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Wstep

Rozwdj nowych produktéw spozywczych, w szczegdlnosci zywnosci o charakterze prozdrowotnym, jest
coraz czesciej przedmiotem dociekan naukowych, a podejmowane w tym zakresie dziatania w wymiarze
praktycznym przyjmujg niespotykang dotychczas skale (Horvat i in., 2019). Proces projektowania
i rozwoju produktu spozywczego, z uwagi na swojg wieloaspektowos¢, jest przedsiewzieciem
kosztownym, czasochtonnym, jak réwniez charakteryzujgcym sie wysokim ryzykiem niepowodzenia.
Niemniej jednak, przedsiebiorstwa spozywcze mogg minimalizowaé¢ koszty, czas oraz ryzyko
niepowodzenia poprzez wdrozenie dziatan zwigzanych ze skutecznym i efektywnym zarzgdzaniem
procesem rozwoju nowego produktu spozywczego (Boron, 2010; Pinna i in., 2018).

Branza spozywcza, poczynajgc od rolnictwa, a koriczac na ustugach gastronomicznych, jest jedna
z najwiekszych gatezi przemystu na swiecie, odgrywajac kluczowa role w wielu krajach (Meiselman,
2007). W Unii Europejskiej jest uwazana za jedng z najbardziej znaczacych w obecnej gospodarce,
dlatego przycigga uwage réinych podmiotdw m.in. wtadz krajowych oraz organizacji krajowych
i miedzynarodowych (FoodDrinkEurope, 2020; Pinna i in., 2018). Dane wskazuja, ze branza ta ma istotne
znaczenie dla gospodarki europejskiej, stanowigc az 15,2% przemystu wytwdrczego (FoodDrinkEurope,
2020). Branza spozywcza jest branzg dojrzatg, ktéra w wyniku licznych przeobrazen zostata
zdominowana przez waskg grupe nielicznych, najwiekszych podmiotow (Bigliardi i Galati, 2013).
Posrednio wptyw na to majg liczne zmiany w technologiach wytwdrczych, wzorcach rynkowych
i wymaganiach konsumentéw zorientowanych na zdrowie, ktdére obserwuje sie na przestrzeni
ostatnich lat.

Sytuacja panujgca w branzy determinuje konieczno$¢ podejmowania przez przedsiebiorstwa
spozywcze dziatan w zakresie rozwoju nowych produktéw. Klasyczna koncepcja konkurencji (Porter,
1980; Porter, 2008) wskazuje, iz w sytuacji wystepowania silnej koncentracji sektora, mniejsze
przedsiebiorstwa nierzadko zmuszane sg do przyjmowania strategii bazujgcej na konkurencji
pozacenowej. Konkurencja taka moze przybiera¢ rdéine formy i wymaga od przedsiebiorstw
podejmowania stosownych dziatan zobszaru zarzadzania (Widuri i Sutanto, 2019). Jednym
ze skutecznych podejsé jest strategia dyferencjacji (réznicowania oferty produktowej), ktérej realizacja
w przedsiebiorstwie moze stanowi¢ odpowiedz na koniecznos$¢ konkurencji pozacenowej (Jurek-Stepien
i Wysocki, 2007). Z kolei podstawg réznicowania oferty moze by¢ wtasnie rozwéj nowych produktow
spozywczych. Dlatego tez, przedsiebiorstwa dziatajgce w branzy spozywczej zostajg niejako zmuszone do
koncentracji swoich zasobéw na innowacjach i rozwoju nowych produktéw w celu utrzymania badz
zdobycia przewagi konkurencyjnej (Bigliardi i Galati, 2013; Pinna i in., 2018).

Majac na uwadze, Ze osiggniecie sukcesu rynkowego przez nowy produkt wymaga jego
zaakceptowania przez konsumentdw, nalezy usytuowaé konsumentdw w samym centrum procesu

rozwoju nowych produktéw (Anwar, 2016). Gtéwnym filarem takiego podejscia jest zatozenie,



ze potrzeby konsumentéw powinny by¢ punktem wyjscia dla proceséw rozwoju nowych produktdw,
acelem prac badawczo-rozwojowych powinno by¢ zaspokojenie potrzeb konsumentéw, a nie
opracowywanie produktow jako takich (Costa i Jongen, 2006). W takim wypadku miarg sukcesu procesu
rozwoju nowego produktu jest stopien dopasowania produktu finalnego do potrzeb konsumentow.
Podejscie to jest szczegdlnie istotne dla producentéw ddébr konsumpcyjnych, poniewaz koncentruje
sie na wykorzystaniu w procesie rozwojowym wiedzy o uzytkownikach koncowych (O’Sullivan, 2017).

Dostosowanie produktéw do preferencji konsumentéw wymaga od przedsiebiorstw posiadania
i wykorzystania wiedzy o panujacych na rynku trendach konsumenckich. Prowadzone w tym obszarze
badania naukowe wskazuja, iz jednym z dominujgcych obecnie trendéw zywieniowych jest trend
zwigzany ze zdrowym odzywianiem (Horvat i in., 2019). Literatura naukowa wskazuje, ze zywnos$¢
o dodatkowej wartosci prozdrowotnej oferuje istotne mozliwosci rozwoju dla przedsiebiorstw
spozywczych (Kleef i in., 2005). W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze duze szanse na akceptacje
ze strony konsumentéw, a tym samym sukces rynkowy, posiadajg produkty o witasciwosciach
funkcjonalnych. Zywnos¢ funkcjonalna to taka, ktéra korzystnie wptywa na jedna lub wiecej docelowych
funkcji w organizmie poza odpowiednim dziataniem odzywczym, a przy tym nie jest pigutka, kapsutka ani
zadng forma suplementu diety (FUFOSE, 1999). W przypadku produktéw funkcjonalnych wymaga sie,
aby poszczegdlne skfadniki byty bezposrednio tgczone z konkretnymi, dobrze zdefiniowanymi efektami
zdrowotnymi, a efekty te z konkretnym produktem (Lahteenmaki, 2003). Wymaga to naukowego
udowodnienia wptywu danego produktu na zdrowie za posrednictwem badan laboratoryjnych (Tsimiklis
iin., 2015).

Co istotne, konsumenci nie postrzegajg zywnosci funkcjonalnej jako jednorodnej kategorii
produktowej (Urala i Liisa, 2004). Akceptacja tego rodzaju zywnosci przez konsumentéw zalezy
od charakterystyki produktu bazowego, ktéry stuzy jako nosnik skfadnika funkcjonalnego Iub
przekonujgcego przekazu komunikujgcego korzysci zdrowotne. Badania dowodza, ze konsumenci
sg szczegdlnie zainteresowani zywnoscig funkcjonalng rozwijang na bazie produktdéw, ktére postrzegajg
jako zdrowe, np. produktéw warzywnych i owocowych (Balasubramanian i Cole, 2002).

Obecnie na rynku dostepna jest szeroka gama produktéw funkcjonalnych. Przedsiebiorstwa
stosujgce strategie dyferencjacji aktywnie poszukuja wiec nisz rynkowych mozliwych
do zagospodarowania. Na bazie analizy rynku mozna wysnué wniosek, iz pewng niszg na rynku
spozywczym sg produkty fermentowane. Dotyczy to w szczegdlnosci napojow fermentowanych, ktére,
pomimo dostepnosci dla konsumentéw, posiadajg marginalny udziat w rynku (Komisja Europejska,
2016). Obecnie rynek wydaje sie by¢ zdominowany przez fermentowane produkty mleczne, choé
niemleczne produkty fermentowane na bazie owocéw i warzyw przyciggaja coraz wiekszg uwage
réznych grup — naukowcdw, producentéw zywnosci i konsumentédw. Trend ten zwigzany jest
w szczegodlnosci z rosngcg Swiadomoscig konsumentédw w zakresie korzysci zdrowotnych ptynacych

ze spozycia kiszonych produktéw. Dodatkowo, wiele osdéb zmienia swoje nawyki zywieniowe,



m.in. przechodzi na diete weganska lub wegetarianska, unika spozywania mleka krowiego lub laktozy,
a takze ogranicza spozycie produktdw mlecznych o wysokiej zawartosci cholesterolu (Granatoi in., 2020;
Granato, Branco, Nazzaro, Faria, i in., 2010; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018).

Zidentyfikowanie tej niszy rynkowej jest przy tym spdjne z dotychczasowymi obserwacjami
dotyczacymi produktéw funkcjonalnych, poniewaz wedtug aktualnego stanu wiedzy, ze wzgledu na
zmiany zachodzace podczas fermentacji mlekowej, mozna zaobserwowaé dodatkowe witasciwosci
prozdrowotne, wykraczajgce poza efekt odzywczy. Jak wskazujga badania naukowe, spozywanie
fermentowanych sokéw owocowych i warzywnych (zazwyczaj zawierajacych mikroorganizmy
probiotyczne), moze przyczyni¢ sie do poprawy zdrowia konsumentéw m.in. poprzez: modulowanie
glikemii (Gao i in., 2019), regulacje tkanki ttuszczowej (Verén i in., 2019), aktywnosc¢
przeciwnowotworowg (Ye i in., 2019) i przeciwzapalng (Filannino i in., 2013). Istotnym aspektem jest
rowniez dobdr kultur starterowych, w tym ich potencjalne wfasciwosci probiotyczne, decydujgce
o cechach funkcjonalnych fermentowanego produktu. Synergistyczne dziatanie mikroorganizméw
probiotycznych i materiatu roslinnego moze przyczyniaé sie do zachowania zdrowej i zrdwnowazonej
mikrobioty jelitowej oraz wptywac¢ na mechanizmy obronne uktadu odpornosciowego (Marcoiin., 2021).

Podejmujac prébe selekcji materiatu roslinnego, na bazie ktérego nowy produkt mdgtby zostac
rozwiniety, przeprowadzono analize rynku obejmujgcg oferte sokéw fermentowanych oraz
charakterystyke wiasciwosci materiatu badawczego. W niniejszej pracy zaproponowano jarmuz zielony
jako baze do stworzenia fermentowanego soku z wykorzystaniem autochtonicznych szczepdw bakterii
fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym. W ostatnich latach warzywo to zyskato ogromna
popularnosé jako tzw. "superfood" ze wzgledu na wysokg zawartos¢ zwigzkéw bioaktywnych.
Witasciwosci jarmuzu zostaty dobrze udokumentowane w literaturze, w szczegdlnosci jego potencjalne
wiasciwosci zapobiegajace cukrzycy, chorobom ukfadu krazenia czy tez nowotworom (Becerra-Moreno
i in., 2014; Biegariska-Marecik i in., 2017; Olsen i in., 2009; Samec i in., 2018). Prozdrowotne dziatanie
jarmuzu jest $cisle zwigzane z jego wysoka zawartoscig witamin: C, Ki A, a takze niacyny (Bs), pirydoksyny
(Bs), ryboflawiny (B,) i kwasu foliowego (Bs). Warzywo to charakteryzuje sie rGwniez znaczng zawartoscia
glukozynolanéw (m.in. glukoiberyny, sinigryny), zwigzkéw fenolowych (m.in. kwasu kofeinowego,
kwercetyny, kemferolu) oraz karotenoidéw (m.in. B-karotenu, luteiny). Ponadto jarmuz jest dobrym
zrédtem makro- i mikroelementéw, takich jak potas, wapr, magnez, zelazo, miedz i mangan (Sameci in.,
2018; Szutowska i in., 2020; Thavarajah i in., 2016).

W zwigzku z powyzszym stwierdzono, ze rozwdj nowych produktow jest istotnym elementem
dziatalnosci dla przedsiebiorstw dziatajacych na rynku spozywczym, a potencjalnie waznym kierunkiem
rozwoju jest zywnos$¢ funkcjonalna (wpisujgca sie w preferencje konsumentéw zwigzane ze zdrowym
odzywaniem), tworzona na bazie warzyw i owocow (materiale, ktéry postrzegany jest jako zdrowy)
i poddana procesowi fermentacji mlekowej (zywnos¢ fermentowana posiada relatywnie niewielki

udziat w rynku). Jako przykfad postuzy¢ moze fermentowany sok z jarmuzu zielonego.



Nalezy podkresli¢ jednak, ze badania naukowe poswiecone rozwojowi nowych produktéw
w branzy spozywczej z ukierunkowaniem na produkty fermentowane sg ograniczone. Zidentyfikowane
w literaturze luki badawcze dotyczg w pierwszej kolejnosci samego procesu rozwoju nowych produktéw
zdefiniowanego jako proces przeksztatcania nowej szansy rynkowej w produkt komercyjny poprzez
okreslong sekwencje dziatan (Azanedo i in., 2020; Krishnan i Ulrich, 2001; Rudder i in., 2001).
W literaturze naukowej mozna zidentyfikowac liczne modele rozwoju nowych, innowacyjnych
produktow (Bernstein i Singh, 2006; Cooper, 2008; Hallstedt i in., 2013; Louw i in., 2018; Rogers, 2003),
brak jest jednak jednomyslnosci dotyczgcej modelu rozwoju nowych produktéw dedykowanego dla
przedsiebiorstw spozywczych i uwzgledniajgcego cechy charakterystyczne branzy. Ten niedostatek
wiedzy stanowi wazne i aktualne ograniczenie na drodze do poprawy jakosci zarzadzania procesami
rozwojowymi w branzy spozywczej. Ponadto, zarzadzanie rozwojem nowych produktéw wymaga
znajomosci zachowan konsumentéw. Literatura z tego zakresu wykazuje luke dotyczaca zaleznosci
pomiedzy czynnikami demograficzno-spotecznymi takimi jak: pte¢ wiek, status materialny i miejsce
zamieszkania, a czestotliwoscig konsumpcji (Antonio i Gonzalez, 2009; Bliylikkarago6ziin., 2014; Karelakis
iin., 2020; Kraus i in., 2017; Rivas-Rojas i Cuffia, 2020), a takze luke odnoszaca sie do zachowan polskich
konsumentédw dotyczacych niemlecznych produktéw fermentowanych. Stanowi to ograniczenie
na poczgtkowych etapach procesu rozwoju nowych produktéw, na ktérych nastepuje ukierunkowanie
catego procesu projektowania nowego produktu. Précz tego, rozwdj nowych produktéw funkcjonalnych
wymaga prowadzenia zaawansowanych badan laboratoryjnych. W tym zakresie zidentyfikowano istotne
niedostatki badan dotyczgcych kompleksowej charakterystyki fermentowanego soku z jarmuzu
zielonego. W literaturze naukowej podjeto nieliczne préby zbadania potencjatu jarmuzu zielonego, np.
w postaci liofilizowanej jako dodatku do soku jabtkowego w celu zwiekszenia wifasciwosci
prozdrowotnych produktu (Bieganska-Marecik i in., 2017), w postaci sfermentowanego soku uzywanego
do produkcji sera typu feta (Michalak, Skrzypczak, i in., 2020) lub jako Zzrédto kwaséw gentyzynowego
i salicylowego o witasciwosciach przeciwnowotworowych (Michalak, Szwajgier, i in., 2020). Jednakze,
pozostato jeszcze wiele obszardw, ktére moga uzupetni¢ dotychczasowe rozwazania, m.in. analizy
mikrobiologiczne (ukierunkowane na jakos¢ materiatu badawczego, wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe oraz mozliwos¢ izolacji i selekcji bakterii fermentacji mlekowej o potencjalnych
wtasciwosciach probiotycznych), oraz analizy instrumentalne opierajgce sie na identyfikacji zwigzkow
biologicznie czynnych (np. zawartos¢ witamin, zwigzkow fenolowych, glukozynolandw).

W zwigzku z tym, Zzeby ukierunkowaé prowadzone prace, w rozprawie sformutowano
nastepujgcy problem badawczy: W jaki sposéb fermentacja mlekowa ksztattuje wybrane wiasciwosci
prozdrowotne soku z jarmuzu zielonego?

W nawigzaniu do okreslonego problemu badawczego w pracy sformutowano cel gtéwny badan:
Zaprojektowanie i rozwdj prototypu nowego produktu spoiywczego poprzez fermentacje soku

z jarmuzu przy uzyciu wyselekcjonowanych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej.



W uzupetnieniu powyzszego celu gtéwnego sformutowano 7 celéw szczegdtowych (CS):

Cs1.
Cs2.

Cs3.

Cs4.

CS5.

Cs6.
Cs7.

Wypracowanie modelowego podejscia do rozwoju nowych produktéw spozywczych.
Ustalenie zachowan polskich konsumentéw dotyczgcych niemlecznych produktéw
fermentowanych.

Okreslenie wybranych wtasciwosci prozdrowotnych soku z jarmuzu zielonego poddanego
fermentacji spontanicznej.

Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z mikrobioty jarmuzu zielonego podczas kolejnych
etapdw fermentacji spontanicznej.

Charakterystyka potencjatu probiotycznego oraz molekularna identyfikacja wybranych
izolatdw bakterii fermentacji mlekowe;.

Opracowanie prototypéw fermentowanych sokéw z jarmuzu zielonego.

Okreslenie wptywu fermentacji z wykorzystaniem wyselekcjonowanych szczepdw bakterii na
wybrane parametry fizykochemiczne, witasciwosci odzywcze i prozdrowotne kiszonego soku
wytworzonego na bazie jarmuzu zielonego.

Zatozone cele postuzyty do weryfikacji hipotez, sformutowanych w oparciu o analize danych

literaturowych i badania wstepne. Hipotezy zostaty postawione w zakresie celdéw poznawczych

i technologicznych. W przypadku celu o charakterze koncepcyjnym stawianie hipotez nie byto zasadne.

Hipotezy sformutowano w nastepujacy sposdb:

H1.

H2.

H3.

H4.

H5.

Czynniki demograficzne determinujg wybory konsumentéw w zakresie konsumpcji kiszonych
produktéw warzywnych (hipoteza postawiona na bazie m.in.: Antonio i Gonzalez, 2009;
Biiytikkarag6z i in., 2014; Kraus i in., 2017; Rivas-Rojas i Cuffia, 2020).

Spontanicznie fermentowany sok z jarmuzu charakteryzuje sie wyzszg zawartoscig zwigzkdw
bioaktywnych niz Swiezy sok (hipoteza postawiona na bazie m.in.: Di Cagno i in., 2013; Filannino
iin., 2018; Mufioz i in., 2017; Septembre-Malaterre i in., 2018).

Wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane podczas spontanicznej
fermentacji jarmuzu zielonego charakteryzujg sie potencjalnymi wtasciwosciami probiotycznymi
(hipoteza postawiona na bazie m.in.: Binda i in., 2020; Bourdichon i in., 2018; EFSA 2007, 2020;
FAO i WHO, 2006; FDA 2021; Marco i in., 2021).

Mikrobiota jarmuzu stanowi zrddto bakterii fermentacji mlekowej przydatnych jako kultury
starterowe do modelowania wybranych wtasciwosci prozdrowotnych fermentowanego soku
zjarmuzu zielonego (hipoteza postawiona na bazie m.in.: Marco i in., 2021; Septembre-
Malaterre i in., 2018; Torres i in., 2020).

Kontrolowana fermentacja soku z jarmuzu pozwala na uzyskanie wyzszej zawartosci wybranych
sktadnikéw bioaktywnych w poréwnaniu ze swiezym sokiem i sokiem poddanym spontanicznej
fermentacji (hipoteza postawiona na bazie m.in.: Di Cagno i in., 2013; Filannino i in., 2018;

Gobettiiin., 2010; Hutkins, 2019; Mufioz i in., 2017; Septembre-Malaterre i in., 2018).
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Aby osiggnac¢ pierwszy cel szczegétowy wypracowano autorski model rozwoju nowych
produktow spozywczych z wykorzystaniem systematycznych studidw literaturowych (procedura SALSA)
(Booth, A., Papaioannou, D., i Sutton, 2012). W efekcie wyselekcjonowano najistotniejsze prace
badawcze, ktére zostaty poddane szczegdtowej analizie tresci. Synteze przeprowadzono ze wzgledu
na przedmiot badan oraz typ modelu, ktére zostaty przedstawione w wyselekcjonowanych publikacjach.
Publikacje przeanalizowano wykorzystujgc elementy metody metaetnografii (ang. metaetnography)
(Siau i Long, 2005).

Aby osiggngé drugi cel szczegdtowy oraz zweryfikowac hipoteze pierwsza przeprowadzono
badanie empiryczne. Przedmiot badania stanowity zachowania polskich konsumentéw na rynku
spozywczym, wtym w szczegdlnosci zachowania konsumentéw dotyczgce niemlecznych produktow
fermentowanych. Do zbierania informacji wykorzystano autorski kwestionariusz. Instrument pomiarowy
zostat podzielony na trzy czesci dotyczgce kolejno: wyboréow konsumentéw w zakresie konsumpcji
owocow, warzyw i ich przetwordw, wyborédw konsumentéw w zakresie konsumpciji kiszonych produktéw
warzywnych oraz oferty rynkowej kiszonych sokéw warzywnych. Narzedzia statystycznej analizy danych
zostaty wykorzystane w celu zweryfikowania postawionej hipotezy. Ze wzgledu na charakter zmiennych,
wykorzystano regresje porzagdkowg (IBM, 2022). Opracowano dwa modele: (1) dla kiszonych sokéw
warzywnych oraz (2) dla kiszonych produktéw warzywnych.

Osiggniecie celow szczegdtowych (od CS3 do CS7) oraz zweryfikowanie postawionych hipotez
badawczych (od H2 do H5) zostato przeprowadzone na bazie licznych badan Ilaboratoryjnych
obejmujacych szeroki zakres analiz mikrobiologicznych, fizykochemicznych oraz instrumentalnych.
Badania te koncentrowaty sie na charakterystyce soku z jarmuzu zielonego poddanego zaréwno
fermentacji spontanicznej jak i kontrolowanej oraz na okresleniu potencjalnych wtasciwosci
probiotycznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. Badania w tym zakresie obejmowaty:

a) Ocene wyrdéznikdw mikrobiologicznych (ocene jakosci mikrobiologicznej przeprowadzono

z wykorzystaniem klasycznej metody ptytkowej, wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

oznaczono metodg dwukrotnych rozcieficzed na mikroptytkach, przeprowadzono izolacje

i charakterystyke bakterii fermentacji mlekowej, aktywnosé przeciwdrobnoustrojowg izolatéw

bakterii okreslono z pomocg metody dyfuzji studzienkowej, wrazliwos¢ izolatéw bakterii na

antybiotyki przeprowadzono metodg krazkowg, tolerancje izolatéw wzgledem NaCl, soli
z6fciowych i niskiego pH okreslono metodg mikroptytkowg, identyfikacje izolatéow
przeprowadzono metoda proteomiczng z wykorzystaniem MALDI-TOF oraz metodg genetyczna

z wykorzystaniem genu 16S RNA.

a) Ocene wyrdznikow fizykochemicznych (wykonano pomiar pH, catkowitg zawartosc
rozpuszczalnych substancji statych okreslono z uzyciem refraktometru, oznaczono kwasowos¢

miareczkowa, przeprowadzono spektrofotometryczny pomiar barwy).
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b) Oznaczenie wartosci odzywczej, sktadnikbw mineralnych i witamin (okreslono wartos¢
odzywczg, zawartos¢ fruktozy i glukozy oznaczono metodg HPLC, zawartos¢ sktadnikéow
mineralnych i kadmu przeprowadzono przy uzyciu atomowej spektroskopii emisyjnej
ze wzbudzeniem w plazmie mikrofalowej, zawartos¢ witaminy C i witamin z grupy B oznaczono
metodg HPLC).

c) Oznaczenie zawartosci sktadnikow bioaktywnych i witasciwosci przeciwutleniajacych
(oznaczono ogdlng zawartos¢ zwigzkéw fenolowych z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu,
zawartos¢ zwigzkéw fenolowych, karotenoidéw i glukozynolandéw oznaczono metodg HPLC,
wtasciwosci przeciwutleniajgce okreslono z wykorzystaniem metody TEAC).

W pracy wykorzystano literature polskojezyczng i anglojezyczng z zakresu: rozwoju nowych
produktéw, zarzgdzania projektami, innowacji, a takze specyfiki rynku spozywczego i przedsiebiorstw na
nim dziatajgcych. Précz tego bazowano na literaturze koncentrujacej sie na mozliwosciach biokonwersji
zwigzkow biologicznie czynnych przez bakterie fermentacji mlekowej w réznych matrycach roslinnych
oraz wilasciwosciach probiotycznych mikroorganizméw. Na bazie rozwazan ianalizy wynikéw badan
zaprezentowanych w niniejszej rozprawie starano sie wzbogaci¢ stan wiedzy w dyscyplinie nauk
0 zarzadzaniu i jakosci. W zwigzku z tym, opracowano model rozwoju nowych produktéw spozywczych,
ktoéry dzieki prezentacji specyfiki branzy wzbogaca wiedze z zakresu zarzgdzania projektem rozwojowym
na rynku spozywczym. W wyniku badan konsumenckich ustalono, jakie sg aktualne zachowania polskich
konsumentédw dotyczgce niemlecznych produktéw fermentowanych. Z perspektywy zarzadzania
procesem rozwoju nowych produktéw w ujeciu projektowym ten zaséb wiedzy jest szczegdlnie istotny,
gdyz pozwala na ukierunkowanie catego procesu. W rozprawie wypracowano réwniez nowg wiedze
dotyczacg mozliwosci przeprowadzania fermentacji soku z jarmuzu zielonego z wykorzystaniem
autochtonicznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym. Wskazano,
ze fermentowany sok z jarmuzu moze by¢ postrzegany jako produkt funkcjonalny z uwagi na zawartos¢
réznych zwigzkdw biologicznie czynnych oraz okreslono wptyw poszczegdlnych kultur starterowych na
ich profil. Ponadto, zaobserwowano, ze wyselekcjonowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej moga
charakteryzowac sie potencjalnymi witasciwosciami probiotycznymi. Badania te wpisujg sie w nauki
o0 zarzadzaniu i jakosci, poniewaz z jednej strony koncentrujg sie na aspektach zarzadczych dotyczacych
catego projektu rozwoju nowego produktu, a z drugiej strony obejmujg szereg analiz majacych na celu

zapewnienie jakosci, bezpieczerstwa oraz wtasciwosci prozdrowotnych produktu.
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Praca skfada sie ze wstepu, czterech rozdziatéw oraz podsumowania. Powigzania pomiedzy

poszczegdlnymi czesciami oraz logika wywodu rozprawy zostaty przedstawione na rysunku 1.

e ) - L. Wymagania dotyczace ] [
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Rysunek 1. Uktad rozprawy doktorskiej

Zrédto: opracowanie wtasne

W rozdziale pierwszym przedstawiono trendy panujagce na rynku zywnosci, w tym
w szczegolnosci na rynku zywnosci fermentowanej. W poszczegdlnych podrozdziatach zaprezentowano
rozwazania dotyczgce nasilenia walki konkurencyjnej w branzy spozywczej, a takie podstawy dla
prowadzenia przez przedsiebiorstwa konkurencji na bazie strategii dyferencjacji. Odniesiono sie do wagi
skutecznego zarzadzania rozwojem nowych produktow, a takze wstepnie zasygnalizowano istotng role
konsumentéw w procesie. Na bazie analiz rynku wskazano i scharakteryzowano dominujacy obecnie na
rynku trend zywieniowy zwigzany ze zdrowym odzywianiem. W kolejnym podrozdziale zdefiniowano
zywnos¢ funkcjonalng oraz omoéwiono charakterystyke zywnosci fermentowanej. Wskazano przede
wszystkim na ich wiasciwosci prozdrowotne, wynikajgce gtdwnie z obecnosci zwigzkdw biologicznie
czynnych idobroczynnych mikroorganizméw. Finalnie, w rozdziale pierwszym zidentyfikowano

i omdéwiono wystepujgcg na rynku spozywczym nisze, ktdrg stanowig produkty fermentowane, w tym
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przede wszystkim napoje fermentowane. Scharakteryzowano innowacje na rynku zywnosci i innowacje
na rynku zywnosci fermentowanej oraz przedstawiono uzasadnienie dla koniecznosci aktywnego
zarzadzania rozwojem nowych produktéw na rynku spozywczym.

W rozdziale drugim skoncentrowano sie na rozwoju nowych produktéw w branzy spozywczej.
W pierwszym podrozdziale zaprezentowano wymagania dotyczace niemlecznych produktéw
fermentowanych, w tym przede wszystkim przedstawiono uregulowania europejskie i polskie panujgce
na rynku spozywczym. W dalszej cze$ci omdéwiono naukowe podstawy koncepcji rozwoju nowych
produktéw wskazujac, iz gtéwnym filarem koncepcji jest to, ze potrzeby konsumentéw powinny by¢
punktem wyjscia dla proceséw rozwoju nowych produktéow. W podrozdziale trzecim wypracowano
autorski model rozwoju nowych produktéw spozywczych. Zaprezentowano metodyke prowadzenia
systematycznych studidw literaturowych, a nastepnie autorski model rozwoju nowego produktu. Model
ten obejmuje siedem wyrdzniajgcych sie etapdw: generowanie pomystu, wybér pomystu, badania,
rozwéj, testowanie, wprowadzenie na rynek, monitorowanie. W ostatnim podrozdziale rozwazania
koncentrowalty sie na zarzadzaniu procesem rozwoju nowego produktu w ujeciu projektowym. Na bazie
metodyki zaproponowanej przez Project Management Institute (PMI) przedstawiono przyktady
zarzadzania na bazie rozwoju fermentowanego soku z jarmuzu zielonego.

W rozdziale trzecim zaprezentowano cele i hipotezy badawcze oraz przedstawiono metodyke
prowadzenia badan. Badania empiryczne obejmowaty zaréwno badania konsumenckie jak
i laboratoryjne. W odniesieniu do badan konsumenckich przedstawiono metodyke prowadzenia badan
ankietowych. Z kolei w nawigzaniu do badan laboratoryjnych oméwiono materiat badawczy, odczynniki
i mikroorganizmy wskaznikowe. Nastepnie, szczegétowo zaprezentowano metody wykorzystane
do prowadzenia badan mikrobiologicznych, fizykochemicznych oraz instrumentalnych. Na korcu
przedstawiono metody wykorzystywane w statystycznej analizie danych.

W rozdziale czwartym przedstawiono wyniki badan wiasnych i dyskusje. Rozdziat ten posiada
precyzyjnie zaplanowang strukture. Struktura ta zostata opracowana tak, aby zachowaé spdjnosc¢
z wypracowanym modelem rozwoju nowych produktéw spozywczych. Kolejne podrozdziaty
odpowiadajg wiec wybranym kolejnym etapom wyrdznionym w modelu. Rozdziat podzielony jest na trzy
podrozdziaty: generowanie i selekcja pomystéw, badania oraz rozwéj. W pierwszym podrozdziale
zaprezentowano wyniki prac koncepcyjnych oraz badan empirycznych majgcych na celu wypracowanie
koncepcji nowego produktu spozywczego oraz ustalenie zachowan polskich konsumentéw dotyczacych
niemlecznych produktéw fermentowanych. W drugim podrozdziale zaprezentowano wyniki dotyczgce
wiasciwosci prozdrowotnych i wyrdznikdw jakosciowych spontanicznie fermentowanego soku
z jarmuzu, a takze potencjalnych witasciwosci probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej. W ostatnim
podrozdziale zaprezentowano wyniki dotyczace opracowania prototypdéw fermentowanego soku oraz
przedstawiono badania obejmujace okreslenie zawartosci sktadnikéw odzywczych oraz wtasciwosci

prozdrowotnych sokéw poddanych fermentacji kontrolowanej.
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Prace konczy podsumowanie, w ktérym udzielono odpowiedzi na pytanie badawcze oraz
omoéwiono wyniki testowania hipotez. Przedstawiono réwniez ograniczenia dotyczace uzyskanych
wynikow, mozliwe kierunki dalszych badai oraz implikacje menedzerskie dla przedsiebiorstw

spozywczych.
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1. Trendy na rynku niemlecznej zywnosci fermentowane;j

Ponizszy rozdziat przedstawia charakterystyke branzy spozywczej zaréwno z perspektywy Unii
Europejskiej (UE) jak i z polskiej z uwzglednieniem trendéw konsumenckich dotyczgcych zywnosci
o charakterze prozdrowotnym. Przedstawione zagadnienia dotyczg definicji zywnosci funkcjonalnej oraz
wihasciwosci  funkcjonalnych  produktéw fermentowanych tj. obecnosci mikroorganizméw
probiotycznych badZ biokonwersji zwigzkdw o walorach prozdrowotnych. W dalszym etapie pracy
skoncentrowano sie na zagadnieniu innowacji produktowych z uwzglednieniem nowych kiszonych

produktéw na bazie surowcow roslinnych.

1.1. Charakterystyka branzy spozywczej

Przemyst spozywczy, poczgwszy od rolnictwa az do ustug gastronomicznych, jest jednym z najwiekszych
przemystow na $wiecie (Meiselman, 2007). W konsekwencji, zarowno w $wiecie nauki jak i praktyki
biznesowej przedsiebiorstw, podejmuje sie znaczace wysitki majgce na celu zarédwno zrozumienie
mechaniki dziatania catego rynku spozywczego, jak i okreslenie skutecznych podejs¢ do zarzgdzania
podmiotami dziatajgcymi na tym rynku. W ostatnich latach czeste zmiany w technologiach wytwadrczych,
wzorcach rynkowych i wymaganiach konsumentéw zorientowanych na zdrowie zmusity firmy spozywcze
do skupienia sie na innowacjach w celu utrzymania lub zdobycia przewagi konkurencyjnej. Dlatego tez,
aby przedsiebiorstwa mogty odnies¢ sukces i byé wysoce konkurencyjne na rynku, konieczne jest
zrozumienie tych wyzwan i znalezienie sposobdéw radzenia sobie z nimi za pomoca skutecznego
zarzadzania skoncentrowanego na innowacjach i rozwoju nowych produktéw (Bigliardi i Galati, 2013;
Pinnaiin., 2018).

Podaz na rynku spozywczym tworzona jest przez skomplikowang sie¢ podmiotéw o silnie
zréznicowanych obszarach podstawowej dziatalnosci gospodarczej, rozciggajacych sie od producentéow
ptodéw rolnych, hodowcow zwierzat, przedsigbiorstw zajmujacych sig rybotdwstwem i rybactwem,
przez producentow artykutdw spozywczych, az po dystrybutoréw zywnosci (Gotfas, 2010). W ramach
catego przemystu spozywczego wyodrebnieniu podlegaé moze sektor produkcji zywnosci, ktory uznany
zostat za szczegdlnie istotny naukowo. Sektor ten obejmuje podmioty zajmujgce sie przetworstwem
produktéw zwierzecych i roslinnych, a takze przetwdrstwem wtérnym badz tez produkcjg uzywek.
W ramach branzy spozywczej zgrupowani sg wiec producenci artykutdw spozywczych oraz producenci
napojow. Efektem pracy podmiotéw dziatajagcych w tej branzy mogg by¢ produkty zaréwno
niskoprzetworzone, jak i stanowigce efekt zaawansowanych proceséw technologicznych (Polska Agencja
Informacji i Inwestycji Zagranicznych, 2013).

Na poziomie Unii Europejskiej branza spozywcza jest uwazana za jedng z najbardziej znaczacych
w obecnej gospodarce i dlatego przycigga uwage réznych organizacji oraz wtadz krajowych i organizacji

miedzynarodowych (FoodDrinkEurope, 2020; Pinna i in., 2018). Wedtug raportu Food Drink Europe,
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branza ta ma duzy wplyw na gospodarke europejska, stanowigc 15,2% przemystu wytwoérczego
(FoodDrinkEurope, 2020). Warto$¢ ta znajduje posrednie potwierdzenie w analizach Eurostatu,
wedtug ktdrych branza spozywcza stanowi najwiekszy sektor produkcyjny w UE pod wzgledem zaréwno
miejsc pracy jak i generowanej wartosci dodanej (Eurostat, 2022). Branza spozywcza stanowi tez istotny
element handlu z krajami spoza Unii. UE posiada znaczng nadwyzke handlowa w handlu zywnoscig,
a unijne produkty zywnosciowe znajdujg szerokie uznanie wsrdd klientéw poza granicami Wspdlnoty.
W ciggu ostatnich 10 lat eksport zywnosci i napojow z UE podwoit sie, osiggajac wartos¢ ponad 90 mlid
euro i przyczyniajac sie do dodatniego salda obrotéw handlowych w tym zakresie, wynoszacego prawie
30 mld euro (Eurostat, 2022).

W ramach UE w sektorze produkcji zywnosci dziata ponad 300 tysiecy przedsiebiorstw, z czego
okoto 290 tysiecy produkuje zywnos¢, a pozostate 20 tysiecy napoje (Eurostat, 2009). Pomimo tak
wysokiej liczby przedsiebiorstw, sektor wykazuje silng koncentracje, zdominujacg pozycjg najwiekszych
przedsiebiorstw (np. Nestlé, Unilever, Danone) (Eurostat, 2009). W $wietle badan naukowych, pozycja
podmiotéw posiadajgcych niewielki udziat w branzy spozywczej jest bardzo wymagajaca, a nasilenie
walki konkurencyjnej pomiedzy nimi—duze (O’Sullivan, 2017). Do sytuacji tej mozna odnies¢ sie na bazie
klasycznej juz koncepcji analizy otoczenia konkurencyjnego przedsiebiorstwa (Porter, 1980; Porter,
2008). Zaktada ona, iz rywalizacja pomiedzy istniejgcymi konkurentami moze przybiera¢ wiele réznych
form, w tym obnizki ceny, wprowadzanie nowych produktéw, intensywne kampanie reklamowe, czy
ulepszenia ustug towarzyszacych (Porter, 2008). Zgodnie z tym podejsciem, sposdb i intensywnosé walki
konkurencyjnej w branzy uzalezniona jest w duzej mierze wtasnie od stopnia koncentracji branzy i zmian
zachodzacych w tym zakresie. Wystepowanie ograniczonej liczby liderow rynkowych (podmiotéw
o dominujgcym udziale w rynku) moze nies¢ ze sobg ryzyko kontroli cen w branzy i rodzi potrzebe
wzrostu konkurencji pozacenowej, ktdrej podstawg jest réznicowanie oferty produktowej (Jurek-Stepien
i Wysocki, 2007). Strategia ta jest szczegdlnie wskazana, kiedy wystepuje istotne zréznicowanie
produktéw dostepnych na rynku, a produkty nie muszg byé produktami masowymi, zeby ich produkcja
byta optacalna (Porter, 2008). Strategia rdinicowania stanowi wiec alternatywe dla strategii
przywodztwa cenowego i jest typem strategii biznesowej, ktéra koncentruje sie na tworzeniu unikalnych
i wysokich jakosciowo ustug i produktow, co pozwala na odrdznienie sie od konkurencji. W najprostszym
ujeciu celem strategii dyferencjacji jest wiec wygenerowanie ustugi badz produktu, ktéry z punktu
widzenia klienta bedzie niepowtarzalny (Anwar, 2016). Podstawg strategii dyferencjacji jest tworzenie
dodatkowych korzysci dla klientédw, a nieoditaczng cecha podmiotow jg stosujgcych
sg ponadprzecietne naktady na dziatalno$¢ badawczo-rozwojowg (Widuri i Sutanto, 2019).
Przedsiebiorstwa, ktdre stosujg strategie réznicowania, wykorzystujg zaawansowang technologie,
specjalistyczne aktywa i korzystajg z ustug pracownikdw o wysokich kompetencjach, co pozwala rozwijaé
innowacyjne produkty odrézniajgce sie od produktow konkurencji. Nieodtaczng cecha wykorzystania

strategii dyferencjacji w przedsiebiorstwach spozywczych s zaawansowane badania laboratoryjne
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z wykorzystaniem najnowszej technologii, ktére moga obejmowa¢ szereg analiz koncentrujacych sie
na jakosci produktu badZ na jego walorach prozdrowotnych. Analizy takie obejmujg szereg
interdyscyplinarnych badan od podstawowych do zaawansowanych - wyrdznia sie m.in. analize
parametréw fizykochemicznych, badania mikrobiologiczne dotyczace bezpieczeristwa produktu i jego
jakosci mikrobiologicznej oraz analizy instrumentalne, skupiajgce sie na ocenie potencjalnych
wihasciwosci produktu (np. zawartos¢ witamin, wiasciwosci przeciwutleniajgce, profil zwigzkéw
fenolowych). Strategia ta jest tym bardziej skuteczna, ze jak pokazujg dotychczasowe badania naukowe,
pomimo aktywnego zaangazowania podmiotéw w dziatalnos¢ badawczo-rozwojowg, w sektorze
produkcji Zywnosci dominujg innowacje inkrementalne — stanowigce wytacznie ulepszenie produktéw
juz istniejacych (Tsimiklis i in., 2015). Dlatego tez, mozliwos¢ przetrwania w dtugim okresie oraz
zapewnienie mozliwosci realizacji swoich podstawowych celéw przez firmy dziatajgce w branzy
spozywczej, wymaga wzmozonych dziatan w zakresie zarzadzania i réznicowania oferty produktowej,
w tym przede wszystkim zarzgdzania procesem rozwoju nowych produktow.

W zwigzku z powyiszymi rozwazaniami, wskazuje sie na istotng wage rdznicowania oferty
produktowej réwniez w polskiej branzy spozywczej. W Polsce branza ta podlega dynamicznemu
rozwojowi. W 2021 r. warto$¢ eksportu zywnosci produkowanej w Polsce za granice wyniosta 170,8 mld
PLN (37,4 mld EUR), przy czym ponad 70% tego eksportu trafito na rynki unijne (Polska Agencja Inwestycji
i Handlu, 2021). Prowadzone w latach ubiegtych badania naukowe, dotyczace polskich przedsiebiorstw
dziatajgcych w branzy spozywczej wskazujg, iz przed wstapieniem Polski do UE wydajnos¢ pracy byta
przecietnie dwukrotnie nizsza w Polsce niz w krajach cztonkowskich UE. Sytuacja ta w okresie
pdzniejszym ulegta poprawie, a wydajnos¢ pracy w polskich przedsiebiorstwach branzy spozywczej
znaczgco wzrosta. W tym kontekscie istotne sg rowniez analizy branzowe, ktére wykazaty ograniczong
innowacyjnos$¢ polskich przedsiebiorstw spozywczych oraz podkreslity zapotrzebowanie na
systematyczne wspieranie innowacyjnosci (Wasilewski i Gospodarowicz, 2016). taczac zagadnienia
konkurencji, zarzadzania oraz innowacyjnosci, literatura przedmiotu wskazuje na koniecznos¢
aktywnego zarzadzania rozwojem innowacji. Jest to szczegdlnie zasadne w przypadku branz o wysokim
nasileniu walki konkurencyjnej (Valmohammadi, 2012). Poprzez zarzadzanie innowacjami rozumiec
nalezy wprowadzanie praktyk, proceséw i struktur, ktére majg stuzy¢ realizacji celéw organizacji
(Volberda i in., 2013). Zarzadzanie innowacjami obejmuje przy tym m.in. takie obszary jak: rozwoj
nowych produktéw/ustug, promocja nowych produktéow/ustug, wykorzystanie najnowszych technologii
w realizowanych procesach i w rozwoju nowych produktéw, zagospodarowanie nowych rynkdéw, analiza
oraz usprawnienie obecnych produktéw, rozszerzenie funkcjonalnosci obecnych produktéw, czy
tworzenie nowych linii produktéw (Valmohammadi, 2012).

Podsumowujac dotychczasowe rozwazania nalezy wskaza¢, iz zardwno europejski jak i polski
sektor produkcji zywnosci charakteryzujg sie wysokim nasileniem walki konkurencyjnej i dominujacg

pozycjg nielicznych, najwiekszych przedsiebiorstw, co stymuluje konkurencje pozacenowga. W zwigzku
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z tym, rozwdj nowych produktéw jest kluczcowym aspektem dziatalnosci przedsiebiorstw w branzy
spozywczej. Literatura przedmiotu jest przy tym zgodna z dotychczasowymi wynikami badan rynku,
ktore wskazujg na wysokie naktady na badania i rozwéj oraz wprowadzanie licznych nowych
produktéw (Komisja Europejska, 2016).

Ze wzgledu na nasilenie walki konkurencyjnej oraz koniecznos¢ rozwoju nowych produktéw,
sektor produkcji zywnosci podlega dynamicznym przemianom. Producenci podejmujg starania zaréwno
w zakresie obserwacji trendéw rynkowych, jak i — w miare mozliwosci — aktywnego ich kreowania.
Ksztattowanie oferty produktowej przez producentéw zywnosci powinno wiec uwzglednia¢ aktualne
trendy rynkowe oraz wyniki analizy otoczenia. Dziatania takie pozwalajg dostosowac oferte do rynku
docelowego. Koncepcja zarzadzania rozwojem nowego produktu z uwzglednieniem informacji ptynacej
z otoczenia, w tym o aktualnych trendach rynkowych, jest bardzo dobrze ugruntowana w naukach
o zarzadzaniu i jakosci (Davis, 1993). Koncepcja taczaca badania konsumenckie z rozwojem nowego
produktu wskazuje, iz lepsze dopasowanie charakterystyki nowego produktu do potrzeb klientéw
zwieksza jego szanse na sukces rynkowy (Costa i Jongen, 2006). Tym samym, dopasowanie nowego
produktu do aktualnych trendéw rynkowych zwieksza szanse na ich uznanie przez szerokg grupe
odbiorcéw, a dla przedsiebiorstwa skutkuje to zwiekszeniem szans na przetrwanie w dtugim okresie oraz
realizacje podstawowych celdw dziatalnosci.

Jednym z najwazniejszych trendéw, ktore obserwuje sie obecnie na rynku spozywczym jest
trend zwigzany ze zdrowg zywnoscig, stad tez rosnie zainteresowanie przedsiebiorstw wytwarzaniem
zywnosci o odpowiednich parametrach tj. wysokiej zawartosci witamin czy tez zwigzkéw
przeciwutleniajgcych. Ten prozdrowotny trend wynika z takich czynnikdw, jak: zwiekszona swiadomos¢
konsumentéw dotyczaca kwestii zdrowotnych, liczne badania naukowe dotyczgce wptywu diety na
zdrowie konsumenta, promocja zalecen dotyczacych zbilansowanej diety oraz zwiekszone koszty opieki
zdrowotnej dla rzadéw (Bogue i Sorenson, 2007).

Dopasowanie oferty produktowej przedsiebiorstwa jest jednym z istotnych kryteriéw sukcesu
nowych produktéw. Jak wskazuje sie w literaturze przedmiotu — jedng z najpopularniejszych kategorii
produktowych ostatnich lat jest wtasnie kategoria produktéw obejmujgca zdrowa zywnosé m.in.
zywnos$¢ o obnizonej kalorycznosci, zywnosé funkcjonalng czy zywnos¢ o niskiej zawartosci ttuszczu
(Meiselman, 2007). Zdrowie i dobre samopoczucie reprezentujg dwa istotne trendy zywieniowe, ktére
napedzajg dziatalnosé rozwojowa w zakresie nowych produktow na globalnym rynku zywnosci i napojow
(MacFie, 2007). Co wiecej, wyniki badan wskazujg, iz rozwdj nowych produktéw spozywczych najczesciej
bazuje wtasnie na trendzie zwigzanym ze zdrowg zywnoscig (74%), nastepnie zas na koncepcji zywnosci
wygodnej (61%) i zrbwnowazonej (50%) (Horvat, Granato, i in., 2019).

Przedsiebiorstwa coraz czesciej bazujag na preferencjach konsumentéw w kontekscie
wytwarzania nowych, innowacyjnych produktéw o cechach prozdrowotnych. Podstawy teoretyczne,

pozwalajgce na wyjasnienie preferencji konsumentéw w zakresie zdrowego odzywania sg zréznicowane.

19



Jedng z uznanych w literaturze przedmiotu teorii, ktédre moga tu zosta¢ wykorzystane, jest teoria
planowanego zachowania (ang. theory of planned behaviour) (Ajzen, 1991). Teoria ta opisuje zwigzek
pomiedzy intencjg (np. che¢ bycia zdrowym), a zachowaniem (np. zakup zdrowych produktow
spozywczych). Przedstawia ona analize zwigzku pomiedzy postawami (ang. attitudes), subiektywnymi
normami (ang. subjective norms), poczuciem sprawowania kontroli (ang. perceived behavioural control),
intencjami (ang. intentions) i zachowaniem (ang. behaviour). W $wietle teorii, postawy wynikajg
z przekonan jednostki o oczekiwanych efektach danego zachowania (im wyzsza wartos$¢ oczekiwanych
efektdw, tym bardziej pozytywna postawa wzgledem zachowania i tym wieksza intencja jego realizacji).
Na rynku spozywczym postawy dotycza np. oczekiwania poprawy stanu zdrowia w wyniku spozywania
zdrowej Zywnosci. Subiektywne normy sg Scisle zwigzane z presjg otoczenia na realizacje lub zaniechanie
realizacji danego zachowania (wynikajg z przekonania, iz pewne zachowanie bedzie lub nie bedzie
popierane przez otoczenie). Zachowanie konsumentéw na rynku spozywczym koncentruje sie na
subiektywnych normach, ktére dotycza np. oddziatywania rodziny, przyjaciét i idoli, a takze inicjatyw
wspierajgcych zachowania prozdrowotne. Z kolei poczucie sprawowania kontroli dotyczy postrzegania
przez jednostke zasobdow i mozliwosci jakimi dysponuje, ktére sy niezbedne do realizacji danego
zachowania (ocena zasobow i mozliwosci jest subiektywna). Na rynku spozywczym dotyczy np. czasu
i zasobow materialnych niezbednych do wypracowania zdrowej diety.

Pojecie intencji jest kluczowe dla tej teorii. W tym ujeciu, intencje zawierajg w sobie wszystkie
motywacyjne komponenty ludzkiego zachowania i s3: ,,wskazZnikiem tego, jak bardzo ludzie sq skfonni
realizowaé¢ dane zachowanie” (Ajzen, 1991, s. 181). Innymi stowy, intencje stanowig zmienng
moderujacg zalezno$¢ miedzy postawami wzgledem zdrowej zywnosci, normami subiektywnymi
nakazujacymi jej spozycie oraz poczuciem sprawowania kontroli nad mozliwoscig ich spozywania,
a zachowaniem jednostki (Grgnhgj i in., 2013).

Kolejnym istotnym elementem teorii jest pojecie przekonan (Grgnhgj i in., 2013). Teoria
wskazuje, iz postawy, subiektywne normy i poczucie sprawowania kontroli nie sg konstruktami
niezaleznymi, ale sg same w sobie ksztattowane przez przekonania. Przekonania z kolei mogg by¢
ksztattowane przez liczne zmienne ,zewnetrzne” wzgledem podstawowych zmiennych modelu,
np. cechy spoteczno-demograficzne i osobowosciowe, wczesniejsze doswiadczenia jednostki, wiedza itp.
(Mynarska, 2012). Jest to zagadnienie kluczowe dla rozwazan dotyczacych rynku spozywczego
ze wzgledu na oddziatywanie spoteczne wywierane przez inicjatywy promujace prozdrowotne
zachowania zywieniowe. Inicjatywy takie s liczne i s3 podejmowane w catej Europie, czego efektem
jest zmiana w zakresie postaw, subiektywnych norm oraz poczucia sprawowania kontroli nad
mozliwoscig stosowania zbilansowanej diety przez konsumentéw. W konsekwencji prowadzi to rowniez
do dostosowania podazy przez przedsiebiorstwa produkujgce produkty spozywcze. Przyktadem inicjatyw
dotyczacych zdrowego zywienia mogg by¢ np. Europejska Inicjatywa Zdrowego Serca (ang. European

Heart Health Initiative), Europejski Program Ksztatcenia Uniwersyteckiego w Zakresie Zywienia i Zdrowia
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Publicznego (ang. European Master Program In Public Health Nutrition), program Zywienie i Dieta dla
Zdrowego Stylu Zycia w Europie (ang. Nutrition And Diet For Healthy Lifestyles In Europe) (Komisja
Europejska, 2022b). W Polsce, posrdd wielu inicjatyw, na uwage zastuguje np. funkcjonowanie
Narodowego Centrum Edukacji Zywieniowej (Narodowe Centrum Edukacji Zywieniowej, 2022)
prowadzgce programy edukacyjne takie jak "5 porcji warzyw, owocdéw lub sokéw!", "Soki i musy -
witaminy w SMART formie" czy "Niezwykte wtasciwosci zwyktych owocow".

Teoria ta wskazuje, iz w sytuacji, gdy konsument ma pozytywny stosunek do danego zachowania
(postrzega, ze otoczenie chce, by je wykonat oraz czuje sie zdolny do jego wykonania), bedzie przejawiat
intencje wykonania tego zachowania. W obszarze zdrowego zywienia, wyniki badan bazujgcych na teorii
planowanego zachowania wskazujg gtdwne psychologiczne przyczyny zachowan prozdrowotnych.
Wiedza ta moze by¢ wykorzystana zarédwno do przewidywania jak i wptywania na zachowania
konsumentow, np. w zakresie wptywania na postawy wzgledem nowych produktéw (Grgnhgjiin., 2013).
W toku badan stwierdzono, iz dfugotrwate promowanie pozytywnych postaw wzgledem zdrowego
zywienia i zbudowanie wspierajgcych je norm spotecznych zwigzanych ze zdrowym odzywianiem
pozwalajg kreowaé zaréwno intencje, jak i zachowania prozdrowotne (Bassett-Gunter i in., 2013).
Konkluzja ta pozwala — przynajmniej czesciowo i u czesci konsumentéw — wyttumaczy¢ obecny trend
zwigzany ze zdrowym zywieniem jako efekt promowania w diugim okresie prozdrowotnych postaw
i budowania norm spotecznych wspierajgcych zdrowe odzywianie. W konsekwencji doprowadzity one
do rozwijania sie u konsumentéw intencji zakupu zdrowej zywnosci, co przektada sie nastepnie na ich

wybory zywieniowe.

1.2. Niemleczne produkty fermentowane jako zywnos¢ funkcjonalna

Rynek zywnosci funkcjonalnej intensywnie rozwija sie juz od 2000 roku (Gray i in., 2003), a perspektywy
rozwoju tego rynku sg obiecujace. Zywnoéé o dodatkowej wartosci prozdrowotnej oferuje istotne
mozliwosci rozwoju dla branzy spozywczej (Bogue i in., 2017; Kleef i in., 2005). Spozycie zywnosci
funkcjonalnej wzrasta w prawie wszystkich krajach uprzemystowionych. Cho¢ przyczyny tego zjawiska s
zrdéznicowane, to w pierwszej kolejnosci wskazuje sie z jednej strony starzenie sie populacji, a z drugiej
bardziej intensywny stylu zycia, ktére utrudniajg spetnienie podstawowych wymagan zywieniowych
(Komisja Europejska, 2016). W odniesieniu do starzenia sie ludnosci podkresli¢ nalezy wieksze ryzyko
0so6b starszych do zapadania na choroby niezakazne, takie jak cukrzyca, choroby ukfadu krazenia,
osteoporoza i otytosé. Stwarza to zapotrzebowanie na nowe podejscia do zywienia, takie jak
spersonalizowane odzywianie czy rozwdj nowych produktéw wzbogaconych pod wzgledem wtasciwosci
prozdrowotnych. W efekcie obserwuje sie, iz zapotrzebowanie na zywnos¢ funkcjonalng gwattownie
wzrasta na rynkach UE, USA i BRICS w ciggu ostatnich kilku lat (Komisja Europejska, 2016).

Produkty funkcjonalne to kategoria produktéw spozywczych, ktdére ukierunkowane sg na

poprawe funkcjonowania organizmu. W pordwnaniu do Zzywnosci konwencjonalnej zywnosé
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funkcjonalna posiada dwa istotne wyrdzniki. Po pierwsze, produkcja zywnosci funkcjonalnej czesto
wymaga wykorzystania nowoczesnej technologii, poniewaz wyselekcjonowane sktadniki muszg zostac
dodane, usuniete lub zmodyfikowane (Frewer iin., 2003). Po drugie, konwencjonalna ,,zdrowa” zywnos¢
jest zwykle przedstawiana ogdlnie jako rodzaj zywnosci przyczyniajacej sie do zachowania zdrowia, bez
podkreslania roli pojedynczych sktadnikéw. W przypadku zywnosci funkcjonalnej sytuacja jest odmienna
— poszczegdlne sktadniki sg bezposrednio taczone z konkretnymi, dobrze zdefiniowanymi efektami
zdrowotnymi, a efekty te z konkretnym produktem (Lahteenmaki, 2003). Gdy producenci rozwijajg
produkty funkcjonalne, wymagane jest, aby udowodnili naukowo wptyw danego produktu na
zdrowie. Jest to jeden z powododw, dla ktérych opracowywanie i wprowadzanie do obrotu zywnosci
funkcjonalnej jest drogie i wyjatkowo ryzykowne.

Zywnos$¢ funkcjonalna nie jest postrzegana jako konkretna, jednorodna grupa produktéw.
Wyniki badan wskazujg, ze kiedy konsumenci dokonujg wyboru miedzy produktami, przyczyny wyboru
zywnosci funkcjonalnej sg rézne w réznych kategoriach produktow (Urala i Lahteenmaki, 2003). Dlatego
tez zywnos¢ funkcjonalna powinna by¢ analizowana z uwagi na konkretny produkt, a nie jako catos¢
kategorii produktowe].

Rozwéj produktow stanowiacych zywno$¢ funkcjonalng stat sie mozliwy dzieki ogromnemu
postepowi w naukach przyrodniczych (Kleef i in., 2005). Niestety, wiele funkcjonalnych produktéw
zywnosciowych opracowanych z naukowego punktu widzenia spotyka sie z brakiem akceptacji ze strony
konsumentow (Wennstrom, 2000). Jednym z powoddw wskazywanych w literaturze jest to, ze rozwdj
i marketing zywnosci funkcjonalnej zasadniczo rézni sie od rozwoju i marketingu zywnosci tradycyjnej
(Heasman i Melletin, 2001). Samo wystepowanie dowoddéw naukowych potwierdzajgcych, iz dany
produkt ma korzystny wptyw na funkcjonowanie organizmu, wykraczajgcy poza dostarczanie
podstawowych sktadnikéw odzywczych, nie jest wystarczajgcym czynnikiem sukcesu rynkowego.
Niezbednym elementem jest skuteczna komunikacja z klientami (Kleef i in., 2005). Wnioski
te potwierdzajg badania rynku, wedtug ktérych konsumenci zachowujg ostrozno$¢ w stosunku
do informacji (zdrowotnych) umieszczanych na produktach spozywczych i napojach, i wskazujgcych,
ze sukces rynkowy zywnosci funkcjonalnej w coraz wiekszym stopniu zalezy od nawigzania relacji
z konsumentem, opartej na zaufaniu (Komisja Europejska, 2016).

Konsumenci nie przejawiajg zblizonych intencji oraz poréwnywalnych zachowan zakupowych
wzgledem wszystkich produktéw funkcjonalnych. Badania w tym obszarze sugeruja, ze akceptacja
zywnosci funkcjonalnej przez konsumentow zalezy od charakterystyki podstawowego produktu — ktéry
stuzy jako nosnik sktadnika funkcjonalnego lub komunikujgcy korzysci zdrowotne. Balasubramanian
i Cole (2002) stwierdzili, ze poszukiwanie przez konsumentéw informacji o produktach spozywczych
w danej kategorii zywnosci zalezy od tego, jak postrzegajg te kategorie. Konsumenci mogg wiec
ignorowac informacje np. o skfadzie produktu w przypadku niektdrych produktéw spozywczych, takich

jak np. cukierki, poniewaz te produkty spozywcze spetniajg hedonistyczne potrzeby. Konsumenci
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postrzegajg produkty z natury zdrowe — takie jak warzywa i owoce — jako wiarygodne ,nosniki”
funkcjonalnych cech produktu. Ponadto, zywnos¢ funkcjonalna posiadajgca korzystny, prozdrowotny
wizerunek (np. jogurt) jest bardziej atrakcyjna niz zywnos¢ funkcjonalna, ktéra takiego wizerunku nie
posiada (np. guma do zucia) (Kleef i in., 2005). Wydaje sie, ze wczesniejsze przekonania konsumentéw
na temat prozdrowotnej charakterystyki produktu majg istotny wpltyw na postrzeganie zywnosci
funkcjonalnej (Kleef i in., 2005). Zagadnienie to jest istotne z punktu widzenia wczesniejszych rozwazan
dotyczacych oferty produktowej przedsiebiorstw dziatajgcych na rynku spozywczym. Istotnym
elementem sukcesu w rozwoju nowego produktu jest dopasowanie go do wymagan konsumentow. Tym
samym 2ywnos¢ funkcjonalna ma najwieksze szanse na sukces rynkowy, jezeli tworzona jest na bazie
produktéw, ktdre postrzegane sg przez konsumentéw jako prozdrowotne. Stad, uzasadniona wydaje
sie koncepcja rozwoju nowego produktu spozywczego, ktéry wpisuje sie w trend zwigzany z zywnoscig
prozdrowotng i bazuje na materiale postrzeganym przez konsumentdow jako zdrowy (np. jarmuz, ktéry
z uwagi na sktad jest okreslany mianem superfood).

Fermentowana zywnos$¢ i napoje, w tym szeroka gama produktdw na bazie owocow, warzyw,
zbdz, miesa i produktéw mlecznych, sg przygotowywane i spozywane przez ludzi od tysiecy lat,
ze wzgledu na ich witasciwosci prozdrowotne, wynikajgce gtdwnie z obecnosci zwigzkéw biologicznie
czynnych i dobroczynnych mikroorganizmoéw (Tamang i in., 2020). Mimo, ze rynek jest zdominowany
przez fermentowane produkty mleczne, niemleczne produkty fermentowane na bazie owocéw i warzyw
przyciggajg coraz wiekszg uwage réoznych grup - naukowcdw, producentéw zywnosci i konsumentéw
(Granato i in., 2010, 2020; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018). Rosngce zainteresowanie niemlecznymi
produktami fermentowanymi ma zaréwno przyczyny ekonomiczne, jak i zdrowotne. Zywnosc¢
pochodzenia roslinnego generuje znacznie nizsze koszty w pordwnaniu z produktami mlecznymi, przede
wszystkim z uwagi na nizsze koszty pozyskania surowcdéw roslinnych (Granato i in., 2010; Kandylis i in.,
2016; Min i in., 2019; Vijaya Kumar i in., 2015). Ponadto produkcja rolna emituje dwa razy mniej
dwutlenku wegla niz produkcja miesa, dlatego stanowi wazny element zréwnowazonego rozwoju, a wiec
jest istotnym aspektem dla konsumentéw dbajgcych o srodowisko (Economist, 2021). Z drugiej strony,
wzrost rynku niemlecznej zywnosci fermentowanej jest rowniez napedzany przez rosngcy swiadomos¢
konsumentdw dotyczgcg znaczenia zdrowych nawykéw Zzywieniowych, ktére mogg pomdc
w zapobieganiu chorobom przewlektym, przedtuzajac zycie i poprawiajgc samopoczucie. Dodatkowo
konsumenci coraz czesciej przechodza na diete weganska lub wegetarianiskg, unikajg spozywania mleka
krowiego lub laktozy, jak réwniez ograniczajg spozycie produktéw mlecznych o wysokiej zawartosci
cholesterolu (Granato i in., 2010; Kandylis i in., 2016; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018; Vijaya Kumar,
iin., 2015). W zwigzku z powyzszym, konsumenci coraz czesciej poszukujg produktow, ktére
charakteryzuja sie dziataniem prozdrowotnym wykraczajagcym poza zwykte dziatanie odzywcze, takich
jak zZywnos$¢ wzbogacona witaminami, btonnikiem badZz mikroorganizmami probiotycznymi (Granato,

iin., 2010; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018).
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Podczas gdy etapy opracowywania produktow funkcjonalnych sg w pewnym stopniu spdjne
na catym S$wiecie, znaczenie terminu "zywnos$¢ funkcjonalna" nie jest jednolite. Japonia, Stany
Zjednoczone i Europa sg uwazane za Swiatowych lideréw w dziedzinie zywnosci funkcjonalnej, a ich
podejscie do przepiséw dotyczacych zywnosci i oswiadczen znacznie sie rézni (Dominguez Diaz i in.,
2020). W zwiagzku z tym, brak jednolitej definicji prawnej dotyczacej zywnosci funkcjonalnej, prowadzi
do licznych konsekwencji w skali globalnej. Rozbieznosci w terminologii w réznych krajach doprowadzity
do nieuregulowanego publikowania oswiadczen zdrowotnych w niektérych krajach, ograniczania
produkcji zywnosci funkcjonalnej w innych oraz ogdlnego braku zaufania lub niejasnego rozumienia
pojecia "zywnos$¢ funkcjonalna" zaréwno przez witadze panstwowe, pracownikéw stuzby zdrowia jak
i konsumentéw (lwatani i Yamamoto, 2019; Martirosyan i Singh, 2015).

Termin ,,zywnos$¢ funkcjonalna” pojawit sie pierwszy raz w Japonii w roku 1984 i uzyskat
formalng, legislacyjng kategorie zywnosci o nazwie FOSHU (ang. Food For Specific Health Uses), ktorej
przytaczana definicja jest krdtka i prosta: ,produkty Zywnosciowe wzbogacone o specjalne sktadniki,
ktore majq korzystne dziatanie fizjologiczne na organizm czfowieka” (Japanese Ministry of Health, Labour
and Welfare, 2022). Aby zakwalifikowa¢ produkt jako funkcjonalny FOSHU, zywnos$¢ musi spetniac
nastepujgce wymogi (Japanese Ministry of Health, Labour and Welfare, 2022):

e udowodniona skutecznos¢ dziatania na organizm ludzki;

e brak jakichkolwiek problemoéw zwigzanych z bezpieczeristwem produktu (np. testy toksycznosci
na zwierzetach, potwierdzenie efektéw w przypadku nadmiernego spozycia itp.);

e stosowanie skfadnikdw odpowiednich pod wzgledem zywieniowym (np. brak nadmiernego
uzycia soli itp.);

e gwarancja zgodnosci ze specyfikacjg produktu do czasu spozycia;

e ustalone metody kontroli jakosci, takie jak specyfikacje produktéw i sktadnikéw, procesy

i metody analizy.

Pomimo powszechnego funkcjonowania na rynku produktéw z cechami zywnosci funkcjonalnej,
w prawie legislacyjnym Standw Zjednoczonych termin ,zywnosci funkcjonalnej” nie jest szczegétowo
zdefiniowany przez ustawodawstwo. Jednakze, same produkty funkcjonalne sg regulowane przez
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration - FDA) na mocy ustawy federalnej
o Zywnoséci, Lekach i Kosmetykach (ang. Federal Food, Drug, and Cosmetic Act) (FDA, 2022).
Oswiadczenie zdrowotne potwierdzajgce wtasciwosci funkcjonalne produktéw spozywczych
sg zatwierdzane wytagcznie po dokonaniu szczegdtowego przegladu aktualnej literatury naukowe;.
Randomizowane i kontrolowane badania kliniczne sg uwazane za najbardziej wiarygodne dowody
(zwane rowniez "ztotym standardem") potwierdzajgce zwigzek miedzy okreslonym sktadnikiem
zawartym w produkcie spozywczym a stanem zdrowia potencjalnego konsumenta zywnosci (Dominguez

Diaz i in, 2020).
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W realiach funkcjonowania rynku spozywczego w Europie zywnos¢ funkcjonalna nie posiada
ani specjalnych ram prawnych, ani definicji ustawowej. Jednak wymagania prawne stosowane
w odniesieniu do tych produktéw funkcjonalnych zalezg od charakteru kazdego z nich, poniewaz moga
one zawiera¢ skfadniki odzywcze, zwigzki bioaktywne lub inne substancje, ktére sg wyraZnie
uregulowane na rynku europejskim. Dlatego zywnos¢ funkcjonalna, ktéra na etykiecie lub w reklamie
zawiera oswiadczenie zywieniowe i zdrowotne dotyczgce zawartosci witamin, sktadnikéw mineralnych
lub innych substancji, musi spetnia¢ szczegétowe wymagania okreslone w rozporzadzeniu unijnym (EC)
nr 1924/2006 (Commission Regulation (EU), 2006; Dominguez Diaz i in., 2020).

W zwigzku z powyzszym, jedng z najczesciej przytaczanych definicji zywnosci funkcjonalnej
w krajach europejskich i w konsekwencji najbardziej odpowiednig w $wietle niniejszej dysertacji
doktorskiej, jest ta, przedstawiona w programie badawczym Komisji Europejskiej: Zywno$é Funkcjonalna
w Europie (ang. Functional Food Science in Europe - FUFOSE), zgodnie z ktérg zywnos$¢ funkcjonalna to:
,2ywnosc, ktdra korzystnie wptywa na jednq lub wiecej docelowych funkcji w organizmie poza
odpowiednim dziataniem odzywczym w sposob, ktéry ma znaczenie dla poprawy stanu zdrowia
i samopoczucia i/lub zmniejszenia ryzyka choroby. Jest on spozywany jako czes¢ normalnego schematu
Zywieniowego. Nie jest pigutkq, kapsutkqg ani zadng formq suplementu diety” (FUFOSE, 1999, s. 7).

Liczne doniesienia naukowe (Gao, Wen, Hu, Nie, Chen, Xiong, i in., 2019; Nayaki in., 2011; Verdn
i in.,, 2019) wskazujg, ze fermentowane owoce i warzywa mogg by¢ zaliczane do produktéw
funkcjonalnych, w szczegdlnosci ze wzgledu na obecnos¢ mikroorganizméw probiotycznych
o udokumentowanych wtasciwosciach. Dodatkowo, z uwagi na zmiany zachodzgce podczas fermentacji
mlekowej mozna zaobserwowac¢ dodatkowe wifasciwosci prozdrowotne, wykraczajace poza efekt
odzywczy. Modyfikacje te mogg by¢ konsekwencjg zmian w zawartosci i strukturze licznych zwigzkéw
bioaktywnych, a takze obecnosci mikroorganizmdw probiotycznych i ich metabolitéw. Dlatego regularne
spozywanie fermentowanych sokéw owocowych i warzywnych moze przyczynié sie do poprawy zdrowia
konsumentdw. Zastosowanie technologii fermentacji w przetwoérstwie owocéw i warzyw oraz
opracowanie serii probiotycznych fermentowanych produktéw owocowo-warzywnych nie tylko
zwieksza wartos¢ prozdrowotng owocdéw i warzyw, ale takze w sposdb organiczny taczy probiotyki i ich
aktywne metabolity z prebiotykami (np. btonnikiem pokarmowym), wspierajgc w ten sposéb zdrowie
mikrobioty jelitowej, a takze zapobiegajac chorobom przewlektym i tagodzac ich przebieg (Guanii in.,
2021).

Badania naukowe wskazujg na potencjalne witasciwosci funkcjonalne fermentowanych sokéw
na bazie surowcow roslinnych. Przyktadowo, badania Gaoi in, (2019) dowodzg, ze fermentowany sok
z przepekli ogérkowatej z uzyciem szczepu L. plantarum NCU116 charakteryzowat sie silniejszym
dziataniem przeciwcukrzycowym w poréwnaniu z sokiem niefermentowanym. Co istotne, kiszony sok
wywierat korzystniejszy wptyw na kontrole masy ciafa, poziom insuliny, lipidéw i stresu oksydacyjnego

u szczuréw z cukrzycg w porownaniu ze swiezym sokiem. Ogdlnie rzecz biorgc, wyniki te wskazujg,
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ze kiszony sok tagodzi cukrzyce typu 2 skuteczniej niz sok niefermentowany, co prawdopodobnie jest
zwigzane gtdwnie z wptywem na mikrobiote jelitowa, jak rédwniez na jej metabolity. Natomiast,
fermentacja soku z opuncji figowej pozwolita zachowaé¢ jego wtasciwosci prozdrowotne i wyraznie
wzmochita jego wtasciwosci antyoksydacyjne (Verdn i in., 2019). Podawanie sfermentowanego soku
myszom z otyloscia spowodowato znaczne zmniejszenie przyrostu masy ciata i ztagodzito
charakterystyczne dla otytosci oznaki tj.: insulinoopornos¢, hiperglikemie i hiperlipemie. Wyniki te,
wskazujg na duzy potencjat soku z opuncji figowej fermentowanego przy uzyciu L. plantarum S-811 jako
napoju funkcjonalnego w zapobieganiu otytosci i zwigzanym z nig patologiom. Badania nad
fermentowanym sokiem z owocéw noni wyraznie wykazaly jego witasciwosci hipoglikemizujgce
i hepatoprotekcyjne u szczuréw chorych na cukrzyce. Autorzy doszli nawet do wniosku,
ze sfermentowany sok moze by¢ doskonatym odpowiednikiem hipoglikemizujgcego leku glibenklamidu.
Jak donoszg autorzy wifasciwosci te sg prawdopodobnie s$cisle zwigzane z aktywnoscig
przeciwutleniajgcg, wysokg zawartoscig flawonoiddw oraz obecnoscig triterpendw i saponin
w fermentowanym soku z owocéw noni (Nayak i in., 2011). Badacze Li i in., (2014) uzyskali podobne
wyniki, ale zzastosowaniem probiotycznego szczepu L. plantarum i fermentowanego soku
marchwiowego. Wykazali, ze szczep ten zasadniczo promowat produkcje krétkotancuchowych kwaséw
ttuszczowych (ang. short fatty chain acids SCFA) w fermentowanym soku, co skutkowato wyzszym
poziomem SCFA w jelicie grubym szczuréw z cukrzycg typu 2. SCFAs majg zasadnicze znaczenie
w promowaniu wzrostu bakterii kwasu mlekowego i bakterii z rodzaju Bifidobacterium, a takze moga
obniza¢ poziom glukozy we krwi. Co wiecej, zaréwno aktywnos¢ metaboliczna L. plantarum
(przejawiajgca sie wzrostem poziomu SCFA), jak i zwigzki biologicznie aktywne wystepujace w soku
z marchwi (takie jak B-karoten) sg w stanie regulowaé poziom glukozy i hormondw we krwi, takich jak
insulina, glukagon, GLP-1 i PYY, obniza¢ poziom lipidéw w surowicy krwi oraz zmniejszaé stres
oksydacyjny.

Ponadto fermentacja mlekowa jest procesem, ktdry pomaga przedtuzy¢ okres przydatnosci
zywnosci do spozycia, poprawia jej warto$¢ odzywczg i walory sensoryczne, a takze zapewnia dodatkowe
wiasciwosci prozdrowotne dzieki obecnosci pozytecznych mikroorganizméw i zwigzkdw biologicznie
czynnych powstajgcych w wyniku tego procesu (Tamang i in., 2020). Co istotne, podczas fermentacji
zachodzi szereg zmian w profilu i zawartosci réznych zwigzkdéw (takich jak: witaminy, zwigzki fenolowe,
karotenoidy, aminokwasy itp.). Wiasciwosci profilu metabolicznego bakterii fermentacji mlekowej, wraz
z aktywnoscia enzymdéw roslinnych, mogg zwieksza¢ biodostepnos¢ ibioaktywnos¢ zwigzkéw
pochodzenia rosdlinnego, co w konsekwencji prowadzi do korzystnego oddziatywania na zdrowie
konsumenta (Filanninoiin., 2018; Septembre-Malaterre iin., 2018). Na modyfikacje zachodzace podczas
fermentacji z udziatem bakterii fermentacji mlekowej wptywajg takie czynniki jak: jakos¢ surowca
roslinnego, warunki procesu oraz zalezne od szczepu witasciwosci uzytej kultury starterowej (Filannino

iin., 2018; Mufioz i in., 2017). W zaleznosci od zastosowanego szczepu bakterii, ich indywidualne
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wiasciwosci moga przyczyniaé sie do: syntezy witamin, np. z grupy B, biokonwersji zwigzkéw fenolowych
do bardziej aktywnych lub degradacji zwigzkéw antyodzywczych. Z drugiej strony, fermentacja moze
sprzyja¢ degradacji okreslonych witamin, takich jak kwas askorbinowy lub zmniejsza¢ aktywnos¢
przeciwutleniajacy (Filannino i in., 2018; Mufioz i in., 2017; Septembre-Malaterre i in., 2018).

Przedsiebiorstwo spozywcze moze prowadzi¢ proces fermentacji za pomocg trzech réznych

procedur (Hutkins, 2019):
o fermentacji spontanicznej z udziatem naturalnie wystepujacej mikrobioty;
e fermentacji wstecznej (ang. back-slopping), opartej na ciggtym pasazu mikroorganizmoéw;
o fermentacji kontrolowanej z wykorzystaniem wyselekcjonowanych, przebadanych kultur
starterowych.

