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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania fermentowanych kietkéw roslin strgczkowych,
charakteryzujgcych sie zawartoscig izoflawonoidéw wyzszg od zawartosci izoflawonoidéw w nasionach
niefermentowanych i fermentowanymi, kietkach niefermentowanych oraz siewkach roslin strgczkowych
i jednoczesnie charakteryzujgcych sie zmniejszong zawartoscig mikroflory chorobotwoérczej czyli wiek-
szym bezpieczenstwem mikrobiologicznym.

Z opisu patentowego EP 1865794 jest znany sposéb otrzymywania sfermentowanego produktu
biatkowego o dobrych witasciwosciach odzywczych i jednoczesnie polepszonych wtasciwosciach orga-
noleptycznych, w drodze fermentacji roslin strgczkowych w obecnosci drozdzy.

Znany jest sposéb fermentowania nasion roslin strgczkowych z uzyciem bakterii, Lactobacillus
plantarum MTCC 1325 opisany w czasopiSsmie Probiotics Antimicrobial Proteins. 2017, doi:
10.1007/s12602-017-9328-0).

Z czasopisma Current Pharmaceutical Design, 2013,19, 6112—-24 znany jest sposob kietkowania
nasion roslin strgczkowych w swietle biatym.

Znany jest takze szczep bakterii Lactobacillus casei LtOCK 0979, pierwotnie opisany jako Lacto-
bacillus pentosus LOCK 0979, ktéry w 2017 roku zostat reklasyfikowany w oparciu o analize sekwenc;ji
16sRNA do gatunku Lactobacillus casei, a jego sekwencja nukleotydowa zostata zdeponowana w Gen-
Bank National Center for Biotechnology Information pod numerem: Accession number MG451815. Po-
nadto wtasciwosci metaboliczne i przeciwgrzybowe tego szczepu zostaty opisane w czasopismie Pro-
biotics and Antimicrobial Proteins, 2018 10 (2): 186—200. Szczep Lactobacillus casei LtOCK 0979 cha-
rakteryzuje sie zdolnoscig wykorzystywania polioli i ich galaktozylowych pochodnych obecnych w $ro-
dowisku wzrostowym do syntezy zwigzkow o aktywnosci przeciwgrzybowej, takich jak kwasy hydoksy-
ttuszczowe, cykliczne dipeptydy oraz niskoczgsteczkowe zwigzki biatkowe.

Uprawe kietkdw w przemysle spozywczym najczesciej prowadzi sie sg w bebnach rotacyjnych
oraz na tace, przy zachowaniu wysokiej wilgotnosci, co powoduje zagrozenie rozwojem mikroflory cho-
robotwdrczej, mimo stosowanej dezynfekcji nasion oraz technologii przemystowej przed procesem
uprawnym. Spozywanie kietkdw w postaci surowej niesie ze sobg zagrozenie zatrucia pokarmowego.

Celem wynalazku jest zwiekszenie zawartosci izoflawonéw i kumestanéw, w szczegdlnosci w po-
staci fatwo przyswajalnych aglikonéw w roslinach strgczkowych, zgodnie z zatozeniem, ze fermento-
wane kietki roslin strgczkowych mogg zawieraé zwiekszong zawartos¢ zwigzkow z grupy fitoestrogeno-
wych izoflawonéw w poréwnaniu do nasion, nasion fermentowanych, kietkow i siewek roslin strgczko-
wych, stanowigc cenny naturalny produkt o podwyzszonej zawartosci izoflawonoidéw. Celem dodatko-
wym jest zwiekszenie bezpieczenstwa mikrobiologicznego kietkéw roslin strgczkowych.

