenia w kontrolowanych warunkach (gléwnie temperatura, wilgotnos¢ i czas
podgrzewania);

® (Ocene zmian wlasciwosci fizykochemicznych czosnku po procesie fermentacji.

4. Materialy i metody

4.1 Materialy

10



Swieze gléwki czosnku (Allium sativum L.) zostaly dostarczone przez partnera projektu i
przechowywane w temperaturze 4 ‘C. Wszystkie odczynniki analityczne uzyte w badaniach byly
klasy HPLC.

4.2 Przygotowanie czarnego czosnku

Nieobrane gléwki swiezego czosnku byly inkubowane w fermentatorze do ¢czamego czosnku
(TS906, TIROSS, Raszyn, Polska) w temperaturze 80°C i wilgotnosci wzglednej 90% przez 8 dni
(192 godziny). Po zakonczeniu procesu tace byly wyjmowane w celu uzyskania czarnego czosnku.
W trakcie procesu starzenia czosnek przyjmowat charakterystyczng czarng barwe.

4.3 Przygotowanie czosnku kiszonego

Swiezy czosnek zostat obrany, umyty, a nastepnie poddany blanszowaniu w goracej wodzie (90 C)
przez 5 minut. Nastgpnie czosnek rozdzielono do réznych szklanych stoikéw o pojemnosci 250 ml
i zalano ostudzong zalewa z dodatkiem soli (1,5 %) i cukru (1,5 %). Do kazdego stoika dodano
szczepy bakteryjne (tak aby koricowe stezenie szczepu wynosito 106 jtk. na stoik), pe czym stoiki
zostaly zakrgcone a nastgpnie pozostawione w temperaturze pokojowej (20 °C) na 14-21 dni w
celu przeprowadzenia procesu fermentacji. Po tym czasie sloiki przestawiono do chtodni w celu
zahamowania procesu fermentacji. Hodowle wybranych szczepéw bakterii w celu uzyskania
biomasy do zastosowania ich jako startery kiszenia (kultury starterowe) przeprowadzono w
biorektorach Biostat B-Plus Sartorius o pojemnosci roboczej 5 litrow lub (w zwigkszonej skali), w
linii technologicznej w ZF IBPRS-PIB w fermentorze o pojemnosci 30 litrow z automatyczng

regulacjg temperatury, pH procesu.

Szczepy bakteryjne oraz ich skréty przedstawiono w Tabeli 1:

Tabela 1. Szczepy bakteryjne uzyte do fermentacji czosnku.

Skroét Szczep bakteryjny
Fl Latilacobacillus curvatus
F2 Lacticaseibacillus casei

F3 Pediococcus pentosaceus

I1



F4 Leuconostoc mesenteroides

F5 Lactococcus lactis

F6 Companilactobacillus crustorum

F7 Leuconostoc lactis

F8 Lactiplantibacillus plantarum

M1 L. lactis+L. plantarum

M2 L. lactis+P. pentosaceus

M3 L. plantarum+P. pentosaceus

M4 L. lactis+P. pentosaceus+L. plantarum

F1-F8 to probki fermentowane z uzyciem pojedynczych szczepéw, natomiast M1-M4 to probki

fermentowane z uzyciem mieszaniny szczepéw.

4.4 Przygotowanie liofilizowanego proszku czosnkowego

Przed liofilizacja czosnek osuszono z zalewy. Swiezy i fermentowany czosnek zostat nastepnie
pokrojony i poddany liofilizacji. Czosnek czarny zmieszano z wodg i zmielono do uzyskania
jednorodnej pasty, a nastepnie rowniez poddano liofilizacji. Wszystkie liofilizowane produkty
zostaly sproszkowane i przygotowane do dalszych analiz.
Suszenie sublimacyjne (liofilizacjg) przeprowadzono z preparatéw czosnku kiszonego i czarnego
(starzonego) przeprowadzono w komorze liofilizatora Christ Alpha 1-4, przy takich samych
zalozonych parametrach procesu oraz w zblizonych warunkach zewngtrznych. Przykladowy
przebieg suszenia sublimacyjnego (liofilizacji) preparatu czosnku czarnego przedstawiono na

rysunku.
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Przyktadowy przebieg suszenia sublimacyjnego (liofilizacji) preparatu czosnku czarnego.

Przed suszeniem preparaty czosnku w postaci polptynnej {okoto 45% s.m.) rozlewano na tackach
ze stali kwasoodpornej, po czym zamrazano w zamrazarce niskotemperaturowej, w temperaturze -
80°C. Po zakonczeniu zamrazania tacki umieszczano na poétkach liofilizatora i natychmiast
rozpoczynano proces suszenia. Parametry procesu: temperatur¢ kondensatora lodu, temperature
pétki, temperatur¢ preparatu oraz poziom prézni monitorowano zapisujac dane z panelu
kontrolnego. W poczatkowym etapie procesu odczytéw dokonywano co 1 minute, az do
osiggnigcia stanu stabilizacji parametrow. Pomiar temperatury preparatu dokonywany byt z
uzyciem termopary umieszczonej preparacie na najnizszej z wykorzystywanych w procesie polek.
Proces prowadzono przez 38-43h. Temperatura krystalizatora utrzymywala si¢ w zakresie od -53
do -57°C, a temperatura produktu zmieniata si¢ w granicach od -35 do 25°C. Poziom prozni

oscylowat w zakresie 0,04-0,045 mbara w koficowym etapie procesu dosuszania produktu. Po
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zakonczeniu dosuszenia wylgczano pompe prézniowg oraz krystalizator i powoli otwierano zawor
wyrownawczy, w celu doprowadzenia powietrza atmosferycznego. Po wyjeciu tacek z liofilizatora
umieszczano je w szczelnym pojemniku i przetrzymywano do osiagniecia temperatury otoczenia,
aby uniemozliwi¢ ewentualne chtoniecie wilgoci z powietrza. Po wysuszeniu preparaty czosnku

zliofilizowanego mielono w miynku laboratoryjnym.

4.5 Przygotowanie ekstraktu do analiz

Probki (czosnek swiezy i fermentowany) zmieszano z dziesi¢ciokrotng iloscig wody (m:m),
natomiast w przypadku czarnego czosnku zastosowano dwudziestokrotng ilo$é¢ wody. Nastepnie
probki rozdrobniono przez 30 sekund za pomoca blendera (HB901K, Gotze & Jensen, Polska), a
nastepnie przefiltrowano przez lejek. Uzyskany supernatant zostal poddany ultradZwigkom (45
kHz przez 10 minut), a nastgpnie odwirowany (8000 obr./min przez 10 minut w temperaturze 4 ‘C),
uzyskujgc ekstrakt. Proszek liofilizowany zmieszano z dziesigciokrotng iloscig wody (w przypadku
czarnego czosnku — dwudziestokrotng), po czym homogenizowano przy uzyciu homogenizatora z
predkoscig 33 000 obr./min przez 30 sekund. Dalsze etapy byly takie same jak opisano powyzej.
4.6 Stopien zbrgzowienia

Stopien zbrazowienia mierzono zgodnie z metodg opisana przez Li, er al. [18). Probki czosnku
przygotowano zgodnie z procedura opisang w punkcie 4.5. Absorbancje mierzono przy dlugosci
fali 420 nm.
4.7 Zawartosé wody

Zawartos¢ wody oznaczano za pomoca suszarki laboratoryjnej (220/300 LSN11 ST, SNOL,
Narkiinai, Litwa), stosujac metode wagowa. Probki zostaly rozdrobnione i suszone w temperaturze
105 °C przez 24 godziny. Zarejestrowano mase probek przed i po suszeniu. Zawartos¢ wody

obliczono jako procent utraty masy w stosunku do masy przed suszeniem.
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4.8 Ekstrakt (°Brix)

Zawartos¢ ekstraktu (°Brix) oznaczano za pomoca refraktometru laboratoryjnego (RX-5000i,
ATAGO, Tokio, Japonia).
4.9 pH i kwasowos§¢

Wartosci pH i kwasowosci oznaczano za pomoca miareczkatora Karla Fischera (TitroMatic KF
1S 2B, CRISON, Alella, Hiszpania). Kwasowos¢ obliczano jako objetosé (mL) 0,25 M NaOH
zuzytej na 100 g probki (sucha masa).
4.10 Calkowita zawartos¢ polifenoli (TPC)
Zawartos¢ catkowitych polifenoli oznaczano zgodnie z metoda Singleton, ef al. [19] , z pewnymi
modyfikacjami. W skrocie, do probki (0,2 mL) dodano 2,4 mL wody i 0,2 mL odczynnika
fenolowego Folina-Ciocalteu. Mieszaning mieszano i inkubowano przez 5 minut, po czym dodano
0,6 mL 20% roztworu Na2COs oraz 0,6 mL wody. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 765
nm za pomocg spektrofotometru UV/Vis (6705, JENWAY, Wielka Brytania), a jako wzorzec
stosowano kwas galusowy.
4.11 Zdolno$é przeciwutleniajgca

Zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikéw okreslano na podstawie aktywnosci wobec trwalego
wolnego rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl), zgodnie z metoda opisang przez Choi,
et al. [20] z niewielkimi modyfikacjami. Roztwor macierzysty DPPH (50 mL, 1 mM) inkubowano
w temperaturze 4 'C przez 3 godziny przed uzyciem. Roztwér ten rozcienczano 80% metanolem
do absorbancji okoto 0,75 przy 520 nm w celu otrzymania roztworu roboczego. Do 2 mL tego
roztworu dodawano 0,12 mL prébki. Po inkubacji przez 20 minut w ciemnosci w temperaturze
pokojowej absorbancje mierzono przy 520 nm. Zdolnosé zmiatania wolnych rodnikéw wyrazano

jako mg rownowaznika Troloxu (TE)/100 g suchej masy.
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Aktywnosé przeciwutleniajgca oznaczana byla réwniez wobec rodnika ABTS<+ [2,2-azynobis-
(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)], réwniez wedlug metody Choi, Cha and Lee [20] z niewielkimi
modyfikacjami. Mieszaning utleniacza (2,45 mM nadsiarczanu potasu) i roztworu ABTS (7 mM)
inkubowano w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 12-16 godzin w celu uzyskania
trwalego ciemnoniebiesko-zielonego roztworu. Nastepnie roztwoér rozcieficzano metanolem do
absorbancji 0,75 £ 0,02 przy 734 nm, tworzac roztwor roboczy. Do 2 mL tego roztworu dodawano
0,04 mL rozcieficzone] prébki. Po inkubacji przez 10 minut w ciemnosci w temperaturze
pokojowej, absorbancje mierzono przy 734 nm. Wyniki wyrazano jako mg TE/100 g suchej masy.

Zdolnosé przeciwutleniajgca okreslano réwniez metodg FRAP (ferric reducing antioxidant
power), wedlug metody Choi, Cha and Lee [20] z modyfikacjami. Przygotowano roztwory macierzyste:
bufor octanowy 300 mmol/L (pH 3,6), roztwor TPTZ 10 mM (rozpuszczony w 40 mM HCI) oraz
roztwor FeCls-6H20 20 mM. Roztwdr roboczy przygotowano przez zmieszanie 250 mL buforu
octanowego, 25 mL roztworu TPTZ i 25 mL roztworu FeCls-6H20. Do 3 mL roztworu FRAP
dodawano 0,1 mL probki i inkubowano przez 15 minut w ciemnosci w temperaturze 37 'C. Zmiany
barwy mierzono przy 593 nm. Wyniki wyrazano jako mmol réwnowaznika FeSO4/100 g suche;j
masy.

4.12 Oznaczanie zawartosci allicyny

Zawartosé allicyny oznaczano zgodnie z metoda opisana przez Wongss, et al. [21] z niewielkimi
modyfikacjami. Do analizy uzyto 10 puL ekstraktu, ktéry przefiltrowano przez membranowy filtr o
porach 0,22 um (Millipore, Bedford MA, USA), a nastgpnie wstrzyknigto do systemu Acquity™
UPLC (Waters Pacific Pte Ltd, Singapur) sprzezonego z detektorem UV o regulowanej dlugosci
fali. Kolumna analityczna to bridge ethylene hybrid (BEH) C18, 1,7 um x 2,1 x 100 mm (Waters

Pacific Pte Ltd, Singapur). Faza ruchoma skiadata si¢ z metanolu i wody w stosunku 50:50 (v/v),
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filtrowana przez hydrofobowy filtr membranowy o porach 0,45 pm. Przeptyw ustalono na
poziomie 0,2 mL/min w temperaturze pokojowej. Temperatura kolumny separacyjnej wynosita
28 °C, a temperatura ekstraktu 4 °C. Dtugosé fali detekcji UV ustawiono na 254 nm. Do analizy
jakosciowej i ilosciowej allicyny przygotowano krzywa wzorcowsg przez rozcieniczanie allicyny w
metanolu. Wyniki wyrazono w g/kg $wiezej masy (FW). Oznaczenie zawartosci allicyny
wykonano w trzech powtorzeniach.