Procedura fermentacji spontanicznej i wstecznej jest charakterystyczna gtéwnie dla gospodarstw
domowych i niektérych przedsiebiorstw. Jednakze, jezeli intencjg firmy spozywczej jest wprowadzenie
na rynek produktu o cechach funkcjonalnych, najlepszg metodg bedzie prowadzenie fermentacji
kontrolowanej z wykorzystaniem mikroorganizméw probiotycznych o udokumentowanych
wiasciwosciach. Schemat procedur fermentacji wraz z jego gtdwnymi sktadowymi przedstawiono
na rysunku 2. Dlatego tez, produkcja zywnosci fermentowanej na skale przemystowg wymaga jednak
stosowania zidentyfikowanych i przebadanych kultur starterowych. Wykorzystanie starannie
wyselekcjonowanych rodzimych kultur starterowych w procesie fermentacji zapewnia szereg korzysci,
takich jak mikrobiologiczne bezpieczenstwo produktu i powtarzalnos¢ procesu (Di Cagno i in., 2013;
Hutkins, 2019; Vera-Pingitore i in., 2016). Ponadto mikroorganizmy autochtoniczne, ze wzgledu na ich
indywidualne zdolnosci adaptacyjne do okreslonego materiatu roslinnego, moga by¢ bardziej wydajne
w procesie fermentacji i przyczyniaé sie do znaczacych zmian w zawartosci i profilu zwigzkdw biologicznie
czynnych, w poréwnaniu z komercyjnymi kulturami starterowymi dostepnymi na rynku (Di Cagnoi in.,

2013; Filannino i in., 2018; Gobbetti i in., 2010; Torres i in., 2020; Vera-Pingitore i in., 2016).
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Rysunek 2. Schemat fermentacji mlekowej

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (Hutkins, 2019; Szutowska, 2020)

Kultury starterowe powinny spetnia¢ kryteria dotyczgce zaréwno procesu technologicznego, jak
i ich potencjatu probiotycznego (de Melo Pereira i in., 2018; FAO i WHO, 2006). Z technologicznego
i ekonomicznego punktu widzenia, powinny mie¢ zdolnosé szybkiego wzrostu w matrycach roslinnych,
najlepiej w temperaturze pokojowej. Ponadto izolaty bakterii powinny by¢ zdolne do zmiany zawartosci
lub biodostepnosci pozadanych zwigzkdéw biologicznie czynnych, takich jak witaminy, zwigzki fenolowe,
aminokwasy i sktadniki mineralne. Jednoczesnie, w celu okreslenia wtasciwosci probiotycznych, badania
powinny obejmowac analize wrazliwosci szczepdw na powszechnie stosowane antybiotyki, aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg wobec mikroorganizmdéw patogennych oraz identyfikacje genetyczna. Zgodnie
z wytycznymi FAO/WHO (2006), oznaczenia te stanowig podstawowe i fundamentalne kryteria oceny
bezpieczenstwa i potencjalnych wtasciwosci probiotycznych izolatéw, ktére w konsekwencji mogg petnic¢
role wartosciowych kultur starterowych w kontrolowanej fermentacji. Dalsze badania powinny
koncentrowac¢ sie na zdolnosci szczepéw do przezycia w przewodzie pokarmowym cztowieka
w odpowiedniej liczbie (okoto 10°-107 jtk/ml), jak réwniez na mozliwosci skutecznego przylegania do
nabtonka jelitowego (FAO/WHO, 2006). Co istotne, izolacja autochtonicznych szczepdw bakterii
fermentacji mlekowej, okreslenie ich potencjalnych wtasciwosci probiotycznych i wptywu na zawartos¢
zwigzkéow bioaktywnych w produkcie, a tym samym mozliwos¢ wykorzystania tych szczepéw
w przemysle spozywczym, stanowi wazny krok w projektowaniu i opracowywaniu prozdrowotnych
produktéw spozywczych. Warto zauwazy¢, ze zaréwno nowe (np. jarmuz, opuncja figowa, czerwony
smoczy owoc, wisnia), jak i tradycyjne fermentowane produkty spozywcze (np. kiszona kapusta w kuchni

polskiej czy kimchi w koreanskiej) sg obiecujgcym Zrodtem unikalnych kultur starterowych
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o wilasciwosciach probiotycznych (Beganoviéiin., 2014; Filannino i in., 2015; Michalak i in., 2018; Verdn
i in., 2017; Yien Ong i in., 2012). Zasadniczo, mikroorganizmy mogg by¢ izolowane ze $wiezych,
niesfermentowanych roslin, jak rowniez moga by¢ pozyskiwane podczas réznych etapdw spontanicznej
fermentacji. Nalezy tu wspomnieé, ze spontanicznie fermentowane rosliny pozwalajg na izolacje
i selekcje bardziej zréznicowanej grupy mikroorganizmow, co daje wieksze mozliwosci znalezienia
szczepOw o pozadanych wihasciwosciach, w pordwnaniu z materiatem niesfermentowanym (Torres i in.,

2020).

1.3.Innowacje produktowe na rynku zywnosci fermentowanej

Przedsiebiorstwa dziatajgce na rynku spozywczym rozwijajg zréznicowane nowe produkty. Ze wzgledu
na panujacy obecnie na rynku trend zwigzany z zywnoscig prozdrowotng, najwieksze szanse na sukces
rynkowy posiadajg te nowe produkty, ktére bazujg na surowcu postrzeganym przez konsumentéw jako
zdrowy. Ponadto, bazujgc na koncepcji réznicowania, aby skutecznie sie wyrdznié, przedsiebiorstwa
powinny rozwija¢ nowe produkty funkcjonalne na bazie produktéow, ktére byty juz w jakims stopniu
obecne na rynku. Na bazie analizy rynku mozna stwierdzi¢, iz pewng niszg na rynku spozywczym
sg produkty fermentowane, w tym przede wszystkim napoje fermentowane, ktdre, choc sg generalnie
dostepne dla konsumentéw, to posiadajg marginalny udziat w rynku (Komisja Europejska, 2016).
W zwigzku z tym, obiecujagcym kierunkiem rozwoju nowych produktéw funkcjonalnych moga by¢
fermentowane produkty. Zywno$é funkcjonalna moze byé tworzona na bazie réinego materiatu,
np. owocdw i warzyw, nabiatu czy produktéw zbozowych. Pomimo faktu, ze rynek produktéw
fermentowanych jest zdominowany przez produkty mleczne, produkty fermentowane, zwitaszcza
te oparte na owocach i warzywach, cieszg sie rosngcym zainteresowaniem wsrdod konsumentéw
nastawionych na zdrowy styl zycia (Miniin., 2019). W zwigzku z tym, ze wzgledu na obecne zywieniowe,
prozdrowotne preferencje konsumentow, kwestia ksztattowania pozgdanych wtasciwosci jest
nieunikniona w projektowaniu i opracowywaniu nowych fermentowanych produktéw spozywczych
na bazie warzyw i owocéw (Granato i in., 2010; Kandylis i in., 2016; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018;
Vijaya Kumar, i in., 2015).

Innowacja to bardzo szerokie pojecie, ktére mozna rozumiec na wiele sposobow (Trott, 2017).
Jedng z bardziej wyczerpujacych, klasycznych definicji podajg Myers i Marquis (1969), ktérzy przyjmuja
perspektywe procesowa. Wedtug autoréw innowacja nie jest efektem pojedynczego dziatania, ale
efektem realizacji procesu sktadajacego sie z powigzanych ze sobg etapdw. Innowacja to nie tylko
stworzenie nowej koncepcji, opracowanie wynalazku lub rozwdj nowego rynku, ale efekt, ktory taczy
wszystkie te elementy. W tym rozumieniu poprzez innowacje nalezy rozumie¢ nowa koncepcje
zmaterializowang w formie wynalazku, ktéry moze zosta¢ sprzedany na rynku. Co wazne, zgodnie
z klasycznym rozumieniem innowacji, nalezy odrézni¢ innowacje (ang. innovation) od wynalazku

(ang. invention) w ten sposob, ze innowacja stanowi komercyjne i praktyczne zastosowanie wynalazku.
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Wynalazek jest wiec pewnym oryginalnym rozwigzaniem technicznym lub organizacyjnym, natomiast
innowacja to pdzniejsze zastosowanie wynalazku w dziatalnosci gospodarczej (Schumpeter, 1939).

Nowsza definicja stwierdza, iz poprzez innowacje nalezy rozumie¢ efekt zarzgdzania wszystkimi
dziataniami dotyczacymi procesu generowania pomystdw, rozwoju technologii, wytwarzania
i marketingu nowego (lub ulepszonego) produktu lub procesu (Trott, 2017). Nalezy tu réwniez przywotac
Podrecznik Oslo, ze wzgledu na jego szerokie wykorzystanie zardwno w nauce, jak i praktyce
gospodarczej. Zgodnie z zawartg tam definicjg, innowacja to nowy lub znaczgco udoskonalony produkt
lub proces (badz ich kombinacja), ktéry znaczaco rézni sie od poprzednich produktéw lub proceséow
jednostki oraz ktéry zostat udostepniony potencjalnym uzytkownikom (produkt) lub wykorzystany
w danej jednostce (proces) (OECD i Eurostat, 2018).

W badaniach poswieconych zywnosci nie wypracowano odrebnej definicji innowacji. W pracy
poswieconej innowacjom na rynku spozywczym Traill i Meulenberg (2002) wskazujg dwa podstawowe
podejscia do innowacji. Pierwsze z nich dotyczy innowacji technologicznych bedacych efektem prac
badawczo-rozwojowych, a drugie przyjmuje szerszg perspektywe i definiuje innowacje jako proces
wykrywania i spetniania potrzeb klientéw. W innych pracach poswieconych innowacjom w sektorze
spozywczym wskazywano, iz innowacje obejmujg efekt catoksztattu dziatan, ktére przedsiebiorstwo
zajmujgce sie rozwojem produktu musi wykonac, aby skonceptualizowac, rozwing¢, skomercjalizowac,
a nastepnie wprowadzi¢ produkt na rynek (Meiselman, 2007). Przyjmowano ponadto, iz poprzez
innowacje rozumie sie nowe produkty, procesy czy ustugi, sposrod ktérych kazde stanowi wazny
instrument wyrdzniania firm na tle konkurencji i zaspokojenia oczekiwan konsumentéw (Bigliardii Galati,
2013), co jest zgodne zrozwazaniami dotyczacymi konkurencji, zaprezentowanymi w niniejszym
rozdziale. Finalnie, w badaniach nad rolg konsumentéw w rozwoju innowacji odwotywano sie do
koncepcji innowacji otwartych (Chesbrough i Bogers, 2014), wedtug ktérejinnowacja powstaje jako efekt
celowego wykorzystania wiedzy, istniejgcej zarédwno wewnatrz, jak i na zewnatrz kazdej organizacji
(Tsimiklisiin., 2015).

Zgodnie z powyzszymi definicjami, wystepujg rézne typy innowacji. Dla rozwazan prowadzonych
w niniejszej rozprawie istotne sg innowacje produktowe. Innowacje te definiowane sg w sposéb prosty,
jako opracowanie nowego lub ulepszonego produktu (Trott, 2017). W Podreczniku Oslo, innowacja
produktowa zostata zdefiniowana jako nowy lub znaczaco udoskonalony produkt lub ustuga, ktéry
istotnie rézni sie od poprzednich produktéw lub ustug przedsiebiorstwa oraz ktédry moze zostac
wprowadzony na rynek.

W kontekscie niniejszej rozprawy jako podstawe rozumienia pojecia innowacji przyjeto wiec
kombinacje najwazniejszych zawartych w nich elementéw. W efekcie przyjeto, izinnowacja produktowa
stanowi nowy lub udoskonalony produkt, ktéry powstat jako efekt celowego wykorzystania wiedzy
istniejacej zarowno wewnatrz, jak i w otoczeniu jednostki. Przedmiotem badan w rozprawie doktorskiej

sg wiec tylko te nowe produkty na rynku zywnosci fermentowanej, ktdre spetniajg powyzsze kryteria.
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Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na powigzanie pomiedzy nowymi produktami i innowacjami
produktowymi. Pojecia te nie sg tozsame, ale sg zblizone. Jest tak dlatego, iz nie kazdy nowy produkt
musi stanowi¢ innowacje produktowa. Wynika to z samej definicji nowego produktu, wedtug ktérej
produkty stanowig ekonomiczny efekt dziatalnosci produkcyjnej. Mogg by¢é wymieniane Ilub
wykorzystywane jako elementy sktadowe w produkcji bardziej zaawansowanych produktéw, moga by¢
przeznaczone do konsumpcji przez gospodarstwa domowe lub wtadze, lub mogg stanowi¢ inwestycje,
jak w przypadku produktow finansowych (OECD i Eurostat, 2018). W definicji tej pomija sie wiec
najwazniejszg charakterystyke innowacji, ktéra jest element nowosci lub udoskonalenia, stanowigca
wyroznik na tle poprzednich produktdw. W niniejszej rozprawie nacisk pofozony jest na role
konsumentédw w rozwoju nowych produktéw. Jednakze, poprzez nowe produkty rozumie sie tylko te,
ktore spetniaja kryteria definicyjne innowacji produktowej, okreslone powyzej.

Branza spozywcza jest dojrzata i zazwyczaj bardzo konserwatywna, jesli chodzi o poziom
inwestycji w nowe, innowacyjne produkty (Bigliardi i Galati, 2013). W szczegdlnosci europejska branza
spozywcza inwestuje znacznie mniej w badania i rozwdj w pordwnaniu z innymi sektorami, a nowe
produkty o wysokim poziomie innowacyjnosci sg rzadkie (Costa i Jongen, 2006). Stanowig one zaledwie
2,2% wszystkich wprowadzanych na rynek nowych produktéw, przy czym w ich przypadku ryzyko braku
akceptacji ze strony konsumentow jest wysokie (Bigliardi i Galati, 2013). Przemyst spozywczy tradycyjnie
koncentrowat sie na minimalizacji kosztow produkcji, przez co przedsiebiorstwa w nim dziatajgce
w niewielkim stopniu koncentrowaty sie na potrzebach klientéw i opracowywaniu nowych produktéw
zgodnych z ich preferencjami (Lienhardt, 2004). Ponadto w wiekszosci firm spozywczych proces rozwoju
nowych produktéw nadal opiera sie na informacjach ptyngcych z wnetrza przedsiebiorstwa. Cho¢ liczba
przedsiebiorstw, ktére rozwijaja nowe produkty uwzgledniajgc sygnaty ptynace z otoczenia, jest
ograniczona, to caty czas systematycznie rosnie (Pascucci i in., 2015). Klasyczne podejscie do rozwoju
nowych produktéw pokazuje, ze firmy, ktére modyfikujg stare i wprowadzajg nowe procesy rozwoju
produktéw, majg wieksze szanse na sukces rynkowy, w pordwnaniu z firmami, ktére stosujg
niezmienione procesy od dtuzszego czasu (Cooper i Kleinschmidt, 1995). Od roku 2000 stopniowej
popularyzacji podlega otwarty model rozwoju innowacji (ang. open innovation) (Chesbrough i Bogers,
2014). Model ten znajduje zastosowanie przy wszystkich typach innowacji, w tym innowacjach
produktowych. W oparciu o ten typ innowacji podmiot moze wykorzysta¢ zaréwno idee ptyngce
zwnetrza, jak i z otoczenia do rozwoju nowego, innowacyjnego produktu. W branzy spozywczej
podejscie to — cho¢ coraz czesciej wykorzystywane — nie znajduje jeszcze w wystarczajgcym stopniu
zastosowania w przedsiebiorstwach. Duza cze$¢ podmiotéw opiera swoje dziatania rozwojowe przede
wszystkim na informacjach wewnetrznych (Tsimiklis i Makatsoris, 2015). Sytuacja ta jest o tyle istotna,
iz uwzglednienie preferencji konsumentéw jest jednym z podstawowych czynnikéw sukcesu na tym
rynku. Rozwazania dotyczace innowacji otwartych sg przy tym zgodne z tymi dotyczgcymi preferencji

konsumentdéw. Jak wskazuje sie w literaturze, klient na rynku spozywczym staje sie coraz bardziej
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wymagajacy w odniesieniu do niestandardowych produktow i ustug (Bigliardi i Galati, 2013). Z tego
powodu przedsiebiorstwa (w szczegdlnosci duze) szukajg poza swoimi granicami organizacyjnymi
mozliwosci wspotpracy z partnerami w taficuchu dostaw, a takze mozliwosci wykorzystania zasobdow
i wiedzy zaréwno swoich dostawcéw, jak i konsumentdéw (Pascucciiin., 2015; Saguy i Sirotinskaya, 2014).
W Swietle tych badan, konsumenci sg wiec jednym z najistotniejszych elementéw otoczenia
przedsiebiorstw i jednym z najistotniejszych zrédet pomystéw na nowe produkty.

Nowe produkty na rynku spozywczym s3g silnie zréznicowane. Jak wskazano wczesniej,
najwiekszg szanse na akceptacje ze strony konsumentéw posiada zywnos¢ funkcjonalna, ktéra bazuje
na surowcu postrzeganym jako zdrowy. Zgodnie z koncepcja réznicowania, przedsiebiorstwa poszukuja
mozliwosci wyrdznienia sie. Stad skutecznym podejsciem moze byc¢ eksploracja nisz rynkowych.
Prowadzi to do wniosku, iz przedsiebiorstwa spozywcze majg szanse na sukces rynkowy dzieki rozwojowi
nowych produktéow funkcjonalnych na bazie materiatdw, ktdére nie tylko postrzegane sg przez
konsumentdw jako zdrowe, ale rdwniez byty w niewielkim stopniu obecne na rynku w przesztosci. Istotng
niszg sg tutaj produkty fermentowane, w tym przede wszystkim napoje fermentowane (ang. fermented
drinks), ktére posiadajg marginalny udziat w rynku (Komisja Europejska, 2016). Podmioty dziatajgce
w sektorze spozywczym, w tym zardwno przedsiebiorstwa, jak i jednostki badawcze i uniwersytety,
w przesztosci badaty mozliwosci rozwoju nowych produktéw kiszonych na bazie surowcdw, ktore
nie sg tradycyjnie fermentowane. W tabeli 1 zaprezentowano przyktady nowych produktéw na bazie
surowcow roslinnych wraz z ich krétka charakterystykg w zakresie wtasciwosci prozdrowotnych, w tym

probiotycznych, jak i zawartosci sktadnikdéw bioaktywnych.

Tabela 1. Innowacyjne produkty fermentowane na bazie surowcéw roslinnych

L.p. | Produkt fermentowany Charakterystyka Literatura

Fermentacja zwiekszyta catkowita zawartos$¢ fenoli,
natomiast zmniejszyta catkowitg zawartos¢
flawonoidéw. Roéwniez zdolnosci przeciwutleniajgce
. .. | ulegty znacznej poprawie w wyniku fermentacji i byty | (Li i in., 2021; Xu
Sok z gtozyny pospolitej . L. . .
1. (Zuziphus jujuba) .dodatnlosk(.)relow?nezzawartoscnq.kw.asu kofeinowego ||n 2019; Zhao
i rutyny. Zidentyfikowano 74 zwigzki lotne, ktoérych | iin., 2019)
taczna zawartosé¢ wzrosta w wyniku fermentacji, co
spowodowato powstanie 22 i 19 nowych lotnych

zwigzkdw smakowych.

Fermentacja istotnie wptyneta na wzrost betalainowych
(betanina, izobetanina) i niebetalainowych zwigzkéw | (Choo i in., 2018;
Sok z pitaji (Hylocereus | fenolowych. Fermentacja mlekowa znacznie zwiekszyta | Muhialdin i in.,
polyrhizus) aktywnos¢ przeciwbakteryjng soku. Z kolei aktywnosé | 2020; Yien Ong
przeciwutleniajgca byta nieznacznie wyzsza w soku | i in., 2012)

fermentowanym w poréwnaniu z sokiem swiezym.

Podawanie sfermentowanego soku otytym myszom

Sok z opuncji figowej | spowodowato znaczne zmniejszenie przyrostu masy ciata L.
3. o , i ~ | (Veréniin., 2019)
(Opuntia ficus-indica) i ztagodzito charakterystyczne dia otytosci:

insulinoopornosé, hiperglikemie i hiperlipemie. Wyniki te
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wskazujg na potencjat jako napoju funkcjonalnego
w zapobieganiu otytosci i zwigzanym z nig patologiom.

Sok z morwy (Morus

Zastosowane szczepy bakterii fermentacji mlekowe;j
wplynety na zawartosé sktadnikéw fenolowych. Proces

4, . B ) ) .. | (Kwawiin., 2018)
nigra) fermentacji wptyngt istotnie na poprawe stezenia
antocyjanéw ogotem, fenoli i flawonoidow.
Sok fermentowany wykazywat silniejsze dziatanie | (Gao, Wen, Hu,
.| przeciwcukrzycowe ~w  poréwnaniu z  sokiem | Nie, Chen, Nie,
Sok z przepekli | . . . o
5 oeérkowatei niefermentowanym. Kiszony sok wywierat korzystniejszy | i in., 2019; Gao,
. W
& . ! . wplyw na kontrole masy ciata, poziom insuliny, lipidéw | Wen, Hu, Nie,
(Momordica charantia) | . ) i . o
i stresu oksydacyjnego u szczurow z cukrzycg | Chen, Xiong, i in.,
w poréwnaniu ze $wiezym sokiem. 2019)
Sok ze stonecznika
bulwiastego (Helianthus . . , . N
Proponowana mieszanina sokow stanowi odpowiednie
tuberosus), ananasa . .. L. .. .
. | podtoze dla wzrostu i zywotnosci bakterii kwasu | (Gliney
(Ananas comosus), dyni o . . . .
6. . mlekowego i Bifidobacterium, osiggajgc  wartosci | i  GuUngormdisler,
(Cucurbita pepo), .. . . .
. .| powyzej 7log jtk/ml pod koniec przechowywania | 2021)
szpinaku (Spinacia .
. i w warunkach chtodniczych.
oleracea) i  ogorka
(Cucumis sativus)
Stwierdzono wyzszg zawartosc fenoli ogétem i aktywnosé
2 Sok z aronii (Aronia | Przeciwutleniajaca w fermentowanym soku | (Bontsidis i in.,
' melanocarpa) w poréwnaniu z sokiem niesfermentowanym oraz | 2021)
pozadanymi substancjami aromatycznymi.
Fermentacja znacznie zwiekszyta catkowita zdolnosc
przeciwutleniajacg soku, zachowata poziom witamin C,
Sok z portulaki | Ai E oraz zwiekszyta biodostepnosé witaminy B2 i fenoli. (Di Cagno i in
i i in.,
8. pospolitej (Portulaca | Fermentowany sok silnie obnizyt poziom mediatoréow 2019) &
oleraceaq) prozapalnych i reaktywnych form tlenu. Przeciwdziatat
rowniez zaburzeniu monowarstw komdrek Caco-2
poddanych dziataniu bodzca zapalnego.
Pomimo obnizenia ogdlnej zawartosci zwigzkdw
Sok z flaszowca .. . o
L fenolowych, zdolnos¢ przeciwutleniajgca  zostata Lo
9. peruwianskiego ] R ] (Sofiaiin., 2020)
. zachowana w wyniku fermentacji. Ponadto, sok posiada
(Annona cherimola) . L. .
potencjalng aktywnosc¢ przeciwptytkowa.
Wyniki wykazaty, ze zawartos¢ zwigzkow fenolowych
Lo . .| byta istotnie obnizona. Szczepy bakterii fermentacji
Sok z borowki bagiennej . . . . o
10. o o mlekowej zwiekszyly sktad i stezenie zwigzkéw | (Weiiin., 2018)
(Vaccinium uliginosum) . .
aromatycznych oraz poprawity aromat na kwiatowy
i owocowy.
Wyniki sugerowaty, ze sok fermentowany przy uzyciu
B. bifidum 6169 i L. plantarum 21805 byt bardziej
11. | Sok z kiwi (Actinidia) skuteczny w degradacji cholesterolu, a stopien | (Wangiin., 2022)
degradacji cholesterolu wynosit odpowiednio 67,57%
i 64,22%.
Niektore fenole (np. kwas floretinowy) zostaty znaczgco
Sok z mitorzebu | wzbogacone, a catkowita zawartos¢ fenoli wzrosta
12. | chinskiego (Ginko | o okoto 9% w wyniku fermentacji. Ponadto, proces ten | (Wangiin., 2019)
biloba) znacznie zwiekszyt aktywnos¢  przeciwutleniajacg

i przeciwbakteryjng soku.
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Fermentowany sok wykazywat silne dziatanie
przeciwbakteryjne wobec E. coli, S. typhimurium, A.
13, Sok z melona (Cucumis | flavus i Penicillium spp. Aktywnos¢ | (Muhialdin i in.,
melo) przeciwdrobnoustrojowa soku wynikata z obecnosci kilku | 2021)
bioaktywnych metabolitow, w tym kwasu mlekowego,

GABA, acetoiny i kwasu fenylopropanowego.

. . L. plantarum CCMA 0743 wykazat wysokg zywotnos¢
Sok z markuii (Passiflora

. o (Fonseca i in,,
14. . (6,18 log jtk/ml) po przejsciu przez symulowany
edulis) ] 2022)
przewdd pokarmowy.

Fermentacja soku wykazata wysokie witasciwosci
przeciwutleniajgce oraz wysokg zawartosé¢ zwigzkow
Sok z owocéw sliwca | fenolowych ogétem.  Zaobserwowano  rowniez
15. | mombin (Spondias | aktywno$é przeciwbakteryjng wobec S. aureus, E. coliiK. | (Ribeiroiin., 2020)
mombin) pneumoniae. Nie stwierdzono  istotnych  zmian
w zywotnosci po pasazu w symulowanych warunkéw

przewodu pokarmowego.

Zrédto: opracowanie wtasne

Powyzsze przyktady jednoznacznie wskazujg na wzrastajgca tendencje dotyczacy projektowania
i rozwoju innowacyjnych fermentowanych produktdw o wifasciwosciach prozdrowotnych w ciggu
ostatnich lat. Zasadniczo, w wiekszosci przedstawionych badan naukowych nacisk potozony jest na
wiasciwosci przeciwutleniajgce, zawartos¢ zwigzkdow biologicznie czynnych m.in. zwigzkéw fenolowych,
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jak i na Zzywotnos¢ i liczebnos¢ bakterii o potencjale
probiotycznym. Czes$¢z przedstawionych przyktadow, uwzglednia rédwniez badania konsumenckie
bazujace na analizie sensorycznej produktédw (Fonseca i in., 2022; Glney i Glngoérmusler, 2021;
Muhialdiniin., 2020, 2021; Ribeiro i in., 2020). Badania sensoryczne prowadzone w odniesieniu do soku
ze stonecznika bulwiastego, ananasa, dyni, szpinaku i ogérka, wskazaty, ze byt srednio akceptowany przez
panel badawczy (Gliney i Giingdrmusler, 2021). Jednakze, dodatek 30% soku z jabtek istotnie wptynat na
wyzszg akceptowalnosé przez potencjalnych konsumentéw. Badania przedstawione przez Mubhialdin
iin., (2021) dowodzg, ze dodanie sfermentowanego soku z kantalupy w proporcji 20:80 do Swiezego
soku z melona wykazato stabilng trwatos¢ produktu i wysokg akceptacje konsumentédw. Innowacyjne
soki fermentowane nie zawsze sg wysoko akceptowane przez potencjalnych konsumentéw, przede
wszystkim z uwagi na ich smak. Takim przyktadem jest sok z owocéw sliwowca mombin (Ribeiro i in.,
2020). Analiza sensoryczna wykazata, ze sok ten nie zostat dobrze przyjety przez konsumentéw. Jednakze
test w idealnej skali Just-About-Right (JAR) umozliwit identyfikacje konkretnych atrybutéw, ktére nalezy
poprawi¢ z punktu widzenia panelistdw, tak aby mozliwe byto zwiekszenie akceptacji produktu.

Jak dowodzg powyzisze przyktady, projektowanie innowacyjnego fermentowanego produktu
w oparciu o nowe surowce roslinne jest zadaniem wymagajacym nieustannych badan laboratoryjnych
prowadzgcych do udoskonalenia produktu. Ponadto, w kontekscie rozwoju nowego produktu wydaje sie
istotne, aby przed procesem tworzenia produktu przeprowadzi¢ badania dotyczgce oczekiwan

i preferencji potencjalnych konsumentéw, zamiast jedynie koncentrowa¢d sie na analizie sensorycznej
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finalnego produktu. Zaprezentowane powyzej przyktady stanowig dowdd na podejmowanie prob
rozwoju nowych kiszonych produktdw o cechach funkcjonalnych. Pomimo wdrazania tych préb,
mozliwosci rozwoju nowych produktéw nadal sg duze. Swiadczy o tym relatywnie niewielki udziat
w rynku produktéw fermentowanych, w tym przede wszystkim sokéw (Komisja Europejska, 2016),
a takze fakt, iz wystepujg liczne produkty, ktére postrzegane sg przez konsumentéw jako zdrowe, ale na
ich bazie nie opracowano jeszcze funkcjonalnych produktéw fermentowanych. Takim produktem jest
np. jarmuz zielony.

Projektowanie i rozwdj innowacyjnego produktu spozywczego, w uzupetnieniu do badan
laboratoryjnych, jak juz wspomniano, wymaga rdéwniez badan dotyczacych charakterystyki
potencjalnego konsumenta zainteresowanego niemlecznym fermentowanym produktem. W zwigzku
ztym, podstawowe i wstepne badania obejmujg najczesciej charakterystyke cech spoteczno-
demograficznych konsumentéw. Badania nad profilem konsumentéw zdrowych produktéow
spozywczych, w tym produktéw fermentowanych, prowadzone sg od lat 80. XX wieku (Daviesiin., 1995).
Zagadnienie to jest niezwykle istotne z punktu widzenia rozwoju nowych produktéw, gdyz poznanie
profilu konsumentdw, a nastepnie dostosowanie produktu do preferencji konkretnej grupy odbiorcéw
daje najwieksze szanse na sukces rynkowy nowego produktu. Stad, w tym miejscu zaprezentowano
badania poswiecone okreslaniu profilu konsumenta na rynku spozywczym.

Historycznie, w badaniach tych, istotng role odgrywaty czynniki demograficzne (Davies i in.,
1995). Wskazywano, iz zdrowg zywnos¢ preferujg kobiety, osoby w wieku 30-49 lat, bezdzietne oraz
o stosunkowo wysokich dochodach (Davies i in., 1995). W pdzniejszych badaniach rola czynnikow
spoteczno-demograficznych réwniez podlegata uwypukleniu. W badaniach nad zdrowymi produktami
spozywczymi wykazano, ze konsumenci w najwiekszym stopniu zainteresowani ich zakupem majg
relatywnie wysokie dochody oraz majg mniejsze niz przecietnie rodziny (Antonio i Gonzalez, 2009).
Badania te wykazaty ponadto, iz miejsce zamieszkania ma istotne znaczenie — osoby zainteresowane
zakupem zywnosci zdrowej sg zwykle mieszkaricami przedmiesé, a w mniejszym stopniu duzych miast.
Ponadto, nierzadko s3 to osoby posiadajgce problemy zdrowotne (Antonio i Gonzalez, 2009).

Kompleksowe badania jakosciowe i ilosciowe dotyczgce zachowan i postaw Greckich
konsumentow, przeprowadzone przez Karelakis i in., (2020) dowiodty, ze czynniki spoteczne takie jak
pte¢, wiek, wyksztatcenie, dochody oraz stan cywilny istotnie wptywajg na decyzje nabywcze
konsumentdéw na lokalnym rynku zywnosci funkcjonalnej. Jak wskazujg przywotani autorzy, dla kobiet
w wieku od 18 do 25 lat z wyksztatceniem licealnym i ze srednimi zarobkami, najistotniejszym powodem
zakupu zywnosci funkcjonalnej byto ,poradnictwo lekarsko-dietetyczne w zakresie probleméw
zdrowotnych”, jak rowniez ,, dobrze zbilansowana dieta dla dobrego zdrowia”, z kolei ,,dobry smak” byt
czynnikiem obojetnym. Odmienne postawy ksztattowaty sie w grupie zameznych mezczyzn, dla ktérych
,dobry smak” byt najwazniejszym czynnikiem sktaniajgcym do zakupu zywnosci prozdrowotnej. Ponadto,

badania dowiodty, ze konsumenci sg gotowi zaptaci¢ wyzszg cene za produkty prozdrowotne (Karelakis
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i in., 2020). Réwniez badania prowadzone wsrdd tureckich konsumentow sugerujy, ze ptec (tutaj:
kobiety), lepsze wyksztatcenie oraz wyzsze dochody w gospodarstwie domowym, przyczyniajg sie do
wiekszej swiadomosci znaczenia zywnosci funkcjonalnej, jak i zwiekszonej konsumpcji produktéw
prozdrowotnych w poréwnaniu z innymi grupami referencyjnymi (Biyikkaragéz i in., 2014). Poziom
wyksztatcenia sprzyja spozywaniu konkretnych grup produktéw funkcjonalnych. W przedstawionym
badaniu (Buyukkaragdz i in.,, 2014) konsumenci charakteryzujgcy sie wyiszym wyksztatceniem
zdecydowanie czesciej spozywali produktu zawierajgce mikroorganizmy probiotyczne i zywnos¢
obnizajgcg poziom cholesterolu. Podobne wyniki obejmujace wptyw czynnikdw socjo-demograficznych
na spozycie produktéow prozdrowotnych uzyskali autorzy Kraus i in., (2017) podczas analizy polskiego
rynku produktéw funkcjonalnych. Wyniki badan wskazujg, ze przede wszystkim kobiety, osoby starsze
oraz konsumenci z wyzszym wyksztatceniem podejmujg decyzje o zakupie produktéw funkcjonalnych.

Z kolei badania prowadzone w 2020 roku nad tradycyjnym napojem fermentowanym pulque
wskazuja, iz czestotliwos¢ jego spozycia uzalezniona jest réwniez od charakterystyki konsumentéw
(Rivas-Rojas i Cuffia, 2020). Autorzy badania wyodrebnili dwie grupy konsumentéw — czesto i rzadko
spozywajgcych pulque i wyznaczyli profil obu grup. Pierwsza grupa wykazywata bardziej tradycyjne
i konserwatywne wzorce zachowan. W tej grupie byt wyzszy odsetek konsumentéw starszych, a takze
konsumentdw wyrazajgcych preferencje wzgledem naturalnego (przetworzonego w jak najmniejszym
stopniu) pulque. Drugg grupe konsumentéw stanowity gtéwnie kobiety, w tym studentki o wysokim
poziomie wyksztatcenia, preferujgce produkt o wysokim stopniu przetworzenia.

Powyzsze badania prowadza do wnioskdw, iz wystepuje grupa czynnikéw demograficzno-
spofecznych, ktéra determinuje preferencje konsumentéw na rynku zywnosci prozdrowotnej.
Do kluczowych czynnikdw nalezg przy tym: pte¢ wiek, status materialny, wyksztatcenie i miejsce
zamieszkania. Ponadto, badania poswiecone zywnosci fermentowanej, w tym napojom fermentowanym

sg stosunkowo nieliczne.

Podsumowanie

Powyzszy rozdziat wskazuje, ze zaréwno w Polsce jak i w Europie sektor spozywczy charakteryzuje sie
silng konkurencjg. Bazujac na porterowskiej (1980, 2008) koncepcji analizy otoczenia konkurencyjnego
przedsiebiorstw pokazano, ze wzmaga to konkurencje pozacenowg na rynku. Dlatego tez kluczowe
znaczenie przypisuje sie rozwojowi nowych produktéw, przy tworzeniu ktérych uwzglednia sie potrzeby
i preferencje konsumentéw. W zwigzku z tym przedstawiono réwniez dominujacy trend zywieniowy
obejmujacy produkty prozdrowotne, ktéry zostat wyjasniony na bazie teorii planowanego zachowania
pokazujgcej zwigzek trendu zdrowego odzywiania z zachowaniem konsumentow. Wykazano,
ze wzmagajacy trend prozdrowotny sprzyja rozwojowi innowacyjnych produktéw o wtasciwosciach
funkcjonalnych. Szczegdétowo wyjasniono koncepcje zywnosci funkcjonalnej oraz wskazano, ze produkty

fermentowane mogg przynaleze¢ do tej kategorii produktowej. W toku analizy skoncentrowano sie
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na wyjasnieniu pojec¢ dotyczacych zywnosci fermentowanej wraz z ich dogtebng charakterystyka ich cech
prozdrowotnych tj. obecnos¢ mikroorganizmodw probiotycznych oraz zawartos¢ zwigzkdw biologicznie
czynnych. Przedstawiono réwniez definicje innowacji produktowej, wraz z licznymi przyktadami
niemlecznych produktéw fermentowanych bazujacych na surowcach roslinnych. Wskazano, iz
mozliwosci rozwoju nowych produktéw fermentowanych sg duze, o czym $wiadczy stosunkowo niski
udziat tych produktéw w rynku europejskim. Podkreslono, ze badania konsumenckie dotyczace
fermentowanych produktéw koncentrujg sie gtdwnie na analizie sensorycznej, pomijajac jednak analize
profilu konsumenta w oparciu o jego podstawowe charakterystyki socjo-demograficzne. W zwigzku
ztym, przytoczono réwniez przyktady badan obejmujgce profil socjo-demograficzny gtéwnie wobec
zywnosci funkcjonalnej. W nawigzaniu do powyzszych rozwazan uznano, ze niezbedne sg dalsze badania
dotyczace rozwoju innowacyjnych produktdw spozywczych bazujacych na niemlecznych

fermentowanych produktéw.
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2. Rozwdj nowego produktu w branzy zywnos$ciowej — wymagania

i etapy postepowania

Na podstawie wczesniejszej analizy danych literaturowych stwierdzono, ze najwieksze szanse na sukces
rynkowy posiadajg nowe produkty prozdrowotne wpisujgce sie w preferencje konsumentéw zwigzane
ze zdrowym odzywaniem oraz stanowigce nowos$¢ rynkowg pozwalajacg na wyrdznienie sie na tle
konkurentéw. Wskazano, iz potencjalnie waznym kierunkiem rozwoju nowych produktéw spozywczych
moze byé zywnos$¢ funkcjonalna rozwijana na bazie produktéw fermentowanych, w tym przede
wszystkim warzyw i owocoéw. W niniejszym rozdziale rozwazania te zostaty uzupetnione o wymagania
wstepne stawiane produktom spozywczym z uwzglednieniem definicji zywnosci fermentowanej
i probiotycznej oraz wymagan stawianych mikroorganizmom probiotycznym. Ponadto, przedstawiono
istniejagce w literaturze przedmiotu koncepcje rozwoju nowych produktéw majac na uwadze wpltyw
konsumentdéw na ich tworzenie. Nastepnie, zaprezentowano autorski model rozwoju nowego produktu
spozywczego wypracowany W oparciu o przeprowadzone systematyczne studia literaturowe.
Przedstawiono réwniez mozliwos¢ efektywnego zarzadzania procesem rozwoju nowego produktu

spozywczego na bazie podejscia projektowego.

2.1. Wymagania dotyczace produktow spozywczych
Nowoprojektowane, rozwijane i wprowadzane na rynek produkty, w tym zywnosc¢ funkcjonalna bazujgca
na niemlecznych produktach fermentowanych, muszg spetniaé szereg wymagan.

W Europie potrzebe wprowadzenia juz na szczeblu unijnym doktadnych zasad i wymogdéw
dotyczacych prawa zywnosciowego i paszowego uzasadniono szeregiem incydentéw zwigzanych
z zywnoscig. Dotyczyto to m.in. zakazenia produktéw spozywczych bakteriami z rodzaju Salmonella,
obecnoscia dioksyn oraz wystepowaniem choroby ,szalonych kréw”, ktére miaty miejsce pod koniec lat
90. (Komisja Europejska, 2022a). Incydenty te podwazyly zaufanie konsumentéw do systemu produkcji
i dystrybucji zywnosci oraz wykazaty braki w istniejgcym wdwczas systemie legislacyjnym. Komisja
Europejska opracowata zintegrowane podejscie do bezpieczeistwa zywnosci, okreslone przede
wszystkim w Biatej Ksiedze w sprawie bezpieczenstwa zywnosci (ang. White Paper on Food Safety).
Zakres rozporzadzen w Biatej Ksiedze obejmuje wszystkie etapy taricucha zywnosciowego na rynku
spozywczym, w tym produkcje pasz, produkcje podstawowa, przetwarzanie zywnosci, przechowywanie,
transport i sprzedaz detaliczng (Commission Of The European Communities, 2000). Warto podkresli¢,
ze jednym z gtéwnych priorytetéw UE jest zapewnienie bezpieczenstwa i jakosci zywnosci. Jak wskazuje
Komisja Europejska, polityka Zzywnosciowa Unii musi opiera¢ sie na wysokich standardach
bezpieczenstwa Zzywnosci, ktére stuzg ochronie i promocji zdrowia konsumentéw. Produkcja
i konsumpcja zywnosci majg kluczowe znaczenie dla panstw Wspdlnoty wptywajac na: 1. rozwdj

gospodarczy krajow (sektor rolno-spozywczy ma duze znaczenie dla catej gospodarki europejskiej),

38



2. spofeczenistwo (konsumenci powinni mie¢ dostep do szerokiej gamy bezpiecznych produktéw
wysokiej jakosci), a w wielu przypadkach takze 3. Srodowisko (stan i jakos$¢ srodowiska, w szczegdlnosci
systemdw ekologicznych)(Commission Of The European Communities, 2000). Szczegétowe wymagania
zawarte sg w Rozporzadzeniu (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia
2002 roku ustanawiajgce ogdlne zasady i wymagania prawa zywnosciowego, powotujgce Europejski
Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci oraz ustanawiajgce procedury w zakresie bezpieczeristwa zywnosci
(Rozporzadzenie (WE) NR 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 Stycznia 2002 r.).
Ponadto, ogdlne zasady dotyczace dodatkdw do zywnosci, ktére zostaty pozytywnie ocenione przez
Organizacje Naroddéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food and Agriculture
Organisation of the United Nations) oraz Swiatowg Organizacje Zdrowia (ang. World Health
Organisation) zawarte sg w Kodeksie Zywnosci (Codex Alimentarius), czyli zbiorze miedzynarodowych
standardéw i wytycznych postepowania majgcych na celu ochrone zdrowia konsumentéw i zapewnienie
uczciwych praktyk w handlu zywnoscig (FAO, 2022).

Powyzsze regulacje majg charakter generalny, ale obejmujg swoim zakresem réwniez zywnos¢
funkcjonalng. Jak wspomniano w poprzednim rozdziale rozprawy, w Unii Europejskiej i w Polsce nie ma
obecnie przepisdw dotyczacych jedynie tej kategorii zywnosci. Rozwdj nowych spozywczych produktow
funkcjonalnych powinien wiec uwzgledniac¢ zapisy przepiséw najbardziej zblizonych, w tym przede
wszystkim Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2015/2283 z dnia 25 listopada 2015 r.
W sprawie nowej zywnosci, zmieniajgce Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
nr 1169/2011 oraz uchylajgce Rozporzadzenie (WE) nr 258/97 Parlamentu Europejskiego i Rady oraz
rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1852/2001 (Rozporzgdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2015/2283 z Dnia 25 Listopada 2015 r.). Rozporzadzenie to ustanawia ,przepisy dotyczgce
wprowadzania nowej zywnosci na rynek w Unii” (art. 1, pkt. 1). Zapis ten jest istotny w kontekscie
rozwoju nowych produktéw, w tym tych na bazie zywnosci fermentowanej. W Rozporzadzeniu
okreslono, iz: ,Komisja wydaje zezwolenie na nowg zywnosc i wpisuje jg do unijnego wykazu tylko wtedy,
gdy Zywnos¢ ta spetnia nastepujgce warunki: 1. zywnosc¢ nie stwarza, w oparciu o dostepne dowody
naukowe, ryzyka dla zdrowia ludzkiego, 2. przeznaczenie zywnosci nie wprowadza konsumenta w bfqd,
w szczegdlnosci, jezeli dana zywnosc¢ przeznaczona jest do zastgpienia innej Zywnosci, a nastgpita
znaczgca zmiana wartosci odzywczej; 3. w przypadku, gdy Zywnos¢ przeznaczona jest do zastgpienia
innej Zzywnosci, nie rézni sie od tej Zywnosci w taki sposob, by jej zwykte spozycie byfo niekorzystne pod
wzgledem zywieniowym dla konsumenta (art. 7).” W tym celu na etapie sktadania wniosku do Komisji,
wymaga sie przedstawienia m.in.: ,,opisu procesu lub proceséw produkcji; szczegétowego sktadu nowej
zywnosci; dowoddéw naukowych, ktore wykazujq, ze nowa zywnosc¢ nie stanowi zagrozZenia dla zdrowia
cztowieka oraz w stosownych przypadkach, opis metody lub metod analizy” (art. 10, pkt. 2).

Zapisy zawarte w rozporzadzeniu z jednej strony sg wiec dos¢ ogdlne, z drugiej jednak wskazujg na

koniecznos¢ prowadzenia badan laboratoryjnych potwierdzajacych wymagania jakosciowe stawiane
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wzgledem nowych produktéw. Zapisy te sg istotne z punktu widzenia niniejszej rozprawy, ktorej istotny
element stanowig wfasnie badania laboratoryjne.

W rozwoju nowych funkcjonalnych produktéw spozywczych positkowaé sie mozna Dokumentem
roboczym regulacji Parlamentu Europejskiego oraz Rady ds. Informacji Zywieniowych, Funkcjonalnych
i Zdrowotnych na Zywnosci (ang. Draft on Regulation of the European Parliament and of the Council
on Nutrition, Functional and Health Claims Made on Foods) (Komisja Europejska, 2002). W propozycji tej
zawarto m.in. rekomendacje dotyczace informowania o wtasciwosciach produktéw, ktdre korzystnie
wptywaja na jedng lub wiecej docelowych funkcji w organizmie. Ponadto, w raporcie Komisji Europejskiej
o zywnosci funkcjonalnej przedstawiono sposdb rozumienia zywnosci funkcjonalnej (zgodny z definicjg
FUFOSE przytaczajg uprzednio w niniejszej pracy), benefity z jej stosowania oraz rekomendacje
w zakresie sposobu oceny ,,dowoddéw naukowych dotyczacych zywnosci funkcjonalnej”, ktére po raz
kolejny wyraznie podkreslaja koniecznos¢ i istotnos¢ prowadzenia badan laboratoryjnych (Komisja
Europejska, 2010).

W Polsce na mocy obowigzujacych przepisdw prawa istnieje szereg regulacji dotyczacych
bezpieczedstwa zywnosci i zywienia, ktére stanowig rowniez podstawe przy rozwoju zywnosci
funkcjonalnej. Wsrdéd szeregu aktdw prawnych znajduja sie przede wszystkim Ustawa z dnia 25 sierpnia
2006 r. o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (Dz. U. z 2020 r. Poz. 2021, z 2022 r. Poz. 24, 138) oraz
Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 wrzesnia 2010 r. w sprawie substancji wzbogacajacych
dodawanych do zywnosci (Dz. U. Poz. 1184). Nie wystepujg osobne uregulowania dotyczgce zywnosci
funkcjonalnej, warto jednak nadmieni¢, ze jej zwyczajowe definiowanie w Polsce jest zbiezne z tym
przyjetym w Unii Europejskiej (Centralna Biblioteka Rolnicza, 2022; Centrum Doradztwa Rolniczego,
2017). Warto podkresli¢, iz ani na poziomie europejskim, ani w Polsce nie wystepujg zadne dodatkowe,
specyficzne uregulowania prawne dotyczgce rozwoju zywnosci fermentowane;j'.

Zgodnie z literaturg przedmiotu, w trakcie rozwoju nowych produktéw jednym z wymogéw
jest to, aby dziatalno$¢ badawczo-rozwojowa byta uzupetniona analiza obowigzujacych regulacji.
Wynika to z koniecznosci zapewnienia petnej zgodnosci produktu z prawem obowigzujacym na rynku,
na ktérym produkt bedzie ostatecznie sprzedawany (O’Sullivan, 2017). W zaleznos$ci od organizacji
procesu rozwojowego, analiza obowigzujgcych regulacji moze by¢ prowadzona wewnetrznie przez
przedsiebiorstwo badZ jej prowadzenie moze by¢ powierzone wyspecjalizowanym podmiotom
posiadajgcym kompetencje w zakresie analiz prawnych. Wydaje sie jednak, ze najczestszym przypadkiem
jest zobowigzanie pracownikdéw zespotu badawczo-rozwojowego do zachowania ,,nalezytej starannosci”
w zakresie analizy regulacji, co moze wigzac¢ sie z uzyskaniem odpowiednich informacji bezposrednio

od organow regulacyjnych (ze stron internetowych, baz danych, archiwéw itp.) (O’Sullivan, 2017).

' W przesztosci wyjatkiem byty napoje winiarskie do ktérych odnosito sie Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 22 maja 2013 r. w sprawie rodzajéw fermentowanych napojéw winiarskich oraz
szczegdtowych wymagan organoleptycznych, fizycznych i chemicznych, jakie powinny spetnia¢ te napoje.
Rozporzgdzenie zostato uchylone 07.03.2022.

40



Nalezy réwniez podkresli¢ role kontrolng samych konsumentéw. Jak podaje sie w literaturze -
konsumenci, szczegélnie w gospodarkach zachodnich, wymagaja podania coraz dokfadniejszych
informacji na temat spozywanej przez nich zywnosci i sposobu jej wytwarzania (Costa i Jongen, 2006).
Konsumenci majg obecnie swiadomos¢ wspodtzaleznosci miedzy produkcjg zywnosci, konsumpcja
zywnosci, wlasnym zdrowiem oraz stanem S$rodowiska naturalnego. Ta $wiadomos¢, w pofaczeniu
ze zréznicowang podazg produktédw spozywczych sprawifa, ze konsumenci s3 nastawieni bardzo
krytycznie do zywnosci, ktdra nie gwarantuje standardéw jakosciowych i wymagajg gwarancji jakosci
i bezpieczenstwa produktéw spozywczych (Costa i Jongen, 2006). W takiej sytuacji wymagania dotyczace
niemlecznych produktéw fermentowanych sg podwdjnie istotne, gdyz z jednej strony podlegajg Scistej
kontroli przez regulacje prawne, a z drugiej strony sami konsumenci wymagajg, aby oferowana im
zywnos¢ bezwzglednie spetniata kryteria zdrowotne i jakosciowe.

W odniesieniu do zywnosci funkcjonalnej, do ktérej mozna zaliczy¢ produkty fermentowane,
w tym zawierajgce mikroorganizmy probiotyczne, mozna odnies¢ sie do uznawanych aktualnie definicji
i wytycznych dotyczacych Zywnosci fermentowanej i probiotycznej oraz mikroorganizmoéw
probiotycznych. Zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowego Stowarzyszenia Naukowego Probiotykdéw
i Prebiotykow (ang. International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics — ISAPP) definicja
zywnosci i napojow fermentowanych stanowi, ze jest to: Zywnos¢ wytworzona w wyniku poZzgdanego
wzrostu mikroorganizmow i enzymatycznej konwersji sktadnikéw zywnosci (Marco i in., 2021, s. 197).
Co jednak istotne, w oswiadczeniu ISAPP wyraznie rozrdznia sie definicje zywnosci fermentowane;j
od zywnosci probiotycznej (ktora wpisuje sie w kryteria produktéw funkcjonalnych). Pojecie zywnosci
fermentowanej nie wymaga dowodéw na dziatanie prozdrowotne i nie wymaga identyfikacji mikrobioty
bytujacej w produkcie. Z drugiej strony, produkty fermentowane powinny by¢ klasyfikowane jako
"zywnos¢ probiotyczna" lub "zawierajgca probiotyki" tylko wtedy, gdy istniejg dowody na korzysci
zdrowotne wynikajgce z obecnosci mikroorganizmoéw fermentujacych. Rdéznica miedzy ,zywnoscig
probiotyczng” a ,zywnoscig zawierajacg probiotyki” polega na tym, ze w pierwszym przypadku zywnos¢
fermentowana powinna by¢ oparta na dowodach na obecnos$¢ konkretnego szczepu oraz definicja
ta powinna by¢ tozsama z definicjg probiotykdw. W drugim przypadku nie ma takiego wymogu (Marco
iin., 2021). Szczegdtowe informacje dotyczgce roznic pomiedzy zywnoscig fermentowang, probiotykami
a fermentowang zywnoscig probiotyczng przytoczono w tabeli 2. Nalezy zauwazyé, ze zardwno
fermentowana zywnosc¢ jak i probiotyczna zywnos¢ fermentowana mogg miec korzystny wptyw na
zdrowie cztowieka poprzez zmiane wartosci odzywczej sktadnikdw, zawartosci zwigzkéw biokatywnych
(np. witamin, zwigzkéw fenolowych, egzopolisacharydow, kwaséw gamma-aminomastowych),
modulacje uktadu odpornosciowego lub modulacje sktadu mikrobioty jelitowej i jej funkcji (Marco i in.,

2021).
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Tabela 2. Réznice pomiedzy probiotykami, zywnoscig fermentowang i probiotyczng zywnoscia fermentowanga

Forma

Potwierdzenie

Sktad mikrobiologiczny

Zywe i obecne

Identyfikacja

Dostepna

Produkt Definicja . korzysci Oswiadczenie w ilosciach taksonomiczna .
podazy . . sekwencja
zdrowotnych zapewniajacych do poziomu
. genomu
korzysci szczepu
Nazwa "probiotyk" moze by¢
Zywe mikroorganizmy umieszczona na  etykiecie  wraz
ktére, gdy podawany | Brak z o$wiadczeniem o korzysciach
Probiotyki w odpowiednich ilosciach, | okreslonej | Wymagane zdrowotnych, takim jak "pomaga | Wymagane Wymagane Wymagane
zapewnia zdrowie korzysci dla | formy wzmocni¢  naturalne  mechanizmy
gospodarza obronne organizmu", jezeli
oswiadczenie jest poparte dowodami
Zywno$¢ wytwarzana poprzez Jedli zywe mikroorganizmy nie s3
FWnodé pozadany wzrost obecne: "Zywnoé¢ wyprodukowana
f:rmentowana mikroorganizméw Zywno$¢ Niewymagane wdrodze fermentacji'; jedli Zywe | Niewymagane Niewymagane | Niewymagane
i enzymatyczne przeksztatcanie mikroorganizmy s obecne: "Zawiera
sktadnikéw zywnosci zywe i aktywne kultury bakterii".
Zywno$¢ fermentowana przy
uzyciu probiotykéw lub Wymagane dla mikroorganizméw probiotycznych,
zawierajaca probiotyki, | Zywnosé Wymagane Taka sama jak dla probiotykéw ale nie dla mikroorganizméw fermentacyjnych
. z dowodami dotyczacymi
Probiotyczna .
. .. konkretnych szczepow
2ywnos¢ - —
Zywnos¢ fermentowana
fermentowana o . . . o .
zawierajgca  probiotyki  lub Wymagane dla mikroorganizméw probiotycznych,
zawierajaca  probiotyki, bez | Zywnosé Wymagane ,Zawiera probiotyki” ale nie dla mikroorganizmoéw fermentacyjnych
dowodow dotyczacych

konkretnego szczepu

Zrédto: (Marco i in., 2021)



Warto w tym miejscu zaznaczyé, ze fakt przynaleznosci danego szczepu do grupy bakterii
fermentacji mlekowej nie swiadczy o jego wtasciwosciach probiotycznych. Wedtug FAO i WHO (2006)
probiotyki definiuje sie jako niepatogenne, zywe mikroorganizmy, ktére spozywane w odpowiednich
ilosSciach wywierajg efekt zdrowotny na gospodarza. Wymagania stawiane przez FAO i WHO (2006)
dotyczace okreslenia wtasciwosci probiotycznych mikroorganizmoéw sg kompleksowe oraz obejmujg
wiele aspektow:

o Identyfikacje genetyczng do poziomu szczepu — poniewaz witasciwosci probiotykéw
sg szczepozalezne, sugeruje sie, aby najpierw przeprowadzi¢ badania fenotypowe, a nastepnie
identyfikacje genetyczng z zastosowaniem takich metod, jak hybrydyzacja DNA/DNA,
sekwencjonowanie 16S RNA lub innych uznanych metod miedzynarodowych.
Sekwencjonowanie rybosomalnego 16S RNA jest dobrze znanym i niezawodnym sposobem
identyfikacji gatunkdéw, pod warunkiem, ze stosuje sie wiarygodne sekwencje referencyjne.
Uzyskang sekwencje mozna dopasowac do duzych referencyjnych baz danych (np. NCBI),
ktére obejmujg prawie catg znang réznorodnosc¢ bakterii (Binda i in., 2020).

e Okreslenie i ocena korzysci zdrowotnych — wfasciwe badania in vitro powinny okresli¢
potencjalne korzysci zdrowotne probiotykéw przed rozpoczeciem badan in vivo.

o Badania in vitro takie jak tolerancja kwasdw i soli zétciowych, wytwarzanie substancji
przeciwdrobnoustrojowych, w szczegdlnosci wobec mikroorganizméw patogennych,
zdolnosc¢ adhezji do ludzkich komdrek jelitowych oraz mozliwos¢ kolonizacji nabtonka
powinny by¢ wykonywane w zaleznosci od proponowanych korzysci zdrowotnych
probiotyku.

o Badania in vivo nalezy przeprowadzi¢ w sposdb randomizowany, z podwdjnie Slepg
proba z udziatem ludzi wraz z grupa kontrolng stosujgcy placebo w celu ustalenia
skutecznosci produktu probiotycznego. Co istotne, danych uzyskanych na podstawie
jednej konkretnej zywnosci probiotycznej nie mozna odnosi¢ do innej zywnosci
zawierajgcej ten sam konkretny szczep probiotyczny ani do innych mikroorganizméw
probiotycznych.

e Okreslenie wrazliwos$ci mikroorganizméw na antybiotyki — zaleca sie, aby bakterie
probiotyczne nie byty nosicielami gendw opornosci na antybiotyki. Dlatego tez konieczne
sg badania dotyczgce antybiotykoodpornosci szczepdw oraz mozliwosci przeniesienia
materiatu genetycznego na inne mikroorganizmy jelitowe lub patogeny przenoszone droga
pokarmowa.

e Brak wtasciwosci chorobotwdrczych — zgodnie z obecnym stanem wiedzy nie stwierdza sie
chorobotwodrczosci oraz wirulencji wéréd grupy bakterii fermentacji mlekowej. Pomimo to,

zaleca sie, aby przeprowadzi¢ co najmniej kilka badan z udziatem ludzi, ktére powinny



uwzglednia¢ aspekty proponowanego koricowego zastosowania szczepu probiotycznego,
i tym samym wykluczy¢ ryzyko wywotywania chordb.

Do probiotykéw zaliczane sg rédzne mikroorganizmy, w tym bakterie fermentacji mlekowej oraz
bakterie z rodzaju Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium SF68,
Saccharomyces boulardii. Dominujgcg grupe stanowig te pierwsze (Jach i in., 2013). Co istotne, wiele
gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej jest powszechnie uznawanych za bezpieczne do stosowania
w zywnosci i suplementach ze wzgledu na ich dobrze udokumentowang historie bezpiecznego
stosowania jako probiotyki lub kultury starterowe (Binda i in., 2020; Bourdichon i in., 2018; EFSA, 2007,
2020). Potwierdzajg to nadawane poszczegdlnych gatunkom statusy GRAS i QPS. Od 2007 r. EFSA
prowadzi liste gatunkdw uznanych za bezpieczne do spozycia przez ludzi pod statusem "kwalifikowanego
domniemania bezpieczenistwa" (ang. Qualified Presumption of Safety - QPS). Lista ta stanowi
odpowiednig podstawe do okreslania bezpieczestwa mikrobiologicznego. Jednak nawet gatunek
sklasyfikowany jako QPS wymaga badan oraz analiz opartych na czterech obszarach — identyfikacji
taksonomicznej, weryfikacji dotychczasowego stanu wiedzy, bezpieczeristwa szczepu oraz uzasadnienia
i badan wzgledem zastosowania konicowego szczepu (EFSA, 2007; Herman i in., 2019). Status GRAS
(ang. Generally Recognized as Safe) - "ogdlnie uznany za bezpieczny", przyznawany przez Amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA), jest koncepcyjnie podobny do QPS i poéwiadcza bezpieczne
stosowanie mikroorganizmdéw. Réwniez w tym przypadku liczne gatunki bakterii fermentacji mlekowej
uzyskaty status GRAS i zostaty dopuszczone do stosowania jako dodatki do zywnosci (Binda i in., 2020;
FDA, 2021).

Przedstawione powyzej uregulowania obowigzujace na rynku spozywczym moga stanowié
ograniczenia, ale rdwniez wytyczne dla rozwoju nowych produktéow, w tym zywnosci funkcjonalnej
rozwijanej na bazie niemlecznych produktéw fermentowanych. Uwzglednienie obowigzujgcych regulacji
jest koniecznoscig w procesie rozwoju nowych produktéw, gdyz opracowanie produktu, ktéry bytby

z nimi niezgodny, przekresla szanse na jego wprowadzenie na rynek.

2.2.Koncepcje rozwoju nowego produktu
Pojawiajace sie na rynku spozywczym trendy wymuszaja, aby przedsiebiorstwa dostosowywaty podaz do
aktualnych wymagan konsumentdéw. Spetnienie tych warunkéw wymaga z kolei, aby przedsiebiorstwa
aktywnie rozwijaty nowe produkty, a tym samym zapewniaty konsumentom pozadang przez nich game
produktéw o okreslonych witasciwosciach zdrowotnych, odzywczych i sensorycznych (Urala
i Lahteenmaki, 2003). Innowacyjnos¢ jest na rynku spozywczym napedzana przez wysokie nasilenie walki
konkurencyjnej pomiedzy sklepami detalicznymi, w ktérych zaopatrujg sie konsumenci, co z kolei
przektada sie na producentéw zaopatrujgcych te sklepy w produkty finalne (Tsimiklis i Makatsoris, 2015).
Konieczno$¢ rozwoju nowych produktéw jest wiec naturalng konsekwencja organizacji rynku

spozywczego, w ktorym silna konkurencja wymusza dostosowanie podazy do popytu rynkowego.
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Na wspétczesnym rynku spozywczym, rozwdj nowych produktéw jest czesto zalecany jako
odpowiednie dziatanie sprzyjajgce budowaniu przewagi konkurencyjnej i dtugoterminowego sukcesu
rynkowego. Wskazuje sie, ze innowacje produktowe pomagajg utrzymac wzrost przedsiebiorstwa,
zwiekszy¢ jego wartos¢, roztozy¢ ryzyko rynkowe i podnies¢ konkurencyjnosc (Costa i Jongen, 2006).
Koncepcja kierowanego przez konsumentéw rozwoju nowych produktéow jest w literaturze przedmiotu
przedstawiana jako element zorientowanej na rynek strategii zarzagdzania innowacjami, ktéra jest istotna
szczegodlnie dla producentéow débr konsumpcyjnych, poniewaz koncentruje sie na wykorzystaniu
W procesie rozwojowym wiedzy o uzytkownikach korcowych (O’Sullivan, 2017). Jest to koncepcja
bazujagca na wykorzystaniu analizy obecnych i przysztych potrzeb konsumentéw oraz wiedzy
o determinantach tych potrzeb w celu rozwoju innowacyjnych produktéw (Adams i in., 2006). Gtéwne
zatozenia tej koncepcji sg nastepujace (Costa i Jongen, 2006):

e potrzeby konsumentédw powinny byé punktem wyjscia dla proceséw rozwoju nowych
produktow;

e celem prac badawczo-rozwojowych powinno by¢ zaspokojenie potrzeb konsumentéw, a nie
opracowywanie produktéw jako takich;

e biorac pod uwage, ze wzrost sprzedazy i zadowalajgcy zwrot z inwestycji mozna osiggnac tylko
wtedy, gdy potrzeby konsumentédw zostang skutecznie zidentyfikowane i zaspokojone, miarg
sukcesu procesu nowego produktu powinien by¢ stopien jego dopasowania do potrzeb
konsumentow.

Rozwdj nowego produktu jest najczesciej prezentowany z perspektywy procesowej (Cooper,
2008), co oznacza, ze nalezy go rozumiec jako sekwencje zdarzen, ktorych zaistnienie jest niezbedne
do tego, zeby nowy produkt zostat rozwiniety i wprowadzony na rynek. Proces rozwoju nowych
produktow obejmuje wiec zaréwno aspekty technologiczne (np. badania laboratoryjne), jak
i ekonomiczne (np. badania konsumenckie). Definicyjnie, poprzez rozwdj nowego produktu nalezy
rozumiec proces przeksztatcania nowego pomystu w produkt komercyjny poprzez sekwencje dziatan
(Trott, 2017), lub proces projektowania nowego produktu, wytwarzania go i wprowadzenie go na rynek
(Azanedoiin., 2020), badz przeksztatcenie szansy rynkowej w produkt dostepny do sprzedazy (Krishnan
i Ulrich, 2001a). Podkresla sie przy tym, iz dla rynku spozywczego istotng czescig sekwencji dziatan sg
dziatania o charakterze technologicznym (Chaochotechuang i Mariano, 2016).

Aktualne badania dotyczace rozwoju nowych produktéw dotyczg gtdwnie opiséw samego
procesu. Niewielka czes¢ literatury badawczej poswiecona jest wytgcznie przemystowi spozywczemu
(Jreissat i Makatsoris, 2022; Saguy i Sirotinskaya, 2014; Tsimiklis i in., 2015), co wskazuje na
wystepowanie istotnej luki badawczej. Cze$¢ autoréw argumentuje, iz najbardziej podstawowe praktyki
rozwojowe sg wspoélne dla wiekszosci sektorow (Rudder i in.,, 2001), tym niemniej podejscie
nieuwzgledniajgce specyfiki sektora wydaje sie by¢é zbytnim uogdlnieniem — szczegdlnie w obliczu rdznic

pomiedzy branzami, przyktadowo pomiedzy branzg spozywczg a motoryzacyjng. Dla przedsiebiorstw
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dziatajgcych na rynku spozywczym, rozwdj nowych produktédw jest wiec czesto koniecznoscig,
warunkujgcg mozliwos$é przetrwania w dtugim okresie (Costa i Jongen, 2006). Stad, skuteczne
zarzadzanie tym procesem, ktorego efektem jest wprowadzanie na rynek produktéw
odpowiadajgcych potrzebom konsumentéw, jest dla przedsiebiorstw spozywczych kluczowe. Badania
naukowe wskazujg, iz w przypadku wiekszosci nowych produktéw spozywczych, zwtaszcza
wytwarzanych przez mate i Srednie przedsiebiorstwa, opracowywanie nowych produktéw odbywa
sie w oparciu o procedury wewnetrzne — specyficzne dla danego przedsiebiorstwa, lub ewentualnie
o modele zaadaptowane z innych sektoréw (Pinna i in., 2018). W rezultacie, na rynku spozywczym nie
wypracowano jednolitego procesu rozwoju nowego produktu uwzgledniajacego cechy szczegdlne dla
tego rynku. Stanowi to istotne wyzwanie naukowe, poniewaz w produkcji zywnosci nalezy wzig¢ pod
uwage takie specyficzne czynniki, jak zdrowie konsumenta, dostepnosc i dostep do sktadnikéw, trwatosc
sktadnikdéw, wtasciwosci zdrowotne oraz sensoryczne czy tez cykl zycia produktu spozywczego.

Rozwijanie nowych produktow jest dziataniem ryzykownym oraz ztozonym, ktére wymaga
uwzgledniania specyfiki sektora. W literaturze wymieniania sie kluczowe czynniki decydujace o sukcesie
nowego produktu (Ryynanen i Hakatie, 2014). Podejmuje sie rdowniez préby kategoryzacji
najwazniejszych czynnikéw sukcesu. Aby proces rozwojowy byt skuteczny, musi integrowaé¢ wiedze
z trzech obszaréw (Acur i in., 2012). Pierwszy dotyczy zrozumienia wewnetrznych mocnych i stabych
stron przedsiebiorstwa. Drugi obszar dotyczy znajomosci technologii potrzebnych do wytworzenia
produktu. Trzeci obszar obejmuje znajomos$¢é aktualnych potrzeb konsumentéw i sposobdw, w jakie
przedsiebiorstwa moga reagowac na pojawiajace sie trendy spoteczne, a takze zrozumienie ukrytych
potrzeb konsumentdw, tj. takich, ktdrych nie zaspokajajg jeszcze obecne na rynku produkty (Azanedo
i in., 2020). Skuteczny proces rozwojowy musi zatem tgczy¢ zagadnienia technologiczne i ekonomiczne.
Ponadto, powszechnie przyjmuje sie, ze skuteczne zarzadzanie procesem opracowywania produktéw
powinno by¢ elastyczne i podlegad ciggtej ewolucji ze wzgledu na zmiany zachodzgce zaréwno wewnatrz
jak i w otoczeniu przedsiebiorstwa (Ryynanen i Hakatie, 2014).

Koncentrujgc sie na roli konsumentéw nalezy podkresli¢, iz koncepcja kierowanego przez
konsumentdéw rozwoju nowych produktéw zostata wprowadzona juz na poczgtku lat 90-tych XX wieku
(Costa i Jongen, 2006). Jej podstawe stanowit rozwéj innowacji uwzgledniajgcych potrzeby zgtaszane na
rynku, co polegato na wykorzystaniu analizy obecnych i przysztych potrzeb konsumentéw
do opracowywania nowych produktéw o rzeczywistej wartosci dodanej (Urban i Hauser, 1993).
Koncepcja ta adaptowana jest w przedsiebiorstwach zorientowanych na rynek, ktére podejmujg prébe
ciggtego zdobywania i wewnetrznego rozpowszechniania informacji o rynku, istotnych z punktu widzenia
mozliwosci zaspokojenia obecnych i przysztych potrzeb klientéw, a takie doskonalg zdolnosci
do reagowania na te potrzeby (Kohli i Jaworski, 1990). Koncepcja ta znalazta szerokie uznanie wsréod

badaczy zaréwno z obszaru marketingu, zarzagdzania oraz technologii Zzywnosci (Busse i Siebert, 2017;
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Filieri, 2013; Horvat, Granato, i in., 2019), a takze w badaniach poswieconych konkretnie zywnosci
funkcjonalnej (Bogue i in., 2017).

W nurcie badan nad zarzgdzaniem innowacjami podjeto probe okreslenia zwigzku pomiedzy
orientacjg rynkowa przedsiebiorstwa a rozwojem nowych produktéw. Wyniki badan sugerujg
wystepowanie pozytywnej zaleznosci (Jreissat i Makatsoris, 2022; Tsimiklis i in., 2015). Z jednej strony
wskazuja, iz orientacja rynkowa jest czynnikiem krytycznym dla udanego rozwoju produktu i proceséw
innowacyjnych (Bogue i Sorenson, 2007). Z drugiej strony, cze$¢ badan wskazuje, iz prowadzenie procesu
rozwoju nowych produktdw sprzyja orientacji rynkowej przedsiebiorstwa. Podkresla sie, ze wdrozenie
orientacji rynkowej w procesach rozwoju nowych produktéw moze by¢ kluczowym krokiem przy
podejmowaniu dziatan bardziej zorientowanych na rynek (Kok i in., 2002). Zagadnienia zorientowania
przedsiebiorstwa na rynek oraz rozwoju nowych produktéw wzajemnie sie przeplatajg i uzupetniaja,
a wykorzystanie koncepcji kierowanego przez konsumentéw rozwoju nowych produktéw wymaga
od przedsiebiorstw aby (Costa i Jongen, 2006):

e zaréwno wiedza technologiczna, jak i informacje rynkowe zostaty uznane za niezbedne do
prowadzenia efektywnych proceséw rozwoju produktéw;

e wypracowano sposdb gromadzenia, rozpowszechniania i tgczenia informacji rynkowych z wiedza
technologiczng tak, aby mozliwe byto efektywne opracowanie nowych produkt

W odniesieniu do sytuacji na europejskim rynku spozywczym mozna zauwazy¢, iz badania
wskazuja, ze pozyskiwanie informacji o konsumentach przez przedsiebiorstwa dziatajgce na rynku
spozywczym, jest nadal stosunkowo rzadkie i w czesci przypadkow — przypadkowe (Costa i Jongen, 2006).
W praktyce, wiekszo$¢ przedsiebiorstw spozywczych, z wyjatkiem nielicznych, duzych,
miedzynarodowych koncerndw, polega na informacji ptynacej ze sklepéow prowadzacych sprzedaz
detaliczng w celu poznania preferencji uzytkownikéw koncowych. Jesli przyjmie sie, ze europejski
przemyst spozywczy posiada stosunkowo niski stopien orientacji rynkowej, korzysci ptynace
z wprowadzenia kierowanego przez konsumentéw rozwoju nowych produktéw mogga stanowic istotng
przewage konkurencyjna.

W tym miejscu nalezy tez odwotac sie do specyfiki samego produktu. W literaturze wskazuje sie
bowiem na wystepowanie réznic pomiedzy rozwojem nowych produktéw spozywczych i rozwojem
nowych produktéw funkcjonalnych (Khan i in., 2013). Kluczowe czynniki sukcesu w rozwoju nowych
produktéw spozywczych obejmuja: zorientowanie na innowacje, generowanie wiedzy, rozwdj zasobow,
sieci wspotpracy oraz strategie komercjalizacji (Khan i in., 2013). Poréwnujgc kazdy z tych czynnikéw
pomiedzy standardowymi produktami spozywczymi i produktami funkcjonalnymi mozna wskazac
réznice:

e Zorientowanie na innowacje. W przypadku tradycyjnych produktéw spozywczych
przedsiebiorstwa koncentrujg sie na walce konkurencyjnej w ramach istniejacych rynkow

poprzez ulepszanie produktéw juz istniejgcych (Hardy, 2010). W przypadku produktow
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funkcjonalnych wainym aspektem jest jednak réwniez samo tworzenie nowych rynkow

poprzez tworzenie innowacji przetomowych (Gehlhariin., 2009).

e Generowanie wiedzy. Dla tradycyjnych produktéw spozywczych jednym z podstawowych
czynnikéw konkurencyjnych jest cena. Pochodng tego jest fakt, iz dziatania rozwojowe
koncentrujg sie czesto na mozliwej obnizce kosztéw, a badania i rozwdj bazujg na wykorzystaniu
podstawowych technologii i dobrze ugruntowanej wiedzy (Winger, 2009). Rozwadj produktow
funkcjonalnych jest czesto bardziej wymagajacy z technologicznego punktu widzenia.
Wykorzystuje sie zaawansowang technologie, a sam proces skutkuje czesto powstaniem
nowej wiedzy (Bogue i in., 2017; Mark-Herbert, 2002).

e Rozwdj zasobdéw. Rozwijajac produkty tradycyjne przedsiebiorstwa spozywcze bazujg zwykle
na wewnetrznie posiadanych zasobach (Sarkar i Costa, 2008). W przypadku produktow
funkcjonalnych przedsiebiorstwa duzo czesciej uzupetniajg wewnetrzne zasoby, zasobami
(réwniez niematerialnymi) obecnymi w otoczeniu przedsiebiorstwa (Broring, 2008).

e Sieci wspotpracy. Ze wzgledu na charakter produktéow tradycyjnych rozbudowana sieé
wspotpracy nie jest zwykle potrzebna przy ich rozwoju. W tym przypadku sie¢ wspétpracy
obejmuje zwykle pojedyncze podmioty (np. dostawce), a sama wspodtpraca jest zwykle
ograniczona w czasie (Khan i in.,, 2013). Istotnym aspektem przy rozwoju produktow
funkcjonalnych moze by¢ podejmowana wspoétpraca. Wystepuje ona czesciej niz w przypadku
produktéw tradycyjnych, obejmuje szersza grupe interesariuszy przedsiebiorstwa
(dostawcow, odbiorcéw, organizacje naukowe, instytuty badawcze itd.) oraz ma nierzadko
charakter dtugotrwaty (Mortara i Minshall, 2011).

e Strategia komercjalizacji. Skuteczna komercjalizacja produktéw tradycyjnych moze bazowac na
aktualnych rozwigzaniach panujacych w przedsiebiorstwie np. wykorzystaniu wypracowanej
marki (Traill i Meulenberg, 2002). W przypadku produktéw funkcjonalnych, proces
komercjalizacji wymaga wiekszego zaangazowania przedsiebiorstwa (Sarkar i Costa, 2008).
Przypadek ten jest szczegdlnie widoczny w sytuacji wprowadzania produktu na nowy rynek,
kiedy dziatania marketingowe i sprzedazowe muszg zosta¢ w duzej mierze zaplanowane
od nowa.

Ze wzgledu na ich charakterystyke, zarzgdzanie rozwojem nowych produktéw funkcjonalnych
jest zadaniem wyjatkowo wymagajacym. Rozwdéj tych produktdow wymaga szczegdlnego zaangazowania
wiedzy, kompetencji i zasobdow przedsiebiorstwa. W przypadku produktéw funkcjonalnych tym
wiekszego znaczenia nabiera wiec systematyczne podejscie do rozwoju nowych produktéw (Bogueiiin.,

2017).
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2.3. Model rozwoju nowego produktu spozywczego

Poniewaz wymagania konsumentdw zmieniajg sie, producenci zywnosci starajg sie opracowywac nowe,
oryginalne produkty spozywcze (czesto o wiasciwosciach prozdrowotnych), ktérych wprowadzenie na
rynek moze prowadzi¢ do poprawy pozycji konkurencyjnej przedsiebiorstwa (Rudder i in., 2001). Rozwdj
nowych produktéw mozna opisa¢ jako proces przeksztatcania nowej szansy rynkowej w produkt
komercyjny poprzez sekwencje operacji (Azanedoiin., 2020; Krishnan i Ulrich, 2001b; Rudderiin., 2001).
W literaturze naukowej mozna przytoczy¢ liczne modele rozwoju nowych, innowacyjnych produktéw,
ktére w zaleznosci od podejscia danego autora sktadajg sie z réznych etapow (Bernstein i Singh, 2006;
Cooper, 2008; Hallstedt i in., 2013; Louw i in., 2018; Rogers, 2003). Na bazie literatury przedmiotu
stwierdzono, iz jednym z najpowszechniej stosowanych w analizach naukowych modeli jest ten
opracowany przez Kotlera i Armstronga (1991), ktéry wyrdznia osiem gtéwnych etapow: 1. generowanie
pomystéw, 2. przeglad pomystéw, 3. opracowanie i testowanie koncepcji, 4a. rozwdj strategii
marketingowej i 4b. rozwdj produktu, 5a. analiza biznesowa i 5b. testy marketingowe, i wreszcie
6. komercjalizacja. Model ten (i jemu podobne) ma jednak charakter generalny i nie uwzglednia specyfiki
branzy spozywczej. Ze wzgledu na to, oprdcz modeli o charakterze generalnym, mozna réwniez wyrdznic
modele branzowe.

Wyniki badan wskazujg, ze rozwéj nowego produktu spozywczego jest ztozonym procesem,
w ktédrym zachodzg miedzyetapowe sprzezenia zwrotne. Uwzglednienie specyfiki sektora jest tym
bardziej istotne, ze na proces rozwoju produktéw spozywczych wptywa wiele réznych funkcji, takich jak
technologia, marketing i badania konsumenckie (Horvat, Behdani, i in., 2019), a produkty spozywcze
posiadajg okreslong specyfike (Horvat, Behdani, i in., 2019; Kotler i Armstrong, 1991; Rudder i in., 2001;
Sharif i in., 2018). W literaturze zwraca sie rowniez uwage, ze w przypadku produktéw spozywczych
niemal wszystkie etapy procesu wymagaja dogtebnego zrozumienia technologii Zzywnosci — zwlaszcza
podczas prac badawczo-rozwojowych (Sharif i in., 2018).

Przyktadem modelu dedykowanego branzy spozywczej moze by¢ model opracowany przez
Ruddera i in. (2001). Autorzy przedstawili na poczatku lat 2000. przeglad najwazniejszych prac
badawczych dotyczacych procesu rozwoju nowych produktéw spozywczych. W tamtym czasie proces
ten przedstawiany byt jako sekwencja zdarzen sktadajgca sie z pieciu do osmiu etapéw. Model ten
wydaje sie jednak wymagaé aktualizacji. W niniejszym podrozdziale przeanalizowano modele rozwoju
nowych produktéow spozywczych, ktére opracowane zostaty w trakcie dziesieciu lat poprzedzajacych
opracowanie niniejszej rozprawy. Podejscie takie pozwolito na stworzenie modelu aktualnego,
uwzgledniajgcego najnowsze dokonania naukowe. Szczegdtowa strategia prowadzenia studidw
literaturowych zostata zaprezentowana ponizej.