Sposdb wytwarzania fermentowanych kietkdw roslin strgczkowych wedlug wynalazku polega na
tym, Ze kielki roslin strgczkowych zalewa sie zawiesing szczepu bakterii Lactobacillus casei t OCK 0979
w soli fizjologicznej, o stezeniu komorek 1 x 1071 x 108 jtk/ml stosujgc 30-90 ml roztworu bakterii na 50 g
kietkdw i poddaje w tym roztworze fermentacji w temperaturze 30°C w czasie 48—72 godziny, przy czym
sfermentowane kietki przeznacza sie bezposrednio do spozycia jako produkt Swiezy lub poddaje utrwa-
leniu. Fermentacji poddaje sie kietki wyhodowane w komorze klimatycznej systemem fitotronowym, przy
wilgotnosci wzglednej 80% w temperaturze 18—-25°C w czasie 2—11 dni przy o$wietleniu Swiattem biatym
o dtugosci fali 400—700 nm, niebieskim o dtugoéci fali 450 nm, czerwonym o dtugosci fali 650 nm, UVA
o dtugosci fali 340 nm, UVB o dtugosci fali 310 nm. Zawiesine szczepu bakterii sporzgdza sie z zamro-
zonych form bakterii Lactobacillus casei t OCK 0979 poprzez dwukrotny pasaz po 24 godziny w podtozu
MRS broth i nastepnie namnazanie na podtozu MRS broth w czasie 24 godzin, odwirowanie przy szyb-
kosci 10.000 rpm w czasie 20 minut w temperaturze 4°C i zawieszanie w soli fizjologicznej. Fermentac;ji
poddaje sie kiefki roslin strgczkowych, jak czerwona koniczyna (Trifolium pratense L.), lucerna (Medi-
cago sativa L.), soczewica (Lens culinaris Medik.), ciecierzyca (Cicer arietinum L.) Sfermentowane kietki
poddaje sie utrwaleniu przez suszenie, korzystnie liofilizacje.

Sposdb wedtug wynalazku umozliwia otrzymanie fermentowanych kietkéw roslin strgczkowych
charakteryzujgcych sie zwiekszong zawartoscig izoflawonoéw i kumestanéw w poréwnaniu z zawartoscig
tych zwigzkéw w nasionach niefermentowanych i fermentowanych, kietkach niefermentowanych oraz
siewkach ro$lin strgczkowych, z zachowaniem wysokiej jakosci mikrobiologicznej. | tak na przyktad
w kietkach koniczyny czerwonej zawartos¢ izoflawonoidéw bezposrednio po uprawie wynosi 1,1 g/100 g ss.,
zas w tych samych kietkach po fermentac;ji jest réwna 5,5 g/100 g ss.. Fermentowanie kietkdw przyczy-
nia sie takze do redukcji mikroflory chorobotwérczej w nich zawartej: zawartosci plesni o 1 logio jtk/g,
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bakterii E. coli i Klebsiella sp. 0 2 logo jtk/g, S. aureus i S. saprophyticus o 3 logio jtk/g i nie stwierdza
sie obecnosci Salmoneela sp. i Shigella sp. Fermentacja kietkdw z uzyciem bakterii fermentacji mleko-
wej Lactobacillus casei LtOCK 0979 nie wymaga duzych naktadéw kosztowych ze wzgledu na kroétki
czas jej realizacji i dzieki temu kietki fermentowane sposobem wedtug wynalazku charakteryzujg sie
duzym potencjatem wykorzystania przemystowego jako zywnos$¢ funkcjonalna, suplementy do zywno-
Sci, do srodkow leczniczych.

Sposoéb wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady z powotaniem sie na rysunek, przedsta-
wiajgcy wykres ilustrujgcy zawartos¢ izoflawonoidéw w kietkach koniczyny czerwonej poddanych fer-
mentacji i w niefermentowanych kietkach tej koniczyny.

Przyktad 1

Kietkowanie nasion koniczyny czerwonej przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem
fitotronowym. Hodowle kietkdbw prowadzono przez okres 11 dni w wzglednej wilgotnosci wynoszacej
80%, w temperaturach 18°C w $wietle UVB (310 nm). Pierwszego dnia uprawy nasiona nasgczono
wodg o czystosci do celéw spozywczych, a w kolejnych dniach nawadniano optymalnie w celu utrzyma-
nia wilgotnosci uprawy. W nastepnym etapie kietki poddano fermentacji. W tym celu zamrozone formy
bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 pasazowano dwukrotnie po 24 godziny w podtozu bulionowym
MRS broth, nastepnie namnazano na podtozu MRS broth w ciggu 24 godzin i po odwirowaniu przy
szybkosci 10.000 rpm w czasie 20 minut w temperaturze 4°C sporzgdzono z nich zawiesine w soli
fizjologicznej, o stezeniu komorek 2 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkéw zawiesing bakterii
prowadzono 2 dni w temperaturze 30°C. Zawartos$¢ i sklad izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach
czerwonej koniczyny oznaczono poprzez ekstrakcje 0,5 g liofilizowanych kietkéw mieszaning metanolu
i wody w 50°C, pod ci$nieniem 10 MPa w czasie 20 minut.