4.13 Analizy mikrobiologiczne

Jakosé mikrobiologiczng czosnku surowego i kiszonego oceniano na podstawie ogolnej liczby
bakterii zgodnie z norma PN-EN ISO 4833-1:2013-12, liczby bakterii kwasu mlekowego zgodnie
z normg PN-ISO 15214:2002, liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zgodnie z norma PN-
ISO 21528-2:2005 oraz liczby drozdzy i plesni.

4.141zolacja i identyfikacja gatunkowa

Izolacje przeprowadzono poprzez wykonanie posiewoéw materialu otrzymanego z swiezego
czosnku oraz czosnku kiszonego spontanicznie. W skrdcie: probki czosnku w postaci gléwek
podzielonych na zgbki i czedciowo obranych zawieszono w sterylnym roztworze soli
fizjologicznej, (10g czosnku w 90 ml soli) poddano pét godzinnej inkubacji na wytrzasarce przy
150 obr./min, w temperaturze. 25°C. Nastgpnie uzyskang zawiesing, po seryjnym rozcienczeniu,
wysiano w ilosci 100 pl na ptytki MRS z agarem. Pojedyncze kolonie wyroste na MRS zostaly
poddane obserwacji mikroskopowej, a z kolonii morfologicznie odpowiadajgcym bakteriom
mlekowym wykonano powtdrne posiewy w kolejnym pasazu na stale MRS i otrzymane izolaty
(kolonie) zamrozono w zamrazarce w temperaturze —80°C w mieszaninie z 80% glicerolu w
proporcjach 7.3 (koricowe stezenie glicerolu 24%) w celu wykonanie identyfikacji i kolejnych

analiz.
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Wyizolowane pojedyncze kolonie do identyfikacji hodowano w bulionie MRS przez 18 godzin w
temperaturze 30°C. Identyfikacj¢ bakterii kwasu mlekowego wykonano poprzez
sekwencjonowanie genu 165 rRNA.

Identyfikacji genetycznej mikrobioty bakteryjnej z wyizolowanego DNA prébek czosnku
kiszonego dokonano poprzez sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)w sposob opisany ponizej.
4.15 Analizy mikrobiomu

Ekstrakcja DNA i sekwencjonowanie amplikonu 16S rDNA (NGS)

Zgodnie z instrukcja producenta, catkowite DNA wyizolowano przy uzyciu zestawu QIlAamp
PowerFecal Pro DNA Kit (Qiagen, Hilden). Czysto§¢ DNA mierzono spektrofotometrem
Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham,), a stezenie DNA oznaczano ilosciowo
za pomocg fluorometru Qubit 4.0 przy uzyciu zestawu Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen,
Waltham,).

Sekwencjonowanie metagenomowe

Przygotowanie biblioteki DNA i sekwencjonowanie krok po kroku nowej generacji
przeprowadzono zgodnie z metoda opisang przez Juszczuk-Kubiak i in. (Juszczuk-Kubiak i in.,
2021). Amplifikacja PCR genow 16S rDNA dla kazdej prébki zawierajgcej ok. 5 ng catkowitego
DNA zostala przeprowadzona. Startery 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG-3) i 805R
(GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") zostaly uzyte do amplifikacji regionu V3-V4 genu 168
rDNA przy uzyciu zestawu ReadyMix (KAPA Biosystems, Roche) i 10 pM kazdego startera do
przodu i do tylu. Protokdt PCR obejmowat nastepujacy program: 95°C/3 min, 25 cykli 95°C/30 s,
56°C/30 s i 72°C/30 s, a nastepnie 72°C/5 min. Do testu PCR wigczono réwniez kontrole
negatywng bez matrycowego DNA. Amplikony oczyszczono przy uzyciu MagSi-NGSPREPPLUS

(Steinbrenner Laborsysteme) i oznaczono ilosciowo przy uzyciu zestawu Qubit DNA BR Assay

18



Kit (Invitrogen, Waltham) w polfaczeniu z Qubit 4.0. Przygotowanie biblioteki i sekwencjonowanie
fragmentéw 16S rDNA indeksowano przy uzyciu zestawu Nextera XT (Illumina) zgodnie z
przewodnikiem Nextera DNA Sample Preparation Guide. Kazda reakcja PCR zawierala 5 pl
adapterow i7 i i5, 10 ul KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 20 pl matrycowego DNA (7,0 ng/ul)i 10
pl wody, co dato catkowitg objetos¢ reakeji 50 pl. Indeksowany PCR zostat poddany cyklom
zgodnie z Nextera DNA Sample Prep Guide, a biblioteki oczyszczono przy uzyciu MagSi-
NGSPREPPLUS (Steinbrenner Laborsysteme). Biblioteki DNA zostaly skwantyfikowane przy
uzyciu Qubit 4.0 z zestawem Qubit DNA HS Assay Kit, a jakos¢ zostala oceniona na TapeStation
4200 przy uzyciu zestawu High Sensitivity D1000 SreenTape Assay Kit (Agilent Techneologies).
Indeksowane biblioteki zostaly znormalizowane do 4 nM i potaczone. Standaryzowana biblioteke
4 nM zdenaturowano 0,2 N NaOH i rozcieficzono do 10 pM przy uzyciu buforu HT1 (Nextera XT
Kit, Illumina). 10% zdenaturowanej biblioteki PhiX (Illumina) dodano do zdenaturowanej i
zindeksowanej biblioteki, ktorg zaladowano do kasety z odczynnikiem Illumina Miseq v3, a
amplikony genu 16S rDNA zsekwencjonowano na platformie [llumina MiSeq przy uzyciu 600
cykli (2 x 300 pb).

Analiza danych sekwencjonowania

Analiz¢ bioinformatyczng przeprowadzono przy uzyciu CLC Genomic Workbench v.8.5.1 z
modutem Microbial Genomics Module (Qiagen, Hilden, Niemcy) (DeSantis i in., 2006). Do
analizy spolecznosci mikrobiologicznej zebrano surowe odczyty parzyste i przefiltrowano pod
katem jakosci (maksymalny wspélczynnik bledu 1%) i dtugosci (minimum 300 pb z potaczonych
odczytow). Wyniki niskiej jakosci i odczyty chimeryczne usunieto przy uzyciu USEARCH
(http://www.drive5.com/usearch). Polaczone sekwencje zostaly przyciete z kodow kreskowych i

primerow, a nastepnie sekwencje wysokiej jakosci zostaly pogrupowane w operacyjne jednostki
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taksonomiczne (OTU). Czute wyszukiwanie BLASTN zostalo uzyte w bazie danych sekwencji
GreenGenes 16S, v.13.5 (http://greengenes.lbl.gov), aby uzyskaé przypisania taksonomiczne
{DeSantis i in., 2006).

4.16 Ocena syntazy metabolitéw przez bakterie mlekowe

Analize chromatograficzng zawartosci kwasow organicznych tj.: kwasu mlekowego,
octowego, propionowego, mastowego przeprowadzono na podstawie metodyki
wlasnej opracowanej w Zakladzie Technologii Fermentacji IBPRS-PIB.

4.17 Ocena wlasciwosci sensorycznych kiszonek

Jakos¢ sensoryczng kiszonego czosnku oceniono stosujgc metodg profilowania sensorycznego,
wraz z wyborem deskryptoréw, dotyczacych smaku, zapachu, konsystencji, z udzialem 6
przeszkolonych degustatoréw. Oceng sensoryczng wykonano zgodnie z PN-ISO 6564: Przyjeto
10-cio punktows skale dla poszczeg6inych wyrdznikdw zapachu, smaku, konsystencji i barwy. We
wstepnych prébach zastosowano réwniez hedoniczng ocene 10 punktowa tj. : od 1-zdecydowanie
nie lubi¢ do 10-bardzo lubig.

4.18 Wlasciwosci fizyczne proszkow

Higroskopijnosé: Okolo 0,5 g proszku umieszczono w eksykatorze w nastepujacych warunkach:
23 °C i 75% wilgotnosci wzglednej, stosujac nasycony roztwdr NaCl. Przyrost masy probek
odnotowano po 24 i 48 godzinach. Higroskopijnosé wyrazono jako ilosé wody wchionietej przez
100 g substancji statych.

Gestos¢ nasypowa luzna i ubity mierzono za pomoca objetosciomierza, co polega na pomiarze
objetosci ruchach ubijajacych mase.

Aktywnos¢ wody (aw ) okreslono przy pomocy aparatu Waterlab — dew point water activity meter

firmy STEROGLASS.
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Kinetyke adsorpcji wody okredlono przy uzyciu stanowiska testowego, ktdre umozliwiato staty
pomiar i cyfrowe przechowywanie danych. Zmiane masy prébki mierzono w okresie 24 godzin w
srodowisku o aktywnosci wody 0,753 (nasycony roztwér NaCl) i statej temperaturze 25 C (Szulc
& Lenart 2012).
4.19 Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w trzech powtorzeniach, a dane przedstawiono jako
$rednia + odchylenie standardowe (SD), przy uzyciu programu SPSS w wersji 26.0 (SPSS Institute,
Chicago, IL, USA). Do okreslenia istotnosci roznic miedzy probkami zastosowano
jednokierunkowsg analize wariancji (ANOVA) oraz test wielokrotnych poréwnan Duncana przy
poziomie istotnosci 0,05,
5. Wyniki i dyskusja
5.1 Wilasciwosci fizykochemiczne réznych produktéw czosnkowych

W Tabeli 2 przedstawiono probki roznych produktéw czosnkowych. FG1 i FG2 to probki
swiezego czosnku ekstrahowanego odpowiednio woda i etanolem. BG to ekstrakt wodny z
czarnego czosnku. PGl i PG2 to ekstrakty wodne z czosnku fermentowanego odpowiednio przez
Leuconostoc paramesenteroides oraz Leuconostoc citreum.

Tabela 2. Skréty i probki réznych produktéw czosnkowych.

Skrét Prébka
FG1 Ekstrakt wodny ze swiezego czosnku
FG2 Ekstrakt etanolowy ze §wiezego czosnku
BG Ekstrakt wodny z czarnego czosnku
) Ekstrakt wodny z czosnku fermentowanego z Leuconostoc
paramesenteroides
PG2 Ekstrakt wodny z czosnku fermentowanego z Leuconostoc citreum
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5.1.1 Zawartos$¢ wody, pH i kwasowos$¢é

Jak przedstawiono na Rys. 3A, zawarto$¢ wody w $wiezym, czarnym i fermentowanym czosnku
wynosita odpowiednio okoto 65%, 37% i 81%. Zawarto$¢ wody w swiezym czosnku byta zgodna
z weczesniejszymi doniesieniami [20], natomiast zawarto$¢ wody w czosnku czamym i
fermentowanym byla wyzsza niz donosili inni autorzy [3,20]. W wyniku ciaglego podgrzewania
czosnek czarny traci znaczng ilos¢ wody podczas procesu technologicznego. Iosé utraconej wody
jest Scisle zwiazana z warunkami podgrzewania. W poprzednich badaniach wykazano, ze
zawarto$¢ wody w czosnku spadata do okoto 37% po 8 dniach podgrzewania. Natomiast, Choi, Cha
and Lee [20) wykazali, ze Swiezy czosnek ogrzewany w temperaturze 70 C i wilgotnosci wzglednej
90% przez 35 dni mial zawartoé¢ wody na poziomie 29,88 = 0,49%. Fermentowany czosnek
absorbuje wigcej wody z powodu cigglego zanurzenia w zalewie. Czosnek czarny i fermentowany
wykazywaly nizsze wartosci pH (Rys. 3B) oraz wyzszg kwasowosé (Rys. 3C), co sugeruje, ze
zarowno podczas procesu starzenia czosnku czarnego, jak i fermentacji czosnku dochodzi do
akumulacji kwasdw. Ponadto kwasowo$¢ probki FG1 wynosita 43,3 mL/100 g suchej masy, co
bylo znacznie wyzsze niz w przypadku FG2 — 14,3 mL/100 g suchej masy (Rys. 3C), co wskazuje,
ze substancje kwasne w swiezym czosnku sg tatwiej rozpuszczalne w wodzie niz w etanolu.
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Rys. 3. Zawarto$¢ wody (A), pH (B) i kwasowosé (C) réznych probek czosnkowych.
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5.1.2 Calkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC)