Systematyczny przeglad literatury oparty na metodzie SALSA (ang. Search, Appraisal, Synthesis,
Analysis) (Booth, A., Papaioannou, D., i Sutton, 2012) pozwolit na zebranie artykutéw badawczych

dotyczacych rozwoju nowych produktdw na rynku spozywczym. Kompleksowy przeglad literatury
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przeprowadzono z wykorzystaniem bazy danych Scopus (Elsevier). Uzyto nastepujacej kombinacji stow
kluczowych: ,new product development” or “npd” and ,food” or ,beverage” w wyszukiwaniu po
tytutach, abstraktach oraz stowach kluczowych. Na wstepie zidentyfikowano 894 publikacje naukowe.
Kolejno ograniczono wyszukiwanie publikacji do 10 lat (2012 -2021), co pozwolito zredukowaé liczbe
publikacji do 495. Nastepnie liczbe publikacji zmniejszono do 383 poprzez ograniczenie typu
dokumentdéw do: artykutdw, przeglagddw literatury oraz rozdziatdw w monografiach. Wybodr jezyka
angielskiego ograniczyt liczbe publikacji do 377. Kolejny etap przegladu literatury uwzgledniat redukcje
liczby publikacji z uwagi na obszar tematyczny spdjny z obszarem badan przedstawionym w niniejszej
rozprawie. Liste publikacji zawezono do nastepujgcych obszaréw: 1. nauki rolnicze i biologiczne, 2.
biznes, zarzadzanie i rachunkowosé, 3. biochemia, genetyka i biologia molekularna, 4. chemia, 5. nauki
spotfeczne, 6. ekonomia, ekonometria i finanse, 7. immunologia i mikrobiologia, 8. nauk o zdrowiu,
9. nauki multidyscyplinarne. Pozwolito to na redukcje liczby publikacji do 308. Nastepnie zawezono liste
publikacji z uwagi na przedmiot badan. W pierwszej kolejnosci przeanalizowano stowa kluczowe
wystepujgce w publikacjach. Ze zbioru publikacji wyselekcjonowane te, ktére posiadajg nizej

2

wymienione stowa kluczowe: ,new product development”, ,product development”, “new product

7,

development (NPD)”, ,food products”, “food product”, ,food industry”, “food industries”, “procedures”,
“nutrition”, “innovation”, “open innovation”, “product innovation”, “product design”, “beverages”,
“beverage”, “food quality”, “food”, “fermentation”, “food technology”, “functional food”, “functional
foods”, “functional properties”, “functional ingredient”, “microbiology”. Umozliwito to ograniczenie listy
publikacji do 207 pozycji. W kolejnym etapie wyeliminowano artykuty, ktorych tytuty nie uwzgledniaty
rozwoju nowego produktu spozywczego tj. 66 publikacji. Nastepnie przeprowadzono analize abstraktow
pozostatych publikacji, ktéra umozliwita wybdér 30 najistotniejszych prac badawczych, poddanych
szczegotowej analizie tresci. W wyniku szczegdtowe]j analizy petnych tekstéw publikacji pozostato 11

artykutéw, ktére stanowity nastepnie podstawe dla opracowania modelu rozwoju nowych produktéw

spozywczych. Schemat systematycznego przegladu literatury przedstawiono na rysunku 3.

50



i Badanie wstepne !

! Wybér bazy danych Scopus. Dobér stéw kluczowych: 1
! “NEW PRODUCT DEVELOPMENT” OR “NPD” AND ,,FOOD” OR ,,BEVERAGE” |

Wyszukiwanie

Wyszukiwanie publikacji po tytutach, abstraktach, stowach kluczowych n=894
Ograniczenie czasowe - 10 lat (2012 — 2021) n=495

!

Wykluczenie techniczne |

Ograniczenie typu dokumentéw do: artykutéw, przeglagddw literatury oraz rozdziatéw
w monografiach n=383
Wybdr jezyka angielskiego n=377

Wykluczenie techniczne Il

|

Ograniczenie obszaru naukowego n=308
Ograniczenie po stowach kluczowych wystepujgcych w publikacjach n=207

Wykluczenie merytoryczne |

Eliminacja artykutéw, w ktérych tytuty (n=66) i abstrakty (n=30) nie koncentrowaty sie
na rozwoju nowych produktéw w sektorze spozywczym

Wykluczenie merytoryczne Il

Eliminacja artykutéw, w ktérych tresé¢ nie koncentrowata sie na rozwoju nowych
produktow zywnosciowych n=11

Synteza i Analiza

Finalna liczba publikacja n=11

Rysunek 3. Schemat systematycznego przegladu literatury - rozwéj nowego produktu na rynku spozywczym

Zrédto: opracowanie wtasne

Wszystkie analizowane w ramach niniejszych studiéw literaturowych pozycje literaturowe
zostaty zawarte w tabeli 3. Kazdorazowo oprdcz autoréw danego modelu zaprezentowano stowa
kluczowe uzyte w publikacji, przedmiot badan, na potrzeby ktédrych model zostat opracowany oraz

okreslenie typu modelu. Zestawienie samych modeli zaprezentowano w dalszej czesci rozdziatu.
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Tabela 3. Systematyczny przeglad literatury - rozwéj nowego produktu w branzy spozywczej

L.p. Literatura Stowa kluczowe Przedmiot badan Typ modelu
Komunikacja wewnetrzna w trakcie realizacji funkcji
1. (Fogtiin., 2014) - technologicznych i marketingowych w procesie rozwoju | Graficzny/opisowy
nowych produktéw spozywczych
) (Chaochotechuang food and beverage; globalisation; innovation strategies; new | Wspétzalezno$¢ rozwoju nowego produktu oraz strategii Opisow
) i Mariano, 2016) product development; new product innovation; sme rozwoju innowacji produktowych P ¥
R 5k ji nowych spozywczych produktd .
3. (Bogueiin., 2017) - OZWQJ oncepa! Wy pozywezy produiktow Opisowy
funkcjonalnych
crowdsourcing, open innovation, consumer acceptance, co- Rola konsumentéw w rozwoiu innowaci na  rvnku
4, (Busse i Siebert, 2017) design of innovation, consumer-involvement methods, . ) ) ¥ Graficzny/opisowy
spozywczym
consumer-led npd
(Horvat, Granato, i in new product development product life cycle consumer | Wykorzystanie informacji o konsumentach w rozwoju
5. 2019) ! ! "’ | research consumer involvement consumer-oriented | nowych produktéw przez Europejskie przedsiebiorstwa | Graficzny/opisowy
approach food trends spozywcze
. L L . Poprawa procesu rozwoju nowego  produktéw . .
6. (Jagtapiin., 2020) sustainability, food supply chain, big data analytics orzedsiebiorstwie spozywczym przy wykorzystaniu big data Graficzny/opisowy
business model design, case study, circular business model, .. . .
. . . Rozwdj nowych produktdw na rynku napojow, w .
7. (Franzoiin., 2021) circular economy, circular product, new product . . Opisowy
gospodarce o obiegu zamknietym
development
(Oliveira i Cardoso, | academic entrepreneurship; new product development; | Wspieranie innowacji na rynku tradycyjnych produktéw . .
8. . . . . _ y . Graficzny/opisowy
2021) innovation; new food; traditional foods spozywczych poprzez przedsiebiorczosé¢ akademicka
open innovation, customer co-creation, new product
S development, idea generation, idea screening, case study | Wspoéttworzenie przez konsumentéw nowych produktow .
9. (Filieri, 2013) A ) . L - . Opisowy
analysis, innovation, product development, marketing | rozwijanych przez przedsiebiorstwa spozywcze
intelligence
product development; project scope; product scope; food - . .
Zak k h k k . .
10. | (Manfioilacerda, 2016) | industry; project management; method for product @ fes projektow rozwoju nowych produktow w sektorze Graficzny/opisowy
spozywczym
development
innovation, emerging economies, turkey, new product I . .
. Charakterystyka pdzniejszych etapdéw rozwoju nowego .
11. | (Durstiin., 2018) development, exploitation stage, new  product ystyka pozhiejszy pow  rozwoju wee Opisowy

commercialization

produktu

Zrédto: opracowanie wtasne



Wymienione w tabeli 3 artykuty naukowe przeanalizowano wykorzystujac elementy metody
meta-etnografii (ang. meta-etnography), ktérej celem jest integracja wynikow badan prezentowanych
w réznych opracowaniach naukowych. Podejscie to jest powszechnie wykorzystywane w podobnych
studiach literaturowych. Przeprowadzona w niniejszej rozprawie analiza bazowata na dwdch etapach
podejscia meta-etnograficznego (Siau i Long, 2005) koncentrujgcych sie na (1) okresleniu w jaki sposéb
wyniki badan sg powigzane oraz (2) poréwnaniu podobienstw i réznic pomiedzy nimi.

Jak stwierdzono w toku analizy, powigzanie pomiedzy wynikami badan wynika ze stosowanych
w nich zakresow: podmiotowego (podmioty dziatajgce w branzy spozywczej), przedmiotowego (rozwoj
nowych produktéw) i czasowego (zblizony zakres czasowy obejmujacy lata 2014 - 2021). Po ustaleniu,
iz badane opracowania s3 spdjne we wskazanych zakresach, zaprezentowane w nich modele zostaty
poréwnane pomiedzy soba. Oznacza to, iz przeprowadzona analiza sprowadzifa sie do przeanalizowania
kazdego z modeli rozwoju nowych produktéw zywnosciowych wraz z analizg wyodrebnionych etapow,
a nastepnie wskazania, jak w kolejnych modelach scharakteryzowano poszczegdlne etapy.

Proces budowy modelu rozwoju nowych produktéw spozywczych przebiegat nastepujgco.
Najpierw z porédwnania przeanalizowanych artykutéw wyodrebniono siedem etapow, ktorych realizacja
jest uzasadniona podczas rozwoju nowego produktu spozywczego. Nastepnie kazdy etap
scharakteryzowano na podstawie analizy tresci badanych artykutéw. Po trzecie, dokonano syntezy
rozwazan w ten sposéb, ze stworzono model rozwoju nowego produktu spozywczego. Szczegbétowq
analize publikacji zaprezentowano w tabeli 4.

W wyniku przeprowadzonej analizy stworzono oryginalny, autorski model rozwoju nowych
produktéw spozywczych. Model ten obejmuje siedem wyrdzniajacych sie etapdw: generowanie
pomystu, selekcje pomystu, badania, rozwéj, testowanie, wprowadzenie na rynek oraz monitorowanie.
Jak pokazano w tabeli 4, zaden z analizowanych modeli nie obejmowat wszystkich elementéw. Ponadto,
na podstawie przeprowadzonego poréwnania, obejmujgcego nie tylko wyrdznione etapy, ale takze ich
charakterystyke zaprezentowang w poszczegdlnych artykutach ustalono, iz zakres czynnosci, ktérych
wykonanie przedstawione jest w poszczegdlnych etapach jest czesto inaczej rozumiane przez réznych
autoréw publikacji. Ze wzgledu na to, dokonano porédwnania poszczegdlnych opiséw, przeanalizowano
ich elementy wspdlne oraz rdznice pomiedzy nimi, a nastepnie scharakteryzowano kazdy
z wyodrebnionych etapdw. Skrotowo charakterystyke etapdéw zaprezentowano w ostatnim wierszu
tabeli 4.

Czes$¢ wyodrebnionych etapow ma charakter generalny — wystepuje w znaczacej wiekszosci
przedstawionych proceséw rozwoju nowego produktu, a czes¢ — unikalny, tj. pojawia sie tylko
w wybranych modelach. W stworzonym modelu rozwoju nowych produktédw spozywczych nie bazowano
jednak na czestotliwosci wystepowania poszczegdlnych etapdw, ale na ich merytorycznej analizie

prowadzonej z punktu widzenia spdjnosci finalnej wersji modelu.



Tabela 4. Podsumowanie modeli rozwoju nowego produktu spozywczego

Etapy rozwoju nowego produktu spozywczego

L.p. A i ¢ ” . . . .
= utorzy Generowanie RSy Badania Rozwéj Testowanie Wprowadzenie na rynek Monitorowanie
pomystu pomystu
1. | (Fogtiin., 2014) Idea Odsiew Rozwdj Rynek
(Chaochotechuang | Pomyst i rozwdj . Testowanie .
. W k
2 i Mariano, 2016) koncepcji Design produktu produktu prowadzenie na ryne
. Identyfikacji _ . Testowanie .
. : . k
3 (Bogueiin., 2017) mozliwodc Design i rozwéj produktu produktu Wprowadzenie na ryne
Identyfikacji
4 (Busse i Siebert, | mozliwosci Rozwéi koncencii Tworzenie prototypow/ Testowanie | Wprowadzenie na  rynek
* | 2017) /generowanie ) P produktu /adaptacja/dyfuzja
pomystéw
(Horvat, Granato, | ldentyfikacji . Testowanie .
. D k w d k
5 iin. 2019) mosliwoci esign produktu oroduktu prowadzenie na ryne
. Generowanie Opracowanie Zatwierdzenie . Wprowadzenie Monitoring
. . . P ki X
6 (agtap iin., 2020) koncepcji koncepcji produktu Prototyp produktu rodukcja na rynek posprzedazowy
W . L .
7. | (Franzoiin., 2021) | Idea Ocset::na Koncepcja Rozwdj Testowanie i préby | Wprowadzenie na rynek
Analiza
biznesowa
8. (Oliveira i Cardoso, Pomyst Selekqa' Rozwdj koncepcji obejmujaca esty . Wprowadzenie na rynek
2021) pomystéw marketingowe
produkt
i marketing
Selekcja Prowadzenie zaréwno .
omystéw badarn podstawowych Zdobywanie
Wykorzystanie pomy . P 4 Wykorzystanie . doswiadczenia,
: w oparciu (skoncentrowanych na | . 7 77 Przeprowadzenie . . .
wszystkich . . | istniejgcej . Produkcja nowych | rejestrowanie
o ustalone zdobywaniu nowej . . | obowigzkowych 3 . .
dostepnych . . . | wiedzy zdobytej . produktow i mozliwe | danych
kryteria wiedzy) oraz badan . | testow . L
, wewnetrznych podczas badan | .| . dostosowanie obecnego | jakosciowych
Charakterystyka etapow | . oceny stosowanych jakosciowych oraz . I
i zewnetrznych L w celu oo .. | procesu produkcyjnego, | iilosciowych oraz
.. obejmujace (skoncentrowane na . okreslenie pozycji . o .
zrodet . . , wytworzenia a takze wprowadzenie ich na | wykonywanie
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W wyniku analizy tekstow stwierdzono, iz publikacje (Durst in., 2018; Filieri, 2013; Manfio
i Lacerda, 2016) nie koncentrujg sie na prezentacji catych modeli rozwoju nowych produktow, ale
na doktadnej charakterystyce wybranych etapdw. Dlatego tez nie byty przedmiotem analizy podczas
czesci badania poswieconej wskazaniu etapdw, ktérych realizacja jest niezbedna podczas rozwoju
nowego produktu spozywczego.

Na podstawie niniejszych studiéw literaturowych stworzono model rozwoju nowych produktéw
spozywczych. Model przyjmuje perspektywe procesowg, w ktérej kolejne etapy nastepujgc po sobie
tworzg spdjny ciagg. U podstaw modelu lezy zatozenie, ze w celu rozwoju nowego produktu spozywczego
nalezy zrealizowac¢ sekwencje czynnosci, ktére mozna logicznie wyodrebni¢. Model jest efektem syntezy
i analizy wszystkich pozycji literaturowych zaprezentowanych w tabeli 4. Na rysunku 4 przedstawiono

wypracowany model rozwoju nowego produktu spozywczego.
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Rysunek 4. Model rozwoju nowego produktu spozywczego

Zrédto: opracowanie wtasne

Model rozwoju nowych produktéw spozywczych tgczy siedem nastepujacych po sobie etapow.
Nastepstwo kolejnych etapdw zaprezentowane jest graficznie za pomocg dwustronnych strzatek
taczacych poszczegdlne etapy. Jest tak dlatego, ze wszystkie dziatania sg ze sobg powigzane, a proces
moze przebiegaé zaréwno od wczesniejszych do pdziniejszych etapow, jak i moze zostac¢ cofniety
z poiniejszych etapdw do etapdw wczesniejszych (np. nieudane testowanie moze sprawic, ze produkt
trafi z powrotem do etapu rozwoju). Ponizej scharakteryzowano wszystkie wyrdznione etapy w modelu
rozwoju nowych produktéw spozywczych w oparciu o dane literaturowe obejmujgce specyfike sektora

spozywczego. W przypadku niektdrych etapdw, w ktérych badania prowadzone na rynku spozywczym



powielaty rozwigzania przyjete dla ogdtu przedsiebiorstw (np. rozrdéznienie badan podstawowych
i stosowanych), literature te uzupetniano uznanymi zrédtami literaturowymi o charakterze generalnym.

Dwa poczgtkowe etapy modelowego podejscia do rozwoju nowych produktéw spozywczych
obejmujg generowanie i selekcje pomystu. Generowanie pomystu jest etapem wstepnym, ktéry daje
poczgtek catemu procesowi. Zgodnie z charakterystykg wypracowang w ramach niniejszego modelu,
etap ten sprowadza sie do wykorzystania wszystkich dostepnych wewnetrznych i zewnetrznych zrédet
pomystéw na nowe produkty. Stwierdzenie to jest zgodne z literaturg przedmiotu i wskazuje na kluczowa
role konsumentéw w procesie rozwoju nowych produktow (Busse i Siebert, 2017; Manfio i Lacerda,
2016). Uwzgledniajac specyfike rynku spozywczego nalezy zwrdéci¢ uwage, iz na tym etapie nalezy
dokonac integracji zarédwno wiedzy o rynku, na ktérym dziata przedsiebiorstwo, jak i informacji
o charakterze technologicznym (Fogt i in., 2014). Rozwéj produktu spozywczego wymaga czesto
zaawansowanej wiedzy z zakresu technologii zywnosci oraz wymaga mozliwosci prowadzenia badan
laboratoryjnych (Franzoiin., 2021). Jak wskazuje sie w literaturze, tworzgc pomysty na nowe produkty
spozywcze, naleiy integrowa¢ wiedze o rynku z informacja o dostepnych mozliwosciach
technologicznych. Filieri (2013, s. 43) okresla to nastepujgco: ,na etapie generowania pomystow
pracownicy dziatu marketingu przeprowadzajq badania rynkowe w celu analizy potrzeb klientow,
podczas gdy personel R&D analizuje nowe rozwigzania technologiczne i okresla zbiér pomystow, ktdére
uzna¢ mozna za wykonalne.” .

W literaturze wskazuje sie, ze wiekszos¢ pomystéw w naturalny sposéb wspiera obecng linie
biznesowa, a generowanie nowych pomystdw na przetomowe produkty moze wymagac specjalnego
wsparcia (Paasi i in., 2007). Zagadnienie wspierania pomystéw przetomowych jest kluczowe dla branzy
spozywczej, gdzie wiekszos¢ nowych produktéow stanowi wytgcznie ulepszenie produktéow juz
istniejgcych (Tsimiklis i in., 2015). Ze wzgledu na to, iz proces generowania pomystu jest czesto
procesem kreatywnym, etap ten moze by¢ chaotyczny, co wymaga odpowiedniego podejscia
do zarzadzania — schematyzujacego i organizujgcego caty proces.

Drugim wyodrebnionym w modelu etapem jest selekcja pomystu. Zgodnie z wypracowang
charakterystyka etapu, gtéwnym zadaniem, ktdre musi zostaé zrealizowane jest wybdr pomystéw
w oparciu o ustalone kryteria oceny obejmujgce analize otoczenia i strategie firmy. Na bazie literatury
z obszaru zarzadzania procesem rozwoju nowych produktéw wskazac nalezy, iz do gtéwnych zadan
nalezy tutaj ocena wzglednych wad i zalet konkurencyjnych pomystéw, z uwzglednieniem ograniczen
technologicznych (Bowers i Khorakian, 2014) i strategii organizacji (Manfio i Lacerda, 2016), okreslenie
wykonalnosci konkretnych pomystéw i odfiltrowywanie nowych pomystéw, ktére nie pasujg do strategii
organizacji (Louw i in., 2018). W odniesieniu do przedsiebiorstw spozywczych nalezy wskaza¢,
iz przetomowe nowe produkty wybierane sg do rozwoju rzadko. Jest to uzasadniane tym, iz sklepy
detaliczne zwykle lepiej pozycjonujg produkty uznane, co utrudnia dotarcie do odbiorcy produktom

przetomowym (Fogt i in., 2014). Rozwdj produktéw stanowigcych innowacje inkrementalne niesie
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ze sobg réwniez nizsze ryzyko oraz nizsze wymagane nakfady inwestycyjne. Na tym etapie zasadnym dla
przedsiebiorstw spozywczych jest wiec przede wszystkim wykorzystanie kryteriéw wyboru
nie ograniczajgcych mozliwosci wyboru przetomowych nowych pomystéw. Kryteria takie powinny
bazowaé na potgczeniu informacji o wykonalnosci i atrakcyjnosci potencjalnego produktu dla
konsumentow (Franzo i in., 2021) oraz uwzgledniaé perspektywe zaréowno dziatu marketingu, dziatu
sprzedazy, dziatu badan i rozwoju, dziatu produkgji, jak i dziatu finansowego (Filieri, 2013). Etap ten nie
ma charakteru tak kreatywnego jak generowanie pomystéw. Jest to etap analityczny, ktéry bazuje na
ocenie racjonalnosci ekonomicznej podejmowanych dziatan rozwojowych. W niniejszym modelu
rozdzielono etapy generowania pomystéw oraz selekcji pomystéw. Nalezy jednak zwréci¢ uwage,
iz w niektorych opracowaniach etapy te bywajg faczone, poniewaz uzupetniajg sie nawzajem. Dlatego
tez, w niniejszej pracy zostaty przedstawione razem. Dla przyktadu, Fogt i autorzy (2014) wyrdzniajg
co prawda etapy ,idea” oraz ,odsiew”, ale opisujg je miejscami wspdlnie uzywajgc pojecia fazy
potencjalnych mozliwosci (ang. opportunity phase). Podejscie to zostato jednak uznane za mniej
precyzyjne niz rozréznienie etapdéw.

Charakterystyka trzeciego etapu — badan nad produktem — opracowana w ramach niniejszego
modelu, wprowadza rozréznienie na badania podstawowe (skoncentrowane na zdobywaniu nowej
wiedzy) i stosowane (skoncentrowane na konkretnych i z géry okreslonych zastosowaniach docelowych).
Rozréznienie to jest przywotywane w opracowaniach naukowych dotyczacych sektora spozywczego
(Bigliardi i Galati, 2013; Saguy i Sirotinskaya, 2014) i jest dobrze rozpoznane w literaturze z zakresu
zarzadzania (Havlicek i in., 2013; OECD, 2015; Rogers, 2003). Uszczegdtawiajac, badania podstawowe
mozna zdefiniowac jako badania, ktérych celem moze by¢ wzbogacenie istniejgcego zasobu wiedzy, ale
ktére nie sg przeznaczone do zastosowania w praktyce. Z kolei badania stosowane sg ukierunkowane na
konkretny cel i konkretne zastosowanie. Badania podstawowe mozna zdefiniowac jako: ,prace
eksperymentalne lub teoretyczne podejmowane przede wszystkim w celu zdobycia nowej wiedzy
o podstawach zjawisk i obserwowalnych faktdw, bez nastawienia na konkretne zastosowanie lub
wykorzystanie.” (OECD, 2015, s. 365).

Natomiast definicja badan stosowanych jest nastepujgca: ,Badania stosowane to oryginalne
badania podejmowane w celu zdobycia nowej wiedzy. Sq one ukierunkowane przede wszystkim na
konkretny, praktyczny cel lub zadanie.” (OECD, 2015, s. 365). Ze wzgledu na dobre ugruntowanie
powyzszych definicji, w niniejszym modelu zostaty one przyjete jako podstawa rozréznienia pomiedzy
badaniami podstawowymi i stosowanymi. W przypadku produktéw spozywczych, badania podstawowe
moga by¢ ukierunkowane na uzyskanie nowej wiedzy dotyczacej produktu (np. mozliwosci spontanicznej
fermentacji materiatu roslinnego, okreslenie wiasciwosci prozdrowotnych produktu, czy okreslenie jego
jakosci mikrobiologicznej), a takze procesu (np. mozliwosci pozyskania potencjalnie probiotycznych
mikroorganizméw). Nastepnie, badania stosowane mogg mieé¢ na celu osiggniecie konkretnych,

praktycznych efektdw. Jako przyktad mozna podac¢ wyselekcjonowanie izolatéw bakterii fermentacji
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mlekowej o potencjalnie probiotycznych wfasciwosciach w celu stworzenia testowalnych wersji
produktéw z ich udziatem.

W literaturze przedmiotu wskazuje sie, ze w odniesieniu do fazy badan na rynku spozywczym
za kluczowe zadanie nalezy uznaé np. ocene ryzyka nowego surowca oraz opracowanie receptury (Jagtap
iin., 2020). W fazie tej ryzyko technologiczne zwykle wzrasta wraz ze stopniem nowatorstwa nowego
produktu —im bardziej zaawansowany produkt, tym ryzyko technologiczne zwykle jest wyzsze (Fogti in.,
2014). Dlatego tez, zaawansowane badania laboratoryjne sg czesto nieodtgcznym elementem etapu
badan nad produktem.

Etap badan jest silnie powigzany z kolejnym etapem - rozwojem produktu. Zgodnie
z charakterystykg wypracowang na potrzeby przyjetego modelu, etap ten sprowadza sie
do wykorzystania istniejgcej wiedzy zdobytej podczas etapu badan w celu wytworzenia testowalnej
wersji produktu spozywczego. Na etapie tym, przy opracowywaniu prototypu produktu,
przedsiebiorstwa spoiywcze wykorzystuja aktywa technologiczne, inzynierie produktu
i zaawansowane badania laboratoryjne (Franzo i in., 2021). Na tym etapie istotne moze by¢ réwniez
zaangazowanie konsumentéw w celu dopracowania produktu pod katem ich preferencji (Horvat,
Granato, i in., 2019), co zwieksza szanse na osiggniecie sukcesu w fazie testowania.

Pomiedzy etapami badan i rozwoju wystepuje wiele wspodtzaleznosci. Modele teoretyczne
dedykowane dla rynku spozywczego nie wykazujg tutaj zgodnosci. Cze$¢ modeli traktuje oba etapy jako
cato$¢ (Bogue i in., 2017; Chaochotechuang i Mariano, 2016; Horvat, Granato, i in., 2019), podczas gdy
inne opisuja je jako etapy roztaczne lub sekwencyjne (Busse i Siebert, 2017; Franzo i in., 2021; Jagtap
i in., 2020; Oliveira i Cardoso, 2021). Bazujgc na literaturze z obszaru zarzadzania rozwojem innowacji
produktowych nalezy przychyli¢ sie do stanowiska, iz badania i rozwdj powinny by¢ postrzegane jako
roztgczne etapy procesu rozwojowego ze wzgledu na zréznicowane cele ich prowadzenia (Rogers, 2003).
Wedtug Organizacji Wspodtpracy Gospodarczej i Rozwoju (ang. Organization for Economic Co-operation
and Development - OECD) (OECD, 2015, s. 369) faze rozwoju produktu mozna zdefiniowac jako: , prace
rozwojowe to systematyczne prace wykorzystujgce wiedze zdobytq podczas badan idoswiadczen
praktycznych oraz tworzgce dodatkowqg wiedze, ktdora jest ukierunkowana na wytwarzanie nowych
produktow lub procesow albo na ulepszanie istniejgcych produktow lub proceséw.”.

W literaturze podkresla sie, ze na etapie rozwoju najwazniejsze cele obejmujg opracowanie
prototypdéw lub prébek produktéw, co z kolei umozliwia ocene wykonalnosci i dopracowanie koncepcji
produktu spozywczego. W praktyce czesto stosowane jest podejscie iteracyjne, polegajgce na inzynierii
i testowaniu na réznych etapach rozwoju testowalnej wersji produktu (Louw i in., 2018).

Majac na uwadze modelowe podejscie do procesu rozwoju nowego produktu spozywczego,
kolejny etap to testowanie. Podstawg tego etapu jest przeprowadzenie obowigzkowych testéw
jakosciowych oraz okreslenie pozycji nowego produktu na rynku. Na rynku spozywczym etap ten jest

wewnetrznie podzielony na dwie czesci. Pierwsza z nich obejmuje testy obowigzkowe, wymagane przez
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poszczegdlnych regulatorow rynku, natomiast druga - testy opcjonalne. Zagadnienie testow
obowigzkowych zostato omoéwione w podrozdziale poswieconym wymaganiom dotyczgcym
niemlecznych produktéw fermentowanych. Testy nieobowigzkowe to testy marketingowe
koncentrujgce sie na pozycji nowego produktu na rynku. Prowadzenie tych testéw jest charakterystyczne
zarowno dla procesow rozwojowych prowadzonych na rynku spozywczym (Oliveira i Cardoso, 2021) jak
i poza nim (Havlicek i in., 2013). Zgodnie z literaturg przedmiotu, na rynku spozywczym, etap testowania
polega na testowaniu prébek produktéw majgcym na celu potwierdzenie ich fizycznych wiasciwosci
(Chaochotechuang i Mariano, 2016), a takze zweryfikowanie, czy produkt odpowiada preferencjom
konsumentow (Fogt i in., 2014; Horvat, Granato, i in., 2019). Etap ten taczy wiec testy laboratoryjne
z testami marketingowymi (Franzo i in., 2021).

W niniejszym modelu etap testowania zostat wyraZnie wyodrebniony. Podejscie takie jest
dominujgce w literaturze poswieconej rozwojowi nowych produktédw na rynku spozywczym (Boguei in.,
2017; Chaochotechuang i Mariano, 2016; Oliveira i Cardoso, 2021), cho¢ nie jest jedynym spotykanym.
Czes$¢ modeli postuluje tgczenie etapow rozwoju i testowania (Busse i Siebert, 2017) lub badan, rozwoju
i testowania (Fogt i in., 2014). Jednakze, zgodnie z wypracowanymi w niniejszym modelu
charakterystykami etapéw badan, rozwoju i testowania, kazdy z nich posiada roztgczne cele.

Kolejny etap, scharakteryzowany w ramach modelu to etap wprowadzenia na rynek. Jego
podstawg jest wytworzenie nowych produktéw i mozliwe dostosowanie obecnego procesu
produkcyjnego, a takze wprowadzenie ich na rynek. W niniejszym modelu poprzez wprowadzenie
produktéw spozywczych na rynek rozumie sie efekt ciggu realizacji powigzanych dziatahi, w tym
przygotowanie planu wprowadzenia na rynek, a nastepnie produkcje, pakowanie, marketing
i dystrybucje nowego produktu (Chaochotechuang i Mariano, 2016; Franzo i in., 2021). Jak wskazuje sie
w literaturze, wprowadzenie produktu spozywczego na rynek wymaga, aby produkt uzyskat ostateczng
forme, opracowany zostat kompletny plan produkcyjny i marketingowy, a takze przeprowadzone zostaty
dziatania sprzedazowe (Bogue i in., 2017; Franzo i in., 2021; Oliveira i Cardoso, 2021). Na rynku
spozywczym nierzadko konieczne moze by¢ dostosowanie technologii produkcji, do wymagan nowego
produktu (Busse i Siebert, 2017). Na bazie literatury z zakresu rozwoju innowacji produktowych nalezy
wskazac, ze etap ten wymaga zaangazowania wysokich naktadéw, co jest pochodng koniecznosci
stworzenia zdolnosci produkcyjnych (jezeli wymagana jest inna technologia wytwarzania niz
w przypadku obecnych produktéw), organizacji produkcji prowadzonej na duzg skale, organizacji
zaopatrzenia na duza skale, wypracowania/dostosowania stosowanych narzedzi marketingowych oraz
kanatow dystrybucji (Bernstein i Singh, 2006; Verloop, 2004). Na tym etapie wystepuje tez realna
konfrontacja z rynkiem, podczas ktérej weryfikowana jest akceptacja produktu wsrdd konsumentéw
(Franzo i in., 2021). Cze$¢ modeli dedykowanych dla rynku spozywczego postuluje przy tym tgczenie
etapu testowania z etapem wprowadzenia na rynek (Durst i in., 2018). Pomimo tego, charakterystyka

poszczegdlnych etapdéw opracowana w ramach niniejszego modelu wskazuje, iz kazdy z nich posiada

59



oddzielne cele, a tym samym ich rozdzielenie zapewnia mozliwos¢ dokfadniejszej prezentacji procesu
rozwoju nowego produktu spozywczego.

Ostatnim etapem, ktdéry stanowi element sktadowy modelu rozwoju nowych produktéw
spozywczych jest etap monitorowania. Podstawg tego etapu jest zdobywanie doswiadczenia,
rejestrowanie danych jakosciowych i ilosciowych oraz wykonywanie analiz w celu poszerzenia bazy
wiedzy firmy. Etap ten nastepuje po wprowadzeniu produktu na rynek i w praktyce oznacza
monitorowanie pozycji produktu na rynku oraz czerpanie z tej obserwacji wiedzy, ktéra moze by¢
podstawg dalszych modyfikacji produktu, bgdz rozwoju zupetnie nowych produktéw (Jagtap i in., 2020).
Na bazie literatury z zakresu zarzadzania rozwojem innowacji mozna stwierdzi¢ wprost, iz celem
monitorowania jest promowanie uczenia sie na bazie wtasnych doswiadczen (Vitezi¢ i Vitezié¢, 2015).
Jednoczesnie etap ten stanowi ostatni element modelu, gdyz zamyka caty cykl nastepujacych po sobie
czesci w ten sposdb, ze zasila poprzednie etapy doswiadczeniami zebranymi po wprowadzeniu produktu
na rynek. Dzieki wiedzy zebranej w trakcie monitorowania zasila sie etap generowania pomystu, a takze
udoskonala sie etapy selekcji pomystu, badan, rozwoju, testowania oraz samego wprowadzenia na
rynek. Co wiecej, etap wprowadzenia na rynek nie powinien zamykac¢ procesu (Durst i in., 2018), gdyz
nawet po wprowadzeniu produktu do obrotu moze on ulega¢ dalszym modyfikacjom np. na bazie
informacji zwrotnej ptynacej od konsumentéw. W takiej sytuacji, nawet po wprowadzeniu produktu
na rynek, istnieje mozliwos¢ powrotu do wczesniejszych etapdw procesu, np. do rozwoju, a nastepnie
testowania. Do najwazniejszych zadan, jakie w praktyce realizuje sie na tym etapie, nalezy poréwnanie
z planem wprowadzenia produktu na rynek, identyfikacja okreslonych odchylen od planu i ich przyczyn,
a takze ocena zgodnosci efektdw wprowadzenia na rynek z celami strategicznymi przedsiebiorstwa
(Vitezi¢ i Vitezié, 2015; Zizlavsky, 2013).

Wyodrebnienie osobnego etapu, ktdry nastepuje po wprowadzeniu produktu na rynek jest
podejsciem stosunkowo rzadko spotykanym w opracowaniach poswieconych rozwojowi nowych
produktow na rynku spozywczym (Durst i in., 2018; Jagtap i in., 2020). Aczkolwiek, jak wskazano
uprzednio, o ksztafcie niniejszego modelu decydowaty przestanki merytoryczne, a nie czestotliwosc
powtdrzen danych etapéw w poszczegdlnych analizowanych artykutach. W niniejszym modelu,
ze wzgledu na odrebny sposdb okreslenia celdw tego etapu zostat on wyraznie wyodrebniony.

Podsumowujac, opracowany model rozwoju nowych produktéw spozywczych przyjmuje
perspektywe procesowg opartg na logice sekwencyjnej, co oznacza, iz w celu rozwoju nowego produktu
spozywczego nalezy zrealizowac sekwencje czynnosci, ktéore mozna wyodrebni¢. W zwigzku z tym,
niniejszy model wyodrebnia siedem wyrdzniajacych sie etapdw: generowanie pomystéw, selekcje
pomystéw, badania (podstawowe i stosowane), rozwdj, testowanie, wprowadzenie na rynek oraz

monitorowanie.
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2.4. Zarzadzanie projektem a rozwdj nowego produktu spozywczego

Rozwdj nowych produktdw spozywczych, w szczegdlnosci produktédw funkcjonalnych bazujacych
na zaawansowanej technologii wytwdrczej, jest przedsiewzieciem zaréwno kosztownym,
czasochtonnych, jak réwniez charakteryzujgcym sie wysokim ryzykiem niepowodzenia. Czynniki
te sg nierozerwalnie zwigzane z procesem rozwoju nowych produktéw. Jednakze, przedsiebiorstwa
mogg minimalizowac ryzyko niepowodzenia poprzez wdrozenie dziatan zwigzanych z witasciwym
i efektywnym zarzgdzaniem procesem rozwoju nowego produktu spozywczego (Boron, 2010; Pinnaiiin.,
2018).

Zarzadzanie powinno stworzy¢ optymalne warunki umozliwiajgce efektywng integracje wiedzy
z réznych obszardw dziatalnosci przedsiebiorstwa. Niemniej jednak rozwdj innowacji produktowych nie
jest domeng wytgcznie zarzgdzania. Wiedza na temat technologii wytwarzanych produktéw spozywczych
powinna obejmowac znajomos¢ nauk o zywnosci, ktdra w takim przypadku jest kluczowa dla powodzenia
catego procesu. Zasadniczo, kompleksowa strategia zarzgdzania koncentrujgca sie na rozwoju nowego
produktu spozywczego powinna obejmowac nastepujgce kwestie (Moskowitz i in., 2009):

e strategie firmy uwzgledniajgca z jakimi typami produktéw i rynkdw jest ona zwigzana,

e cele w zakresie innowacji uwzgledniajgce rozwdj produktdéw i procesdw oraz portfolio

rozwigzan technologicznych i technicznych przedsiebiorstwa,

e zarzadzanie organizacyjne obejmujgce biezgce prowadzenie procesu produkcyjnego.

W przypadku rozwoju nowego produktu prawidtowe dziatania zarzadcze s3 skoncentrowane
na kierowaniu procesem — niejednokrotnie traktujgc cate postepowanie jako spdjny projekt, okreslajgc
jednoczesnie cele, tworzgc odpowiednig strukture organizacyjng, zapewniajgc zasoby oraz podejmujac
kluczowe decyzje (Earle i in., 2001). Z uwagi na fakt, ze w niniejszej rozprawie zaprezentowano
sekwencyjne podejscie do rozwoju nowego produktu spozywczego, warto zwrdcié¢ uwage, ze caty ten
proces moze byé efektywnie prowadzony poprzez wykorzystanie zarzadzania projektem. Nalezy
podkresli¢, ze pod pojeciem projektu, rozumie sie proces rozwoju nowego produktu spozywczego
(np. fermentowanego soku z jarmuzu zielonego). Jest to przedsiewziecie zamkniete w okreslonych
ramach czasowych (posiada okreslony poczatek i koniec), ktérego nadrzednym celem jest stworzenie
unikatowego produktu.

Teoria i praktyka zarzgdzania projektami dostarczyta wielu praktycznie stosowanych metodologii
stuzgcych efektywnemu zarzgdzaniu projektem. Podejscie to stanowi zbiér metod, technik, procedur
badZ tez najlepszych praktyk itp. stosowanych w projekcie. Jest on zwykle oparty na okreslonym
podejsciu do zarzadzania projektem, ktdre definiuje zbidr zasad i wytycznych okreslajgcych sposdb
zarzadzania projektem (Spundak, 2014). Ponizsze metodyki sg gtdéwnie proponowane przez krajowe lub
miedzynarodowe stowarzyszenia zarzadzania projektami, a takze przez niektdre organizacje i instytucje.
Niektore z najbardziej znanych metodyk sg nastepujgce: PMBOK (ang. Project Management Body
of Knowledge), IPMA (ang. The International Project Management Association), PRINCE2 (ang. PRojects
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IN Controlled Environments), YUPMA (ang. The Serbian Project Management Association — YUPMA), APM
(ang. Association of Project Management) oraz HBS (ang. Harvard Business School) (Jovanovic i Beric,
2018). Jednakze, jednym z najczesciej przywotywanych w literaturze i stosowanych w praktyce podejsc¢
do zarzadzania projektem jest to zaprezentowane w podreczniku PMBOK opracowane przez specjalistéw

z Project Management Institute. W zwigzku z tym w niniejszym podrozdziale rozwazania bedg

koncentrowac sie wtasnie na tym podejsciu. Standardy przedtozone w tym podreczniku charakteryzuje

uniwersalny charakter oraz mozliwos¢ ich zastosowania w wielu procesach z réznych sektoréw
gospodarczych, np. w procesie rozwoju nowego produktu spozywczego (Project Management Institute,

2008).

Zarzadzanie projektem jest przedstawione jako zastosowanie wiedzy, umiejetnosci, narzedzi

i technik w dziataniach projektowych w celu spetnienia wymagan projektu. Podejscie to opiera sie

w szczegolnosci na (Project Management Institute, 2008):

e okresleniu wymagan projektu;

e uwzglednianiu réznych potrzeb, probleméw i oczekiwan interesariuszy w trakcie
planowania i realizacji projektu;

e réwnowazeniu konkurujgcych ze sobg ograniczen projektu, w tym miedzy innymi:
zakresow planowanych prac, kwestii jakosci, organizacji harmonogramu, okresleniu
budzetu, zasobéw oraz ryzyka.

W podreczniku PMBOK, zarzadzanie projektem jest realizowane poprzez odpowiednie zastosowanie

i integracje 42 logicznie pogrupowanych proceséw zarzadzania projektem, ktére wchodzg w sktad

5 gtéwnych grup: 1. Inicjowania, 2. Planowania, 3. Wykonywania, 4. Monitorowania i kontrolingu oraz

5. Zamkniecia. Ponadto, metodyka ta, proponuje zarzadzanie projektem w oparciu o dziesiec istotnych

obszaréw wiedzy (Jovanovic i Beric, 2018; Project Management Institute, 2008):

3. zarzadzanie integracja projektu, ktére obejmuje procesy i dziatania majgce na celu identyfikacje,
taczenie, ujednolicanie i koordynowanie réznych proceséw i dziatan zwigzanych z zarzadzaniem
projektem w ramach grup procesoéw zarzadzania projektem;

4. zarzadzanie zakresem projektu, ktore obejmuje procesy wymagane w celu zapewnienia, ze projekt
uwzglednia wszystkie prace niezbedne do pomysinego zakornczenia projektu;

5. zarzadzanie czasem, ktére obejmuje procesy zwigzane z okreslaniem aspektéw czasowych
projektdw oraz procesy wymagane do zarzgdzania terminowym ukoriczeniem projektu;

6. zarzadzanie kosztami dotyczy procesdw zwigzanych z planowaniem kosztdw projektu,
budzetowaniem, finansowaniem i kontrolg w celu ukonczenia projektu w ramach zatwierdzonego
budzetu;

7. zarzadzanie jakoscig, ktére obejmuje procesy, umozliwiajgce ukonczenie projektu zgodnie

z wymagana jakoscig i zaspokojenie potrzeb, dla ktérych zostat podjety;
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10.

11.

12.

zarzadzanie zasobami ludzkimi, obejmujace procesy, ktdre organizujg, zarzagdzajg i kierujg zespotem
projektowym;

zarzadzanie komunikacjg dotyczy gromadzenia i wykorzystywania wszystkich informacji zwigzanych
z realizacjg projektu;

negocjacje w zarzadzaniu zaopatrzeniem, ktére obejmuje procesy zwigzane zzaopatrzeniem
i zakupem materiatéw i produktédw niezbednych do realizacji projektu;

zarzadzanie ryzykiem, ktére obejmuje procesy zwigzane z planowaniem zarzadzania ryzykiem,
identyfikacjg, analizg, planowaniem reakcji na ryzyko oraz kontrolg ryzyka w projekcie;

zarzadzanie interesariuszami projektu obejmuje procesy wymagane do identyfikacji ianalizy
interesariuszy, ich oczekiwan, a takze do opracowania odpowiednich strategii zarzgdzania w celu
efektywnego zaangazowania interesariuszy w podejmowanie decyzji i realizacje projektu.

W niniejszej pracy dotyczacej rozwoju nowego produktu spozywczego w oparciu

o fermentowany sok z jarmuzu powyzsze obszary wiedzy mogtyby zostaé wykorzystane w efektywnym

zarzadzaniu projektem, ktéry umozliwitby sukces rynkowy prezentowanego produktu. W tabeli

5 zaprezentowano przyktady wykorzystania obszaréw wiedzy zarzgdzania w rozwoju nowego produktu

ze szczegblnym uwzglednieniem aspektow laboratoryjnych.

Tabela 5. Zarzadzanie projektem na przykiadzie nowego produktu spozywczego (fermentowanego soku

z jarmuzu)
L.p. Obszar wiedzy Przyktady wykorzystania w rozwoju nowego produktu spozywczego
Integracja procesdw oraz réznych grup zaangazowanych w tworzenie
1 Zarzadzanie integracja nowego produktu spozywczego (naukowcow, menadzeréw) na réznych

projektu etapach i ptaszczyznach (generowanie pomystow, badania, rozwdj,
monitorowanie).

Ustalenie  zakresu badan laboratoryjnych niezbednych do

. potwierdzenia wtasciwosci prozdrowotnych fermentowanego soku
Zarzadzanie zakresem

projekt z jarmuzu, np. okreslenie wtasciwosci probiotycznych izolatéw bakterii
jektu

fermentacji mlekowej, okreslenie zawartosci sktadnikéw bioaktywnych
tj. zwigzki fenolowe, witaminy, glukozynolany.

Terminowos$¢ prowadzonych badan laboratoryjnych. Ustalenie buforu
Zarzadzanie czasem czasowego dla tychze badan, z uwagi na ryzyko niepowodzen badz
niezbednych powtdrek badan

Zarzadzanie kosztami dotyczgcymi: zakupu odczynnikéw, drobnego

4, Zarzadzanie kosztami sprzetu laboratoryjnego (np. eppendorféw, ptytek Petriego, probowek

typu Falcon), zlecanie badan/analiz instytucjom zewnetrznym.

Wdrozenie procedur i systeméw  zarzadzania  jakoscig
i bezpieczernistwem zywnosci np. Dobra Praktyka Wytwarzania (ang.
Zarzadzanie jakoscia Good Manufacturing Practice - GMP), Dobra Praktyka Higieniczna (ang.
Good Higenic Practice — GHP), system HACCP (ang. Hazard Analysis and
Critical Control Points), norma I1SO 9001).

Zarzadzanie zasobami . . .
ludzkimi Kierowanie i zarzgdzanie pracg zespotu badawczego.
udzkimi
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Odpowiednie archiwizowanie, interpretacja danych zwigzanych
. o z prowadzonymi analizami. Przekazywanie istotnych informacji
7. Zarzadzanie komunikacjg . . . . . .
dotyczacych produktu pomiedzy réznymi zaangazowanymi grupami

(np. od naukowcéw do menadzeréw).

L . Wyszukiwanie i porédwnywanie ofert rdinych dostawcow.
Negocjacje w zarzgdzaniu . . . L i . .
8. . Poszukiwanie m.in. odczynnikdw, sprzetu o poréwnywalnej jakosci
zaopatrzeniem . . L
jednakze w nizszej cenie.

Ocena ryzyka zwigzana z narazeniem zespotu badawczego na szkodliwe
odczynniki chemiczne (np. metanol, kwas solny), mikroorganizmy

9. Zarzadzanie ryzykiem , . -
chorobotworcze (np. P. aeruginosa, S. Enteritidis, S. aureus) oraz
mozliwos¢ wystapienia wypadku.

10 Zarzadzanie Identyfikacja wszystkimi osobami, ktére sg zaangazowane w tworzeniu

interesariuszami projektu | projektu.

Zrédto: opracowanie wtasne

Zarzadzanie projektem jest podejsciem wnikliwym, ztozonym oraz wieloetapowym, ktére
angazuje rozne grupy (np. naukowcéw, menadzerow, zarzad) na wielu ptaszczyznach rozwoju nowego
produktu (np. generowanie pomystu, badania, rozwdj lub wprowadzenie na rynek). Wszystkie te starania
sg niezbedne, aby produkt mégt zosta¢ wprowadzony na rynek w konkretnych ramach czasowych oraz

za sprecyzowanymi naktadami finansowymi.

Podsumowanie

W niniejszym rozdziale rozprawy doktorskiej zaprezentowano wymagania wstepne dotyczace
wprowadzania nowych produktéw na rynek spozywczy w realiach polskich oraz europejskich.
Skoncentrowano sie réwniez na wyjasnieniu istotnych rdinic w nomenklaturze pomiedzy
mikroorganizmami probiotycznymi, zywnoscig fermentowang a probiotyczng zywnoscig fermentowang
i przedstawiono wymagania dotyczace okreslania wtasciwosci probiotycznych mikroorganizméw.
Nastepnie, w sposéb syntetyczny omdéwiono koncepcje rozwoju nowych produktéw z uwzglednieniem
roli ptynacej od potencjalnych konsumentéw. W oparciu o systematyczne studia literaturowe
przedstawiono autorski model rozwoju nowego produktu spozywczego. Jego elementy postuzyty
w niniejszej rozprawie doktorskiej do przeprowadzenia analiz empirycznych fermentowanego soku
zjarmuzu zielonego z wykorzystaniem autochtonicznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowe;.
W ostatnim podrozdziale zaprezentowano mozliwos¢ efektywnego zarzadzania procesem rozwoju

nowego produktu na bazie podejscia projektowego.
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3. Metodyka badawcza

Niniejszy rozdziat postuzyt zaprezentowaniu metod i zrédet wykorzystanych w badaniach empirycznych.
W pierwszej kolejnosci zaprezentowano cele, hipotezy badawcze oraz zakres badan. Nastepnie
zaprezentowano materiat badawczy, odczynniki, podtoza mikrobiologiczne i mikroorganizmy
wskaznikowe, ktére stanowity podstawe dla badan laboratoryjnych. Kolejno zaprezentowano metody
badawcze (zaréwno konsumenckie, laboratoryjne oraz statystyczng analize danych) wykorzystane

w pracy.

3.1.Cele, hipotezy badawcze i zakres badan

Proces rozwoju nowego produktu spozywczego, jak juz wspomniano, jest ztozony i wieloetapowy.
Uwzglednia oczekiwania rynku, preferencje konsumentéw, aktualne trendy, a z drugiej strony
wykorzystuje mozliwosci przedsiebiorstwa oraz liczne badania laboratoryjne. Tworzac nowy produkt
fermentowany charakteryzujacy sie witasciwosciami funkcjonalnymi, nalezy wzig¢ pod uwage wiele
aspektow, miedzy innymi mozliwosé ksztattowania jakosci produktu (np. zawartosci réznych zwigzkéw
bioaktywnych) za pomocg réinych mikroorganizméw o potencjale probiotycznym oraz badan
konsumenckich nakreslajacych charakter produktu.

W zwigzku z tym, Zzeby ukierunkowaé prowadzone prace, w rozprawie sformutowano
nastepujgcy problem badawczy: W jaki sposéb fermentacja mlekowa ksztattuje wybrane wiasciwosci
prozdrowotne soku z jarmuzu zielonego? W nawigzaniu do okreslonego problemu badawczego w pracy
sformutowano cel gtéwny badan: Zaprojektowanie i rozwdj prototypu nowego produktu spozywczego
poprzez fermentacje soku z jarmuzu przy uzyciu wyselekcjonowanych szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej. W uzupetnieniu do celu gtéwnego sformutowano nastepujace cele szczegétowe (CS), ktore
przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Cele szczegotowe rozprawy doktorskiej

L.p. Cel szczegétowy (CS) Odniesienie w rozprawie
cs 1 Wypracowanie modelowego podejscia do rozwoju nowych produktéw Rozdziat 2, podrozdziat
spozywczych. 2.3.
s 2 Ustalenie zachowan polskich konsumentéw dotyczgcych niemlecznych Rozdziat 4, podrozdziat
produktow fermentowanych. 4.1.1.
cs 3 Okredlenie wybranych wtasciwosci prozdrowotnych soku z jarmuzu Rozdziat 4, podrozdziat
zielonego poddanego fermentacji spontaniczne;j. 42.1
csa Izolacja bakterii fermentacji mlekowej z mikrobioty jarmuzu zielonego Rozdziat 4, podrozdziat
podczas kolejnych etapdw fermentacji spontanicznej. 4.2.2
cs s Charakterystyka potencjatu probiotycznego oraz molekularna Rozdziat 4, podrozdziat
identyfikacja wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowe;j. 4.2.2
CS6 Opracowanie prototypdéw fermentowanych sokdéw z jarmuzu zielonego. Rozdziat 2,:cl>drozdz|a’f
Okreslenie wptywu fermentacji z wykorzystaniem wyselekcjonowanych

cs 7 szczepOw bakterii na wybrane parametry fizykochemiczne, wtasciwosci Rozdziat 4, podrozdziat
odzywcze iprozdrowotne kiszonego soku wytworzonego na bazie 43.2
jarmuzu zielonego.

Zrédto: opracowanie wtasne
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W oparciu o analize danych literaturowych sformutowano hipotezy badawcze, ktére przedstawiono

w tabeli 7.

Tabela 7. Hipotezy gtéwne oraz czastkowe pracy doktorskiej

L.p. Hipotezy gtowne (H) Odniesienie w rozprawie
H1 Czynniki demograficzne determinujg wybory konsumentéw w zakresie Rozdziat 4, podrozdziat
konsumpcji kiszonych produktéw warzywnych. 4.1.1.

Spontanicznie fermentowany sok z jarmuzu charakteryzuje sie wyzszg Rozdziat 4, podrozdziat
H2 zawartoscig zwigzkow bioaktywnych niz swiezy sok. 42.1

Wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane podczas
Rozdziat 4, podrozdziat

H3 spontanicznej fermentacji jarmuzu zielonego charakteryzujg sie 4.2.2

potencjalnymi wtasciwosciami probiotycznymi.

Mikrobiota jarmuzu stanowi Zrddto bakterii fermentacji mlekowe;j
H4 przydatnych jako kultury starterowe do modelowania wybranych
wiasciwosci prozdrowotnych fermentowanego soku z jarmuzu zielonego.

Rozdziat 4, podrozdziat
43.2

Kontrolowana fermentacja soku z jarmuzu pozwala na uzyskanie wyzszej
H5 zawartosci wybranych skfadnikéw bioaktywnych w porédwnaniu ze
Swiezym sokiem i sokiem poddanym spontanicznej fermentacji.

Rozdziat 4, podrozdziat
43.2

Zrédto: opracowanie wtasne

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy zostaty podzielone na cztery gtdwne fazy, ktére
odpowiadajg modelowej prezentacji etapéw rozwoju nowego produktu: 1. Generowanie pomystu,
2. Selekcja pomystu, 3. Badania podstawowe i badania stosowane oraz 4. Rozwdj produktu. Szczegdtowy
plan badan przedstawiono na schemacie 5.

W pierwszej kolejnosci zbadano wybory zywieniowe konsumentéw dotyczace warzywnych
produktéw fermentowanych. Na wstepie poproszono respondentéw o przedstawienie ich wstepnych
opinii na temat kiszonych produktéw. W dalszej kolejnosci pytania badawcze obejmowaty: czestotliwos¢
zakupu i spozycia, miejsca zakupu, kryteria wyboru oraz identyfikacje czynnikdw wptywajacych
na wybory zywieniowe, a takze wskazanie przez konsumentéw zalet produktéow fermentowanych.
Kolejno przeprowadzono systematyczny przeglad literatury dotyczgcej wptywu bakterii fermentacji
mlekowej na witasciwosci prozdrowotne fermentowanych sokéw warzywnych i owocowych.

Nastepnie, przeprowadzono spontaniczng fermentacje soku z zielonego jarmuzu. Okreslono
jakos¢ mikrobiologiczng oraz wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe badanego materiatu przed
fermentacja spontaniczng, jak rowniez w trakcie procesu. Ponadto w badaniach skupiono sie
na oznaczeniu witasciwosci przeciwutleniajacych, ogdlnej zawartosci zwigzkdw fenolowych, zawartosci
witaminy C oraz zawartosci sktadnikédw mineralnych i kadmu.

W trzecim etapie badan wyizolowano 80 szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej z soku
poddanego fermentacji spontanicznej na rdéznych etapach procesu. Po wstepnej charakterystyce

wyizolowanej mikrobioty, tj. barwieniu metoda Grama, zdolnosci do produkcji katalazy, przeprowadzono
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testy przesiewowe w oparciu o wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec szerokiego spektrum
mikroorganizmoéw wskaznikowych oraz okreslono wrazliwosc¢ izolatow na 11 wybranych antybiotykdw.
Z kolei wybrane izolaty badano pod katem przezywalnosci w warunkach symulujacych przewdéd
pokarmowy, tj. przy niskim pH 2 i 3, w obecnosci soli zéfciowych oraz w obecnosci réznych stezen soli.
Réwnoczesnie przeprowadzono izolacje genomowego DNA wybranych szczepdw i amplifikacje genu 16S
rRNA (m.in. PCR, elektroforeza), a sekwencjonowanie produktéw PCR umozliwito identyfikacje
genetyczng izolatdw oraz analize filogenetyczng. Ponadto identyfikacja izolatdw przy uzyciu
spektrometru MALDI-TOF pozwolita na przesledzenie zmian zachodzacych w populacji bakterii
fermentacji mlekowej podczas procesu fermentacji spontanicznej oraz potwierdzenie poprawnosci
badan genetycznych.

Konsekwentnie w etapie rozwoju produktu przeprowadzono kontrolowang fermentacje soku
zjarmuzu z wykorzystaniem wybranych szczepow bakteryjnych (etap 4). Badania obejmowaty:
oznaczenie wartos$ci odzywczej; zawartos¢ witamin z grupy B (witaminy B2 i B6); zywotnosc i liczebnosé
bakterii fermentacji mlekowej; wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, wybrane parametry
fizykochemiczne (m.in. kwasowos$¢ miareczkowa, catkowitg zawartos$é rozpuszczalnych substancji
statych, pH oraz analize zmian barwy). Zbadano réwniez wtasciwosci przeciwutleniajgce oraz ogdlng
zawartos¢ zwigzkéw fenolowych. Ponadto przeanalizowano zmiany w zawartosci i profilu wybranych

zwigzkow fenolowych, karotenoidéw i glukozynolandw.
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Generowanie i selekcja
pomystu

Zachowania konsumentéw na rynku niemlecznej zywnosci — Rozdziat4.1.

fermentowanej
Badania ankietowe

Badania podstawowe

Wyrézniki jakosciowe spontanicznie fermentowanego soku z jarmuzu
Jakos¢ mikrobiologiczna
Witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
Witasciwosci przeciwutleniajgce
Ogdlna zawartosc¢ zwiqzkoéw fenolowych
Zawartosc¢ witaminy C
Zawartos¢ sktadnikow mineralnych i kadmu

~— Rozdziat 4.2.

Badania stosowane

Wiasciwosci probiotyczne bakterii fermentacji mlekowej
Izolacja i charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej
Wrazliwos¢ izolatéw na antybiotyki
Whtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe izolatow
Tolerancja izolatéw w warunkach symulujgcych przewdd pokarmowy
i w réznym stezeniu soli
Identyfikacja izolatéw
Analiza filogenetyczna

Rozwéj produktu

Sktadniki odzywcze i wtasciwosci prozdrowotne sokéw z jarmuzu
poddanych fermentacji kontrolowanej
Zywotnos¢ i liczebnos¢ bakterii fermentacji mlekowej
Wtasciwosci przeciwbakteryjne

Catkowita zawartosc¢ rozpuszczalnych substancji statych
Kwasowos'c' m/qreczkowa _ | Rozdziat 4.3.
Wartos¢ odzywcza

Pomiar barwy
Zawartos¢ glukozy i fruktozy
Zawartos¢ witamin z grupy B
Ogdina zawartos¢ zwiqzkéw fenolowych
Witasciwosci przeciwutleniajgce
Zawartos¢ wybranych zwiqzkow fenolowych
Zawartosc¢ wybranych karotenoidow
Zawartos¢ wybranych glukozynolanéw

Rysunek 5. Schemat procesu badawczego

Zrédto: opracowanie wtasne



3.2. Materiat badawczy, odczynniki, mikroorganizmy wskaznikowe

3.2.1. Materiat badawczy

Swiezy, pakowany, poszatkowany jarmuz zielony (12 kg) (Brasicca oleracea L. var. acephala L.) zakupiono

w réznych sklepach na terenie Poznania. Przed eksperymentem, jarmuz umyto wodg demineralizowang

(Hydrolab System, Wislina, Polska) i pozostawiono do wyschniecia na 3 godziny w temperaturze

pokojowej. Nastepnie uzyskano sok z jarmuzu przy uzyciu wyciskarki wolnoobrotowej (Hurom, Korea

Potudniowa).

3.2.2. Odczynniki do analiz instrumentalnych

Do oznaczenia TPC uzyto odczynnika Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Niemcy) i 20% weglanu sodu
(POCH, Polska), a kwas galusowy (Sigma Aldrich, Niemcy) stanowit odniesienie.

Do oznaczania TEAC uzyto kation rodnikowy ABTS*+ wytworzony przy uzyciu soli dwuamonowej
ABTS (kwas 2,2'-azino-bis[3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy]) (Roche, Niemcy) i nadsiarczanu
potasu (Fluka, Szwajcaria). Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochroman-2-karboksylowy)
(Sigma Aldrich, Niemcy) zastosowano jako wzorzec.

Do oznaczenia zawartosci witaminy C uzyto treo-1,4-dimerkapto-2,3-butanodiolu (DDT) i kwasu
askorbinowego firmy Merck (Niemcy).

Do oznaczenia zawarto$ci witamin z grupy B uzyto chlorowodorku pirydoksyny (witamina Bg) (Fluka,
Szwajcaria) oraz ryboflawiny (witamina B,) (Sigma, Stany Zjednoczne).

Do analizy zawartosci sktadnikéw mineralnych i kadmu uzyto 65% kwasu azotowego Suprapur®
firmy Merck (Niemcy).

Do analizy zawartosci karotenoidéw uzyto metanol klasy HPLC (Chempur, Polska); KOH w metanolu
(Merck, Niemcy); acetonu i eteru naftowego (POCH, Polska); acetonitrylu i octanu etylu do HPLC
(gradient grade) (Sigma Aldrich, Niemcy).

Do analizy zawartosci zwigzkéw fenolowych uzyto acetonitrylu i kwasu octowego (Sigma Aldrich,
Niemcy) oraz octanu sodu (Chempur, Polska).

Do analizy zawartosci GLS uzyto acetonitrylu (Sigma Aldrich, Niemcy) i glukotropanolu (Roth,

Niemcy).

3.2.3. Odczynniki do analiz mikrobiologicznych

Do izolacji DNA genomego z komdérek bakterii fermentacji mlekowej wykorzystano gotowy zestaw
do izolacji DNA z komodrek bakterii - Genomic Mini AX Bacteria+ (Spin) (A&A Biotechnology, Polska).
Do przeprowadzenia PCR uzyto gotowego zestawu: 2xPCR Master Mix Plus (Sktadniki: Tag DNA
polimeraza 0,1U/ul; MgCl, 4mM; dNTPs: dATP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM, dTTP 0,5 mM;
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stabilizatory, czerwony barwnik, bufor obcigzajacy) (A&A Biotechnology, Polska) oraz starteréw
1492r i S-D-Bact-0008 (Future Synthesis, Polska).

e Do wykonania rozdziatu elektroforetycznego kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych i do
przygotowania zeli uzyto agaroze, Tris, EDTA (Bioshop, Kanada); kwas borowy (POCH, Polska);
wzorzec dtugosci fragmentéw DNA Nova 100bp DNA lader (Novazym, Polska) oraz barwnik MIDORI
GREEN (ABO, Polska).

3.2.4. Mikroorganizmy wskaznikowe

Przed wykonywaniem badan przeciwdrobnoustrojowych mikroorganizmy wskaznikowe byty
przechowywane w fiolkach kriogenicznych Microbank® (ProLab, Kanada) w temperaturze -22°C. Szczepy
pochodzity z kolekcji ATCC (ang. American Type Culture Collection) oraz PCM (ang. Polish Collection
of Microorganisms, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN). Przed wykonaniem
badan dotyczacych wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej oraz
sokéw z jarmuzu (Swiezego i kiszonego), mikroorganizmy namnazano na dedykowanym podtozu
i inkubowano przez 24 godziny w odpowiednich warunkach. Szczegétowe informacje dotyczgce

mikroorganizmodw wskaznikowych przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wykaz mikroorganizméw wskaznikowych wraz z warunkami inkubacji i zastosowanym podtozem
agarowym

Warunki inkubacji

L.p. Mikroorganizm Podfoze mikrobiologiczne
(temperatura/atmosfera)

Bakterie Gram-dodatnie

1. Bacillus subtilis PCM 2027 37°C/tlenowa Standards Methods (Plate Count

3. Staphylococcus aureus ATCC® 33862™ 37°C/tlenowa Agar) (Biomaxima, Polska)

2. Listeria monocytogenes ATCC® 1911™ 37°C/tlenowa Brain Heart Infusion (Biomaxima,

4, Enterococcus faecalis ATCC® 19433™ 37°C/tlenowa Polska)

5. Micrococcus luteus ATCC® 4698™ 30°C/tlenowa Tritpticasein Soy Agar

6. | Clostridium perfringens ATCC® 13124™ 37°C/beztlenowa (Biomaxima, Polska)
Bakterie Gram-ujemne

7. Escherichia coli ATCC® 35218™ 37°C/tlenowa

Pseudomonas aeruginosa ATCC® Standards Methods (Plate Count

11. °
9027™ 37°C/tlenowa Agar) (Biomaxima, Polska)
12. Proteus vulgaris PCM 542 37°C/tlenowa
37°C/wzglednie

8. Campylobacter jejuni ATCC® 33291™

beztlenowa . . . .
- — Brain Heart Infusion (Biomaxima,
9 Salmonella enterica ser. Enteritidis 37°C/tlenowa Polska)
' ATCC® 13076™ W
10. Yersinia enterocolitica ATCC® 9610™ 30°C/tlenowa
Drozdze
Sabouraud Dextrose with

13. Candida albicans ATCC® 10231™ 37°C/tlenowa chloramphenicol Agar (Oxoid,

Kanada)

Zrédto: opracowanie wtasne
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3.2.5. Podtoza mikrobiologiczne

Pozywki stosowane w doswiadczeniach obejmowaty gotowe podtoza suche pochodzace z firm
Biomaxima? (Polska) i Oxoid (Kanada). Wszystkie pozywki przygotowywano zgodnie z instrukcja
producenta iw zaleznosci od zalecen sterylizowano w autoklawie w 121°C lub doprowadzono

do wrzenia (tabela 9).

Tabela 9. Charakterystyka podtozy mikrobiologicznych

L.p. Podfoze mikrobiologiczne Charakterystyka
1 Standards Methods (Plate Count Agar) Pozywka do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow
) (Biomaxima, Polska) w probkach zywnosci i innych zgodnie z normg I1SO 4833-2.
2 Sabouraud Dextrose with Pozywka do namnazania i izolacji drozdzy i plesni
" | chloramphenicol Agar (Oxoid, Kanada) )
3 Slanetz and Bartley Agar (Biomaxima, Pozywka do oznaczania liczby enterokokéw w prébkach
) Polska) zywnosci. Sktad zgodny z norma ISO 7899-2.
a Mannitol Salt acc.to Chapman Selektywna pozywka do izolacji gronkowcdéw z produktow
) (Biomaxima, Polska) kosmetycznych i innych.
Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid, Selelitywna POinka do wykr.ywania ! ozrjaczania? “CZby, .
5. Kanada) bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w prébkach zywnosci
i innych. Skfad zgodny z normami ISO 21528.
TBX Tryptone Bile X-glucuronide Agar TBX do o.znacz?nia Iicz.by B-gllu.k.u.ronidazo-dodatnich
6. (Biomaxima, Polska) Escherichia coli w prébkach zywnosci i innych. Sktad zgodny
! z norma I1SO 16649.
7 Brilliance Salmonella Agar Base (Oxoid, Selektywne podtoze do wstepnej identyfikacji i réznicowania
) Kanada) gatunkdéw Salmonella.
3. MRS Agar (Biomaxima, Polska) Selektywna pozywka agarowa do izolacji bakterii kwasu
mlekowego.
9. MRS Broth (Biomaxima, Polska) Selektywna pozywka bulionowa do izolacji bakterii kwasu
mlekowego.
10 Brain Heart Infusion (Biomaxima, Wysoce odzywczy agar do izolacji drobnoustrojow
) Polska) patogennych o réznych wymaganiach odzywczych
11 Tritpticasein Soy Agar (Biomaxima, Agar tryptozowo-sojowy do hodowli drobnoustrojow
) Polska) o szczegblnych wymaganiach wzrostowych.
12 Tripticasein Soy Broth (Biomaxima, Bulion tryptozowo-sojowy do hodowli drobnoustrojow
) Polska) o szczegblnych wymaganiach wzrostowych.
Mueller Hinton Broth (Biomaxima, Poiywk.a do f).znaczania Yvrailiwos’ci dr.obnous'Froljéw ,na
13. Polska) antybiotyki i sulfonamidy metoda mikrorozcienczen
w bulionie.

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie informaciji od producenta Biomaxima i Oxoid

3.3. Metodyka badawcza

3.3.1. Badania ankietowe

Przedmiot badan stanowity zachowania konsumentéw na rynku spozywczym, w tym w szczegdélnosci
ustalenie zachowan polskich konsumentéw dotyczacych niemlecznych produktéw fermentowanych.
Pomiaru dokonano w okresie od kwietnia do maja 2019 r. wérdd oséb dorostych. W procesie zbierania

danych ze Zrddet pierwotnych zastosowano metode badan ankietowych. Dane zbierano przy

2 Producent zmienit nazwe z Biocorp na Biomaxima
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wykorzystaniu nowoczesnych technologii, tj. za posrednictwem specjalnego oprogramowania
dedykowanego prowadzeniu badan ankietowych w Internecie oraz wywiadéw bezposrednich.

Do zbierania informacji wykorzystano specjalnie w tym celu skonstruowany kwestionariusz
(zatgcznik 1). Instrument pomiarowy zostat podzielony na trzy czesci. Kazda z nich zawierata
zardwno pytania zamkniete jak i otwarte. Pierwsza czes¢ kwestionariusza stanowita wprowadzenie
i koncentrowata sie na ogdlnych informacjach dotyczacych konsumpcji owocéw, warzyw
i przetwordw, tj.:

e Czestotliwosci spozycia owocdw, warzywa lub ich przetwordw;

e Miejsca zakupu owocow, warzywa lub ich przetwordw;

e Czestotliwosci spozycia konkretnych owocéw, warzywa lub ich przetwordéw.

Druga cze$s¢ narzedzia pomiarowego zawierata przede wszystkim pytania dotyczace
fermentowanych produktéw warzywnych, zrozrdznieniem na fermentowane soki warzywne
i fermentowane przetwory. Pytania w tej czesci obejmowaty nastepujgce zagadnienia:

e Pierwsze skojarzenie dotyczgce "warzywnych produktéw fermentowanych";

e Postrzegane zalety warzywnych produktéw fermentowanych;

e Czestotliwosé zakupu fermentowanych sokéw warzywnych;

e Miejsce zakupu fermentowanych sokéw warzywnych;

e Miejsce zakupu innych fermentowanych produktéw warzywnych;

e Czestotliwos$é spozycia konkretnych fermentowanych przetwordéw warzywnych;

e Czestotliwosé spozycia konkretnych fermentowanych sokéw warzywnych;

e Kryteria wyboru fermentowanych sokédw warzywnych;

e Kryteria wyboru innych fermentowanych produktéw warzywnych;

e Faktu, jakie kiszone produkty warzywne zostaty zakupione przez respondenta w ciggu

ostatniego miesigca.

Z kolei w trzeciej czesci zawarto pytania dotyczace konkretnie sokow fermentowanych. Pytania
zawarte w tej czesci odnosity sie do takich zagadnien jak:

e Okreslenie czy oferta dostepnych na rynku kiszonych sokéw warzywnych jest

satysfakcjonujaca;

e Wady i zalety warzywnych sokéw fermentowanych;

e 7rédia, z ktérego respondent czerpie wiedze na temat kiszonych sokdw warzywnych;

e Faktu, czy respondent zapoznaje sie z informacjg zamieszczong na opakowaniu kiszonych

sokoéw warzywnych;

e Faktu, na jakie informacje na opakowaniu kiszonych sokéw warzywnych respondent zwraca

uwage.
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W uzupetnieniu dla pytan merytorycznych, kwestionariusz zawierat metryke. W sktad metryki
weszty cztery pytania dotyczgce: pfci, wieku, statusu materialnego oraz miejsca zamieszkania
respondenta. Peten kwestionariusz zawarto w zatgczniku do niniejszej rozprawy.

Przed realizacjg badania, kwestionariusz zostat przetestowany w badaniu pilotazowym. Badanie
to objeto swoim zasiegiem osmioro respondentéw, w tym pracownikéw Uniwersytetu Ekonomicznego
w Poznaniu. W wyniku badan pilotazowych dopracowano brzmienie i zakres wybranych pytan.

Minimalng wielkos$¢ préby wyznaczono na dwéch podstawach, po pierwsze skorzystano z wzoru
na wielkos$¢ préby w populacji nieskoriczonej. Prébe te wyznaczono na poziomie 96 obserwacji (poziom
ufnosci 95%, dopuszczalny btad szacunku 5%). Po drugie, w analizie danych wykorzystano regresje
porzadkowa. Mozliwosé wykorzystania tego narzedzia zapewnia w przypadku niniejszych badan préba
na poziomie minimum 150 obserwacji (do zagadnienia tego odniesiono sie szerzej w dalszej czesci
rozdziatu). W badaniu wzieto udziat 205 dorostych uczestnikow, co oznacza, ze wymagania wzgledem
zaktadanej minimalnej wielkosci préby zostata spetnione.

Wsrod ankietowanych przewazaty kobiety, osoby w przedziale wiekowym 21-30 lat, ktdrych
status materialny odpowiada sredniej krajowej oraz osoby zamieszkujgce miasta powyzej 500 tysiecy

mieszkaricow. Podstawowe dane prezentujgce charakterystyke respondentéw zawarto w tabeli 10.

Tabela 10. Charakterystyki socjo-demograficzne respondentéw (n=205)

Charakterystyka Procent respondentow
Plet Kobieta 72%
Mezczyzna 28%
od 21 do 30 43%
od 31 do 40 25%
Wiek od 41 do 50 18%
od 51 do 60 11%
powyzej 60 3%
Zdecydowanie ponizej Sredniej krajowej 10%
Ponizej sredniej krajowej 28%
Status materialny Srednia krajowa 30%
Powyzej sredniej krajowej 24%
Zdecydowanie powyzej sredniej krajowej 8%
Tradycyjna wies$ 5%
Wies przy miescie 11%
Miasto ponizej 20 tysiecy mieszkancow 9%
Miejsce zamieszkania Miasto od 20 do 99 tysiecy mieszkancow 5%
Miasto od 100 do 199 tysiecy mieszkarncow 3%
Miasto od 200 do 499 tysiecy mieszkarcow 10%
Miasto powyzej 500 tysiecy mieszkaricow 57%

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, i Sojkin, 2021)
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3.3.2. Badania laboratoryjne - Oznaczenia wybranych wyrdznikow jakosciowych

fermentowanego soku

3.3.2.1. Ocena wybranych wyrdinikéw mikrobiologicznych

Ocena jakosci mikrobiologicznej surowca i soku

Jakos¢ mikrobiologiczng surowca i soku poddanego spontanicznej fermentacji badano klasyczng metoda
ptytkowa. 10 g jarmuzu umieszczano w sterylnych torebkach filtracyjnych typu stomacher (Bag Light 400)
z 90 ml buforu fosforanowego soli fizjologicznej i homogenizowano w stomacherze (BagMixer® 400,
Interscience, Francja) przez 5 minut. Prébki sokow pobierano w trakcie procesu fermentacjipo 2,4,6i 8
dniach, a takze po 2 tygodniach przechowywania w temperaturze 4°C. Analizy mikrobiologiczne, podfoza
wzrostowe i warunki inkubacji przedstawiono w tabeli 11. Wyniki przedstawiono jako srednig z trzech

powtdrzen i wyrazono jako logarytm liczby drobnoustrojow.

Tabela 11. Specyfikacja analiz mikrobiologicznych

Analiza mikrobiologiczna Podfoza mikrobiologiczne Warunki inkubacji
Catkowita liczba drobnoustrojow Standards I\/Iethqu (Plate Count Agar) 30°C/24 h
(Biomaxima, Polska)
. . e Sabouraud Dextrose with chloramphenicol Agar .
. 23°
Ogodlna liczba drozdzy i plesni (Oxoid, Kanada) 3°C/7 dni
Enterokoki Slanetz and Bartley Agar (Biomaxima, Polska)
Mannitol Salt acc.to Chapman (Biomaxima,
Gronkowce
Polska)
Enterobacteriaceae Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid, Kanada) 37°C/24 h
B Bile X e (Bi .
Escherichia coli TBX Tryptone Bile X-glucuronide (Biomaxima,
Polska)
Salmonella spp. Brilliance Salmonella Agar Base (Oxoid, Kanada
Bakterie fermentacji mlekowej MRS Agar (Biomaxima, Polska) 30°C/48 h

Zrédto: (Szutowska i in., 2020)

Spontaniczna fermentacja soku z jarmuzu

Fermentowany sok z jarmuzu przygotowano na drodze spontanicznej fermentacji mlekowej z dodatkiem
1,5% NaCl. Fermentacje prowadzono w sterylnych probéwkach typu Falcon. Sok fermentowano przez
8dni w temperaturze pokojowej (21-23°C), a nastepnie przechowywano przez 2 tygodnie
w temperaturze 4°C. Prébki pobierano w sposdb aseptyczny po 2, 4, 6 i 8 dniach fermentacji oraz po

2 tygodniach przechowywania (Szutowska i in., 2020; Szutowska i Gwiazdowska, 2021).
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Fermentacja kontrolowana soku z jarmuzu
Do przeprowadzenia fermentacji kontrolowanej wykorzystano trzy szczepy bakterii fermentacji
mlekowej - L. plantarum JS052 (GenBank ID: MT434011), L. sakei JS032 (GenBank ID: MT434340)
i L. mesenteroides 15027 (GenBank ID: MT434342), uzyskane podczas spontanicznej fermentacji soku
z jarmuzu (Szutowska i Gwiazdowska, 2021). Przed eksperymentem namnazano hodowle bakteryjne
w temperaturze 30°C przez 24 godziny. Hodowle odwirowano (14 000 obr./min, 10 min, 24°C)
(Eppendorf 5804R, Niemcy), po czym usunieto supernatant, a biomase komodrkowg dodano
do pasteryzowanego soku z jarmuzu tak, aby uzyska¢ ostateczng gestos¢ komaorek 8,35+ 0,05 log jtk/ml.
Przed procesem fermentacji probki soku pasteryzowano w temperaturze 70°C przez 25 minut

w fazni wodnej. Do pasteryzowanego soku (10% v/v) z dodatkiem 2% glukozy, dodawano monokultury
lub mieszane kultury bakteryjne:

e L. plantarum JS052;

e [|.sakeilS032;

e wersja A - L. mesenteroides 1S027, L. plantarum JS052 i L. sakei JSO32 w proporcjach 1:2:2;

e wersja B- L. plantarum JSO52 i L. sakei JSO32 w proporcjach 1:1.
Proces fermentacji prowadzono w temperaturze 30°C przez 24 godziny. Wszystkie fermentacje

prowadzono niezaleznie w trzech powtdrzeniach (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka, i in., 2021).