Zawartos¢ i skiad izoflawonoidéow w fermentowanych kietkach czerwonej koniczyny byty naste-

pujace:

izoflawonoidy ogétem 5503,70 mg/100 g ss.
w tym:

ononina 42,16 mg/100 g ss.
sissotryna 0,89 mg/100 g ss.
genistyna 0,40 mg/100 g ss.
daidzeina 6,12 mg/100 g ss.
biochanina A 530,01 mg/100 g ss.
genisteina 167,54 mg/100 g ss.
formononetyna 1,18 mg/100 g ss.
kumestrol 4755,38 mg/100 g ss.

Dla poréwnania w analogiczny sposdb oznaczono zawarto$¢ i sktad izoflawonoidéw w wyhodo-
wanych w analogicznych warunkach i niefermentowanych kietkach czerwonej koniczyny.
Zawartos$c i sktad izoflawonoidéw w niefermentowanych kietkach czerwonej koniczyny byty na-

stepujgce:

izoflawonoidy ogotem 1323,21 mg/100 g ss.
w tym:

pueraryna 1,61 mg/100 g ss.
daidzyna 5,76 mg/100 g ss.
ononina 375,38 mg/100 g ss.
glicytyna 3,30 mg/100 g ss.
sissotryna 23,04 mg/100 g ss.
genistyna 69,89 mg/100 g ss.
daidzeina 69,71 mg/100 g ss.
biochanina A 222,12 mg/100 g ss.
genisteina 98,27 mg/100 g ss.
formononetyna 453,67 mg/100 g ss.
kumestrol 0,45 mg/100 g ss.

Na rysunku przedstawiono wykres ilustrujgcy zawartos$¢ izoflawonoidéw w kietkach koniczyny
czerwonej poddanych fermentacji (__) i w niefermentowanych kietkach tej koniczyny (- - -). Analize za-
wartosci izoflawonoidow przeprowadzono na chromatografie typu LC-ESI-MS.
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Przyktad 2
Kietkowanie nasion koniczyny czerwonej przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem

fitotronowym. Hodowle kietkéw prowadzono przez okres 3 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej
80%, w temperaturach 25°C w Swietle biatym (400—700 nm). W nastepnym etapie kietki poddano fer-
mentacji zawiesing bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przyktadzie 1), o ste-
zeniu komérek 1 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkéw prowadzono 2 dni w temperaturze
30°C. Zawartos¢ i skiad izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach czerwonej koniczyny oznaczono
jak w przykfadzie 1.

Zawartos$c¢ i skiad izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach czerwonej koniczyny byty naste-

pujace:

izoflawonoidy ogétem 2715,86 mg/100 g ss.
w tym:

daidzyna 0,10 mg/100 g ss.
ononina 21,80 mg/100 g ss.
glicytyna 0,16 mg/100 g ss.
sissotryna 0,33 mg/100 g ss.
genistyna 0,12 mg/100 g ss.
daidzeina 2,27 mg/100 g ss.
biochanina A 162,56 mg/100 g ss.
genisteina 65,70 mg/100 g ss.
formononetyna 341,47 mg/100 g ss.
kumestrol 2121,46 mg/100 g ss.

Dla poréwnania w analogiczny sposob oznaczono zawartos¢ i sktad izoflawonoidéw w kietkach

czerwonej koniczyny wyhodowanych przez 3 dni w swietle UVA (340 nm), w temperaturze 25°C, nie
poddanych fermentowaniu.

Zawartosc i sktad izoflawonoidéw w niefermentowanych kietkach czerwonej koniczyny byty na-

stepujgce:

izoflawonoidy ogdtem 921,34 mg/100 g ss.
w tym:

pueraryna 0,02 mg/100 d ss.
daidzyna 1,66 mg/100 g ss.
ononina 585,10 mg/100 g ss.
glicytyna 0,66 mg/100 g ss.
sissotryna 31,25 mg/100 g ss.
genistyna 30,09 mg/100 g ss.
daidzeina 3,81 mg/100 g ss.
biochanina A 9,93 mg/100 g ss.
genisteina 9,65 mg/100 g ss.
formononetyna 249,17 mg/100 g ss.
Przyktad 3

Kietkowanie nasion ciecierzycy przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem fitotrono-

wym. Hodowle kietkow prowadzono przez okres 10 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej 80%,
w temperaturach 18°C w swietle niebieskim (450 nm). Wyhodowane kietki poddano fermentacji stosujgc
zawiesine bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przyktadzie 1), o stezeniu ko-
morek 5 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkéw prowadzono 4 dni w temperaturze 30°C. Zawar-
tos¢ i sklad izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach ciecierzycy oznaczono jak w przyktadzie 1.

