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ZASTOSOWANIE BIOMASY BAKTERII PROPIONOWYCH
DO KONSERWACJI WILGOTNYCH NASION BOBIKU

Aktualnym zagadnieniem w okresie niedoboru pasz staje sie nie tylko
mozliwos¢ zwiekszenia produkcji roslinnej lecz takze maksymalne za-
bezpieczenie uzyskanych zbioréw przed ubytkami i stratami. Warunki
meteorologiczne w kraju w ostatnich latach powodujg, ze zebrane na-
siona roslin strgczkowych charakteryzujg sie wysoka wilgotnoscig. Ter-
miczne obnizanie wilgotnosci jest utrudnione ze wzgledu na ograniczony
potencjal suszarniczy oraz koniecznos¢ specyficznego traktowania tej
grupy nasion podczas procesu suszenia. Bobik cenna ro$lina pastwna su-
szy si¢ okolo 10-krotnie wolniej niz ziarno zboéz. Wydaje sie zatem celo-
we opracowanie innego sposobu zabezpieczania nasion wilgotnych bez-
posrednio po zbiorze kombajnem.

Na podstawie wynikéw badan laboratoryjnych przeprowadzono kon-
serwacje wilgotnych nasion bobiku biomasg bakterii propionowych
w skali péitechnicznej. Zakonserwowane nasiona przechowywano przez 6
miesiecy i badano ich jako$¢ chemiczng w czasie przechowywania:

Material badan

Materialem badan byly nasiona bobiku o wilgotnosci 48—50%, silnie
zanieczyszczone czeSciami organicznymi i mineralnymi bezpos$rednio po
zbiorze kombajnem. Sklad zanieczyszczen przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1.

Procentowy wudzial zanieczyszerr masy nasion bobiku uzytegc do konserwacji
(§rednie z 3 oznaczen)

Sasiarm Zanieczyszenia
Wilgotnosé 9 Nasl1ona uszkodzo- . i
ceine ne organiczne [ mineralne

47,53 51,62 19,44 10,10 18,84
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Wysoka wilgotnos$¢ nasion, duza ilosé nasion uszkodzonych i zanie-
czyszczen byly przyczyng podwyzszenia temperatury masy nasion od
momentu zbioru do czasu konserwacji (2 h) do temperatury 308 K(35°C).

Konserwacija

W oparciu o przeprowadzone badania laboratoryjne [3] koncentrat
bakterii propionowych uzyskanych z Zakladu Ogoélnej Technologii Zyw-
nosci [5] rozprowadzono w odbialczonej serwatce (3 kg/100 1) i nanoszono
na mase nasion bobiku w ilosci 0,5% za pomocg urzadzenia wykonanego
w Zakladzie Eksploatacji Maszyn i Urzadzenia Przemystu Spozywczego
ART Olsztyn. :

Zakonserwowane nasiona bobiku (1500 kg) bezposrednio z urzadzenia
nanoszgcego .preparat pakowano do workéow foliowych po 50 kg. Ro6wno-
cze$nie pobierano préoby do mniejszych woreczkow foliowych (5 kg), kto-
re stanowily material analizowany w czasie przechowywania. Po napel-
nieniu worki foliowe szczelnie zamykano i przechowywano pod zadasze-
niem przez 6 miesiecy.

Metody analityczne: Oznaczanie wilgotnosci PN-70/A-74001;
Oznaczanie zawarto$ci azotu ogoélnego i rozpuszczalnego.

Azot calkowity oznaczano metodg Kjeldahla w urzadzeniu Kjeltec II
— firmy ,,Tecator”. Zawartos¢ frakcji azotu oznaczano metodg Kjeldahla
w ekstraktach wodg, 5% KCI, 0,2% KOH. Azot niebialkowy oznaczano
w ekstrakcie 1% kwasu tréjchlorooctowego.