W celu wyjasnienia wlasciwosci przeciwutleniajacych czosnku przeanalizowano jego catkowita
zawartosc polifenoli (TPC) (Rys. 4). Na Rys. 4A przedstawiono krzywa wzorcowa TPC, a na Rys.
4B — TPC w réznych produktach czosnkowych. Zawartos¢ polifenoli w czosnku czarnym byla
znacznie wyzsza niz w pozostatych probkach. Wedlug Kim, et a!. [22], zawartos¢ pochodnych kwasu
hydroksycynamonowego oraz innych kwasoéw fenolowych wzrasta ponad pigciokrotnie w czosnku
czarmym w poréwnaniu do czosnku surowego. Wzrost zawartosci tych kwaséw moze réwniez
wigza¢ si¢ ze zwigkszong kwasowoscia czosnku czarnego (Rys. 3C), a gléwnymi kwasami
fenolowymi byly pochodne kwasu hydroksycynamonowego. Zgodnie z badaniami Xu, er al. [23],
obrébka cieplna zwigzkéw fenolowych powoduje zwickszenie ilosci wolnych frakeji kwasow
fenolowych, przy jednoczesnym zmniejszeniu frakcji estrowych, glikozydowych oraz zwigzanych
z estrami, co prowadzi do wzrostu zawartosci wolnych form polifenoli. Gorinstein, et al. [24] wykazali,
ze warunki przetwarzania czosnku wplywaja na zmiany zawartosci jego zwiazkow bioaktywnych,
takich jak polifenoli czy flawonoidy, a zmiany te zalezg od rodzaju i czasu trwania obrébki.
Zawartosc polifenoli w ekstrakcie wodnym byla istotnie wyzsza niz w ekstrakcie etanolowym, co
wskazuje, ze polifenole sa lepiej rozpuszczalne w wodzie. Ponadto zawartos¢ TPC w czosnku
fermentowanym byla nizsza niz w czosnku surowym, co sugeruje, ze podczas fermentacji dochodzi

do utraty czesci zwigzkoéw fenolowych.
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Rys. 1 Krzywa wzorcowa do oznaczania TPC (A) oraz zawartos¢ TPC (B) w réznych prébkach czosnku

3.1.3 Aktywnosé przeciwutleniajgca

Krzywe wzorcowe dla oznaczenn DPPH, ABTS i FRAP przedstawiono odpowiednio na Rys. 5A,
B i C. Wyniki oznaczeni zdolnosci zmiatania rodnikéw DPPH i ABTS oraz testu FRAP
przedstawiono na Rys. 5 D, E i F. Najwyzsza zdolno$¢ zmiatania rodnikéw DPPH i ABTS oraz
najwyzsza wartos¢ FRAP zaobserwowano w czosnku czamym, co wskazuje na jego silne
wlasciwosci przeciwutleniajace. Widoczna byla wyrazna dodatnia korelacja pomiedzy
aktywnoscig przeciwutleniajgca roznych produktéw czosnkowych a zawartoscia polifenoli (TPC).
Nalezy jednak zaznaczyé, ze jak podaja wczesniejsze badania, aktywno$¢ przeciwutleniajaca
czarnego czosnku nie wynika wylacznie z obecnosci polifenoli, lecz réwniez z innych zwigzkéw
powstajacych w procesie starzenia. Wedtug Borek [25], ekstrakty z czosnku $wiezego, ktére sa
poddawane diugotrwalemu starzeniu w celu uzyskania ekstraktu z czosnku starzonego (AGE),
zawierajg fitochemikalia przeciwutleniajace zapobiegajace uszkodzeniom oksydacyjnym. Naleza
do nich unikalne, rozpuszczalne w wodzie zwigzki siarkoorganiczne, rozpuszczalne w ttuszczach
sktadniki siarkowe oraz flawonoidy — w tym allicyna i selen. Dlugotrwate procesy technologiczne
czosnku prowadzg do modyfikacji niestabilnych czasteczek (takich jak allicyna) i powstawania
stabilnych, dobrze przyswajalnych, rozpuszczalnych w wodzie zwigzkéw siarkowych, takich jak
S-allylocysteina i  S-allylmerkaptocysteina, ktére rowniez posiadaja  wlasciwosci
przeciwutleniajace.

Rys. 5E pokazuje, ze Swiezy czosnek réwniez wykazywal aktywnosé przeciwutleniajaca, co
moze by¢ zwiazane z obecnoscig m.in. allicyny. Jedno z badan podkreslato skuteczno$é allicyny
oraz jej prekursora — alliny — jako przeciwutleniaczy w ukladzie generujacym rodniki tlenowe

(reakcja Fentona), poprzez interakcje z enzymami zawierajgcymi grupy tiolowe [26]. Ta interakcja
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sugeruje, ze allicyna moze skutecznie neutralizowaé szkodliwe rodniki tlenowe i chroni¢ komérki
przed stresem oksydacyjnym. Uwaza sie, ze wlasciwosci przeciwutleniajace allicyny wynikaja z
jej zdolnosci do hamowania aktywnos$ci rodnikéw hydroksylowych i ponadtlenkowych — wysoce

reaktywnych form tlenu bioragcych udzial w stresie oksydacyjnym [27,28].
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Rys. 5. Krzywe wzorcowe dla oznaczeri DPPH (A), ABTS (B) i FRAP (C). Zdolnos¢ zmiatania rodnikéw
DPPH (D), ABTS (E) oraz warto$é FRAP (F) w réznych prébkach czosnkowych.

5.1.4 Zawartos¢ cukrow

Zawartosé cukréw w réznych probkach czosnku przedstawiono w Tabeli 3. Glowne cukry
obecne w czosnku to sacharoza, glukoza i fruktoza. Zawartoé¢ fruktozy i sacharozy w czosnku
czarnym byta wyzsza niz w czosnku swiezym. Z kolei zawartos¢ glukozy w czosnku czarnym byta
nizsza niz w swiezym czosnku, co nieco odbiega od wynikow innych autoréw [20), gdzie
stwierdzono wzrost zawartosci cukréw (glukozy, fruktozy, sacharozy i maltozy) w czosnku
czarnym w poréwnaniu do swiezego. Chociaz zawarto$¢ glukozy w czosnku czarnym byta nizsza
niz fruktozy, reakcja Maillarda z udzialem glukozy jest réwnie istotna, jak ta z udzialem fruktozy,

i przyczynia si¢ do powstania charakterystycznej barwy i wlasciwosci funkcjonalnych czosnku

25



czarnego [29]. Zwigkszona zawartosé cukréw w czosnku czarnym moze réwniez thumaczy¢ jego
stodki smak. Co wigcej, gléwnym cukrem w czosnku czarnym jest fruktoza, co jest zgodne z
wynikami badan Zhang, et al. [30], ktorzy stwierdzili, ze fruktoza stanowi ponad 57% catkowitej
zawartosci cukru, znacznie wigcej niz inne cukry. Ponadto, zgodnie z badaniami Yuan, er al. [31], po
obrdbce cieplnej nastgpuje spadek stezenia fruktanow, podczas gdy zawarto$é catkowitych cukrow
rozpuszczalnych w wodzie oraz zwigzkéw posrednich reakcji Maillarda wzrasta. Czosnek jest
takze cennym Zrédtem polisacharydéw, ktérych zawartos$é moze siggaé do 77% suchej masy i ktore
wykazujg m.in. dzialanie immuno adiuwantowe [32,33). Wczesniejsze badania wykazaly, ze
polisacharydy pochodzenia naturalnego moga modulowa¢ uktad odpomosciowy [34-36).

Tabela 3. Zawarto$¢ cukrow w réznych prébkach czosnku.

Probka Sacharoza (g/L) Glukoza (g/L.) Fruktoza (g/L) Suma (g/L)
Swiezy
ND 1.323 4.344 5.667
czosnek
Czarny
0.831 0.455 9.842 11.128
czosnek
Fermentowany
ND ND ND ND
czosnek

ND: not detected
5.2 Opracowanie metody oznaczania allicyny za pomocg UPLC

Allicyna, jako tiosulfinian, jest gléwnym lotnym zwigzkiem siarkoorganicznym w $wiezo
pokrojonym czosnku i odpowiada za jego charakterystyczny zapach i smak. Allicyna powstaje na
skutek enzymatycznej reakcji po uszkodzeniu tkanek roslinnych, a jej prekursorem jest
niebiatkowy aminokwas — allina (S-allylo-L-cysteina sulfotlenek) [37]. Dwie czgsteczki kwasu

allilosulfonowego spontanicznie tworza jedng czasteczke allicyny w procesie kondensacji (Rys. 6)
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[38]. SAC (S-allylocysteina), bedaca jednym ze stabilnych zwiazkéw powstajacych z allicyny
podczas procesu starzenia czosnku (Rys. 6), to siarkoorganiczny, rozpuszczalny w wodzie i wysoce
stabilny aminokwas o budowie zblizonej do cysteiny [7].

Jak pokazano na Rys. 7, czas retencji allicyny wynosi okoto 1,49 min, a czas detekeji jednej
probki to mniej niz 4 minuty. W prébce kontrolnej (blank) nie zaobserwowano piku docelowego,
a w chromatogramach standardu i prébek nie wystapily zakiocenia w poblizu piku allicyny, co
$wiadczy o poprawnosci analizy. Stezenie i powierzchnie piku wzorca przedstawiono na Rys. 8.
Allicyna wykazuje dobrg liniowos$¢ w zakresie 0—100 mg/L. Odzysk dla trzech réznych pozioméw
stezenia wzorca przedstawiono w Tabeli 4. Sredni odzysk standardu o wyzszym stezeniu (0,5 mg)
wynidst 96,7%. Srednie odzyski dla pozioméw 0,3 mg i 0,1 mg wyniosly odpowiednio 95,65% i
96,16%, przy wartosciach RSD wynoszacych 1,85% 1 1,41%, co wskazuje na brak istotnych réznic.
RSD dla wszystkich trzech pozioméw dodatku jest znacznie nizszy niz 10%, co potwierdza, ze
metoda oznaczania allicyny za pomocg UPLC jest dokiadna i wiarygodna. Rys. 9 pokazuje, ze
wysokosé piku docelowego wyraznie wzrasta po dodaniu wzorca, przy czym dodatek nie wplywa

na ksztalt ani czas retencji piku.
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Rys. 8. Krzywa wzorcowa dla allicyny.

Tabela 4. Odzysk allicyny.

Zawartosé Sredni
Zawartosc Zawartosé Odzysk X SD RSD
poczatkowa Y2 odzysk X
dodana Y3 (mg) wykryta Y1 (mg) (%) (%) (%)
(mg) (%)
2.021 2.498 95.30
1.990 2.483 98.62
0.5 1.990 2.480 93.00 96.70 1.52  1.57
2.015 2.492 95.44
2.026 2.507 96.15
1.975 2.266 97.00
2.001 2.284 94,37
0.3 1.949 2.237 96.09 95.65 1.77  1.85
1.951 2.231 93.32
1.955 2.248 97.49
1.927 2.025 97.62
1.888 1.984 96.74
0.1 1.880 1.977 96.98 96.16 1.35 1.41
1.917 2.011 94.46
2.010 2.105 95.02
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Y1 — Zawartos¢ allicyny wykryta po dodaniu wzorca; Y2 — Zawartos¢ allicyny w probee bez dodatku wzorca;
Y3 - Zawartos¢ allicyny dodana do probki jako wzorzec; X — Wskaznik odzysku; Sredni X - Sredni odzysk

z pigciu powtorzen; SD — Odchylenie standardowe; RSD — Wzgledne odchylenie standardowe.
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Rys. 9. Chromatogramy probek po dodaniu wzorcow,

Testy prowadzone w ciagu | dnia wykazaly, ze wzgledne odchylenie standardowe (RSD) probki
wzorcowej bylo mniejsze niz 1,64%, natomiast RSD probki badawczej wyniosto 0,76%. Podczas
cigglych oznaczen w ciggu 5 dni RSD prébki wzorcowej wynosito mniej niz 1,68%, a RSD probki
badawczej — 1,07%. Wskazuje to, ze powtarzalno$¢ wynikéw oznaczen w ciagu 1 dnia jest wyzsza
niz w przypadku 5 dni, jednak wyniki uzyskane w ciggu 5 dni nadal mieszczg sie w akceptowalnym
zakresie eksperymentalnym. Granica wykrywalnoéci (LOD) i granica oznaczalnosci (LOQ) tej
metody wynosza odpowiednio 0,65 mg/L i 2,16 mg/L.