Zawartosc i sktad izoflawonoidow w fermentowanych kietkach ciecierzycy byty nastepujgce:

izoflawonoidy ogotem 3817,10 mg/100 g ss.
w tym:

daidzyna 0,18 mg/100 g ss.
ononina 465,50 mg/100 g ss.
glicytyna 1,55 mg/100 g ss.
sissotryna 102,16 mg/100 g ss.
genistyna 0,30 mg/100 g ss.
daidzeina 1,37 mg/100 g ss.

biochanina A 1102,65 mg/100 g ss.
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genisteina 5,92 mg/100 g ss.
formononetyna 2133,23 mg/100 g ss.
kumestrol 4,25 mg/100 g ss.

Dla poréwnania w analogiczny sposob oznaczono zawartos¢ i skfad izoflawonoidéw w wyhodo-

wanych w analogicznych warunkach i niefermentowanych kietkach ciecierzycy.

Zawartos$c i sktad izoflawonoidéw w niefermentowanych kietkach ciecierzycy byly nastepujgce:

izoflawonoidy ogétem

1522,64 mg/100 g ss.

w tym:

daidzyna 0,10 mg/100 g ss.
ononina 329,49 mg/100 g ss.
glicytyna 0,33 mg/100 g ss.
sissotryna 113,62 mg/100 g ss.
genistyna 4,21 mg/100 g ss.
daidzeina 0,71 mg/100 g ss.
biochanina A 305,76 mg/100 g ss.
genisteina 1,98 mg/100 g ss.
formononetyna 765,59 mg/100 g ss.
kumestrol 0,87 mg/100 g ss.
Przyktad 4

Kietkowanie nasion ciecierzycy przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem fitotrono-
wym. Hodowle kietkbw prowadzono przez okres 8 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej 80%,
w temperaturach 18°C w swietle UVB (310 nm). Wyhodowane kietki poddano fermentaciji stosujgc za-
wiesine bakterii Lactobacillus casei t OCK 0979 (przygotowang jak w przykfadzie 1), o stezeniu komorek
1 x 108 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkow prowadzono 4 dni w temperaturze 30°C. Zawartos¢
i skfad izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach ciecierzycy oznaczono jak w przyktadzie 1.

Zawartos$¢ i sktad izoflawonoidow w fermentowanych kietkach ciecierzycy byty nastepujgce:

izoflawonoidy ogétem 2094,91 mg/100 g ss.

w tym:

daidzyna 0,04 mg/100 g ss.
ononina 108,85 mg/100 g ss.
glicytyna 0,57 mg/100 g ss.
sissotryna 22,16 mg/100 g ss.
genistyna 0,76 mg/100 g ss.
biochanina A 256,05 mg/100 g ss.
genisteina 12,18 mg/100 g ss.
formononetyna 676,41 mg/100 g ss.
kumestrol 1017,92 mg/100 g ss.

Dla poréwnania w analogiczny sposdéb oznaczono zawartos¢ i skfad izoflawonoidéw w wyhodo-
wanych w analogicznych warunkach i niefermentowanych kietkach ciecierzycy.

Zawartosc i sktad izoflawonoidéw w niefermentowanych kietkach ciecierzycy byty nastepujace:

izoflawonoidy ogétem 485,97 mg/100 g ss.

w tym:

daidzyna 0,51 mg/100 g ss.
ononina 88,09 mg/100 g ss.
glicytyna 4,08 mg/100 g ss.
sissotryna 24,64 mg/100 g ss.
genistyna 0,52 mg/100 g ss.
daidzeina 0,47 mg/100 g ss.
biochanina A 75,68 mg/100 g ss.
genisteina 0,66 mg/100 g ss.
formononetyna 289,75 mg/100 g ss.
kumestrol 1,59 mg/100 g ss.
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Przyktad 5