Okreslenie zywotnosci i liczebnosci bakterii fermentacji mlekowej po przeprowadzeniu
kontrolowanej fermentacji soku

Zywotnos¢ i liczebnosci bakterii fermentacji mlekowej po 24 godzinach fermentacji oznaczano metoda
seryjnych rozcieficzen na ptytkach Petriego z agarem MRS (Biomaxima, Polska). Ptytki inkubowano
w temperaturze 30°C przez 48 godzin w warunkach beztlenowych. Wyniki przedstawiono jako $rednig

z trzech powtdrzen i wyrazono jako logarytm liczby drobnoustrojow.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa sokéw

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu przeprowadzono
wobec wybranych mikroorganizméw wskaznikowych metodg dwukrotnych rozcienczen na 96-
dotkowych mikroptytkach wedtug Niemczak i in., (2019) z nieznacznymi modyfikacjami. Prébki sokow
odwirowywano przy 11 000 obr./min przez 20 minut, a zebrany supernatant uzyto do oznaczenia
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto, ze wzgledu na obecnos$é autochtonicznej mikrobioty
w Swiezym i dwudniowym soku fermentowanym, prébki przesgczono przez sterylny modut filtracyjny
sterowany strzykawka (MILLEX GP, 33 mm, 0,22 um, Merck Millipore Ltd.). Na 96-dotkowych ptytkach

titracyjnych przygotowano dwukrotne rozcieficzenia prébek soku. Zakres stezen na ptytce wynosit od
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3,13% do 50% w przypadku sokéw poddanych fermentacji spontanicznej oraz 6,25% do 50%
w przypadku sokéw poddanych fermentacji kontrolowanej. Z 24-godzinnych hodowli przygotowano
zawiesiny drobnoustrojow w podtozu o gestosci optycznej 0,5 w skali McFarlanda. Dla C. perfringens
zastosowano TSB (Biocorp, Polska); dla E. coli, C. jejuni, S. enterica ser. Enteritidis, Y. enterocolitica,
P. aeruginosa, B. subtilis, L. monocytogenes, M. luteus i S. aureus - Mueller Hinton Broth (Biocorp,
Polska), a dla C. albicans - Sabouraud Dextrose Liquid Medium (Oxoid, Kanada). Do studzienek
wprowadzano po 100 pl zawiesiny szczepdw, aby uzyskaé koricowa gesto$¢ hodowli na poziomie 5x10°
jtk/ml. Kontrole ujemnga stanowita sterylna pozywka, a kontrole dodatnig - hodowla bakterii lub drozdzy
bez substancji hamujacych. Mikroptytki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Dla C. jejuni
i C. perfringens zapewniono beztlenowe warunki inkubacji. Nastepnie zmierzono gestos¢ optyczng
mikroorganizmaow przy dtugosci fali 600 nm, uzywajgc spektrofotometru mikroptytkowego BioTek Epoch
2 (Wielka Brytania). Uzyskane wyniki wyrazono jako procent wzrostu wzgledem pozytywnej kontroli
(100%). Oznaczono réwniez wartosci MIC (minimalne stezenie hamujgce), MBC (minimalne stezenie

bakteriobdjcze) MFC (minimalne stezenie grzybobdjcze) dla obu fermentacji.

Izolacja i charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej

Izolacje bakterii fermentacji mlekowej ze swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu (w 2, 4, 6 i 8 dniu
fermentacji oraz po 2 tygodniach przechowywania) przeprowadzono klasyczng metodg ptytkowa.
Seryjnie rozcieficzone prébki soku posiewano na ptytki agarowe MRS i inkubowano w temperaturze 30°C
przez 48 godzin w warunkach beztlenowych. Wybierano tylko te kolonie, ktére wykazywaty réznorodng
morfologie, przenoszono je na bulion MRS a nastepnie przeprowadzano posiewy redukcyjne na podtozu
agarowym MRS, w celu uzyskania czystych kultur. Wszystkie wybrane izolaty zostaty wstepnie
scharakteryzowane pod katem zdolnosci do wytwarzania katalazy (z uzyciem 3% H,0,) i barwienia
metodg Grama (obserwacje preparatdw prowadzono w jasnym polu w mikroskopie Leica DM 1000 LED,
w powiekszeniu 1500x). Osiemdziesigt izolatéw przechowywano w bulionie MRS z dodatkiem 20%

glicerolu w temperaturze -22°C (Szutowska i Gwiazdowska, 2021).

Okreslenie wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych izolatéw bakterii

Wyizolowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej przebadano pod katem aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i drozdzy. Catonocne
hodowle bakteryjne badano pod katem aktywnosci hamujgcej metodg dyfuzji studzienkowej. Do
studzienek (o $rednicy 10 mm) wprowadzano inokulum bakteryjne w ilo$ci okoto 1 x 108 jtk/ml (100 pl).
Ptytki inkubowano w odpowiednich warunkach w zalezno$ci od wymagan wzrostowych
mikroorganizmoéw wskaznikowych. Wyniki przedstawiono jako srednig z trzech powtdrzen (Szutowska

i Gwiazdowska, 2021).

76



Okreslenie wrazliwosci izolatéw na wybrane antybiotyki
Oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki wyizolowanych szczepdw wykonano metoda dyfuzyjno-kragzkowg
W agarze. Zawiesiny przygotowywano z 24-godzinnych hodowli szczepédw bakteryjnych. Gestos¢
optyczng ustalono na 1,0 w skali McFarlanda. Nastepnie 1 ml kazdego izolatu nanoszono na ptytki
agarowe MRS. Prébki inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin. Wyniki przedstawiano jako
Srednig z trzech powtdrzen i klasyfikowano jako oporne - R (14 mm), Sredniowrazliwe - | (15-19 mm)
iwrazliwe - S (20 mm) wobec antybiotykdw. Interpretacje wrazliwosci badanych izolatéw
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), (2019).

Do okreslenia wrazliwosci izolatow bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki wykorzystano
11 réznych antybiotykéw w postaci gotowych krazkéw (Oxoid, Wielka Brytania): kanamycyna (30 ug),
streptomycyna (300 pg), gentamycyna (10 pg), neomycyna (30 pg), chloramfenikol (30 pg),
erytromycyna (15 pg), klindamycyna (2 pg), tetracyklina (30 ug), tetracyklina (30 ug), penicylina G (1.5
IU) oraz wankomycyna (30 ug).

Okreslenie tolerancji izolatéw bakterii w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego
(niskie pH i sole zétciowe) i w réznym stezeniu soli

Dwanascie wybranych izolatéw bakterii hodowano przez 24 godziny w warunkach beztlenowych (108
jtk/ml) na podtozu MRS. Po 2 ml kazdej hodowli odwirowano (8 000 obr./min przez 5 min) i dwukrotnie
przeptukano w buforze fosforanowym, a nastepnie zawieszano w s$wiezym bulionie MRS. Tak
przygotowane zawiesiny bakterii wykorzystano do oceny tolerancji wybranych izolatéw na NacCl, niski
poziom pH i sole zétciowe przy uzyciu mikroptytek. Odpowiednie wartosci pH podtoza MRS ustalono na
poziomie pH 2 i 3 przy uzyciu HCl (Sigma Aldrich, Niemcy), a kontrole ustalono na poziomie pH 6,5.
Tolerancje na NaCl badano w obecnosci 2, 4, 6 i 8% chlorku sodu. Z kolei poziom soli zétciowych (Ox-Bile,
Oxoid) ustalono na 1%, 0,5% i 0,25%. A nastepnie dodawano 100 pl zawiesiny bakteryjnej. Mikroptytki
inkubowano przez 24 godziny w 30°C. Pomiary spektrometryczne przeprowadzono przy dtugosci fali 600

nm za pomoca urzadzenia BioTek Epoch (Wielka Brytania).

Identyfikacja wybranych izolatow bakterii

80 wyizolowanych szczepow zidentyfikowano metoda spektrometrii mas MALDI-TOF Microflex (Bruker,
Niemcy). Widma bakterii poréwnano z bibliotekg referencyjng widm masowych MALDI-TOF BioTyper
i NCBI (The National Center for Biotechnology Information). Wartosci indeksu identyfikacyjnego > 2,00
uznawano za identyfikacje o wysokiej wiarygodnosci, od 1,70 do 1,99 - za identyfikacje o niskiej
wiarygodnosci, a od 0,00 do 1,69 - za brak identyfikacji na poziomie gatunku. Badanie zostato

przeprowadzone przez Jagielloriskie Centrum Innowacji (Krakow).
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Identyfikacje molekularng wybranych szczepow bakteryjnych (12 izolatéw) przeprowadzono
poprzez amplifikacje genu 16S rRNA. W pierwszej kolejnosci wyekstrahowano catkowite DNA genomowe
izolatéw przy uzyciu zestawu Genomic Mini AX Bacteria+ Spin (A&A Biotechnologia, Polska), zgodnie
z protokotem producenta. Nastepnie przeprowadzono amplifikacje genu 16S rRNA metodg PCR
zuzyciem dwodch uniwersalnych, zdegenerowanych starteréw: S-D-BACT-0008 (27F) (5'-
AGAGTTGATCCTGCTCAG-3') i 1492r (5'-GTTACCTTGTTACGACTT-3') (Leite i in., 2015). Etapy PCR
obejmowaty: 1. wstepng denaturacje w 94°C przez 120 s; 2. 40 cykli sktadajacych sie z: denaturacji
w 94°C przez 30 s, wigzanie primerdw w temperaturze 45°C przez 30 s i elongacje w 72°C przez 120 s;
oraz 3. cykl koncowy obejmujgcy denaturacje w 95°C przez 30 s, wigzanie primerow w 45°C przez 30 s
i elongacje w 72°C przez 120 s. Amplikony rozdzielano na 1% (w/v) zelu agarozowym z dodatkiem
MIDORI Green (3ul) metoda rozdziatu elektroforetycznego. Amplifikowane fragmenty DNA
obserwowano w Swietle UV (Aplegen Omega Lum G). Sekwencjonowanie nukleotydéw wykonata firma
Genomed S. A. (Polska). Sekwencje o dtugosci okoto 1500 pz zostaty zredagowane, potgczone
i wygenerowane w programie GeneDoc 2.700. Nastepnie przeprowadzono wyszukiwanie sekwencji
homologicznych za pomocg algorytmu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Kolejno, nieukorzenione
drzewo filogenetyczne zostato skonstruowane w celu okreslenia najblizszych gatunkéw bakterii metoda
taczenia najblizszych sgsiadéw (Saitou i Imanishi, 1989) przy uzyciu oprogramowania MEGA X (Kumar

iin., 2018).

3.3.2.2. Ocena wybranych wyrdinikéw fizykochemicznych oraz pomiar barwy

Pomiar pH
Do monitorowania zmian wartosci pH podczas fermentacji spontanicznej oraz kontrolowanej uzyto
cyfrowego pH-metru (ThermoScientific™ ORION™ STAR A111 pH Benchtop Meter). Przed odczytami

pH-metr kalibrowano przy uzyciu roztworéw buforowych (pH=4,00, pH=7,00 w temperaturze 23°C).

Oznaczenie catkowitej zawartosci rozpuszczalnych substancji statych
Pomiary zawartosci catkowitych rozpuszczalnych substancji statych (TSS) (°Brix) przeprowadzono

za pomocg cyfrowego refraktometru Abbego DR-A1 (Atago, Japonia).

Oznaczenie kwasowosci miareczkowej

Kwasowos$¢ miareczkowg oznaczono miareczkujgc probki 0,1 M NaOH do korncowego punktu pH 8,1
zgodnie z normg PN-EN 12147:2000 (Polish Committee of Standarization, 2013) za pomoca
automatycznego titratora (TitroLine® 7000, Si Analytics, Niemcy). Wyniki wyrazono w gramach kwasu

mlekowego na 100 ml soku (g LA/100 ml).
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Spektrofotometryczny pomiar barwy
Parametry barwy sokdéw okreslono w systemie barw CIE L*a*b*. Widma transmitancji otrzymano
za pomocg spektrofotometru UV-VIS (Jasco V-770, Japonia) wyposazonego w oprogramowanie Spectra

Manager ™,

3.3.2.3. Oznaczenie wartosci odzywczej, sktadnikdw mineralnych i witamin

Oznaczenie wartosci odzywczej

Wszystkie probki zamrozono w temperaturze -85°C i liofilizowano przy uzyciu liofilizatora (Alpha 1-2D).
Azot catkowity oznaczono metodg Kjeldahla zgodnie z norma I1SO 20483 (1SO, 2013), nastepnie obliczono
zawartos$¢ biatka (B) przez pomnozenie wyniku przez wspétczynnik przeliczeniowy 6,25. Zawartosc
popiotu oznaczono zgodnie z norma I1SO 2171 (ISO, 2007) a zawartos¢ ttuszczu catkowitego (T) oznaczono
zgodnie z normg AACC 30-25.012. (AACC, 2009). Zawartos¢ weglowodanéw (W) obliczono poprzez
odjecie catkowitej zawartosci popiotu, ttuszczu, biatka i wilgoci od 100%. Wartos¢ energetyczng (E)

obliczono wedtug nastepujacego wzoru:

E [kcal/100g] =4 x (B+W) +9xT

Oznaczenie zawartosci fruktozy i glukozy

Zawarto$¢ cukrow (fruktozy i glukozy) oznaczono za pomocg HPLC wyposazonego w detektor ELSD
(Waters Alliance e2695 Separation Module i Waters 2424 ELS Detector, Waters, Stany Zjednoczone).
Swieze ifermentowane soki odwirowywano przy 10000 obr./min. przez 10 min (MiniSpin plus,
Eppendorf, Niemcy). 100 ul supernatantu mieszano z 900 ul wody demineralizowanej i wstrzykiwano na
kolumne. Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono w temperaturze 35°C, stosujgc kolumne Pinnacle
™ Amino (150 mm x 4,6 mm, 5 um) (Restek, USA) (Rybicka i Gliszczyriska-Swigto, 2021; Shanmugavelan
i in., 2013). Oznaczenia ilosciowe przeprowadzono metodg wzorca zewnetrznego, stosujgc krzywe

kalibracyjne w ich zakresie liniowym.

Oznaczenie zawartosci sktadnikow mineralnych i kadmu

Proces mineralizacji przeprowadzono zgodnie z metodykga opisang przez Abid i in. (2014). Do 1 ml soku
z jarmuzu dodano 7 ml 65% HNOs i 1 ml H,0,. Prébki mineralizowano w piecu mikrofalowymj (Mars 6,
CEM Corporation, USA) zgodnie z procedurg producenta. Zmineralizowany sok uzupetniano woda
demineralizowang do 50 ml. Makroelementy: Ca, K, Mg, Na, oraz mikroelementy: Fe, Mn, Zn, Cu
o0znaczono przy uzyciu atomowej spektroskopii emisyjnej ze wzbudzeniem w plazmie mikrofalowej (4210

79



MP-AES Agilent Technologies, Australia) (Ozbek i Akman 2016). Dzienne zapotrzebowanie na sktadniki
mineralne zostato ustalone na poziomie Referencyjnych Wartosci Odzywczych (NRV) dla Ca (800 mg), Fe
(14 mg), K (4700mg), Mg (375 mg), Mn (2 mg), Na (1500 mg) i Zn (10 mg) (Parlament Europejskiego i Rady
(2011). Zawartos¢ Cd oznaczono metodg atomowej spektrometrii absorpcyjnej w piecu grafitowym

(280Z AA Agilent Technologies, Australia) (Anastacio i in., 2018).

Oznaczenie zawartosci witaminy C i witamin z grupy B
Ekstrakcje witaminy C ze swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu przeprowadzono metodg opisang
przez Kurilich i in. (1999). 0,5 ml soku i 0,5 ml 5% kwasu metafosforowego mieszano przez 5 min
za pomocg worteksu, a nastepnie wirowano przy 14 000 obr./min. przez 20 min. Kolejno 0,2 ml
supernatantu i 0,2 ml 5% dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT) mieszano i rozcienczano woda
demineralizowang do 2 ml. Oznaczanie witaminy C przeprowadzono zgodnie z wczes$niejszymi
badaniami (Gliszczyriska-Swigto i Tyrakowska, 2003) przy uzyciu HPLC Waters 600 (Waters, Millford, USA)
wyposazonego w kolumne LiChrospher Cis (3,9 X 250 mm, 5 um, Merck). Witamine C w sokach
identyfikowano poréwnujac jej widmo absorpcji i czas retencji ze wzorcem. Oznaczenia zawartosci
witaminy C przeprowadzono stosujgc metode wzorca zewnetrznego.

Zawarto$¢ witaminy B, (ryboflawiny) i Bs (pirydoksyny) w sokach z jarmuzu oznaczono metodg
HPLC (HPLC Waters 600, Waters, Stany Zjednoczone) wyposazonego w kolumne Nova-Pak C18 (150
mmx3,9 mm, 5 um) i detektor fluorescencyjny 2475 (Waters, Stany Zjednoczone) (Gliszczyriska-Swigto
i Rybicka, 2015). Prébki sokéw odwirowano przed analizg (10 000 obr./min, 5 min; MiniSpin plus,

Eppendorf, Niemcy) i bezposrednio nastrzykiwano na kolumne chromatograficzna.

3.3.2.4. Oznaczenie zawartosci sktadnikéw bioaktywnych i witasciwosci

przeciwutleniajgcych

Oznaczenie ogdlnej zawartosci zwigzkoéw fenolowych

Ogdlng zawartos¢ zwigzkdéw fenolowych w sokach oznaczono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem
odczynnika Folina-Ciocalteu zgodnie z wytycznymi Singleton i Rossi, (1965) z modyfikacjami do
pomiardw na 48-dotkowych mikroptytkach wg. Wtodarska, Pawlak-Lemarniska, Gérecki, i Sikorska, (2017).
Przed oznaczeniem probki sokéw odwirowywano (10 000 obr./min., 5 min; MiniSpin plus, Eppendorf
Niemcy), do oznaczen pobierano ciecz znad osadu. Oznaczenie to oparto na pomiarze absorbancji przy
dtugosci fali 765 nm przy uzyciu spektrofotometru mikroptytkowego Biotek EpochTH (Stany
Zjednoczone). Catkowitg zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych wyrazono w mg kwasu galusowego (GAE)

na 100 ml soku.
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Oznaczenie zawartosci zwigzkoéw fenolowych

Ekstrakcje polifenoli przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Vallejo, Toms-Barbern, i Garca-
Viguera (2002). Profil fenolowy oznaczono metodg HPLC w systemie LC Agilent Technologies 1200 Rapid
Resolution wyposazonym w detektor UV-Vis (DAD 1260) (Agilent Technologies 1200 Rapid Resolution,
Niemcy) oraz kolumne Zorbax SB-C18 (5 um, 4,6 x 150 mm) (Agilent Technology Inc, USA)(Tsao i Yang,
2003). Na podstawie maksimum absorpcji w zakresie UV-Vis zwigzki fenolowe podzielono na dwie grupy,
tj. pochodne kwasu hydroksycynamonowego (A = 320 nm) badane jako odpowiedniki kwasu
chlorogenowego) oraz flawanole badane przy dtugosci fali 360 nm jako odpowiedniki kwercetyny lub
kaempferolu. Oznaczenia przeprowadzono w trzech powtdrzeniach dla dwdch réwnolegtych préob

(n=6).

Oznaczenie zawartosci karotenoidow

Oznaczanie karotenoidéw wykonano metodg HPLC (de Sa i Rodriguez-Amaya 2004). W celu ekstrakgji
karotenoidéw z soku z jarmuzu, prébki poddawano trzykrotnej ekstrakcji acetonem, homogenizujgc
i wytrzgsajac prébki w ciemnosci za pomocg wytrzasarki mechanicznej. Po kazdej ekstrakcji prébki
odwirowywano (5 200 obr./min., 15 min, MPW-351RW, Polska), a supernatanty tgczono. Otrzymane
ekstrakty zmydlano przez dodanie 10% KOH w metanolu i eterze naftowym z dodatkiem BHT (12 godzin,
temperatura pokojowa). Zmydlony ekstrakt rozdzielano za pomoca rozdzielacza, a zebrang faze
zawierajacg karotenoidy odparowywano w wyparce prézniowej do sucha i rozpuszczano w 2,5 cm?
acetonu. Zawarto$¢ karotenoidéw oznaczano przy uzyciu tego samego sprzetu, ktéry byt uzywany do
oznaczania zawartosci fenoli. Detekcje przeprowadzono w zakresie od 400 do 600 nm, odczyt przy
dtugosci fali 445 nm. Wyniki obliczono na podstawie zewnetrznego wzorca luteiny i B-karotenu. Wyniki
podano w pg/100 ml probki. Oznaczenia przeprowadzono w trzech powtdrzeniach dla dwdch

réwnolegtych testow (n = 6).

Oznaczenie zawartosci glukozynolanéw

Glukozynolany oznaczano w liofilizowanym materiale poddanym uprzednio ekstrakcji zgodnie z metodg
EN 1SO 9167:2019, (2019). Przed ekstrakcjg do wszystkich probek dodano glukotropeoline o znanym
stezeniu jako wzorzec wewnetrzny. Rozdzielanie GLS przeprowadzono przy uzyciu tego samego sprzetu
HPLC, ktdry byt uzywany do oznaczania zawartosci fenoli i karotenoidéw. Rozdzielanie przeprowadzono
w uktadzie faz odwrdconych z zastosowaniem elucji gradientowej. Faze ruchoma stanowita ultraczysta
woda (rozpuszczalnik A) i acetonitryl/woda (20/80 v.v., rozpuszczalnik B) w nastepujgcym gradiencie: 1 -
23 min. 0-100% B w A, 23-28 min. izokratycznie 100% B, 28-30 min. 100% - 0% B w A. Czas rozdzielania
wynosit 30 min. przy szybkosci przeptywu 1 ml/min. Uzyto dtugosci fali 229 nm. Piki zidentyfikowano

przez poréwnanie z danymi literaturowymi. llos¢ desulfoglukozynolanéw oznaczano w oparciu o wzorzec
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wewnetrzny glukotropanoline i wyrazano w mg/100 ml prébki. Oznaczenia przeprowadzono w trzech

powtdrzeniach dla dwdch réwnolegtych préb (n = 6).

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej metoda TEAC

Do oceny aktywnosci przeciwutleniajgcej swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu zastosowano
metode TEAC (ang. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) wg. Re i in. (1999). Przed badaniem prébki
odwirowano (10 000 obr./min, 5 min; MiniSpin plus, Eppendorf Niemcy). Pomiary przeprowadzono przy
uzyciu spektrofotometru Milton Roy Spectronic Genesys 2 (Stany Zjednoczone), zgodnie z metodyka
zaproponowang przez Gliszczyriska-Swigto i in., (2006). Wartosci TEAC wyrazono w mmol ekwiwalentu

Troloksu w 100 ml soku z jarmuzu.

3.3.3. Analiza statystyczna danych

Badania ankietowe

Do analizy danych uzyskanych na drodze badania ankietowego wykorzystano regresje porzadkowsa.
Kluczowy dla wyboru regresji porzadkowej byt wiec charakter zmiennych uzytych do testowania
hipotezy. W procesie jej testowania opracowano dwa modele: (1) dla kiszonych sokéw warzywnych oraz
(2) dla kiszonych produktéw warzywnych. Oznacza to, iz jako zmienne zalezne przyjeto kolejno:
czestotliwosci spozycia kiszonych sokéow warzywnych (model 1) oraz czestotliwosci spozycia kiszonych
produktow warzywnych (model 2). Obie te zmienne mierzone byty przy wykorzystaniu 5-stopniowej skali
rozciggajgcej sie od wartosci 1 (nie spozywam w ogdle), az do 5 (spozywam regularnie). Zmienne
niezalezne uzyte w procesie testowania hipotezy byty takie same w obu modelach i obejmowaty: pte¢
(kobieta, mezczyzna), wiek (do 20 lat, 21-30 lat, 31-40 lat, 41-50 lat, 51-60 lat, powyzej 60 lat), status
materialny (zdecydowanie powyzej Sredniej krajowej, powyzej sredniej krajowej, Srednia krajowa,
ponizej Sredniej krajowej, zdecydowanie ponizej $redniej krajowej) oraz miejsce zamieszkania (wies,
miasto ponizej 20 tys., miasto 20-99 tys., miasto 100-199 tys., miasto 200-499 tys., miasto powyzej 500
tys.). W dalszym etapie, dla obu modeli okreslono stopien dopasowania (ang. goodness-of-fit). W tym
celu. Wybrano test Pearsona (ang. Pearson test) i test odchylen (ang. Deviance test). W przypadku
regresji porzgdkowej nie oblicza sie klasycznej miary R?, dlatego w uzupetnieniu dla powyzszych testéw
obliczono wiec pseudo-R?, Coxa i Snella oraz Nagelkerkea, co jest standardowg procedurg w takim
wypadku (IBM, 2022). Do testowania statystycznej istotnosci roznic pomiedzy wynikami poszczegdlnych
kategorii i wynikami kategorii referencyjnej wykorzystano test Walda. Poziom istotnosci przyjety
w badaniu wynosit p <0,05. Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu programéw MS Excel i SPSS
Statistics 27 (SPSS for Mac 10S: IMB SPSS Inc., USA). Metoda analizy danych zostata tak opracowana, aby

umozliwi¢ weryfikacje postawionej hipotezy.
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Badania laboratoryjne
Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech powtérzeniach, a wyniki wyrazono jako sredniex odchylenie
standardowe. Jednokierunkowg analize wariancji (ANOVA) i test Tukeya przeprowadzono przy uzyciu

oprogramowania SPSS Statistics 25 (SPSS for Mac 10S: IBM SPSS Inc., USA) w celu okreslenia rdznic

miedzy prébkami przy p< 0,05.
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4. Wyniki i dyskusja

W niniejszym rozdziale opisano wyniki badan empirycznych i wybranych prac koncepcyjnych oraz
przedstawiono dyskusje na temat badan przeprowadzonych w oparciu o wypracowany model rozwoju
nowego produktu spozywczego. Badania przeprowadzone w niniejszej rozprawie koncentrujg sie na
czterech etapach rozwoju nowego produktu — generowaniu pomystu, selekcji pomystu, badaniach

podstawowych i stosowanych oraz na rozwoju prototypow produktu.

4.1.Generowanie i selekcja pomystu

Generowanie i selekcja pomystu sg etapami wstepnymi, dajgcymi poczatek catemu procesowi rozwoju
nowego produktu spozywczego. Zgodnie z charakterystyka wypracowang w ramach autorskiego modelu,
etap generowania pomystu sprowadza sie do wykorzystania dostepnych, wewnetrznych i zewnetrznych,
zrédet pomystédw na nowe produkty. Z kolei etap selekcji pomystu bazuje na ustalonych kryteriach oceny
obejmujgcych analize otoczenia i strategie firmy. W niniejszym podrozdziale zaprezentowano wyniki
prac koncepcyjnych oraz badan empirycznych. Podstawg dla prac koncepcyjnych byta krytyczna analiza
i wnioskowanie na bazie literatury przedmiotu zaprezentowanej w pierwszym i drugim rozdziale

rozprawy, z kolei badania empiryczne koncentrowaty sie na analizie konsumenckiej.

4.1.1. Procedura postepowania w generowaniu i selekcji pomystu
W pierwszej kolejnosci, generujac pomysty na nowe produkty spozywcze, przebadano aktualnie
panujgce na rynku trendy konsumenckie. Schemat generowania i selekcji pomystu przedstawiono

na rysunku 6.

Identyfikacja trendu rynkowego zwigzanego ze
zdrowym odzywianiem
Wybdr kategorii zywnosci: produkty funkcjonalne
l Dane literaturowe
Wybér zywnosci fermentowanej o potencjale -
probiotycznym Badania konsumeckie
Wybér sokéw fermentowanych z uwagi na nisze
rynkowa
Wybdér materiatu badawczego — jarmuzu zielonego

Rysunek 6. Schemat generowania i selekcji pomystu w procesie rozwoju nowego produktu spozywczego

Zrédto: opracowanie wtasne
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Ustalono, ze jednym z najistotniejszych obecnie trendéw rynkowych jest trend zwigzany ze zdrowym
odzywianiem. Dowody naukowe wskazujg, iz jest on dobrze ugruntowany i ma solidne podstawy
w postaci: zwiekszonej $wiadomosci konsumentéw dotyczacej kwestii zdrowotnych, identyfikacji
naukowych powigzan miedzy dietg a zdrowiem, promocjg zalecen dotyczacych zbilansowanej diety oraz
zmniejszonymi kosztami opieki zdrowotnej (Bogue i Sorenson, 2007). Przestanki te wskazujg
na prawdopodobne utrzymywanie sie trendu w przysztosci, w tym przede wszystkim dalsze promowanie
zdrowego odzywiania przez zaréwno organy europejskie, jak i wtadze polskie i lokalne. Jest to o tyle
istotne, ze dotychczasowe badania wskazujg, iz programy interwencyjne bazujgce na zatozeniach teorii
planowanego zachowania wykazujg wysokg skutecznosé¢ w promowaniu prozdrowotnych zachowan
zywieniowych, takich jak np. spozywanie owocow i warzyw (Kothe i in., 2012). Ponadto, wyniki badan
prowadzonych w obszarze przedsiebiorstw pozwolity na ustalenie, iz zarzagdzajgc rozwojem nowych
produktéw, wiekszos¢ z nich nawigzuje do preferencji konsumentéw w zakresie zdrowego odzywiania
(Bogue i Sorenson, 2007). Na bazie przeprowadzonych analiz wywnioskowano, iz koncepcja nowego
produktu spozywczego powinna bazowaé na trendzie zwigzanym ze zdrowym odzywianiem (Horvat,
Granato, i in., 2019).

W toku generowania koncepcji produktu, uszczegdtowiono jg analizujgc zagadnienie zdrowej
zywnosci i wskazujac na istotne rozréznienie pomiedzy konwencjonalng zdrowg zywnoscig a zywnoscig
funkcjonalng. W przypadku zywnosci funkcjonalnej poszczegdlne skfadniki sg bezposrednio tgczone
z konkretnymi, dobrze zdefiniowanymi efektami zdrowotnymi, a efekty te z konkretnym produktem
(Lahteenmaki, 2003). Jednoczesnie zaobserwowano, ze zywnos¢ o dodatkowej wartosci prozdrowotnej
oferuje istotne mozliwosci rozwoju dla przedsiebiorstw rozwijajgcych nowe produkty spozywcze (Kleef
iin., 2005). Jak wskazuje sie w literaturze, konsumenci coraz czesciej poszukujg produktow, ktore
charakteryzuja sie dziataniem prozdrowotnym wykraczajagcym poza zwykte dziatanie odzywcze, takich
jak zywnos$é wzbogacona witaminami, btonnikiem badZz mikroorganizmami probiotycznymi (Granato
iin., 2010; Miniin., 2019; Panghaliin., 2018). W zwigzku z tym ustalono, ze koncepcja nowego produktu
spozywczego powinna bazowaé na trendzie zwigzanym ze zdrowym odzywianiem i dotyczy¢ produktow
funkcjonalnych.

Na podstawie analizy badan prowadzonych w obszarze zywnosci funkcjonalnej okreslono,
ze konsumenci nie postrzegajg zywnosci funkcjonalnej jako jednorodnej kategorii produktowej (Urala
i Liisa, 2004), a postrzeganie to uzaleznione jest od rodzaju zywnosci (np. soki probiotyczne, napoje
energetyzujgce). Ponadto, dane literaturowe wskazuja na mozliwos¢ ksztattowania witasciwosci
prozdrowotnych przez réine gatunki i szczepy bakterii zachodzgce podczas fermentacji mlekowej
produktéw z owocdw i warzyw, co moze byé bardzo istotne z punktu widzenia producentédw w procesie
zarzadzania rozwojem produktéw (Di Cagno i in., 2013; Filannino i in., 2013, 2015; Hashemi i in., 2017;
Mantzourani i in., 2018; Panda i in., 2017). Dodatkowg wartoscig zwigzang z cechami funkcjonalnymi

produktu sg witasciwosci probiotyczne mikroorganizméw wykorzystanych do wytworzenia produktu.
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Dlatego tez ustalono, ze koncepcja musi zawierac konkretne wskazanie rodzaju produktu funkcjonalnego
oraz moze bazowaé na fermentacji mlekowej produktéw z owocdéw i warzyw.

Kolejny etap generowania i selekcji pomystu koncentrowat sie na rozwoju nowych
funkcjonalnych produktéw spozywczych na bazie produktéw fermentowanych. W toku prac ustalono,
ze produkty fermentowane stanowig pewng niszg na rynku spozywczym. Nisza ta dotyczy przede
wszystkim napojow fermentowanych, ktére pomimo, iz sg generalnie dostepne dla konsumentdéw,
to posiadajg marginalny udziat w rynku (Komisja Europejska, 2016). Konkluzja ta jest istotna i w duzej
mierze zdeterminowata dalsze prace nad koncepcjg produktu, bowiem w toku studiéw literaturowych
(zaprezentowanych w rozdziale pierwszym) wskazano na kluczowg role zarzgdzania rozwojem nowych
produktéw przy wykorzystaniu strategii dyferencjacji dla przedsiebiorstw dziatajagcych na rynku
spozywczym. ldentyfikacja niszy (soki fermentowane) koresponduje wiec z podstawami teoretycznymi
tej strategii, a zagospodarowanie niszy pozwala przedsiebiorstwu na wyrdznienie sie na tle konkurentéw
rynkowych. Wydaje sie zatem, ze rozwdj koncepcji produktu na bazie soku fermentowanego pozwoli
na realizacje tego celu.

Podczas generowania i selekcji koncepcji produktu istotne byto takie wskazanie materiatu,
na bazie ktérego produkt moze by¢ rozwiniety. Wczesniejsze badania empiryczne w obszarze zywnosci
funkcjonalnej wskazujg, ze akceptacja zywnosci funkcjonalnej przez konsumentéw zalezy
od charakterystyki produktu, ktéry stuzy jako nosnik sktadnika funkcjonalnego (Balasubramanian i Cole,
2002). Konsumenci postrzegajg produkty z natury zdrowe — takie jak warzywa i owoce — jako
wiarygodne ,,nosniki” funkcjonalnych cech produktu. Z punktu widzenia zarzagdzania rozwojem nowego
produktu, kluczowe jest przekonanie, ze zywnos¢ funkcjonalna posiadajgca korzystny, prozdrowotny
wizerunek jest bardziej atrakcyjna niz zywnos¢ funkcjonalna, ktéra takiego wizerunku nie posiada (Kleef
i in., 2005). Warto zwrdci¢ uwage rowniez na fakt, ze chociaz rynek produktéw fermentowanych jest
zdominowany obecnie przez produkty mleczne, to jednak produkty niemleczne na bazie owocow
i warzyw przyciggajg coraz wiekszg uwage rdinych grup — naukowcéw, producentdow Zzywnosci
i konsumentéw (Granatoiin., 2010; 2020; Min i in., 2019; Panghal i in., 2018). Uznano zatem za zasadne
opracowanie nowego produktu spozywczego wykorzystujac jako sktadnik bazowy owoce lub warzywa.

Powyzsze ustalenia sg o tyle spdjne, ze w literaturze naukowej wystepujg liczne doniesienia
wskazujgce na wtasciwosci funkcjonalne fermentowanych sokéw owocowych i warzywnych (Szutowska,
2020). Ich regularne spozywanie moze przyczynic sie do poprawy zdrowia konsumentéw m.in. poprzez:
modulowanie glikemii, wptyw na réwnowage mikrobioty jelitowej (Gaoiin., 2019), regulacje ilosci tkanki
ttuszczowej (Verdn i in., 2019), aktywnos$¢ przeciwnowotworowg (Ye i in., 2019) i przeciwzapalng
(Filannino i in., 2013).

Kolejnym etapem prac byt wybdr materiatu badawczego, ktéry zostanie poddany fermentacji
mlekowej. Przy okreslaniu materiatu badawczego bazowano na ofercie sokédw kiszonych dostepnych

na rynku, literaturze przedmiotu oraz doswiadczeniach wtasnych autorki. Bazujac na systematycznym
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przegladzie literatury dotyczgcym witasciwosci funkcjonalnych bakterii fermentacji mlekowej w sokach
owocowych i warzywnych (Szutowska, 2020) zaobserwowano, ze dominujgcg grupg badanych
produktow sg soki na bazie owocéw (n=29), natomiast soki warzywne (n=8) oraz warzywno-owocowe
(n=5) stanowig mniejszy odsetek przedstawionych badan. Uznano zatem, ze badania nad rozwojem
sokow warzywnych, z uwagi na ich marginalny udziat w pracach naukowych, wypetnig zaobserwowang
luke badawcza.

Finalnie, prowadzac selekcje materiatu, na bazie ktérego produkt moze byc¢ rozwiniety,
stwierdzono, ze najczesciej na rynku pojawiajg sie soki kiszone na bazie kapusty, buraka, ogérka, selera,
marchwi, kalafiora, pietruszki czy tez brokutu. W oparciu o analize literatury przedmiotu oraz
doswiadczenie badawcze autorki niniejszej rozprawy wskazano, ze innowacyjnym materiatem, ktéry
zostanie poddany fermentacji mlekowej, moze by¢ jarmuz zielony. Selekcji dokonano na bazie doniesien
naukowych koncentrujgcych sie przede wszystkim na witasciwosciach prozdrowotnych jarmuzu
i potencjalnych mozliwosciach jego zastosowania.

Jarmuz zielony (Brassica oleracea L. var. acephala L) jest rosling dwuletnig, ktéra nie tworzy
gtéwki ani jadalnego paka jak kapusta czy brokuty, a zamiast tego charakteryzuje sie dtugimi,
pomarszczonymi lis¢émi. W ostatnich latach warzywo to zyskato ogromng popularnosé¢ jako tzw.
"superfood" ze wzgledu na wysokg zawartos¢ zwigzkéw bioaktywnych, ktédre majg pozytywny wptyw
na zdrowie cztowieka. Wtasciwosci prozdrowotne zielonego jarmuzu zostaty dobrze udokumentowane
w wielu badaniach naukowych, w szczegdlnosci jego potencjalne wiasciwosci zapobiegajgce
przewlektym chorobom, takim jak cukrzyca, choroby uktadu krazenia i nowotwory (Becerra-Morenoiiin.,
2014; Biegariska-Marecik i in., 2017; Olsen i in., 2009; Samec i in., 2018). W tabeli 12 przedstawiono
zbiorcze informacje dotyczgcej wartosci odzywczej jarmuzu oraz poszczegélnych sktadnikéw (USDA,

2022).

Tabela 12. Zawartos¢ sktadnikéw odzywczych, sktadnikow mineralnych, witamin i innych zwigzkéw w surowym
jarmuzu

Surowy jarmuz (100 g)

Sktadniki odzywcze Sktadniki mineralne cd.
Woda 89,6¢g Séd 53 mg
Wartos$¢ energetyczna 43 kcal Cynk 0,39 mg
Azot 0,47 g Miedz 0,053 mg
Biatko 2,92¢g Mangan 0,92 mg

Ttuszcze ogétem 1,49 g | Witaminy iinne

Popidt 1,54¢ Kwas askorbinowy 93,4 mg
Weglowodany Tiamina 0,113 mg
Weglowodany 442¢g Ryboflawina 0,347 mg
Btonnik pokarmowy 41¢g Niacyna 1,18 mg
Cukry ogdtem 08g Kwas pantotenowy 0,37 mg
Glukoza 04g Witamina B 0,147 mg
Fruktoza 04g Witamina K 390 ug
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Sktadniki mineralne Foliany 62 ug
Wapn [-karoten [-karoten 2870 ug

Zelazo 1,6 mg B-kryptoksantyna 27 pg

Magnez 32,7 mg Luteina i zeaksantyna 6260 pg

Fosfor 55 mg a-tokoferol 0,66 mg

Potas 348 mg y-tokoferol 0,14 mg

Zrédto: opracowanie witasne na podstawie bazy danych sktadu zywnosci USDA (ang. U. S. Department of Agriculture)

(https://fdc.nal.usda.gov/ndb/)

Prozdrowotne dziatanie jarmuzu jest S$cisle zwigzane z wysokg zawartoscia witamin,
glukozynolandw, zwigzkéw fenolowych oraz karotenoidéw. Warzywa krzyzowe z grupy acephala (jarmuz
i brukselka) charakteryzujg sie wyzszg zawartosScig kwasu foliowego, ryboflawiny i witaminy K niz inne
warzywa z tej grupy. Natomiast zawartos¢ witaminy C jest znacznie wyzsza w jarmuzu niz w innych
warzywach krzyzowych (Samec i in., 2018). Wedtug Becerra-Moreno i in. (2014) jedna porcja jarmuzu
dostarcza ponad 100% zalecanego dziennego spozycia witaminy A i ponad 40% witaminy C. Rdwniez inni
autorzy uznali jarmuz za najlepsze wsrdd roslin krzyzowych zrédto witamin (A, By, B3, Bg, Bg, Ci E), kwasow
ttuszczowych oraz sktadnikéw mineralnych (zwtaszcza K, Ca, Mg, Fe i Cu) (Ayaziin., 2006; Jahangiriin.,
2009; Thavarajahiin., 2016).

W jarmuzu obecne s3 réwniez glukozynolany (zaréwno glukozynolany indolowe, jak
i alifatyczne), w tym gtownie glukoiberyna, glukobrassycyna, glukorafanina oraz sinigryna. Zgodnie
zdanymi literaturowymi produkty hydrolizy glukozynolandw mogg byé stosowane jako srodki
chemoprotekcyjne oraz mogg potencjalnie zmniejszaé ryzyko réznych rodzajow nowotwordw, cukrzycy,
miazdzycy, chordb uktadu oddechowego, zaburzed neurodegeneracyjnych, chordéb oczu i chordb
sercowo-naczyniowych (Sameciin., 2018).

Zwigzki fenolowe wystepujgce w jarmuzu, m.in. kwercetyna, kemferol, kwas kawowy oraz kwas
ferulowy réwniez majg korzystny wptyw na zdrowie. Mogg zosta¢ wykorzystane w postepowaniu
leczniczym w cukrzycy typu 2, zespole metabolicznym, chorobach neurodegeneracyjnych, miazdzycy
i nowotworach (Samec i in., 2018). Warzywa krzyzowe, w szczegdlnosci jarmuz, sg dobrym zrédtem
[B- karotenu (prowitaminy A) i luteiny, ktére wraz z zeaksantyna, ze wzgledu na silne dziatanie
przeciwutleniajgce, odgrywajg wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu zmystu wzroku (Manikandan
i in., 2016). Gtéwne karotenoidy obecne w jarmuzu to luteina, B-karoten, wiolaksantyna i neoksantyna,
ale odnotowano réwniez obecnos¢ 13-cis--karotenu, a-karotenu, 9-cis-p-karotenu i likopenu.

Zwigzki przedstawione wyzej takie jak polifenole, karotenoidy, produkty hydrolizy
glukozynolanéw, witaminy C i E, wykazujg aktywnos¢ przeciwutleniajgca. Powszechnie uwaza sie,
ze zywnos$¢ bogata w zwigzki o dziataniu przeciwutleniajgcym chroni przed wolnymi rodnikami
i reaktywnymi formami tlenu, a tym samym moze poméc w zapobieganiu chorobom przewlektym
(Sameciin., 2018). Przyktadowo, badajac wtasciwosci jarmuzu Fahey iin., (2013) stwierdzili, ze produkt

hydrolizy glukoiberyn, sulforafan, hamuje wzrost opornych na antybiotyki szczepdw Helicobacter pylori,

88



ktére s czynnikiem etiologicznym wrzoddéw zotadka. Z kolei ekstrakty pozyskane z jarmuzu wykazujg
rowniez dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec innych gatunkéw mikroorganizmow tj.:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis i Moraxella catarrhalis (Ayaz i in., 2008).
W zwigzku z tym, regularne spozywanie jarmuzu moze w pewnym stopniu prowadzi¢ do rédwnowagi
w mikrobiocie jelitowej.

Jarmuz zielony wystepuje na polskim rynku gtéwnie jako rozdrobniony, gotowy do spozycia
produkt, czasami z dodatkiem innych rodzajow satfat lub szpinaku. Jest rdwniez dostepny w postaci
Swiezego soku. W literaturze naukowej podjeto nieliczne préby zbadania potencjatu zielonego jarmuzu,
np. w postaci liofilizowanej jako dodatku do soku jabtkowego w celu zwiekszenia wiasciwosci
prozdrowotnych produktu (Bieganska-Marecik i in., 2017), w postaci sfermentowanego soku uzywanego
do produkcji sera typu feta (Michalak, Skrzypczak, i in., 2020) lub jako Zzrédto kwaséw gentyzynowego
i salicylowego o wtasciwosciach przeciwnowotworowych (Michalak, Szwajgier, i in., 2020).

Podsumowujac, etap generowania pomystu umozliwit dokonanie wyboru projektowanego
w ramach dysertacji produktu. Ustalono, ze nowym produktem, podlegajagcym w dalszych etapach
pracy badaniom i rozwojowi, bedzie fermentowany sok z jarmuzu zielonego. Jest to produkt
funkcjonalny, otrzymywany na drodze fermentacji, wpisujacy sie w trend zwigzany ze zdrowym
2zywieniem, rozwiniety na bazie materiatu postrzeganego przez konsumentéw jako zdrowy oraz

wypetniajacy zidentyfikowang nisze rynkowa.
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4.1.2. Zachowania konsumentow na rynku niemlecznych  produktow

fermentowanych

Dalszy etap prac wigzat sie z ustaleniem zachowan polskich konsumentéw dotyczacych niemlecznych
produktéw fermentowanych. Jest to niezbedne uzupetnienie powyiszych rozwazan w zakresie
generowania i selekcji pomystu na nowy produkt spozywczy, gdyz to konsumenci zdecyduja, czy nowy
produkt jest zgodny z ich preferencjami. W zwigzku z tym nieodtgcznym elementem rozwoju nowych
produktéw jest badanie zachowan konsumentdéw. Przedstawiona w pracy koncepcja kierowanego przez
konsumentédw rozwoju nowych produktéow jest wazna szczegdlnie dla producentéw produktéw
spozywczych, poniewaz koncentruje sie na wykorzystaniu w procesie rozwojowym wiedzy o rynku
tworzonym przez uzytkownikéw koricowych (O’Sullivan, 2017). Koncepcja ta bazuje na przeprowadzeniu
i wykorzystaniu wynikéw analizy obecnych i przysztych potrzeb konsumentéw oraz wiedzy
o determinantach tych potrzeb w celu rozwoju innowacyjnych produktéw (Adams i in., 2006). Zaktada
ponadto, ze potrzeby konsumentéw powinny by¢ analizowane podczas proceséw rozwoju nowych
produktow (Costa i Jongen, 2006). W procesie dostosowania podazy do aktualnych wymagan
konsumentdéw, przedsiebiorstwa aktywnie zarzadzajg rozwojem nowych produktéw, a tym samym
zapewniajg konsumentom pozgdang przez nich game produktéw o okreslonych wtasciwosciach (Urala
i Lahteenmaki, 2003).

W tym kontekscie kluczowe dla niniejszej pracy byto uzyskanie informacji o zachowaniach
konsumentdw na rynku zywnosci ze szczegélnym uwzglednieniem przetworéw fermentowanych oraz
fermentowanych sokédw warzywnych. W badaniu skoncentrowano sie na obecnej sytuacji rynkowej,
w tym przede wszystkim na ofercie dostepnych na rynku fermentowanych produktéw spozywczych oraz
fermentowanych sokéw warzywnych. Pytania zawarte w kwestionariuszu nie odnoszg sie wiec stricte
do jarmuzu, gdyz wypracowany w niniejszej rozprawie pomyst na nowy produkt — fermentowany soku
zjarmuzu zielonego, jest na tyle nowatorski, ze nie znajduje sie w gamie dostepnych na rynku
produktéw. W efekcie tego, ze produkt taki nie wystepuje na rynku — zachowania dotyczace takiego
produktu nie mogg by¢ mierzone. Z punktu widzenia generowania i selekcji pomystu nie jest to jednak
ograniczenie, gdyz dokfadne badanie zachowan konsumentéw w obszarze fermentowanych sokéw
warzywnych pozwala na wnioskowanie o stopniu zadowolenia z oferty dostepnej na rynku,
czestotliwosci spozycia, kryteriach wyboru i praktykach zakupowych dotyczacych fermentowanych
sokow warzywnych, a takze postrzeganych zaletach i wadach tych sokéw, zrédtach wiedzy o nich oraz
opakowaniach. Ponadto, uwzglednienie w badaniu pytan dotyczacych ogdtu owocédw, warzyw lub ich
przetwordw, a takze ogdétu fermentowanych produktéw warzywnych pozwala scharakteryzowac
sytuacje panujaca na rynku zywnosci i umiejscowi¢ na nim fermentowane soki warzywne.

Prezentacja wynikow odpowiada konstrukcji kwestionariusza (zatgcznik 1) oraz zawiera wyniki
analizy odpowiedzi udzielonych na 17 pytan pogrupowanych w trzy czesci dotyczgce: wybordéw

konsumentédw w zakresie konsumpcji owocdw, warzyw i ich przetwordw, wyboréw konsumentéw
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w zakresie konsumpcji kiszonych produktéw warzywnych oraz oferty rynkowej kiszonych sokéw
warzywnych.

Na wykresie 1 zaprezentowano wyniki uzyskane w najbardziej ogélnej czesci badania dotyczacej
wyboréow konsumentdw w zakresie konsumpcji owocdéw, warzyw i ich przetwordw. Pierwszym istotnym
zagadnieniem byta ocena czestotliwosci spozycia owocow, warzyw lub ich przetwordw, co pozwolito na
ustalenie, na ile zywnos$¢é postrzegana jako zdrowa znajduje uznanie wsréd konsumentéw. Zaréwno
Swieze owoce i warzywa, jak réwniez rdézne produkty na ich bazie (np. soki lub przetwory),
sg niezbednymi sktadnikami zdrowej i zbilansowanej diety. Produkty te s zrédtem korzystnych
zwigzkow, tj. witaminy, zwigzki fenolowe, glukozynolany, sktadniki mineralne oraz btonnika
pokarmowego (Agarwal, Fulgoni, i Welland, 2019; Septembre-Malaterre i in., 2018). Biorgc pod uwage
ich wptyw na zdrowie cztowieka, produkty te sg zalecane na catym sSwiecie jako podstawa zdrowej
i zbilansowane] diety. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (FAO/WHO, 2004) dzienne zalecane
spozycie owocéw i warzyw powinno wynosi¢ ponad 400 g, aby przyczyni¢ sie do ogdlnej poprawy

zdrowia i zmniejszy¢ ryzyko wystepowania niektérych chordéb przewlektych.
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10%

0%

Codziennie Kilkarazyw Raz wtygodniu Kilka razy w Kilka razy w
tygodniu miesigcu roku

Wykres 1. Czestotliwos¢é spozycia owocow, warzyw lub ich przetworow

Zrédto: opracowanie wtasne

Wyniki badan wykazaty, ze znaczgca wiekszos$é respondentow (75%) konsumuje owoce, warzywa
lub ich przetwory codziennie, a pozostata ich czes¢ (22%) konsumuje je kilka razy w tygodniu. Okoto 1%
respondentéw spozywa te produkty raz w tygodniu, a osoby spozywajgce je raz w miesigcu i kilka razy
w roku stanowig odpowiednio okoto 0,5% i 0,5% ogdtu respondentéw. Rozwazania dotyczace wptywu
trendu konsumenckiego zwigzanego ze zdrowym odzywianiem na zarzgdzanie rozwojem nowych
produktéw spozywczych zdajg sie wiec uzyskiwa¢ poparcie w wynikach niniejszego badania

empirycznego. Stanowi to pierwsze potwierdzenie dla wnioskéw ptyngcych z analizy literatury
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przedmiotu, ktére dotyczacy coraz czestszego wyboru zdrowych produktow przez konsumentéw (Horvat
iin., 2019; Meiselman, 2007).

W dalszej kolejnosci powyzsze uszczegdtowiono okreslajgc czestotliwos¢ spozycia wybranych
produktéw owocowych i warzywnych, a takze miejsc dokonywania zakupéw tych produktéw przez
respondentéw. Pierwsze zagadnienie uznano za istotne wobec wskazan literaturowych, iz rézne
produkty spozywcze moga wykazywac zréznicowany poziom akceptacji wsréd konsumentdéw. Drugie
zagadnienie byto wazine w kontekscie rozwazahn w obszarze zarzadzania dystrybucjg i sprzedaia

produktéw owocowych i warzywnych. Wyniki zaprezentowano na wykresie 2.

M nie spozywam w ogéle m spozywam rzadko spozywam od czasu do czasu
M spozywam czesto W spozywam regularnie
dzemy, powidta, konfitury i/lub marmolady IEEESZEENNE0%IN 31% e 7%

kompoty NG s s 20% [16%12%
napoje N7 7% 7%

soki  INTISENN2E% 28% 2z 12%

% soki zageszczone SN 27% 27% [T13% T 4%
z przeciery  NGHENIISAGIN 32% % 7%
% pulpy 7o 18% B%R%
5 konserwy S S 175%
g marynaty IEZTEe 22% | s
kiszonki EEZERR22%n 37% g 14%

susze 2GR 26% % 7%

mrozonki  INIOZINE3% 32% mme% 9%

$wieze owoce/warzywa 0% 10% I A —
1%
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Woykres 2. Czestotliwos¢ spozycia wybranych produktéw owocowych i warzywnych

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki zdajg sie potwierdza¢ wnioski wysnute na bazie literatury przedmiotu
w zakresie zdrowego odzywiania (Horvat i in., 2019; Urala i Liisa, 2004). Trzy kategorie produktowe,
w odniesieniu do ktdrych respondenci zadeklarowali ,,regularne” spozycie to: $wieze owoce/warzywa
(64%), kiszonki (14%) i soki (12%). Wyniki te, w odniesieniu do produktow kiszonych, wskazujg, iz popyt
na te produkty jest widoczny na rynku. Jest to wazne z uwagi na wypracowang w pracy koncepcje
nowego produktu spozywczego. Najmniejszy odsetek wskazan ,,regularnego” spozycia dotyczyt marynat
(1%), konserw (1%), pulp (2%) oraz kompotow (2%). Respondenci zadeklarowali ,czeste” spozycie
doktadnie tych samych kategorii produktowych co w przypadku spozycia ,regularnego”, tj. swiezych

owocow/warzyw (24%), kiszonek (24%) i sokow (23%). Przy czym najnizszy odsetek wskazan ,czestego”
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spozycia posiadaty pulpy (3%), kompoty (6%) oraz susze (9%). Respondenci zadeklarowali spozycie ,,od
czasu do czasu” w przypadku kiszonek (37%), mrozonek (32%) i przecieréw (32%), spozycie ,rzadkie” dla
marynat (36%), kompotow (35%), konserw (34%) i przecieréw (34%), a brak spozycia dla pulp (47%),
napojow (42%) i konserw (41%). Co istotne, w perspektywie rozwoju nowych produktéw, powyzsze
wyniki prowadzg do konkluzji, ze zréznicowane produkty spozywcze wykazujg sie zréznicowanym
poziomem akceptacji konsumentdéw. Ponadto, istnieje aktywny rynek dla produktéow fermentowanych,
ktére sg spozywane ,regularnie” lub ,,czesto” w przypadku niemal 40% respondentow.

Natomiast, w badaniach przeprowadzonych przez Jader, (2019) (w okresie od 2008 do 2017
roku) dotyczacych rynku warzyw w Polsce, zaobserwowano, spadek konsumpcji $wiezych warzyw (takich
jak kapusta, buraki czy marchew). Jednakze spadek ten byt wyzszy niz sam spadek produkcji. W zwigzku
z tym, sytuacja ta istotnie wigze sie z wiekszym udziatem przemystu przetwodrczego w eksporcie warzyw
(Jader, 2019). Co ciekawe, w innych badaniach wykazano, ze zasadniczo w strukturze spozycia warzyw
i przetwordw warzywnych, ktéra charakteryzuje sie ogélnym spadkiem, udziat przetwordéw warzywnych
i grzybowych od kilku lat systematycznie wzrasta (z 7,8 kg/osobe w 2014 r. do 8,52 kg/osobe w 2018 r.)
(Makosz, 2019).

W kolejnym pytaniu ustalono, gdzie konsumenci dokonujg zakupédw owocdéw, warzyw lub ich

przetwordéw. Dane przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Miejsce dokonywania zakupéw owocoéw, warzyw lub ich przetworéw przez respondentow

Miejsce zakupu Odsetek respondentéw
Dyskont 58,5%
Supermarket 57,6%
Targ 48,3%
Sklep osiedlowy 41,5%
Sklep ze zdrowg zywnoscig 13,2%
Inne 3,9%
Internet 1,5%

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki wskazuja, iz respondenci dokonujg zakupow przede wszystkim w dyskontach (58,5%)
i supermarketach (57,6%), a rzadko korzystajg z Internetu (1,5%) i ewentualnych innych zrdédet (3,9%).
Dzieki temu, z punktu widzenia koncepcji rozwoju nowego produktu spozywczego, uzupetniajg dyskusje
dotyczaca zarzadzania dystrybucjg i sprzedazg i pozwalajg na wskazanie konkretnych miejsc, w ktérych
respondenci dokonujg zakupow.

W drugiej czesci kwestionariusza zawarto pytania dotyczace wyborédw konsumentéw w zakresie
konsumpcji kiszonych produktéw warzywnych. Czes¢ ta obejmowata zaréwno pytania otwarte, jak
i zamkniete. Odpowiedzi udzielone na kolejne pytanie pozwolity ustalié, jakie sg pierwsze skojarzenia

respondentéw z ,kiszonymi produktami warzywnymi”. Pytanie to bylo otwarte, co dawato
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respondentom duzg dowolnos¢ udzielania odpowiedzi. Krytyczna analiza odpowiedzi pozwolita
na wyodrebnienie czterech kluczowych grup skojarzen dotyczacych: konkretnych produktow,

wiasciwosci zdrowotnych, smaku oraz procesdw. Skojarzenia respondentéw przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Skojarzenia respondentéw z fermentowanymi produktami warzywnymi

Odczucia e . Kategorie
Witasciwosci Procesy
sensoryczne produktowe
. naturalna
zdrowe, prozdrowotne, kapusta kiszona, .
. . , . s fermentacja,
. smaczny, pyszny, zwiekszenie odpornosci, ogorki kiszone,
Pierwsze . . . . . . przetwory,
. . charakterystyczny, witamina C, probiotyki, kiszone buraki, .
skojarzenia , L L konserwacja
. kwasny, bakterie, niskie wartosci zakwas buraczany, . , .
respondentéw . . . . . Zywnosci,
chrupiacy, stony kaloryczne, wptyw kimchi, rzodkiewki, eksperymenty
na mikrobiote jelitow atisony, grzyb . L
&) a P ¥, 8rzyby w kuchni, stoiki

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska i Sojkin, 2021)

Pierwszym i dominujgcym skojarzeniem u wiekszosci respondentéw byto wskazanie konkretnego
produktu, tj. kapusty kiszonej (n=56) lub ogérkéw kiszonych (n=53). Ze zdecydowanie mniejszg
czestotliwoscig wskazywano na inne produkty (np. kiszone burki, zakwas buraczany, kimchi). Wynik ten
jest bardzo istotny wobec przedmiotu niniejszej pracy. Wskazuje, iz w oczach respondentow —
na poziomie pierwszego skojarzenia — katalog produktéw fermentowanych jest bardzo ograniczony
i zawezony do dwdch produktéw — kapusty i ogérkdw. Rozwijana koncepcja fermentowanego soku
zjarmuzu zielonego stanowi alternatywe, ktdéra moze stanowi¢ podstawe do wyrdznienia
sie przedsiebiorstwa na rynku. Ponadto, druga grupa skojarzen wskazywata witasciwosci zdrowotne
produktow fermentowanych. Najczestsze skojarzenia dotyczyty ogdlnie ,zdrowia” (n=38), wysokiej
zawartosci witamin (n=6) oraz wtasciwosci probiotycznych (n=5), a takze braku konserwantow (n=3),
wspomagania pracy jelit (n=2), czy niskiej kalorycznosci (n=1). Wyniki te sg spdjne z rezultatami prac
innych autoréw, na podstawie ktdrych ustalono, iz zywnos¢ fermentowana moze wykazywac wiasciwosci
prozdrowotne (Gaoiin., 2019; Verdniin., 2019; Ye i in., 2019). Trzecia grupa skojarzen dotyczyta smaku.
Najczesciej pierwsze skojarzenia dotyczyty smaku kwasnego (n=13), charakterystycznego smaku (n=5),
czy smaku ,przyjemnego” (n=2). Czwarta grupa dotyczyta rdoinego rodzaju proceséw: naturalna
fermentacja (n=12), konserwacja zywnosci (n=8) oraz eksperymenty w kuchni (n=1).

Kolejne wyniki, przedstawione na wykresie 3, pozwolity okresli¢, z jakimi zaletami kojarza

sie respondentom kiszone produkty warzywne.
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WHtasciwosci prozdrowotne 74%
Dtuzszy okres trwatosci 64%
Wtasciwosci probiotyczne 59%
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Wyzsza zawartos¢ witaminy C 53%

Zalety

Lepszy smak 40%
Niska kalorycznos¢ 30%
Wyzsza zawartos¢ przeciwutleniaczy 15%
Lekkostrawny 9%

Niska zawartos¢ cholesterolu 8%
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Wykres 3. Zalety, z ktérymi kojarzg sie respondentom kiszone produkty warzywne

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska i Sojkin, 2021)

Uzyskane rezultaty wydajg sie korespondowa¢ z wynikami prac koncepcyjnych zaprezentowanych
w niniejszej rozprawie, w tym zakresie, ze istotnym elementem rozwoju nowych produktéw
funkcjonalnych jest bazowanie na produktach, ktdre postrzegane sg przez konsumentéw jako zdrowe
(Balasubramanian i Cole, 2002). Wyniki wskazujg, iz zalety, z ktorymi kojarzg sie respondentom kiszone
produkty warzywne dotyczg przede wszystkim wtasciwosci prozdrowotnych i probiotycznych,
wzmacniania odpornos¢ i obecnosci witaminy C. W uzupetnieniu dla tych wynikéw badanie pozwolito
jednak okresli¢ rowniez inne postrzegane zalety, w tym przede wszystkim dtuzszy okres trwatosci. Wyniki
te generujg nowa wiedze dotyczacg postrzeganych zalet kiszonych produktéw warzywnych. Z punktu
widzenia koncepcji rozwoju nowego produktu spozywczego, mogg one stanowi¢ podstawe dyskusji
w zakresie zarzadzania komunikacjg z konsumentami. Na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna
wskazac, ze taka komunikacja ma wieksze szanse powodzenia, jezeli bedzie oparta na przekazie spdjnym
z postrzeganiem produktéw przez konsumentéw, czyli dla produktédw kiszonych bedzie uwypuklata
przede wszystkim witasciwosci prozdrowotne.

Kolejnym zbadanym zagadnieniem byta czestotliwos$¢ zakupu kiszonych sokéw warzywnych
i innych kiszonych produktéw warzywnych. Uzyskane wyniki zaprezentowano w ponizszej tabeli. Wyniki

podzielone s3g na kiszone soki warzywne i inne kiszone produkty warzywne.
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Tabela 15. Czestotliwos¢ zakupu kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych produktéw warzywnych

Czestotliwos¢ zakupu | Kiszone soki warzywne | Inne kiszone produkty warzywne
Codziennie 0,5% 0%
Kilka razy w tygodniu 6% 13%
Raz w tygodniu 8% 21%
Kilka razy w miesigcu 12% 38%
Kilka razy w roku 24% 25%
Nie kupuje w ogdle 49% 3%

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki wskazujg, ze kiszone soki warzywne cieszg sie umiarkowang, mniejszg niz pozostate
kiszone produkty warzywne, popularnoscig wsrdd respondentéw. Okoto 15% respondentdw nie rzadziej
niz raz w tygodniu kupuje kiszone soki warzywne (0,5% codziennie, 6% kilka razy w tygodniu oraz 8% raz
w tygodniu). Do tego okoto 12% respondentow kupuje je kilka razy w miesigcu. Pozostate osoby kupuja
takie soki sporadycznie (24%) lub nie kupujg ich w ogdle (49%). W przypadku kiszonych produktéow
warzywnych czestotliwos¢ zakupdw jest wieksza. Ponad jedna trzecia respondentéw kupuje
je nie rzadziej niz raz w tygodniu. Jedynie 3% respondentéw nie kupuje ich w ogdle. Wnioski te
potwierdzajg wiec przypuszczenia wysnute na bazie analizy literatury, iz pewna niszg na rynku
spozywczym s3g napoje fermentowane, ktdre obecnie posiadajg marginalny udziat w rynku (Komisja
Europejska, 2016). Powyzsze wyniki wskazujg, iz koncepcja fermentowanego soku z jarmuzu zielonego
wpisuje sie w zidentyfikowang nisze rynkowa.

W kolejnym pytaniu ustalono miejsca zakupdw kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych
produktéw warzywnych przez respondentéw. Prezentacje wynikow podzielono na dwie czesci — kiszone

soki warzywne i inne kiszone produkty warzywne. Wyniki zaprezentowano w ponizszej tabeli (tabela 16).

Tabela 16. Miejsce dokonywania zakupow kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych produktéw warzywnych

Miejsce zakupu Kiszone soki warzywne | Kiszone produkty warzywne
Dyskont 21,5% 44,4%
Supermarket 24,9% 40,0%
Targ 17,6% 39,5%
Sklep osiedlowy 18,5% 34,6%
Sklep ze zdrowg zywnoscig 0,0% 15,6%
Internet 1,0% 1,5%
Inne 0,0% 0,0%

Zrédto: opracowanie wtasne

Whnioski uzyskane dla kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych produktéw warzywnych
sg w duzej czesci zbiezne z tymi uzyskanymi dla owocdédw, warzyw lub ich przetworéw. Niezaleznie
od kupowanego produktu, respondenci najczesciej dokonujg zakupdw w supermarketach i dyskontach,
aw dalszej kolejnosci na targach i w sklepach osiedlowych. Udziat Internetu i innych Zrdédet jest
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marginalny. Wniosek ten jest istotny przede wszystkim o tyle, ze pokazuje brak zréznicowania miejsca
zakupu kiszonych sokéw warzywnych wzgledem innych badanych produktéw. Uzyskane rezultaty
przyczyniajg sie do definiowania miejsc dokonywania zakupdw kiszonych sokéw warzywnych i innych
kiszonych produktéw warzywnych. Z punktu widzenia koncepcji rozwoju nowych produktéw
spozywczych, wyniki uzupetniajg dyskusje dotyczacg dystrybucji i sprzedazy kiszonych sokéw
warzywnych poprzez wskazanie preferowanych miejsc zakupu produktu finalnego.

Whioski ptynace z analizy odpowiedzi udzielanych na dwa kolejne pytania pozwolity wskaza¢
czestotliwosé spozycia kiszonych produktéw warzywnych oraz czestotliwos¢ spozycia kiszonych sokéw
warzywnych. W pierwszej kolejnosci zaprezentowano wyniki ogélne — dla ogdtu kiszonych produktéw
warzywnych oraz ogétu kiszonych sokéw warzywnych (tabela 17), a nastepnie zaprezentowano wyniki

szczego6towe — w rozbiciu na poszczegdlne produkty (wykresy 4i 5).

Tabela 17. Czestotliwos¢ spozycia kiszonych sokéw warzywnych oraz kiszonych produktéw warzywnych

Czestotliwos¢ spozycia Kiszone soki warzywne | Kiszone produkty warzywne
Spozywam regularnie 12,2% 38,5%
Spozywam czesto 16,1% 39,5%
Spozywam od czasu do czasu 19,0% 18,0%
Spozywam rzadko 17,6% 3,9%
Nie spozywam w ogdle 35,1% 0,0%

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki dotyczgce czestotliwosci spozycia tych produktéw sg zblizone do wynikéw dotyczacych
ich zakupow. W przypadku kiszonych sokdéw warzywnych regularne spozycie deklaruje okoto 12%
respondentéw. Przez ponad potowe respondentdw soki takie sg spozywane ,rzadko” lub nie s3
spozywane w ogdle. Wynik ten jest zbiezny z poprzednimi konkluzjami dotyczgcymi wystepowania
pewnej niszy na rynku spozywczym, ktdrg stanowig opisywane napoje (Komisja Europejska, 2016).
Kiszone produkty warzywne sg spozywane ,regularnie” lub ,,czesto” przez niemal 80% respondentéw.
W gronie respondentdw nie znalazly sie osoby, ktére nie spozywaty kiszonych produktéw warzywnych
w ogole.

W ujeciu szczegdtowym, czestotliwosc spozycia kiszonych produktéw warzywnych wykazywata
sie istotng zmiennoscig. Wyniki, w rozbiciu na poszczegdlne produkty, zaprezentowano na wykresie 4.
Odwotujac sie do produktéw dostepnych na rynku, wyrdzniono kiszone produkty warzywne na bazie:
kapusty kiszonej, ogérkéw kiszonych, kalafiora kiszonego, burakéw kiszonych, czosnku kiszonego,

kaparow kiszonych, marchwi kiszonej, kimchi, topinamburu kiszonego, innych warzyw.
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M nie spozywam w ogole m spozywam rzadko spozywam od czasu do czasu
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ogorki  19616%M 20% e 32%

kalafior | T e % 8% . %
buraki ST 17% a%l 5%
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Kiszone przetwory warzywne
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Wykres 4. Czestotliwosc spozycia wybranych kiszonych produktéw warzywnych

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska i Sojkin, 2021)

Wyniki te potwierdzajg przypuszczenia wysnute na bazie analizy pierwszych skojarzen respondentéw
z ,kiszonymi produktami warzywnymi”. Respondenci deklarujg spozycie przede wszystkim kiszonej
kapusty i kiszonych ogérkéw (ewentualnie kiszonych burakéw). Pozostate produkty spozywane sg duzo
rzadziej. Wskazuje to, iz w tym zakresie wystepuje mozliwos¢ wyrdznienia sie przez przedsiebiorstwa
dzieki rozwojowi nowych produktéw fermentowanych, gdyz katalog spozywanych produktéw jest
faktycznie czesto zawezony wytgcznie do dwdch — kapusty i ogérkow.

W nastepnym kroku przeprowadzono szczegétowq analize dla kiszonych sokéw warzywnych.
Na bazie analizy dostepnych na rynku produktéw wyrdzniono nastepujace soki: sok kiszony z kapusty,
sok kiszony z ogdérkow, sok kiszony z pietruszki, sok kiszony z brokutéw, sok kiszony wielowarzywny, sok
kiszony z burakéw, sok kiszony z selera, sok kiszony z marchwi oraz inny sok kiszony.

Szczegdtowe wyniki dla kiszonych sokéw warzywnych wykazujg wysoka zgodnos¢ ze wszystkimi
wczesniej przytoczonymi wnioskami. Konsumenci zadeklarowali najwyzszg czestotliwos¢ spozycia
kiszonych sokow z kapusty i ogdrkdw (na trzecim miejscu znalazt sie kiszony sok z burakéw). Oznacza to,
iz fermentowany soku z jarmuzu zielonego pozwolitby na wyrdznienie sie nie tylko na poziomie kiszonych
produktéw warzywnych, ale nawet na poziomie konkretnie kiszonych sokéw warzywnych, sposrdd
ktorych réwniez zaobserwowano silng koncentracje. Katalog spozywanych sokéw fermentowanych
zndéw ogranicza sie gtdwnie do zaledwie dwdch produktéw — kiszonych sokdw z kapusty i ogdrkéw.
Konkluzje te sg wazine wobec wnioskéw zaprezentowanych w rozdziatach koncepcyjnych pracy
i wskazujgcych na wage bazowania na strategii dyferencjacji (Widuri i Sutanto, 2019) w rozwoju howego

produktu spozywczego.
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M nie spozywam w ogdle W spozywam rzadko spozywam od czasu do czasu

M spozywam czesto W spozywam regularnie
sok z kapusty IS0 % . 18% 8% 5%
sokz ogérkow G20 % . 17% 100%™ 7%
sok z pietruszki [T %1 % 2%
sok z brokutéw I 1%
sok wielowarzywny [T A
sok z burakéw NN ZZaTI0% 12% 7%
sokzselera |19 2%
sokzmarchwi IRt 4% 1% 3%
inne IR 3%

Kiszone soki warzywne

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% respondentéw

Woykres 5. Czestotliwosc spozycia wybranych kiszonych sokéw warzywnych

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska i Sojkin, 2021)

Biorgc pod uwage specyfike polskiego rynku spozywczego, wydaje sie, ze zainteresowanie
konsumpcja fermentowanych produktdw roslinnych wpisuje sie w trendy obejmujace zdrowg zywnos¢.
Nalezy podkresli¢, ze czeste i regularne spozywanie produktéw takich jak kapusta kiszona, ogdrki kiszone
czy buraki wynika gtdwnie z polskiej tradycji i jest silnie zakorzenione w polskim spoteczenstwie.
Natomiast spozycie innych produktéw, takich jak kimchi, jest najprawdopodobniej spowodowane
zmieniajgcymi sie trendami zywieniowymi, tatwym dostepem do produktdw zagranicznych, a takze
wiekszg Swiadomoscig wsrdd konsumentéw dotyczacy wiasciwosci prozdrowotnych tych produktow.
W badaniach prowadzonych przez Wilczak (2019), autorka doszta do podobnych konkluzji, wykazujac, ze
respondenci z Polski, Niemiec iChorwacji znacznie czesciej spozywajg warzywa fermentowane
w poréwnaniu z innymi krajami europejskimi, takimi jak Hiszpania czy tez Wielka Brytania. Jest to, jak
wskazata autorka, bezposrednio zwigzane z charakterystyka tradycyjnych przetworédw oraz zwyczajami
zywieniowymi tych narodéw. Ponadto badania wykazaty, podobnie jak w niniejszej pracy, ze okoto
potowa respondentéw z badanych krajow deklarowata czestotliwos¢ spozycia warzyw fermentowanych
kilka razy w miesigcu (Wilczak, 2019).

W ostatnim pytaniu zawartym w czesci kwestionariusza dotyczgcej wyboréw konsumentéw
w zakresie konsumpcji kiszonych produktéw warzywnych ustalono, jakie sg dla respondentéw
najwazniejsze kryteria wyboru kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych produktéw warzywnych.
Ustalenia te byly istotne ze wzgledu na samg podstawe koncepcji rozwoju nowych produktéw, ktdra
wskazuje, ze najwieksze szanse na powodzenie rynkowe posiadajg produkty posiadajgce charakterystyki

istotne dla konsumentéw (Adams i in., 2006; Costa i Jongen, 2006; O’Sullivan, 2017). W pierwszej
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kolejnosci zaprezentowano ponizej kryteria wyboru kiszonych sokéw warzywnych. Dane

zaprezentowano na wykresie 6.

B w oglle niewazne W raczej niewazne ani wazne ani niewazne Mraczejwazne M bardzo wazine
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g

skfad produktu IEEEE22EEEENZY  11% IOV S —
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Wykres 6. Najwazniejsze kryteria wyboru kiszonych sokéw warzywnych

Zrédto: opracowanie wtasne

Jako najwazniejsze kryterium wyboru respondenci wskazali smak (bardzo wazny dla 48% respondentow).
Ponadto, kolejne wskazywane kryteria obejmowaty: wiasciwosci prozdrowotne (bardzo wazne dla 46%
respondentéw), sktad produktu (bardzo waziny dla 45% respondentéw), wtasciwosci probiotyczne
(bardzo wazne dla 43% respondentéw) i wartosci odzywcze (bardzo wazne dla 39% respondentdow). Tak
jak w przypadku kiszonych produktéw warzywnych respondenci zadeklarowali wysoka odpornosé
na przekaz reklamowy (niewazny dla 70% respondentéw). Na bazie powyzszego mozna stwierdzic,
iz fermentowany soku z jarmuzu zielonego bedzie miat najwieksze szanse na sukces rynkowy, jezeli
w opinii konsumentéw bedzie smaczny oraz bedzie posiadat wiasciwosci prozdrowotne, probiotyczne
i odzywcze. Z kolei inwestycja w reklame, estetyke opakowania czy zarzagdzanie markg produktu wydaja
sie nie nies¢ ze sobg korzysci w postaci zwiekszonej akceptacji ze strony konsumentéw. Ponizej

zaprezentowano wyniki dotyczgce kryteriéw wyboru kiszonych produktéow warzywnych (wykres 7).

100



B w ogdle niewazne m raczej niewaine ani wazne ani niewazne M raczejwazne M bardzo wazne

smak 5%% 13% NIENI8Y%mN . 62%

cena NSV ENNII12% W 35% 23 13%

marka produktu N7 % 26% s%es 11%
producent IEEEENNNZZY;EEEENIN]3% 0 24% s%EE 14%
reklama NGRS e 7 % R %

E dostepnos¢  IEIAYEETY%N 28% QY% 22%
; estetyka opakowania N2 %MN 26% 7% 6%
‘g pojemnos¢ opakowania IEEEEN2EY%EEEENN10%W 32% 0% 12%
é sktad produktu EEIRYEERY% " 14% DY 0 Y

wartosci odzywcze IEI2YEENS%N 15% DR A s —

wtasciwosci prozdrowotne INIR%ENAY%  18% IRV A5 Y
wiasciwosci probiotyczne IEIA%ENG%N 1 17% 2OV 3 Ym—

wyglad produktu IV 24% 3% 21%

rekomendacje znajomych/rodziny IEEEE22VEEEENT1% 21% s 20%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% respondentow
Wykres 7. Najwazniejsze kryteria wyboru kiszonych produktéw warzywnych

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska i Sojkin, 2021)

Zaprezentowane na wykresie wyniki wskazujg na wysokg zgodnosé wskazan dla kiszonych sokéw
warzywnych i produktéw warzywnych. Uzyskane wyniki wskazujg, iz najwazniejszym kryterium jest dla
konsumentéw smak (bardzo wazny dla 62% respondentow). Kolejne wskazywane kryteria to kolejno:
sktad produktu (50% respondentéw), wtasciwosci prozdrowotne (45% respondentow), wartosci
odzywcze (44% respondentdw) i wiasciwosci probiotyczne (43% respondentéw). Ponownie, respondenci
deklarowali niezainteresowanie przekazem reklamowym. Az 68% respondentéw wskazato, iz reklamy
w ogole nie sg wazne. Powyzsze wyniki potwierdzajg, iz najwazniejszg wartoscig dla konsumentow jest
‘zdrowie’, ktore w niniejszej pracy stanowig wazny element rozwazan i budowania koncepcji produktu
(Bogue i Sorenson, 2007; Kothe i in., 2012).