5.3 Zmiany w czosnku podczas starzenia
5.3.1 Stopien zbrazowienia, pH i kwasowos¢

Zmiany wygladu czosnku podczas procesu starzenia przedstawiono na Rys. 10. Wizualnie

zauwazalna zmiana koloru czosnku nastapila juz drugiego dnia starzenia. Zmiany koloru, pH i

kwasowosci probek czosnku w trakcie obrdbki cieplnej pokazano na Rys. 11. Stopien zbrgzowienia
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odzwierciedla zmiang barwy czosnku. Calkowita réznica barwy (stopien zbrazowienia) zwiekszata
si¢ w czasie, co wskazuje, ze kolor czosnku zmieniat si¢ z bialego na bragzowy, a ostatecznie stawat
si¢ czarny wraz z wydtuzeniem czasu obrobki termicznej (Rys. 11A}, co bylo zgodne z wynikiem
obserwacji wizualnej (Rys. 10). Wynik z drugiego dnia pokazal, ze proces zbrgzowienia czosnku
przebiegal od zewnatrz do wewnatrz — zewnetrzna warstwa ulega zbrazowieniu, podczas gdy
wnetrze pozostaje niezmienione. Na Rys. 11B pokazano, ze wartoé¢ pH malata wraz z
wydtuzeniem czasu obrdbki cieplnej, co wskazuje na wytwarzanie si¢ kwasow organicznych w
tym procesie. Na przyktad rozklad heksoz w trakcie przetwarzania prowadzi do znacznego wzrostu
zawartosci kwasu octowego [39]. Wartos¢ pH czosnku surowego wynosita 6,25, natomiast po
ogrzewaniu w temperaturze 70-80 ‘C przez 8 dni wartos¢ ta stopniowo malata, osiggajac poziom
4,17 (Rys. 11B). Jednoczesnie kwasowos¢ czosnku czarnego wzrosta z poczatkowego poziomu
86,64 do koncowego 256,79 mL/100 g suchej masy (Rys. 11C), co koreluje z wynikami
dotyczacymi pH. Wyniki te znaczaco roznily si¢ od probek czosnku przechowywanych w
temperaturze pokojowej. Wedtug badan Suleria, er al. [40], kolor ekstraktéw czosnkowych zmienit
si¢ na zielony, a warto$¢ pH zmniejszyla sie z 7,46 do 3,93 w miarg uptywu czasu przechowywania.
Co wigcej, spadek pH jest istotnym wskaznikiem reakcji Maillarda, a uzyskane wyniki sa zgodne
z wezedniejszymi doniesieniami [41-44]. Reakcja Maillarda zachodzi w czosnku zawierajacym
weglowodany, aminokwasy i biatka [45,46]. Gdy grupy =NH: aminokwaséw lub bialek reaguja z
grupami karbonylowymi weglowodandw, podczas przetwarzania moze tworzy¢ si¢ kompleks
aminocukrowy, przy jednoczesnym zachowaniu grup ~COOH, co prowadzi do obniZenia wartosci
pH. Ponadto, spadek pH nie tylko przyczynia si¢ do wlasciwosci konserwujacych czarnego

czosnku, ale rowniez nadaje mu kwasny smak.
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Rys. 11. Stopien zbrazowienia (A), pH (B) i kwasowo$¢ (C) czosnku podczas starzenia,

5.3.2 Zawarto$é wody i ekstraktu ogélnego (°Brix)

Jak pokazano na Rys. 15A, zawartos¢ wody wykazywala stalg tendencje spadkowa podczas

procesu produkcji. Zawartos¢ wody w §wiezym czosnku (dzien 0) wynosita 65,34%, natomiast po

6 dniach fermentacji spadta do poziomu 32,43%. Tempo spadku wyniosto 50,36%. Srednie dzienne

tempo spadku zawartosci wody w calym procesie starzenia wynosito okoto 5,49%. W koncowej

fazie procesu produkcji, w ostatnich dwoch dniach fermentacji zaobserwowano niewielki wzrost

zawartosci wody — z 32,43% do 37,85%, co stanowi wzrost o 14,32%. Wynik ten rézni sie od

danych opublikowanych przez Yuan, et al. [47], wedtug ktérych najwiekszy spadek zawartosci wody
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wystepowat pierwszego dnia, a nastgpnie nastgpowata powolna tendencja spadkowa przez kolejne
8 dni. Na Rys. 15B przedstawiono zmiany wartosci °Brix czosnku podczas starzenia. Po
poczagtkowym wazroscie, warto$¢ °Brix zaczela stopniowo spadaé w ciagu 6 dni. Wynik ten
sugeruje, ze w procesie starzenia zachodzi zaréwno synteza, jak i rozklad produktow posrednich,
co moze byé zwigzane z reakcjg Maillarda. Yuan, Sun, Chen and Wang [29] donosza, Zze catkowita
zawartos¢ zwiazkow powstalych w przemianach Amadori i Heynsa, powstajgcych w wyniku
reakcji trzech gléwnych aminokwaséw z glukoza/fruktoza, wzrasta w ciggu pierwszych 70 dni
obrobki cieplnej, a nastepnie zaczyna spadaé. Zwigzki Amadoriego i Heynsa sg kluczowymi
zwigzkami posrednimi w reakcji Maillarda, ktére w miare postepu reakcji przeksztatcajg sie w
male czgsteczki i melanoidyny. Diatego zawarto$é tych zwigzkdéw utrzymuje si¢ w stanie
réwnowagi dynamicznej. W ciggu pierwszych 70 dni tempo tworzenia zwiazkéw powstatych w
przemianach Amadori i Heynsa jest wieksze niz tempo ich degradacji, ze wzgledu na wysoka
zawartos¢ cukrow redukujacych i aminokwaséw, co skutkuje stopniowym wzrostem poziomu tych
dwach produktéw. Jednak w miarg ich akumulacji tempo ich tworzenia staje si¢ nizsze niz tempo

degradacji po 70 dniach, co moze prowadzié do zmniejszenia ich ilo$ci w czosnku.
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Rys. 2 Zawartod¢ wody (A) i ekstrakt (B) w czosnku podczas starzenia
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5.3.3 Calkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC) i aktywno$¢ przeciwutleniajgca

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw z czarnego czosnku zostala zbadana przy uzyciu
testow DPPH, ABTS oraz FRAP. Zmiany aktywnosci przeciwutleniajgcej czarnego czosnku
podczas obrobki cieplnej przedstawiono na Rys. 13. Jak pokazano na Rys. 13B, $wiezy czosnek
wykazywal niskg zdolno$¢ zmiatania rodnikéw DPPH na poziomie 25,4 £ 3,19 mg TE/100 g suchej
masy, natomniast zdolnos¢ ta wzrastata systematycznie do 1063,6 + 4,21 mg TE/100 g suchej masy
wraz z wydtuzeniem czasu ogrzewania z (0 do 8 dni. Wynik ten sugeruje, ze zdolnosé zmiatania
rodnikow DPPH (RSA) ekstraktu z czarmego czosnku byla 40 razy wyzsza niz w przypadku
ekstraktu ze swiezego czosnku.

Aktywnos¢ RSA wobec ABTS dla czarnego czosnku w réznych momentach ogrzewania
przedstawiono na Rys. 13C. RSA ABTS gwaltownie wzrosla z 125,6 + 1,31 do 248,1 £ 1,79 mg
TE/L w ciggu pierwszych 2 dni, nastepnie nadal rosta do 277,1 £+ 3,39 mg TE/L w kolejnych 2
dniach, osiggajgc maksimum po 8 dniach obrobki ciepinej. RSA ABTS wzrastata w sposéb istotny
statystycznie wraz z czasem ogrzewania (P < 0,05}, co sugeruje, ze aktywnos¢ przeciwutleniajagca
probek czarnego czosnku byla znacznie wyisza niz prébek swiezych.

RSA byla generalnie skorelowana z sita redukujacg. Aktywnos¢ FRAP zostala zdefiniowana
jako réwnowazna st¢zeniom FeSOs w odniesieniu do absorbancji UV przy 593 nm, tj. wartosé
FRAP wyrazona jako mmol réwnowaznika FeSO4/100 g suchej masy (mmol FSE/100 g DW). Jak
pokazano na Rys. 13D, warto$§¢ FRAP wzrastata wraz z czasem obrdbki cieplnej od 0 do 8 dni, co
jest zgodne z wynikami testu DPPH RSA. Warto$¢ FRAP dla swieZzego czosnku wynosita 1,29 +
0,02 mmol FSE/100 g suchej masy, podczas gdy sila redukujaca czarnego czosnku wzrastata
stopniowo do 13,83 = 0,15 mmol FSE/100 g suchej masy po 8 dniach obrobki. Wynik ten wskazuje,

ze calkowita aktywno$¢ przeciwutleniajgca ekstraktdéw z czarnego czosnku znacznie wzrosta
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podczas obrébki cieplnej — warto§¢ FRAP czarnego czosnku byla okoto 10 razy wyzsza niz
Swiezego czosnku,

Ogdlnie rzecz biorac, aktywno$¢ przeciwutleniajaca czarnego czosnku, mierzona za pomoca
testow DPPH, ABTS i FRAP, wzrastatla stopniowo w czasie trwania obrobki cieplnej.
Reprezentatywne zwigzki przeciwutleniajace w czarnym czosnku to kwasy fenolowe, flawonoidy
i zwiazki siarkoorganiczne, takie jak SAC, DAS, DADS i DAT. W szczegdlnosci, Suleria, Butt,
Anjum, Saeed, Batool and Ahmad [40] donosza, ze najwyzszg zawarto$¢ catkowitych polifenoli (71,87
+ 1,69%) uzyskano w ekstrakcie metanolowym czosnku po 45 minutach, w porownaniu z
ekstraktami etanolowymi i wodnymi. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktu metanolowego
réwniez byla najwyzsza i wyniosta 83,83 = 0,16%, co potwierdza, ze kwasy fenolowe s3 istotng
grupa zwigzkéw odpowiedzialnych za aktywno$é przeciwutleniajgca czosnku. Dodatkowo,
badania Zhang, er al. [48] wykazaly, ze allina przeksztalca si¢ w SAC podczas obrdbki cieplnej.
Udowodniono, ze SAC i inne zwigzki siarkowe wykazujg dzialanie przeciwutleniajace i skutecznie
neutralizujg wolne rodniki [6,28,48,49]. Ponadto, szereg nieenzymatycznych reakcji brunatnienia
moze prowadzié¢ do powstania zwigzkéw aromatycznych, takich jak 5-hydroksymetylofurfural,

ktoéry wykazuje silng aktywnosé przeciwutleniajgca [42,50].
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Rys. 13 Catkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC) (A) oraz aktywno$¢ przeciwutleniajaca oznaczona testami

DPPH (B), ABTS (C) i FRAP (D) w czosnku podczas procesu starzenia.

5.4 Wlasciwosci fizykochemiczne réznych rodzajéw czosnku

5.4.1 Probki

Skroty oraz wyglad réinych prébek czarnego czosnku przedstawiono na Rys. 14 Analizie

poddano jedna probke $wiezego czosnku, jedng probke czosnku fermentowanego oraz cztery

probki czarnego czosnku.

Abbreviation Samgples i M )
rf o —
FG Fresh garlic £ j FG # PG
PG Pickled garlic s
BG1 Black gatlic 1 ]
BG2 Black gatlic 2
BG3 Black gaslic 3 :
BG4 Black garlic 4 BGI BG2 BG3 o

Rys. 14. Skroty i wyglad rdéinych prébek czarnego czosnku.
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5.4.2 Zawarto$¢ wody i ekstrakt ogélny (°Brix)

Na Rys. 15 przedstawiono zawarto$¢ wody oraz wartosé °Brix roznych produktow czosnkowych.
Zawartos¢ wody w swiezym i fermentowanym czosnku wynosita odpowiednio 65,34 + 0,09% oraz
81,79 £ 0,12% (Rys. 15A). Zawartos¢ wody w czterech probkach czamego czosnku miescila sie
w przedziale od 37,53 + 0,82% do 53,01 = 1,77%, co wskazuje, ze zawarto$¢ wody w czosnku
czarmym przygotowanym w réznych warunkach cieplnych znacznie sie rézni. Zgodnie z badaniami
Sun and Wang [51], zawarto$¢ wody zmniejsza si¢ wraz ze spadkiem wilgotnosci wzglednej (70—
85%) i wzrostem temperatury (65-85 C). Na Rys. 15B pokazano, ze warto$é¢ “Brix czosnku
fermentowanego byla nizsza niz w czosnku $wiezym i czarnym, co moze wskazywac na
wykorzystanie  niektérych szczepéw  drobnoustrojéw lub  rozpuszczenie substancji
rozpuszczalnych w zalewie,

A1w96 r B4% -

80% | Il

b
60% |
a0% |
20% |
0%

G

Rys. 15. Zawartos¢ wody (A) i wartosé °Brix (B) w réznych prébkach czosnkowych.