Kietkowanie nasion lucerny przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem fitotronowym.
Hodowle kietkow prowadzono przez okres 7 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej 80%, w tempe-
raturach 18°C w swietle UVA (340 nm). Wyhodowane kietki poddano fermentacji stosujagc zawiesine
bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przyktadzie 1), o stezeniu komérek 6 x 107
jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkéw prowadzono 2 dni w temperaturze 30°C. Zawartos¢ i skiad
izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach lucerny oznaczono jak w przyktadzie 1. Zawartos¢ i sktad
izoflawonoidéw w fermentowanych kietkach lucerny byty nastepujgce:

izoflawonoidy ogétem 289,69 mg/100 g ss.
w tym:

pueraryna 0,06 mg/100 g ss.
daidzyna 0,73 mg/100 g ss.
ononina 22,72 mg/100 g ss.
glicytyna 0,84 mg/100 g ss.
sissotryna 23,93 mg/100 g ss.
genistyna 1,28 mg/100 g ss.
daidzeina 58,99 mg/100 g ss.
biochanina A 18,50 mg/100 g ss.
genisteina 62,98 mg/100 g ss.
formononetyna 97,50 mg/100 g ss.
kumestrol 2,16 mg/100 g ss.

Dla poréwnania w analogiczny sposoéb oznaczono zawartos$¢ i skiad izoflawonoidéw w wyhodo-
wanych w analogicznych warunkach i niefermentowanych kietkach lucerny. Zawartos¢ i sktad izoflawo-
noidéw w niefermentowanych kietkach lucerny byly nastepujace:

izoflawonoidy ogétem 193,43 mg/100 g ss.
w tym:

ononina 1,38 mg/100 g ss.
glicytyna 0,05 mg/100 g ss.
sissotryna 16,26 mg/100 g ss.
daidzeina 80,19 mg/100 g ss.
biochanina A 1,92 mg/100 g ss.
genisteina 75,03 mg/100 g ss.
formononetyna 18,59 mg/100 g ss.
Przyktad 6

Kietkowanie nasion czerwonej koniczyny przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem
fitotronowym. Hodowle kietkéw prowadzono przez okres 3 dni przy wzglednej wilgotno$ci wynosza-
cej 80%, w temperaturach 25°C w Swietle biatym (400-700 nm). Wyhodowane kietki poddano fer-
mentacji stosujgc zawiesine bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przykta-
dzie 1), o stezeniu komoérek 1 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkéw prowadzono 2 dni
w temperaturze 30°C.

Fermentowane kietki poddano analizie mikrobiologicznej, ktéra wykazata obecno$¢ bakterii Lac-
tobacillus sp. w ilosci 9,82 Logio jtk/ml

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byty nastepujgce:

catkowita liczba ple$ni 1,32 Loguwo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozo* (E. coli, Klebsiella sp.) 2,08 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozo- (Salmonella sp., Shigella sp.) nie wykryto
Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) 7,08 Loguo jtk/g
Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto

Dla poréwnania oznaczono obecnos$¢ bakterii Lactobacillus sp. i dokonano oceny zanieczyszcze-
nia mikrobiologicznego kietkéw czerwonej koniczyny wyhodowanych w analogicznych warunkach, ale
niefermentowanych.

Bakterie fermentacji mlekowej Lactobacillus sp. byty obecne w ilosci 8,28 Logio jtk/ml.

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byly nastepujgce:

catkowita liczba pleéni 3,76 Loguo jtk/g

Gram-ujemne bakterie laktozy* (E. coli, Klebsiella sp.) 4,75 Logo jtk/g

Gram-ujemne bakterie laktozy- (Salmonella sp., Shigella sp.) 2,58 Loguo jtk/g
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Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) 7,88 Loguo jtk/g
Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto
Przyktad 7

Kietkowanie nasion ciecierzycy przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem fitotrono-
wym. Hodowle kietkow prowadzono przez okres 10 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej 80%,
w temperaturach 18°C w swietle niebieskim (450 nm). Wyhodowane kietki poddano fermentacji stosujgc
zawiesine bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przyktadzie 1), o stezeniu ko-
morek 5 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkow prowadzono 4 dni w temperaturze 30°C.
Fermentowane kietki poddano analizie mikrobiologicznej, ktéra wykazata obecnos¢ bakterii Lactobacil-
lus sp. w ilosci 9,62 Logao jtk/ml.

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byly nastepujace:

catkowita liczba plesni 3,34 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy+ (E. coli, Klebsiella sp.) 4,38 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy (Salmonella sp., Shigella sp.) nie wykryto
Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) 0,60 Loguo jtk/g
Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto.

Dla poréwnania oznaczono obecno$¢ bakterii Lactobacillus sp i dokonano oceny zanieczyszcze-
nia mikrobiologicznego kietkéw ciecierzycy wyhodowanych w analogicznych warunkach, ale niefermen-
towanych.

Bakterie fermentacji mlekowej Lactobacillus sp. byty obecne w ilosci 8,20 Logzio jtk/ml.