Podobnie jak w niniejszej rozprawie, badania przeprowadzone przez Wadotowska i in., (2008)
dotyczace wyboréw zywieniowych Polakdw wykazaty, ze najbardziej wptywowymi czynnikami byty cechy
sensoryczne, zwilaszcza smak. Jednakze, w przeciwiestwie do zaprezentowanych badan, autorzy
przedstawili, ze aspekty zdrowotne w umiarkowanym stopniu wptywaty na wybory zywnosciowe
konsumentéw. Najprawdopodobniej réznice w znaczeniu czynnikdw wptywajacych na wybor zywnosci
moga wynikaé z mniejszej grupy produktéw zywnosciowych przedstawionych w rozprawie. Badania
przywotanych autoréw dotyczyly znacznie szerszej gamy produktéw, w tym owocdw, warzyw, miesa,
ryb, stodyczy, nabiatu i produktéw zbozowych. Co istotne, w trakcie badan obejmujgcych konsumpcje
fermentowanych warzyw (Wilczak, 2019) wykazano, ze najwazniejszymi czynnikami wptywajacymi na

spozycie warzyw fermentowanych byly walory smakowe, aw drugiej kolejnosci wtasciwosci
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prozdrowotne. Wyniki te sg spdjne z wynikami niniejszej pracy zaréwno w zakresie kiszonych sokdéw jak
i przetwordw.

Natomiast, Uralai Liisa (2004) zrealizowali badania poswiecone postawom konsumentéw wobec
zywnosci prozdrowotnej. Wyniki analizy czynnikowej wykazaty, ze siedem czynnikdw odpowiada
za stosunek konsumentow do niej: 1. Pojmowanie korzysci zwigzanych ze spoiyciem zywnosci
funkcjonalnej. 2.Zaufanie do zywnosci funkcjonalnej. 3. Przekonanie o koniecznosci spozywania
zywnosci funkcjonalnej. 4. Przekonanie o mozliwosci wykorzystania zywnosci funkcjonalnej jako
lekarstwa. 5. Przekonanie, iz zywnos¢ funkcjonalna jest nieodfagcznym elementem zdrowej diety.
6. Przekonanie o braku ryzyka zwigzanego ze spozyciem zywnosci funkcjonalnej. 7. Smak zywnosci
funkcjonalnej. W zwigzku z tym, przekonanie o wystepowaniu korzysci zwigzanych ze spoiyciem
2zywnosci funkcjonalnej byto najistotniejszym czynnikiem determinujgcym stosunek konsumentéw do
niej oraz che¢ jej zakupu i spozycia. Powyzsze badania réwniez sg réwniez spdjne z wynikami
przedstawionymi w niniejszej pracy, poniewaz konsumenci wyraZznie utozsamiali kiszone produkty
z cechami prozdrowotnymi. Nalezy nadmieni¢, ze zgodnie z literaturg przedmiotu fermentowane
produkty mogg charakteryzowaé sie witasciwosciami funkcjonalnymi gtéwnie z uwagi na obecnos¢
dobroczynnych mikroorganizmow i ich metabolitéw (Marco i in., 2021).

W ostatniej czesci kwestionariusza skoncentrowano sie na ofercie rynkowej kiszonych sokéw
warzywnych. W odniesieniu do tego zagadnienia w pierwszej kolejnosci ustalono, czy oferta dostepnych
na rynku kiszonych sokdéw warzywnych jest dla respondentéow satysfakcjonujgca. Wyniki

zaprezentowano na wykresie 8.

10 (satysfakcjonujaca) 8,3%
9 2,0%
8 5,4%
7 5,9%
6 6,3%
5 25,9%
4 8,8%
3 8,8%
2 8,8%
1 (NIEsatysfakcjonujaca) 18,0%
0,0% 10,0% 20,0% 30,0%

% respondentéw

Wykres 8. Satysfakcja z oferty dostepnych na rynku kiszonych sokéw warzywnych

Zrédto: opracowanie wtasne
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Co istotne, wyniki sugeruja, iz w opinii respondentéw oferta mogtaby podlegac dalszemu rozszerzeniu.
Dla niemal co pigtego respondenta (18,1%) oferta jest wysoce niesatysfakcjonujgca (odpowiedz ,1”).
Ponadto, ponad 70% respondentdw wybrato odpowiedzi znajdujgce sie w przedziale od 1 do 5. Jedynie
okoto 8% respondentéw jest bardzo zadowolonych z obecnej oferty, przy czym pogtebiona analiza
wskazata, ze co trzeci respondent w tej grupie po prostu nie spozywa w ogdle kiszonych sokdéw
warzywnych. Wyniki wskazuja, iz w obszarze fermentowanych sokéw warzywnych podaz nie jest w petni
dostosowana do popytu. Ograniczona satysfakcja klientow z oferty dostepnej na rynku sugeruje, ze
rozwéj fermentowanego soku z jarmuzu zielonego znajduje uzasadnienie.

Na podstawie odpowiedzi udzielonych w kolejnym pytaniu ustalono jakie s3 w opinii
respondentéw najwazniejsze zalety i wady kiszonych sokdw warzywnych. Respondenci wsrdd zalet
zdecydowanie najczesciej wskazywali ich prozdrowotny (n=70) i probiotyczny (n=20) charakter oraz
wysokg zawartos$¢ witamin, w szczegdlnosci witaminy C (n=7), a takze niskg kalorycznos¢ (n=5). Druga
grupa zalet dotyczyta smaku produktow, ktéry okreslany byt m.in. jako niepowtarzalny i przyjemny
(n=13). Trzecia, najczesciej wskazywana zaleta kiszonych sokéw warzywnych to ich trwatos$¢ rozumiana
jako dtugi termin przydatnosci do spozycia (n=6). Najczesciej wskazywane wady dotyczyty dostepnosci
(n=22), smaku (n=15), zapachu (n=9) i ceny (n=9). Pierwsza wskazywana przez respondentéw wada nie
dotyczyta wiec stricte produktu, ale jego dostepnosci na rynku, ktéra okreslana byta m.in. jako staba,
mata lub niska. Wskazujagc smak jako wade, respondenci uzywali takich okreslen jak specyficzny,
charakterystyczny czy osobliwy. Wynik ten pokazuje, iz jest to kwestia wysoce indywidualna i smak
w przypadku kiszonych sokéw warzywnych jest postrzegany niemal rownie czesto jako wada, jak i jako
zaleta. Ponadto, respondenci podkreslali, iz wadg tych sokéw jest m.in. nieprzyjemny czy osobliwy
zapach, a takze wysoka cena. Wyniki te sg zgodne z tymi dla ogdtu kiszonych produktéw warzywnych.
Najwazniejszg postrzegang przez konsumentdow zaletg sg witasnie wiasciwosci prozdrowotne,
co wskazuje, iz wypracowana koncepcja nowego produktu spozywczego wpisuje sie w trend zwigzany
ze zdrowym odzywianiem (Bogue i Sorenson, 2007; Horvat i in., 2019; Kothe i in., 2012). Najwiekszym
ograniczeniem jest staba dostepnosc¢ produktéw, co sugeruje, iz poprawa efektywnosci zarzadzania
w obszarze dystrybucji i sprzedazy z duzym prawdopodobiedstwem mogtaby przetozy¢ sie
na zachowania zakupowe konsumentow.

Odpowiedzi udzielone na kolejne pytanie pozwolity ustali¢, skad respondenci czerpig wiedze na

temat kiszonych sokdw warzywnych. Uzyskane wyniki zaprezentowano w tabeli 18.
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Tabela 18. Zrédta wiedzy na temat kiszonych sokéw warzywnych

Zrédto danych Odsetek respondentéw
Internet 70,4%
Znajomi/rodzina 57,0%
Telewizja np. programy specjalistyczne 19,6%
Prasa np. gazety, czasopisma 17,9%
Gazetki sklepowe (ulotki) 11,7%
Targi konsumpcyjne 9,5%
Reklama 2,2%

Zrédto: opracowanie wtasne

Respondenci wskazali, iz dwa Zrodfa informacji majg podstawowy charakter — Internet (70,4%) oraz
znajomi/rodzina (57,0%). Wskazania te potwierdzity odpowiedzi uzyskane w pytaniu o najwazniejsze
kryteria wyboru kiszonych sokéw warzywnych, w ktérym respondenci zadeklarowali wysokg odpornos¢
na przekaz reklamowy. Jako najrzadziej wykorzystywane zrdédto danych respondenci wskazali wtasnie
reklamy (2,2%). Powyisze pozwala wnioskowaé, iz jednym z kryteriow sukcesu rynkowego
fermentowanego soku z jarmuzu zielonego jest skuteczne zarzadzanie przekazem informacyjnym
budowanym w Internecie. W nawigzaniu do zaprezentowanych wczesniej wynikéw dla fermentowanych
sokow warzywnych przekaz taki powinien bazowaé na cechach prozdrowotnych. Zapewnia to spdjnos¢
przekazu z postrzeganiem tej kategorii produktowej przez konsumentow.

Kolejne analizowane zagadnienie dotyczyto czestotliwosci zapoznawania sie przez
respondentéw z informacjg zamieszczong na opakowaniu kiszonych sokéw warzywnych. Uzyskane

wyniki zaprezentowano na wykresie 9.

30%
25%
20%

15%

espondentow

= 10%

%

5%

0%
nigdy rzadko czasami czesto bardzo zawsze
czesto

Wykres 9. Czestotliwo$¢ zapoznawania sie z informacja zamieszczong na opakowaniu kiszonych sokéw

warzywnych

Zrédto: opracowanie wtasne
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Ponad jedna czwarta konsumentow czesto zapoznaje sie z informacjg umieszczong na opakowaniu, przy
czym odpowiedzi ,czesto”, ,bardzo czesto” i ,zawsze” zostaty wybrane tgcznie przez 55% respondentow.
Z drugiej strony prawie jedna czwarta konsumentéw nie zapoznaje sie z takimi informacjami nigdy,
atgcznie 45% pytanych wskazato jedng z odpowiedzi: ,nigdy”, ,rzadko”, ,czasami”. W tym obszarze
istotne byto nastepnie ustalenie, z jakimi informacjami respondenci sie zapoznaja.

Ostatnim zagadnieniem badanym w tej czesci kwestionariusza byly informacje na opakowaniu

kiszonych sokéw warzywnych, na ktére respondent zwraca uwage. Wyniki zaprezentowano w tabeli 19.

Tabela 19. Informacje na opakowaniu kiszonych sokéw warzywnych, na ktére respondenci zwracajg uwage

Informacje na opakowaniu Odsetek ;
respondentow
Lista sktadnikow 65,3%
Termin przydatnosci do spozycia 58,4%
Kraj pochodzenia 46,8%
Zawartos$¢ sktadnikéw odzywczych w 100g/ml produktu 42,1%
Warunki przechowywania 32,6%
Certyfikaty np. ekologiczne; ISO; Dobre, Bo Polskie! 29,0%
Nazwa produktu 27,4%
Obecnos¢ dozwolonych substancji dodatkowych lub innych dodatkow 27,4%
Oswiadczenie zywieniowe np. zrédto witaminy C 22,1%
Masa netto produktu 16,8%
Nazwa i adres producenta 16,3%
Oswiadczenie zdrowotne np. dany sktadnik obniza ryzyko wystgpienia okreslonej 15,3%
choroby

Marka produktu 12,6%
Stopien realizacji zalecanego dziennego zapotrzebowania na dany skfadnik 12,1%

Zrédto: opracowanie wtasne

Wiekszos¢ respondentéw, ktdrzy zapoznajg sie z informacjg na opakowaniu, zwraca uwage na liste
sktadnikéw (65,3%) i termin przydatnosci do spozycia (58,4%). Trzecig najczeSciej sprawdzang
na opakowaniu informacja jest kraj pochodzenia. Najmniejszy odsetek wskazan uzyskaty oswiadczenia
zdrowotne (15,3%), marka produktu (12,6%) oraz stopien pokrycia zalecanego dziennego
zapotrzebowania na dany sktadnik (12,1%).

Ostatnim elementem, na temat ktérego zbierano dane w kwestionariuszu byta metryka
respondentdw obejmujaca pteé (kobieta, mezczyzna), wiek (do 20 lat, 21-30 lat, 31-40 lat, 41-50 lat, 51-
60 lat, powyzej 60 lat), status materialny (zdecydowanie powyzej sredniej krajowej, powyzej sredniej
krajowej, srednia krajowa, ponizej sredniej krajowe]j, zdecydowanie ponizej $redniej krajowej) oraz
miejsce zamieszkania (wies, miasto ponizej 20 tys., miasto 20-99 tys., miasto 100-199 tys., miasto 200-
499 tys., miasto powyzej 500 tys.). Dane te, w potgczeniu z danymi zaprezentowanymi powyzej postuzyty

weryfikacji pierwszej hipotezy badawczej. W tym celu, ze wzgledu na charakter uzytych zmiennych,
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wykorzystano regresje porzadkowa. Procedure przeprowadzono dwukrotnie — dla czestotliwosci
spozycia kiszonych sokdw warzywnych oraz czestotliwosci spozycia kiszonych produktéw warzywnych.
W obu przypadkach zmienne zalezne dotyczyty czestotliwosci spozycia: kiszonych sokéw warzywnych
oraz kiszonych produktéw warzywnych, a zmienne niezalezne obejmowaty pteé, wiek, status materialny
oraz miejsce zamieszkania. Skonstruowano wiec dwa modele: (1) dla kiszonych sokéw warzywnych oraz
(2) dla kiszonych produktéw warzywnych. Dla obu skonstruowanych w ten sposéb modeli w pierwszej
kolejnosci okreslono stopien dopasowania (ang. goodness-of-fit) na bazie testow Pearsona (ang. Pearson
test) i odchylen (ang. deviance test). Wartosci istotnosci wynikow testéw na poziomie powyzej 0,05
wskazujg dobre dopasowanie modeli. W uzupetnieniu dla powyzszych testéw obliczono pseudo-R? (Cox
i Snell oraz Nagelkerke). Uzyskane wartosci pseudo-R? wskazujg, na ile dodanie okres$lonej zmiennej

niezaleznej poprawia dopasowanie modelu. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Stopien dopasowania (ang. goodness-of-fit) modeli

L. . . Model 2 (kiszone produkty
Wyszczegodlnienie Model 1 (kiszone soki warzywne)
warzywne)
Wynik testu Pearsona x2(338)=370,694; p=0,107 x2(338)=226,574; p=0,854
Wynik testu odchylen x2(338)=282,411; p=0,988 x2(338)=204,535; p=0,984
pseudo-R? (Cox i Snell) 0,233 0,059
pseudo-R? (Nagelkerke) 0,244 0,065

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki wskazujg, iz zmienne niezalezne pozwalajg na lepsze objasnienie zmiennej zaleznej
w przypadku kiszonych sokéw warzywnych. Wskazuja na to wyzsze wyniki pseudo-R?. Pomimo tego,
testy Pearsona i odchylen nie pozwalajg na odrzucenie hipotezy o dobrym dopasowaniu modelu
w zadnym z tych dwdch modeli.

W kolejnym kroku nalezato wiec przeanalizowa¢ uzyskane wyniki dla zmiennych niezaleznych
zawartych w obu modelach. Zgodnie z charakterem zmiennych uzytych w badaniu, w przypadku kazdej
ze zmiennych niezaleznych przyjeto kategorie referencyjng. Wyniki interpretowano wiec w ten sposdb,
ze kategorie zaprezentowane w tabeli (np. pte¢ (kobieta)) porownywano do kategorii referencyjnych
(np. pte¢ (mezczyzna)). Uzyskane wspotczynniki regresji dla obu przypadkéw zaprezentowano

w tabeli 21.
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Tabela 21. Wyniki analizy regres;ji

L. Model 1 (kiszone soki Model 2 (kiszone produkty
Wyszczegodlnienie
warzywne) warzywne)
Pte¢ (kobieta) 0,856** 0,364
Wiek (21-30 lat) -2,305** -0,323
Wiek (31-40 lat) -1,231 0,024
Wiek (41-50 lat) -0,428 0,411
Wiek (51-60 lat) -0,679 -0,361
Status materialny (zdecydowanie ponizej -0,417 -0,700
Sredniej krajowej)
Status materialny (ponizej $redniej krajowej) -0,178 -0,803
Status materialny ($rednia krajowa) -0,248 -0,699
Status materialny (powyzej Sredniej krajowej) -0,571 -0,840
Miejsce zamieszkania (wies) 0,222 0,094
Miejsce zamieszkania (miasto ponizej 20 tys.) 1,483 0,406
Miejsce zamieszkania (miasto 20-99 tys.) 0,849** 1,331
Miejsce zamieszkania (miasto 100-199 tys.) 0,473 0,012*
Miejsce zamieszkania (miasto 200-499 tys.) 0,622 0,148

** oznacza p<0,01; * oznacza p<0,1

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki pozwalajg zweryfikowaé pozytywnie pozostawiong hipoteze w przypadku kiszonych
sokow warzywnych oraz negatywnie w przypadku kiszonych przetworéw warzywnych. Analizy
przeprowadzone dla kiszonych sokéw warzywnych wskazujg, iz szansa, ze kobiety wykazg sie wyzszg
czestotliwoscig spozycia kiszonych sokdw warzywnych jest 0,856 razy wieksza niz w przypadku mezczyzn
(przedziat ufnosci 95%). Efekt byt statystycznie istotny, co wykazat test Walda (Wald=7,046; p<0,01).
Ponadto, uzyskane wyniki sygnalizujg, iz szansa, ze osoby mtode (w wieku 21-30 lat) wykazg sie czestszym
spozyciem kiszonych sokéw warzywnych jest ponad dwukrotnie nizsza (-2,305) niz w przypadku oséb
w wieku powyzej 60 lat. Rdznica byta statystycznie istotna (Wald=8,686; p<0,01). Précz tego, wyniki
wskazuja, iz szansa, ze osoby zamieszkujgce miasta o liczbie mieszkaricéw mieszczacej sie w przedziale
20-99 tys. wykazg sie wyzszg czestotliwoscig spozycia kiszonych sokéw warzywnych jest 0,849 razy
wieksza niz w przypadku oséb zamieszkujgcych najwieksze osrodki miejskie (powyzej 500 tys.).
Statystycznie istotny efekt potwierdzit test Walda (Wald=9,687; p<0,01). W tym wypadku, uzyskane
wyniki pozwalajg na potwierdzenie hipotezy w zakresie ptci, wieku i miejsca zamieszkania.

W przypadku kiszonych produktdw warzywnych nie uzyskano statystycznie istotnych réznic
pomiedzy kategoriami referencyjnymi i kategoriami zawartymi w tabeli. Badanie sugeruje jedynie (na
poziomie istotnosci p<0,1), iz szansa, ze osoby zamieszkujgce miasta o liczbie mieszkancow mieszczacej
sie w przedziale 100-199 tys. wykazg sie wyzszg czestotliwoscig spozycia kiszonych sokéw warzywnych
jest 0,012 razy wieksza niz w przypadku oséb zamieszkujgcych najwieksze osrodki miejskie (powyzej 500

tys.). Test Walda zwraca warto$¢ 3,599 (p=0,058). W tym wypadku uzyskane wyniki prowadza
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do negatywnej weryfikacji hipotezy ze wzgledu na brak statystycznie istotnych rdznic pomiedzy
badanymi kategoriami.

Podsumowujac, wieksza szansa na wysoka czestotliwos¢ spozycia kiszonych sokéw warzywnych
wystepuje wsrdd kobiet niz wsréd mezczyzn. Szansa ta jest wyzsza w przypadku oséb zamieszkujacych
miasta o liczbie mieszkaicow 20-99 tys. niz w przypadku osdéb zamieszkujgcych najwieksze osrodki
miejskie oraz nizsza w przypadku oséb w wieku 21-30 lat niz w przypadku oséb w wieku powyzej 60 lat.
Konkluzje te sg istotne z punktu widzenia grup docelowych mogacych przejawiac zainteresowanie

spozyciem fermentowanego soku z jarmuzu zielonego.

Podsumowanie

W niniejszym podrozdziale zaprezentowano wyniki prac koncepcyjnych oraz badan empirycznych
prowadzgce do wypracowania koncepcji nowego produktu spozywczego — fermentowanego soku
zjarmuzu zielonego — oraz ustalenia zachowan polskich konsumentéw dotyczacych niemlecznych
produktéw fermentowanych. W pierwszej kolejnosci zidentyfikowano trend rynkowy zwigzany
ze zdrowym odzywianiem, nastepnie skoncentrowano sie na produktach oferujacych dodatkowe
korzysci zdrowotne. Z uwagi na potencjalne wtasciwosci funkcjonalne produktéw fermentowanych oraz
nisze rynkowa wybrano zywnos$¢ fermentowang bazujacg na surowcach roslinnych — kiszone soki
warzywne lub owocowe. Nastepnie, dokonano selekcji materiatu badawczego, ktéry tradycyjnie nie jest
fermentowany a ponadto jest okreslany mianem ,superfood” z uwagi na wystepujgce w nim liczne
zwigzki o charakterze prozdrowotnym.

W kontekscie badania wyboréw konsumentéw na rynku niemlecznych produktéw
fermentowanych okreslono ich charakterystyczne zachowania. W pierwszej kolejnosci wskazano,
ze wsrod ankietowanych konsumpcja owocdw, warzyw i innych przetwordéw plasuje sie na stosunkowo
wysokim poziomie. Ponadto, powyzsze badania wskazaty, ze % respondentéw kojarzy kiszone warzywa
z wilasciwosciami prozdrowotnymi, w tym z wilasciwosciami probiotycznymi, wiekszg zawartoscig
witaminy C i mozliwoscig zwiekszenia odpornosci. Kolejno wykazano, ze czeste spozywanie przetworéw
fermentowanych obejmuje gtéwnie kapuste kiszong, ogodrki kiszone i buraki. Z kolei kiszone soki
warzywne sg rzadziej wybierane przez respondentéw. Zidentyfikowano réwniez najwazniejsze czynniki
wptywajace na wybdr produktéw fermentowanych. Zdaniem respondentdéw wyrézniono nastepujgce
aspekty: smak, wtasciwosci prozdrowotne, wartosci odzywcze, wtasciwosci probiotyczne oraz skfad
produktu. Przeprowadzono analiza regresji porzgdkowej pozwolita zweryfikowa¢ pozytywnie H1
w przypadku kiszonych sokéw warzywnych oraz negatywnie w przypadku kiszonych przetworéw

warzywnych.
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4.2.Badania podstawowe i stosowane
Biorgc pod uwage koncepcje rozwoju nowego produktu zaadaptowang w niniejszej rozprawie
doktorskiej, w fazie trzeciej — badawczej wyrdznia sie dwa rodzaje badan: podstawowe i stosowane.
Badania podstawowe koncentrowaty sie na okresleniu wfasciwosci prozdrowotnych i wybranych
wyroznikéw jakosciowych spontanicznie fermentowanego soku z jarmuzu zielonego. Z kolei badania
stosowane obejmowaty analizy majgce na celu okreslenie potencjalnie probiotycznych wtasciwosci

izolatow bakterii fermentacji mlekowej, wykorzystanych nastepnie do stworzenia prototypdéw produktu.

4.2.1. Badania podstawowe: wyroézniki jakosciowe spontanicznie fermentowanego
soku z jarmuzu

Na etapie badan podstawowych nad rozwojem nowego produktu spozywczego przeprowadzono
spontaniczng fermentacje soku z zielonego jarmuzu. Badania te miaty na celu zdobycie nowej wiedzy na
temat fermentowanego soku z jarmuzu zielonego z uwzglednieniem wybranych cech determinujacych
jego jakos¢. Charakterystyka obejmowata: ocene jakosci mikrobiologicznej, wifasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych, aktywnosci przeciwutleniajgcej, ogdlnej zawartosci zwigzkéw fenolowych,
zawartosci witaminy C i sktadnikow mineralnych. Przeprowadzenie spontanicznej fermentacji soku
z jarmuzu stanowito podstawe do dalszych badan, ktére koncentrowaty sie na rozwoju innowacyjnego

produktu.

4.2.1.1. Jakos¢ mikrobiologiczna
Swieze warzywa mogg zostac zanieczyszczone mikroorganizmami podczas uprawy, zbioréw i dystrybugji
(Fréder i in., 2007). Wysokie wskazniki zanieczyszczenia mikroorganizmami mogg w znacznym stopniu
przyczyni¢ sie do niskiej jakosci produktéow i prawdopodobierstwa szybszego zepsucia zywnosci
(Quansah, Kunadu, Saalia, Diaz-Pérez, i Chen, 2018). Jak podkresla wielu autoréw, jako$¢ gotowych do
spozycia, pakowanych warzyw jest czesto niezadowalajaca. Co wiecej, $wieze i minimalnie przetworzone
warzywa zostaty uznane za potencjalne nosniki chordb przenoszonych drogg pokarmowa ze wzgledu na
wystepowanie patogendw. Wsrdd mikroorganizmow chorobotwoérczych wystepujacych w gotowych do
spozycia warzywach najczesciej wykrywane sg bakterie E. coli w tym szczepy wytwarzajgce toksyny
Shiga (STEC) oraz Salmonella spp. (Mir i in., 2018). E. coli jest szczegdlnie wazna w ocenie jakosci
produktéw, poniewaz zostata ona zdefiniowana w kryteriach mikrobiologicznych UE jako mikroorganizm
wskaznikowy higieny procesu dla minimalnie przetworzonych, gotowych do spozycia owocéw i warzyw
(Commission Regulation (EU), 2005). Zanieczyszczenie $wiezych warzyw, w tym jarmuzu, bakteriami
z grupy coli, aw szczegdlnosci E. coli zostato opisane przez wielu autorédw (Faour-Klingbeil, Murtada, Kuri,
i Todd, 2016; Khalil, 2016; Oliveira i in., 2011). Z kolei obecnos¢ innych mikroorganizméw, takich jak

enterokoki i gronkowce, moze wskazywac na niewtfasciwg higiene produkcji. Z drugiej strony, enterokoki
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moga stanowic réwniez wazng cze$¢ mikrobioty fermentujacej i przyczyniaé sie do poprawy witasciwosci
odzywczych, sensorycznych i trwatosci produktéw fermentowanych (M’hiriin., 2012).

Uwzgledniajgc dane dotyczace mikrobiologicznego zanieczyszczenia warzyw i produktéw
warzywnych oraz obowigzujace kryteria ocena jakosci mikrobiologicznej w niniejszej pracy obejmowata
badania dotyczace ogdlnej liczby drobnoustrojow, ogdlnej liczby drozdzy oraz plesni, liczebnosci bakterii
fermentacji mlekowej, enterokokdéw, gronkowcdw, bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, jak réwniez
wystepowanie E. coli i bakterii z rodzaju Salmonella. Wyniki przedstawiono w tabeli 22 oraz na

fotografiach 1 (A-D).

Tabela 22. Jako$¢ mikrobiologiczna surowca i fermentowanego soku z jarmuzu zielonego

Kierunek badania Swiezy 2 dzien 4 dzien 6 dzien 8 dzien 2 tygodnie
jtk/g/m jarmuz ermentacji ermentacji | fermentacji | fermentacji | przechowywania
(jtk/g/ml) . . f .. f il il .. h .

Ogoélna liczba
& L, 1,26x107° 6,4x107°¢ 9,03x107<¢ | 2,84x10%¢ | 1,32x108%¢ 2,2x10°2
drobnoustrojow
Ogoélna liczba
g, R 5,7x10%2 1,6x107¢ 5,9x107 ¢ 9,7x10°6« 7,4x106¢ 2,3x10°°
drozdiy i ple$ni
Bakterie fermentacji 5 ; 24 s o d b
. 7,7x10%2 4,0x10’¢ 9,9x10 2,82x10%¢ 1,22x10 3,9x10
mlekowej
Enterokoki 3,5x10%° 8,0x10%2 1,1x10°%¢ 1,00x10%¢ | 1,08x10°6¢ 7,6x10%¢
Gronkowce 2,9x103% ¢ 3,9x10%¢ 3,1X103%¢ 5,0x10%° 3,0x10t° 1,0x10*?
Enterobacteriaceae 3,6x10* ¢ 1,92x10°f 8,2x10%¢ 7,0x10%¢ 3,8x102%° <10M
Salmonella spp. <10nM <10nM <10nM <10nM <10nM <107
E. coli <10”M <10”M <10”M <10”M <107 <107

Wyniki przedstawiono jako $rednig z trzech powtdrzen i wyrazono jako logarytm liczby drobnoustrojow

Srednie wartosci oznaczone tg sama litera w obrebie badanej grupy drobnoustrojéw nie réznity sie istotnie przy
p<0,05

Zrédto: opracowanie wtasne

Uzyskane wyniki (tabela 22) wykazaty, ze w $wiezym jarmuzu ogdlny poziom drobnoustrojow
ksztattowat sie na poziomie 1,26x10’ jtk/g, a drozdzy i ple$ni na poziomie 5,7x10% jtk/g. Liczba bakterii
mezofilnych i drozdzy wzrastata do 4-6 dnia fermentacji, a nastepnie zmniejszata sie w trakcie trwania
procesu. Nalezy podkresli¢, ze plesnie wystepowaty jedynie w $wiezym, nieprzetworzonym produkcie,
natomiast podczas fermentacji soku nie odnotowano ich obecnosci, obserwowano jedynie obecnos¢
drozdzy. Warto podkresli¢, ze jakos¢ mikrobiologiczna sSwiezego jarmuzu byta podobna do tej
zaobserwowanej w innych badaniach dotyczacych gotowych do spozycia produktéw na bazie satat,

szpinaku i jarmuzu (Abadias i in., 2008; Bencardino i in., 2018; Campos i in., 2013; Oliveiraiin., 2011).
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Wzrost bakterii na podtozu Standards Methods Wazrost enterokokéw na podtozu Slanetz and

(Plate Count Agar) (Biomaxima, Polska) Bartley Agar (Biomaxima, Polska)

Wazrost bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
Wazrost gronkowcéw na podtozu Mannitol Salt
na podtozu Violet Red Bile Glucose Agar (Oxoid,
acc. to Chapman (Biomaxima, Polska)
Kanada)

Zdjecie 1 (A-D). Przyktadowe ptytki Petriego przedstawiajace jako$¢ mikrobiologiczng swiezego jarmuzu
i fermentowanego soku z jarmuzu

Zrédto: opracowanie wtasne

Abadias i in., (2008) wykazali poréwnywalny poziom bakterii mezofilnych (7,1 log jtk/g) oraz drozdzy
i plesni (5,4 log jtk/g) w gotowych do spozycia satatach mieszanych. Podobnie Campos i in. (2013)
zaobserwowali liczebno$¢ bakterii mezofilnych powyzej 107 jtk/g w réznych rodzajach satat gotowych do
spozycia. Z kolei w badaniach Oliveiraiin. (2011) ogdlny poziom mikroorganizmow przekroczyt 7 log jtk/g
w minimalnie przetworzonych warzywach lisciastych, takich jak jarmuz, satata, szpinak i innych
pozyskanych z portugalskich supermarketow. Jakos¢ gotowej do spozycia lodowe] sataty (Bencardino
iin., 2018) réwniez byta poréwnywalna do tej uzyskanej w przeprowadzonych badaniach. Autorzy nie

wykryli obecnosci mikroorganizmow patogennych tj. E. coli, L. monocytogenes oraz bakterii z rodzaju
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Salmonella spp. Ponadto, zaobserwowali, ze $rednia liczebnos¢ mikroorganizmoéow mezofilnych na
poczatku, w srodku i po uptywie terminu przydatnosci do spozycia wynosita odpowiednio: 6,88, 8,51
i 8,72 log jtk g-1. Co ciekawe, w przytoczonym badaniu (Bencardino i in., 2018), uzyskane wyniki
poréwnano z liczebnoscig mikroorganizmdéw wystepujacych na prébkach Swiezej, nieposzatkowanej
sataty lodowej, i liczebno$é mikroorganizméw mezofilnych byta zdecydowanie nizsza - 5,73 log jtk g*.

Istotnym wyrdznikiem jakosci mikrobiologicznej fermentowanego soku z jarmuzu byta ocena
liczebnosci bakterii fermentacji mlekowej. W zakresie mikrobioty fermentujgcej uwzgledniono réwniez
enterokoki, ktore, jak wspomniano, z jednej strony sg wskaznikiem zanieczyszczenia, z drugiej natomiast
moga wspomagac proces fermentacji. Wykazano, ze w swiezym jarmuzu bakterie fermentacji mlekowej
i enterokoki wystepowaty na poziomie 7,7x10%i 3,5x10? jtk/g (tabela 22). Po 48 godzinach fermentac;ji
soku zaobserwowano znaczacy wzrost bakterii fermentacji mlekowej. Z kolei liczebnos$¢ enterokokéw
wzrastata do 4 dnia procesu. Populacje obu grup utrzymywaty sie na poréwnywalnym poziomie do korca
procesu fermentacji, jednak podczas etapu przechowywania zaobserwowano spadek liczebnosci obu
grup bakterii. Podobng tendencje odnotowali inni autorzy podczas fermentacji sokow owocowych lub
warzywnych — zaréwno podczas spontanicznej, jak i kontrolowanej fermentacji. Badacze (Wuyts i in.,
2018) wykazali, ze podczas spontanicznej fermentacji soku z marchwi liczebno$¢ bakterii fermentacji
mlekowej znaczaco wzrosta od 3 dnia procesu i wynosita od 2,67x10° do 3,37x10° jtk/ml w zaleznosci od
wariantu probki. Z kolei Hashemi i in. (2017) zaobserwowali wzrost populacji L. plantarum do poziomu
8,52 log jtk/ml podczas kontrolowanej fermentacji soku cytrynowego. Rowniez Rakin, Vukasinovic, Siler-
Marinkovic, i Maksimovic (2007) zauwazyli, ze po 8 godzinach fermentacji liczba L. acidophilus osiggneta
7,0 x 10® jtk/ml w soku z burakéw, 9,2 x 107 jtk/ml w soku z marchwi oraz 2,95 x 107 jtk/ml w mieszanym
soku z burakéw i marchwi.

W badanych prébkach wystepowaty réwniez bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i gronkowce,
a ich liczebno$é w $wiezym jarmuzu wynosita kolejno: 3,6x10* oraz 2,9x10° jtk/g. Ich liczba istotnie
zmniejszyta sie po 6 dniu fermentacji — 3,08x10? jtk/ml dla bakterii z rodziny Enterobacteriaceae i 3,0x10"
jtk/ml dla gronkowcdéw. Badania naukowe (Wuyts i in., 2018), potwierdzajg mozliwos$¢ wystepowania
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w spontanicznie fermentowanych produktach warzywnych. Wuyts
i in. (2018) zaobserwowali, ze dopiero kilkudniowy proces fermentacji soku z marchwi istotnie wptywat
na spadek liczebnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Rdwniez obserwacje innych badaczy (Yang
i in., 2020) potwierdzajg, ze w warzywach krzyzowych, w tym przypadku w spontanicznie kiszonej
kapuscie, wystepuja bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Liczebnosé tej grupy mikroorganizmow od
pierwszego dnia procesu wynosita 2,72 log jtk/ml, a w 30 dniu 1,09 log jtk/ml (w prdbkach kiszonych
z dodatkiem 1,5% NaCl). Co istotne, w toku niniejszego badania nie wykryto obecnosci pateczek E. coli,
ani Salmonella spp. zaréwno w swiezym soku, jak i podczas procesu jego fermentacji. Jak wspomniano
wczesniej, w niniejszej pracy zaobserwowano rowniez wystepowanie gronkowcdw, ktérych liczebnos¢

istotnie zmalata w trakcie trwania procesu fermentacji. Zgodnie z literaturg przedmiotu (Lee i in., 2022),
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ocena ryzyka mikrobiologicznego wskazuje, ze mozliwos$¢ zachorowania na choroby przenoszone droga
pokarmowag zwigzane z wystepowaniem S. aureus jest stosunkowo niska. Niemniej jednak, stosunek
i ilo$¢ spozywanych satat oraz czeste wystepowanie tego patogenu moze byc¢ realnym zagrozeniem dla
zdrowia konsumenta. Jak wspomniano wczesniej, w niniejszych badaniach wykryto obecnos¢
gronkowcdw, jednakze nie okreslono ich przynaleznosci gatunkowej. Badania prowadzone przez
Saifullahiin., (2018), dowiodty, ze sposréd 100 przebadanych préobek swiezych warzyw i owocow, w 54
stwierdzono obecno$¢ S. aureus. Z kolei sposréd 54 izolatéw S. aureus, 32 (59%) byto

koagulazododatnich, natomiast 22 (40%) byto koagulazoujemnych.

4.2.1.2. Witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
W kolejnym etapie badan podstawowych okreslono dziatanie przeciwdrobnoustrojowe S$wiezego
i fermentowanego soku z jarmuzu wobec szerokiego zakresu mikroorganizmoéw, w tym bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych, a takze drozdzy C. albicans. W tabeli 23 zaprezentowano wartosci
MBC/MFC oraz MIC dla soku podczas poszczegdlnych etapéw fermentacji. Dla zahamowania wzrostu
mikroorganizmodw wskaznikowych <95% nie okreslono podanych wartosci.

Tabela 23. Wartosci MBC/MFC i MIC dla swiezego i spontanicznie fermentowanego soku z jarmuzu zielonego

. 2 dzien 4 dzien 6 dzien 8 dzien 2 tygodnie
Mikroorganizm MBC/MEFC | Swiezy P . . . . e .
L ‘ermentacji | fermentacji | fermentacji | fermentacji | przechowywania
wskaznikowy /MIC sok —
Stezenie soku
E. coli MBC n/o 50% 50% 50% 50% 25%
. coli
” MIC n/o 50% 50% 25% 25% 25%
c
MBC n/o n/o n/o n/o n/o n/o
5 S. Enteritidis / / / / / /
5 MIC n/o n/o n/o n/o n/o n/o
E L MBC n/o n/o 50% 25% 50% 25%
4 C. jejuni
© MIC n/o n/o 50% 25% 25% 25%
§ Y. MBC n/o n/o n/o n/o 25% 25%
E enterocolitica MmIC n/o n/o 50% 50% 25% 25%
. MBC n/o n/o n/o 50% 50% 25%
P. aeruginosa
MIC n/o 50% 50% 25% 25% 25%
] MBC n/o n/o 50% 50% n/w n/w
C. perfringens
K] MIC n/o n/o 50% 50% 50% 50%
*E MBC n/o n/o n/o n/o n/o 25%
k-] S. aureus
8 MIC n/o n/o n/o 25% 25% 25%
é L. MBC n/o n/o n/o n/o n/o n/w
® monocytogenes MIC n/o n/o 50% 50% 50% 50%
2 » MBC n/o n/o n/o n/o n/o 50%
g B. subtilis "
= MIC n/o n/o n/o n/o n/o 50%
@ MBC n/o 50% 25% 50% 50% 50%
M. luteus
MIC n/o 50% 25% 25% 25% 25%
ﬁ MFC 50% n/o n/o n/o n/o n/o
8 C. albicans
a MIC 50% n/o n/o n/o n/o n/o

MBC — ang. minimum bactericidal concentration — 100% zahamowania wzrostu, MFC — ang. minimum fungicidal
concentration - 100% zahamowania wzrostu, MIC — ang. minimum inhibitory concentration — 95% zahamowania

wzrostu, n/o — nie okre$lono <95% zahamowania wzrostu
Zrédto: opracowanie wtasne
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Jak wskazuje powyzsza tabela 23 wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe spontanicznie kiszonego soku
z jarmuzu wzrastaty w trakcie trwania procesu. Swiezy sok nie wykazywat wtasciwosci antagonistycznych
w stosunku do wiekszosci badanych mikroorganizméw wskaznikowych, oprécz C. albicans. W tym
przypadku, 50% stezenie soku efektywnie hamowato wzrost drozdzy. Najefektywniejszy wptyw
hamowania wzrostu mikroorganizméw (zaréwno na poziomie 100% jak i 95%) zaobserwowano dla soku
fermentowanego 8 dnia i dla soku przechowywanego przez 2 tygodnie. Najbardziej wrazliwymi
mikroorganizmami okazaty sie M. luteus oraz E. coli. Natomiast, mikroorganizmy takie jak: B. subtilis,
S. Enteritidis, S. aureus oraz C. albicans byty stosunkowo mato wrazliwe na oddziatywanie
fermentowanego soku. Wyznaczenie wartosci MBC, MFC oraz MIC demonstruje jedynie ogdlng
tendencje we witasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych fermentowanego soku. W celu
uszczegétowienia, na wykresie 10, zaprezentowano pogtebiong analize uzyskanych wynikédw. Wyniki
zostaty przedstawione jako wzrost mikroorganizméw wskaznikowych w stosunku do wzrostu w prébce

kontrolnej, ktérg okreslono na poziomie 100%.

(A) E. coli m 50% sok m 25% sok m12,5% sok (B) S. Enteritidis  m50% sok = 25% sok m12,5% sok

6,25% sok 3,13% sok
. - 6,25% sok 3,13%sok

5 120% B I - 5

g = B B B £ 150%

2 II - I II -I

xR

P 80% S 100% L

© N < X

=3 =9

T 40% i 82 s0%

-t -

3 3

g o% (| [ | I | | g 0% sHNAE I

3 §S F2 F4 F6 F8 P g $S F2 FA F6 F8 P
(C) C. jejuni m50%sok m25%sok  m12,5%sok (D) Y. enterocolitica w50% sok w25%sok  m12,5%sok

6,25%sok = 3,13%sok

150% . ]I .
g 100% II :[ :[ ]
2 so% “

o | I | [ | (-
$s F2 F4 F6 F8

p

6,25%sok  3,13%sok

150% I [ |

: | 1

5o%m
0% [ | L | L |
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$s F2 F4 F6 F8

wzrost bakterii jako % kontroli
wzrost bakterii jako % kontroli
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(E) P. aeruginosa ~ ®50%sok  m25%sok  m125%sok  (F)C. perfringens ®50%sok  m25%sok  m12,5%sok

- 11 6,25% sok 3,13% sok  150% " 6,25%sok  3,13% sok
£ 150% £
s 5 I
3 = T s 3 100% I
o _ 100% s _
T2 s0% gs %
[T
el el
‘g‘ 0% Ii =T = T *g‘ 0% _ =
5 §s F2 F4 F6 F8 P 5 §S F2 F4 F6 F8 P
(G) S. aureus m50%sok  m25%sok  m12,5%sok (H) L. monocytogenes m50%sok  m25%sok  m12,5% sok
1 6,25% sok 3,13% sok 16,25%sok  3,13%sok
3 E
£ 200% 1 2 150%
g % I 3 T -
51 S 100%
= £ 100% ! =8
g g2 50%
£ so% £ II
2 il i : i |
2 0% P | . =% T I 0% =¥ i
5 S F2 FA F6  F8 P 2 S F2 F4 F6 F8 P
(1) B. subtilis m50%sok  m25%sok  m12,5%sok (J) M. luteus m50%sok m25%sok  w12,5%sok
116,25% sok 3,13% sok 16,25%sok © 3,13%sok
s S 160%
E’ 200% ! I F i § 120%
>
R 150% ' ¥ = -
g 28 8% i
=g 100% s & z
e e
£ 50% i g 40% _j [
e} el
‘é 0% ' ! L -1 g 0% 81 - . | 'r\-i
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(K) C. albicans ~ w50%sok  m25%sok  m12,5%sok

116,25% sok 3,13% sok
100%

|
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Wykres 10 (A-K). WHasciwosci przeciwdrobnoustrojowe swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu zielonego
wzgledem bakterii Gram-ujemnych, Gram-dodatnich i drozdzy

wzrost drozdzy jako % kontroli
(100%)

Legenda: $S — $wiezy sok, F2 - drugi dzier fermentacji, F4 — czwarty dzierl fermentacji, F6 — 6 dzieri fermentacji,
F8 — 8 dzien fermentacji, P — 2 tygodnie przechowywania
Zrédto: opracowanie wtasne
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Swiezy sok wykazywat zréinicowany wptyw na wzrost drobnoustrojéw zaleiny od
mikroorganizmu wskaznikowego istezenia soku. Wzrost bakterii: C. jejuni, Y. enterocolitica,
C. perfringens, S. Enteritidis iL. monocytogenes, a takze drozdzy C. albicans, byt hamowany,
w szczegolnosci przy 50% stezeniu soku. Stabg inhibicje zaobserwowano réwniez w stosunku do bakterii
E. coli, chociaz stopien redukcji wzrostu nie przekraczat 20% przy najwyzszym badanym stezeniu soku.
Bakterie Gram-dodatnie: S. aureus i B. subtilis, a takze bakterie Gram-ujemne P. aeruginosa byty
niewrazliwe na dziatanie swiezego sok z jarmuzu. Wrecz przeciwnie, dodatek swiezego soku powodowat
stymulacje ich wzrostu. Efekt stymulujgcy wzrost po zastosowaniu nizszych stezen soku z jarmuzu
(ponizej 12,5%) stwierdzono rowniez w stosunku do C. perfringens, L. monocytogenes i C. albicans. Jak
wynika z danych literaturowych, $wiezy jarmuz moze wykazywac dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
dzieki obecnosci zwigzkéw polifenolowych. Ayaz i in. (2008) dowiedli, ze frakcje fenolowe ekstrahowane
zlisci jarmuzu skutecznie hamowaty wzrost S. aureus, B. subtilis i M. catarrhalis. Nie hamowaty natomiast
wzrostu bakterii Gram-ujemnych, takich jak P. aeruginosa i E. cloaceae. Z kolei badania prowadzone
przez Fahey, Stephenson, Wade, i Talalay (2013) sugeruja, ze glukorafanina (prekursor sulforafanu
bedacego silnym przeciwutleniaczem) obecna w jarmuzu ma wiasciwosci antybakteryjne w stosunku
do antybiotykoopornych szczepdw H. pylori.

Silne zahamowanie wzrostu wszystkich badanych mikroorganizméw wykazywat sok po dwdch
dniach fermentacji. Najwyzszg aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg obserwowano w przypadku 50%
stezenia soku fermentowanego. Nizsze stezenia soku (od 12,5% do 3,13%) nie wykazywaty aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec wiekszosci mikroorganizmdéw, a nawet stymulowaty wzrost badanych
mikroorganizmoéw. Wyjatek stanowit M. luteus, ktory okazat sie wyjgtkowo wrazliwy na oddziatywanie
fermentowanego soku z jarmuzu. Wzrost M. luteus byt silnie hamowany w catym zakresie stezen
fermentowanego soku, a najskuteczniej przez 50%, 25% i 6,25%. Zasadniczo, efekt hamujgcy wzrost
mikroorganizméw  wzrastat podczas procesu fermentacji, jednak najsilniejsze  dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe w stosunku do wszystkich badanych mikroorganizméw obserwowano
w przypadku najwyzszego stezenia soku. Warto zauwazyé, ze sok fermentowany utrzymat swojg
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg po 2 tygodniach przechowywania, zarowno w stezeniu 50%, jak
i 25%. Wzrastajgca aktywnosc przeciwdrobnoustrojowa soku podczas procesu fermentacji, jest zgodna
z danymi literaturowymi (Hashemiiin., 2017; Liu i in., 2018; Michalak, Kubik-Komar, i in., 2020). Hashemi
i in. (2017) opisali silniejszg aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec E. coli 0157: H7 i S. Typhimurium
w fermentowanym soku cytrynowym w poréwnaniu z sokiem $wiezym. Rowniez Michalak, Kubik-Komar,
i in. (2020) zaobserwowali zwiekszong aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg soku z jarmuzu poddanego
fermentacji kontrolowanej wzgledem S. aureus, E. colii S. enterica. Z kolei Liu i in. (2019) takze wykazali
wzrost wihasciwosci przeciwdrobnoustrojowych fermentowanego soku z pomidoréw wobec bakterii

E. coli.
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Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa fermentowanych produktéw wynika gtéwnie z obecnosci
bakterii kwasu mlekowego, ktére wytwarzajg szereg metabolitdw mogacych wykazywaé wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, takich jak kwasy organiczne (mlekowy, octowy i propionowy), bakteriocyny,
dwutlenek wegla czy biosurfaktanty (Reis i in., 2012). Ponadto niskie pH produktu skutecznie przyczynia
sie do ograniczenia wzrostu wiekszosci mikroorganizméw, w tym patogendw przenoszonych droga
pokarmowag (Arquésiin., 2015). W niniejszych badaniach wykazano, ze proces spontanicznej fermentacji
przyczynit sie do obnizenia wartosci pH z 6,25 w Swiezym soku do 4,08 w 8 dniu fermentacji, ktéra

utrzymywata sie na statym poziomie po 2 tygodniach przechowywania (tabela 24).

4.2.1.3. Ogdlna zawartosc zwigzkow fenolowych, witasciwosci
przeciwutleniajgce i zawartos¢ witaminy C
Proces fermentacji mlekowej wptywa na zawartos¢ zwigzkéw biologicznie czynnych, tj. witamin,
zwigzkdéw fenolowych, steroli lub aminokwasoéw (Filannino i in., 2018; Septembre-Malaterre i in., 2018).
Metabolizm zwigzkéw fenolowych podczas fermentacji jest zalezny zaréwno od sktadu i wiasciwosci
surowca roslinnego, jak rowniez od mikrobioty fermentujgcej (Filannino i in., 2018; Septembre-
Malaterre i in., 2018). W zwigzku z tym, mikrobiologiczna biokonwersja zwigzkéw fenolowych moze
przyczyni¢ sie do zwiekszenia ich potencjatu antyoksydacyjnego w zywnosci fermentowanej. Z kolei
réznice w stopniu aktywnosci przeciwutleniajgcej podczas fermentacji mozna ttumaczyé uwalnianiem
zwigzkdéw bioaktywnych ze sprzezonych zwigzkéw fitochemicznych (Septembre-Malaterre i in., 2018).
Badania przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji wykazaty, ze spontaniczna fermentacja
soku z jarmuzu przyczynita sie do znacznego wzrostu catkowitej zawartosci zwigzkéw fenolowych (TPC)
i aktywnosci przeciwutleniajgcej w ciggu 8 dni procesu, ktére nastepnie utrzymywaty sie na statym

poziomie po 2 tygodniach przechowywania (tabela 24).

Tabela 24. Ogélna zawartos¢ zwigzkow fenolowych, witasciwosci antyoksydacyjne, zawartos$¢
witaminy C w swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu zielonego

X Swiezy 2 dzien 4 dzien 6 dzier 8 dzien 2 tygodnie
Probka .. .. .. . .
sok fermentacji | fermentagji fermentacji fermentacji przechowywania
1
(mg G;EP/CIOO ml) 48+1,2" 101+1,8° 107+4,6° 110+4,2¢ 116+1,0¢ 105+1,9%
TEAC? 4,5+0,1° 7,2+0,3¢ 6,3+0,2°¢ 6,4+0° 5,9+0° 6,8+0,3%
(mM/lOO ml) 7 -~ 7’ i 4 7 -~ 7 - 7’ - 7 -~
Witamina C
+
(mg/100 mi) 9,7+0,8 n/w n/w n/w n/w n/w
pH 6,25+0,06 5,08+0,05 4,6510,08 4,2310,1 4,08+0,07 4,08+0,08

1Catkowita zawartosc zwigzkow fenolowych jest wyrazona w mg ekwiwalentu kwasu galusowego (GAE) na 100 ml soku
2WHtasciwosci antyoksydacyjne - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) jest wyrazony w mmol ekwiwalentu Troloxu
w 100 ml $wiezego soku

*Srednie wartosci oznaczone ta sama literg w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05;

** ponizej granicy oznaczalnosci

Zrédto: (Szutowska i in., 2020)
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Oba badane parametry wzrosty dwukrotnie od 2 dnia fermentacji. Wartos¢ TPC wzrosta z 48
do 101 mg GAE/100 ml, a aktywno$¢ antyoksydacyjna z 4,5 do 7,2 mM/100 ml. Wysoka zawarto$¢
badanych parametréw w fermentowanym soku z jarmuzu jest wazng cechg jakosciowa tego produktu
z uwagi naich korzystne oddziatywanie prozdrowotne. Nalezy podkreslié, ze wysoka zawartos¢ zwigzkéw
fenolowych obecnych w produktach spozywczych niesie ze sobg wiele korzysci dla zdrowia cztowieka,
wtym wiasciwosci antyoksydacyjne, antykancerogenne czy neuroprotekcyjne, a takze potencjat
w profilaktyce choréb uktadu sercowo-naczyniowego i naczyniowo-mézgowego (Shahidi i Ambigaipalan,
2015).

Uzyskane wyniki byly zgodne z wynikami innych badaczy (Kwaw i in., 2018), ktérzy réwniez
odnotowali wzrost zawartosci zwigzkdow fenolowych i aktywnosci przeciwutleniajgcej w kontrolowanym
procesie fermentacji soku zmorwy. Badacze sugerowali, ze rdzinice w zawartosci zwigzkdow
bioaktywnych moga by¢ spowodowane indywidualng $ciezkg metaboliczng zastosowanych szczepéw
bakterii fermentacji mlekowej. Ponadto, Hashemi i in. (2017) wykazali, ze aktywnos¢ przeciwutleniajgca
soku cytrynowego po fermentacji ulegta znacznej poprawie, podczas gdy catkowita zawartos¢ fenoli
zmniejszyta sie w wyniku metabolizmu L. plantarum. Z drugiej strony Jaiswal i Abu-Ghannam (2013)
wykazali, ze w zaleznosci od zastosowanego szczepu bakterii fermentacji mlekowej, fermentacja soku
z kapusty miatfa negatywny wptyw na zawartos¢ polifenoli, co wptyneto réwniez na obnizenie wiasciwosci
przeciwutleniajgcych badanego soku.

W sSwiezym i fermentowanym soku oznaczono réwniez zawartos¢ kwasu askorbinowego.
Witamina C, ktéra jest obecna w Swiezych owocach i warzywach, charakteryzuje sie licznymi korzysciami
zdrowotnymi, m.in. dziata jako silny przeciwutleniacz, bierze udziat w biosyntezie kolagenu, hormonéw
czy przekaznikéw (Janda i in., 2015). Zawarto$¢ kwasu askorbinowego oznaczona w $wiezym soku (9,7
mg/100 ml) byta istotnie nizsza niz zawarto$¢ witaminy C w Swiezych lisciach jarmuzu podawana
w zywieniowej bazie danych (93-120 mg/100 ml) (USDA, 2019). Pomimo tego faktu, $wiezy sok z jarmuzu
mozna uznac za wazne zrédto kwasu askorbinowego. Jedna szklanka (250 ml) pokrywa ponad 30%
Zalecanego Dziennego Spozycia (RDA) tej witaminy dla kobiet (70 mg) (Jarosz, 2012). Jednakze,
spontaniczna fermentacja soku z jarmuzu spowodowata spadek zawarto$ci witaminy C, ktéra znalazta
sie ponizej granicy identyfikacji i oznaczalnosci. Rowniez inni autorzy (Kaprasob i in., 2017) stwierdzili
zmniejszenie zawartosci kwasu askorbinowego po 12 godzinach fermentacji soku z nerkowcow.
Natomiast fermentacja soku ze stodkich cytryn, burakéw, marchwi lub mieszaniny soku z marchwi
i burakéw nie przyczynita sie do zmian w zawartosci witaminy C (Hashemi i in., 2017; Rakin i in., 2007).
Najprawdopodobniej, spadek zawartosci witaminy C w soku fermentowanym moze byé spowodowany
konwersjg kwasu askorbinowego do kwasu dehydroaskorbinowego przez enzym oksydaze
askorbinianowga wytwarzang przez mikrobiote fermentujgcg w produkcie (Adetuyi, Osagie i Adekunle,

2008).
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4.2.1.4.

Zawartosc sktadnikdw mineralnych i metali ciezkich (kadmu)

Dane literaturowe wskazuja, ze jarmuz jest bogatym zrédtem sktadnikdw mineralnych, takich jak Ca, Mg,

K, Na, Fe i Cu (Jahangir i in., 2009; Thavarajah i in., 2016), dlatego tez zawartosc¢ sktadnikéw oznaczono

w Swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu. Wyniki przedstawiono w tabeli 25.

Tabela 25. Zawartos¢ sktadnikéw mineralnych w swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu zielonego

Makro- c L. 2 dzien 4 dzien 6 dzien 8 dzien 2 tygodnie
.. Swiezy sok .. .. .. . .
i mikroelementy fermentacji | fermentacji fermentacji | fermentacji | przechowywania
Ca 197+7° 211+11° 200+3° 195+3° 201+11° 20857
K 407£15° 420+19° 402+8° 39657 412+26° 410+7°
Makroelementy
100 ml
(mg/100ml) | 1o | 57420 58427 56407 57412 57422 57407
Na 106+1° 105+5° 100+1° 103+4° 108+4° 110+£3°
Fe | 0,52+0,047 | 0,54+0,06° 0,54+0,037 0,55+0,04% 0,52+0,067 0,52+0,01°
. Mn | 0,70+0,02° | 0,71+0,04° 0,70+0,01° 0,70+0,01° 0,72+0,01° 0,72+0,04°
Mikroelementy
100 ml
(mg/100ml) | | 25:0,02° | 0,23£0,02° | 0,2540,03° | 0,23+0,01° | 0,23+0,02° 0,24+0,04°
Cu n/w n/w n/w n/w n/w n/w
Met?:;;:?"” cd | 58640,33° | 6,0940,53° | 6,26+0,34° | 6,31£0,47° | 6,4240,31° 6,2540,46°

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05;
n/w — nie wykryto - ponizej granicy oznaczalnosci
Zrédto: (Szutowska i in., 2020)

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono istotnych rdznic w zawartosci sktadnikdw mineralnych
na poszczegdlnych etapach fermentacji, co potwierdzajg dane literaturowe. Badania przeprowadzone
przez Rakin i in., (2007) rowniez wykazaty, ze soki fermentowane z buraka ¢éwiktowego, marchwi lub
mieszaniny buraka ¢wiktowego i marchwi charakteryzowaty sie taka samg zawartoscig skfadnikow
mineralnych (Ca, Mg, Na, K, Fe i P) jak ich surowce.

Wyniki analizy przeprowadzonej w niniejszej dysertacji wskazujg, ze w porcji (250 ml) soku
z jarmuzu w znacznych ilo$ciach obecne sg makroelementy: Ca (493 mg), K (1017 mg), Mg (143 mg) oraz
Na (265 mg). Z kolei wsréd mikroelementéw zaobserwowano wystepowanie pierwiastkow Fe (1,30 mg),
Mn (1,75 mg) oraz Zn (0,63 mg). Nie wykazano obecnosci Cu, ktdry byt ponizej granicy oznaczalnosci.
Thavarajah i in. (2016) uzyskali podobne wyniki dla prébek swiezego jarmuzu — Srednia zawartos¢ K, Ca
i Mn w badanym jarmuzu uprawianym w USA wynosita odpowiednio 488, 106 i 0,8 mg/100 g.
W niniejszych badaniach stwierdzono nieco wyzszg zawarto$¢ Mg (57 mg/100 ml) oraz nizszg zawarto$¢
Fe (0,52 mg/100 ml) i Zn (0,25 mg/100 ml) w swiezym soku w poréwnaniu z jarmuzem uprawianym

w USA (Mg=44 mg/100 g, Fe=1,1 mg/100 g i Zn=0,7 mg/100g). Wartosci te roznity sie jednak w zaleznosci
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od badanego gatunku jarmuzu. Ponadto, na zawartosc sktadnikéw mineralnych w jarmuzu zielonym
wptywajg liczne czynniki, do ktdrych zalicza sie m.in. rodzaj uprawy (np. konwencjonalna lub ekologiczna)
czas zbioru, lokalizacje, pogode czy tez odmiane rosliny. Przyktadowo, badania przedstawione przez
Thavarajah i in., (2019) dowodzg, ze system organicznej uprawy okrywowej istotnie przyczynia sie do
wzrostu biomasy jarmuzu i w konsekwencji ma wptyw na zawartos$¢ sktadnikéw mineralnych, biatka oraz
weglowodandéw.

Warto podkresli¢, ze pomimo statego poziomu sktadnikéw mineralnych, proces spontanicznej
fermentacji moze przyczynia¢ sie do ich wiekszej biodostepnosci. Sktadniki mineralne obecne
w produktach roslinnych majg niska biodostepnos¢ ze wzgledu na tworzenie przez nie komplekséw
z substancjami niestrawnymi. Sg one sg zwigzane i ,uwiezione” w ztozonych matrycach, co jest gtéwnym
czynnikiem odpowiedzialnym za ich nizszg biodostepnos¢. Fermentacja jest jedng z metod, ktéra moze
prowadzi¢ do degradacji tych komplekséw, dzieki czemu sktadniki mineralne stajg sie tatwiej dostepne
oraz przyswajalne (Samtiya i in., 2021).

W celu oszacowania bezpieczeristwa badanego materiatu oznaczono réwniez zawartosé kadmu
— pierwiastka ciezkiego. Zawarto$¢ Cd wynosita okoto 6 ug/|, co nie przekracza dopuszczalnych poziomow
metali ciezkich w warzywach (0,20 mg/kg dla swiezego jarmuzu) (Commission Regulation (EU), 2014).
Biorac pod uwage powyzsze wyniki, Swiezy lub fermentowany sok z jarmuzu mozna uzna¢ zaréwno za

bezpieczny do spozycia, jak i za bogate zrédto niezbednych sktadnikdw mineralnych.

Podsumowanie

Przedstawiony etap badan podstawowych w procesie rozwoju nowego produktu koncentrowat sie na
zdobyciu nowej wiedzy na temat mozliwosci wytwarzania fermentowanego soku z jarmuzu zielonego
oraz oceny jego potencjalnych wyrdznikdéw jakosciowych jak i prozdrowotnych. Na wstepie zbadano
jakos¢ mikrobiologiczng surowca i fermentowanego soku, co pozwolito na analize zmian liczebnosci
populacji mikroorganizmoéw. Jak wykazaty przeprowadzone badania, po 48 godzinach procesu liczba
bakterii fermentacji mlekowej znacznie wzrosta w porédwnaniu ze swiezym jarmuzem. Jest to istotna
informacja w kontekscie catego procesu rozwoju nowego produktu, poniewaz spontanicznie
fermentowany sok z jarmuzu w kolejnym etapie badan postuzyt jako Zrédto potencjalnych kultur
starterowych do przeprowadzenia kontrolowanej fermentacji soku. Im wyzsza liczebnos$¢ bakterii
fermentacji mlekowej, tym wieksze prawdopodobienstwo réznorodnosci gatunkowej izolatéw oraz
mozliwos¢ wyselekcjonowania wartosciowych szczepdéw bakterii. Wykazano ponadto, ze spontaniczna
fermentacja soku przyczynia sie do uzyskania potencjalnych wtasciwosci prozdrowotnych poprzez
poprawe wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Efekt hamujgcy wzrost mikroorganizmoéw
otrzymanego soku wzrastat podczas fermentacji, ale w catym procesie aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa wobec wszystkich badanych mikroorganizméw byta najsilniejsza przy

najwyzszym stezeniu soku (50%). Ponadto badania wykazaty, ze spontaniczna fermentacja soku
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z jarmuzu przyczynita sie do znacznego wzrostu zawartosci zwigzkéw fenolowych ogdétem i aktywnosci
przeciwutleniajgcej. Z drugiej strony, proces ten przyczynit sie do zmniejszenia zawartosci witaminy C.
Natomiast poziom sktadnikéw mineralnych pozostat bez zmian. Przeprowadzenie spontanicznej
fermentacji soku z jarmuzu oraz wstepna analiza jego potencjalnych witasciwosci prozdrowotnych, byta
podstawg do okreslenia przysztych kierunkéw badan obejmujacych izolacje bakterii fermentacji
mlekowej oraz mozliwosci przeprowadzenia kontrolowanej fermentacji soku z wykorzystaniem
autochtonicznych szczepow bakterii fermentacji mlekowej. Réwniez, wyniki powyzszych badan
pozwolity zweryfikowac hipoteze drugy. Pozytywna weryfikacja hipotezy obejmowata wiasciwosci
przeciwutleniajgce oraz wyzszg zawartos¢ zwigzkéw fenolowych. Natomiast negatywna weryfikacja

dotyczyta spadku zawartosci witaminy C.
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4.2.2. Badania stosowane: wtasciwosci probiotyczne bakterii fermentacji mlekowej
W ramach rozwoju nowego produktu faza badawcza koncentrowata sie réwniez na badaniach
stosowanych, ktdre byty ukierunkowane na konkretny cel i zastosowanie. Etap ten obejmowat selekcje
najbardziej wartosciowych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej na podstawie ich potencjalnych
wiasciwosci probiotycznych z uwzglednieniem réwniez réznorodnosci gatunkowej. Procedura selekgcji
izolatdw bakterii fermentacji mlekowej zostata przedstawiona na rysunku 7. Badania zawarte
w niniejszej fazie dotyczyly: izolacji bakterii fermentacji mlekowej i ich wstepnej charakterystyki,
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, wrazliwosci na antybiotyki, przezywalnosci szczepdéw
w warunkach symulujacych przewdd pokarmowy i w obecnosci NaCl, stworzenia drzewa

filogenetycznego oraz identyfikacji proteomicznej i genetycznej.

_—

Izolacja i wstepna charakterystyka izolatéw (ocena
makro- i mikroskopowa, zdolnos¢ do wytwarzania
katalazy)

Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wzgledem 13
mikroorganizméw wskaznikowych - 80 izolatéw

1

I Wrazliwo$¢ izolatéw wzgledem 11 antybiotykéw I

1

I Identyfikacja proteomiczna |

1 _

| Selekcja izolatéw |

I _

Przezywalno$¢é w warunkach symulowanego przewodu
pokarmowego (niskie pH, sole z6tciowe) i wobec
chlorku sodu

l S 12 izolatéw

Identyfikacja genetyczna (izolacja DNA, PCR,
elektroforeza)
Drzewo filogentyczne

Selekcja izolatow |

10 izolatéw przynalezacych do gatunkéw 'TNy_ko_rzy_sta;e_jaI; n:o;ulitu_ryﬁlb_kuTtu?y |
L. mesenteroides, L. sakei, L. plantarum mieszane w kontrolowanej fermentacji !
i L. coryniformis !_ soku _:

Rysunek 7. Procedura selekgcji izolatow bakterii fermentacji mlekowej

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie FAO/WHO (2006)

Istotnym zagadnieniem badawczym wydaje sie byé szczegdétowa analiza szczepdw bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowanych z réznych fermentowanych produktéw spozywczych pod katem
ich potencjatu probiotycznego (Hill i in., 2014; Hutkins, 2019; Marco i in., 2021). Waznym aspektem jest
aby w badaniach skupic¢ sie na szczepach bakterii fermentacji mlekowej ze wzgledu na ich domniemanie

bezpieczenstwa, whasciwosci probiotyczne, mozliwosé produkcji cennych metabolitéw, zdolnos¢ do
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przeksztatcania réznych zwigzkéw, adaptacje do okreslonej niszy oraz szerokie zastosowanie w réznych
procesach fermentacji jarmuzu zielonego (EFSA, 2007; FDA, 2021; Filannino i in., 2018; Hill i in., 2014;
Marcoiin., 2021).

4.2.2.1. Ilzolacja i charakterystyka bakterii fermentacji mlekowej

Bakterie fermentacji mlekowej moga byc izolowane ze swiezych, niesfermentowanych roslin, jak réwniez
podczas réznych etapow spontanicznej fermentacji. Zazwyczaj, spontaniczna fermentacja rosliny
umozliwia izolacje i selekcje bardziej zréznicowanej grupy mikroorganizméw, w obrebie ktérej mozna
dokonac wyboru izolatdw o pozadanych witasciwosciach, szczegdlnie charakteryzujgcych
sie wiasciwosciami probiotycznymi (Torres i in., 2020). Zrédtem nowych szczepdw bakterii fermentagiji
mlekowej mogg by¢ zaréwno nowe, nietradycyjnie fermentowane produkty, np. jarmuz, opuncja figowa,
flaszowiec peruwianskim czy tez smoczy owoc, jak i tradycyjne kiszone produkty, np. kiszona kapusta lub
kiszone ogorki (Beganoviciin., 2014; Polak-Berecka i in, 2018; Sofia i in., 2020; Verdn i in., 2019).

Bakterie fermentacji mlekowej nalezg do duzej, heterogennej grupy Gram-dodatnich,
katalazoujemnych, niewytwarzajgcych form przetrwalnych, bakterii. Ponadto, charakteryzujg
sie zdolnoscig do produkcji kwasu mlekowego jako gtéwnego produktu koricowego, otrzymywanego
w procesie fermentacji weglowodanéw (Zhengi in., 2020). Mikroorganizmy te posiadajg unikalny profil
enzymatyczny, ktéry umozliwia im metabolizowanie réznych zwigzkéw wystepujacych w matrycach
roslinnych. Bakterie fermentacji mlekowej sg niezwykle zréznicowane na poziomie fenotypowym,
ekologicznym oraz genotypowym. W zwigzku z tym, naukowcy podjeli probe reklasyfikacji
taksonomicznej Lactobacillaceae i Leuconostocaceae na podstawie sekwencji catych genomodw.
W oparciu o przeprowadzone analizy autorzy zaproponowali ponowng klasyfikacje rodzaju Lactobacillus
na 25 rodzajdow w tym zmieniony rodzaj Lactobacillus, obejmujacy organizmy przystosowane do
zywiciela, okreslane dotad jako grupa Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus oraz 23 nowe rodzaje,
dla ktérych przyjeto nazwy: Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus,
Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus,
Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus,
Apilactobacil- lus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus i Lentilactobacillus. Ta zmiana klasyfikacji
odzwierciedla pozycje filogenetyczng mikroorganizmdéw i grupuje bakterie z rodzaju Lactobacillus
w klady o wspdlnych witasciwosciach ekologicznych i metabolicznych (Zheng i in., 2020).

W niniejszej rozprawie wyizolowano 80 szczepdw bakterii fermentacji mlekowej ze swiezego
soku i z soku poddanego spontanicznej fermentacji na réznych etapach tego procesu. Przyktady ptytek
Petriego z koloniami bakterii fermentacji mlekowej przedstawiono na zdjeciu 1 (A i B). Wyizolowane
szczepy bakteryjne poddano ocenie makroskopowej kolonii, ocenie mikroskopowej na podstawie

barwienia metodg Grama (zdjecie 2 (A-D)) oraz zdolnosci do wytwarzania katalazy. Wszystkie badane
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izolaty bakterii nalezaty do bakterii Gram-dodatnich (wyrdzniono nastepujgce formy morfologiczne:

ziarniaki oraz pateczki) oraz byty katalazoujemne, co jest typowe dla bakterii fermentacji mlekowe;j.

Zdjecie 2 (A i B). Przyktadowe ptytki Petriego z podtozem MRS, z ktérych wyizolowano bakterie fermentacji
mlekowej

Zrédto: opracowanie wtasne
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(C) L. plantarum JS052 ' (D) L. coryniformis 1S058

Zdjecie 3 (A-D). Zdjecia mikroskopowe izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Zrédto: opracowanie wtasne
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4.2.2.2. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa izolatéow bakterii fermentacji

mlekowej

Dobre wifasciwosci przeciwdrobnoustrojowe szczepdw probiotycznych, szczegdlnie wobec
mikroorganizméw chorobotwdrczych, to cechy bardzo pozgdane. Zgodnie z wytycznymi FAO/WHO
(2006) oraz danymi literaturowymi (Suskovi¢ i in., 2010) aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa kultur
starterowych stosowanych w zywnosci fermentowanej jest jednym z podstawowych i wazniejszych
parametréw okreslajgcych potencjalne wtasciwosci prozdrowotne produktéw. Przyktadowo, dziatanie
szczepOw probiotycznych w jelitach moze przejawiac sie poprzez wysoki poziom konkurencji wobec
mikroorganizméw patogennych, wptywajgc na rGwnowage mikrobioty jelitowej (Reis i in., 2012).

W zwigzku z tym, w celu okreslenia potencjalnych wtasciwosci probiotycznych, wszystkie 80
izolatéw bakterii fermentacji mlekowej przebadano pod kagtem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
wobec mikroorganizméw Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i drozdzy. Szczegétowe dane dotyczace
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 80 izolatéw zostaty zawarte w zataczniku 2.

Na wykresie 11 przedstawiono procent izolatdw wykazujgcych okreslone dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe. Badane izolaty wykazywaty silne i umiarkowane wifasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii Gram-dodatnich, natomiast w stosunku do patogenéw Gram-
ujemnych, obserwowano gtéwnie stabsze wtasciwosci inhibicyjne Iub nawet aktywnosé
bakteriostatyczng. Sposréd bakterii Gram-dodatnich szczegdlnie wrazliwe na dziatanie wyizolowanych
bakterii okazaty sie gatunki Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis i Micrococcus luteus. Wsrod bakterii
Gram-ujemnych tylko bakterie z gatunku Pseudomonas aeruginosa okazaty sie stosunkowo wrazliwe na
oddziatywanie badanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. Z kolei najmniejszg wrazliwos¢

wykazywaty bakterie Proteus vulgaris i drozdze Candida albicans.
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M Silne hamowanie wzrostu > 20,00 mm m Srednie hamowanie wzrostu 15,00 - 19,99 mm
Stabe hamowanie wzrostu 10,50 - 14,99 mm M Efekt bakteriostatyczny

 Brak hamowania

Candida albican s 1 S —
Enterococcus faecalis WRII%W0  10% O s 0 e
Clostridium perfringens FENIA%NNN " 14% s 2 e
Staphylococcus qureus QYIS Y6 5 I 5 O 1 %
Listeria monocytogenes INI3%NN 6% I s e
Micrococcus luteus IS8 % . 25% 3% 11%
Bacillus subtilis 2 9% S O ——
Proteus vulgaris 19% el 51%
Pseudomonas aeruginosa  IEISYERE 39 e S TR,
Yersinia enterocolitica WI%W ~ 14% e e
S. enterica ser. Enteritidis 4% 11% IS0 s 5 e —
Campylobacter jejuni 17% s 19%
Escherichia coli 4% 16% e s 15%

Mikroorganizmy wskaznikowe

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% izolatow

Wykres 11. Odsetek izolatéow wykazujgcych okreslone dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

Zrédto: (Szutowska i Gwiazdowska, 2021)

Witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe kultur starterowych sg jedng z istotniejszych cech
funkcjonalnych niezbednych do okreslenia wtasciwosci probiotycznych wyizolowanych szczepdw. Na
podstawie badan przesiewowych (zatgcznik 2 oraz wykres 11) wyselekcjonowano 12 szczepdéw
charakteryzujacych sie najwyzszg aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowy. Szczegdtowe informacje
dotyczace strefy zahamowania wzrostu dla 12 izolatéw zostaty przedstawione w tabeli 26. Natomiast,
na zdjeciach 4 (A-D) przedstawiono przyktadowe ptytki Petriego z wifasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi.