Oznaczanie zawartosci weglowodanow. Zawartosc
skrobi oznaczano polarymetrycznie mierzgc skrecalno$¢ optyczng gluko-
zy powstalej w wyniku hydrolizy skrobi [4]. Cukry redukujgce i kilko-
cukry oznaczano metodg Luffa-Schoorla [4].

Analiza jakosciowa cukrow niskoczgsteczkowych, rozpuszczalnych
w 80" metanolu metodg chromatografii gazowej.

Cukry niskoczasteczkowe ekstrahowano z nasion bobiku 4-krotuie
wrzacym 80% metanolem. Ekstrakt odbialczano octanem olowiowym oraz
mieszaning fosforowo-wolframowa 1 wirowano. Supernatant zageszczano
w . prozniowej wyprawce rotacyjnej do objetosci 10 ml. Nastepnie spo-
rzgdzano 50% alkoholowy roztwor otrzymanych cukrow w objetoseci 25 ml.

Warunki rozdzialu cukrow metodg chromatografii gazowej i sposob
identyfikacji opisano w oddzielnej publikacji [7].

Omodwienie i dyskusja wynikéw

Wilgotnos$¢é nasion. Wilgotno$¢ nasion po‘ konserwacji na sku-
tek dodania preparatu konserwujgcego wzrosta z 47,53 do 49,02% i na
tym poziomie utrzymywala sie praktycznie przez caly czas trwania dos-
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Tabela 2

Wilgotnos¢ nasion bobiku konserwowanych biomasq [%]; $rednie z trzech oznaczen

I Czas przechowywania (m-ce)

24 h po

, Po su-
Proba kontrolna konser- .
48,10 49,34 45,24 51,69 51,05 51,26 13,36
47,31 48,97 47,18 51,74 50,98 50,43 13,66
47,18 50,60 4491 48,51 50,92 51,16 13,69
50,17 42,99 46,29 58,21 51,03 13,48
47,95 13,40
. 47,12 13,41
x: 47,53 49,02 45,08 49,55 50,79 50,97 13,50

wiadczenia. Po 6 miesigcach przechowywania w wyniku wysuszenia na-
sion ich wilgotnos$¢ obnizyta sie do 13,5% (tab. 2). —

Kwasowos$¢ ogdlnai pH nasion Kwasowos¢ ogoélng i war-
tos¢ pH nasion bobiku konserwowanych biomasg bakterii propionowych
przyjeto jako podstawowe wskazniki biologicznego procesu konserwacji.
W oparciu o wyniki przedstawione w tabeli 3 stwierdzono, ze dodatek
preparatu konserwujgcego spowodowal bezposrednie. przyrost kwaso-
wosci ogélnej z 4,40°K do 6,17°K oraz spadek wartosci pH z 6,55 do 5,94
w porownaniu z probg kontrolng. W ciggu dalszego okresu przechowy-
wania, to jest, po 6 10 i 16 tygodniach kwasowos$¢ ogdlna wyraznie wzros-
la, osiagajac po 4 miesigcach wartosé 29,19°K. Jednoczesnie stwierdzono
istotne obnizenie sie wartosci pH, ktéra po analogicznym okresie przecho-
wywania wyniosla 4,57. Wyniki te wskazywaly na intensywne procesy
fermentacyjne zachodzace w zakonserwowanych nasionach bobiku. Wy-
suszenie nasion po 6 miesigcach konserwacji spowodowalo obnizenie sig
ogoélnej kwasowosci nasion, prawdopodobnie na skutek strat substancji
lotnych. Obserwacja ta potwierdzila wyniki badan Bollinga [2] uzyskane
dla suszonego ziarna zbdz. Wartos¢ pH obnizyla sie natomiast nieznacznie
w poréwnaniu z prébg po 4 miesigcach przechowywania.

Wyniki te w poréwnaniu z uzyskanymi wczeé$niej wynikami badan
laboratoryjnych [3] wykazaly tendencje wzrostowsa i postepujgcy réwno-
miernie proces fermentacji w przechowywanych nasionach. Zjawisko to
mozna tlumaczy¢ znacznie wyzszg wilgotnoscig nasion w doswiadczeniu,
ktorego wyniki prezentowane sg w niniejszym opracowaniu.

Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze nasiona 15 badanych partii po otwarciu
workéw do analiz charakteryzowaly sie roéznym zapachem. Tylko w 5
workach stwierdzono zapach charakterystyczny dla fermentacji propio-
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nowej, w pozostatych zas silny, obcy zapach fermentacyjny, co wskazy-
watoby na rozwéj drozdzy, ktérych zrédlem moégl byé prawdopodobnie
stosowany do konserwacji koncentrat bakterii propionowych. Nie mozna
rowniez poming¢ wplywu duzej zawartosci zanieczyszczen w nasionach,
zwlaszcza mineralnych, ktére mogly stanowi¢ dodatkowe zrédlo zakaze-
nia.

Zwigzki biatkowe. Zawarto$¢ azotu ogdlnego w proébie przed
konserwacjg i w 24 godziny po konserwaciji (tab. 4) nie wykazywala istot-
nych roéznic. Od 6 tygodni przechowywania stwierdzono jednak nieznacz-
ny systematyczny przyrost zawartosci tego skladnika, ktérego poziom
W wysuszonych po 6 miesigcach przechowywania nasionach byl najwyz-
szy i wynosil 4,94% sm, wobec 4,58% sm w probie przed konserwacjg, co

Tabela 4

Zawarto$é azotu ogdlnego w nasionach bobiku konserwowanych biomasq
(% sm); $rednie z 3 oznaczen

Czas przechowywania (m-ce)

Proéba 24 h po

kontrol- | konser- Fo S?jze'
na wacji 1,5 2,5 4 6

‘4,74 4,99 4,69 4,69 4,33 4,67 4,89
4,32 4,11 4,79 489 4,56 4,71 4,87
4,70 4,18 4,21 4,65 4,70 4,92 4,90
4,40 4,27 4,61 5,27 4,83 4,94
395 ) 4,99
4,20 - ‘ 5,09
x 4,58 4,30 4,49 4,71 4,71 4,78 4,94

odpowiadalo wzglednemu przyrostowi azotu w czasie przechowywania
o 11,1%. Wyniki te mozna prawdopodobnie wytlumaczyé przyrostem
azotu w biomasie bakteryjnej w ciggu okresu przechowywania.

Tabela 5 przedstawia zmiany rozpuszczalnosci bialka nasion bobiku
podczas ich przechowywania.

Analogicznie jak w badaniach laboratoryjnych [3] stwierdzono istotne
réznice w rozpuszczalnosci bialek sipowodofwane zmiang wartosci pH na-
sion. W ciggu okresu przechowywania stwierdzono znaczne obnizenie sie
zawartosci biatka rozpuszczalnego w wodzie polgczonego ze wzrostem za-
wartosci biatka rozpuszczalnego w roztworze soli i tugu.
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Tabela 6.

Zawarto$¢ azotu niebiatkowego w mnasionach bobiku konserwowanych biomasq
(% sm); $rednie z 3 oznaczen

Czas przechowywania (m-ce)

Praba | 22 b po Po susze-
kontrol-| konser- .
oy wacii 1,5 2,5 ' 4 6 niu
0,70 0,85 0,90 1,10 0,87 0,96 1,27
0,70 0,80 0,92 1,04 0,91 0,85 1,30
0,70 0,85 0,94 1,03 0,80 1,00 1,31
0,84 0,95 0,94 1,07 1,05 1,31
0,80 1,31
0,79 1,37

- x 0,70 0,82 . 0,93 1,03 0,91 0,96 1,31

Zawartos¢ azotu niebialkowego (tab. 6) byla wyzsza po zakonczeniu
przechowywania niz w probie kontrolnej i w ciggu calego okresu prze-
chowywania wykazywala stale tendencje wzrostowe. Wzgledny przyrost
zawartoSci tej frakeji wyniést ok. 81% w poréwnaniu z prébg kontrolng.
Wysuszenie nasion konserwowanych po 6 miesigcach przechowywania
spowodowalo dalszy przyrost zawartosci azotu niebialkowego, prawdo-
podobnie na skutek tworzenia sie komplekséw bialkowo-cukrowych.