Water content

PG BG1 BG2 BG3 BG4

5.4.3 pH ikwasowo$é

Na Rys. 16 przedstawiono wartosci pH i kwasowosci réznych produktéw czosnkowych.
Wartos¢ pH czosnku swiezego i fermentowanego wynosita odpowiednio 7,63 = 0,03 oraz 3,89 +
0,17 (Rys. 16A). Kwasowosc¢ czterech probek czarnego czosnku miescita si¢ w zakresie od 3,98 +
0,02 do 4,67 + 0,05 mL/100 g suchej masy, co wskazuje, ze kwasowosé czarnego czosnku
przygotowanego w roznych warunkach cieplnych moze znacznie sie réznié¢. Chociaz réznice w

wartosciach pH migdzy czterema rodzajami czarnego czosnku nie byly istotne (Rys. 16A), to Rys.
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16B wskazuje na znaczace réznice w kwasowosci. Wartosé pH probki BG1 byla tylko o 14,6%
wyzsza niz w probce BG2, natomiast kwasowoé¢ BG2 byla az 2,93 razy wyzsza niz BGI.
Wskazuje to, ze rodzaje substancji kwasnych w réznych rodzajach czarnego czosnku moga sie
rozni¢, co prowadzi do zjawiska, w ktérym réznice pH sg niewielkie, ale rdznice w kwasowosci sg

bardzo duze.

Aer B 50

A 5 e

s} g 40

T 4 < £ 300

d m d d
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3k . | I! 2 'i
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FG PG BGl BG2 BG3 BG4 G PG BGI

Rys. 16. Wartos¢ pH (A) i kwasowos¢ (B) roznych probek czosnkowych.

5.4.4 Calkowita zawartos¢ polifenoli (TPC) i aktywnos¢ przeciwutleniajaca
Na Rys. 17 przedstawiono TPC oraz aktywno$é przeciwutleniajaca rdznych produktow
czosnkowych. TPC w czosnku swiezym i fermentowanym wynosila odpowiednio 933,9 + 10,4
oraz 181,6 = 3,4 mg GAE/100 g suchej masy (Rys. 17A). Zawarto$¢ TPC w czterech probkach
czarnego czosnku miescilta sie w zakresie od 2007,2 £ 34,7 do 2768,9 + 44,28 mg GAE/100 g
suchej masy. Ogélnie nie zaobserwowano duzych réznic w TPC pomiedzy réznymi prébkami
czosnku czarnego. Rysunki 17A i 17C wskazuja na silna korelacje pomiedzy zdolnoscig zmiatania
rodnikéw ABTS a zawartoscig TPC w réznych prébkach. Natorniast tendencje dla DPPH i FRAP
byly podobne, ale nie wykazywaly istotnej korelacji z TPC i ABTS. Najwyzsze wartosci DPPH i
FRAP odnotowano w prébce BG3, a najnizsze — w BG1. Wartosci DPPH i FRAP dla BG3 byly
odpowiednio o 46,7% i 70,5% wyzsze niz dla BG1. Rysunki B, C i D pokazuja, ze aktywnosé
przeciwutleniajaca czarnego czosnku byla znacznie wyzsza niz czosnku S$wiezego i
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fermentowanego. Zgodnie z Borek [25], AGE (ekstrakt z czosnku starzonego) dziala
przeciwutleniajaco poprzez zmiatanie reaktywnych form tlenu (ROS), wzmacnianie enzymow
przeciwutleniajgcych komérek, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza
glutationowa, oraz zwigkszanie poziomu glutationu w komdrkach. AGE hamuje peroksydacje
lipidéw, zmniejszajac uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjne i modyfikacje oksydacyjne LDL,
chronigc tym samym komérki srédbtonka przed uszkodzeniami prowadzgcymi do miazdzycy.
AGE hamuje aktywacj¢ oksydacyjnie indukowanego czynnika transkrypcyjnego NF-kappa B,
ktory ma znaczenie kliniczne m.in. w ekspresji gendéw wirusa HIV oraz w aterogenezie. AGE
chroni DNA przed uszkodzeniami i mutacjami powodowanymi przez wolne rodniki, hamuje
wieloetapowa kancerogeneze oraz zabezpiecza przed promieniowaniem jonizujagcym i
uszkodzeniami wywotanymi przez promieniowanie UV, w tym przed niektérymi formami
immunosupresji wywotanej UV. Moze réwniez chroni¢ przed utratg funkcji mézgu zwigzang ze
starzeniem i wykazuje dzialanie przeciwstarzeniowe — sugerowane przez poprawe funkcji
poznawczych, pamigci i dlugosci zycia w modelu myszy z przyspieszonym starzeniem. Wykazano
takze ochronne dzialanie AGE przed kardiotoksycznoscia doksorubicyny (leku
przeciwnowotworowego), przed toksycznym dzialaniem czterochlorku wegla (chemikalium
przemystowego) oraz paracetamolu {($rodka przeciwbdlowego) na watrobe. Znaczna liczba badan
eksperymentalnych potwierdza zdolno$¢ AGE do ochrony przed chorobami wywolanymi przez
stres oksydacyjny, ostrymi uszkodzeniami wynikajacymi ze starzenia, promieniowania i
ekspozycji na chemikalia, jak rowniez przed dlugofalowymi uszkodzeniami toksycznymi. Mimo
ze konieczne sg dalsze badania na ludziach, istnieja silne dowody naukowe na prozdrowotne

dziatanie AGE — w tym redukcj¢ ryzyka chordb sercowo-naczyniowych, udaru, nowotwordw,
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starzenia oraz ochrong komoérek moézgu przed uszkodzeniami oksydacyjnymi, zwigzanymi z

rozwojem choroby Alzheimera.
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Rys. 17. Calkowita zawartosc polifenoli (TPC) (A) oraz aktywnoé¢ przeciwutleniajgca mierzona
metodami DPPH (B), ABTS (C) i FRAP (D) w réznych prébkach czosnkowych.
5.5 Wlasciwosci fizykochemiczne liofilizowanego proszku czosnkowego
5.5.1 Proébki
Na Rys. 18 przedstawiono skréty nazw probek oraz sposob wstepnej obrobki czarnego czosnku
przed procesem liofilizacji. Czarne czosnki zostaly zmieszane z woda i zmielone do postaci pasty,
a nast¢pnie poddane liofilizacji. Przygotowano trzy rodzaje past z czarnego czosnku na podstawie

réznych proporcji dodatku wody: BGLP0.5, BGLP1 oraz BGLP3.
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Abbreviation Samples

FGLP Fresh Garlic Lyophilized Powder
PGLP Pickled Garlic Lyophilized Powder
BGLP0.5 Black Garlic Lyophilized Powder 1

{Add water 0.5 times (m:m) before lyophilization)

* N

BGLPI Black Garlic Iyophilized Powder 2
(Add water 1 times (m:m) before lyophilization)
BGLP3 Black Garlic Lyophilized Powder 3

(Add water 3 times {m:m) before lyophilization)

Rys. 18. Skroty probek liofilizowanego proszku czosnkowego.

5.5.2 Zawarto$c¢ ekstraktu ogélnego (°Brix), pH i kwasowosé

Na podstawie Rys. 19 moina zaobserwowac, ze warto$¢ °Brix oraz pH czarnego czosnku byly
nizsze niz w przypadku czosnku $wiezego i fermentowanego, natomiast jego kwasowosé byia
wyzsza. Wyraznie widag, ze nie wystapily istotne réznice w wartosciach °Brix, pH i kwasowosci
pomigdzy trzema rodzajami liofilizowanego proszku z czarnego czosnku, co wskazuje, ze lepkosé
pasty przed liofilizacjg nie miala wplywu na te parametry po procesie suszenia. Zgodnie z
wczesniejszymi badaniami, niskie pH i wysoka kwasowosé czarnego czosnku sg wynikiem reakcji
Maillarda zachodzacych podczas procesu starzenia. Prowadza one do zwigkszonej syntezy kwaséw
organicznych, takich jak kwas mrowkowy, bursztynowy, 3-hydroksypropionowy czy
pirolutaminowy — w wyniku utleniania grup aldehydowych w aldozach [29,44], lub do zwigkszenia

zawartosci kwasu octowego w wyniku degradacji heksoz [39].
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Rys. 19. Warto$¢ °Brix (A), pH (B) i kwasowos$¢ (C) prébek liofilizowanego proszku czosnkowego.

5.5.3 Calkowita zawarto$é polifenoli (TPC) i aktywnos$é przeciwutleniajgca

Procesy chemiczne zachodzace podczas dlugotrwalej obrébki cieplnej czosnku, prowadzace do
powstania czosnku czarnego, to giéwnie reakcje Maillarda [29,52], chemiczne utlenianie zwiazkéw
fenolowych [53] oraz zmiany w metabolizmie zwigzkdw siarkoorganicznych zawartych w czosnku
[54]. W ich wyniku powstajg zwigzki nieobecne w czosnku biatym oraz zwieksza sie zawarto$é
skladnikow bioaktywnych obecnych w §wiezym, nieprzetworzonym czosnku, takich jak zwigzki
polifenclowe. W zwigzku z tym w niniejszym badaniu przeanalizowano TPC i aktywno$¢
przeciwutleniajaca roznych produktéw czosnkowych, a uzyskane wyniki przedstawiono na Rys.
20. Jak wyraznie pokazuje Rys. 20, liofilizowane proszki z czarnego czosnku, do ktérych przed
liofilizacjg dodano wigcej wody, charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoscia TPC oraz silniejsza
aktywnoscia przeciwutleniajacg. Wynik ten moze sugerowac, ze wiekszy dodatek wody sprzyjat

zatrzymaniu zwiazkow polifenolowych w trakcie procesu liofilizacji.
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Rys. 20. Catkowita zawartos¢ polifenoli (TPC) (A) oraz aktywnos¢ przeciwutleniajgca oznaczona

metodami DPPH (B), ABTS (C) i FRAP (D) w probkach liofilizowanego proszku czosnkowego.
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5.5.4 Charakterystyka wlasciwosci fizycznych proszkéw

Preparaty czosnku liofilizowanego zbadano wzgledem parametrow fizycznych charakteryzujacych
proszki takich jak: aktywnosé wody, higroskopijnosé, gestosé nasypowa; wyznaczono izotermy
sorpcji. Wyniki przedstawiono w tabeli 6 i na rysunku 21.

Tabela 6. Charakterystyka fizykochemiczna liofilizowanego czosnku fermentowanego i czosnku

czarnego w postaci proszkow

probka Czosnek Czosnek czarny

Paramot fermentowany liofilizowany
liofilizowany

Zawartos¢ wody (%) 5,93 + 0,08 9,20+ 0,11

Higroskopijnos¢ po 24 h, a,=0,75 | 18,65+ 0,18 19,13 + 0,08

(g H20/100 g s.5.)

Higroskopijnosé po 48 h, aw=0,75 | 23,64 + 0,01 24,30 = 0,02

(g H20/100 g s.5.)

Gestos¢ nasypowa pioose (g/ml) 0,38 £0,01 0,41+ 0,01

Gestosé nasypowa ubita pupped 0,57 = 0,01 0,56 £ 0,05

(g/ml)

Aktywnos¢ wodna 0,253 + 0,004 0,285 £ 0,002

8w

Otrzymane w wyniku suszenia sublimacyjnego proszki - preparaty czosnku czarnego i kiszonego
roznily sie pod wzgledem wlasciwosci fizykochemicznych, zaréwno aktywnosé wody jak
higroskopijnos¢ preparatu z czosnku czarnego byla wyzsza niz czosnku kiszonego. Wynika to
miedzy innymi z wyzszej wilgotnosci proszku. W przypadku obydwu preparatow uzyskano
zblizony przebieg izoterm adsorpcji pary wodnej. Wskazuje to na potrzebe zachowania

odpowiednich warunkéw podczas przechowywania i konfekcjonowania tych produktéw.
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Rysunek 21. lzotermy adsorpcji pary wodnej (metoda DVS) proszkéw otrzymanych z
liofilizowanego czosnku kiszonego (oznaczonego W i liofilizowanego czosnku kiszonego
(oznaczenie B)

Parametry fizykochemiczne otrzymanych preparatéw-proszkow z liofilizowanego czosnku
kiszonego i czamego mozna oceni¢ jako dobre, to jest umozliwiajace przechowywanie i

dystrybucj¢ produktow.