Izolaty bakterii fermentacji mlekowej, w szczegdlnosci JS034, JS052, JS053, JS058 i JSO75
wykazaty znaczacg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec wiekszosci drobnoustrojéw
wskaznikowych. Natomiast, izolaty pochodzace z pierwszych dni procesu JS001, JS017, 15024, JS027 oraz
JS031 wykazywaty ogdlnie nieco nizszy potencjat przeciwdrobnoustrojowy, z wyjgtkiem szczepéw
wskaznikowych E. faecalis, S. Enteritidis i P. vulgaris, w stosunku do ktérych nie wykazywaty aktywnosci
antagonistycznej. Tamang, Tamang, Schillinger, Guigas, i Holzapfel (2009) dowiedli, ze szczepy z rodzaju
Lactobacillus (ktére to pojawiajg sie zazwyczaj w pdzniejszych etapach fermentacji) posiadaty silniejsze
wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe w porédwnaniu z bakteriami z rodzaju Leuconostoc (ktére to,
zazwyczaj najliczniej wystepujag w poczatkowym etapie fermentacji). Ponadto wykazali, ze izolaty
pochodzace z rodzimych fermentowanych warzyw i pedéw bambusa wykazywaty zadowalajaca
aktywnos¢ antagonistyczng wobec szerokiego spektrum patogendw, w tym L. monocytogenes, S. aureus,

S. mutans i P. aeruginosa.
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Tabela 26. Zahamowanie wzrostu mikroorganizméw wskaznikowych przez wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej

Mikroorganizm wskaznikowy/numer Strefa zahamowania wzrostu (Srednica w mm)
izolatu JS001 | JS017 | JS024 | JS027 15031 JS058 | JS070 | JSO75
B. subtilis 13,3+0,6 | 11,7+0,6 | 14,7+0,6 | 16+0,0 | 15,33+0,6 17,3+0,6 | 14+0,0 | 17,6+0,6
L. monocytogenes 15+0,0 15+0,0 0
S. aureus 15,3+0,6 | 14+0,0 | 13+0,0 | 14,6%0,6 | 12,5¢0,5 | 15,5%0,5 15,5+0,5
E. faecalis 0 0 0 0 13,5+0,5 0 17,3+0,6 | 16,3+0,6 | 13,6+0,6 | 11,3+0,6 0 0
M. luteus 14,5+0,5 | 13,5#0,5 | 11%0,0 | 13%0,0 | 14,6+0,6 | 15,6+0,6 _
C. perfringens 11,6+0,6 | 11+0,0 0 13,3+0,6 | 13,5+0,5 | 14+0,0 | 15,5%0,5 | 13,640,6 | 14,6+0,6 | 13,3+0,6 0 13,5+0,5
E. coli 12+0,0 | 12#0,0 0 12,3+0,6 | 13,6+0,6 | 13,3+0,6 | 15,6+0,6 | 14+0,0 | 13,6+0,6 - 11+0,0 | 14,5%0,5
C. jejuni 14,3+0,6 - 15+0,0 | 16,5¢0,5 | 15,3+0,6 | 15,60,6 | 11,5¢0,5 | 14,5+0,5 | 13,5+0,5 | 13+0,0 0 15+0,0
S. Enteritidis 13+0,0 0 0 0 0 0 14+0,0 | 15,6%0,6 | 13,6+0,6 | 14,5%0,5 0 15,6+0,6
Y. enterocolitica 0 0 15+0,0 | 16,5¢0,5 | 15,5¢0,5 | 15,5+0,5 | 14,3+0,6 | 13,30,6 | 14#0.0 | 15,6%0,6 0 15,3+0,6
P. aeruginosa 0 11,6+0,6 | 14,60,6 | 17+0,0 | 15,5+0,5 | 15,6+0,6 | 17,5+0,5 | 16,6+0,6 | 17,6+0,6 | 16+0.0 -E
P. vulgaris 0 0 0 0 13+0,0 0 13,3+0,6 | 12,640,6 | 13,5+0,5 | 11,5%0,5 | 15,3+0,6 | 16,5%0,5
C. albicans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,3+0,6 | 11+0,0

Srednica przedstawiona jako $rednia (mm) z trzech powtérzen z odchyleniem standardowym

Zrédto: (Szutowska i Gwiazdowska, 2021)



(C) E. coli ATCC 35218 (D) P. aeruginosa ATCC 9027

Zdjecie 4 (A - D). Przyktadowe ptytki Petriego przedstawiajgce wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe izolatow
bakterii fermentacji mlekowej

Zrédto: opracowanie wtasne

Mechanizmy lezgce u podstaw dziatania izolatdw bakterii fermentacji mlekowej przeciwko
mikroorganizmom patogennym wydajg sie by¢ wieloczynnikowe i obejmujg wytwarzanie licznych
metabolitéw tj. nadtlenek wodoru, dwutlenek wegla, kwasy organiczne (np. kwas mlekowy, octowy),
biosurfaktanty, bakteriocyny jak réwniez stymulacje uktadu odpornosciowego oraz modulacje

mikrobioty jelitowej. Bakterie fermentacji mlekowej moga posiadaé réwniez zdolnos¢ do zapobiegania



adhezji patogendw poprzez konkurowanie o miejsca wigzania na komadrkach nabtonka jelitowego,
co w konsekwencji zmniejsza mozliwosci kolonizacyjne patogendw i tym samym zapobiega infekcjom
(Campanaiin., 2012, 2017; Reis i in., 2012; Suskovi¢ i in., 2010). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
nadtlenku wodoru jest zwigzana z jej silnym utleniajgcym dziataniem na komérke bakteryjng
i niszczeniem podstawowych struktur molekularnych biatek komodrkowych. Natomiast dziatanie
dwutlenku wegla jest dwukierunkowe, bowiem poza wiasciwg sobie aktywnoscig
przeciwdrobnoustrojowg, tworzy on srodowisko beztlenowe, czesto szkodliwe dla drobnoustrojow
chorobotwodrczych. Metabolity takie jak biosurfaktanty posiadajg zaréwno wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe jak i antyadhezyjne. W literaturze mechanizm ich dziatania jest
przedstawiany na wiele sposdb i jest zalezny od rodzaju czgsteczki. Zasadniczo, biosurfaktanty maja
zdolnos¢ do uszkadzania i przenikania przez btony komérkowe (Naughton i in., 2019; Reis i in., 2012;
Suskovié i in., 2010).

Wytwarzanie kwasu mlekowego i octowego, a tym samym obnizanie pH, przyczynia sie
gtéwnie do skutecznego hamowania wzrostu patogendw przenoszonych przez zywnosc¢ lub
mikroorganizméw psujacych zywnosé (Reis i in., 2012; Suskovic i in., 2010). Przeciwdrobnoustrojowe
dziatanie kwaséw organicznych jest spowodowane gtéwnie przez niezdysocjowang forme czasteczki,
ktéra przenika przez btone komodrkowa mikroorganizmdéw patogennych w kierunku bardziej
zasadowego cytozolu i zaburza podstawowe funkcje metaboliczne komérki (Suskovi¢ i in., 2010). Dane
literaturowe wskazujg, ze izolaty bakteryjne pochodzace z pdzniejszych etapdw fermentacji czesto
charakteryzujg sie zwiekszong syntezg kwasow organicznych (Hutkins, 2019). Podobne wyniki
uzyskano w niniejszej rozprawie. Przeprowadzone badania wykazaty, ze szczepy pochodzace z bardziej
zaawansowanych etapdw procesu spontanicznej fermentacji wykazujg silniejszg aktywnos¢
antagonistyczng. Prawdopodobnie ich zdolno$é do znacznego zakwaszenia soku z jarmuzu wptyneta
na ich wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Z kolei szczepy bakterii, wyizolowane ze swiezego soku
oraz w pierwszych dniach procesu charakteryzowaty sie stosunkowo niskim antagonizmem wobec
badanych mikroorganizméw wskaznikowych. Wiekszo$¢ badanych szczepdéw ztych okreséw
nie wykazywata aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec E. faecalis, S. Enteritidis, P. vulgaris czy
tez wobec C. albicans. Jak wykazano, szczepy wyizolowane w 4, 6 i 8 dniu fermentacji w mniejszym lub
wiekszym stopniu przyczynialy sie do zahamowania wzrostu wszystkich mikroorganizmoéw
wskaznikowych (z wyjatkiem C. albicans). Jedynie izolaty JS070 oraz JS075 wykazywaty niewielkie
dziatanie przeciwgrzybicze w stosunku do C. albicans. W badaniu przeprowadzonym przez Patel i in.,
(2014) nad szczepami bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanymi ze Swiezych warzyw i tradycyjnie
fermentowanej zZywnosci indyjskiej, autorzy zauwazyli odmienne wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wobec E. coli i S. aureus w zaleznosci od uzytego szczepu. Badania

w przedstawionej pracy doktorskiej wykazaty, ze antagonistyczne oddziatywanie izolatdw bakterii
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moze by¢ szczepozaleine. Ponadto cytowani badacze zaobserwowali, ze szczepy L. plantarum
posiadaty lepsze wtasciwosci inhibicyjne w poréwnaniu z innymi badanymi izolatami. Wysuneli oni
hipoteze, ze jest to zwigzane ze zdolnoscig tych szczepdw do produkcji bakteriocyn. Mechanizm
specyficznej aktywnosci bakteriocyn moze opierac sie na hamowaniu syntezy DNA lub RNA, zaburzeniu
potencjatu btonowego oraz wycieku aniondw lub kationdw z komodrki bakteryjnej (Gwiazdowska
i Trojanowska, 2005). Na podstawie licznych doniesien naukowych (Biswas iin., 2017; Ponceiin., 2008;
Yiiin., 2020) mozna przypuszczaé, ze réwniez wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe izolatéw bakterii
pochodzgcych ze Swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu mogg by¢ skorelowane z wytwarzaniem

przez nie bakteriocyn.

4.2.2.3. Wrazliwos¢ izolatow bakterii fermentacji mlekowej na antybiotyki

Wedtug EFSA oporno$¢ wewnetrzna bakterii stanowi minimalne ryzyko rozprzestrzeniania
sie horyzontalnego antybiotykoopornosci, natomiast opornos¢ nabyta jest uwazana za powazine
zagrozenie (EFSA, 2012). Ekspozycja na antybiotyki pozwala bakteriom rozwija¢ nowe mechanizmy
przezwyciezania skutkéw dziatania srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Jeden szczep bakterii moze
posiadac¢ kilka rodzajow mechanizméw opornosci. To, ktéry z tych mechanizméw przewaza
w komoérkach danego szczepu bakteryjnego, zalezy od rodzaju antybiotyku, jego miejsca docelowego,
samego gatunku bakterii oraz od tego, czy jest on zwigzany z mutacjg plazmidowg czy chromosomalna.
W grupie bakterii fermentacji mlekowej obserwuje sie trzy rodzaje opornosci: wrodzong, nabytg
i mutacyjng (Mathur i Singh, 2005; Sharma i in., 2014).

Wrodzona oporno$¢ bakterii oznacza zdolnos¢ przetrwania mikroorganizmu w obecnosci
srodka przeciwdrobnoustrojowego, co wynika z jego cech osobniczych. Opornos¢ ta ma minimalny
potencjat do rozprzestrzeniania sie horyzontalnego i zasadniczo nie stanowi zagrozenia. Wyrdznia sie
cztery podstawowe mechanizmy, dzieki ktérym bakterie stajg sie samoistnie oporne na dany
antybiotyk: enzymatyczng inaktywacje lub modyfikacje, zwiekszone usuwanie antybiotykéw poprzez
pompy odptywowe i zmiany przepuszczalnosci btony zewnetrznej, zmiana miejsc docelowych dla
bakterii (biatek wigzgcych) oraz wewnatrzkomérkowgq reorganizacje metabolizmu komaérki (Mathur
i Singh, 2005; Sharmaiin., 2014). Oprdcz opornosci wrodzonej, wyrdznia sie rdwniez opornos¢ nabyta.
Bakterie moga swoiscie nabywac opornos¢ na antybiotyki poprzez horyzontalny transfer gendéw (ang.
horizontal gene transfer - HGT). Jest to proces, w ktorym materiat genetyczny moze by¢ przenoszony
miedzy bakteriami tego samego gatunku lub nawet rdéinych gatunkéw. Nabyta opornosé
np. na antybiotyki moze wynikaé z powstatej mutacji w genomie bakterii lub z nabycia dodatkowych
gendw kodujgcych mechanizm opornosci (Mathur i Singh, 2005; Sharma i in., 2014).

Z uwagi na mozliwos$é¢ przeniesienia opornosci na antybiotyki z mikroorganizmoéw

spozywczych, takich jak bakterie fermentacji mlekowej, na inne mikroorganizmy, przeprowadzono
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badania majgce na celu okreslenie opornosci wyizolowanych szczepdw na powszechnie stosowane
antybiotyki. W zwigzku z tym, wszystkie 80 izolatdw bakterii poddano badaniom przesiewowym wobec
szerokiego spektrum antybiotykdw dziatajacych jako inhibitory syntezy biatek lub $ciany komdrkowe;.
Szczegdtowe wyniki dotyczgce wrazliwosci wszystkich badanych izolatéw zostaty przedstawione
w zatgczniku 3. Z kolei procent izolatéw wykazujgcych wrazliwos¢ na okreslone antybiotyki zostat
przedstawiony na wykresie 12. Na zdjeciu 5 (A i B) zaprezentowano przyktadowe ptytki Petriego
przedstawiajgce wrazliwos¢ izolatéw bakterii fermentacji mlekowej (J5034 i JS052).

m Oporny (<15 mm) Srednio wrazliwy (16-20 mm)  ® Wrazliwy (221 mm)

Wankomycyna OO

Penicylina S — 20% 2%
Ampicylina 37— 23% S 54
[ .
g Tetracyklina N7 — 29% S 54
=
%‘ Klindamycyna SO 20% S s1%
.g Erytromycyna INIGYNN 36% 4%
c
; Chloramfenikol HG%M 29% 6%
~N
5 Neomycyna g T %

Gentamycyna TGS 1%
Streptomycyna IS 32% S 25%
Kanamycyna OO

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% izolatow

Wykres 12. Odsetek izolatow wykazujgcych wrazliwos¢ na antybiotyki

Zrédto: (Szutowska i Gwiazdowska, 2021)

BT

L. plantarum JS034 L. pIantarum‘jSOSZ

Zdjecie 5 (A i B). Przyktady ptytek Petriego przedstawiajacych wrazliwosc izolatow bakterii fermentacji
mlekowej na antybiotyki

S — streptomycyna, DA — klindamycyna, P — penicylina, E — erytromycyna, AMP — ampicylina, C - chloramfenikol,

CN — gentamycyna
Zrédto: opracowanie wtasne
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze najwiekszy odsetek izolatow bakterii byt
wrazliwy na chloramfenikol (65% izolatéw), tetracykline (54% izolatéw), ampicyline (54% izolatow)
i erytromycyne (48% izolatéw). Natomiast antybiotyki takie jak streptomycyna, klindamycyna oraz
penicylina w mniejszym stopniu hamowaty wzrost szczepdéw bakterii fermentacji mlekowe].
Stwierdzono réwniez, ze wszystkie izolaty byly oporne na wankomycyne i kanamycyne, a odpowiednio
93% i 96% szczepow bakterii byto opornych na neomycyne i gentamycyne. Wyniki te sg zgodne
z wynikami innych badaczy (Argyri i in., 2013; Colombo i in., 2020; Michalak i in., 2018; Nawaz i in.,
2011), ktore réwniez wykazaty, ze bakterie fermentacji mlekowej wyizolowane z réznych srodowisk,
takich jak sfermentowane oliwki, jarmuz czy produkty mleczne, byly oporne na wankomycyne,
kanamycyne i inne antybiotyki. Zgodnie z danymi literaturowymi (Mathur i Singh, 2005; Nawaz i in.,
2011) opornos¢ bakterii fermentacji mlekowej na wankomycyne, kanamycyne, gentamycyne lub
neomycyne moze byc¢ cechg wtasciwg dla danego gatunku lub nawet rodzaju bakterii. Dlatego tez, taka
opornos$¢ wrodzona nie moze by¢ przenoszona horyzontalnie miedzy mikroorganizmami. Zgodnie
zdanymi literaturowymi, bakterie z rodzajéw Lactobacillus, Pediococcus i Leuconostoc czesto
wykazywaty silng naturalng opornosé na wyzej wymienione antybiotyki (Argyri i in., 2013; Colombo
iin., 2020; Michalak i in., 2018; Nawaz i in., 2011). Z tego powodu taka zdolnos¢ jest réwniez
postrzegana jako cecha diagnostyczna i charakterystyczna dla tej grupy bakterii.

Szczegdétowe wyniki pokazujace strefe zahamowania wzrostu dla 12 wyselekcjonowanych
szczepOw przedstawiano w tabeli 27. Przyktadowo, izolaty pochodzgce z pierwszych dni fermentac;ji -
JS001, JS024 i JS027 wykazywaty zrdznicowang wrazliwo$é na streptomycyne. lzolaty JS001 i JS027
okazaty sie wysoko wrazliwe na ten antybiotyk w przeciwienstwie do izolatu JS024, ktéry jest oporny
na jego dziatanie. Rowniez izolaty JS052 i JSO53 wykazywaty zrdinicowang wrazliwosé na
chloramfenikol, erytromycyne, klindamycyne i ampicyline. lzolat JS052 byt wrazliwy wobec
chloramfenikolu i erytromycyny, srednig wrazliwos¢ wykazywat na dziatanie ampicyliny oraz okazat sie
oporny na dziatanie klindamycyny. Z kolei izolat JSO53 byt wysoce wrazliwy wobec dziatania
klindamycyny iampicyliny, wykazywat natomiast $rednig wrazliwos¢ wobec chloramfenikolu
i erytromycyny. W$rdd izolatéw JS058, JS070 oraz JSO75 takze odnotowano zréznicowang wrazliwosé
wobec zastosowanych antybiotykdow — gentamycyny, neomycyny, tetracykliny oraz penicyliny. Szczep
JS058 wykazywat srednig wrazliwos¢ wobec gentamycyny, tetracykliny i penicyliny oraz byt oporny
wzgledem neomycyny. Z kolei izolat JSO70 byt wrazliwy na dziatanie neomycyny, tetracykliny oraz
penicyliny i oporny na gentamycyne. Szczep JSO075 wykazywat sie brakiem wrazliwosci wobec

gentamycyny i neomycyny, jednakze byt wrazliwy na dziatanie tetracykliny oraz penicyliny.
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Tabela 27. Wrazliwos¢ na antybiotyki wybranych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej

Grupa antybiotykow

Inhibitory syntezy biatek

Inhibitory syntezy sciany komdrkowej

[(17,3£1,1) | (14,6+£0,6) [ (17,6%0,6) | 1(15,6+0,6)

I (19,3+0,6)

P VA
(1,51V) (30 ug)
| (18,310,6) R (n/w)
| (18,6+0,6) R (n/w)
R (12+0) R (n/w)

1 (17,6+1,5)

1(17,3+0,6) | 1(15,33£0,6) | 1(16,3+1,1)

R (12,3%0,6) | (1621)

R (10,30,6)

1(18,3+0,6) | |(16,6%0,6)

I (19,3+0,6) | (16+0)

Numer
izolatu K S G N

(30 pg) (300 pg) (10 pg) (30 pg)
15001 | R (12,6%0,6) _ 1 (15,6£0,6) | I(15,5%0,6)
15017 R (n/w) 1(15,6£0,6) | R(9,5¢t0) | R(11,50,6)
15024 R (n/w) R (13,610,6) | R (10,3%0,6) R (n/w)
15027 | R(11,610,6) _ R (14%0) | (160)
15031 R (n/w) | (16,3+0,6) R(12+1) | R(12,3%0,6)
15032 R (10£0) | (15:0) R (10,310,6) R (n/w)
15034 R (n/w) | (16,3%0,6) R (13+0) R (9,6%0,6)
15052 R (n/w) | (15,6+0,6) | R(14,3t0,6) | R (130)
15053 R (n/w) | (17£0) R (14,310,6) | R (12,3%0,6)
15058 R (n/w) 1(20,30,6) | R (11,3+1,1)
15070 R (n/w)
15075 R (n/w) R (9,6t0,6) | R (13,30,6)

I (19,3+0,6)

R (11,30,6) | R (n/w)
R (10,3%0,6) | R (n/w)
R (13,6%0,6) | R (n/w)

R (10+0) R (n/w)
I (18,621,1) | R (n/w)

K — kanamycyna, S — streptomycyna, G — gentamycyna, N — neomycyna, C — chloramfenikol, E — erytromycyna, DA — klindamycyna, T — tetracyklina, AMP — ampicylina, P —
penicylina, VA — wankomycyna

R — oporny (ang. resistance), | — $redniowrazliwy (ang. intermediate susceptibility), S — wrazliwy (ang. susceptibility), n/w — brak zahamowania wzrostu

Srednica przedstawiona jako $rednia (mm) z trzech powtérzen z odchyleniem standardowym

Zrédto: opracowanie wtasne



4.2.2.4. Tolerancja izolatéw bakterii fermentacji mlekowej wzgledem NaCl,

niskiego pH i soli z6tciowych

Kolejny etap badan w niniejszej rozprawie nad wtasciwosciami funkcjonalnymi wybranych izolatéw
bakterii fermentacji mlekowej obejmowat ocene ich wzrostu/tolerancji przy niskich wartosciach pH
(odpowiadajgcych srodowisku kwasowemu w zotgdku), réznych stezeniach soli zétciowych oraz NaCl.
Parametry te sg niezwykle istotne z punktu widzenia technologicznego wykorzystania szczepdéw
bakteryjnych na skale przemystowa oraz okreslenia ich potencjalnych wtasciwosci probiotycznych -
powinny one przetrwac warunki panujgce w przewodzie pokarmowym cztowieka w takiej ilosci, aby
byly korzystne dla zdrowia gospodarza. Szczegétowe wyniki obejmujace procent wzrostu
wyselekcjonowanych 12 izolatéw w stosunku do kontroli w badanych parametrach przedstawiono
w tabeli 28.

Wobec réznego stopnia zasolenia, najlepszymi parametrami wzrostu (w stosunku do kontroli)
charakteryzowaty sie izolaty JS001, JS032, JS034, JS052 oraz JS053. Natomiast izolaty JS024, JS027,
JS058, JS070 i JSO75 cechowat nieco stabszy wzrost. Znikomy wzrost wzgledem NaCl odnotowana dla
izolatu JSO17. Co istotne, zaobserwowano, ze zdolnosci wzrostowe izolatow malaty wraz ze wzrostem
stezenia NaCl. Biorgc pod uwage wptyw srodowiska kwasowego (niskiego pH=2 i 3) wsrdd badanych
izolatdw najlepszy wzrost wykazywaty izolaty JS001, JS034, JS052, JS053, JS058, JSO70 oraz JSO75.
Pozostate szczepy charakteryzowaty sie nizszym potencjatem wzrostu, wobec tego parametru. Kolejno,
zbadano wptyw stezenia soli zdtciowych na zdolnosci wzrostowe izolatéw bakterii fermentacji
mlekowej. W toku analiz, udowodniono, ze wobec 0,25% stezenia soli zétciowych, izolaty tj. JS001,
JS017, JS027, JS052, JS053, JS058, JSO70 i JS075 wykazywaty sie dobrym wzrostem. W miare wzrostu
zawartosci soli zofciowych, wiekszos¢ izolatéw charakteryzowaty sie stabym wzrostem lub jego
brakiem. Jedynymi wyjgtkami byty izolaty JS027, JS052 i JSO53, ktdre nawet w tak niesprzyjajgcym

Srodowisku wyrdzniaty sie zadowalajgcym wzrostem.



Tabela 28. Tolerancja izolatéw wobec NaCl, niskiego pH i soli z6tciowych

Tolerancja izolatéw wobec
NacCl, niskiego pH i soli
26tciowych

Czas inkubacji

(h)

Procent wzrostu izolatow w stosunku do kontroli

JS017

JS027 | JS031 | JS032 | JS034 | JS052

2% NadCl

4q

8

12

16

20

24

39%

85%

51%

52%

51%

4% NaCl

12

16

20

24

50%

53%

88%

87%

6% NaCl

77%

JS053

JS058

JS070

86%

76%

77%

67%

JS075

75%

74%

66%

73%

76%

69%

74%

78%

71%

76%

76%

72%

77%

75%

72%

85%

72%

65%

73%

69%

66%

70%

71%

67%

71%

72%

69%

71%

71%

70%

72%

70%

74%

82%

79%

87%

68%

64%

72%

82%

8% NaCl

71%

34%

34%

83%

85%

86%

74%

76%

88%

69%

62%

69%

69%

63%

70%

70%

65%

72%

69%

66%

74%

83%

67%

70%

79%
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24 74% 54% 43% 72% 14% 0% 46% 83% 89% 53% 55% 56%
4 0% 0% 0% 17% 0% 0% 15% 52% 78% 10% 30% 35%
8 8% 12% 13% 31% 0% 0% 21% 66% 87% 12% 32% 37%

12 16% 23% 24% 37% 0% 0% 24% 73% 93% 12% 32% 37%

0,5% soli z6tciowych

16 21% 29% 29% 41% 0% 0% 29% 75% 93% 13% 33% 37%

20 22% 33% 32% 44% 0% 0% 32% 76% 88% 13% 34% 38%
24 24% 35% 34% 46% 0% 0% 34% 75% 83% 12% 33% 38%
4 0% 0% 0% 0% 0% 0% 3% 43% 60% 0% 13% 9%
8 1% 0% 5% 15% 0% 0% 14% 54% 71% 0% 17% 14%
12 3% 0% 15% 22% 0% 0% 20% 61% 74% 1% 18% 16%

1% soli z6tciowych

16 2% 0% 20% 27% 0% 0% 25% 65% 82% 4% 20% 18%
20 0% 2% 23% 30% 0% 0% 29% 69% 84% 6% 21% 20%
24 0% 5% 26% 33% 0% 0% 31% 71% 83% 8% 23% 23%

Zrédto: opracowanie wtasne
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W badaniach dotyczacych bakterii fermentacji mlekowej pochodzacych z jarmuzu (Michalak
i in., 2018) dowiedziono, ze rdzne izolaty wykazywaty odmienng tolerancje na niskie wartosci pH oraz
rézne stezenia NaCl i soli zétciowych. W przeciwieistwie do niniejszych badan, w przypadku
wykorzystania dodatku 8% NaCl wspomniany autorzy zaobserwowali, ze jedynie dwa badane izolaty
(L. paraplantarum oraz L. plantarum) wykazywaty sie wzrostem w obecnosci wysokiego zasolenia.
Z kolei w przypadku niskiego pH szczepy z gatunkéw W. hellenica, L. plantarum, P. pentosaceus
i P. acidilactici rosty dobrze przy poczatkowym pH 4, podczas gdy L. paraplantarum iL. brevis
wykazywaty niewielki wzrost. Lepsze parametry wzrostu powyzszych szczepdw bakterii w stosunku
doizolatow przedstawionych w niniejszej pracy byly spowodowane wyiszym poziomem pH
zastosowanym przez badaczy (Michalak i in., 2018). Natomiast, podobnie jak w przedstawionej
rozprawie, autorzy (Michalak i in., 2018) wykazali, ze nie wszystkie szczepy charakteryzujg sie dobrym
wzrostem w obecnosci soli zétciowych. Przyktadowo, wzrost szczepu L. brevis byt zdecydowanie lepszy
z dodatkiem 1% soli zéfciowych, anizeli w czystej pozywce MRS. Autorzy sugeruja, ze przezywalnos¢
tego szczepu moze byé zwigzana z wystepowaniem biatek warstwy S, ktore zwiekszajg przezywalnosc
drobnoustrojow w przewodzie pokarmowym (Michalak i in., 2018). Réwniez inni autorzy badajacy
izolaty bakterii fermentacji mlekowej pochodzgce 2z fermentowanych oliwek wykazali,
ze mikroorganizmy te sg w stanie tolerowac dziatanie soli zétciowych a nawet je neutralizowac (Argyri
iin., 2013). W swoich badaniach udowodnili, ze wiekszo$¢ badanych szczepdw byta oporna na dziatanie
soli zétciowych nawet po 4 godzinach ekspozycji, natomiast 5 szczepdw L. plantarum i 7 szczepéw
L. pentosus wykazywato czeSciowg aktywnos¢ hydrolazy soli zétciowych (Argyri i in., 2013). Wyniki
te byty zbiezne z wynikami niniejszej pracy, poniewaz 3 badane izolaty (J5027, JS052 i JS053) z uwagi
na swoéj dobry wzrost w obecnosci 1% soli zéfciowych, moga charakteryzowaé sie wytwarzaniem
wewngatrzkomérkowego enzymu hydrolazy soli zétciowych (BSH). Jednakze obecno$é enzymu BSH jest
stwierdzana gtéwnie w mikrobiocie jelitowej (Begley i in., 2006) dla ktérej sole z6tciowe sg naturalnym
sktadnikiem srodowiska. Znacznie rzadziej obserwuje sie go w szczepach pochodzacych z prébek
Srodowiskowych, takich jak nabiat czy zywno$¢ fermentowana (np. Boza, Zabady czy Rayeb).
(Horackovaiin., 2020; Shehatain, 2016). Jednakze, spekuluje sie réwniez, ze geny bsh, odpowiedzialne
za synteze enzyméw BSH, mogg by¢ horyzontalnie przenoszone miedzy mikroorganizmami (Begley

iin., 2006; Ru i in., 2019).

4.2.2.5. Identyfikacja izolatow bakterii fermentacji mlekowej
Dokonanie racjonalnego wyboru mikroorganizméw do kolejnych etapdéw pracy nad projektowaniem
produktu wymagato, oprdécz oceny ich witasciwosci, okreslenia przynaleznosci gatunkowej

wyizolowanych bakterii. Badanie te przeprowadzono dwuetapowo. W pierwszym etapie wszystkie 80



izolatéw zidentyfikowano na podstawie analizy proteomicznej (MALDI-TOF MS). Tym samym podjeto
probe zbadania zmian w dynamice populacji bakterii fermentacji mlekowej podczas procesu
spontanicznej fermentacji soku z zielonego jarmuzu. Zestawienie wynikow identyfikacji przedstawiono
w tabeli 29 (wyniki pogladowe dla 3 niezidentyfikowanych izolatéw przedstawiono w zatgczniku 4).
Badania wykazaty, ze swiezy i 2-dniowy fermentowany sok z jarmuzu charakteryzowat sie obecnoscig
gtéwnie gatunkdw przynalezgcych do Leuconostoc mesenteroides. Obecnosé tych mikroorganizmow
jestistotna, poniewaz metabolizm gatunkéw Leuconostoci Weisella podczas spontanicznej fermentacji
warzyw krzyzowych ma decydujgce znaczenie dla powodzenia catego procesu. Na poczgtkowym etapie
fermentacji (czesto nazywanym fazg heterolaktyczng lub fazg gazowg) bakterie te sg w stanie znacznie
obnizy¢ poziom pH produktu, produkowa¢ CO, w odpowiednich ilosciach, a tym samym hamowac

wzrost mikrobioty aerobowej lub psujgcej zywnos$¢ (Hutkins, 2019).

Tabela 29. Identyfikacja proteomiczna izolatéow bakterii fermentacji mlekowej

Wartos¢
L.p. Nr izolatu Identyfikacja wskaznika NCBI
identyfikacji
1. JS001 2,18
2. JS002 2,19
3. JS003 2,31
4. JS004 2,18
5. JS007 2,32 .
o 6. 15008 . 2,15 Leuconostoc mesentgro:des
] Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
> L2 15010 2,20 identyfikacyjny: 33967)
z 8. 15011 2,15 (nri yiny:
g 9, JS012 2,24
10. JS013 2,29
11. JS014 2,31
12. JS015 2,40
13. JS016 2,41
14. JS017 Brak identyfikacji — wynik poglagdowy (zatacznik 4)
15. JS018 Brak identyfikacji — wynik poglagdowy (zatacznik 4)
16. JS019 2,18
17. JS020 2,23
18. JS021 2,34
5 19. 15022 2,30
2 20. 15023 2,27 Leuconostoc mesenteroides
“E’ 21. 15024 Leuconostoc mesenteroides 2,42 subsp. mesenteroides
E; 22. 15025 2,27 (nridentyfikacyjny: 33967)
'S 23. 15026 2,07
5 24, 15027 2,11
N 25. 15028 2,07
26. JM002 2,02
27. JMO010 2,31
28. JS031 Brak identyfikacji — wynik poglagdowy (zatacznik 4)
| 15032 Latilactobacillus sakei 2,32 (ni?éi?wiﬁi?c%i 5 T;eglg)
S é Loigolactobacillus coryniformis
.§ cé 30. JS033 Loigolactobacillus coryniformis 2,07 subsp. coryniformis
s = (nridentyfikacyjny: 115541)
2 - —
31. JS034 Lactiplantibacillus plantarum 2,42 LT:;? éi’:;ﬁgﬁ;”cﬁ np ;az;z;rou)m
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Leuconostoc mesenteroides
32. JS035 Leuconostoc mesenteroides 2,12 subsp. mesenteroides
(nridentyfikacyjny: 33967)
Loigolactobacillus coryniformis
33. JS036 Loigolactobacillus coryniformis 2,22 subsp. coryniformis
(nridentyfikacyjny: 115541)
34. JS037 Brak wzrostu na ptytce
Leuconostoc mesenteroides
35. JS038 Leuconostoc mesenteroides 2,06 subsp. mesenteroides
(nridentyfikacyjny: 33967)
36. JS039 Brak wzrostu na ptytce
Loigolactobacillus coryniformis
37. JS040 Loigolactobacillus coryniformis 2,13 subsp. coryniformis
(nridentyfikacyjny: 115541)
38. 15041 2,23
39. 15042 ; L 2,42 Lactiplantibacillus plantarum
40. 15043 Lactiplantibacillus plantarum 2,12 (nrl?dentyfikacyjrfy: 1590)
41. 15044 2,31
42. 15045 2,26
43, 15047 2,29 Loigolactobacillus coryniformis
44, 15048 . . . . 2,32 subsp. coryniformis
= 45. JM048 Loigolactobacillus coryniformis 2,25 (nr identyfikacyjny: 115541)
2 46. JS050 2,24
g 47. JS051 2,21
E 48. JS052 2,30
'S 49. JS053 2,20
N 50. JS054 . L 2,21 Lactiplantibacillus plantarum
° 51. 15055 Lactiplantibacillus plantarum 2,16 (nrl?dentyfikacyj:y: 1590)
52. JS056 2,21
53. JS057 2,23
54, JM041 2,18
55. JM042 2,07 . . . .
56, IM043 . . . . 221 Loigolactobacillus f:oryn_/form/s
Loigolactobacillus coryniformis subsp. coryniformis
57. JM044 2,06 . i .
(nridentyfikacyjny: 115541)
58. JS058 2,15
59. JMO059 ; L 2,16 Lactiplantibacillus plantarum
T 60. JMO60 Lactiplantibacillus plantarum 2,37 (nrl?dentyfikacyjrfy: 1590)
e 61. 15060 2,29
g 62. JS062 2,27 Loigolactobacillus coryniformis
< 63. JS064 Loigolactobacillus coryniformis 2,19 subsp. coryniformis
2 64. 15067 2,18 (nridentyfikacyjny: 115541)
- 65. 15068 2,25
66. JS069 Lactiplantibacillus plantarum 2,35 Lﬁtﬁ gz:tlsfmi;llcﬁ np Jaqét;rou)m
Loigolactobacillus coryniformis
67. JS070 Loigolactobacillus coryniformis 2,24 subsp. coryniformis
(nridentyfikacyjny: 115541)
68. JS071 . L 2,11 Lactiplantibacillus plantarum
69. 15072 Lactiplantibacillus plantarum 2,17 (nrl?dentyfikacyj:y: 1590)
g 70. JS073 2,03 Loigolactobacillus coryniformis
© subsp. coryniformis
; = 15074 . , , . 2,30 (nr ident5fikac¥jn€: 115541)
3 Loigolactobacillus coryniformis - - - -
] Loigolactobacillus coryniformis
4 72. JS075 2,07 subsp. torquens
5 ((nr identyfikacyjny: 115542)
%’ 73. JS076 2,31
-§p /4. 35077 2,21 Lactiplantibacillus plantarum
= 75. JS078 Lactiplantibacillus plantarum 2,22 . . L
(nridentyfikacyjny: 1590)
N 76. JS079 2,17
77. JS080 2,14
78. JM062 1,99
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79. JMO063 Loigolactobacillus coryniformis 2,12 Loigolactobacillus coryniformis
subsp. coryniformis
(nridentyfikacyjny: 115541)

80. IM067 2,04

Interpretacja wartosci wskaznika identyfikacji wg system MALDI Biotyper firmy Bruker:

>2,00 — interpretacja z wysoka pewnoscig; 1,70 — 1,99 — identyfikacja z niskg pewnoscig; 0,00 — 1,69 — brak mozliwosci
identyfikacji

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie raportéw Jagielloriskiego Centrum Innowacji

Podczas fermentacji soku z jarmuzu, poczatkowa aktywno$é mikrobioty spowodowata
stworzenie optymalnego srodowiska dla innych mikroorganizméw, odpowiedzialnych za silniejsze
zakwaszenie produktu i pomysine zakonczenie procesu fermentacji. W kolejnych etapach fermentacji
i przechowywania, spadek liczebnosci populacji Leuconostoc korespondowat z sukcesjg gatunkow
Lactiplantibacillus plantarum, Loigolactobacillus coryniformis oraz Latilactobacillus sakei. Bakterie te
dziataty jako silni producenci kwasdw, co przejawiato sie spadkiem wartosci pH z 5,08 w 2 dniu do 4,08
w ostatnim dniu fermentacji. Zmiany w dynamice populacji podczas spontanicznej fermentacji jarmuzu
zielonego znajdujg swoje potwierdzenie w innych publikacjach naukowych (Michalakiin., 2018; Zhang
i in., 2021; Xiong i in., 2012). Michalak i in. (2018) zaobserwowali podobne zmiany w dynamice
populacji bakterii fermentacji mlekowej w trakcie procesu spontanicznej fermentacji jarmuzu. Oprécz
gatunkéw Leuconostoc i Lactobacillus, badacze zidentyfikowali bakterie zrodzajow Weisella,
Pediococcus i Lactococcus na réznych etapach fermentacji. Ponadto, cytowani autorzy oprdécz bakterii
z gatunku L. plantarum wyizolowali réwniez: L. curvatus, L. paraplantarum i L. brevis. Co istotne, wyniki
uzyskane w przedstawionej rozprawie byly tez zgodne z ustaleniami innych autoréw (Xiongiin., 2012)
ktérzy badali spontaniczng fermentacje chinskiej kapusty kiszonej i stwierdzili, ze proces ten byt
inicjowany przez L. mesenteroides subsp. mesenteroides, ktére w miare postepu fermentacji byty
kolejno zastepowane przez E. faecalis, L. lactis, L. zeae, L. plantarum i L. casei. Natomiast, badania
obejmujace analize zmian populacji drobnoustrojéw w tradycyjnie fermentowanej bulwie gorczycy
(Zhacai) dowiodty, ze po 30 dniach procesu dominujacg grupg mikroorganizmoéow byly bakterie
fermentacji mlekowej (Zhang i in, 2021). W toku badan, autorzy zaobserwowali, ze na poziomie
gatunkowym dominowaty nastepujace bakterie: L. sakei, L. curvatus, C. alimentarius, L. brevis,
L. plantarum i W. hellenica.

Drugi etap identyfikacji dotyczyt izolatéw wybranych na podstawie ich wtasciwosci
potencjalnie probiotycznych. Zgodnie z zaleceniami FAO/WHO (2006) i ISAPP (Marco i in., 2021)
mikroorganizmy potencjalnie probiotyczne powinny by¢ identyfikowane do poziomu gatunku. Dlatego
tez ostatnim krokiem w prezentowanym podrozdziale byta identyfikacja genetyczna wybranych
mikroorganizmow genetyczng z wykorzystaniem genu 16S rRNA oraz poréwnanie uzyskanego wyniku

do wynikdéw analizy proteomicznej.
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W celu przeprowadzenia identyfikacji bakterii przeprowadzono izolacje genomowego DNA
wybranych izolatéw i amplifikacje fragmentu genu 16S rRNA o dtugosci 1500 pz. Rozdziat
elektroforetyczny produktéw reakcji PCR przedstawiono na zdjeciu 6 (A i B). Produkty PCR zostaty
poddane sekwencjonowaniu (wykonane przez Genomed S.A.), co umozliwito identyfikacje genetyczng

izolatéw, a takze analize filogenetyczna.

Zdjecie 6 (A i B). Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR - widoczne fragmenty 1500 bp (zdjecia wykonano
w lampie UV Omega Lum G, Aplegen)

SM - Marker wielkosci fragmentu DNA; od A do M - DNA wybranych szczepdw bakterii (odpowiednio: JS001,
JS017, 15024, JS027, JS031, JS032, JS034, JS052, JS053, JS058, JS070, JS075)

Zrédto: opracowanie wtasne

Przeprowadzona identyfikacja genetyczna 12 wybranych izolatéow byta wysoce poréwnywalna
z analizg proteomiczng. Pordwnawcze wyniki obu badan przedstawiono w tabeli 30. Prawie wszystkie
mikroorganizmy zostaty zidentyfikowane z doktadnoscig do = 99% do poziomu gatunku. W przypadku
szczepu JSO70 identyfikacja genetyczna wskazata, jedynie na gatunek izolatu, bez jego podgatunku.
W tym przypadku identyfikacja proteomiczna wskazata réwniez na podgatunek tego szczepu
(L. coryniformis subsp. torquens). Nalezy zauwazy¢, ze zarowno metoda MALDI-TOF, jak i identyfikacja
genetyczna z wykorzystaniem 16S rRNA miaty pewne ograniczenia. Dwa szczepy (JS017 i JS031)
pochodzgce ze $wiezego i sfermentowanego soku nie zostaty zidentyfikowane ze wzgledu
na ograniczenia danych w obu bazach danych. Sekwencje wszystkich izolatdw, z wyjatkiem dwéch
wymienionych tutaj, zostaly zdeponowane w bazie danych NCBI. Dodatkowo, w zafgczniku

5 zaprezentowano sekwencje genetyczne zidentyfikowanych izolatdw bakterii fermentacji mlekowe;j.
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Tabela 30. Poréwnanie metod identyfikacji 12 wybranych izolatéw za pomoca sekwencji genéw 16S rRNA i MALDI-TOF MS

Identyfikacja MALDI-TOF

Sekewencjonowanie genu 16S rRNA

" Nr ”
ElapiSinsne) izolatu Wynik Iog‘;Vr?(::iscczna Wynik Wartosc identyfikacyjna (%)/szczep odniesienia
JS001 Leuconostoc mesenteroides 2,18 féiﬁ%liﬁéﬁ;i;irgges 98,93% - L. mesenteroides’ (GenBank ID: MN796044)
Swiezy sok 99,58% - L. miyukkimchi” (GenBank ID: NR_109072)
JS017 Brak identyfikacji 1,23 Brak identyfikacji 99,58% - L. inhae T (GenBank ID: LC519999)
99,58% - L. gelidum’ (GenBank ID: LC306838)
2 dzie 15024 Leuconostoc mesenteroides 2,42 féiﬁ%liﬁéﬁ;igirgo g)jes 99,09% - L. mesenteroides’ (GenBank ID: MN796044)
P " -
ermentacji 1S027 Leuconostoc mesenteroides 2,11 fggi%gif?;ﬁf_iggfges 99,59% - L. mesenteroides’ (GenBank ID: MT572967)
. - . - 98,84%, - L. miyukkimchi” (GenBank ID: NR_109072)
1 Brak fik 1,1 Brak fik =
JS03 rak identyfikacji ,19 rak identyfikacji 98,36% - L. gelidum’ (GenBank ID: LC306838)
4 dzien . . . Lactilactobacillus sakei o T .
fermentacii JS032 Lactilactobacillus sakei 2,32 (GenBank ID: MT434340) 99,26% - L. sakei’(GenBank ID: MT626078)
1S034 Lactiplantibacillus plantarum 2,42 fgg:gf:lf’f) ; Cﬂ;’_igﬁ%ﬁj{um 98,72% - L. plantarum’(GenBank ID: AB572048)
Lactiplantibacillus pl
6 daiet 15052 | Lactiplantibacillus plantarum 2,30 (gg’é;’:;’f’;ﬂ(ﬁzg 4%'13"’)’”’” 99,47% - L. plantarum™ (GenBank ID: MG646838)
; " - T
ermentacji JS053 Lactiplantibacillus plantarum 2,20 fgg:gf:lf’f) ; cﬂ;zgé:;rg;rum 99,50% - L. plantarum™ (GenBank ID: MT538586)
8 dzie JS058 Loigolactobacillus coryniformis 2,15 fg;g:é(;iff); c:\l/l;z;ggyln;])‘ormls 99,26% - L. coryniformis” (GenBank ID: MT211344)
ermentacji 15070 iﬁit}’_"gﬁ:j{fﬂ” coryniformis 2,35 fg’e g:é‘;iff’;ﬂ'\’/’#;;gg;";{or IS | 99,60% - L. coryniformis’ (GenBank ID: MT211344)
Przechowywanie | JSO75 Loigolactobacillus coryniformis 2,07 Loigolactobacillus coryniformis 99,26% - L. coryniformis” (GenBank ID: MT211344)

(GenBank ID: MT434141)

Zrédto: (Szutowska i Gwiazdowska, 2021)



W ramach niniejszej pracy przeprowadzono rdéwniez analize filogenezy molekularnej
i skonstruowano drzewo filogenetyczne w oparciu o sekwencje 16S rRNA metoda najblizszego
sgsiedztwa (ang. neighbour-joining method) (Saitou i Imanishi, 1989) w celu potwierdzenia ich
przynaleznosci do okreslonych gatunkéw. Drzewo filogenetyczne przedstawiono na rysunku 8. Po
przeprowadzeniu analizy filogenetycznej szczepy JS032, JS034, JS052, JS053, JS058, JS070 i JSO75
umieszczono w klastrze tworzacym rodzaj Lactobacillus’. W obrebie tej grupy wyodrebniono trzy
podgrupy dla gatunkéw L. plantarum, L. coryniformis i L. sakei. Szczepy JS001, JS017, 15024, 1S027
i JS031 umieszczono w klastrze rodzaju Leuconostoc, ktéry podzielono na dwie gtéwne podgrupy,
obejmujace takie gatunki, jak L. mesenteroides i Leuconostoc spp. Przeprowadzona analiza
filogenetyczna potwierdzita réwniez poprawnos¢ wynikéw badan identyfikacyjnych wyizolowanych

szczepow bakterii fermentacji mlekowe;j.

89 | /\ Lactobacillus plantarum JS034 (GB ID: MT434007)
38 Lactobacillus plantarum CAG23 (GB ID: AB572048)
/N Lactobacillus plantarum JS052 (GB ID: MT434011)
2 Lactobacillus plantarum CQ85-1 (GB ID: MG646838)
23 /N Lactobacillus plantarum JS053 (GB ID: MT425508)
63 Lactobacillus plantarum 3729 (GB ID: MT538586)
/N Lactobacillus sakei JS032 (GB ID: MT434340)
4100; Lactobacillus sakei 1909 (GB ID: MT626078)
/N Lactobacillus coryniformis JS058 (GB ID: MT425517)
/N Lactobacillus coryniformis JS070 (GB ID: MT378387)
/N Lactobacillus coryniformis JS075 (GB ID: MT434141)

67 Lactobacillus coryniformis HBUAS56116 (GB ID: MT211344)
’7 /N Leuconostoc mesenteroides JS024 (GB ID: MT434139)
6

Leuconostoc mesenteroides LNG4 (GB ID: MN796044)
Leuconostoc mesenteroides 176 (GB ID: MT572967)

/\ Leuconostoc mesenteroides JS001 (GB ID: MT422152)
/N Leuconostoc mesenteroides JS027(GB ID: MT434342)
/\ Leuconostoc spp. JS031

Leuconostoc miyukkimchii M2(GB ID: NR 109072)

/\ Leuconostoc spp. JS017

Leuconostoc inhae JCM 17833 (GB ID: LC519999)
87 Leuconostoc gelidum JCM 10098 (GB ID: LC306838)

o — |
0.020

Rysunek 8. Drzewo filogenetyczne oparte na sekwencjach genéw 16S rRNA pokazujace pozycje 12 izolatow

* Drzewo zostato skonstruowane metodg tgczenia sgsiadow z testem bootstrapowym (2000 powtdrzen)
(Felsenstein, 1985; Kumar iin., 2018; Saitou i Imanishi, 1989; Tamura i in., 2004).

A - odnosi sie do szczepdw bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych w tym badaniu

Zrédto: (Szutowska i Gwiazdowska, 2021)

3 Nomenklatura dla bakterii fermentacji mlekowe] ulegta zmianie (Zheng i in., 2020). Obecnie wyrdzniamy:

Lactiplantibacillus plantarum, Lactilactobacillus sakei oraz Loigolactobacillus coryniformis.



Podsumowanie

Przedstawione w tym podrozdziale badania stosowane ukierunkowane byly na konkretny cel -
okreslenie potencjalnych wiasciwosci probiotycznych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej
wyizolowanych na réznych etapach spontanicznej fermentacji soku z jarmuzu oraz ich identyfikacje.
Caty proces badawczy pozwolit na metodyczng selekcje wartosciowych mikroorganizméw
autochtonicznych o potencjalnych wtasciwosciach probiotycznych, ktére w kolejnym etapie procesu -
fazie rozwojowej - postuzyty jako monokultury lub kultury mieszane w kontrolowanej fermentacji soku
z zielonego jarmuzu.

W rezultacie, niniejsze badania umozliwity wyselekcjonowanie 12 wartosciowych
i réznorodnych gatunkowo szczepdw bakterii fermentacji mlekowej sposréd 80 izolatow. 10 szczepdw
bakterii fermentacji mlekowej zostato zidentyfikowanych do poziomu gatunku. Mikroorganizmy
te przynalezaty do gatunkdw L. mesenteroides, L. sakei, L. plantarum, L. coryniformis, a dwa
niezidentyfikowane izolaty najprawdopodobniej przynalezaty do rodzaju Leuconostoc. Majac
na uwadze zalecenia FAO/WHO (2006), do wstepnych badan dotyczacych rozwoju prototypu nowego
produktu spozywczego wybrano jedynie te szczepy, ktdre zostaty zidentyfikowane do poziomu
gatunku. Wybrane szczepy charakteryzowaty sie najlepszymi cechami pod wzgledem wysokich
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Szczegdlnie silne wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
zaobserwowano w przypadku szczepdw z gatunku L. plantarum JS052 i JS053, a stabszg aktywnos¢
odnotowano dla szczepow zgatunku L. mesenteroides 1S001, 1S024 i JS027. Dodatkowo,
wyselekcjonowane izolaty cechowata odpowiednia wrazliwoscia na powszechnie stosowane
antybiotyki, dobra przezywalnosciag w symulowanych warunkach przewodu pokarmowego (niskie pH
oraz sole z6tciowe) oraz w obecnosci chlorku sodu. Réwniez, w tym przypadku szczepy L. plantarum
JS052 i JS053 charakteryzowaty sie najlepszymi wtasciwosciami sposrdd innych badanych izolatéw.
Ponadto, catoksztatt badan przeprowadzonych w niniejszym rozdziale badan stosowanych pozwolit
pozytywnie zweryfikowac hipoteze trzecia.

Wybor tychze izolatéw byt rowniez podyktowany wtasciwosciami szczepdw powigzanymi zich
charakterystyka gatunkowa, ktéra moze istotnie wptyngé na finalne wyrdzniki fermentowanego soku
z jarmuzu zielonego (m.in. zawarto$¢ witamin, zwigzkow fenolowych, karotenoidéw). Bakterie
z gatunku L. mesenteroides sg istotne z uwagi na ich zdolnos$¢ do produkcji egzopolisacharydéw oraz
wytwarzania pozgdanych zwigzkdw smakowych i zapachowych (Hutkins, 2019; Li i in., 2020). Z kolei
szczepy L. plantarum charakteryzujg sie szybka adaptacjg do réznych nisz roslinnych a tym samym
powodujg bardzo efektywng fermentacjg (Filannino i in., 2016; Seddik i in., 2017). Szczepy L. sakei
odgrywaja kluczowa role w syntezie witamin z grupy B, takich jak tiamina czy kwas foliowy, oraz
w niezdolnosci do wytwarzania niepozgdanych zwigzkéw tj. aminy biogenne (Kim i in., 2020).

Natomiast izolaty przynalezgce do gatunku L. coryniformis moga posiada¢ obiecujgce i atrakcyjne
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cechy, oparte na szerokim spektrum wytwarzanych przez nie zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych,
takich jak biatkowe zwigzki przeciwgrzybicze czy bakteriocyny, a takze ich zdolnosé¢ do eliminacji

rakotworczych substancji pokarmowych (np. azotynéw) (Fang i in., 2016; Magnusson i Schniirer, 2001;

Martin i in., 2005).
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4.3. Rozwdj prototypéw produktéw
Kolejnym etapem w rozwoju nowego produktu byto zaprojektowanie prototypdw produktéw
w oparciu o kontrolowang fermentacje soku z jarmuzu zielonego z wykorzystaniem autochtonicznych
izolatdw bakterii o potencjale probiotycznym. Podstawa tego etapu byty rezultaty otrzymane na etapie
badan podstawowych i stosowanych. W pierwszym podrozdziale przeprowadzono badania pilotazowe
dla siedmiu wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej oceniajac ich technologiczng
przydatnos¢ w prowadzeniu kontrolowanej fermentacji soku. W oparciu o badania pilotazowe
w kolejnym podrozdziale stworzono cztery prototypy produktdéw na bazie monokultur oraz kultur
mieszanych. Badania w tym podrozdziale obejmowaty kompleksowg charakterystyke sokéw w oparciu
o wpltyw rdéznych kultur starterowych na wartos¢ odzywcza, parametry fizykochemiczne, jakos¢
mikrobiologiczng, aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa oraz witasciwosci prozdrowotne wynikajgce

z obecnosci zwigzkdow biologicznie czynnych.

4.3.1. Opracowanie prototypéw fermentowanych sokdéw z jarmuzu
Etap opracowywania prototypdw soku z jarmuzu poddanego fermentacji kontrolowanej byt etapem
badan o charakterze pilotazowym i poglagdowym, ktdry miat na celu selekcje najbardziej warto$ciowych
szczepdw (sposrdd 10 izolatdw wybranych na etapie badan stosowanych) pod wzgledem okreslonych
juz whasciwosci probiotycznych, jak réwniez technologicznych (tj. dobry wzrost w matrycy soku oraz
efektywne zakwaszanie produktu).

Dlatego tez, na poczgtek 10 wyselekcjonowanych izolatéw ponownie zostato ocenionych pod
katem ich potencjalnych wtasciwosci probiotycznych. Biorgc pod uwage jako kryterium dobre
wihasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe  wzgledem szerokiego spektrum  mikroorganizmoéw
wskaznikowych, zawezono liczbe izolatéw do 7, ktére charakteryzowaty sie bardzo dobrymi
wiasciwosciami antagonistycznymi. Na wstepie odrzucono szczep L. mesenteroides 1S024 z uwagi
na jego najstabsze wtasciwosci pod wzgledem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Rowniez z uwagi
na niskie wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, zostaty wyeliminowane: izolat L. mesenteroides 1S001
oraz izolat L. coryniformis JS070. Zestawienie najwazniejszych wynikéw dla 7 wybranych izolatéw
bakterii fermentacji mlekowej dotyczacej ich generalnej charakterystyki oraz wfasciwosci

probiotycznych przedstawiono w tabeli 31.

147



Tabela 31. Zestawienie wynikéw badan 7 wyselekcjonowanych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Gatunek Leuconostoc mesenteroides | Lactilactobacillus sakei Lactiplantibacillus plantarum Loigolactobacillus coryniformis
Nr izolatu 15027 JS032 JS034 JS052 | JS053 JS058 JS075
Etap fermentacji 2 dzier fermentacji 4 dzien fermentacji 6 dzier fermentacji 8 dzien fermentacji | przechowywanie
Katalaza n/w n/w n/w n/w n/w n/w n/w
. G+ G+ G+ G+ G+ G+ G+
Morfologia — P - - - P -
Ziarniaki Krétkie pateczki Dtugie pateczki Krétkie, pekate pateczki

Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

B. subtilis 16x0,0 ‘ 17+0,0 17,310,6
L. monocytogenes \ 15,5+0,5 15,5+0,5 15+0,0

17,6+0,6

S. aureus 14,6+0,6 15,5+0,5 15,5+0,5
E. faecalis 0 0 0
M. luteus 1340,0 15,6+0,6
C. perfringens 13,3106 14£0,0 155¢0,5 | 13,6t0,6 | 14,606 13,540,5
E. coli 12,3+0,6 13,3+0,6 15,6+0,6 14+0,0 13,6+0,6 14,5+0,5
C. jejuni 16,5+0,5 15,6+0,6 11,5+0,5 14,5+0,5 13,5+0,5 13+0,0 15+0,0
S. Enteritidis 0 0 14+0,0 15,6+0,6 13,6+0,6 14,5+0,5 15,6+0,6
Y. enterocolitica 16,5+0,5 15,5+0,5 14,3+0,6 13,3+0,6 14+0.0 15,6+0,6 15,3+0,6
P. aeruginosa 17+0,0 15,6+0,6 17,5+0,5 16,6+0,6 17,6+0,6 16+0.0 17,3+0,6
P. vulgaris 0 0 13,3+0,6 12,6+0,6 13,5+0,5 11,5+0,5 16,5+0,5
C. albicans 0 0 0 0 0 0 11+0,0
Wrazliwos¢ na antybiotyki
kanamycyna R (11,620,6) R (1010) R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w)
streptomycyna 1 (1510) 1(16,3+0,6) | 1(15,6+0,6) 1(17+0)
gentamycyna R (140) R (10,310,6) R(13+0) | R(14,3%0,6) | R (14,3%0,6) 1 (20,30,6) R (9,6+0,6)
neomycyna | (16+0) R (n/w) R (9,6+0,6) R(13+0) | R(12,3%0,6) R (11,3+1,1) R (13,3+0,6)
chloramfenikol 1(17,3+0,6)
erytromycyna 1(15,33+0,6)
klindamycyna 1(16,3+1,1) R (12,3%0,6) | R (10,3%0,6)
tetracyklina | 16:1) | 1(18,30,6)
ampicylina ‘ 1 (16,
penicylina R (11,310,6) R (10,310,6) | R(13,6%0,6) R (10£0) 1(18,6%1,1)
wankomycyna R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w) R (n/w)




Tolerancja NacCl

2% NacCl 76% 77%

4% NaCl 82% 71% 72%

6% NaCl 79% 78% 69% 74%

8% NaCl 68% 64% 66% 70%
Tolerancja niskiego pH

0% 62%

pH 2,0 47%
pH 3,0

22%

Tolerancja soli 26tciowych

0,25% soli 2z6tciowych

0%

0,5% soli 26tciowych

0%

1% soli z6tciowych 33%

0%

n/w — nie wykryto

Zrédto: opracowanie wtasne
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Siedem wybranych izolatdw bakterii fermentacji mlekowej (tj. JS027, JS032, JS034, JS052,
JS053, JS058 oraz JSO75) zastosowano jako pojedyncze kultury starterowe w kontrolowanej
fermentacji soku. Izolaty namnazano do poziomu 6,5 log jtk/ml, a nastepnie dodawano 10% tak
przygotowanego inokulum bakteryjnego do pasteryzowanego soku. Proces fermentacji trwat 24
godziny. Jednakze, w uzasadnionych przypadkach (L. mesenteroides 15027 oraz L. coryniformis 15058
i JSO75) wydtuzono proces fermentacji do 72 godzin. Wyniki badan wstepnych dla 7 izolatéow, bazujgce
na liczebnosci komaérek w matrycy soku oraz zdolnosci do obnizania pH zostaty przedstawione w tabeli

32.

Tabela 32. Badania wstepne izolatow bakterii w kontrolowanej fermentacji soku z jarmuzu zielonego

S Llczebno;tckl;:xnr:;orek [log oH
L. mesenteroides 15027 7,02 5,80
L. sakei 15032 9,19 4,19

L. plantarum JS034 8,87 4,01
L. plantarum JS052 9,60 3,95
L. plantarum JS053 8,12 3,99
L. coryniformis JS058 9,47 6,26
L. coryniformis JS075 9,36 5,78

Zrédto: opracowanie wtasne

Poczynione obserwacje doprowadzity do konkluzji, ktére pozwolity wytypowad
mikroorganizmy przeznaczone nastepnie jako kultury starterowe. Szczep L. mesenteroides 1S027 nie
byt zdolny do samodzielnej fermentacji soku z jarmuzu zielonego. Izolat ten charakteryzowat sie stabym
wzrostem (7,02 log jtk/ml) oraz nie spowodowat istotnego spadku poziomu pH (6,34), nawet
po przedtuzeniu procesu fermentacji. Uznano jednak, ze szczep JS027 moze by¢ wykorzystany jako
jeden ze szczepdw w konsorcjum bakteryjnym w badaniu zasadniczym dotyczacym rozwoju
prototypdéw produktu.

Izolaty przynalezace do gatunku L. coryniformis (JSO58 oraz JS075) charakteryzowaty sie
dobrym wzrostem w matrycy soku - odpowiednio 9,47 log jtk/ml i 9,36 log jtk/ml po 24 godzinach
fermentacji, jednak byty niezdolne do skutecznego zakwaszania soku. Wartosci pH w przypadku tych
dwéch mikroorganizméw nie ulegly statystycznie istotnej réznicy nawet po 72 godzinach fermentacji
w porédwnaniu ze swiezym sokiem. Podjeto réwniez prébe fermentacji soku razem z innymi izolatami
w konsorcjum bakteryjnym (razem z: L. plantarum 1S052, L. mesenteroides 1S027 oraz L. sakei 1S032),
ale rowniez w tym przypadku nawet 72 godzinny proces nie przyczynit sie do spadku wartosci pH.
Wydaje sie, ze pomimo naturalnego wystepowania w spontanicznie fermentowanym soku z jarmuzu,

izolaty przynalezace do gatunku L. coryniformis petnig role mikrobioty towarzyszgcej, a nie inicjujgcej



proces fermentacji. W zwigzku z tym, dwa szczepy JS058 i JSO75, nie zostaty wziete pod uwage przy
badaniu zasadniczym obejmujacym projektowanie i rozwdj prototypdw produktu.

W kolejnym kroku poréwnano izolaty przynalezace do gatunku L. plantarum (JS034, JS052 oraz
1S053). Fermentacja sokow z uzyciem tych szczepdw efektywnie przyczynita sie do obnizenia wartosci
pH. Wyniki dla wszystkich prébek byty poréwnywalne i wynosity ~ 3,98. Jednakze, zaobserwowano
odmienng liczebnos¢ komodrek bakteryjnych po 24 godzinach fermentacji. Najlepszymi parametrami
wzrostu charakteryzowat sie szczep JS052, ktérego liczebnosé komadrek wynosita 9,60 log jtk/ml.
Natomiast liczebno$é dwdch pozostatych szczepédw wynosita 8,87 log jtk/ml dla izolatu JSO34 oraz 8,12
log jtk/ml dla izolatu JSO53. W zwigzku z tym, sposrdd trzech szczepdw przynalezacych do tego samego
gatunku postanowiono wybraé ten szczep, ktéry charakteryzowat sie najlepszym wzrostem — izolat
JS052.

Z kolei szczep L. sakei JS032 charakteryzowat sie bardzo dobrym wzrostem w matrycy, jakg byt
sok zjarmuzu—9,19 log jtk/ml oraz efektywnym obnizaniem pH produktu — 4,14 log jtk/ml. Oczywiscie,
fakt braku wzrostu w obecnosci kwasnego pH oraz soli zétciowych (tabela 31) moze by¢ pewnym
ograniczeniem, niemniej jednak w toku badan nie zaobserwowano spadku liczebnosci bakterii podczas
inkubacji w wymienionych warunkach. Pomimo tych ograniczen stwierdzono, ze warto$¢ tego szczepu
moze manifestowac sie gtdwnie poprzez biosynteze wartos$ciowych witamin z grupy B oraz niezdolnos¢
tego gatunku do tworzenia szkodliwych amin biogennych (Kim i in., 2020).

Proces badan pilotazowych umozliwit wyselekcjonowanie izolatow - L. mesenteroides 1S027,
L. plantarum JS052 oraz L. sakei JS032 - charakteryzujacych sie zaréwno dobrymi parametrami pod
wzgledem wiasciwosci probiotycznych, jak réwniez z uwagi na dobre parametry technologiczne
umozliwiajgce efektywng fermentacje soku z jarmuzu (tj. wysoka liczebnos$¢ komérek bakteryjnych
oraz skuteczne obnizanie pH produktu). Sg to bardzo istotne parametry w projektowaniu i rozwoju
innowacyjnego produktu fermentowanego. Wysoka liczebnos$é komérek potencjalnie probiotycznych
bakterii moze przyczynia¢ sie do dziatania prozdrowotnego produktu poprzez oddziatywanie
w mikrobiocie jelitowej konsumenta. Co wiecej, wybdr ten poparty byt dodatkowo danymi
literaturowymi wskazujgcymi na wptyw zaréwno gatunkow jak i samych szczepdw na metabolizm
réznych zwigzkow tj. witaminy, zwigzki fenolowe, karotenoidy. W zwigzku z tym, spodziewano sie
réznorodnego wptywu na biokonwersje zwigzkéw biologicznie czynnych, ktére mogtyby sie okazac
wartosciowe pod wzgledem ich wtasciwosci prozdrowotnych (Filannino i in., 2018; Mufioz i in., 2017;
Septembre-Malaterre i in., 2018; Torres i in., 2020).

W uzupetnieniu do powyiszych badan, przeanalizowano rdéwniez literature naukowa
obejmujacg charakterystyke gatunkowa wybranych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej. Gatunki

L. mesenteroides, L. plantarum i L. sakei wyizolowane w tym badaniu nalezg do typowej mikrobioty
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spontanicznie fermentowanych warzyw. Na podstawie licznych badan stwierdzono, ze wybrane
gatunki moga niesé ze sobg liczne korzysci zdrowotne dla potencjalnego konsumenta.

Przyktadowo, przedstawiciele rodzaju Leuconostoc, gtdwnie gatunek L. mesenteroides,
sg szeroko stosowane w przemysle zywnosci fermentowane;j jako pojedyncze kultury lub jako element
kultur starterowych, zwtaszcza w komercyjnej produkcji kimchi (Park i in., 2019). Czestotliwos¢
stosowania tego gatunku bakterii jest zwigzana z okreslonymi cechami, takimi jak zdolno$¢ do
produkcji egzopolisacharydéw lub wytwarzanie pozgdanych zwigzkédw smakowych i zapachowych.
Egzopolisacharydy wystepujgce w produktach fermentowanych wptywajg na poprawienie waloréow
sensorycznych, stabilnosci konsystencji produktu oraz sgczynnikiem teksturotwdrczym (Hutkins,
2019; Li i in., 2020). Dodatkowo, egzopolisacharydy posiadajg réwniez szereg wtasciwosci
prozdrowotnych. Zgodnie z literaturg przedmiotu zwigzki te moga wykazywac dziatanie prebiotyczne,
aktywnos¢ przeciwwrzodowa, przeciwwirusowg oraz skutecznie obniza¢ poziom cholesterolu we krwi,
(Yildiz i Karatas, 2018).

Z kolei szczepy przynalezagce do gatunku L. plantarum s3 jednymi z najczesciej
identyfikowanych i izolowanych gatunkdéw bakterii fermentacji mlekowej z réznych rodzajéw zywnosci
fermentowanej (jak kimchi, kapusta kiszona, ogérki kiszone czy kiszone oliwki) (Beganovi¢i in., 2014;
Di Cagno i in., 2009; Hutkins, 2019; Xiong i in., 2012). Ze wzgledu na niezwyktg zdolno$¢ adaptacji do
réznych warunkéw srodowiskowych, szczepy L. plantarum mogg charakteryzowac sie licznymi
wiasciwosciami probiotycznymi, takimi jak dziatanie obnizajgce poziom cholesterolu, zapobieganie
biegunkom czy leczenie zaburzen zotgdkowo-jelitowych (Filannino i in., 2016; Seddik iin., 2017).
Cociekawe, szczepy L. plantarum moga byc¢ potencjalnym czynnikiem terapeutycznym, poprzez
biosynteze kwasu gamma-aminomastowego, ktéry wykazuje dziatanie antyproliferacyjne,
antymigracyjne i antyinwazyjne wobec komérek nowotworowych HT-29 opornych na dziatanie
tradycyjnych lekow przeciwnowotworowych (Aniin., 2021). Dlatego tez szczepy L. plantarum s3 czesto
wykorzystywane jako kultury starterowe do prowadzenia kontrolowanej fermentacji zaréwno
tradycyjnych, jak i nowych produktow (Szutowska, 2020; Torres i in., 2020).

Dane literaturowe wskazujg, ze szczepy L. sakei sg w stanie zdominowaé zrdznicowane
Srodowiska spontanicznie fermentowanej zywnosci, od kiszonej kapusty czy kimchi po produkty
miesne i sake (Champomier-Vergés i in., 2002; Eisenbach i in., 2019). Bakterie z gatunku L. sakei
odgrywaja kluczowa role w przygotowaniu kimchi, zwtaszcza w syntezie witamin z grupy B, takich jak
tiamina czy kwas foliowy. Sg przy tym niezdolne do wytwarzania niepozadanych zwigzkéw takich jak
aminy biogenne (Kim i in., 2020). Ponadto, w procesie fermentacji weglowodandéw poszczegdlne
szczepy L. sakei produkujg krétkofaricuchowe kwasy ttuszczowe (tj. kwas octowy, propionowy lub
mastowy), ktére mogg petni¢ krytyczne funkcje immunoregulacyjne dla konsumenta,

np. we wspomaganiu przewlektych choréb uktadu pokarmowego (Liiin., 2022).
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W zwigzku z powyzszymi doniesieniami, wyizolowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej
L. mesenteroides 1S027, L. sakei JS032 oraz L. plantarum JS052 stanowig wazng czes¢ populacji
drobnoustrojow kiszonego jarmuzu i mogg by¢ z sukcesem wykorzystane jako wartosciowe kultury
starterowe o potencjalnych witasciwosciach prozdrowotnych w kontrolowanej fermentacji soku

z jarmuzu zielonego.
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4.3.2. Skfadniki odzywcze i wtasciwosci prozdrowotne sokow z jarmuzu poddanych
kontrolowanej fermentacji

W zaprezentowanym podrozdziale badania koncentrowaty sie wokdt stworzenia czterech wersji
produktu — soku z jarmuzu zielonego poddanego fermentacji kontrolowanej. Przygotowano cztery
warianty soku z wykorzystaniem monokultur bakteryjnych: L. plantarum JS052 i L. sakei JS032 oraz
kultur mieszanych: MIX A (L. mesenteroides 15027, L. plantarum JS052, L. sakei JS032 w proporcjach
1:2:2), MIX B (L. plantarum JS052 i L. sakei JS032 w proporcjach 1:1). Niniejsze badania obejmowaty
zagadnienia wartosci oraz wifasciwosci

odzywczej prozdrowotnych fermentowanych sokdw.

Podsumowanie procesu badawczego przedstawiono w formie graficznego streszczenia na rysunku 9.

71 ) ‘ Pasteryzacja 70°C 25 " e 4 fermentacji w 30°C.
. min. | — 2% dodatku glukozy
L. sakei B

A L. plantarum \ l ! '

MIX A (L. plantarum, L. sakel,

L. mesenteroides) /

G0

\MIX B (L. plantarum, L. sakei)
; D

Wiasciwosci funkcjonalne

Wartos¢ odzywcza i parametry fizykochemiczne

2Zywotnosé i liczebnoéé bakterii o
CH0H Wartoé¢ odzywcza CH,OH Wiaéciwosci antybakteryjne CHs Ny
o. " ccukry ’ Zawarto$¢ witamin z grupy B ﬂ - /t
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Rysunek 9. Proces badawczy kontrolowanej fermentacji soku z jarmuzu zielonego

Zrédto: opracowanie wiasne



4.3.2.1. Sktadniki odzywcze, witaminy z grupy B, parametry fizykochemiczne

oraz pomiar barwy
W pierwszym etapie rozwoju fermentowanego soku z jarmuzu zielonego przeprowadzono badania
obejmujace okreslenie zawartosci sktadnikédw odzywczych, witamin z grupy B oraz wybranych
parametréw fizykochemicznych. Szczegdétowe wyniki dotyczace sktadnikédw odzywczych oraz witamin

zamieszczono w tabeli 33.

Tabela 33. Sktadniki odzywcze i witaminy Swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu zielonego

Sktadniki .. .
. X . Swiezy sok L. plantarum L. sakei MIX A MIX B
odzywcze/witaminy
Woda [g/100 g] 94,9+0,7° 93,0+0,1° 92,9+0,1° 92,9+0,1° 93,09+0,2°
Popi6t [g/100 g] 1,48+0,06° 1,21#0,02° | 1,23+0,03® | 1,24+0,03° | 1,210,02°
Biatko [g/100 g] 1,910,042 1,92+0,04° 1,92+0,04° 1,92+0,03° 1,910,042
Ttuszcz [g/100 g] 0,86%0,02° 0,88+0,02° 0,87+0,02° 0,88+0,02° 0,86%0,01°
Weglowodany, wedt
Gglowodany, weciug 0,90 2,95 3,13 3,10 2,00
réznicy [g/100 g]
W tym: fruktoza 0,82+0,07 n/w n/w n/w n/w
glukoza 0,19+0,01¢ 0,64+0,06° 1,13+0,03° 0,90+0,07° 0,88+0,04°
Wartos¢ energetyczna
19 27 28 28 27
[kcal/100 g]
Ryboflawina (B;) [mg/100 0,052+0,0003° | 0,025+0,003¢ | 0,094+0,004° | 0,073+0,005% | 0,050+0,004°
ml]
Pirydoksyna (Bs) [mg/100 0,091+0,005¢ | 0,175+0,009% | 0,150+0,010° | 0,146+0,003? | 0,134+0,001°
ml]

Srednie wartosci oznaczone tg sama literg w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05
n/w — nie wykryto

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka, i in., 2021)

Okreslenie zawartosci sktadnikow odzywczych wystepujacych w prototypach fermentowanych
sokow jest jedng z podstawowych analiz, gtéwnie dlatego, ze wartos¢ odzywcza jest obligatoryjna
informacja, ktdra musi pojawic sie na etykiecie produktu wprowadzanego do obrotu. Przeprowadzone
analizy wykazaty, ze Swiezy sok z jarmuzu zielonego charakteryzowat sie wiekszg zawartoscig wody
oraz popiotu w poréwnaniu z prébkami sokow fermentowanych. Z kolei zawartos¢ biatka oraz ttuszczu
byta poréwnywalna we wszystkich badanych prébkach i wynosita ok. 1,92 g/100 g dla biatka oraz ok.
0,87 g/100 g dla ttuszczu. Zawartos¢ powyzszych parametréw byta podobna do wynikow innych badan,
zarowno dla jarmuzu pochodzacego z tradycyjnego systemu uprawy jak rowniez ekologicznego
(Thavarajah i in., 2019; USDA, 2021). Kolejno, przeanalizowano zmiany w zawartosci weglowodanow
tj. fruktoza oraz glukoza w trakcie fermentacji. Ich zawartos$¢ w swiezym soku wynosita odpowiednio
0,82 g/100 g oraz 0,19 g/100g. Wyniki te rowniez byty poréwnywalne z danymi literaturowymi

(Thavarajahiin., 2019; USDA, 2021). Zaobserwowano, ze proces fermentacji przyczynit sie do istotnych
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zmian w zawartosci badanych cukréw. Bakterie fermentacji mlekowej charakteryzujg sie zdolnoscig do
produkcji kwasu mlekowego otrzymywanego w procesie fermentacji weglowodanéw (Zheng i in.,
2020). W toku analiz, nie wykryto fruktozy w kiszonych sokach niezaleznie od zastosowanej kultury
starterowej, natomiast wyzsza zawartosc¢ glukozy byta zwigzana z 2% dodatkiem tego cukru przed
procesem fermentacji. W Swietle wczesniejszych obserwacji dotyczacych trudnosci z szybka
fermentacjg soku z jarmuzu, konieczne wydawato sie dodanie 2% glukozy, aby zapewni¢ doskonaty
wzrost izolatbw w stosunkowo krétkim czasie. Zaobserwowano, Zze zawartos¢ glukozy
w poszczegodlnych préobkach rdznita sie istotnie i byta wynikiem osobniczych zdolnosci metabolicznych
szczepOw bakterii. Jak mozna zauwazyé, szczep L. plantarum JS052 wykorzystywat glukoze do wzrostu
podczas procesu, podczas gdy metabolizm glukozy przez L. sakei JS032 i konsorcja mikroorganizmoéw
(MIX Ai MIX B) byt mniej efektywny. Nalezy nadmienic, ze zmiana zawartosci weglowodanéw w trakcie
procesu fermentacji jest waznym parametrem efektywnosci fermentacji mlekowej. Podobne wyniki
uzyskali autorzy Valero-Cases i Frutos, (2017), ktérzy dodali inuline do fermentowanego soku
warzywnego z wykorzystaniem szczepu L. plantarum. Badacze zaobserwowali obnizenie zaréwno
poziomu glukozy jak i fruktozy. W toku badan autorzy wywnioskowali, ze dla zastosowanego szczepu
fruktoza i glukoza, wystepujace naturalnie w soku byty gtéwnym Zrédtem energii, natomiast inulina
byta wykorzystywana jako sktadnik odzywczy tylko wtedy, gdy naturalnie wystepujgce cukry zostaty juz
zmetabolizowane. W zwigzku z powyzszym, obecne badania doprowadzity do podobnych wnioskow,
sugerujac, ze szczepy bakterii fermentacji mlekowej najpierw metabolizowaty naturalnie wystepujgce
cukry w soku z jarmuzu tj. fruktoze, a dopiero potem wykorzystywaty dodang glukoze. Z kolei
w przeciwienstwie do niniejszych badan, autorzy (Cirlini i in., 2020) studiujgc fermentowany sok
z owocow czarnego bzu, dowiedli, ze rdézne szczepy bakterii fermentacji mlekowej nie metabolizowaty
wystepujgcych cukréw. Byto to najprawdopodobniej spowodowane wysokg kwasowoscig produktu.
Takie warunki mogg by¢ niesprzyjajace dla wzrostu bakterii, dlatego tez szczepy te metabolizowaty
kwasy organiczne (np. kwas jabtkowy) zamiast cukréow (Cirlini i in., 2020).

W dalszej kolejnosci przebadano wptyw réznych kultur starterowych na zawartos¢ witamin
z grupy B — pirydoksyny oraz ryboflawiny (tabela 33). Z uwagi na fakt, ze ludzie nie sg zdolni do syntezy
witamin z grupy B, muszg je pozyskiwac z pokarmu, jak réwniez z metabolizmu mikrobioty jelitowej
(Yoshiiiin., 2019). Witaminy z grupy B odgrywajg kluczowa role w utrzymaniu homeostazy organizmu
ze wzgledu na ich funkcje w procesach metabolicznych, takich jak metabolizm komdérkowy oraz bycie
prekursorem réznych koenzyméw (Leblanc i in., 2011; Yoshii i in., 2019). Witamina B, (ryboflawina)
i jej aktywne formy sg kofaktorami reakcji enzymatycznych w cyklu Krebsa i utlenianiu kwaséw
ttuszczowych. Rola tej witaminy w organizmie cztowieka jest wazna, poniewaz jej niedobdr hamuje
aktywnos¢ dehydrogenaz acylokoenzymu A biorgcego udziat w utlenianiu kwaséw ttuszczowych w celu

wytworzenia acetylokoenzymu A, ktory jest z kolei wykorzystywany przez mitochondria do produkcji
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ATP w cyklu Krebsa (Yoshii i in., 2019). Natomiast, witamina Bs (pirydoksyna) jest prekursorem
koenzymoéw: fosforanu pirydoksalu i fosforanu pirydoksaminy, ktére biorg udziat w wielu procesach
metabolicznych komérki, w tym w metabolizmie aminokwaséw, lipidéw oraz weglowodandw (Parra
i in., 2018). Niedobdr pirydoksyny zwigzany jest z rozwojem chordb o podtozu zapalnym, takich jak
alergie, zapalenie stawow, a takze z dysfunkcjg neuronéw (Yoshii i in., 2019).