Weglowodany. Zawartos¢ skrobi w prébie kontrolnej oraz Ajej
zmiany w czasie przechowywania przedstawiono w tabeli 7.

Juz po pierwszym dniu konserwacji (po 24 h) stwierdzoro znaczne
obnizenie si¢ zawartosci tego skladnika z 59,08 w probie kontrolnej do
51,68% sm w prébie po konserwacji. Przedluzenie czasu przechowywania
do 6 tygodni spowodowalo gwaltowny spadek zawartosci tego skiadnika.
W dalszym ciggu trwania doswiadczenia nie zaobserwowano ubytkow
skrobi, lecz raczej nieznaczny przyrost jej zawartosci. Swiadczyloby to
o zakonczeniu proceséw fermentacji juz po pierwszych 6 tygodniach kon-
serwacji. Wyniki te sg zgodne z danymi publikowanymi przez Aniskina
[1] dla ziarna przechowywanego w warunkach hermetycznych. Potwier-
dzajg to rowniez wyniki badan mikrobiologicznych, w ktérych od 6 ty-
godni przechowywania nie stwierdzono ogélnej ilosci mikroflory po-
wierzchniowej [9]. Interesujgcych informacji dostarczyly rowniez wyniki
oznaczen zawartosci kilkocukrow i cukréw redukujacych przedstawione
w tabeli 7.

W prébie analizowanej 24 h po konserwacji stwierdzono blisko 5-krot-
ne obnizenie sig kilkocukréw od wartosci 3,05 da 0,62% sm. Ten poziom
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Tabela 7

Zawarto$§¢ skrobi kilkocukrow i cukréw redukujgcych w nasionach bobiku
konserwowanych biomasq (% sm). Srednie z 3 oznaczen

Préba | 24 h po | Czas przechowywania (m-ce)
kontrol- | konser- Po su-
na wacji 15 2.5 4 6 szZeniu
Skrobia 62,12 57,44 35,17 37,92 33,16 35,29 36,97

56,11 46,28 32,80 33,01 40,42 37,65 , 35.36
59,03 48,03 34,52 32,85 33,03 36,55 37.24
51,51 28,46 30,01 38,50 37,83 38.22

56,30 36,30
, 50,51 37.02

X 59,08 51,68 32,74 33,45 36,27 36,83 36.85

Kilkocukry 3,21 0,60 0,97 0,92 0,09 0,39 058
2,85 - 0,37 0,84 1,48 0,08 0,54 053

3,09 0,71 0,50 1,13 0,24 0,60 0,63

0,80 0,40 0,96 0,06 0,23 0.53

0,33 , 0,59

0,92 0.47

x 3,05 0,62 067 1,12 0,11 0,44 0.55

1,19 1,12 1,99 1,61 1,56 1,32 0.42

1,07 1,34 1,95 1,60 1,47 1,48 0,42

Cukry 1,07 0,83 1,94 1,65 1,56 1,50 0.35
redukujgce 1,68 1,80 1,65 1,56 1,50 0.42
/ 0,89 0.40

0,84 0.41

x 1,11 1,11 1,92 1,62 1,53 1,45 0.40

zawartosci kilkocukréw utrzymywal sie do 6 tygodnia przechowywania
nasion. Wskazuje to podobnie jak w przypadku skrobi na najwiekszg in-
tensywno$¢ proceséw fermentacyjnych w tym okresie przechowywania.
Podczas dalszego przechowywania stwierdzono znaczne wahania w za-
wartosci kilkocukréw, jednakze po zakonczeniu przechowywania i wy-
suszeniu nasion ich poziom byl zblizony do préb po 6 tygodniach prze-
chowywania.