5.6 Wlasciwosci fizykochemiczne czosnku fermentowanego réoznymi szczepami bakterii
(pojedyncze szczepy)
5.6.1 pH i kwasowo§é
Zbadano wartos¢ pH i kwasowos$¢ czosnku fermentowanego réznymi pojedynczymi szczepami
bakterii, a wyniki przedstawiono na Rys. 21. Najnizszg wartosé¢ pH oraz najwyzsza kwasowosé

zaobserwowano w probee F2 (Lacticaseibacillus casei) — odpowiednio 3,04 = 0,56 i 373,2 + 43,0
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mL/100 g suchej masy. Najwyzszg wartos¢ pH oraz najnizsza kwasowos¢ odnotowano w probee
F3 (Pediococcus pentosaceus) — odpowiednio 6,38 + 0,40 i 143,5 £ 50,1 mL/100 g suchej masy.
Najwyzsza wartos¢ pH byta o 52,3% wyzsza niz najniZsza, natomiast najwyzsza kwasowosc byla
o 61,5% wyizsza niz najnizsza, co sugeruje, ze szczepy bakteryjne maja istotny wplyw na proces
fermentacji czosnku. Boonpeng, er al. [55] podaja, ze warto$¢ pH $wiezego i komercyjnego czosnku
fermentowanego wynosita odpowiednio 6,09 + 0,05 oraz 3,89 + 0,27, co jest zgodne z naszymi
wynikami. Nizsze pH czosnku fermentowanego w poréwnaniu do swiezego wynika z obecnosci

kwasow organicznych.
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Rys. 21. Wartosé pH (A) i kwasowosé (B) probek czosnku fermentowanego pojedynczymi szczepami
bakterii.
5.6.2 Zawarto$¢ wody i ekstraktu ogélnego (°Brix)

Zbadano zawartos¢ wody oraz ekstraktu ogdlnego (°Brix) w czosnku fermentowanym réznymi
pojedynczymi szczepami bakterii, a wyniki przedstawiono na Rys. 21. Zawartos¢ wody w
probkach fermentowanych przez pojedyncze szczepy miescita si¢ w zakresie od 77,2 £ 0,32% (F1)
do 81,5 £+ 0,07% (F8), natomiast wartos¢ °Brix od 1,43 (F3) do 1,80 (F4). Rdznice te wynosily
jedynie 4,3% w przypadku zawartosci wody oraz 0,37 jednostki °Brix, co wskazuje, ze fermentacja
roznymi szczepami bakterii ma niewielki wptyw na zawartos¢ wody i rozpuszczalnych substancji

statych w czosnku. Wyniki te sa nieco nizsze niz dane podane przez Boonpeng, Siripongvutikom, Sae-
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Wong and Sutthirak [55], ktérzy stwierdzili, ze zawartos¢ wody w komercyjnym czosnku

fermentowanym wynosi 84,57 £ 0,09%.
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Rys. 22. Zawartos¢ wody (A) i wartos¢ °Brix (B) prébek czosnku fermentowanego pojedynczymi
szczepami bakterii.

5.6.3 Calkowita zawartos¢ polifenoli (TPC) i aktywnosé przeciwutleniajgca

Calkowita zawartos¢ polifenoli (TPC) oraz zdolno$¢ przeciwutleniajacg prébek
fermentowanych pojedynczymi szczepami przedstawiono na Rys. 23. Zawartos¢ TPC we
wszystkich probkach miescita si¢ w zakresie od 87,2 + 3,3 do 152,6 + 4,9 mg GAE/100 g suchej
masy. Ogdlnie nie zaobserwowano istotnej korelacji miedzy aktywnoscig przeciwutleniajaca
roznych probek a zawartoicia TPC, podobna sytuacja wystgpita w przypadku testu FRAP.
Natomiast wyniki testu ABTS byly zupetnie inne — wystapily wyraZne réznice pomiedzy prébkami.
Najwyzsza wartos¢ ABTS odnotowano w probee F3 (469,5 £ 11,0), co jest prawie 10 razy wiecej
niz najnizsza warto$¢ w probce F8 (49,0 £ 4,2). Wedtug Boonpeng, Siripongvutikorn, Sae-Wong and
Sutthirak [55], test ABTS moze by¢ stosowany do oznaczania zardwno zwigzkéw hydrofilowych,
jak i lipofilowych, natomiast test DPPH stuzy gléwnie do oceny mniej hydrofilowych zwigzkéw.
Ponadto test FRAP pozwala analizowaé jedynie zdolnos¢ do przenoszenia elektronéw przez
zwiazki w warunkach kwasnych [56], co oznacza, ze zwigzek aktywny dostarczat elektronéw do

redukcji Fe’* do Fe?*. Wartoé¢ FRAP w czosnku fermentowanym byla znacznie wyzsza niz w

46



czosnku swiezym, co moze wynika¢ z obecnosdci innych zwigzkéw powstajacych podczas

fermentacji i/lub dziatania kwasu octowego jako przeciwutleniacza.
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Rys. 23. Catkowita zawartosc polifenoli (TPC) {A) oraz aktywnos¢ przeciwutleniajgca mierzona testami
DPPH (B), ABTS (C) i FRAP (D) w prébkach czosnku fermentowanego pojedynczymi szczepami
bakterii.

5.7 Wilasciwosci fizykochemiczne czosnku fermentowanego réznymi szczepami mieszanymi

Wiadciwosel fizykochemiczne probek czosnku fermentowanego mieszanymi szczepami
przedstawiono na Rys. 24. Na Rys. 24A i B pokazano odpowiednio wartosci pH i kwasowosci
probek czosnku fermentowanego szczepami mieszanymi. Warto$é pH prébki M2 (L. lactis + P.
pentosaceus) byla istotnie wyzsza niz w pozostalych prébkach, natomiast jej kwasowos¢ byla
istotnie nizsza. Poza probka M2, wartosci pH innych prébek nie roznity sie istotnie, Jesli chodzi o
zawarto$¢ wody (Rys. 24C), nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy probkami M1, M2 i M4,
jednak wszystkie te probki wykazywaly wyzszg zawarto$é wody niz probka M3 (L. plantarum +
P. pentosaceus). Na Rys. 24D przedstawiono zawarto$¢ substancji rozpuszczalnych (°Brix) w

probkach czosnku fermentowanego mieszanymi szczepami — wartosci “Brix malaty kolejno od
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M1 do M4 (od maksymalnie 1,51% do minimalnie 1,24%). Na Rys. 24E, F, G i H pokazano
odpowiednio TPC, DPPH, ABTS i FRAP prébek czosnku fermentowanego mieszanymi szczepami.
Catkowita zawartos¢ polifenoli (TPC) miescila si¢ w zakresie od 94,7 = 4,8 do 174,8 + 5,6 mg
GAE/100 g suchej masy. Zauwazalna byla wyrazna korelacja pomiedzy testem DPPH a TPC,
natomiast zjawisko to nie wystapito w przypadku testow ABTS i FRAP, co moze wynika¢ z réznic
w zasadach dziatania tych metod oznaczania aktywnosci przeciwutleniajacej. Kim, et al. [57]
zastosowali technike chromatografii cieczowej sprzgzonej z putapka jonowa i spektrometriag mas
(MS) do ilosciowej analizy 11 zwigzkow siarkoorganicznych podczas fermentacji czosnku i
zbadali zmiany ich skladu. Wyniki wykazaly, ze zawartos¢ peptydéw y-glutamylowych w
fermentowanym czosnku blanszowanym spadla, podczas gdy zawarto$¢ zwigzkow
syntetyzowanych z peptydow y-glutamylowych do S-allyl cysteiny znacznie wzrosta. Ponadto, w
procesie produkcji czosnku fermentowanego mozliwe jest selektywne zastosowanie kultur
starterowych w celu zwigkszenia pozadanej zawartosci zwiazkéw siarkoorganicznych. Jest to
zgodne z naszymi wynikami — rodzaj i zawartos¢ zwigzkow siarkoorganicznych w prébkach
czosnku fermentowanego réznymi szczepami bakterii réznig sie, co rOwniez wplywa na aktywnosé

przeciwutleniajaca fermentowanego czosnku.
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Rys. 24. Warto$¢ pH (A), kwasowosic (B), zawarto$¢ wody (C), wartosé °Brix (D), catkowita zawarto$é
polifenoli (TPC) (E), oraz aktywnos¢ przeciwutleniajgca oznaczona metodami DPPH (F), ABTS (G) i

FRAP (H) w prébkach czosnku fermentowanego mieszanymi szczepami bakterii.

5.8 Jako$¢ mikrobiologiczna i wlasciwosci fizyczne czosnku fermentowanego

W celu okreslenie jakosci mikrobiclogicznej czosnku surowego wykonano posiewy na
podstawowe podloza mikrobiologiczne. Wyniki charakterystyki mikrobiologicznej czosnku
surowego i bedacych efektem badar liofilizatéw czosnku kiszonego i czarnego przedstawiono w

tabeli 5.
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Tabela 5. charakterystyka mikrobiologiczna czosnku surowego i proszkéw z liofilizowanego

czosnku fermentowanego i czosnku czarnego

Mikroorganizmy: | Rodzaj préby, liczba drobnoustrojéw(j.t.k./g]
Czosnek surowy | Liofilizat Liofilizat Liofilizat
! czosnku czosnku | czosnku
| surowego kiszonego czarnego
! liczba drozdz
. =4 1,2 x 10! nw. n.w. n.w.
i ]
liczba bakterii 1,2 x10° 1,2x10! 5,8x10° 1,9 x 10!
mlekowych +0,2 x10° + 0,2x10° + 0,8 x10° = 0,1x10!
) i 1,6 x10° 1,0x10" n.w. 1,0x10’
liczba plesni
+ 0,5 x10° * 0,0 + 0,2x10’
liczba bakterii
$luzowych 4,0 x10! 1,2x 10!
n.w. n.w
zrodz. + 0,10 x10! +0,2x10
Leuconostoc
liczba 3,0 x 10 1,2 x10!
n.w. n.w.,
Bacillus subtilis + 0,0 n.w.
liczba bakterii
| 4,0 x 10! 3,0x 10 1,2x10! 1,2x10!
przetrwalnikujacyc
; +0,1x101 % 0,3x10! +0,1x10’ +0,1x10!
liczba bakterii 3,1x10°
6,0x10° 1,6 x 107
rodziny +0,4x10° n.w.
+0,5x10° +0,45x10°
Enterobacteriaceae z gr. coli

n.w. — nie wykryto

Analiza mikrobiologiczna czosnku wykazata ogolnie niski poziom obecnosci drobnoustrojéw
reprezentujgcych poszczegélne grupy, w tym réwniez bakterii fermentacji mlekowej (LAB); ich
liczebnosé osiggata 10° j.t.k./g, natomiast zawartos¢ plesni réwniez pozostawata na poziomie 10°

jtk./ml, obecne byly takze bakterie niepozadane tj. z rodzaju Bacillus. Niska liczebnosé i

50



réznorodnos¢ LAB, przy réwnoczesnie znanym oddziatywaniu antybakteryjnym wyciagow z
czosnku, sugeruje, ze czosnek nie jest odpowiednim surowcem do prowadzenia spontanicznej
fermentacji mlekowej ikiszenia). Jest to zwiazane z antymikrobiologicznym oddziatywaniem
czosnku. Wyniki wielu badan potwierdzity, ze ekstrakty z czosnku wykazuja wlasciwosci
antybakteryjne i przeciwgrzybicze (El-Sayed i in., 2017, Liiin., 2016, Sungiin., 2014, Tsao i Yin,
2001). W efekcie izolacji szczepow bakterii fermentacji mlekowej z czosnku surowego otrzymano
izolaty bakterii z gatunkéw Leuconostoc paramesenteroides (o symbolu 790 9) i sklasyfikowany
jako Levilactobacillus brevis iozolat symbolu ZFB 144. W przypadku izolacji z czosnku
poddanego fermentacji spontanicznej bakterii stwierdzono obecnosé bakterii przetrwalnikujacych
z gatunku Bacillus licheniformis/paralicheniformis oraz Bacillus subtilis.