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byty nastepujgce:

catkowita liczba ple$ni 4,55 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy* (E. coli, Klebsiella sp.) 5,80 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy- (Salmonella sp., Shigella sp.) 2,58 Loguo jtk/g
Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) 3,71 Loguo jtk/g
Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto
Przyktad 8

Kietkowanie nasion soczewicy przeprowadzono w komorze klimatycznej systemem fitotronowym.
Hodowle kietkow prowadzono przez okres 7 dni przy wzglednej wilgotnosci wynoszacej 80%, w tempe-
raturach 25°C w $wietle biatym (400—700 nm). Wyhodowane kietki poddano fermentacji stosujgc zawie-
sine bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 (przygotowang jak w przyktadzie 1), o stezeniu komdrek
8 x 107 jtk/ml. Fermentacje wyhodowanych kietkdw prowadzono 3 dni w temperaturze 30°C. Fermento-
wane kietki poddano analizie mikrobiologicznej, ktéra wykazata obecnos¢ bakterii Lactobacillus sp.
w ilosci 9,72 Logao jtk/ml.

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byty nastepujgce:

catkowita liczba ples$ni 2,30 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy* (E. coli, Klebsiella sp.) 4,83 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy- (Salmonella sp., Shigella sp.) nie wykryto
Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) nie wykryto
Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto

Dla poréwnania oznaczono obecno$¢ bakterii Lactobacillus sp. i dokonano oceny zanieczyszcze-
nia mikrobiologicznego kietkéw soczewicy wyhodowanych w analogicznych warunkach, ale niefermen-
towanych.

Bakterie fermentacji mlekowej Lactobacillus sp. byty obecne w ilosci 8,30 Logio jtk/ml.

Wyniki oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego byty nastepujgce:

catkowita liczba pleéni 4,54 Logo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy* (E. coli, Klebsiella sp.) 5,28 Loguo jtk/g
Gram-ujemne bakterie laktozy- (Salmonella sp., Shigella sp.) nie wykryto

Staphylococcus sp. mannitol* (S. aureus, S. saprophyticus) 2,74 Logao jtk/g

Staphylococcus sp. mannitol- (S. epidermidis) nie wykryto
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Zastrzezenia patentowe

. Sposoéb wytwarzania fermentowanych kietkéw roslin strgczkowych, znamienny tym, ze kietki
roslin strgczkowych zalewa sie zawiesing szczepu bakterii Lactobacillus casei LtOCK 0979
w soli fizjologicznej, o stezeniu komorek 1 x 1071 x 108 jtk/ml stosujgc 30-90 ml roztworu
bakterii na 50 g kietkéw i poddaje w tym roztworze fermentacji w temperaturze 30°C w czasie
48-72 godziny, po czym sfermentowane kietki przeznacza sie bezposrednio do spozycia jako
produkt swiezy lub poddaje utrwaleniu.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze fermentacji poddaje sie kietki wyhodowane
w komorze klimatycznej systemem fitotronowym, przy wilgotnosci wzglednej 80% w tempera-
turze 18-25°C w czasie 2—11 dni przy o$wietleniu swiattem biatym o dtugosci fali 400—700 nm,
niebieskim o dlugosci fali 450 nm, czerwonym o dtugosci fali 650 nm, UVA o dtugosci fali 340 nm,
UVB o dtugosci fali 310 nm.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiesine szczepu bakterii sporzgdza sie z za-
mrozonych form bakterii Lactobacillus casei tOCK 0979 poprzez dwukrotny pasaz po 24 go-
dzinach w podtozu MRS broth i nastepnie namnazanie na podtozu MRS broth w czasie 24
godzin, odwirowanie przy szybkosci 10 000 rpm w czasie 20 minut w temperaturze 4°C i za-
wieszanie w soli fizjologicznej.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze fermentacji poddaje sie kietki roslin stragczko-
wych, jak czerwona koniczyna (Trifolium pratense L.), lucerna (Medicago sativa L.), soczewica
(Lens culinaris Medik.), ciecierzyca (Cicer arietinum L.).

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sfermentowane kietki poddaje sie utrwaleniu
przez suszenie, korzystnie liofilizacje.



PL 235639 B1

Rysunek

V euluBydoIg |

BUAJOUOUOWLIO ]

BUII)SIUID) & .

{

-

-

)

BUIUOU() =====2127

17.5

15,0

125

03O BUPS[SZAN

10,0

Czas (min)



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