Co ciekawe, niektére szczepy bakterii fermentacji mlekowej sg zdolne do przeksztatcania
zwigzkéow pokarmowych w witaminy z grupy B, co stanowi dodatkowga zalete ze wzgledu na
zwiekszenie wtasciwosci funkcjonalnych produktu. W toku badan nad fermentowanym sokiem
zjarmuzu udowodniono, ze wykorzystane kultury starterowe posiadajg zdolnos¢ do biosyntezy
witamin z grupy B (tabela 33). Wykazano, ze szczep L. sakei 1S032 posiada zdolno$¢ do syntezy zaréwno
ryboflawiny, jak i pirydoksyny — zawarto$¢ witamin wynosita odpowiednio 0,094 mg/100 ml oraz 0,150
mg/100 ml. Natomiast, fermentacja z wykorzystaniem szczepu L. plantarum JS052 przyczynita sie do
znacznego wzrostu zawartosci pirydoksyny (0,175 mg/100 ml) przy jednoczesnym spadku ryboflawiny
(0,025 mg/100 ml), ktéra zostata najprawdopodobniej wykorzystana w procesach metabolicznych tego
szczepu. Uzycie kultur mieszanych w procesie sprzyjato znacznemu wzrostowi witaminy Bg — dla MIX A
zawarto$¢ wzrosta do 0,146 mg/100 ml, a dla MIX B do 0,134 mg/100 ml. W przypadku ryboflawiny,
zawarto$¢ tej witaminy wzrosta podczas metabolizmu kultury MIX A (0,073 mg/100 ml) oraz pozostata
na porownywalnym poziomie wzgledem $wiezego soku (0,050 mg/100 ml) dla MIX B. Powyzsze wyniki
sg zbiezne z literaturg przedmiotu. Kaprasob, Kerdchoechuen, Laohakunjit i Somboonpanyakul (2018)
zaobserwowali spadek zawartosci ryboflawiny po 24-godzinnej fermentacji soku z nerkowca przez 5
réznych gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej. Zauwazyli oni jednak, ze wydtuzony proces
fermentacji (48 godzin) sprzyjat wzrostowi zawartosci witaminy B,. Ponadto, autorzy wykazali rowniez
(Kaprasobiin., 2018), ze ze wzgledu na zastosowanie réznych szczepow bakterii fermentacji mlekowej
zawartos¢ pirydoksyny réwniez byta zréznicowana. Metabolizm L. casei i B. longum przyczynit sie do
wzrostu zawartosci pirydoksyny, w przeciwienstwie do metabolizmu szczepéw L. acidophilus
i L. mesenteroides. Co ciekawe, dane literaturowe (Capozzi i in., 2012) wskazujg, ze analiza
poréwnawcza genomu dotyczgca operonu rib, odpowiedzialnego za synteze ryboflawiny, jest wspdlna
dla réznych gatunkoéw bakterii fermentacji mlekowej (m.in. L. plantarum, L. brevis, L. acidophilus).
Co wiecej, brak informacji genetycznej odpowiada niezdolnosci do produkcji witamin z grupy B.
Z dotychczasowych badan wynika zatem ze odmienne wyniki dotyczace syntezy witamin z grupy B
przez bakterie fermentacji mlekowej w produktach fermentowanych to zdolnosé specyficzna dla
danego gatunku badz szczepu (Capozzi i in., 2012; Kaprasob i in., 2018).

Kolejny aspekt badann obejmowat okreslenie wybranych parametréw fizykochemicznych
prototypdw produktu. Parametry te petnig funkcje pomocnicza, szczegdlnie w ocenie prawidtowego

przebiegu kontrolowanej fermentacji mlekowej. Pozwalajg wstepnie ocenié¢ podstawowe wyrdzniki
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towaroznawcze produktu m.in. pH czy kwasowos¢, co z uwagi na charakter badanego produktu jest

istotne. Szczegdtowe wyniki badan fizykochemicznych zostaty przedstawione w tabeli 34.

Tabela 34. Parametry fizykochemiczne oraz pomiar barwy swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu zielonego

Parametry fizykochemiczne Swiezy sok | L. plantarum L. sakei MIX A MIX B
pH 5,89+0,04° 3,91+0,05¢ 4,16+0,01° | 4,04+0,01° | 3,95+0,01¢
Rozpuszczalne substancje state d . s b b
Brix] 4,43+0,06 5,63+0,03 6,18+0,06° | 5,89+0,02° | 5,86+0,06
Kwasowos¢é miareczkowa
0,18+0,02¢ 1,44+0,05° 0,96+0,02¢ | 1,21#0,02° | 1,29+0,05°
[g LA/100 ml]
Parametry barwy

L* 94,71+0,26" | 97,09+0,74° | 96,42+0,48° | 97,51+1,09° | 98,11+0,61°

a* -4,35+0,02° | -3,39+0,05" | -3,49+0,16° | -3,71+0,23° | -3,51+0,05°

b* 20,19+0,22% | 11,57+0,16° | 11,64+0,46° | 12,21+0,31° | 11,59+0,06°

H° -1,36+0,00° | -1,29+0,00° | -1,29+0,00° | -1,28+0,01° | -1,28+0,01°

c* 20,650,21% | 12,06+0,16° | 12,15+0,49° | 12,76+0,35" | 12,11+0,05°

AE X 8,99+0,22° 8,76+0,62° | 8,48+0,21° | 9,28%0,49°

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05;

LA — kwas mlekowy (ang. lactic acid)

L* - jasnos$¢, a* - czerwonosé, b* - 26ttosé, H °- kat barwy, C* - chroma, AE — rdznica kolorow
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)

Wartosci pH soku z jarmuzu zostaty znaczgco obnizone w procesie fermentacji, zwtaszcza przy
uzyciu szczepu L. plantarum JS052 i wariantu MIX B, odpowiednio z 5,89 do 3,91 i 3,95. Z kolei
kwasowos¢ miareczkowa wszystkich prototypdw produktu wyraznie wzrosta w poréwnaniu do préobek
Swiezego soku. Najwiekszy wzrost kwasowosci odnotowano w przypadku sokéw fermentowanych
z L. plantarum JS052, MIX B i MIX A, wzrosty te wynosity odpowiednio 1,44, 1,29 i 1,21 g LA/100 ml.
Podobne wyniki uzyskali badacze (Yoon i in., 2006), ktérzy wykazali, ze zastosowanie szczepdw
L. plantarum lub L. delbureckii podczas fermentacji soku z kapusty istotnie zwiekszyto parametry
kwasowosci miareczkowej w pordwnaniu z kulturg L. sakei. Metabolizm szczepdw bakterii fermentacji
mlekowej przyczynit sie do produkcji kwaséw organicznych, gtéwnie kwasu mlekowego, co miato
wplyw na parametry pH oraz kwasowosci miareczkowej. Z kolei pomiary catkowitej zawartosci
rozpuszczalnych substancji statych potwierdzity rowniez wyniki dotyczgce metabolizmu cukréw (tabela
33). Badania wykazaly, ze najwyzsze wykorzystanie glukozy nastgpito w przypadku L. plantarum 1S052
(5,63° Brix), a najnizsze w przypadku L. sakeiJS032 (6,18° Brix). Okreslono rowniez statystycznie istotny
wspotczynnik korelacji (r=0,976) pomiedzy zawartoscig rozpuszczalnych substancji statych
a zawartoscig glukozy w badanych prdébkach. Powyisze parametry fizykochemiczne potwierdzity

prawidtowy przebieg procesu kontrolowanej fermentacji mlekowe;.
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Nastepnie, przebadano probki kiszonego soku pod wzgledem zmiany barwy. Wyniki réwniez
zostaty zaprezentowane w tabeli 34. Barwa fermentowanego soku z jarmuzu jest jedng z pierwszych
cech dostrzegalnych przez potencjalnego konsumenta. Zgodnie z literaturg przedmiotu kolory mogg
tworzy¢ wiezi emocjonalne skutkujgce zréznicowaniem produktow, uzyskaniem przewagi
konkurencyjnej, wzmocnieniem lojalnosci czy tez zwiekszeniem liczby intencji ponownego udania sie
na zakupy (Sliburyte i Skeryte, 2014). Barwa jarmuzu zwigzana jest gtéwnie z wysokg zawartoscig
chlorofilu (Akdas i Bakkalbasi, 2017). W zwigzku z tym rézne rodzaje obrébki, m.in. gotowanie na parze,
gotowanie, smazenie lub fermentacja, mogg prowadzi¢ do degradacji chlorofilu, a tym samym
do zmiany barwy. Fermentacja mlekowa przyczynita sie do zauwazalnej zmiany barwy — ze Swiezo
zielonego koloru do koloru z6tto-zielonego. Przeprowadzona analiza wykazata wzrost jasnosci (L*) oraz
spadek parametréow a*ib* dla wszystkich fermentowanych prébek w poréwnaniu z kontrolg.
Natomiast, nizsze wartosci chromatycznosci (C*) sokdw fermentowanych w poréwnaniu z prébkami
Swiezymi wskazujg na spadek nasycenia barwy sokdw podczas procesu fermentacji. Zaobserwowano
réwniez, ze wszystkie postrzegalne barwy probek (A E) zostaty sklasyfikowane jako bardzo wyrazne -
6,5<A E<9,5. Jednakze, nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w zakresie zmian barwy
pomiedzy szczepami. Uzyskane wyniki czesciowo pokrywajg sie z wynikami badan dotyczacych
fermentowanego soku warzywnego, przygotowanego z jicam, melona wodnego i marchwi
pomaranczowej (Do i Fan, 2019). Podobnie, jak w prezentowanych badaniach, autorzy wykazali wzrost
parametréw jasnosci. Z drugiej strony zaobserwowali réwniez (Do i Fan, 2019) wzrost parametréw
z6ftosci i czerwonosci, co najprawdopodobniej byto zwigzane z biotransformacjg karotenoidéw

podczas fermentacji.

4.3.2.2. Wtitasciwosci probiotyczne fermentowanych sokow
W celu okreslenia potencjalnie probiotycznych witasciwosci fermentowanych sokéw przeprowadzono
analizy obejmujgce zywotnosc i liczebnos¢ bakterii fermentacji mlekowej oraz okreslono wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe sokédw. W pierwszej kolejnosci, przebadano zywotno$¢ oraz liczebnos¢
bakterii w soku z jarmuzu zielonego po 24 godzinach fermentaciji. Jest to jedna z kluczowych kwestii
determinujaca jakos¢ kiszonego soku z jarmuzu. Dostarczenie odpowiedniej liczby zywych bakterii
o potencjale probiotycznym ma decydujace znaczenie w okreslaniu wtasciwosci funkcjonalnych
produktu. Zywno$é wzbogacona w mikroorganizmy probiotyczne powinna zawieraé¢ wystarczajacy
ilo$¢ zywych mikroorganizméw (co najmniej 9 logio jtk/porcje), zdolnych do wywotania zmian
w mikrobiocie jelitowej, ktére to w konsekwencji prowadzg do poprawy zdrowia konsumenta
(Meybodi i in., 2020). Wyniki obejmujace liczebnos¢ zywych komérek izolatéow bakterii fermentacji

mlekowej przedstawiono w tabeli 35.
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Tabela 35. Liczebnos$¢ zywych komarek bakterii fermentacji mlekowej

Swiezy sok L. plantarum L. sakei MIX A MIX B

Liczba zywych komérek
[logio jtk/ml]
Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05;
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)

X 10,44+0,11° 9,96+0,04° 10,09+0,19° 9,62+0,14¢

Najwyzszg liczbe bakterii zdolnych do przezycia zaobserwowano w przypadku szczepu
L. plantarum JS052 - 10,44 log jtk/ml. Liczebnos¢ bakterii byta natomiast poréwnywalna pomiedzy
dwoma wariantami produktu - MIX A, ktdra wynosita 10,09 log jtk/ml oraz w przypadku szczepu L.
sakei 15032 - 9,96 log jtk/ml. Natomiast najnizsze parametry wzrostu uzyskano w przypadku
konsorcjum mikroorganizméw MIX B - ok. 9,62 log jtk/ml. Podczas poprzedniego etapu rozwoju
nowego produktu spozywczego (badan podstawowych dotyczgcych spontanicznej fermentacji soku
z jarmuzu) najwyzszy poziom bakterii fermentacji mlekowej osiggnieto w 6 dniu procesu i wynosit on
8,45 log jtk/ml. Roznice w liczebnosci mikroorganizmdéw wynikajg z prowadzenia dwdch odmiennych
proceséw — fermentacji spontanicznej oraz kontrolowanej. Powyzsze wyniki sg zgodne z danymi
literaturowymi bazujacymi na kontrolowanej fermentacji sokéw warzywnych lub owocowych. W
badaniach prowadzonych przez Do i Fan (2019) zaobserwowano, ze zaréwno L. plantarum jak i L.
acidophilus sg zdolne do szybkiego wzrostu w soku warzywnym - na bazie jicamy, melona wodnego i
marchwi pomaranczowej. Liczebnos¢ bakterii po 24 godzinach procesu dla L. plantarum wynosita 8,98
log jtk/ml, a dla L. acidophilus - 7,98 log jtk/ml. Autorzy stwierdzili, ze przygotowany sok byt lepsza
matrycg dla wzrostu szczepu L. plantarum. Wyniki te (Do i Fan, 2019), jak réwniez badania
przeprowadzone w niniejszej dysertacji, sg zbiezne z informacjami dotyczacymi wysokich zdolnosci
adaptacyjnych bakterii z gatunku L. plantarum do réznych niszy roslinnych. Z kolei podczas badan
koncentrujgcych sie na kontrolowanej fermentacji soku z owocéw sliwowca mombin (Ribeiro i in.,
2020) wykazano, ze po inokulacji szczepem L. acidophilus wystapita faza adaptacji (tzw. lag faza).
Nastepnie, szczep L. acidophilus wzrastat wykfadniczo po 12 godzinach fermentacji, osiggajac
najwyzszg zywotnos$¢ komédrek po 16 godzinach, wynoszacg 12,9+0,4 log jtk/ml. Jednakze, w tych
badan autorzy wykorzystali tylko jedng kulture starterowa. Natomiast, Jaiswal i Abu-Ghannam, (2013)
zaobserwowali, ze w zaleznosci od zastosowania réznych gatunkdéw bakterii fermentacji mlekowej
podczas fermentacji soku z kapusty parametry wzrostu bakterii byty zréznicowane. W badaniach tych
szczep przynalezgcy do gatunku L. rhamnosus osiggat najbardziej pozadang liczebnosé komdrek w
przeciwienstwie do szczepow L. plantarum i L. brevis.

Nalezy nadmieni¢, ze na liczebnos¢ i zywotnos¢ bakterii fermentacji mlekowej w zywnosci
fermentowanej wptywajg rézne czynniki. Wzrost mikroorganizméw moze by¢ zaréwno stymulowany

jak i hamowany przez rézne sktadniki zywnosci np. cukry, witaminy, sktadniki mineralne, zwigzki

160



fenolowe lub aminokwasy. Warunki procesu fermentacji np. temperatura oraz czas réwniez wptywaja
na wzrost bakterii. Istotna jest takze indywidualna charakterystyka danego szczepu bakterii tj.
zdolnos¢ adaptacji do réznych srodowisk czy tez poziom inokulum poczgtkowego (Meybodiiin., 2020).
Przyktadowo, wysoka zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych moze prowadzic do dziatania
przeciwdrobnoustrojowego w stosunku do kultury starterowej, a tym samym wptywac na jakosc
produktu kornicowego, co moze objawiac sie nizszg liczebnoscig i zywotnosciag komdrek. Z drugiej
strony, niskie stezenie tych zwigzkéw moze by¢ wartosciowe, a tym samym nawet stymulowaé wzrost
bakterii fermentacji mlekowej (Filannino i in., 2018; Reverdn i in., 2012; Sdnchez-Maldonado i in.,
2011).

Kolejnym aspektem decydujgcym o funkcjonalnosci fermentowanego soku z jarmuzu
zielonego byto okreslenie jego whasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Wedtug danych literaturowych
(FAO/WHO, 2006; Suskovi¢ i in., 2010; Szutowska, 2020), aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii
fermentacji mlekowej jest jednym z podstawowych i kluczowych parametrow wskazujgcych na ich
potencjalne witasciwosci probiotyczne. Jest to istotna cecha zwazywszy zaréwno na korzysci zdrowotne
powigzane z prawidtowym funkcjonowaniem mikrobioty jelitowej konsumenta jak rowniez z uwagi na
zachowanie bezpieczenstwa produktu przed mikroorganizmami psujgcymi zywnosé. Mikroorganizmy
o potencjale probiotycznym wykazujg kilka mozliwych mechanizméw w zwalczaniu patogendw
jelitowych. Wyrdzni¢ tutaj mozna: 1. wytwarzanie substancji przeciwdrobnoustrojowych (m.in.
bakteriocyn badz biosurfaktantéow); 2. konkurencyjne wykluczanie patogendw, 3. konkurencje
o sktadniki odzywcze oraz 4. modulowanie uktadu odpornosciowego gospodarza (FAO/WHO, 2006).
Co wiecej, antagonizm bakterii fermentacji mlekowe] jest istotny z uwagi na zachowanie
bezpieczenrstwa i jakosci produktu. Bakterie te oraz ich metabolity mogg skutecznie ograniczy¢
wystepowanie mikroorganizmdéw powodujgcych psucie sie zywnosci m.in. bakterii przetrwalnikujgcych
(Reisiin., 2012).

Niniejsze badania miaty wiec na celu przeanalizowanie fermentowanego soku pod katem
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec szerokiego spektrum bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. W tabeli 36 zaprezentowano wartosci MBC oraz MIC dla poszczegdlnych prébek. Podobnie,
jak w badaniach dotyczacych spontanicznie fermentowanego soku z jarmuzu zielonego, dowiedziono,
ze wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wzrosty po przeprowadzeniu kontrolowanej fermentaciji.
Mikroorganizmy: P. aeruginosa, S. aureus oraz L. monocytogenes byty w najwiekszym stopniu wrazliwe
na oddziatywanie kiszonych sokdw, w szczegdlnosci na sok fermentowany z udziatem szczepu
L. plantarum JS052. Natomiast sok fermentowany z wykorzystaniem szczepu L. sakei 1S032

charakteryzowat sie stabszym dziataniem antagonistycznym wobec mikroorganizmdéw wskaznikowych.
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Tabela 36. Wartosci MIC i MBC dla kontrolowanej fermentacji soku z jarmuzu

Mlkro?r.gamzm LIS Swiezy sok | L. plantarum | L. sakei | MIXA | MIX B
wskaznikowy (%)
, . MBC n/o 25% 50% 25% 25%
£ E. coli
G MIC n/o 25% 50% 25% 25%
3 g P. aeruginosa MBC n/o 25% 50% 25% 25%
5.9 ’ v MIC n/o 12,5% 25% 25% 25%
=)
3‘,; - MBC n/o 25% 50% 50% 25%
o S. Enteritidis
MIC n/o 25% 50% 25% 25%
¢ S. aureus MBC n/o 25% 50% 25% 25%
S o ’ MIC n/o 12,5% 50% 25% 25%
3 % L. monocvtogenes MBC n/o 50% 50% 50% 50%
T8 : ytog MIC n/o 6,25% 25% | 25% | 6,25%
£7 N MBC n/o 50% 50% | 50% | 50%
o B. subtilis
MIC n/o 25% 50% 50% 50%

MBC — ang. minimum bactericidal concentration — 100% zahamowania wzrostu, MIC — ang. minimum inhibitory
concentration — 95% zahamowania wzrostu, n/o > nie okre$lono
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)

Dla uszczegdtowienia powyzszych danych, wyniki przedstawiono réwniez na dwdch wykresach
13 i 14 (dla bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich) jako procent wzrostu mikroorganizmow

wskaznikowych w stosunku do kontroli.

(A) E. coli m 50% sok m 25% sok (B) P. aeruginosa m 50% sok m 25% sok
12,5% sok 6,25% sok 12,5% sok 6,25% sok
® 200%
X B= [ ] = | i 3 ) B " i i I
£ £100% & & I = § 150%
=8 g
g < £ 'S 100% i
§8 50% ! a5
g5 ° L so%
-
5 3 1
3 0% - - - 0% . - P .
$s L.P. LS. MA. M.B. $s LP. LS. MA.  MB.
. W 50% sok W 25% sok
(C) S. Enteritidis ° )
12,5% sok 6,25% sok
o\o° 160%
3 iz I
Q I =
= 8 120% I & I I
o
-
_(v.v 5 80%
o 5
g é 40% I
N
= 0% - — TT —

$S LP. LS. MA. MB.

Wykres 13 (A-C). Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu wobec bakterii Gram-
ujemnych

SS — $wiezy sok, L.P. — sok fermentowany przez L. plantarum, L.S. — sok fermentowany przez L. sakei, M.A. — MIX
A (sok fermentowany przez L. mesenteroides, L. plantarum, i L. sakei), M.B. — MIX B (sok fermentowany przez
L. plantarum i L. sakei)

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)
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m 50% sok m 25% sok

ili m 50% sok m 25% sok
A S‘ aureus (B) B. subtilis
( ) 12,5% sok 6,25% sok 120% 12,5% sok 6,25% sok
N Q)
< 160% % - i i i i
£ § 120% = I = 8 I f = I
3T | | I (I T A -
82 go% %35
X = Q5
82 % £ 40%
% € 40% o x
o 9 N
i i -4 - 3
3 0% ——®0 -- - 0% —-— - - -
$s L.P. L.S. M.A.  M.B. $s L.P. L.S. M.A. M.B.
(C) L. monocytogenes ™ 50% sok W 25% sok
12,5% sok 6,25% sok
" 120%
2% 1
=0
53 % i I
%3
2 e 40% [
° 2
N I .
3 0% i zwmET & _iI -

$s L.P. L.S. M.A.  M.B.

Wykres 14 (A-C). Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe swiezego i fermentowanego soku z jarmuzu wobec bakterii Gram-
dodatnich

SS — $wiezy sok, L.P. — sok fermentowany przez L. plantarum, L.S. — sok fermentowany przez L. sakei, M.A. — MIX
A (sok fermentowany przez L. mesenteroides, L. plantarum, i L. sakei), M.B. — MIX B (sok fermentowany przez
L. plantarum i L. sakei)

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)

Jak wspomniano weczesniej, proces fermentacji przyczynit sie do poprawy wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych w porédwnaniu ze swiezym sokiem w stosunku do wszystkich badanych
mikroorganizmow, jednak efekt ten byt zalezny od stezenia soku. Soki o stezeniu 50% i 25% catkowicie
hamowaty wzrost wszystkich mikroorganizmoéw wskaznikowych. Natomiast, sok swiezy w wiekszosci
badanych mikroorganizméw stymulowat ich wzrost (w szczegdlnosci P. aeruginosa oraz E. coli).
Z drugiej strony, najwieksze zahamowanie wzrostu odnotowano dla L. monocytogenes (we wszystkich
badanych stezeniach swiezego soku) oraz dla B. subtilis (dla 50% stezenia soku).

WSsrdd bakterii Gram-ujemnych (wykres 13) najbardziej wrazliwe na oddziatywanie kiszonego
soku byty bakterie P.aeruginosa. Sok fermentowany z uzyciem szczepu L. plantarum JS052
i konsorcjum bakteryjnego MIX A efektywnie hamowat wzrost tego mikroorganizmu nawet przy
stezeniu 12,5% soku. Z kolei wzrost zaréwno E. coli jak i S. Enteritidis byt skutecznie hamowany przy
25% stezeniu soku przez warianty fermentowane z udziatem L. plantarum JS052, MIX A i MIX B.

Zaobserwowano ponadto, ze fermentacja soku z L. plantarum JS052 w najwiekszym stopniu hamowata
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wzrost bakterii Gram-ujemnych. Natomiast, wariant produktu z uzyciem szczepu L. sakei 1S032
charakteryzowat sie stabszymi wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Jedynie 50% stezenie tego
wariantu byto w stanie catkowicie zahamowac¢ wzrost badanych drobnoustrojow.

Wtasciwosci antagonistyczne fermentowanych sokdw w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
byly stosunkowo lepsze niz wobec bakterii Gram-ujemnych. Bakterie L. monocytogenes wykazywaty
sie najwiekszg wrazliwoscig wobec wszystkich fermentowanych prébek soku. Sok kiszony z uzyciem
L. plantarum JS052 oraz MIX B w najwiekszym zakresie stezerr hamowat wzrost tego mikroorganizmu.
Réwniez bakterie S. aureus byty podatne na oddziatywanie kiszonych sokédw w réznym zakresie stezen.
Zasadniczo, nawet 12,5% stezenie fermentowanych sokéw (niezaleznie od wariantu) przyczyniato sie
do silnego ograniczenia wzrostu gronkowca ztocistego. Natomiast, B. subtilis byt najmniej wrazliwy
sposrdd bakterii Gram-dodatnich. Jego wzrost byt efektywnie hamowany przez wszystkie warianty
soku w stezeniu 50%. Wyjatkiem byt wariant soku otrzymany z udziatem L. plantarum JS052, ktéry
wykazywat dziatanie przeciwdrobnoustrojowe w 25% stezeniu. Podobnie, jak w przypadku bakterii
Gram-ujemnych, najlepszymi wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi charakteryzowat sie sok
fermentowany z uzyciem szczepu L. plantarum JS052. Z kolei wariant soku z L. sakei JS032 byt mniej
skuteczny.

Literatura przedmiotu potwierdza niniejsze wyniki badan wskazujace, ze proces kontrolowanej
fermentacji mlekowej istotnie wptywa na wifasciwosci antagonistyczne sokédw wobec rdinych
patogendw. Podobnie jak w przedstawionej pracy, badania przeprowadzone przez Michalak, Kubik-
Komar, Wasko i Polak-Berecka, (2020) wykazaty dobre wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
fermentowanego soku z jarmuzu z zastosowaniem autochtonicznych szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej. Autorzy wykazali, ze wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe byty szczepozalezne. Izolat
W. cibaria wykazywat lepsze witasciwosci przeciwbakteryjne w pordwnaniu z innymi badanymi
szczepami, takimi jak L. plantarum czy L. paraplantarum. Ponadto, podczas badan dotyczgcych
fermentowanego soku pomidorowego (Liu i in., 2018) z udziatem L. plantarum i L. casei wykazano,
ze probki sokow charakteryzowaty sie znacznie lepszg aktywnoscig antagonistyczng wobec patogendéw
jelitowych, takich jak E. coli, w poréwnaniu z sokiem niesfermentowanym. Réwniez sfermentowany
sok zowocdéw mombinu (Ribeiroiin., 2020) z wykorzystaniem szczepu L. acidophilus, wykazywat dobre
wiasciwosci przeciwbakteryjne, zwtaszcza wobec S. aureus i E. coli, natomiast wobec E. faecalis
nie stwierdzono zadnej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.

Warto podkresli¢, ze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa fermentowanych sokéw
warzywnych oraz owocowych jest rdwniez powigzana z obecnoscig réznych zwigzkéw bioaktywnych
wystepujgcych naturalnie w roslinach lub pojawiajgcych sie w wyniku mikrobiologicznej biokonwers;ji.
Mozliwe zatem, ze zaréwno bakterie fermentacji mlekowej, jak réwniez réznego rodzaju zwigzki

wykazujg dziatanie synergistyczne hamujac wzrost mikroorganizmoéw wskaznikowych. Jednym z takich
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przyktadow mogg by¢ zwigzki fenolowe. Zgodnie z literaturg przedmiotu, zdolnos¢ ta jest najczesciej
skorelowana z liczbg i potozeniem grup hydroksylowych w zwigzkach fenolowych (Lima i in, 2019).
Zaobserwowano znaczne réznice w potencjale przeciwbakteryjnym zwigzkéw fenolowych w stosunku
do bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Przypuszcza sie, ze aktywnosé zwigzkéw fenolowych
w stosunku do bakterii Gram-ujemnych moze by¢ mniej efektywna ze wzgledu na silng
elektroujemnos¢ btony zewnetrznej w $cianie komérkowej (Li i in., 2014; Lima i in., 2019; Wafa i in,,
2017).

Ponadto, w literaturze wskazuje sie réowniez, ze glukozynolany i produkty ich hydrolizy
wptywajg na hamowanie wzrostu réznych mikroorganizméw (Favela-Gonzédlez i in., 2020).
Stwierdzono, ze produkty rozpadu glukozynolandéw, takie jak izotiocyjaniany, wykazujg dziatanie
hamujace wobec wielu mikroorganizméw, w tym grzybdw i bakterii chorobotwdrczych, z takich
rodzajéw jak Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Bacillus, Serratia, Staphylococcus i Listeria (Alvarez,

Moreira, Roura, Ayala-Zavala i Gonzalez-Aguilar, 2015).

4.3.2.3. Wtasciwosci przeciwutleniajgce i sktadniki bioaktywne

Kompleksowe projektowanie nowego produktu fermentowanego o wtasciwosciach funkcjonalnych
wymaga rowniez wykonania analiz obejmujacych jego witasciwosci przeciwutleniajgce oraz zmiany
w zawartosci roznych sktadnikow bioaktywnych o potencjale prozdrowotnym. W zwigzku z tym,
kiszone soki przebadano pod wzgledem ich wtasciwosci antyoksydacyjnych oraz ogdlnej zawartosci
zwigzkéow fenolowych z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteu, a nastepnie zbadano zmiany
w zawartosci wybranych zwigzkéw przynalezacych do fenoli, karotenoiddw oraz glukozynolanéw.

Zwigzki przeciwutleniajgce wystepujace powszechnie w produktach roslinnych majg zdolnos¢
do neutralizacji wolnych rodnikéw (ich niesparowane elektrony mogg uszkadzaé kwasy nukleinowe,
biatka, weglowodany lub lipidy), a tym samym zapobiegajg uszkodzeniom komodrek poprzez
zmniejszenie stresu oksydacyjnego, co jednoczesnie wywiera korzystny wptyw na zdrowie cztowieka
(Chandra i in., 2020). Do przeciwutleniaczy zaliczajg sie liczne zwigzki, m.in. kwasy fenolowe,
karotenoidy czy tez witaminy A i C (Szajdek i Borowska, 2004). Zgodnie z literaturg przedmiotu,
w wiekszosci badanych fermentowanych produktéw owocowych lub warzywnych zaobserwowano
istotne zmiany w aktywnosci przeciwutleniajgcej, jak rédwniez w ogdlnej zawartosci zwigzkéw
fenolowych (TPC) (Szutowska, 2020). Szczegdétowe wyniki dotyczgce witasciwosci antyoksydacyjnych
oraz ogodlnej zawartosci zwigzkéw fenolowych w réznych wariantach prototypéw produktu zostaty

przedstawione w tabeli 37.
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Tabela 37. Ogdlna zawartosc zwigzkéw fenolowych oraz wiasciwosci przeciwutleniajgce w swiezym i fermentowanym

soku z jarmuzu

Swiezy sok L. plantarum L. sakei MIX A MIX B
TPC' [mg GAE/100 ml] 117,70%2,23° | 133,01+1,85% | 129,22+2,33* | 128,45+1,51° | 133,53+1,83°
TEAC? [mmol/100 ml] 2,88+0,15° 2,9940,23? 2,76%0,22° 2,58+0,10° 2,61+0,22°

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05;

ICatkowita zawarto$¢ zwigzkdw fenolowych jest wyrazona w mg ekwiwalentu kwasu galusowego (GAE) na 100
ml soku

2Wrasciwosci antyoksydacyjne - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) jest wyrazony w mmol
ekwiwalentu Troloxu w 100 ml swiezego soku

Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka i in., 2021)

W toku analizy wykazano, ze 24 godzinny proces kontrolowanej fermentacji mlekowej nie
przyczynit sie do istotnych zmian w aktywnosci przeciwutleniajgcej sokdw niezaleznie od zastosowanej
kultury starterowej. Co ciekawe, wczesniejsze badania dotyczace spontanicznej fermentacji soku
dowiodty, ze aktywnos¢ przeciwutleniajgca wzrosta podczas tego procesu. Réznice te wynikaty
prawdopodobnie ze zréznicowanego sktadu materiatu roslinnego oraz z samego procesu spontanicznej
fermentacji mlekowej, w ktédrym - w przeciwienstwie do fermentacji kontrolowanej - uczestniczyto
szerokie spektrum mikroorganizméw. Dodatkowo, na rdznice te mogta wptynaé réwniez diugosé
procesu fermentacji. Jak juz wspomniano, literatura naukowa wskazuje, ze proces fermentacji
mlekowej moze zardwno zwiekszy¢ wtasciwosci przeciwutleniajgce, jak i je obnizy¢. Uzaleznione jest
to przede wszystkim od charakterystyki surowca roslinnego, jak réwniez od szczepozaleznych
wtasciwosci kultur starterowych. W przeciwienstwie do niniejszych badan, Michalak i in., (2020)
zauwazyli, ze podczas kontrolowanej fermentacji soku z jarmuzu zastosowanie réznych szczepéw
bakterii fermentacji mlekowej spowodowato uzyskanie réznych wtasciwosci przeciwutleniajgcych.
Na przyktad, uzycie W. hellenica, L. curvatus, L. lactis i P. acidilactici spowodowato uzyskanie
najnizszych badanych wartosci, podczas gdy metabolizm W. cibaria, L. plantarum i L. mesenteroides
przyczynit sie do zwiekszenia aktywnosci przeciwutleniajacej. Réwniez podczas kontrolowanej
fermentacji soku z aronii (Bontsidis i in., 2021) z uzyciem szczepu L. paracasei, autorzy wykazali,
ze aktywnos$é przeciwutleniajgca znaczaco wzrosta gtdwnie w pierwszym tygodniu fermentacji
w temperaturze 4°C, a nastepnie utrzymywata sie na statym poziomie do korica okresu
przechowalniczego. Natomiast Sofia i in., (2020), podobnie jak w niniejszym badaniu, udowodnili,
ze fermentacja soku z flaszowca peruwianskiego nie przyczynita sie do zmian we witasciwosciach
antyoksydacyjnych, pomimo zastosowania réznych gatunkéow bakterii fermentacji mlekowej (L. brevis,
L. plantarum, L. rhamnosus oraz F. tropaeoli).

Kolejnym analizowanym zagadnieniem byto okreslenie ogdlnej zawartosci zwigzkéw

fenolowych (TPC) (tabela 37). Zwigzki fenolowe powszechnie wystepujg w zywnosci pochodzenia

166



roslinnego i stanowig istotny element zbilansowanej diety. Regularne spozywanie produktéw bogatych
w zwigzki fenolowe ma kluczowy wptyw na zdrowie cztowieka, szczegdlnie ze wzgledu na ich
wtasciwosci przeciwutleniajgce (Rodriguez i in., 2009). Metabolizm szczepu L. plantarum 1S052
i konsorcjum bakteryjnego MIX B wptynat na wzrost TPC odpowiednio z 117,70 do 133,01 i 133,53 mg
GAE/100 ml soku. Rowniez L. sakei JS032 i MIX A przyczynity sie do wzrostu TPC, jednak w mniejszym
stopniu niz dwa poprzednio wymienione warianty. Wczesniejsze badania dotyczace spontanicznej
fermentacji soku z jarmuzu (zaprezentowane na etapie badan podstawowych) rowniez wskazywaty na
podwyzszone parametry TPC, jednak w zdecydowanie wiekszym stopniu. Powyzsze wyniki znajduja
potwierdzenie w innych publikacjach naukowych dotyczacych fermentowanych sokdéw. Proces
fermentacji mlekowej soku z gtozyny pospolitej przyczynit sie do zwiekszenia ogdlnej zawartosci
zwigzkow fenolowych przy jednoczesnym spadku zawartosci flawonoiddéw (Lii in., 2021; Xu i in., 2019;
Zhao iin., 2019). Podobnie, podczas kontrolowanej fermentacji soku z morwy (Kwaw i in., 2018)
wszystkie zastosowane szczepy bakterii fermentacji mlekowej (L. plantarum, L. paracasei oraz
L. acidophilus) przyczynity sie do wzrostu TPC. Poziom wzrostu byt zréznicowany w zaleznosci od uzytej
kultury starterowej. Natomiast, w przeciwienstwie do niniejszych badan, fermentacja soku z flaszowca
peruwianskiego istotnie przyczynita sie do spadku zawartosci zwigzkéow fenolowych w wyniku
metabolizmu szczepu L. paracasei (Sofia i in., 2020).

Zgodnie z danymi literaturowymi, zwigzki fenolowe moga by¢ przeksztatcane w procesie
fermentacji mlekowej, co z kolei moze prowadzié¢ do powstania nowych, potencjalnie wartosciowych
pochodnych. Biokonwersja zwigzkéow fenolowych przez bakterie fermentacji mlekowej jest
skutecznym mechanizmem umozliwiajgcym detoksykacje niepozadanych zwigzkédw o potencjalnym
dziataniu przeciwdrobnoustrojowym (Filannino i in., 2018; Reverdn i in., 2012; Sanchez-Maldonado
iin., 2011). Szczepy bakterii fermentacji mlekowej mogg wytwarza¢ enzymy hydrolityczne, ktére
przyczyniajg sie do hydrolizy zwigzkow fenolowych do prostszych form (Liiin., 2021; Vivek i in., 2019).

Konsekwentnie, w kolejnym kroku obejmujacym okreslenie wtasciwosci prozdrowotnych
innowacyjnego produktu — fermentowanego soku z jarmuzu zielonego przeanalizowano zmiany
w profilu zwigzkéw fenolowych metodg HPLC. Zwigzki fenolowe sg gtéwnymi substancjami
powstajagcymi w wyniku wtérnego metabolizmu roslin. S3 one odpowiedzialne za pigmentacje
i cierpkos¢, a takze dziatajg jako czynniki ochronne przed promieniowaniem UV oraz dodatkowo
chronig rosliny przed pasozytami i owadami. Zwigzki te mozna znalez¢ w ogromnej réznorodnosci
matryc roslinnych m.in. w kapuscie, szpinaku, jarmuzu, jagodach, owocach cytrusowych czy tez
w grzybach. Zwigzki fenolowe moga wykazywaé liczne cechy wptywajgce na zdrowie cztowieka, takie
jak: wiasciwosci antyoksydacyjne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne oraz neuroprotekcyjne (Albuquerque i in., 2021). Warzywa krzyzowe sg zréznicowane

pod wzgledem profilu i zawartosci zwigzkéw fenolowych. Zielony jarmuz jest ich bogatym zrédtem,
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z najwiekszym udziatem flawonoidéw i kwaséw fenolowych. Z kolei zdolnos¢ antyoksydacyjna
poszczegdlnych zwigzkéw fenolowych zalezy od ich stabilnosci w réznych ukfadach i strukturach,

zwiaszcza od liczby i potozenia grup hydroksylowych (Olsen i in., 2009). Wyniki zawartosci zwigzkow

fenolowych zostaty zaprezentowane w tabeli 38.

Tabela 38. Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych (mg/100 ml) w swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu zielonego

Swiezy sok | L. plantarum L. sakei MIX A MIX B
Kwas kofeilochinowy 12,1+0,5° 10,8+0,8%° 9,5+0,8° 10,9+0,4%° 10,1+0,7%¢
Kwas ferulowy 3,740,2° 3,440,3° 3,4%0,9° 3,440,3° 3,440,3°
Kwas kawowy 4,620,1° 3,540,5° 3,1%0,4° 3,610,1° 3,1#0,5°
Kwas synapowy 15,040,1° 12,7+1,3° 10,7+1,4° 13,1+0,6° 12,4+0,8%°
by dm'l?s';‘z;‘::ifznowe 1,140° 1,240,2° 1,040,2° 1,240,1° 1,140,2°
Kwercetyna 31,7+0,3¢ 28,6+1 21,4+2,7° 23,9+2,1% 25,3+2,4%¢
Kemferol 82,7+0,6° 77,8+2,3% 70,0%9,2° 75,7+1,1% 69,7+6,1°
Zwigzki fenolowe ogétem | 150,9+1,3¢ 138,1+4,4° | 119,1+14,4° | 131,8%3,1% 125,2+10,7

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka, i in., 2021)

Proces kontrolowanej fermentacji mlekowej soku z jarmuzu zielonego przyczynit sie do licznych
zmian w profilu zwigzkéw fenolowych. Zasadniczo zmiany w zawartosci tych zwigzkéw byty
uzaleznione od zastosowanej kultury starterowej. Dla wiekszosci wykorzystanych kultur bakteryjnych
odnotowano ogodlny spadek zawartosci zwigzkéw fenolowych. Jedynie sok fermentowany z uzyciem
szczepu L. plantarum JS052 przyczynit sie do utrzymania zawartosci zwigzkéw fenolowych na takim
samym poziomie jak w Swiezym soku. Jednakze, metabolizm tego szczepu przyczynit sie do obnizenia
zawartosci kwasu kawowego i synapowego. Natomiast, do najwiekszego obnizenia zawartosci
zwigzkow fenolowych przyczynit sie sok fermentowany z wykorzystaniem szczepu L. sakei JS032. Dla
tej kultury zaobserwowano znaczgce spadki kwasu kofeilochinowego, kawowego, synapowego,
kwercetyny oraz kemferolu, przy jednoczesnym utrzymaniu poziomu kwasu ferulowego oraz innych
kwasdw hydroksycynamonowych. Natomiast, w przypadku zastosowania konsorcjéw bakteryjnych
MIX A oraz MIX B, zmiany w zawartosci zwigzkéw fenolowych byty poréwnywalne. Metabolizm kultury
MIX A spowodowat spadek zawartosci kwasu kawowego oraz kwercetyny, przy utrzymaniu zawartosci
pozostatych zwigzkdéw fenolowych. Z kolei fermentacja soku z udziatem kultury MIX B przyczynita sie
do obnizenia poziomu kwasu kofeilochinowego, kawowego, synapowego, kwercetyny oraz kemferolu,
a zawartos¢ pozostatych zwigzkdéw byta poréwnywalna do swiezego soku z jarmuzu.

Wyniki powyzszych analiz znajdujg potwierdzenie w literaturze przedmiotu, ktéra wskazuje na
liczne zmiany w zawartosci zwigzkow fenolowych zwigzanych z mikrobiologiczng biokonwersjg

surowca roslinnego (Filannino i in., 2018; Rodriguez i in., 2009). Fermentacja soku z owocow $liwowca
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mombin z wykorzystaniem szczepu L. acidophilus (Ribeiro i in., 2020) przyczynita sie do zmian
w zawartosci poszczegélnych zwigzkédw fenolowych. Autorzy zaobserwowali, ze proces fermentacji
spowodowat obnizenie zawartosci kwasu galusowego, katechiny, kwasu elagowego, eugenolu, przy
jednoczesnym zwiekszeniu zawartosci kwercetyny (Ribeiro i in., 2020). Podobnie, jak w niniejszych
badaniach, analizy przeprowadzone przez Jaiswal i Abu-Ghannam, (2013) wykazaty rdine straty
zwigzkow fenolowych w probiotycznym soku z kapusty po procesie fermentacji, w zaleznosci od
zastosowanego szczepu bakterii fermentacji mlekowej, 15% dla L. plantarum i L. brevis oraz 24% dla
L. rhamnosus. Ponadto, Filannino, Bai, Di Cagno, Gobbetti, i Ganzle, (2015) wskazali, ze metabolizm
zwigzkow fenolowych jest silnie uzalezniony od charakterystyki materiatu roslinnego. Autorzy
zaobserwowali rézne szlaki biokonwersji fenoli w soku wisniowym i przecierze brokutowym przy uzyciu
tych samych szczepdw bakterii. Z kolei badania prowadzone nad kiszonym sokiem z morwy (Kwaw i in.,
2018) z uzyciem roéznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej wykazaty zréznicowany wptyw
badanych gatunkdw bakterii na zawarto$s¢ poszczegdlnych fenoli. Wszystkie badane szczepy
przyczynity sie do wzrostu zawartosci kwasu kawowego, kwas ferulowego oraz wzrostu flawanoli
tj. kwercetyna oraz kemferol, jednakze w réznym zakresie. Szczep L. plantarum w najwiekszym stopniu
spowodowat wzrost kwaséw kawowego oraz ferulowego, natomiast szczep L. paracasei wptynat
istotnie na wysoki wzrost kwercetyny oraz kemferolu w badanych sokach.

W nastepnym etapie badan koncentrujgcych sie na okresleniu witasciwosci prozdrowotnych
kiszonych sokéw z jarmuzu przeprowadzono analizy majace na celu ustalenie zawartosci wybranych
karotenoiddw metodg HPLC. Karotenoidy s szeroko rozpowszechnionymi, naturalnymi
i wszechstronnymi zwigzkami, ktére sg stale obecne w naszej diecie. Zwigzki te dzieli sie zazwyczaj na
dwie grupy wedtug ich budowy chemicznej: ksantofile, ktére zawieraja co najmniej jedng grupe
funkcyjng z tlenem, oraz karoteny, ktdre zawierajg tylko szkielet weglowodorowy (Mapelli-Brahm i in.,
2020). Spozywanie karotenoidéw ma korzystny wptyw na zdrowie poprzez zmniejszanie ryzyka
wystgpienia m.in. niektérych form nowotwordéw, choréb uktadu krazenia i zwyrodnienia plamki zéttej.
Mechanizm dziatania karotenoidéw nie zostat jednoznacznie okreslony; wigze sie on jednak zich
zdolnoscig antyoksydacyjng, ktdra dziata przeciwko reaktywnym formom tlenu i unieszkodliwia wolne
rodniki, cho¢ wykazano réwniez, ze karotenoidy mogg modulowaé ekspresje gendéw (Elvira-Torales
iin., 2019). Jarmuz zielony jest doskonatym zrédtem karotenoidéow w diecie; zgodnie z danymi
literaturowymi ma najwyzsze stezenie luteiny i B-karotenu sposrdd wszystkich warzyw (Holden i in,
1999; Kurilich i in., 1999). Warto podkresli¢, ze ilos¢ karotenoidéw w warzywach zalezy od wielu
zmiennych, takich jak odmiana, warunki uprawy, dojrzato$é, pora roku i cze$é rosliny (Lefsrud i in.,
2007). Szczegotowe wyniki dotyczace zawartosci karotenoidéw w poszczegdlnych prototypach

fermentowanych sokéw zostaty przedstawione w tabeli 39.
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Tabela 39. Zawartos$¢ karotenoidéw (pug/100 ml) w swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu zielonego

Swiezy sok L. plantarum L. sakei MIX A MIX B

Neoksantyna 85,2+3,0° 14,8+0,5° 20,2+1,6° 14,6%1,1° 13,8+1,8°

Wiolaksantyna 181,3+0,7¢ 13,240,6° 3,6+1,4° 12,5+1,1° 6,8+1,6°

13-cis luteina 17,2+2,0° 13,2+0,3° 5,743,2° 10,5+0,4° 10,3+1,6°
All-trans luteina 775,7+15,4° 641,4+6,3° 734,9+51,2° 715,1+41,8? 583,2+47,5°

Zeaksantyna 97,7+1,4° 86,3+0,4° 75,7+2¢ 94,1+1,4° 83,8+3,6°

9-cis luteina 67,3+1,9° 105,1+3,5% 111,1#9,5% 115,7+4,4° 98,5+8,4°

B-kryptoksantyna 40,0+0,8°¢ 4,6+0,8° 0+0° 7,1+0,5°2 5,8+0,9°2
B-karoten 674,7+12,0° 552,3%8,2° 635,7+9,5° 636,3+24,9° 531,9+14,6°
Karotenoidy ogétem | 1939,1+26,7° | 1430,9+17,0° | 1586,8+78,3° | 1605,9+71,9° | 1334,1+73,0°

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka, i in, 2021)

24 godzinny proces fermentacji mlekowej przyczynit sie do spadku ogdlnej zawartosci
karotenoidéw niezaleznie od kultury starterowej z 1939 ug/100 ml do przedziatu od 1605 - 1334
ug/100 ml. Jednakze, poziom pojedynczych zwigzkéw byt uzalezniony od indywidualnych szlakéw
metabolicznych zastosowanych mikroorganizméw, czy to w postaci monokultury czy kultur
mieszanych. Dla wszystkich badanych wariantéw soku odnotowano istotny wzrost 9-cis luteiny.
Rozwazajgc zmiany w biokonwersji karotenoidéw przez poszczegdlne warianty produktu
zaobserwowano, ze fermentacja soku z wykorzystaniem szczepu L. sakei JS032 oraz konsorcjum
bakteryjnego MIX A w najmniejszym stopniu wptyneta na obnizenie zawartosci karotenoidéw
w poréwnaniu ze swiezym sokiem. Metabolizm obu wariantéw (L. sakei JS032 i MIX A) pozwolit
na utrzymanie zawartosci all-trans luteiny pordwnywalnej do tej w swiezym soku z jarmuzu zielonego.
Co ciekawe, konsorcjum mikroorganizméw wystepujgce w MIX A przyczynito sie rowniez
do utrzymania zawartosci zeaksantyny, co prawdopodobnie jest wynikiem wystepowania szczepu
L. mesenteroides 1S027 w danym wariancie. Z kolei jedynie w przypadku soku fermentowanego
z L. sakei JS032 zaobserwowano catkowity spadek B-kryptoksantyny. W przypadku dwdch pozostatych
probek soku wytworzonych na drodze fermentacji z uzyciem szczepu L. plantarum oraz konsorcjum
MIX B odnotowano najwiekszy spadek ogdlnej zawartosci karotenoidéw. Warianty te przyczynity sie
do istotnych zmian zawartosci all-trans luteiny, B-karotenu oraz neoksantyny.

Podobne wyniki uzyskali Kun, Rezessy-Szabo, Nguyen, i Hoschke (2008) podczas kontrolowanej
fermentacji soku marchwiowego z zastosowaniem wybranych szczepdéw z rodzaju Bifidobacterium.
Autorzy wykazali 15-45% degradacje a-karotenu i B-karotenu w soku marchwiowym po 24 godzinach
fermentacji, w zaleznosci od zastosowanego szczepu. Natomiast, Di Cagno i in., (2019) w swoich
badaniach zaobserwowali rézne straty B-karotenu w sfermentowanym soku z Portulaca oleracea L.
w zaleznos$ci od uzytego szczepu bakterii fermentacji mlekowej. W przypadku szczepdw L. brevis

i L. rossige straty te byly mniejsze (2% i 0,5%) niz w przypadku szczepdw P. pentosaceus
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i L. mesenteroides (12,5% i 10,5%). Z kolei w przypadku szczepéw L. plantarum straty p-karotenu
wynosity od 2 do 7,5%. W przeciwienstwie do niniejszych badan, autorzy (Xu i in., 2020) dowiedli,
ze proces kontrolowanej fermentacji soku marchwiowego (zwyktego oraz zageszczonego) prowadzony
przez dwa rézne szczepy L. gasseri przyczynit sie do wzrostu zawartosci karotenoidow, w szczegélnosci
B-karotenu w soku zageszczonym. Autorzy przypuszczaja, ze jest to powigzane z odpowiedzig L. gasseri
na wyzszy poziom stresu oksydacyjnego, poniewaz liczne gatunki bakterii fermentacji mlekowej
sg znane z syntezy karotenoiddw jako mechanizmu ochronnego przed stresem. Co wiecej, autorzy
podkreslaja, ze proces fermentacji mlekowej moze réwniez zwieksza¢ uwalnianie i biodostepnosé
karotenoidéw w matrycy soku (Xu i in., 2020).

Ostatnim etapem w scharakteryzowaniu witasciwosci prozdrowotnych fermentowanych sokéw
byta analiza uwzgledniajgca zmiany w zawartosci glukozynolanéw. Glukozynolany stanowig dobrze
zdefiniowang klase anionowych zwigzkéw naturalnych wystepujgcych w kapustach, gorczycach
i rodlinach pokrewnych (BlaZevi¢ i in., 2020). Potencjalne korzystne wtasciwosci tych zwigzkéw oraz
produktéw ich enzymatycznej hydrolizy to: dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniajace,
antymutagenne i przeciwnowtoworowe (Vig i in., 2009). Wyniki zmian w zawartosci glukozynolanow

w fermentowanych sokach z jarmuzu zielonego przedstawiono w tabeli 40.

Tabela 40. Zawartos$é glukozynolanéw (mg/100 ml) w swiezym i fermentowanym soku z jarmuzu zielonego

Swiezy sok L. plantarum L. sakei MIX A MIX B
Gl 43,6%4,3¢ 10,1%0,4° 14,4+0,6° 15,3+1,5° 15,5+0,9°
PG 3,9+0,3° 1,7+0,2° 2,0£0,4° 2,740,3¢ 3,740,6°
G':Ili‘;‘;:‘z’i"y SG 6,0£1,1° 6,1+0,8° 1,740,4° 5,040,4° 5,240,9°
GR 31,0+0,8¢ 10,6+0,2¢ 18,0+0,9% 18,5+1,6° 15,8+1,9°
GN 5,740,3¢ 0,9+0,1° 1,4+0,4° 1,3+0,3% 1,2+0,2%°
4h-GB 16,3%1,2° 1,6+0,6° 1,6+0,5° 1,8+0,2° 1,3+0,4°
Glukozynolany GB 65,8+1,3¢ 4,3+0,8° 5,0£0,5% 6,1+0,3" 6,340,5°
indolowe 4m-GB 2,4+0,1¢ 1,440,2° 0,6+0,1° 1,1+0,1° 1,440,1°
NGB 1,4+0,5° 0,8+0,2° 0,8+0,2° 0,8+0,1° 0,9+0,1°
Glukozynolany ogétem 176,0+3,1¢ 37,5+3,2° 45,443,3¢ 52,4+2,9° 51,3+2,1°

Srednie wartosci oznaczone tg sama literag w wierszu nie réznity sie istotnie przy p<0,05

Gl-glukoiberyna, PG-progoitryna, SG-sinigryna, GR-glukorafanina, GN-glukonapina, 4h-GB-4-
hydroksyglukobrassycyna, GB-glukobrassycyna, 4m-GB-4- metoksyglukobrassycyna, NGB-neoglukobrassycyna
Zrédto: (Szutowska, Gwiazdowska, Rybicka, i in, 2021)

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano istotny spadek zawartosci glukozynolanéw
w trakcie procesu fermentacji mlekowej. Zawartos$¢ poszczegdlnych zwigzkéw byta rézna w zaleznosci
od uzytej kultury starterowej w procesie. Fermentacja soku z wykorzystaniem konsorcjum
bakteryjnego MIX A oraz MIX B przyczynita sie w najmniejszym stopniu do strat w zawartosci

glukozynolanéw — odpowiednio 52,4 mg/100 ml oraz 51,3 mg/100 ml. W obu prototypach produktu
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zawartos¢ sinigryny pozostata na poréwnywalnym poziomie jak w $swiezym soku. Ponadto, sok
fermentowany z uzyciem kultury bakteryjnej MIX B sprzyjat utrzymaniu statej zawartosci progoitryny.
Réwniez metabolizm szczepu L. plantarum JS052 pozwolit na zachowanie poréwnywalnego poziomu
sinigryny w stosunku do soku niefermentowanego, aczkolwiek uzycie tego szczepu wigzato sie
najwiekszymi stratami glukozynolanéw sposrdd innych badanych wariantéw. Z kolei sok kiszony
z wykorzystaniem szczepu L. sakei JS032 spowodowat spadek zawartosci wszystkich zwigzkéw, ale
W mniejszym stopniu niz szczep L. plantarum JS052.

Zgodnie z literaturg przedmiotu proces fermentacji mlekowej moze wptywaé na zawartosc¢
glukozynolanéw. W przeciwienstwie do niniejszych wynikdw, badania koncentrujgce sie
na kontrolowanej fermentacji puree z brokutéw dowiodty, ze bakterie fermentacji mlekowej mogg
przyczyni¢ sie do wzrostu zawartosci glukozynolanéw (Ye i in., 2019). Autorzy wykorzystali rézne
autochtoniczne szczepy bakterii przynalezace do gatunkéw L. mesenteroides oraz L. plantarum. Przed
fermentacjg prébki puree zostaty poddane obrébce termicznej, podobnie jak sok w niniejszej pracy.
Autorzy zaobserwowali, ze obrébka termiczna przyczynita sie do obnizenia zawartosci glukozynolanéw.
Jednakze, po przeprowadzeniu fermentacji mlekowej zawartos¢ glukozynolandéw (glukoiberyny,
progoitryny oraz glukorafaniny) znacznie wzrosta, a catkowite stezenie glukozynolandw wahato sie od
55 ug/g do 359 pg/g. Co ciekawe, badacze odnotowali szczepozalezne szlaki metaboliczne bakterii
w obrebie gatunkéw. Przyktadowo zawartosé glukoiberyny podczas fermentacji roznymi szczepami
L. plantarum wahata sie od 0 do 56,2 pg/g. A zawartos¢ glukorafaniny wynosita od 29 ug/g do 169 ug/g
w zaleznosci od uzytego szczepu L. mesenteroides. Z drugiej strony, podobne wyniki do niniejszej pracy
uzyskali Nugrahedi, Widianarko, Dekker, Verkerk, i Oliviero (2015) ktérzy odnotowali 80% spadek
zawartosci glukozynolandw podczas fermentacji kapusty sitowatej. Autorzy sugerowali, ze podczas
fermentacji mlekowej bakterie wykazywaty pewng aktywnos¢ mirozynazopodobng, ktéra katalizowata
hydrolize glukozynolandw. Inni autorzy réwniez dowiedli, ze fermentacja mlekowa przyczynia sie do
spadku zawartosci glukozynolanéw w przypadku spontanicznie kiszonej kapusty (Palani i in., 2016).
Degradacja glukozynolandw rozpoczeta sie od drugiego dnia procesu a od pigtego dnia nastgpit juz
znaczny spadek zawartosci, kiedy to okoto 90% wszystkich glukozynolanéw ulegto degradacji. Autorzy
zwrdcili uwage na fakt, ze silny spadek zawartosci glukozynolanéw byt skorelowany z rosnaca
liczebnoscig bakterii fermentacji mlekowej, ktére wykazujg zdolnos¢ do metabolizowania tych
zwigzkow. Co ciekawe po 7 dniu procesu nie zaobserwowano juz wykrywalnej ilosci glukozynolandéw.

Nalezy wspomnieé, ze wystepujgce w roslinach glukozynolany sg nieaktywne. Dopiero
w momencie réznego rodzaju procesow (tj. krojenie, zucie) glukozynolany podlegajg hydrolizie
enzymatycznej z udziatem mirozynazy (glukohydrolaza B-tioglukozydowa [EC 3.2.1.147]), ktora
wystepuje naturalnie w komadrkach roslinnych, ale przed jakimkolwiek dziataniem jest przestrzennie

oddzielona od tych zwigzkdw. Po uszkodzeniu roslin, glukozynolany sg rozktadane przez mirozynaze do
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szeregu fizjologicznie aktywnych zwigzkdéw, takich jak izotiocyjaniany, tiocyjaniany, proste nitryle
i epitiocyjaniany (Bhat i Vyas, 2019; Martinez-Ballesta i Carvajal, 2015). Jednakze, biorgc pod uwage
przeprowadzony proces pasteryzacji soku z jarmuzu zielonego mozliwe jest, ze pewna cze$¢ enzymu
mirozynazy zostata inaktywowana. Enzym ten jest bowiem wrazliwy na wysokie temperatury (Oloyede
iin., 2021). W zwigzku z tym wydaje sie, ze glukozynolany nie bedg wykazywa¢ swoich wtasciwosci
prozdrowotnych. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage badania wskazujgce, ze mikrobiota jelitowa moze
z sukcesem hydrolizowa¢ glukozynolany do ich wartosSciowych pochodnych poprzez wytwarzanie
bakteryjnego enzymu mirozynazy (Sikorska-Zimny i Beneduce, 2021). W zwigzku z tym, pomimo
mozliwej degradacji enzymu mirozynazy, kiszony sok z jarmuzu moze by¢ dobrym Zrdédtem

wartosciowych glukozynolandw i ich pochodnych.

Podsumowanie

Nadrzednym celem etapu rozwoju nowego produktu spozywczego byto zaprojektowanie
innowacyjnego produktu w oparciu o fermentowany sok z jarmuzu zielonego z wykorzystaniem
autochtonicznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym. W tym celu
kompleksowe badania w tym rozdziale zmierzaty do stworzenia i przetestowania czterech prototypdéw
produktu o wtasciwosciach prozdrowotnych - sokéw z jarmuzu poddanych kontrolowanej fermentacji
z wykorzystaniem potencjalnie probiotycznych mikroorganizméw. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono badania pilotazowe koncentrujgce sie na wyborze najbardziej optymalnych kultur
starterowych (sposréd 10 wybranych izolatéw na etapie badan stosowanych) pod wzgledem wysokiej
liczebnosci komérek oraz skutecznego zakwaszania produktu. Tym sposobem, wyselekcjonowano
3 izolaty bakterii fermentacji mlekowej L. mesenteroides JS027, L. sakei JS032 oraz L. plantarum JS052,
ktéore w badaniu witasciwym zostaty wykorzystane jako monokultury i kultury mieszane
w kontrolowanej fermentacji soku. Kolejno, bardzo szczegdétowo zbadano wptyw poszczegdlnych
kultur starterowych na wifasciwosci fermentowanego soku z jarmuzu. Przedstawione badania
wykazaty, ze wplyw na cechy produktu zalezy od indywidualnych szlakéw metabolicznych
zastosowanych kultur starterowych. W trakcie badan zaobserwowano, ze szczep L. sakei JS032 posiada
zdolnos¢ do syntezy zarédwno ryboflawiny, jak i pirydoksyny. Natomiast fermentacja z uzyciem
L. plantarum JS052 wykazata wzrost zawartosci pirydoksyny i spadek zawartosci ryboflawiny. Rowniez
wysoka aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa przyczynia sie do zwiekszenia wifasciwosci
prozdrowotnych fermentowanego soku z jarmuzu. Pod tym wzgledem fermentacja z udziatem
L. plantarum JS052 przyczynita sie do uzyskania najkorzystniejszych wynikéw antybakteryjnych wobec
wszystkich badanych patogendw. Co wazine, wszystkie testowane warianty charakteryzowaty sie
odpowiednio wysoka liczebnoscig i zywotnoscig bakterii fermentacji mlekowej, a w szczegdélnosci

wariant z L. plantarum JS052, ktéry wykazywat najlepsza zywotnos¢ komdrek. Powyzsze cechy
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Swiadczg o ich przydatnosci technologicznej, jak réwniez o ich potencjalnych witasciwosciach
probiotycznych, ze wzgledu na mozliwg efektywnga kolonizacje mikrobioty jelitowej.

Nastepnie udowodniono zalezny od szczepu wptyw na biokonwersje zwigzkéw fenolowych,
karotenoidéw i glukozynolandw. Metabolizm szczepu L. plantarum JS052 przyczynit sie do utrzymania
znacznej zawartosci kwasow fenolowych, a zwtaszcza kwaséw: kofeinowego i synapowego. Natomiast
fermentacja z udziatem L. sakei JS032 spowodowata wieksze obnizenie zawartosci zwigzkow
fenolowych, przy czym szczegdlnie duze straty odnotowano w przypadku kwercetyny i kemferolu.
W przypadku karotenoiddw wiekszg degradacje zaobserwowano w probkach fermentowanych przy
uzyciu L. plantarum JS052 i MIX B w pordwnaniu z L. sakei JS032 i MIX A. Zawartos¢ glukozynolanéw
moze byc¢ rdwniez modyfikowana przez metabolizm uzytych szczepéw. Najlepsze parametry produktu
pod wzgledem zawartosci glukozynolandw mozna uzyskaé po fermentacji z uzyciem kultur mieszanych
(zarowno MIX A, jak i MIX B). Powyzsze badania umozliwity pozytywng weryfikacje hipotezy H4 oraz
zweryfikowaty hipoteze H5. Weryfikacja pozytywna hipotezy 5 dotyczyta wzrostu zawartosci witamin
zgrupy B oraz wyiszej zawartosci 9-cis-luteiny dla wszystkich badanych wariantéw. Natomiast
weryfikacja negatywna obejmowata wifasciwosci przeciwutleniajgce, ogdlng zawartosé zwigzkéw
fenolowych, dla glukozynolandw indolowych, czesci zwigzkéw fenolowych, karotenoidéw i czesci

glukozynolandéw alifatycznych.
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Podsumowanie

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i rozwéj prototypu nowego produktu
spozywczego poprzez fermentacje soku zjarmuizu przy uzyciu wyselekcjonowanych szczepéw
bakterii fermentacji mlekowej. Caty proces badawczy opierat sie na koncepcji rozwoju nowego
produktu z uwzglednieniem specyfikacji dla projektowania produktéw spozywczych. Przedstawiona
praca doktorska, koncentrujgca sie na kompleksowej charakterystyce fermentowanego soku z jarmuzu
na bazie koncepcji rozwoju nowego produktu spozywczego, wymagata zastosowania
wielokierunkowych metod badawczych, tj. systematycznego przegladu literatury obejmujacego
analize modeli rozwoju nowego produktu spozywczego, badan ankietowych dotyczacych zachowan
konsumentdw na rynku niemlecznej zywnosci fermentowanej oraz metod mikrobiologicznych,
fizykochemicznych i instrumentalnych koncentrujgcych sie na okresleniu wiasciwosci prozdrowotnych
i wyrdznikéw jakosciowych fermentowanego soku z jarmuzu zielonego.

Szereg przeprowadzonych analiz, obejmujacy koncepcje rozwoju nowego produktu
fermentowanego, istotnie wzbogacit istniejgcy stan wiedzy, zaréwno w warstwie teoretycznej jak
réwniez empirycznej. W warstwie teoretycznej, wypracowany model rozwoju nowych produktow
spozywczych, dzieki uwzglednieniu specyfiki branzy, uzupetnia obecny stan wiedzy z zakresu
zarzadzania procesem rozwoju nowych produktéw w ujeciu projektowym. Z kolei w warstwie
empirycznej, liczne badania laboratoryjne wskazujg na mozliwos¢ nowatorskiego wykorzystania soku
z jarmuzu zielonego w postaci fermentowanego produktu o wiasciwosciach funkcjonalnych
obejmujgcych whasciwosci probiotyczne oraz wysokg zawartos$¢ zwigzkédw bioaktywnych.

Na podstawie danych literaturowych stwierdzono, ze branza spozywcza jest branzg dojrzata
z dominujgca pozycja nielicznych, najwiekszych przedsiebiorstw. Przyjmujgc porterowskie podejscie
do analizy konkurencji w ramach branzy (Porter, 1980; Porter, 2008) ustalono, iz wystepowanie
w branzy spozywczej ograniczonej liczby lideréw rynkowych niesie ze sobg ryzyko kontroli cen
w branzy i rodzi potrzebe wzrostu konkurencji pozacenowej. W zwigzku z tym, realizacja strategii
réznicowania — stanowigca alternatywe dla strategii przywddztwa cenowego — ma wysokie szanse
powodzenia dla przedsiebiorstw spozywczych, gdyz pomimo aktywnego zaangazowania podmiotow
w dziatalnosé badawczo-rozwojowa, w branzy tej dominujg innowacje inkrementalne (Jurek-Stepien
i Wysocki, 2007). Dlatego tez jednym ze skutecznych elementéw strategii dyferencjacji jest
projektowanie nowych produktéw niosgcych ze sobg unikatowe wtasciwosci.

Koniecznos¢ rozwoju nowych produktdw jest naturalng konsekwencjg organizacji rynku
spozywczego, w ktorym silna konkurencja wymusza dostosowanie podazy do popytu rynkowego.
Osiggniecie sukcesu rynkowego przez nowy produkt wymaga, aby zostat on zaakceptowany przez

konsumentéw. Wykorzystanie wiedzy o uzytkownikach koncowych pozwala rozwija¢ produkty
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spozywcze, ktore beda w stanie zaspokoi¢ potrzeby konsumentéw, a tym samym bedg dopasowane
do oczekiwan potencjalnych nabywcow (Anwar, 2016). W pracy wyjasniono, ze dopasowanie produktu
do oczekiwan konsumentéw jest jedng z podstawowych cech wptywajacych na pdzniejszy sukces
rynkowy nowego produktu. Wprowadzenie nowego produktu na rynek jest procesem ztozonym
i dziatanie to nieodtgcznie zwigzane jest z ryzykiem niepowodzenia, co dla przedsiebiorstw
spozywczych jest kwestig problematyczng. W odniesieniu do powyziszych rozwazan, w pracy
wypracowano modelowe podejscie do rozwoju nowych produktéw spozywczych, ktérego
wykorzystanie przez przedsiebiorstwa potencjalnie mogtoby zminimalizowa¢ ryzyko niepowodzen.

W celu wypracowania modelu rozwoju nowego produktu spozywczego przeprowadzono
systematyczny przeglad literatury obejmujacy rézne podejscia do rozwoju nowego produktu w branzy
spozywczej. Opracowany model obejmuje siedem wyrdzniajacych sie etapdw: generowanie pomystu,
selekcje pomystu, badania, rozwdj, testowanie, wprowadzenie na rynek oraz monitorowanie. Model
ten przyjmuje perspektywe procesowa oparta na logice sekwencyjnej, w ktérej kolejne etapy
nastepujgc po sobie, tworzg spdjny cigg. U podstaw kompozycji modelu lezy zatozenie, ze w celu
rozwoju nowego produktu spozywczego nalezy zrealizowaé sekwencje logicznie wyodrebnionych
czynnosci. Model bazuje na zatozeniu, ze wszystkie etapy sg ze sobg powigzane, a proces moze
przebiega¢ zardwno od wczesniejszych do pdzniejszych etapdw, jak i moze zostaé cofniety
z pdzniejszych etapdw do etapdw wczesniejszych (np. nieudane testowanie moze sprawié, ze produkt
trafi z powrotem do etapu rozwoju). W ramach pracy doktadnie scharakteryzowano wszystkie etapy
procesu:

1. Generowanie pomystu - wykorzystanie wszystkich dostepnych wewnetrznych i zewnetrznych
zrédet pomystéw na nowe produkty.

2. Selekcja pomystu - selekcja pomystéw w oparciu o ustalone kryteria oceny obejmujace analize
otoczenia i strategie firmy.

3. Badania - prowadzenie zarédwno badan podstawowych (skoncentrowanych na zdobywaniu
nowej wiedzy) oraz badan stosowanych (skoncentrowanych na konkretnych i z goéry
okreslonych zastosowaniach docelowych).

4. Rozwdj - wykorzystanie istniejgcej wiedzy zdobytej podczas etapu badan w celu wytworzenia
prototypu produktu.

5. Testowanie - przeprowadzenie obowigzkowych testow jakosciowych oraz okreslenie pozycji
nowego produktu na rynku.

6. Wprowadzenie na rynek - produkcja nowych produktéw i mozliwe dostosowanie obecnego
procesu produkcyjnego, a takze wprowadzenie produktéw na rynek.

7. Monitorowanie - zdobywanie doswiadczenia, rejestrowanie danych jakosciowych

i ilosciowych oraz wykonywanie analiz w celu poszerzenia bazy wiedzy firmy.
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W odniesieniu do dwdch pierwszych etapdw procesu - generowania i selekcji pomystéw,
stwierdzono, iz jednym z dominujgcych obecnie trendéw w branzy spozywczej jest trend zwigzany
ze zdrowym odzywianiem. Szczegdlnie duzg szanse na akceptacje ze strony konsumentdéw, a tym
samym sukces rynkowy, posiadajg produkty o wiasciwosciach prozdrowotnych. Wyjasniono na bazie
teorii planowanego zachowania (Ajzen, 1991), iz ze wzgledu na oddziatywanie spoteczne wywierane
przez inicjatywy promujace prozdrowotne zachowania zywieniowe nastepuje zmiana w zakresie
postaw, subiektywnych norm oraz poczucia sprawowania kontroli nad mozliwoscig stosowaniem
zbilansowanej diety przez konsumentéw. Tym samym zachowania prozdrowotne konsumentéw bedg
w przysztosci utrzymywaty sie na danym poziomie badz przybieraty na sile.

Rozwdj zywnosci funkcjonalnej, rozumianej jako zywnosé, ktéra korzystnie wptywa na jedna
lub wiecej docelowych funkcji w organizmie, ponad dziataniem odzywczym, oferuje istotne mozliwosci
rozwoju dla przedsiebiorstw z branzy spozywczej. Analizujgc mozliwosci ukierunkowania rozwoju
nowych produktéw funkcjonalnych ustalono, iz konsumenci nie postrzegajg zywnosci funkcjonalnej
jako jednorodnej kategorii produktowej, a potencjalna akceptacja nowego produktu zalezy od
charakterystyki materiatu bazowego. Konsumenci s3 szczegdlnie zainteresowani zywnoscig
funkcjonalng rozwijang na bazie materiatu, ktéry postrzegajg jako zdrowy (np. warzyw). Jednakze,
opracowywanie i wprowadzanie do obrotu zywnosci funkcjonalnej jest drogie, ryzykowne i pocigga
za sobg koniecznos$¢ prowadzenia licznych badan laboratoryjnych, a w zwigzku z tym zarzadzanie
ich rozwojem jest szczegdlnie wymagajace.

Przyjmujac za podstawe strategie dyferencjacji okreslono, ze aby skutecznie sie wyréznié,
przedsiebiorstwa powinny rozwija¢ nowe produkty funkcjonalne na bazie produktéw, ktére byty
w niewielkim stopniu obecne na rynku w przesztosci. Pewng nisze stanowig produkty fermentowane,
wtym przede wszystkim napoje fermentowane. Ustalono, iz rynek zdominowany jest przez
fermentowane produkty mleczne, a tym samym rozwdj niemlecznych produktéw fermentowanych na
bazie owocdw i warzyw stanowi szczegdlnie wazny | potencjalny kierunek rozwoju nowych produktéw.
Zywno$¢ fermentowana moze byé zaliczana do kategorii produktéw funkcjonalnych z uwagi na zmiany
zachodzace podczas fermentacji (biokonwersja zwigzkéw biologicznie czynnych) oraz z uwagi na
obecnos¢ mikroorganizmdéw o potencjale probiotycznym. W zwigzku z tym, regularne spozywanie
fermentowanych produktédw przyczynia sie do poprawy zdrowia konsumentéw (Marco i in., 2021;
Septembre-Malaterre i in., 2018).

Przeprowadzenie studiow literaturowych oraz analiza kiszonych produktéw dostepnych na
rynku umozliwita wybdr wartosciowego materiatu roslinnego - jarmuzu zielonego, na bazie ktérego
moze by¢ rozwiniety produkt spetniajgcych kryteria okreslone powyzej. Warto podkreslié, ze obecnie
na rynku zaobserwowano brak produktéw w oparciu o fermentowany sok z jarmuzu, mimo, ze oferta

obejmuje rézne kiszone soki na bazie warzyw. Selekcji materiatu dokonano réwniez na podstawie
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charakterystyki jarmuzu. Warzywo to charakteryzuje sie wysokg zawartoscig zwigzkdéw bioaktywnych
(witamin, zwigzkéw fenolowych, karotenoidéw, glukozynolanéw) i sktadnikéw mineralnych, ktére
majg pozytywny wptyw na zdrowie cztowieka. Z uwagi na zawartos¢ wymienionych zwigzkéw jarmuz
cechuje sie licznymi wtasciwosciami prozdrowotnymi, ktére obejmujg zapobieganie wystgpieniu
przewlektych choréb zwyrodnieniowych, choréb uktadu krazenia i powstawaniu nowotworéw (Samec
iin., 2018; Thavarajahiin., 2016).

W uzupetnieniu do powyiszych rozwazan dalsza cze$¢ prac badawczych w obrebie
generowania i selekcji pomystu wigzata sie z przeprowadzeniem badan konsumenckich. Byto to istotne,
poniewaz to opinia konsumentéw po czesci wptywa na sukces komercyjny produktu. W pracy ustalono,
ze kiszone produkty warzywne kojarzg sie przede wszystkim z konkretnymi produktami (kapustg
i ogdérkami), wiasciwosciami prozdrowotnymi i charakterystycznym smakiem. Podstawowe ich zalety
to, w opinii respondentdéw, przede wszystkim wtasciwosci prozdrowotne, wtasciwosci probiotyczne
i dtuzszy okres przydatnosci do spozycia. W badaniu ustalono, iz kiszone soki warzywne cieszg sie
umiarkowang czestotliwoscig zakupu wsréd respondentéw, mniejszg niz inne kiszone produkty
warzywne. Jako najwazniejsze kryterium wyboru kiszonych sokéw warzywnych respondenci wskazali
smak (48%), a nastepnie wtasciwosci prozdrowotne (46%), sktad produktu (45%), witasciwosci
probiotyczne (43%) i wartosci odzywcze (39%). Ponadto, w opinii respondentéw, oferta
fermentowanych sokéw warzywnych mogtaby podlega¢ dalszemu rozszerzeniu. W odniesieniu do
kiszonych sokéw warzywnych respondenci wskazali takie wady jak niska dostepnos$é, nieodpowiedni
smak lub zapach i wysoka cena. Wskazujac ich zalety najczesciej wymieniali ich prozdrowotny
charakter, niepowtarzalny smak i dtugi termin przydatnosci do spozycia.

Weryfikujac pierwszg hipoteze ustalono, iz czynniki demograficzne nie determinujg wyboréw
konsumentdw w zakresie konsumpcji kiszonych przetwordw warzywnych. Uszczegdtowienie badania
poprzez jego zawezenie do kiszonych sokdw warzywnych pozwolito jednak wykaza¢, iz czynniki te maja
istotne znaczenie dla tej kategorii produktéw. Badajgc konkretnie kiszone soki warzywne ustalono,
iz szansa, ze kobiety beda czesciej spozywal kiszone soki warzywne jest 0,856 razy wieksza niz
w przypadku mezczyzn. Natomiast, szansa, ze osoby mtode (w wieku 21-30 lat) bedg czesciej spozywac
kiszone soki warzywne jest ponad dwukrotnie nizsza (-2,305) niz w przypadku oséb w wieku powyzej
60 lat. Z kolei szansa, ze osoby zamieszkujgce miasta o liczbie mieszkancéw mieszczacej
sie w przedziale 20-99 tys. bedg czesciej spozywac kiszone soki warzywne jest 0,849 razy wieksza

niz w przypadku oséb zamieszkujgcych najwieksze osrodki miejskie (powyzej 500 tys.).

Hipoteza pierwsza, mowiqgca, ze czynniki demograficzne determinujq wybory konsumentéw

w zakresie konsumpcji kiszonych produktow warzywnych- zostata zweryfikowana pozytywnie
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w przypadku kiszonych sokéw warzywnych oraz negatywnie w przypadku kiszonych

przetworéow warzywnych.

W dalszej czesci pracy (badan i rozwoju), skoncentrowano sie na aspektach technologicznych
rozwoju nowego produktu spozywczego — fermentowanego soku z jarmuzu. Badania laboratoryjne
obejmowaty kompleksowg charakterystyke fermentowanego soku, co wymagato zastosowania
wielokierunkowych metod badawczych, tj. metod mikrobiologicznych i instrumentalnych.
Na podstawie aktualnej literatury naukowej dotyczacej potencjalnych zastosowan jarmuzu
stwierdzono, ze istnieje luka badawcza dotyczaca kompleksowe]j charakterystyki fermentowanego
soku na baziejarmuzu zielonego. Innowacyjne wykorzystanie jarmuzu w postaci produktu
fermentowanego znaczgco wzbogaca obecny stan wiedzy, jak réwniez stanowi nowatorskg propozycje
wykorzystania jarmuzu jako soku o potencjalnych wtasciwosciach prozdrowotnych.