Zawarto$¢ cukrow redukujgcych w nasionach bobiku przed konser-
wacjg wynosita 1,11% sm, a po 6 tygodniach przechowywania wzrosla do
1,92% sm. Dalsze przechowywanie nasion po konserwacji powodowalo
systematyczne obnizenie sie zawartosci tych zwigzkow do 0,44% sm po 6
miesigcach przechowywania. Nie stwierdzono zatem gromadzenia sie pro-
duktoéw hydrolizy skrobi w czasie przechowywania konserwowanych bio-
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masg bakterii propionowych nasion bobiku, co wskazuje na ich ciggte
wykorzystanie jako zrédia energii przez bakterie biomasy. Przyrost za-
wartosci cukrow redukujgcych w pierwszym okresie przechowywania
nasion swiadczy prawdopodobnie o réznej aktywnosci enzyméw hydro-
litycznych nasion i biomasy bakteryjnej.

Dodatkowych informacji dostarczyla analiza jakosciowa cukréw nis-
koczgsteczkowych rozpuszezalnych w 80% metanolu. W nasionach bobiku
przed konserwacjg stwierdzono wystepowanie nastepujacych cukrow
prostych: D-fruktozy, a-D i B-D-glukozy, sladowych szczytéw D-ksylozy,
D-galaktozy, inozytolu oraz niezidentyfikowanej substancji, ktérg ozna-
kowano jako ,,X” (rys. 1). Wsrod kilkocukréow zidentyfikowano sacha-
rozg, maltoze oraz cukry o wlasciwosciach wzdymajgcych — rafinoze,

stachioze i werbaskoze.

/

sacharozq

- r
]
S N
S S
R S IN
g 5 3
3 g =
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A3 & =
<SR
S (G /
U 300 600 900 7200 7500 7800 2100 2400 czasts 2700
| 10°C/423 K 6 C/60s 230 °C/603K
(o 279K/60 8 - -
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Rys. 1. Chromatogram cukrow niskoczgsteczkowych nasion bobiku przed_konser-
wacjg

W wilgotnych nasionach bobiku przechowywanych po konserwacji
biomasg przez 6 tygodni stwierdzono zmiany jakosciowe cukréw roz-
puszczalnych. Zaobserwowano znaczne zwigkszenie sie szczytéw inozy-
tolu, a-D i B-D glukozy, D-fruktozy oraz sacharozy a takze pojawienie
si¢ nowego szczytu oznaczonego jako ,,y” (rys. 2). Rafinoza obecna byla
w dalszym ciggu na poziomie zblizonym do jej poziomu w proébie kon-
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Rys. 2. Chromatogram cukréw niskoczasteczkowych nasion Bobiku konserwowanych
biomasg bakterii propionowych po 6 tygodniach przechowywania.

trolnej. Opisane zmiany mogly mie¢ swg przyczyne w dzialalnosci rodzi-
‘mych enzyméw nasion to jest amylaz hydrolizujacych skrobie do mal-
tozy i glukozy oraz fitazy, hydrolizujacej fintyny do wolnego inozytolu.
Wraz z przedluzajgcym sie okresem przechowywania nasion bobiku po
konserwacji stwierdzono dalsze zmiany wysokosci szczytow wszystkich
cukrow rozpuszczalnych (rys. 3 i 4).
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Rys. 3. Chromatogram cukréw niskoczgsteczkowych nasion bobiku konserwowanych
biomasa bakterii propionowych po 4 miesigcach przechowywania.
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Rys. 4. Chromatogram cukrow niskoczasteczkowych nasion bobiku konserwowanych
biomasg bakterii propionwych po 6 miesigcach przechowywania.