Biorgc pod uwage niska bioréznorodnosc¢ bakterii naturalnie bytujacych na czosnku oraz na
podstawie danych literaturowych dotyczacych fermentacji mlekowej warzyw do wstepnych badan
obejmujacych kiszenie z inokulum bakteryjnym zostaly wigczone szczepy bakterii wyizolowane
uprzednio z naturalnie fermentujacych srodowisk roslinnych (ogérki, jabtka i zakwasy z
jgczmienia, owsa, scharakteryzowane uprzednio i ocenione jako potencjalnie przydatne do kiszenia
i/lub wykazujace potencjalng probiotycznosé tj.: L.rhamnosus KKP 829, Weisella cibaria KKP
2043p, Lactiplantibacillus plantarum KKP 2035p, Lactiplantibacilius leczny, plantarum KKP
1811. Zdolno$¢ poszczegolnych szczepéw bakterii do wytwarzania kwasow organicznych i innych
metabolitéw wplywa na mozliwos¢ opanowania $rodowiska przez bakterie i wiasciwosci smakowe
oraz trwalosé kiszonek. Metabolity powstajace podczas fermentacji powoduja obnizenie pH
produktu i zabezpieczaja przed rozwojem niepozadanych drobnoustrojéw (bakterii gnilnych i

mastowych). Jakkolwiek nie ma okreslonych norm w zakresie oceny kiszonego czosnku to
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wiadomo, ze smak i zapach kiszonki powinien by¢ charakterystyczny dla proceséw fermentacji
mlekowej, czyli lekko mleczny, ostry, kwasny i stony, bez obcych nut smakowych i zapachowych.
W tabelach 2 i 3 przedstawiono charakterystyke bakterii wytypowanych do kiszenia- izolaty z
czosnku i szczepy ze srodowisk roslinnych.

Tabela 6. Charakterystyka bakterii wytypowanych do kiszenia czosnku — wzrost w podtozu

MRS w temperaturze 30°C
Gatunek i symbol/oznaczenie szczepu Pochodzenie | Wzrost w podlozu MRS
bakterii zrodlo izolacji | po24 h
Lactiplantibacillus plantarum KKP 1811 owoce 7.8 x108+0,24 x 108
fermentowane
Leuconostoc lactis 1.2 warzywa 1,2x 108+ 0,40 x 108
Pediococcus pentosaceus ZF 183 owoce 45x108+0,34 x 10°
fermentowane
warzywa 1,4 x 108+ 0,24 x 108
Weisella cibaria KKP 2043p fermentowane
czosnek 6,5x 108 +32, x 108
Leuconostoc paramesenteroides 790 (9)
Leuconostoc citreum 106 maka zytnia | 7,8 x 108+ 0,10 x 10®
Lactiplantibacillus plantarum KKP 2035p | maka 4,4x 108022 x 108
jeczmienna
Latilactobacillus curvatus 750 (14) maka zytnia 8,4x 107+ 0,24 x 107
Lacticaseibacillus casei ZFB 121 fermentowany | 2,20 x 10® £ 0,14 x 108
tubin
Levilactobacillus brevis ZFB 144 czosnek 2,28 x 108 + 0,20 x 108
Leuconostoc mesenteroides JEIIF owoce 7,32 x 108 +£0,24 x 108
fermentowane
Lactococcus lactis 104 Maka pszenna | 3,22 x 108 £ 0,16 x 108
Companilactobacillus crustorum R XI Lc 2 | maka owsiana | 8,84 x 10’ £ 0,82 x 107
Lacticaseibacillus rhamnosus KKP 829 winogrona 7,06 x 107 £ 0,10 x 107
Latilactobacillus curvatus KKP 1812 fermentowane | 1, 1 x 108+ 0,23 x 108
warzywa
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Tabela 7. Ocena zdolnosci szczepéw bakterii do syntezy kwaséw organicznych w podtozu MRS

Gatunek i Biosynteza kwaséw organicznych g/l

symbol/oznaczenie

szczepu bakterii mlekowego | octowego | propio- masfowy 1,2

nowego propanodiol

Lactiplantibacillus 13,72 2,46 0,18 0 0

plantarum KKP 1811 + 1,08 + 0,30 =0,00

Leuconostoc lactis L2 15,47 2,36 0,28 0 0
+0,16 + 0,37 + 0,01

Pediococcus pentosaceus | 19,97 5,03 0,68 0 0

ZF 183 +0,12 +0,12 + 0,01

Weisella cibaria KKP 7,68 3,81 0,23 1,36 0

2043p + 0,36 + 0,04 + 0,01 +0,16

Leuconostoc 7,32 3,04 0,31 1,55 0

paramesenteroides 790 + 0,06 +0.13 + 0,01 + 0,08

9

Leuconostoc citreum 106 | §,11 3,50 0,33 1,66 0
+ 0,06 + 0,08 + 0,02 + 0,02

Lactiplantibacillus 12,04 2,70 0,48 0,11 0

plantarum KKP 2035p |[£0,11 +0,13 = 0,01 = 0,03

Latilactobacillus 7,05 3,39 0,25 0,36 0

curvatus 750 (14) +0,13 +042 + 0,04 + 0,03

Latilactobacillus 13,44 4,86 0,46 0 0

curvatus +0,31 +0,23 + 0,02

KKP1812

Lacticaseibacillus casei | 14,21 2,83 0,41 0 0

ZFB 121 +0,15 +0,32 = 0,30

Levilactobacillus brevis | 9,23 4,10 0,39 1,29 0,28

ZFB 144 + 0,45 0,30 + 0,01 + 0,01 + 0,01

Leuconostoc 15,795 5,05 0,47 0,53 0

mesenteroides JEIIF +0,18 + 1,06 £ 0,01 = 0,00

Lactococcus lactis 1L04 13,82 6,04 0,57 1,045 0
+ 0,27 + 0,23 + 0,03 + 0,09

Companilactobacillus 12,34 4,15 0,56 0 0

crustorum R XI Lec 2 +0,36 +0,18 + {0,035

Lacticaseibacillus 9,04 + 3,61 0,39 0 0

rhamnosus KKP 8§29 +=0,13 +0,15 ={,01

W pierwszym etapie badan nad doborem kultury starterowej do kiszenia czosnku wykonano
kiszonki z wszystkimi szczepami bakterii wyizolowanymi i wytypowanymi sposrod bakterii
pochodzacych ze srodowisk ro$linnych — warzyw i zb6z. Kryterium doboru stanowita oczekiwana

zdolnos$¢ wzrostu w czosnku, w obecnosci allicyny, a takze zdolno$é do i syntezy metabolitéw
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wplywajacych na wlasciwosci sensoryczne produktéw kiszonych. Dotyczy to bakterii
heterofermentacyjnych syntetyzujacych m.in. diacetyl.

Brane byly rowniez pod uwagg inne wlasciwosci bakterii mogace determinowaé dominacje w
Srodowisku podczas kiszenia czosnku jak wytwarzanie egzopolisacharydéw (eps) w przypadku
bakterii Leuconostoc i Weissella, halofilno$¢ (w przypadku Companilactobacillus crustorum).
Proby obejmowaty réwniez zréznicowany dodatek soli w zalewie oraz zréznicowang temperature
zalewy tj. 30°C lub 85 °C. Ponadto wykonano proby polegajace nad doborem dodatkéw
smakowych — przypraw. Wykonane z dodatkiem przypraw kiszonki nie znalazty jednak uznania
panelu ekspertéw oceniajacych ich walory organoleptyczne. Znacznie wyzej oceniono kiszony
czosnek otrzymany bez dodatkéw smakowych. W sprawozdaniu umieszczono przykladowe
wyniki obrazujace efekty zastosowania zréznicowanych inokulum bakterii. Wyniki oceny
produktéw kiszenia czosnku z zastosowaniem inokulum poszczegdlnych szczepéw bakterii
mlekowych przedstawiono w tabeli 8. oraz na rysunku 25.

Tabela 8. Wptyw kultur starterowych bakterii na oceng organoleptyczna kiszonego czosnku

Gatunek i Ocena organoleptyczna
symbol/oznaczenie Ocena
szczepu bakterii Ocena opisowa hedoniczna
Lactiplantibacillus Smak i zapach typowy dla kiszonych warzyw,
plantarum KKP smak czosnku pozostaje rozpoznawalny, 8,2
1811 chrupiaca konsystencja
Leuconostoc lactis Bardzo przyjemna nuta kwasno mleczna, 8.0
L2 orzechowa .
Pediococcus Smak mocno kwasny, dominujacy tez w zapachu, 74
pentosaceus ZF 183 nuta octowa ;
Weisella cibaria Zapach typowy dla kiszonek,.ale wyrazny. Mgtna
KKP 2043p zalewa, w snpaku mato uklszo_ny. Za]ewa. ) 7,0
zapachu kwiatowym. Kolor bialy, chrupie.
Leuconostoc W smaku dominuje kiszonka, stabo wyczuwalny
paramesenteroides czosnek. Smak nie za ostry, lekko fasolowy, 5,8
790 (9) mdiy. Czosnek twardy. Kolor biaty.
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Leuconostoc

Smak czosnkowo-ogérkowy, nuta ,,mydlana" w

citreum 106 smaku i zapachu =
Lactiplantibacillus . , . .
plantarum KKP Smak i zapcz;lch wyerazsrueC lzcl\]wasny, matlo 6,7
2035p arakterystyczny
Latilactobacillus | Ostry smak, kwasny z obcg nuta, nieco mydlany, 4.9
curvatus 750 (14) chemiczny. ’
Lacticaseibacillus Wyraznie kwasny smak, ,kapusciany”, mato 5
casei ZFB 121 charakterystyczny, nuty chemiczno-kwiatowe ’
Levilactobacillus Bardzo kwasny smak i zapach, octowa i mdia 59
brevis ZFB 144 nuta ’
Leumnos{oc Delikatny smak, dominuje czosnek ale
mesenteroides tagodzon 6,6
JEIIF Zingodzony
Lactococcus lactis Srednio ukiszony smak i zapach czosnku , 6.4
L04 charakterystyczny dla kiszonych warzyw ’
Companilactobacill
us crustorum R XI Maly stopien ukiszenia, smak mdty 4,7
Lc2
Lacticaseibacillus
rhamnosus KKP | Delikatnie ukiszony, obce nuty chemiczne, aceton 4.4
1829
Kiszenie . ,
sponitaniczne Zapach kwasny,.wyraz.ne nuty kwasu mastowego, 24
nieprzyjemny, ostry
Latilactobacillus | Ostry smak, kwasny z obca nutg, nieco mydlany, 51
curvatus KKP 1812 ?

chemiczny.
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Wplyw inokulum szczepu bakterii na wlasciwosci organoleptyczne

czosnku kiszonego
barwa

9.0 z. mleczno-
8,0 kwaskowy

K.twarda

k.chrupka z. czosnku
s.orzechowy 2. ogérkowy
k. migkka z.slana
s. slony 2.0bcy

s. gorzki s.czosnku

s. kwasny

szczepow bakterii mlekowych

szczep ten jest zdolny do syntezy propanodiolu.

56

w50 9

— 1812
—SpONtaniczna
—

—t 06
s Z7F 183
e—7F 144
w— ||E

e KKP2035
K KP2042
m——KKP1812+L2
w—7F 183+12

Rysunek 25. Ocena organoleptyczna czosnku kiszonego z zastosowaniem kultur starterowych

Wyniki analizy syntezy kwasdéw organicznych przez bakterie oraz ocena organoleptyczna
kiszonego czosnku wykonanego z uzyciem inokulum bakterii fermentacji mlekowej pozwolita na
dokonanie wyboru najlepszych wariantéw kultur starterowych. W przypadku niektdrych szczepow
bakterii dyskryminujacy byt obcy posmak, okreslany przez oceniajgcych jako chemiczny,
acetonowy, mydlany jak np. Latilactobaciilus curvatus KKP 1812, a w przypadku szczepu
Leuconostoc paramesenteroides 790 (9) jako fasolowy. Niekiedy smak okreslano po prostu jako
zbyt ostry, octowy- Leuconostoc citreum 1.06. W przypadku szczepu Levilactobacillus brevis ZFB

144 niska ocena organoleptyczna mogla wynikaé z obecnosci kwasu octowego i maslowego,



Badanie zawartosci kwasdéw wykonano w kiszonkach otrzymanych z wybranymi kulturami

starterowymi potwierdzito obecnosé kwasu mastowego w czosnku fermentowanym z udzialem

szczepu Levilactobacillus brevis ZFB 144, obecnos¢ kwasu stwierdzono uprzednio w podtozu

MRS.