W etapie badan podstawowych przeprowadzono wstepne analizy laboratoryjne, ktére miaty
na celu zdobycie nowej wiedzy dotyczacej mozliwosci przeprowadzenia spontanicznej fermentacji
soku z jarmuzu oraz okreslenie jego wybranych wyrdznikéw jakosciowych. Nalezy przy tym podkreslic,
Ze jarmuz nie jest tradycyjnie poddawany procesowi fermentacji, w zwigzku z tym jest to swoiste
novum naukowe. Jako$¢ mikrobiologiczna surowca i fermentowanego soku okazata sie
satysfakcjonujgca — nie wykryto obecnosci wybranych mikroorganizméw patogennych. Jak wykazaty
przeprowadzone badania, po 48 godzinach procesu liczba bakterii fermentacji mlekowej znacznie
wzrosta w poréwnaniu ze $wiezym jarmuzem. Byto to kluczowe z uwagi na powodzenie dalszych
etapdw badawczych w procesie rozwoju nowego produktu spozywczego. Im wyzsza liczebnos¢ bakterii
fermentacji mlekowej, tym wyzsze prawdopodobienstwo réznorodnosci gatunkowej izolatéw, a tym
samym wieksza mozliwos¢ wyselekcjonowania wartosciowych szczepdéw bakterii. Spontaniczna
fermentacja soku z jarmuzu przyczynita sie do biokonwersji zwigzkdw biologicznie czynnych,
co przejawito sie wzrostem witasciwosci przeciwutleniajgcych i wzrostem catkowitej zawartosci
zwigzkow fenolowych. Z drugiej strony zaobserwowano spadek zawartosci witaminy C. Natomiast
poziom sktadnikédw mineralnych pozostat bez zmian. Wykazano ponadto, ze spontaniczna fermentacja
soku przyczynia sie do uzyskania potencjalnych witasciwosci prozdrowotnych poprzez poprawe
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Obecnosé mikrobioty fermentujacej jak i jej metabolitéw nie

pozostaje rowniez bez znaczenia, poniewaz moze ona wywierac korzystny efekt na zdrowie cztowieka.

W zwiqgzku z tym, hipoteza druga: Spontanicznie fermentowany sok z jarmuzu charakteryzuje

sie wyZszq zawartoscig zwigzkéw bioaktywnych niz sok swiezy, zostata zweryfikowana

pozytywnie wobec wyzszych wiasciwosci przeciwutleniajgcych oraz wyzszej zawartosci
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zwigzkdéw fenolowych. Natomiast negatywna weryfikacja dotyczyta spadku zawartosci

witaminy C.

Nastepnie przeprowadzono badania stosowane, polegajgce na wykonaniu analiz
ukierunkowanych na konkretny cel i zastosowanie. Badania obejmowaty okreslenie potencjalnych
wiasciwosci probiotycznych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej. W pierwszym etapie wyizolowano
80 szczepow bakterii fermentacji mlekowej podczas rdézinych etapow procesu. Nastepnie,
po przeprowadzeniu wstepnej charakterystyki, poddano je badaniom przesiewowym — okreslono ich
wihasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe, wrazliwo$¢ wobec wybranych antybiotykow oraz
zidentyfikowano je do poziomu gatunku metodg proteomiczna.

Na podstawie swiatowych wytycznych oraz literatury przedmiotu dokonano metodycznego
wyboru najbardziej wartosciowych szczepéw bakteryjnych, zaréwno pod wzgledem ich wiasciwosci,
jak réwniez z uwagi na réznorodnos$¢ gatunkowa. W rezultacie, przeprowadzone badania pozwolity
na wyselekcjonowanie 12 wartosciowych irdznorodnych gatunkowo szczepdw bakterii fermentacji
mlekowej sposréd 80 izolatéw. Dziesie¢ szczepdéw bakterii fermentacji mlekowej zostato
zidentyfikowanych genetycznie do poziomu gatunku. Mikroorganizmy te nalezaty do gatunkéw
L. mesenteroides, L. sakei, L. plantarum, L. coryniformis. Wybrane 10 szczepdw mozna zaliczy¢ do
potencjalnych mikroorganizméw probiotycznych ze wzgledu na: odpowiedni brak opornosci
na wybrane antybiotyki, wysokie wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, odpowiednig przezywalnosé
w warunkach symulowanego przewodu pokarmowego, a takze identyfikacje genetyczng do poziomu

SZCzepu.

Hipoteza trzecia - wybrane szczepy bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane podczas
spontanicznej fermentacji jarmuzu zielonego charakteryzujq sie potencjalnymi wtasciwosciami

probiotycznymi, zostata zweryfikowana pozytywnie.

Na etapie rozwoju w pierwszej kolejnosci przeprowadzono wstepne analizy obejmujgce 7
wyselekcjonowanych uprzednio mikroorganizmdéw bazujace na liczebnosci bakterii w matrycy soku
oraz efektywnosci w zakwaszaniu produktu. Etap ten umozliwit wybdr trzech izolatéw bakterii, ktére
postuzyly jako monokultury (L. plantarum 1S052 i L. sakei 1S032), jak i kultury mieszane
(MIX A: L. mesenteroides 15027, L. plantarum JS052, L. sakei JS032 oraz MIX B: L. plantarum JS052
i L. sakei JS032) w stworzeniu 4 prototypéw fermentowanego soku z jarmuzu zielonego. Z uwagi na
nieefektywne obnizanie pH soku izolaty przynalezagce do gatunku L. coryniformis nie zostaty

uwzglednione przy tworzenie prototypéw produktu.
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W trakcie procesu fermentacji mlekowej zaobserwowano zalezne od szczepu witasciwosci
wplywajace na biokonwersje zwigzkéw biologicznie czynnych iwtasciwosci odzywcze. Zmiany
w wartosci odzywczej byly stosunkowo podobne dla wszystkich uzytych wariantéw. Najistotniejszg
réznicg byta zdolnos$é do metabolizowania cukréw i zakwaszania soku. Szczep L. plantarum JS052
w najwiekszym stopniu metabolizowat fruktoze i glukoze. Ponadto zaréwno L. plantarum JS052 i MIX
B najefektywniej przyczyniaty sie do spadku pH produktu, co zostato réwniez potwierdzone poprzez
badanie kwasowosci miareczkowej. Ustalono, ze w zaleznosci od zastosowanego szczepu, zaréwno
w postaci monokultury, jakikonsorcjum bakteryjnego, mozna ksztattowa¢ zawartos¢ wybranych
zwigzkow biologicznie czynnych, co mozna przedstawié nastepujgco:

o Jezeli celem jest uzyskanie fermentowanego soku z jarmuzu bogatego w witaminy z grupy

B (w szczegdlnosci witamine B, i Bg), nalezy zastosowac szczep L. sakei JS032.

e Aby uzyskac¢ produkt charakteryzujacy sie wysoka zawartoscig zwigzkéw fenolowych,

fermentacje nalezy prowadzic z uzyciem szczepu L. plantarum JS052.

o Wysokg zawartos¢ karotenoiddw mozna uzyskaé stosujgc L. sakei JS032 i MIX A.

e Zawartos¢ glukozynolanéw moze byé rowniez modyfikowana przez metabolizm badanych

bakterii, dlatego najlepsze parametry produktu pod wzgledem zawartosci glukozynolanéw
mozna uzyskac¢ po fermentacji z uzyciem kultur mieszanych (zaréwno MIX A, jak i MIX B).

Rowniez wysoka aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa przyczynia sie do zwiekszenia
wiasciwosci prozdrowotnych kiszonego soku z jarmuzu. Pod tym wzgledem fermentacja z udziatem
szczepu L. plantarum JS052 umozliwita uzyskanie najlepszych parametrow wobec wszystkich badanych
mikroorganizmoéw wskaznikowych. Co wazne, wszystkie testowane warianty charakteryzowaty sie
wystarczajgco wysokim wzrostem, a zwfaszcza wariant L. plantarum JS052 wykazywat najlepsza
liczebnos$¢ i zywotnoé¢ komdrek. Swiadczy to o ich przydatnosci technologicznej, jak réwniez o ich
potencjalnych wifasciwosciach probiotycznych, ze wzgledu na mozliwg efektywng kolonizacje

mikrobioty jelitowe].

W zwigzku z powyZszym, hipoteza czwarta, moéwigca, Ze mikrobiota jarmuzu stanowi Zrddto
bakterii fermentacji mlekowej przydatnych jako kultury starterowe do modelowania
wybranych wtasciwosci prozdrowotnych fermentowanego soku z jarmuzu zielonego, zostata

zweryfikowana pozytywnie.
Dodatkowo, na podstawie badan przeprowadzonych w etapie rozwoju produktu, stwierdzono,

ze kontrolowana fermentacja mlekowa przyczynita sie do znacznych zmian w zawartosci réznych

zwigzkow. Zaobserwowano wzrost zawartosci witamin z grupy B (w soku fermentowanym z udziatem
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L. sakei JS032 i kultury MIX A — pirydoksyny i ryboflawiny, a w soku fermentowanym z udziatem
L. plantarum JS052 i kultury MIX B — pirydoksyny), wzrost ogdlnej zawartosci zwigzkéw fenolowych
oraz wyzszg zawartos¢ 9-cis luteiny dla wszystkich badanych wariantéw. Jednoczesnie aktywnosc
przeciwutleniajgca pozostata taka sama jak w $wiezym soku, jak réwniez poziom kwasu ferulowego
i innych kwaséw hydroksycynamonowych pozostat bez zmian dla wszystkich prototypdw. Natomiast
zawartos¢ poszczegdlnych zwigzkdédw pozostata na takim samym poziomie w zaleznosci od
wykorzystanej kultury bakteryjnej. Wykorzystanie kultury MIX A przyczynito sie do zachowania
poziomu kwasu synapowego, kemferolu, all-trans luteiny, zeaksantyny oraz sinigryny. Z kolei
fermentacja z udziatem szczepu L. plantarum JS052 wptynefa na utrzymanie poziomu kwercetyny,
kemferolu sinigryny réwniez pozostat bez zmian. W przypadku zastosowania kultury MIX B zmianom
nie ulegta zawarto$é¢ nastepujgcych zwigzkédw: kwasu synapowego, progroityny oraz sinigryny.
Wykorzystanie L. sakei JS032 przyczynito sie do utrzymania all-trans luteiny na takim samym poziomie,
co w Swiezym soku. Zaobserwowano natomiast obnizenie zawartosci poszczegdlnych zwigzkéw
bioaktywnych, takich jak: kwas kofeilochinowy, kwas kawowy, neoksantyna, wiolaksantyna, 13-cis
luteina, B-karoten, - kryptoksantyna oraz glukozynolany indolowe we wszystkich prototypach soku.
Réwniez poziom glukozynolandw alifatycznych w przypadku wiekszosci zwigzkdw ulegt obnizeniu we
wszystkich badanych wariantach. Jak wspomniano wczesniej, zmiany zawartosci badanych zwigzkéw

byly silnie powigzane z metabolizmem uzytej kultury starterowe;j.

Hipoteza pigta - kontrolowana fermentacja soku z jarmuzu pozwala na uzyskanie wyZszej
zawartosci wybranych sktadnikéw bioaktywnych w poréwnaniu ze Swiezym sokiem i sokiem
poddanym spontanicznej fermentacji, zostata zweryfikowana pozytywnie hipotezy w zakresie
wzrostu zawartosci witamin z grupy B oraz wyzszej zawartosci 9-cis-luteiny dla wszystkich
badanych wariantéw. Natomiast weryfikacja negatywna obejmowata wifasciwosci
przeciwutleniajgce, 0gdlng zawartosc zwiqzkow fenolowych, dla glukozynolandw indolowych,

czesci zwiqgzkow fenolowych, karotenoiddw i czesci glukozynolandw alifatycznych.

Caty proces badawczy przedstawiony w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej jednoznacznie
pokazat, Ze projektowanie i rozwdj nowego produktu spozywczego, na przyktadzie zywnosci
fermentowanej o wtasciwosciach prozdrowotnych, jest procesem ztozonym. Na wiasciwosci
prozdrowotne, ktérych czesto oczekujg konsumenci, zasadniczy wptyw majg stosowane kultury
starterowe, ktérych wiasciwosci sg szczepozalezne. W zwigzku z tym, aby zaoferowaé innowacyjny
i prozdrowotny produkt, nalezy przeprowadzi¢ badania konsumenckie oraz wieloaspektowe analizy
laboratoryjne w celu zapewnienia jego kompleksowej charakterystyki i okreslenia potencjalnych

kierunkdéw rozwoju w oparciu o zalezne od szczepu szlaki metaboliczne.
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Warto zaznaczyg, ze sok z jarmuzu poddany kontrolowanej fermentacji nalezy uznaé za produkt
innowacyjny o wifasciwosciach funkcjonalnych, gtéwnie ze wzgledu na obecnos¢ pozytecznych
mikroorganizmdéw o potencjalnie probiotycznym charakterze oraz utrzymanie wysokiej zawartosci
wiekszosci zwigzkdéw biologicznie czynnych. Zatem wszystkie te wiasciwosci prozdrowotne zwiekszaja
jego wartos¢ komercyjng dla potencjalnych producentéw i zywieniowa dla klientéw zainteresowanych
niemlecznymi produktami o wtasciwosciach probiotycznych.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej, pomimo swojej ztozonosci
i zaawansowania, charakteryzujg rdwniez pewne ograniczenia, ktdre jednoczesnie wyznaczajg przyszte
kierunki badan.

Przedstawione badanie ankietowe zostato przeprowadzone w Polsce. W zwigzku z tym,
izw branzy spozywczej dziatajg m.in. przedsiebiorstwa prowadzace dziatalnos¢ na rynku
miedzynarodowym, zakres przestrzenny mozna traktowac jako pewne ograniczenie. Uzyskane wyniki
prezentujg zachowania polskich konsumentéw, sg wiec specyficzne i zawezone do rynku krajowego.
Wyniki nie powinny by¢ bezposrednio wykorzystywane w analizach prowadzonych w innych krajach,
natomiast mogg w takiej sytuacji stanowi¢ wartosciowy materiat poréwnawczy. Dlatego tez, istothym
kierunkiem przysztych badan moze byé powtdrzenie badania po rozszerzeniu zakresu przestrzennego.
Ponadto, zasadnym wydaje sie aby badanie o charakterze ilosSciowym zostato w przysztosci
uzupetnione pogtebionym badaniem jakosciowym (np. w formie wywiaddw bezposrednich). Badanie
pozwolitoby wskazac przyczyny stojgce za zrdznicowaniem m.in. czestotliwosci spozycia kiszonych
produktéw warzywnych.

W zakresie badan laboratoryjnych, dotyczacych potencjalnych wtasciwosci probiotycznych
izolatdw  bakterii, przeprowadzono zalecane analizy in vitro obejmujgce wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, wrazliwos¢ na antybiotyki, tolerancje soli zéfciowych oraz kwaséw jak
réwniez identyfikacje genetyczng do poziomu gatunku (FAO/WHO, 2006). Pewnym ograniczeniem
badan w tym obszarze jest brak analiz in vivo. W uzupetnieniu, nalezatoby przeprowadzi¢ badania
obejmujace adhezje komdrek bakteryjnych np. do linii komérkowej Caco-2, ktére odzwierciedlatoby
mozliwos¢ kolonizacji nabtonka jelitowego konsumenta, potwierdzajac tym samym prozdrowotny
wplyw mikroorganizméw na mikrobiote jelitowa. Nalezatoby takze uwzgledni¢ badania kliniczne
dotyczace witasciwosci probiotycznych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej w kiszonym soku
zjarmuzu. Zgodnie z przestankami FAO/WHO (2006) w przypadku tego rodzaju badan nalezy
przeprowadzi¢ randomizowane, podwdjnie Slepe badania z udziatem ludzi w celu ustalenia
skutecznosci produktu probiotycznego. Ponadto, uznano, ze istnieje potrzeba, aby préby badawcze
charakteryzowata odpowiednia liczba osdb, w celu osiaggniecia istotnosci statystycznej. Badania

kliniczne potwierdzityby rowniez wtasciwosci funkcjonalne fermentowanego produktu.
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Pomimo przeprowadzenia licznych badan (zaréwno konsumenckich jak i laboratoryjnych) nie
podjeto préby przeprowadzenia badan obejmujgcych testowanie produktu przez konsumentdw.
Biorgc pod uwage, ze smak jest istotng cechg wplywajaca na ogdlne wrazenie i akceptacje
niemlecznych produktéw fermentowanych (bazujgc na przeprowadzonych badaniach ankietowych
W niniejszej pracy), przyszte badania powinny koncentrowac sie na charakterystyce sensorycznej
i akceptacji produktu przez potencjalnych konsumentéw. Analizy te powinny obejmowaé rézine
metody, takie jak panel ekspertow czy tez badanie konsumenckie np. z wykorzystaniem oceny
hedonicznej.

Pewnym ograniczeniem w niniejszej rozprawie byto przeprowadzenie badan dotyczacych
jedynie czesci etapdw autorskiego modelu rozwoju nowego produktu spozywczego. Jednakze,
niniejsza praca przyjefa perspektywe akademicka, a pozostate etapy procesu tj. testowanie,
wprowadzenie na rynek oraz monitorowanie, sg utozsamiane gtdwnie z przedsiebiorstwami
spozywczymi a nie jednostkami naukowo-badawczymi.

Pomimo, ze zaprezentowane w niniejszej rozprawie badania majg charakter naukowy, mozna
z nich zaczerpnac¢ pewne implikacje dla praktyki gospodarczej. Stworzony w ramach rozprawy model
rozwoju nowych produktéw spozywczych, choé bazujacy na analizie literatury przedmiotu, moze
stanowic istotng wskazowke w zakresie organizacji procesu projektowania nowego produktu. Z punktu
widzenia praktyki gospodarczej, mozliwg korzyscig jest przyjecie w ramach organizacji struktury
odzwierciedlajacej kolejne etapy wyrdznione w modelu, a nastepnie przypisanie do nich dziatan
zdefiniowanych w ramach modelu, co pozwoli zarzgdzaé w sposdb schematyczny procesem rozwoju
nowych produktéw. Kolejnym elementem badan, ktéry moze by¢ istotny z punktu widzenia praktyki
gospodarczej, sg wyniki badania konsumenckiego. Badanie to poswiecone byto ustaleniu zachowan
polskich konsumentéw dotyczacych niemlecznych produktéw fermentowanych. Tres¢ rozprawy
zawiera wiec konkretne wyniki dotyczace zachowan zakupowych w zakresie ogdtu kiszonych
produktéw warzywnych oraz konkretnie kiszonych sokdw warzywnych. Ponadto, wyniki badania mogg
stanowic¢ istotng wskazéwke odnoszacg sie do takich zagadnien jak marketing, czy dystrybucja
kiszonych produktéw. Wiedza ta jest o tyle wazna dla praktyki gospodarczej, ze finalnej weryfikacji
nowych produktéw dokonuja klienci, a jej uwzglednienie pozwoli przynajmniej czesciowo (w ramach
zagadnien poruszanych w badaniu) dopasowac procesy rozwojowe do panujgcej obecnie na rynku
sytuacji. Kolejnym elementem istotnym dla praktyki gospodarczej sg wyniki badan laboratoryjnych —
mikrobiologicznych, instrumentalnych oraz fizykochemicznych. Dzieki ich przeprowadzeniu mozliwe
byto zaprojektowanie prototypu nowego produktu spozywczego. Uzyskane rezultaty, a takze
prowadzona dyskusja mogg by¢ inspiracjg dla rozwoju konkretnego produktu w oparciu o proces
fermentacji mlekowej z wykorzystaniem autochtonicznych mikroorganizméw o potencjale

probiotycznym. W niniejszych badaniach skoncentrowano sie na jarmuzu zielonym i bakteriach
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fermentacji mlekowej, jednakze caty proces moze zosta¢ z sukcesem zaadaptowany dla innych
surowcow roslinnych, jak rowniez dla innych grup mikroorganizmow.

Zatozeniem niniejszej pracy byto zaprojektowanie produktu o cechach prozdrowotnych.
W zwigzku z tym, etap badan byt na tyle rozbudowany, ze zostat podzielony na dwa rodzaje — badania
podstawowe oraz stosowane. Badania podstawowe pozwolity zdoby¢ nowa wiedze obejmujaca
mozliwos$¢ przeprowadzenia spontanicznej fermentacji materiatu oraz okreslenie jego wstepnych
charakterystyk. Z kolei badania stosowane umozliwity okreslenie wtasciwosci probiotycznych
mikroorganizmodw autochtonicznych bazujgc na okreslonym schemacie selekcji bakterii. Ostatni etap
—rozwdj prototypdw produktu — pozwolit ustalié wptyw wybranych kultur bakteryjnych na wtasciwosci
prozdrowotne fermentowanego produktu. Zdobyta wiedza (np. proces selekcji mikroorganizmow
o charakterze probiotycznym lub metodyki okreslajgce zawartos¢ réznych zwigzkéw) moze byc
z powodzeniem wykorzystywana w podobnych badaniach, a jej aplikacja pozwoli na ograniczenia
zaréwno czasu jak i naktadéw pracy, co jest szczegdlnie istotne dla przedsiebiorstw. Praca moze wiec
stanowi¢ podwaline dla konkretnych dziatan rozwojowych, w szczegdlnosci obejmujacych

projektowanie fermentowanego produktu z uzyciem potencjalnie probiotycznych kultur starterowych.
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Zataczniki

Zatacznik 1. Kwestionariusz ankiety

Wybory konsumentéw w zakresie konsumpcji owocow, warzyw i kiszonych produktéw warzywnych

Czes€ I. Wybory konsumentéw w zakresie konsumpcji owocéw, warzyw i ich przetworow

1. Jakczesto spozywa Pan/Pani owoce, warzywa lub ich przetwory?

[J codziennie
[ kilka razy w tygodniu
[ raz w tygodniu

[ kilka razy w miesigcu
[ kilka razy w roku
[J nie spozywam w ogdle

2. Gdzie dokonuje Pan/Pani zakupu owocéw, warzyw lub ich przetworéw? Pytanie wielokrotnego wyboru

[J supermarket

[ sklep osiedlowy

[ sklep ze zdrowa zywnoscia
targ

O Internet
[ dyskonty (np. Lidl, Biedronka)
CJinne (jakie?) cveeeeeeeereeeeereeeerenenes

3. W skali od 1 do 5 prosze okresli¢ jak czesto spozywa Pan/Pani wymienione produkty owocowe i warzywne? (1 —nie

spozywam w ogdle, 5 — spozywam regularnie)

Swieze owoce/ warzywa 01
Mrozonki 01
Susze 01
Kiszonki 01
Marynaty 1
Konserwy 1
Pulpy 1

02
02
02
02
02
02

02

03
03
03
03
03
03

03

04
04
04
04
04
04

04

0s
0s
0s
0s
0s
0s

0s

Przeciery 01 O2
Soki zageszczone 01 O2
Soki 01 O2
Napoje 01 O2
Kompoty 01 O2
Dzemy, powidta, konfitury 01 O2

i/lub marmolady

03
03
03
03
03
03

Czesc Il. Wybory konsumentéw w zakresie konsumpcji kiszonych produktéw warzywnych

4. Jakie jest Pana/Pani pierwsze skojarzenie z , kiszonymi produktami warzywnymi”?

04
04
04
04
04
04

5. Z jakimi zaletami kojarza sie Panu/Pani kiszone produkty warzywne? Pytanie wielokrotnego wyboru

[ dtuzszy okres przydatnosci do spozycia

[ lepszy smak

[ wtasciwosci prozdrowotne
[ lekkostrawne

[ niski poziom cholesterolu

L1iNNE (JAKIE?) woveverererererererree et ere s enene

[ wieksza zawartos¢ witaminy C

[J wtasciwosci probiotyczne

[J wyzsza zawartos$¢ przeciwutleniaczy
[ niska kalorycznosé

[ zwiekszanie odpornosci organizmu

6. Jak czesto kupuje Pan/Pani kiszone soki warzywne i inne kiszone produkty warzywne?

kiszone soki warzywne

[ codziennie

[ kilka razy w tygodniu
[ raz w tygodniu

[ kilka razy w miesigcu
[ kilka razy w roku

[ nie kupuje w ogdle

inne kiszone produkty warzywne
[ codziennie
[ kilka razy w tygodniu
[ raz w tygodniu
[ kilka razy w miesigcu
[ kilka razy w roku
[ nie kupuje w ogéle

208

0s
0s
0s
0s
0s
0s



7. Gdzie dokonuje Pan/Pani zakupu kiszonych sokéw warzywnych i innych kiszonych produktéw warzywnych? Pytanie

wielokrotnego wyboru

kiszone soki warzywne

[J supermarket

[ sklep osiedlowy

[ sklep ze zdrowa zywnoscia
targ

O Internet

[ dyskonty (np. Lidl, Biedronka)

CJinne (jakie?) eveeeeeeereeeeereeeerereneas

inne kiszone produkty warzywne
[J supermarket
[ sklep osiedlowy
[ sklep ze zdrowa zywnoscia
targ
O Internet
[ dyskonty (np. Lidl, Biedronka)
CJinne (jakie?) cveeeeeeeereeeeereeeerenenes

8. W skaliod 1 do 5 prosze okresli¢ czestotliwosc¢ spozycia kiszonych produktow warzywnych? (1 —nie spozywam w ogdle,

5 —spozywam regularnie)

Produkt
Kapusta kiszona 01 O2
Ogorki kiszone 01 O2
Kalafior kiszony 01 O2
Buraki kiszone 01 O2
Czosnek kiszony 01 O2

03
03
03
03
03

04
04
04
04
04

0s
0s
0s
0s
0s

Produkt
Kapary kiszone 01 O2 O3 O4 0Os
Marchew kiszona 01 O2 O3 O4 0Os
Kimchi 01 O2 O3 O4 0Os
Topinambur kiszony 01 O2 O3 O4 0Os
Inne (jakie?): 01 O2 O3 O4 0Os

9. W skaliod 1 do 5 prosze okresli¢ czestotliwos¢ spozycia kiszonych sokéw warzywnych? (1 — nie spozywam w ogéle, 5—

spozywam regularnie)

Sok kiszony z:

kapusty 1
ogorkow 1
pietruszki 1
brokutéw 1
wielowarzywny 1

02
02
02
02
02

03
03
03
03
03

04
04
04
04
04

0s
0s
0s
0s
0s

Sok kiszony z:

burakéw 01 O2 O3 O4 0Os
selera 01 O2 O3 O4 0Os
marchwi 01 O2 O3 O4 0Os
Inne (jakie?)......... 01 O2 O3 O4 0Os

10. W skali od 1 do 5 prosze okresli¢ jak czesto przygotowuje Pan/Pani samodzielnie produkty kiszone? (1 — w ogdle nie
przygotowuje, 5 — przygotowuje bardzo czesto)

1

2

11. W skali od 1 do 5 prosze okresli¢ jakie s dla Pana/Pani najwazniejsze kryteria wyboru kiszonych sokéw warzywnych i
innych kiszonych produktéw warzywnych? (1 — w ogdle niewazne, 5 —bardzo wazne)

Kryteria
Smak
Cena
Marka produktu
Producent
Reklama
Dostepnosé
Estetyka opakowania
Pojemnos¢ opakowania
Skfad produktu
Wartosci odzywcze
Wiasciwosci prozdrowotne
Wiasciwosci probiotyczne
Wyglad produktu

Rekomendacje znajomych i/lub
rodziny

01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01
01

Kiszone soki warzywne

02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02
02

03
03
03
03
03
03
03
03
03
03
03
03
03
03

Inne kiszone produkty warzywne

04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
04 0O5 01 O2 O3 0O4 0Os
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12. Jakie kiszone produkty warzywne kupit(a) Pan/Pani w ciggu ostatniego miesigca?

Czesc lll. Oferta rynkowa kiszonych sokéw warzywnych

13. W skali od 1 do 10 prosze okresli¢ czy oferta dostepnych na rynku kiszonych sokéw warzywnych jest dla Pana/Pani
satysfakcjonujgca? (1 —NIEsatysfakcjonujgca, 10 — satysfakcjonujgca)

O O O O O O O O O O

14. Jakie s w Pana/Pani opinii najwieksze zalety i wady kiszonych sokéw warzywnych?

15. Skad czerpie Pan/Pani wiedze na temat kiszonych sokéw warzywnych? Pytanie wielokrotnego wyboru

[ Internet [ gazetki sklepowe (ulotki)
[ telewizja np. programy specjalistyczne [ banery reklamowe
[ prasa np. gazety, czasopisma [J znajomi/rodzina

[ targi konsumpcyjne
LT INNE (JAKIE?) cvevererreerereerereieerere e eerebesaeserebe s esssassessaeenesssaenes

16. Czy zapoznaje sie Pan/Pani z informacjg zamieszczong na opakowaniu kiszonych sokéw warzywnych?

O nigdy [ rzadko [ czasami [ czesto [ zawsze
17. Na jakie informacje na opakowaniu kiszonych sokéw warzywnych zwraca Pan/Pani uwage? Pytanie wielokrotnego
wyboru
[J nazwa produktu [J masa netto produktu
[ marka produktu [ termin przydatnosci do spozycia
[J nazwa i adres producenta [ warunki przechowywania
[ kraj pochodzenia [ certyfikaty np. ekologiczne; 1SO; Dobre, Bo Polskie!
[ zawartos$¢ sktadnikéw odzywczych w 100g/ml [ stopien pokrycia zalecanego dziennego zapotrzebowania na dany
produktu sktadnik
[ lista sktadnikéw O obeclnosc dozwolonych substancji dodatkowych lub innych
dodatkow

[ oswiadczenie zdrowotne np. dany sktadnik obniza ryzyko

[J oswiadczenie zywieniowe np. produkt zawiera witamine C L ) .
\wiadczenie zywienlowe np. progukt zawiera witaming wystgpienia okreslonej choroby

LT INNE (JAKIE?) cvevererrererereerereie s eesse s besaesesese s enssassessaeesesssaenes

Metryczka

Pte¢ [lkobieta CImezczyzna

Wiek [1do 20lat [121-30lat [131-40lat [J41-50lat [151- 60lat [160+

Status materialny (Srednia krajowa = 3450 zt netto)

[Jzdecydowanie powyzej $redniej krajowej [lpowyzej $redniej krajowej [Jsrednia krajowa [ponizej $redniej krajowej
[Jzdecydowanie ponizej $redniej krajowej

Miejsce zamieszkania

Owie$  tradycyjna Owies przy miescie [miasto ponizej 20 tys. [miasto 20-99  tys.
[Imiasto 100-199 tys. CImiasto 200-499 tys. [Imiasto powyzej 500 tys.

Wyksztatcenie: [Ipodstawowe [Jzawodowe [srednie Clwyzsze
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Zatacznik 2. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Tabela 41. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Mikroorganizmy wskaznikowe

. lzolat Bakterie Gram-ujemne Bakterie Gram-dodatnie Drozdie
.p.
E. coli C. jejuni S . Y. .. P: P. vulgaris B. subtilis M. luteus L. S. aureus C E. faecalis C. albicans
Enteretidis | enterocolitica | aeruginosa monocytogenes perfringens
Swiezy jarmuz zielony
1. JS001 12,004+0,00 14,00%0,00 13,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 13,50+0,71 14,50+0,71 15,00+0,00 15,00+0,00 11,50+0,71 0,00+0,00 0,00+0,00
2. JS002 0,00+0,00 12,0040,00* 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00 0,0040,00 11,004+0,00* | 13,00£0,00 14,0040,00* 12,0040,00* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
3. JS003 11,00+0,00* | 12,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 11,004+0,00* | 12,50+0,71 16,00+0,00* 12,5040,71* 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
4. JS004 12,00+0,00* | 11,00+1,41* | 11,50+0,71* 11,50+0,71 15,00+0,00 11,00+0,00 | 15,00+0,00* | 20,50+0,71* 11,00+0,00* 12,00+0,00* | 11,50+0,71* 0,0040,00 0,00+0,00
5. JS007 11,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 11,504+0,71* | 12,50+0,71 17,00+0,00* 11,5040,71* 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00
6. JS008 11,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00 0,0040,00 11,00+0,00* | 11,50+0,71 16,00+0,00* 11,00+1,41* | 11,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00
7. JS010 12,00+0,00* | 20,00+7,07* 0,00%0,00 15,00+0,00* 15,00+0,00* 0,00%0,00 13,00+0,00 11,50+0,71 16,00+0,00* 14,504+0,71* | 13,00+0,00* 0,00%0,00 0,00%0,00
8. Jso11 0,00+0,00 15,00+0,00* 0,0040,00 11,00+0,00* 11,50+0,71* 0,0040,00 11,00+0,00* | 12,00£0,00 17,0040,00* 13,504+0,00* | 11,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00
9. JS012 0,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 15,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 11,00+0,00 0,00+0,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
10. JS013 11,00+0,00* | 16,00+0,00* 0,0040,00 11,50+0,71* 11,00+0,00* 0,00+0,00 13,00+0,00 14,50+0,71 16,00+0,00* 13,504+0,71* | 11,00+0,00* 0,0040,00 0,00+0,00
11. Js014 0,0040,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 11,50+0,71* 12,0040,00* 0,0040,00 0,0040,00 11,50+0,71 17,0040,00* 13,5040,71* 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
12. JS015 12,00£+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00%0,00 15,00+0,00 11,50+0,71* | 11,00£0,00 11,00+0,00 0,00%0,00 13,5040,71* 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00
13. JS016 11,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00 11,00+0,00* 0,0040,00 11,00+0,00* | 12,00£0,00 17,0040,00* 12,0040,00* 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
14. JS017 12,00+0,00 18,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 11,00+0,00 0,0040,00 11,50+0,71 13,50+0,71 18,00+0,00 14,00+0,00 11,00+0,00 0,0040,00 0,00+0,00
15. JS018 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 0,0040,00 11,00+0,00* 0,0040,00 15,00+0,00* 15,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
2 dzien fermentacji
16. JS019 0,0040,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 11,00+0,00* 0,00%0,00 17,00+0,00* 15,00+0,00* 0,0040,00 0,00%0,00 0,00%0,00
17. JS020 0,00+0,00 11,00+0,00* 0,0040,00 12,5040,71* 15,00+0,00* 0,0040,00 11,00+0,00* 0,0040,00 18,00+0,00* 11,5040,71* 0,0040,00 11,00+0,00* 0,00+0,00
18. JS021 0,00+0,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 12,50+0,71* 11,00+0,00* 0,00%0,00 12,5040,71* 0,00%0,00 15,00+0,00* 11,00+0,00* 0,00%0,00 11,00+0,00* 0,00%0,00
19. JS022 0,00+0,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 11,00+0,00* 15,50+0,71* 0,0040,00 12,50+0,71* | 12,00+0,00* 16,00+0,00* 14,0040,00* 0,0040,00 12,0040,00* 0,0040,00
20. JS023 0,00+0,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 12,5040,71* 0,00+0,00 0,0040,00 11,00+0,00* 0,0040,00 16,00+0,00* 15,5040,71* 0,0040,00 15,5040,71* 0,0040,00
21. JS024 0,00+0,00 15,00+0,00 0,0040,00 15,00+0,00 14,00+0,00 0,0040,00 14,50+0,71 11,00+0,00 16,00+0,00 13,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
22. JS025 12,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,0040,00 15,0040,00* 11,00+0,00* 0,0040,00 12,5040,71* 0,0040,00 15,00+0,00* 11,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
23. JS026 11,00+0,00* | 12,00+0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00 11,50+0,71* | 13,50+0,71* 16,00+0,00* 11,5040,71* 0,00%0,00 0,00%0,00 0,00%0,00
24. JS027 12,00+1,41 16,00%0,00 0,0040,00 16,50+0,71 16,50+0,71 0,0040,00 16,00+0,00 13,00+0,00 20,00+0,00 14,00+0,00 13,00+0,00 0,0040,00 0,00+0,00
25. JS028 13,00+1,41* | 15,00+0,00* 0,0040,00 16,00+0,00* 15,00+0,00* 0,0040,00 15,00+0,00* | 11,00+0,00 16,00+0,00* 15,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
26. JMo002 14,00+0,00* | 15,00+0,00* | 11,00+0,00* 15,50+0,71* 11,00+0,00* | 11,50+0,71* | 12,50+0,71* | 15,00+0,00 15,00+0,00* 15,00+0,00* | 11,00+0,00* 0,0040,00 0,0040,00




27. JMO010 13,50+0,71* | 14,00+£0,00* | 11,50+0,71* 12,50+0,71* 11,50+0,71* | 12,50+0,71* | 11,50+0,71* | 16,50+0,71* 16,00+0,00* 14,00+0,00* | 12,50+0,71* 0,00+0,00 0,00+0,00
28. JS031 15,3341,41 17,00£0,00 12,5040,00 0,00£0,00 13,5040,00 14,60£0,71 13,5040,00 13,60+0,00 15,3340,71 15,5040,00 15,5040,00 13,00£0,71 0,00£0,00
4 dzien fermentacji
29. JS032 13,50+0,00 15,00£0,00 0,00£0,00 15,5040,71 15,00£0,00 0,00£0,00 18,00+0,00 15,00£0,00 18,00+0,00 15,5040,71 14,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
30. JS033 15,50+0,71* | 11,50+0,71* | 14,00%0,00 11,50+0,71* | 15,50+0,71* | 11,50+0,71* | 15,50+0,71* | 15,00+2,83 14,5040,71* 20,00+0,00* | 15,50+0,71* 15,5040,71 0,00£0,00
31. JS034 15,00+0,00 11,5040,71 14,00£0,00 14,00+0,00 17,50+0,71 13,00+1,41 17,00£0,00 23,00+1,41 15,5040,71 19,5040,71 15,5040,71 17,5040,71 0,00£0,00
32, JS035 11,50+0,71* | 12,00+0,00* 0,00£0,00 15,504+0,71* | 15,00+0,00* | 11,00+0,00* | 15,00+0,00* | 13,50+0,71 15,00+0,00* 15,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
33. JS036 12,50+0,71* 0,00+0,00 11,50£0,71 16,00+0,00* | 15,50+0,71* 0,00£0,00 16,5040,71 20,00+0,00 16,50+0,71* 15,504+0,71* | 15,00+1,41* 15,00£0,00 0,00£0,00
34. JS037 15,00+0,00* | 13,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* | 15,00+0,00* | 15,00+0,00* | 15,00+0,00* | 16,50+2,12 16,00+0,00* 15,00+0,00 | 13,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00
35. JS038 12,00+1,41* 0,00£0,00 13,0040,00 12,0040,00 11,00+0,00 0,00£0,00 15,5040,71 15,5040,71 16,00+1,41* 15,00+0,00* | 12,00+0,00 16,5040,71 0,00£0,00
36. JS039 14,00+0,00 | 11,00+0,00* | 15,00+0,00 15,00£0,00 16,00+0,00 11,00+1,41 | 16,50+0,71* | 15,50+0,71 15,00£1,41 16,5040,71 12,5040,71 16,00£1,41 0,00£0,00
37. JS040 11,5040,71* | 15,00+0,00* 0,00+0,00 11,50+0,71* | 15,00+0,00* 0,00£0,00 11,00£0,00 0,00£0,00 15,00+0,00* 12,0040,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
38. 15041 11,50+0,71* | 16,00+0,00* 0,00£0,00 11,00+0,00* | 15,00+1,41* 0,00£0,00 16,00+0,00* | 15,50+0,71* 17,0040,00* 16,00+1,41* | 11,50+0,71* | 12,00+0,00* 0,00£0,00
39. 15042 12,5040,71* | 12,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* 16,00+0,00 | 15,00+0,00* | 17,00+0,00* | 17,50+0,71 16,00+0,00* 17,504+0,71* | 12,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00
40. JS043 13,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,00£0,00 15,5040,71* 15,00+1,41 0,00£0,00 15,00+0,00* | 17,50+0,71 18,00+0,00* 14,50+0,71* | 15,50+0,71 12,00+0,00* 0,00£0,00
41. 15044 11,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00 11,00+0,00* 20,00+0,00 | 15,00+0,00* | 12,50+0,71* | 15,00+0,00 13,0040,00* 20,00+1,41 | 13,00+0,00* | 12,00+0,00* 12,0040,00*
6 dzier fermentacji
42. 15045 12,0040,00* | 13,00+0,00* 0,00+0,00 12,0040,00* 15,00£0,00 13,504+0,71 | 20,00+0,00* | 16,00+0,00 15,00+0,00* 15,5040,71 13,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
43. 15047 13,5040,71* | 16,00+0,00* 0,00+0,00 13,0040,00* 15,5040,71 0,00£0,00 15,504+0,71* | 17,00£0,00 16,50+0,71* 14,00+1,41* | 11,50+0,71* | 11,5040,71* 0,00+0,00
44, JmMo48 15,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* | 15,00+0,00* | 15,50+0,71* 0,00£0,00 15,00+0,00* | 18,00+0,00 15,00+0,00* 16,00+0,00 | 12,00+0,00* | 12,00+0,00* 0,00£0,00
45. 15048 14,0041,41* | 16,00+0,00* 0,00+0,00 15,5040,71* 0,00£0,00 0,00£0,00 11,00£0,00 14,5040,71 17,0040,00* 15,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00
46. JS050 11,00+0,00 0,00+0,00 11,00+0,00* 11,00+0,00 20,00+1,41* | 15,50+0,71* | 15,00+0,00 15,00+0,00 13,5040,71* 20,50+0,71 | 11,00+0,00* 0,00£0,00 11,5040,71*
47. JS051 12,00+0,00* | 12,50+0,71* | 13,50+0,71* 11,50+0,71 20,00+0,00* | 11,00+0,00 15,5040,71 15,00£0,00 11,5040,71 20,00+0,00* | 11,00+0,00* 12,00+0,00 0,00£0,00
48. JS052 14,0041,41 14,00£0,00 15,50+0,71 13,00+0,00 16,5040,71 12,00+0,00 19,00£1,41 21,00+1,41 15,5040,71 19,5040,71 13,5040,71 16,5040,71 0,00£0,00
49. JS053 13,00+0,00 13,50+0,71 13,50+2,12 14,00+1,41 17,50+0,71 13,50+0,71 18,00+0,00 21,00+0,00 18,00+0,00 19,5040,71 14,5040,71 13,5040,71 0,00£0,00
50. JS054 12,50+0,71 | 13,00+1,41* | 12,00+1,41 11,50£0,71 15,00£0,00 12,00+0,00 15,00£0,00 20,00+0,00 12,00£0,00 20,50+0,71* | 11,00+1,41 11,50+0,71 0,00£0,00
51. JS055 11,504+0,71* | 15,00+0,00* | 11,50+0,71* | 15,00+0,00* 15,00+0,00 | 15,50+0,71* | 15,00+1,41* | 15,50+0,71 15,00+0,00* 15,00+0,00* | 13,50+0,71* | 11,50+0,71* 0,00£0,00
52. JS056 13,0040,00* 0,00£0,00 0,00+0,00 12,50+0,71* | 20,00+0,00* | 15,00+0,00* | 15,00+0,00* | 21,00+0,00 15,00+0,00* 20,00+1,41* | 12,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00
53. 15057 12,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 12,50+0,00* | 21,50+0,71* | 15,50+0,71* | 15,00+0,00 20,00+0,00 15,5040,71* 15,00+1,41* | 11,00+0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
54. IMo041 11,00+0,00* | 13,50+0,71* | 12,00+0,00* | 12,50+0,71* | 16,00+0,00* 0,00£0,00 15,504+0,71* | 15,50+0,71 11,00+0,00* 16,00+1,41 | 11,504+0,71* | 12,50+0,71* 0,00£0,00
8 dzien fermentacji
55. IMo042 12,00+0,00* | 12,50+0,71* | 11,50+0,71* | 15,50+0,71* | 16,00+0,00* 0,00£0,00 16,50+0,71* | 16,00£0,00 13,5040,71* 16,50+0,71 | 12,00+0,00* | 15,50+0,71* 0,00£0,00
56. JmMo43 15,0040,00* 0,00+0,00 11,504+0,71* | 15,00+0,00* | 15,50+0,71* 0,00£0,00 14,5040,71* | 17,50£0,71 15,00+0,00* 17,50+0,71 | 11,50+0,71* | 15,50+0,71* 0,00£0,00
57. JM044 0,00£0,00 15,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 11,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 15,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
58. JS058 18,50+0,71 13,00+0,00 14,50+0,71 15,50+0,71 16,00+1,41 11,50+0,71 17,50+0,71 21,50+0,71 15,00+0,00 18,00+0,00 13,50+0,71 11,50+0,71 0,00+0,00
59. JMO059 12,5040,71* | 20,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* 15,5040,71 0,00£0,00 16,50+0,71* | 16,00£0,00 15,00+0,00* 13,504+0,71* | 11,50+0,71* | 15,00+0,00* 0,00£0,00
60. JM060 11,0040,00* | 12,00+0,00* 0,00+0,00 12,50+0,71* | 15,00+0,00* 0,00£0,00 13,00+0,00* | 12,50+0,71 16,00+0,00* 14,004+0,00* | 12,00+0,00* 0,00£0,00 0,00£0,00
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61. JS060 14,00+0,00* | 15,00+0,00* 0,0040,00 15,00+0,00* 16,00+1,41 0,00+0,00 16,50+0,71* 16,50+0,71 18,00+0,00* 14,00+1,41 15,00+0,00 13,50+0,71* 11,50+0,71*
62. JS062 15,00+0,00* | 16,00+0,00* | 15,00+0,00* 15,50+0,71* 15,00+0,00 18,00+0,00* | 14,00+1,41* 17,50+0,71 15,00+0,00* 15,50+0,71* | 11,50+0,71* 11,00+0,00* 0,00+0,00
63. 15064 15,50+0,71* | 15,00+0,00* | 15,00+0,00* 16,00+0,00* 15,00+0,00 18,00+0,00* | 16,50+0,71* 16,50+0,71 20,0040,00* 15,00+0,00* | 14,50+0,71* 11,50+0,71* 0,00+0,00
64. JS067 13,50+0,71* | 17,00+0,00* | 12,50+0,71* 15,00+0,00* 15,50+0,71 17,00+0,00* | 14,50+0,71* 17,00+1,41 16,00+0,00* 15,00+1,41* | 11,50+0,71* 11,00+0,00* 0,00+0,00
65. JS068 11,00+0,00* | 11,00+0,00* | 15,00+0,00* 15,00+0,00* 20,50+2,12* | 29,50+0,71* 16,00%0,00 20,00+0,00 15,00+0,00* 20,00+0,00 15,00+0,00 14,00+0,00* 0,00+0,00
66. JS069 11,00+0,00* | 15,00+0,00* | 15,00+0,00* 16,00+0,00* 15,00+0,00 17,00+0,00* | 16,00+£1,41* | 20,00+0,00 20,0040,00* 15,00+0,00 12,00+0,00* 12,00+0,00* 0,00+0,00
67. JS070 11,00£0,00 0,00+0,00 0,0040,00 0,00+0,00 21,00+0,00 15,00+0,00 14,00%0,00 20,00+0,00 0,00+0,00 22,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 11,00£0,00
2 tygodnie przechowywania
68. JS071 12,00+0,00* 0,00+0,00 0,0040,00 13,00+0,00* 20,50+0,71* | 13,00+0,00* | 17,50+0,71* | 20,00+0,00 14,50+0,71* 15,00+0,00* | 13,00+0,00* 14,00%0,00 0,00+0,00
69. 15072 11,00+0,00* | 11,00+0,00* | 15,00+0,00* 12,50+0,71* 15,50+0,71 14,50+0,71* 15,00+0,00 20,00+0,00 14,00+0,00* 21,50+0,71 16,00%0,00 12,50+0,71 0,00+0,00
70. JS073 12,50+0,71* | 15,00+0,00* | 11,50+0,71* 11,00+0,00* 15,00+0,00* | 17,50+0,71* | 14,00+1,41* 16,50+0,71 0,00+0,00 14,00+0,00* | 12,50+0,71* 11,00+0,00* 0,00+0,00
71. JS074 15,00+0,00* | 16,00+0,00* | 12,50+0,71* 11,00+1,41* 15,00+0,00 16,00+1,41* | 16,00+0,00* 15,00+1,41 20,00+0,00* 16,00+0,00* | 12,50+0,71* 0,00+0,00 0,00+0,00
72. JS075 14,50+0,71 15,00+0,00 15,00+0,00 15,00+0,00 17,00£0,00 16,50+0,71 17,50+0,71 21,00+0,00 19,00+0,00 15,50+0,71 13,50+0,71 0,00+0,00 11,00£0,00
73. JS076 15,50+0,71* 0,00+0,00 15,50+0,71* 15,00+0,00* 15,50+0,71 12,50+0,71* | 15,00+0,00* | 20,00+0,00* 16,50+0,71* 20,00£0,00* | 15,00+0,00* 19,00+0,00 0,00+0,00
74. JS077 11,50+0,71 11,00+0,00* | 15,00+0,00* 13,00+0,00 21,00+0,00 20,0040,00* 16,00%0,00 20,00+0,00 13,00£0,00 20,50+0,71* 15,50+0,71 13,00+0,00* 0,00+0,00
75. JS078 15,00+0,00* | 13,00+0,00* | 11,50+0,71* 11,00+0,00* 15,50+0,71 13,00+1,41* 15,00+0,00 15,00+0,00 13,50+0,71* 20,00+0,00 15,50+0,71 14,50+0,71 0,00+0,00
76. JS079 12,00+0,00* | 13,00+0,00* | 15,00+0,00* 11,50+0,71* 15,00+0,00 14,00+0,00* 17,50+0,71 17,00£0,00 14,00+0,00* 20,00+0,00* 11,00+0,00 13,50+0,00* 0,00+0,00
77. JS080 15,504+2,12* 11,5040,71 13,50+0,71 16,00%0,00 15,00+1,41 13,00£0,00 19,50+0,71 21,00+1,41 15,50+2,12 15,50+0,71 15,00+0,00 19,00+1,41 0,00+0,00
78. JMo062 13,50+0,71* | 16,00+0,00* | 11,00+0,00* 15,00+0,00 15,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* 15,00+0,00 20,00+0,00* 15,00+0,00* | 11,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00
79. JMo63 11,0040,00 12,50+2,12 13,50+0,71 11,50+0,71 16,50+0,71 12,004+0,00 17,00+£0,00 | 20,50+0,71* 15,50+0,71 21,0040,00* 15,50+0,71 16,50+0,71 0,00+0,00
80. JMo67 12,50+0,71* | 13,00+0,00* 0,00+0,00 15,00+0,00* 17,00+0,00* 0,00+0,00 12,00+0,00* 0,00+0,00 16,00+0,00* 15,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Srednica przedstawiona jako $rednia z trzech powtdérzen z odchyleniem standardowym

*efekt bakteriostatyczny

Zrédto: opracowanie wtasne
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Zatacznik 3. Wrazliwos¢ izolatéw bakterii fermentacji mlekowej wobec antybiotykéw

Tabela 42. Wrazliwos¢ izolatow bakterii fermentacji mlekowej wobec antybiotykéw

Grupa antybiotykow
Lp lzolat K S G N C E DA T AMP P VA
o (30 pg) (300 pg) (10 pg) (30 pg) (30 pg) (15 pg) (2 ug) (30 pg) (10 pg) (1,51V) (30 pg)
Inhibitory syntezy biatek Inhibitory syntezy sciany komadrkowej
Swiezy jarmuz zielony
1. JS001 R S | | S S S S S | R
2. JS002 R | R R S S S S | | R
3. JS003 R R R R S | | S | R R
4, JS004 R | | | S S S S S | R
5. JS007 R | R R S S S S S | R
6. JS008 R | R R S S S S S | R
7. JS010 R | R | S S S S S | R
8. JS011 R | R R S | S S S | R
9. JS012 R | | R S S S S S | R
10. JS013 R | R R S S S S S | R
11. JS014 R | R R S S S S S | R
12. JS015 R S | R S S S S S | R
13. JS016 R S | | S S | | S | R
14. JS017 R | R R S S S S S | R
15. JS018 R R R R | | | R | R R
2 dzien fermentacji
16. JS019 R | R | | S S S S R R
17. JS020 R | R R S | | S | R R
18. JS021 R R R R S | R | R R R
19. JS022 R R R R S | | | | R R
20. JS023 R R R R S | | S | R R
21. JS024 R R R R S | | | | R R
22, JS025 R | R R S | | S | R R
23. JS026 R | R | S S R S | S R
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R

55. | JM042 |
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56. | JMO043 R | R R | | | R I R R
57. | JM044 R S R R S | | | | | R
58. JS058 R S I R S S S | S | R
59. | JMO059 R R R R S | R | I R R
60. | JM060 R | R R S | R | S R R
61. JS060 R S I S S S I S S R R
62. 15062 R S R R | | S S S | R
63. JS064 R S R S S S | S | R R
64. JS067 R S R R | R S S S R R
65. JS068 R | R R | | R R I R R
66. JS069 R S R R I S S S S R R
67. JS070 R S R S S S S S S S R
2 tygodnie przechowywania
68. JS071 R | R R S S R | S R R
69. JS072 R | R R | | R | S R R
70. JS073 R S R R S S S | | R R
71. JS074 R S R R S S S S I S R
72. JS075 R S R R S S S S S S R
73. JS076 R R R R | | R S R R R
74. JS077 R | R R | | R I I R R
75. JS078 R | R R S S R S S R R
76. JS079 R | R R S S R | S R R
77. JS080 R | R R S | R | S R R
78. | JMO062 R R R R S | R | | R R
79. | JMO063 R | R R S S | S | R R
80. | JMO067 R | R R S | | | I R R

K —kanamycyna, S — streptomycyna, G — gentamycyna, N —neomycyna, C— chloramfenikol, E — erytromycyna, DA — klindamycyna, T — tetracyklina,
AMP - ampicylina, P — penicylina, VA —wankomycyna
R — oporny (ang. resistance), | — $redniowrazliwy (ang. intermediate susceptibility), S — wrazliwy (ang. susceptibility)

Zrédto: opracowanie wtasne
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Zatacznik 4. Wyniki identyfikacji proteomicznej izolatow bakterii fermentacji mlekowej

Tabela 43. Identyfikacja proteomiczna izolatu JS017 - wynik pogladowy

Wartosc
L.p. Nr izolatu Identyfikacja wskaznika NCBI
identyfikacji
Leuconostoc palmae
1. L 1
euconostoc palmae 40 (nridentyfikacyjny: 1243)
. Leuconostoc gelidum
2. L 1
euconostoc gelidum ,36 (nr identyfikacyjny: 1244)
. Leuconostoc gelidum
. L 1,2
3 euconostoc gelidum ,23 (nr identyfikacyjny: 1244)
Cronobacter sakazakii
. . 1,1
4 Cronobacter sp 18 (nridentyfikacyjny: 28141)
Leuconostoc inhae
. L ] 1,1
> euconostoc inhae A7 (nr identyfikacyjny: 178001)
JS017 . Leuconostoc gelidum
6. Leuconostoc gelidum 1,16 (nr identyfikacyjny: 1244)
. . Burkholderia cepacia
. B 1,1
7 urkholderia cepacia ,16 (nr identyfikacyjny: 292)
. Pseudomonas putida
. 1,1
8 Pseudomonas putida ,15 (nr identyfikacyjny: 303)
. L Weisella viridescens
. 1,1
9 Weisella viridescens ,15 (nr identyfikacyjny: 1629)
Klebsiella pneumoniae subsp.
10. Klebsiella pneumoniae 1,14 pneumoniae
(nridentyfikacyjny: 72407)

Wynik pogladowy oznacza dziesie¢ najblizszych dopasowan wygenerowanych przez system Maldi Biotyper do widm
masowych mikroorganizmoéw, znajdujgcych sie w bazie systemu Maldi Biotyper firmy Bruker.
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie raportéw Jagielloriskiego Centrum Innowacji



Tabela 44. Identyfikacja proteomiczna izolatu JS018 - wynik pogladowy

Wartos¢
L.p. Nr izolatu Identyfikacja wskaznika NCBI
identyfikacji
Lo Haemophilus influenzae
1. 1
Haemophilus influenzae ,49 (nr identyfikacyjny: 727)
Lo Haemophilus influenzae
2. 1,42
Haemophilus influenzae ,4 (nr identyfikacyjny: 727)
. . Raoultella ornithinolytica
3. Raoultella ornithinolytica 1,34 (nr identyfikacyjny: 54291)
4 Glutamicibacter protophormiae 1,24 Glutamicibacter protophormiae
: protop ' (nr identyfikacyjny: 37930)
Lo Haemophilus influenzae
. 1,2
5 Haemophilus influenzae ,23 (nr identyfikacyjny: 727)
JS018 . . Lactilactobacillus curvatus
. L 1,22
6 actilactobacillus curvatus , (nr identyfikacyjny: 28038)
. . Balneatrix alpica
. B 1,22
/ alneatrix alpica ' (nr identyfikacyjny: 75684)
Evansella clarkii
. E i 1,2
8 vansella clarki 20 (nr identyfikacyjny: 79879)
Lactilactobacillus sakei subsp.
9. Lactilactobacillus sakei 1,20 carnosus
(nridentyfikacyjny: 214325)
. Staphylococcus felis
10. Staphylococcus felis 1,19

(nridentyfikacyjny: 46127)

Wynik pogladowy oznacza dziesie¢ najblizszych dopasowan wygenerowanych przez system Maldi Biotyper do widm

masowych mikroorganizmoéw, znajdujgcych sie w bazie systemu Maldi Biotyper firmy Bruker.

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie raportéw Jagiellorskiego Centrum Innowacji

Tabela 45. Identyfikacja proteomiczna izolatu JS031 - wynik pogladowy

Wartosc
L.p. Nr izolatu Identyfikacja wskaznika NCBI
identyfikacji
Leuconostoc palmae
1. L 1
euconostoc palmae 49 (nridentyfikacyjny: 1243)
. . Burkholderia cepacia
2. B 1
urkholderia cepacia ,35 (nr identyfikacyjny: 292)
. . Burkholderia cepacia
3. Burkholderia cepacia 1,21 (nr identyfikacyjny: 292)
. Leuconostoc gelidum
. L 1,1
4 euconostoc gelidum ,19 (nr identyfikacyjny: 1244)
. . . Sphingobium chlorophenolicum
. 1,1
5 Sphingobium chlorophenolicum ,18 (nr identyfikacyjny: 46429)
Js031 Burkholderia thailandensis
. B j ] j 1,1
6 urkholderia thailandensis ,18 (nr identyfikacyjny: 57975)
Serratia rubidaea
. 1 1 1,1
/ serratia rubidaea A7 (nr identyfikacyjny: 61652)
Serratia rubidaea
. 1 1 1,1
8 serratia rubidaea 16 (nr identyfikacyjny: 61652)
Burkholderia vietnamiensis
. B ia vi iensi 1,1
9 urkholderia vietnamiensis ,13 (nr identyfikacyjny: 60552)
10. Burkholderia pyrrocinia 1,13 Burkholderia pyrrocinia

(nridentyfikacyjny: 60550)

Wynik pogladowy oznacza dziesie¢ najblizszych dopasowan wygenerowanych przez system Maldi Biotyper do widm

masowych mikroorganizmoéw, znajdujgcych sie w bazie systemu Maldi Biotyper firmy Bruker.

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie raportéw Jagiellorskiego Centrum Innowacji
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Zatacznik 5. Sekwencje genetyczne wybranych izolatéw bakterii fermentacji mlekowej

Tabela 46. Sekwencje genetyczne wybranych izolatow bakterii fermentacji mlekowej ztozone w bazie NCBI

L.p.

Nr izolatu

Gatunek

Sekwencja genetyczna umieszczone w bazie NCBI

1.

JS001

Leuconostoc
mesenteroides

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

aagttggtgg
ggccacattg
ccacaatggg
taaagcactg
cataccagaa
cgttatccgg
aagcccggag
taagtggaac
aaggcggctt
ttagataccc
ctcttagtgc
aaactcaaag
caacgcgaag
cttcttcgga
gttgggttaa
cacctctagc
atgcccctta
ttg

ggtaaaggcc
ggactgagac
cgaaagcctg
ttgtatggga
agggacggct
gatttattgg
ctcaactccg
tccatgtgta
actggactgc
tggtagtcca
cgaagctaac
gaattgacgg
aaccttacca
gacaaagtga
gtcccgcaac
gagactgccg
tgacctgggce

taccaagaca
acggcccaaa
atggagcaac
agaacagcta
aaatacgtgce
gcgtaaagcg
gaatggcatt
gcggtggaat
aactgacgtt
caccgtaaac
gcattaagtg
ggacccgcac
ggtcttgaca
caggtggtgce
gagcgcaacc
gtgacaaacc
tcacacaccg

atgatgcata
ctcctacggg
gccgegtgtyg
gaataggaaa
cagcagccgce
agcgcagacg
ggaaactggt
gcgtagatat
gaggctcgaa
gatgaacact
ttccgectgg
aagcggtgga
tcctttgaag
atggtcgtcg
cttattgtta
ggaggaaggc
tgcctaacaa

gccgagttga
aggctgcagt
tgatgaaggc
tgattttagt
ggtaatacgt
gtttattaag
taacttgagt
atggaagaac
agtgtgggta
aggtgttagg
ggagtacgac
gcatgtggtt
cttttagaga
tcagctcgtg
gttgccagca
ggggacgacg
tggcgcttat

gagactgatc
agggaatctt
tttcgggtcg
ttgacggtac
atgtcccgag
tctgatgtga
gcagtagagg
accagtggcg
gcaaacagga
aggtttccgce
cgcaaggttg
taattcgaag
tagaagtgtt
tcgtgagaat
ttcagatggg
tcagatcatc
acacacgaag

JS017

Brak identyfikacji

15024

Leuconostoc
mesenteroides

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

gattgcacta
aaactcctac
aacgccgcegt
gctagaatag
gtgccagcag
agcgagcgca
cattggaaac
gaatgcgtag
cgttgaggct
aaacgatgaa
agtgttccgce
gcacaagcgg
gacatccttt

gccgagctta
gggaggctgc
gtgtgatgaa
gaaatgattt
ccgcggtaat
gacggtttat
tggttaactt
atatatggaa
cgaaagtgtg
cactaggtgt
ctggggagta
tggagcatgt
gaagctttta

gagagactga
agtagggaat
ggctttcggg
tagtttgacg
acgtatgtcc
taagtctgat
gagtgcagta
gaacaccagt
ggtagcaaac
taggaggttt
cgaccgcaag
ggtttaattc
gagatagaag

tcggccacat
cttccacaat
tcgtaaagca
gtaccatacc
cgagcgttat
gtgaaagccc
gaggtaagtg
ggcgaaggcyg
aggattagat
ccgcctcetta
gttgaaactc
gaagcaacgc
tgttcttctt

tgggactgag
gggcgaaagc
ctgttgttat
agaaagggac
ccgggattta
ggagctcaac
gaactccatg
gcttactgga
accctggtag
gtgccgaagce
aaaggaattg
gaagaacctt
cggagaacaa

acactggccc
ctgatggagc
gggaagaaca
ggctaaatac
ttgggcgtaa
tccggaatgg
tgtagcggtyg
ctgcaactga
tccacaccgt
taacgcatta
acggggaccc
accaggtctt
agtgacaggt




781
841
901
961

ggtgcatggt
aacccttatt
accggaggaa
gtgctacaat

cgtcgtcagc
gttagttgcc
ggcggggacyg
gggcgtatac

tcgtgtcgtg
agcattcaga
acgtcagatc
acacgagttg

agatgttggg
tgggcactct
atcatgcccc

ttaagtcccg
agcgagactg
ttatgacctg

caacgagcgc
ccggtgacaa
ggctacacac

15027

Leuconostoc
mesenteroides

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

caagacaatg
acggcccaaa
atggagcaac
aagaacagct
taaatacgtg
gcgtaaagcg
gaatggcatt
gcggtggaat
aactgacgtt
caccgtaaac
gcattaagtg
ggacccgcac
ggtcttgaca
aggtggtgca
gcgcaaccct
acaaaccgga
acacgtgcta

gatggcatag
ctcctacggg
gccgcgtgtg
agaataggaa
ccagcagccg
agcgcagacg
ggaaactggt
gcgtagatat
gaggctcgaa
gatgaacact
ttccgectgg
aagcggtgga
tcctttgaag
tggtcgtcgt
tattgttagt

ggaaggcggyg
caatggcgta

gccgagttga
aggctgcagt
tgatgaaggc
atgattttag
cggtaatacg
gtttattaag
taacttgagt
atggaagaac
agtgtgggta
aggtgttagg
ggagtacgac
gcatgtggtt
cttttagaga
cagctcgtgt
tgccagcatt
gacgacgtca
tacacaccga

gagactgatc
agggaatctt
tttcgggtcg
tttgacggta
tatgtcccga
tctgatgtga
gcagtagagg
accagtggcg
gcaaacagga
aggtttccgce
cgcaaggttg
taattcgaag
tagaagtgtt
cgtgagatgt
cagatgggca
gatcatcatg

g9

ggccacattg
ccacaatggg
taaagcactg
ccataccaga
gcgttatccg
aagcccggag
taagtggaac
aaggcggctt
ttagataccc
ctcttagtgc
aaactcaaag
caacgcgaag
ctcttcggag
tgggttaagt
ctctagcgag
ccccttatga

ggactgagac
cgaaagcctg
ttgtattggg
aagggacggce
gatttattgg
ctcaactccg
tccatgtgta
actggactgc
tggtagtcca
cgaagctaac
gaattgacgg
aaccttacca
acaaagtgac
cccgcaacga
actgccggtg
cctgggctac

JS031

Brak identyfikacji

JS032

Lactilactobacillus
sakei

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

gaattgcatt
gactcctacg
acgccgcgtg
tctgatagta
gccagcagcc
gagcgcaggce
cggaaactgg
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgagtgc
actccgcctg
acaagcggtg
catcctttga
atggttgtcg
cttattacta
ggaggaaggt

agccgacctg
ggaggcagca
agtgaagaag
actgatcagg
gcggtaatac
ggtttcttaa
gaaacttgag
tatggaagaa
aagcatgggt
taggtgttgg
gggagtacga
gagcatgtgg
ccactctaga
tcagctcgtg
gttgccagca
ggggacgacyg

gagagggtaa
gtagggaatc
gttttcggat
tagtgacggt
gtaggtggca
gtctgatgtg
tgcagaagag
caccagtggc
agcaaacagg
agggtttccg
ccgcaaggtt
tttaattcga
gatagagctt
tcgtgagatg
tttagttggg
tcaaatcatc

tcggccacac
ttccacaatg
cgtaaaactc
atccaaccag
agcgttgtcc
aaagccttcg
gacagtggaa
gaaggcggcet
attagatacc
cccttcagtg
gaaactcaaa
agcaacgcga
tccecttecggg
ttgggttaag
cactctagtg
atgtccccegt

tgggactgag
gacgaaagtc
tgttgttgga
aaagccacgg
ggatttattg
gctcaaccga
ctccatgtgt
gtctggtctg
ctggtagtcc
ccgcagctaa
ggaatttgac
agaaccttac
gacaaagtga
ttcccgcaac
agaactgccg
tatgta

acacggccca
tgatggagca
gaagaatgta
ctaactacgt
ggcgtaaagc
agaagtgcat
agcggtgaaa
taactgacgc
atgccgtaaa
cgcattaagc
gggggcccgce
caggtcttga
caggtggtgc
gagcgcaacc
gtgacaaacc
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JS034

Lactiplantibacillus
plantarum

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

cgtattagtc
acctgagagg
agcagtaggg
gaagggtttc
caggtattga
atacgtaggt
ttaagtctga
gagtgcagaa
gaacaccagt
ggtagcaaac
tggagggttt
cggccgcaag
ggtttaattc
gagattagac
gtgtcgtgag
cattaagttg
gtcaaatcat

tagatggtgg
gtaatcggcc
aatcttccac
ggctcgtaaa
cggtatttaa
ggcaagcgtt
tgtgaaagct
gaggacagtg
ggcgaaggcyg
aggattagat
ccgcccttea
gctgaaactc
gaagctacgc
gtttccctte
atgttgggtt
ggcactctgg
catgcccctt

tcggaataac
acattgggac
aatggacgaa
actctgttgt
ccagaaagcc
gtccggattt
tcggctcaac
gaactccatg
gctgtctggt
accctggtag
gtgctgcagc
aaaggaattg
gaagaacctt
ggggacatgg
aagtcccgca
tgagactgcc
atgacctggg

ggctccactc
tgagacacgg
agtctgatgg
taaagaagaa
acggctaact
attgggcgta
cgaagaagtg
tgtagcggtyg
ctgtaactga
tccataccgt
taacgcatta
acgggggecc
accaggtctt
atacaggtgg
acgagcgcaa
ggtgacaaac
ctactacacg

atggcaatga
cccaaactcc
agcaacgccg
catatctgag
acgtgccagc
aagcgagcgc
catcggaaac
aaatgcgtag
cgctgaggcet
aaacgatgaa
agcattccgce
gcacaagcgg
gacatactat
tgcatggttg
cccttattat
cggaggaagg
tgcctcacaa

taggtagccg
tacgggaggc
cgtgagtgaa
agtaactgtt
agccgcggta
aggcggtttt
tgggaaactt
atatatggaa
cgaaagtatg
tgctaagtgt
ctggggagta
tggagcatgt
gcaaatctaa
tcgtcagcetc
cagttgccag
tggggatgac
tgaga

JS052

Lactiplantibacillus
plantarum

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

catggcaatg
gcccaaactc
gagcaacgcc
acatattctg
ctacgtgcca
taaagcgagc
gtgcatcgga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ttaagcattc
cccgcacaag
cttgacatac
ggtgcatggt
cgcaaccctt
caaaccggag

atacgtagcc
ctacgggagg
gcgtgagtga
agagtaactg
gcagccgegyg
gcaggcggtt
aactgggaaa
tagatatatg
gctcgaaagt
gaatgctaag
cgcctgggga
cggtggagca
tatgcaaatc
tgtcgtccag
attatcagtt
gaaggtgggg

gacctgagag
cagcagtagg
agaagggttt
ttcaggtatt
taatacgtag
ttttaagtct
cttgagtgca
gaagaacacc
atgggtagca
tgttggaggg
gtacggccgce
tgtggtttaa
taagagatta
ctcgtgtcgt
gccagcatta
atgacgtcaa

ggtaatcggc
gaatcttcca
cggctcgtaa
gacggtattt
gtggcaagcg
gatgtgaaag
gaagaggaca
agtggcgaag
aacaggatta
tttccgecect
aaggctgaaa
tttggagcta
gacgttccct
gagaatgttg
agttgggcac
atcatcatgc

cacattggga
caatggacga
aactctgttg
aaccagaaag
ttgtccggat
ccttecggcectce
gtggaactcc
gcggctgtcet
gataccctgg
tcagtgctgc
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tcggggacat
ggttaagttc
tctggtgaga
cccttatgac

ctgagacacg
aagtctgatg
ttaaagaaga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccgaagaa
atgtgtagcg
ggtctgtaac
tagtccatac
agctaacgca
ttgacggggg
cttaccaggt
ggatacaggt
ccgcaacgag
ctgccggtga

JS053

Lactiplantibacillus
plantarum

61
121
181
241
301

tagcctagat
gtaatcggcc
aatcttccac
ggctcgtaaa
cggtatttaa
ggcaagcgtt

ggtggggtaa
acattgggac

aatggacgaa
actctgttgt
ccagaaagcc
gtccggattt

cggctcacca
tgagacacgg
agtctgatgg
taaagaagaa
acggctaact
attgggcgta

tggcaatgta
cccaaactcc
agcaacgccg
catatctgag
acgtgccagce
aagcgagcgc

tacgtagccg
tacgggaggc
cgtgagtgaa
agtaactgtt
agccgcggta
aggcggtttt

acctgagagg
agcagtaggg
gaagggtttc
caggtattga
atacgtaggt
ttaagtctga
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361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

tgtgaaagcc
agaggacagt
tggcgaaggce
caggattaga
tccgceccectte
ggctgaaact
cgaagctacg
cgttcccttce
atgttgggtt
ggcactctgg
catgcccctt

ttcggctcaa
ggaactccat
ggctgtctgg
taccctggta
agtgctgcag
caaaggaatt
cgaagaacct
ggggacatgg
aagtcccgca
tgagactgcc
atgacctggg

ccgaagaagt
gtgtagcggt
tctgtaactg
gtccataccg
ctaacgcatt
gacgggggcc
taccaggtct
atacaggtgg
acgagcgcaa
ggtgacaaac
ctacacacgt

gcatcggaaa
gaaatgcgta
acgctgaggc
taaacgatga
aagcattccg
cgcacaagcg
tgacatacta
tgcatggttg
cccttattat
cggaggaagg
gctcacaata

ctgggaaact
gatatatgga
tcgaaagtat
atgctaagtg
cctggggagt
gtggagcatg
tgcaaattta
tcgtcagcetce
cagttgccag
tggggatgac
gagatggtac

tgagtgcaga
agaacaccag
gggtagcaaa
ttggagggtt
acggccgcaa
tggtttaatt
agagattaga
gtgtcgtgag
cattaagttg
gtcaaatcat

10.

JS058

Loigolactobacillus
coryniformis

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

atacgttagce
cctacgggag
cgcgtgagtg
tagagtaact
agcagccgcg
gcgcaggcgyg
gaaactggga
cgtagatata
aggctcgaaa
atgaatgcta
tccgecctggg
agcggtggag
tcctttgacc
ggttgtcgtc
atgactagtt
gaaggtgggg

cgacctgaga
gcagcagtag
aagaaggttt
gttagtcctt
gtaatacgta
ttttttaagt
aacttgagtg
tggaagaaca
gtatggggag
agtgttggag
gagtacgacc
catgtggttt
actgtagaga
agctcgtgtc
gccagcattt
atggaacgtc

gggtaatcgg
ggaatcttcc

taggatcgta
tgacggtatc
ggtggcaagc
ctgatgtgaa
cagaagagga
ccagtggcga
cgaacaggat
ggtttccgcc
gcaaggttga
aattcgaagc
tacagctttc
gtgagatgtt
agttgggcac
aaatcagcca

ccacattggg
acaatggacg
aaactctgtt
caaccagaaa
gttgtcccgg
agccttcggce
cagtggaact
aggcggctgt
tagataccct
cttcagtgcect
aactcaaagg
aacgcgaaga
ccttcgggga
gggttaagtc
tctagtaaga
tgccccttat

actgagacac
aaagtctgat
gttggagaaa
gccacggcta
atttattggg
ttaaccgaag
ccatgtgtag
ctggtctgta
ggtagtccat
gcagctaacg
aattgacggg
acccttacca
caaagtgaca
ccgcaacgag
ctgccggtga

ggcccaaact
ggagcaacgc
gaacagggac
actacgtgcc
cgtaaagcga
aagtgcatta
cggtgaaatg
actgacgctg
accgtaaacg
cattaagcat
ggcccgcaca
ggtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaaccctt
caaaccggag

11.

JS070

Loigolactobacillus
coryniformis

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

cggttggtaa
ggccacattg
ccacaatgga
taaaactctg
ccaaccagaa
cgttgtccgg
agcctttecgg
acagtggaac
aaggcggctyg
ttagataccc
ccttcagtgc
aaactcaaag

ggtaacggct
ggactgagac
cgaaagtctg
ttgttggaga
agccacggct
atttattggg
cttaaccgaa
tccatgtgta
tctggtctgt
tggtagtcca
tgcagctaac
gaattgacgg

taccaagaca
acggcccaaa
atggagcaac
agaacaggga
aactacgtgc
cgtaaagcga
gaagtgcatt
gcggtgaaat
aactgacgct
taccgtaaac
gcattaagca
gggcccgceac

atgatacgta
ctcctacggg
gccgcgtgag
ctagagtaac
cagcagccgce
gcgcaggcgyg
agaaactggg
gcgtagatat
gaggctcgaa
gatgaatgct
ttccgectgg
aagcggtgga

gccgacctga
aggcagcagt
tgaagaaggt
tgttagtcct
ggtaatacgt
ttttttaagt
aaacttgagt
atggaagaac
agtatgggga
aagtgttgga
ggagtacgac
gcatgtggtt

gagggtaatc
agggaatctt
tttaggatcg
ttgacggtat
aggtggcaag
ctgatgtgaa
gcagaagagg
accagtggcg
gcgaacagga
gggtttccgce
cgcaaggttg
taattcgaag
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721
781
841
901
961

caacgcgaag
ccttcgggga
gggttaagtc
tctagtaaga
cccttattga

aaccttacca
caaagtgaca
ccgcaacgag
ctgccggtga
cctgggctac

ggtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaaccctt
caaaccggag
acacgtggct

tcctttgacc
ggttgtcgtc
atgactagtt

gaaggtgggg
cacaatggtc

actgtagaga
agctcgtgtc
gccagcattt
atgacgtcaa
ggttcacacc

tacagctttc
gtgagatgtt
agttgggcac
atcagcatgc
acgagt

12.

JS075

Loigolactobacillus
coryniformis

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

cttaccaaga
gacacggccc
ctgatggagc
agaagaacag
gctaactacg
gggcgtaaag
gaagaagtgc
gtagcggtga
tgtaactgac
ccataccgta
aacgcattaa
cgggggcccg
ccaggtcttg
gacaggtggg
aacggagcgc
ccggtgacaa

caatgatacg
aaactcctac
aacgccgcegt
ggactagagt
tgccagcagc
cgagcgcagg
attagaaact
aatgcgtaga
gctgaggctc
aacgatgaat
gcattccgcc
cacaagcggt
acatcctttg
tgcatggttg
aacccttatg
accggaggaa

taggccgacc
gggaggcagce
gagtgaagaa
aactgttagt
cgcggtaata
cggtttttta
gggaaacttg
tatatggaag
gaaagtatgg
gctaagtgtt
tggggagtac
ggagcatgtg
accactgtag
tcgtcagcetc
actagttgcc

ggtggggatg

tgagagggta
agtagggaat
ggttttagga
cctttgacgg
cgtaggtggce
agtctgatgt
agtgcagaag
aacaccagtg
ggagcgaaca
ggagggtttc
gaccgcaagg
gtttaattcg
aagatacagc
gtgtcgtgag
agcatttagt
acgtcaaatc

atcggccaca
cttccacaat
tcgtaaaact
tatccaacca
aagcgttgtc
gaaagccttt
aggacagtgg
gcgaaggcgg
ggattagata
cgcccttcecag
ttgaaactca
aagcaacgcg
tttccectteg
aatgttgggt
tgggcactct

aggcatgtg

ttgggactga
ggacgaaagt
ctgttgttgg
gaaagccacg
cggatttatt
cggcttaacc
aactccatgt
ctgtctggtc
ccctggtagt
tgctgcagct
aaggaattga
aagaacctta
gggacaaagt
taagtcccgce
agtaagactg

Zrédto: opracowanie wtasne
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