Po 4 i po 6 miesigcach przechowywania zaobserwowano znaczne obni-
zenie sie wysokosci szezytow cukrow prostych a takze sacharozy. Jedynie
wysokos$¢ szezytu inozytolu byla wyzsza w prébie po 4 miesigcach prze-
chowywania. Rafinoza, stachioza i werbaskoza obecnie w prébie kon-
trolnej nie wystepowaly po 4 i 6 miesigcach przechowywania. Wskazy-
waloby to na systematyczny rozklad kilkocukréw przez enzymy hakte-
ryjne biomasy. Obserwacje te sa zgodne z wynikami badan Sugimoto
[8] i Mitola [6] uzyskanymi podczas fermentacji mleka sojowego bakter-
lami kwasu mlekowego. W obu przypadkach stwierdzono znaczne obnize-
nie sie¢ zawartosci rafinozy i stachiozy az do ich catkowitego zaniku na
skutek obecno$ci enzymu bakteryjnego a-galaktozydazy. Pojawienie sie
szczytu sacharozy, po 6 tygodniach przechowywania nasion, o wysokosci
znacznie wigkszej niz w prébie kontrolnej moze byé posrednim dowodem
rozkladu stachiozy i werbaskozy poprzez rafinoze do sacharozy, ktérych
wystepowania nie stwierdzono po tym okresie przechowywania. Dalsze
procesy fermentacyjne prowadzily do obnizenia sie wysokosci szezytu sa-
charozy na skutek jej hydrolizy do glukozy i fruktozy. Zmniejszenie sie
wysokosci szezytow cukrow prostych wraz z przedluzajagcym sie¢ okresem
prze/chowywania po konserwacji moglto by¢ spowodowane ich wykorzys-
taniem jako zrodla energii dla bakterii biomasy.

Sugimoto [8] w swych badaniach wykazal, ze sposréd bakterii mleko-
wych najskuteczniejsze w rozkiadzie stachiozy i rafinozy sg Lactobacillus
fermenti i Streptococcus termophilus, ktére powodujg caltkowity rozklad
wspmnianych cukréw. Jakkolwiek nie prowadzono dokladnych analiz
mikrobiologicznych stosowanej biomasy oraz jej no$nika, wydaje sie, ze
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mozna przyjag¢ dwa wyjasnienia zmian w skladzie jako$ciowym cukréw
rozpuszczalnych: a) obecno$¢ w biomasie bakterii propionowych bakterii
kwasu mlekowego, glownie Str. termophilus i L. fermenti, b) podobne
dziatanie bakterii propionowych na substrat i ich zdolno§¢ wytwarzania
enzymu o-galaktozydazy majgcej wlasciwosci rozktadu kilkocukrow, zwa-
nych a-galaktozydami sacharozy. '

Przedstawione wyniki badan wykazuja mozliwoéé zastosowania bio-
masy bakterii propionowych do konserwacji wilgotnych nasion . bobiku
bezposrednio po zbiorze kombajnem. Zastosowanie tego konserwanta
powoduje jednakze obok nieznacznego przyrostu azotu i zmian jego roz-
puszczalnosci istotne obnizenie zawarto$ci skrobi w nasionach. Znaczne
przemiany zachodzg rowniez w skladzie niskoczgsteczkowych cukrow
rozpuszczalnych, obserwuje sie bowiem calkowity rozklad kilkocukrow
o wlasciwosciach wzdymajgcych, co jest korzystne ze wzgledow zywie-
niowych. : : .

Istnieje jednakze szereg czynnikéw warunkujacych powodzenie tej
metody konserwacji. Waznym jest aby nasiona bobiku zawieraly jak
najmniej zanieczyszen, a proces konserwacji przebiegal bezposrednio po
zbiorze. Dla zapewnienia wiasciwego kierunku przemian biochemicznych
niezbedna jest kontrola jakosci mikrobiologicznej koncentatu biomasy
bakterii propionowych stosowanego jako $rodek konserwujgcy. Odrebnym
zagadnieniem jest dobér opakowania hermetycznego, gdyz worek foliowy
nie zdaje egzaminu w konserwacji na wigkszg skale. Wydaje sie zatem,
ze dalsze badania powinny is¢ w kieruku opracowania takiego sposobu
przechowywania nasion po konserwacji, ktéry spelniatby wymogi her-
metycznasci a jednoczes$nie ograniczatl pracochlonno$é proponowanej me-
tody konserwacji.
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