Tabela 9. Zawartos¢ kwasow organicznych w kiszonym czosnku otrzymanym z réznymi kulturami

starterowymi
Lacticaseibaci | Levilactobacil | Lactococc | Pediococc | Pediococe | f.
llus lus brevis us lactis | us us spontanicz
rhamnosus ZFB144 104 pentosace | pentosace | na
KKP829 us us
ZF183 ZF183 +
Leuconost
oc lactis
L2
kwas 15,95 8,01 15,43 22,63 22,93 17,67
mlekowy
[e/]
SD 0,42 0,08 0,30 0,40 0,02 1,04
kwas 2,51 6,33 0,59 1,84 1,90 2,00
octowy
[g/1]
SD 0,06 0,09 0,06 0,11 0,04 0,35
kwas 0,765 3,24 0,485 1,215 1,215 1,11
propiono
wy [g/1]
SD 0,06 0,06 0,02 0,04 0,04 0,01
kwas 0 8,725 0 0 0 0
mastowy
| [2/1]
SD 0 0,05 0 0 0 0

SD-odchylenie standardowe

Analizujac zawartosci kwaséw organicznych w kiszonym czosnku mozna zauwazyé, ze wyraznie

wyzsze wartosci kwasu mlekowego wystepuja w kiszonkach niz w podtozu MRS, co swiadczy o

niezakléconym metabolizmie bakterii i dostgpnosci substratu weglowodanowego.
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Rysunek 26. Ocena fizykochemiczna -pH i kwasowosé probek czosnku kiszonego

Ocena fizykochemiczna kiszonek wykazata zroznicowanie ich pH i kwasowosci w zaleznosci od
zastosowanego inokulum bakterii. Wartosci pH miescily sie w zakresie od 3,2 do 4,6, jedynie w
przypadku czosnku otrzymanego z Levilactobacillus brevis ZFB 144 pH bylo wyzsze i wynosito
5,9, natomiast w przypadku kiszenia spontanicznego pH czosnku zblizone do obojetnego
wskazywalo na to, ze kiszenie nie mialo miejsca.

Kiszonki otrzymane z poszczegdinymi kulturami starterowymi poddano badaniu mikrobiomu
bakteryjnego tj. analizie DNA z zastosowaniem starterow reakcji 341F i 805R do amplifikacji
regionu V3-V4 genu 16S rDNA. Wyniki sekwencjonowanie metagenomowego przedstawiono na
rysunkach 16 i 17 (wyniki przykladowe na poziomie rodzaju i gatunku bakterii).

Na rysunku 16 i 17 przedstawiono skiad mikrobioty kiszonego czosnku otrzymanego przy uzyciu
kultur starterowych- inokulum skladajacego si¢ z pojedynczych szczepow bakterii mlekowych, a

takze czosnku kiszonego spontanicznie. Analiza wynikow pozwala na stwierdzenie, ze tylko
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zastsowanie inokulum wplywa pozytywnie na sklad mikrobioty bakteryjnej czosnku kiszonego
eliminujgc niepozadane gatunki. Obecno$¢ bakterii z rodzaju Enterococcus stwierdzono jedynie w
przypadku kiszenia spontanicznego oraz kiszenia z udziatem szczepu Leuconostoc citreum L06.
We wszystkich prébach obecne byly, chocby w niewielkim procencie Lactiplantibacillus. Rodzaj
Leuconostoc  zidentyfikowano w  prébach  zaszczepionych kulturami starterowymi

Lc.paramesenteroides 790 9, Weissella cibaria KKP 2043, Lb.plantarum KKP 2033.
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Rysunek 27. Analiza mikrobioty czosnku kiszonego z zastosowaniem kultur starterowych bakterii

fermentacji mlekowej, identyfikacja do rodzaju bakterii
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Rysunek 28. Analiza mikrobioty czosnku kiszonego z zastosowaniem kultur starterowych bakterii
fermentacji mlekowej, identyfikacja do rodzaju bakterii

Bakterie nalezgce do rodzaju Pediococcus zidentyfikowano jedynie w kiszonce otrzymanej z
kulturg P. pentosaceus ZF 183.

Identyfikacja do poziomu gatunku (rysunki 27 i 28) wykazala, ze szczepy bakterii wprowadzone
do inicjowania fermentacji czosnku jako inokulum nie we wszystkich przypadkach sa w stanie
zdominowac srodowisko kiszonki, jednak zawsze nadaja fermentacji mlekowej wiasciwy przebieg
stwarzajgc warunki, poprzez zakwaszanie srodowiska, dla nastgpstwa gatunkéw typowego dla
fermentacji. Bakterie przetrwalnikujace z rodzaju Clostridium wykryto w kiszonym czosnku
otrzymanym z Leuconostoc paramesenteroides 750 9, Leuconostoc citreum 106, kiszonce

spontanicznej, W wielu probach byly obecne bakterie rodzaju Pantoea bakterie wystepujace
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powszechnie na roslinach, wedtug starszej klasyfikacji gatunek zaliczany byt m.in. do

rodzaju Erwinia (jako Erwinia herbicola).
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Rysunek 29. Analiza mikrobioty czosnku kiszonego z zastosowaniem kultur starterowych bakterii
fermentacji mlekowej, identyfikacja na poziomie gatunku bakterii

Efektywne pod wzgledem zasiedlenia srodowiska kiszonego czosnku byly bakterie z rodzaju
Lactobacillus 1 w mniejszym stopniu Pediococcus. W przypadku zastosowania kultur
zawierajagcych bakterie z Lactiplantibacillus plantarum Pediococcus pentosaceus Leuconostoc
mesenteroides, , ich obecnosé potwierdzono w kiszonce. Nie potwierdzono natomiast obecnosci
gatunku wprowadzonego z inokulum w przypadku Weissella cibaria KKP 2043, Leuconostoc
citreum 06, Latilactobacillus curvatus 750 14, niski udziat gatunku, okoto 1% w puli metagenomu

stwierdzono w przypadku kultur starterowych Leuconostoc paramesenteroides 750 9. W
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kiszonkach inokulowanych Levilactobacillus brevis ZF144 wykazano obecnoéé tego szczepu na
poziomie ok 25% puli metagenomu bakterii , jednak szczep ten nie zostal wlaczony do kultur

starterowych ze wzgledu na niskg ocene organoleptyczna.
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Rysunek 30. Analiza mikrobioty czosnku kiszonego z zastosowaniem kultur starterowych bakterii
fermentacji mlekowej, identyfikacja na poziomie gatunku bakterii

Zaobserwowano natomiast , ze Leuconostoc lactis L2, zastosowany jako monokultura, wpltywal
korzystnie na cechy organoleptyczne kiszonek, pomimo Ze nie identyfikowano go w metagenomie
kiszonego czosnku. Natomiast w przypadku zastosowania kultur mieszanych, dwuskfadnikowych
sktadajacych si¢ z Leuconostoc lactis L2 i Pediococcus pentosaceus 183 oraz Leuconostoc lactis
L2 i Lactiplantibacillus palntarum KKP1811 zidentyfikowano obecnos¢ Leuconostoc w ilosci od

9,3 do 15,8 % puli bakterii. Mozna wnioskowac zatem , ze dobrane do kultury starterowej szczepy
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bakterii wspéttworzg uzupetniajace sig konsorcjum, czego efektem jest prawidtowo przebiegajaca
fermentacja, prowadzaca do powstania dobrze ocenianego pod wzgledem organoleptycznym

produktu.
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6. Whioski

W niniejszym badaniu przeanalizowano wlasciwosci fizykochemiczne czosnku $wiezego,

czarnego oraz fermentowanego. Otrzymane wyniki pozwalaja sformutowaé nastgpujgce wnioski:

(D

@)

Zawartos¢ wody w czosnku czarnym jest znacznie niZzsza niz w czosnku swiezym i
fermentowanym, co wynika z utraty wody podczas dlugotrwalego ogrzewania. Co ciekawe,
stopien utraty wody zalezy od warunkdw grzania. Warto$¢ pH czarnego i fermentowanego
czosnku jest podobna i wyraZnie nizsza niz w przypadku czosnku $wiezego, natomiast ich
kwasowos$¢ jest znacznie wyzsza. Jesli chodzi o zawartos¢ polifenoli i aktywnos$é
przeciwutleniajacg, czosnek czamy wykazuje zdecydowanie wyzsze TPC i aktywnosé
przeciwutleniajacag niz pozostate probki. Moze to wynikac z faktu, ze podczas
przygotowania czosnku czarnego dochodzi do wzrostu zawartosci polifenoli oraz
powstawania innych substancji przeciwutleniajacych.

Allicyna jest gtéwnym zwiazkiem odpowiedzialnym za prozdrowotne wiasciwosci czosnku
surowego, jednak jest niestabilna i tatwo ulega rozkladowi. Podczas procesu przygotowania
czarnego czosnku, allicyna ulega przemianie, w wyniku czego powstaje SAC — gléwna
substancja aktywna w czosnku czarnym. Opracowano metode oznaczania allicyny z
wykorzystaniem UPLC - jako faz¢ ruchomg zastosowano mieszaning metanol: woda (50:50,
v:v), z szybkoscig przeptywu 0,2 mL/min. Temperatura komory probkowej wynosita 4 C,
a temperatura kolumny 28 C. Objetos¢ wstrzyknigcia wynosita 10 pL, a czas analizy - 3
min. Otrzymano krzywa wzorcows allicyny: y = 16584x (R? = 0,9996). Czas retencji
allicyny wynosit 1,49 min. Test odzysku wzorca wykazal, ze metoda ta jest dokladna i
wiarygodna. Granica wykrywalnosci (LOD) wynosita 0,65 mg/L, a granica oznaczalnosci

(LOQ) - 2,16 mg/L, co wskazuje na wysoka czutosé¢ metody.
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Czosnek $wiezy mozna ogrzewaé w temperaturze 80 C i wilgotnosci 80-90% przez 192
godziny, aby uzyskac czosnek czarny. Procesowi temu towarzyszy reakcja Maillarda, ktéra
odpowiada za slodkawy aromat i czarng barwe czosnku. Podczas reakcji Maillarda powstaja
zwigzki posrednie w przemianach Amadoriego i Heynsa. W trakcie starzenia warto$é pH
czosnku gwaltownie spada, a kwasowosé znaczaco rosnie, co swiadczy o tworzeniu sie
substancji kwasnych — w tym kwasdw fenolowych. Aktywno$é przeciwutleniajaca
czamego czosnku jest dodatnio skorelowana z zawartoscia polifenoli, ale nie pochodzi
wylacznie od nich — znaczaca rolg odgrywaja takze inne przeciwutleniacze powstajace
podczas starzenia, takie jak SAC i inne zwigzki siarkowe.

Czosnek fermentowany zostat przygotowany przy uzyciu réznych szczepdw bakteryjnych.
Przeanalizowano prébki czosnku fermentowanego przygotowane przez osiem
pojedynczych szczepow (Latilacobacillus curvatus, Lacticaseibacillus casei, Pediococcus
pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis, Companilactobacillus
crustorum, Leuconostoc lactis oraz Lactiplantibacillus plantarum). Wéréd tych préobek
stwierdzono znaczace réznice w ich whasciwosciach fizykochemicznych, jednak brak
wyraznej korelacji pomigdzy réznymi parametrami. Dla TPC, DPPH i FRAP rdznice
migdzy probkami byly niewielkie, natomiast dla ABTS zaobserwowano istotne
zroznicowanie. Przeanalizowano réwniez probki czosnku fermentowanego przy uzyciu
mieszanin czterech kombinacji szczepéw (L. lactis + L. plamtarum, L. lactis + P.
pentosaceus, L. plantarum + P. pentosaceus, L. lactis + P. pentosaceus + L. plantarum).
Ogdlnie rzecz biorac, wiasciwosci tych prébek byly do siebie zblizone. Zaobserwowano

jednak silng dodatnig korelacj¢ pomigdzy aktywnoscia przeciwutleniajaca a zawartoscia
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7

TPC, co wskazuje, ze aktywno$é przeciwutleniajgca tych prébek pochodzi giéwnie od
polifenoli.

Szczepy bakterii oceniono rdwniez pod wzgledem wlasciwosci - zdolnosci wzrostu i
syntezy metabolitow. W przypadku kilku szczepéw produktem fermentacji zar6wno w
podiozu MRS jak i podczas fermentacji czosnku byl kwas mastowy, niepozadany skladnik
zapachu.

W analizie metagenomowej wykazano obecno$é niektérych gatunkow zastosowanych jako
kultury starterowe. Zaobserwowano, ze wprowadzenie jako inokulum bakterii mlekowych
wplywa pozytywnie na ksztaltowanie sie mikrobioty czosnku kiszonego. W rezultacie
opracowano kultury starterowe odpowiednie do kiszenia czosnku, skiadajgce sig ze
szczepOw bakterii. Leuconostoc lactis L2, Pediococcus pentosaceus ZF 183,
Lactiplantibacillus plantarum KKP 1811 w ukladzie dwuskiadnikowym Iub
trdjsktadnikowym. Ze wzgledu na procedure produkcji kultury starterowej (otrzymywanie
biomasy podczas hodowli w fermentorze) do otrzymania czosnku kiszonego poddawanego
liofilizacji wytypowano i zastosowano kultur¢ starterowg skladajacg si¢ ze szczepow
Leuconostoc lactis L2, Pediococcus pentosaceus ZF 183.

Otrzymane produkty — kiszony czosnek i sproszkowane liofilizaty oceniono pod wzgledem
parametrow fizykochemicznych i mikrobiologicznych jako produkty gotowe do

wprowadzenia na rynek.
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