MozliwoScil wptywu
wylizolowanych mikroorganizmow
na sktad chemiczny Sliwowicy
tackiej

Sliwowice tackg mozemy zaliczy¢ do zywnoé$ci fermentowanej za
pomocg mikroflory naturalnie wystepujgcej na surowcu. Jest to
unikatowa mieszanka mikroorganizméw, nie odtwarzalna w
warunkach laboratoryjnych, czy tez przemystowych 1 nadajaca
produktowi ostatecznemu niepowtarzalne cechy organoleptyczne
oraz ksztattujgca jego skitad chemiczny. Fermentacja za pomocag
dziko wystepujacych drobnoustrojow byta znana juz od zarania
dziejow ludzko$ci, a pierwsze o niej wzmianki pochodza z
okresu 6000-5000 lat p.n.e. Obecnie ulegta ona znacznym
modyfikacjom, a zasada wykorzystywania kilku rdznych
mikroorganizméw (czesto nalezacych do zupetnie innych grup
systematycznych), stosowana jest w produkcji szerokiej gamy
artykutéw zywnosSciowych na catym Swiecie, poczawszy od wyrobow
mlecznych takich jak kefir (drozdze i bakterie Kkwasu
mlekowego), poprzez roznego rodzaju napoje alkoholowe, ktérych
surowcem sg zboza (lambic, sake, merissa, kaffir), po
fermentowanie 1isci herbaty i tytoniu (Dalton, 1995).
Zastosowanie Kkilku réznych gatunkdéw mikroorganizméw do
prowadzenia procesu fermentacji powoduje, ze koncowy produkt
jest znacznie bogatszy w czesto cenne zwigzki 1 przewyzsza
jakos¢ artykutu powstatego przy zastosowaniu kazdego szczepu z
osobna.

Wszystkie drobnoustroje wyizolowane w trakcie badania
powietrza w sadzie sliwki Wegierki Zwyk*ej, mogg miec swéj
negatywny lub pozytywny wpityw na zwigzki wchodzgce w sktad
produktu gotowego, ktorym jest Sliwowica.

Podczas fermentacji, oddziatywa¢ beda gtdéwnie mikroorganizmy
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znajdujgce sie na powierzchni owocOw, w mniejszym stopniu te
ktére dostang sie do moszczu z innych miejsc (powietrza, kadzi
fermentacyjnej, ludzi przygotowujgcych nastaw). Dlatego tez w
tym rozdziale brano pod uwage gtdéwnie organizmy obecne w
atmosferze podczas badan pochodzgcych z okresu najblizszego
»$liwkobraniu” (31.08. i 8.10.).

Wyizolowane bakterie, pomimo stosunkowo licznej ich populacji
w powietrzu, nie nalezg do organizméw o wtasciwo$ciach
fermentacyjnych. Jak podajg zZrédta literaturowe, niektdrzy
przedstawiciele sklasyfikowanej mikroflory bakteryjnej,
posiadajg wprawdzie zdolno$¢ fermentowania cukréw, jednakze
nie sg w stanie czyni¢ tego na duzg skale, a tym samym nie
przyczyniajg sie do powstania alkoholu (lub innych produktéw
tego ,beztlenowego oddychania”).

Dos¢ liczne gatunki z rodzaju Micrococcus posiadaja zdolnos¢
wytwarzania w obecno$ci glukozy a ,a -trehalozy - nie
redukujgcego dwucukru. Jest to weglowodan wystepujacy
naturalnie u owadoéw, alg, grzybdéw, drozdzy oraz niektdrych
bakterii, spetniajacy u nich role substancji zapasowej (Ahmad
i inni,1980), i wykorzystywany przez komdérki w warunkach
gtodowania. Gdy ma miejsce taki przypadek, komdrka drozdzowa
zuzywa prawie catg ilos¢ trehalozy (35-90 %) i tylko 30-40%
glikogenu (Satek,1984). Wytwarzana tym samym przez bakterie z
rodzaju Micrococcus trehaloza, moze by¢ wykorzystywana przez
inne mikroorganizmy (drozdzowe i plesniowe) do wzrostu,
stwarzajgc im lepsze warunki rozwoju (biostymulator).

Szczepy ktdére przez sadownikédw sg uwazane za szkodniki i
dlatego zwalczane, czesto posiadajag enzymy, ktére w przypadku
procesu fermentacji, moga by¢ bardzo przydatnymi czynnikami,
rozktadajgcymi sciany komdérkowe, oraz rozluzZzniajacymi migzsz
owocéw. Zhydrolizowane w ten sposéb zwigzki, z reguty bedace
polimerami, moga stanowi¢ Zrdédto cennych cukréw dla
fermentacji. RozluzZniona struktura, jest réwniez Srodowiskiem
w ktorym tatwiej jest mikroorganizmom prowadzi¢ wspomniany
proces.



Duza cze$¢ kazdej roslinnej Sciany komérkowej, zbudowana jest
z celulozy. Enzymem mogacym ,poprzecinac¢” ztozong strukture
tego wielocukru jest celulaza, kompleks enzymatyczny
sktadajacy sie z endoglukanazy i egzoglukanazy. Obydwa
wymienione biatka potrafig roztozy¢ *ancuchy celulozy do
celobiozy. Dalsza hydroliza prowadzona jest przy wykorzystaniu
b -glukozydazy, w wyniku czego powstajg dwie czgsteczki
glukozy. Wszystkie powyzsze enzymy zostaty stwierdzone 1
wyizolowane u przedstawicieli rodzaju Cladosporium (Abrha i
Gashe,1992), jak wspomniano w poprzednim rozdziale,
najbardziej rozpowszechnionego grzyba strzepkowego podczas
prowadzonych badan. Kompleks endo- i egzoglukanazy
charakteryzuje sie duzg trwato$cia, oraz szerokim zakresem

dziatania (pH 4 do 8, optimum temperatury 600C). Tak wiec
rodzaj, ktory uwazany jest za szkodnika wywotujacego choroby
na jabtkach, gruszkach oraz owocach jagodowych (Muller,1974),
w przypadku fermentacji moze miec znaczenie pozytywne.

Enzymy celulolityczne wystepujg réwniez w innym wyizolowanym
szczepie, Trichoderma viride (reesei). Dzia*alnos¢ powyzszych
substancji wyosobnionych z tej ples$ni, jest szczegdélnie silna
w Ssrodowisku o konsystencji statej lub pdtstatej, a wiec
takiej jaka ma miejsce podczas fermentacji moszczu sliwkowego.
Omawiany gatunek grzyba, charakteryzuje sie niezwykle duzg
»S1ta” celulolityczng (znacznie wyzszg od rodzaju
Cladosporium), jednakze stosunkowo niskg aktywnosScig
charakteryzuje sie trzeci z enzymdéw potrzebnych do catkowitego
roztozenia celulozy — b -glukozydaza. W przypadku jednakze
kiedy podczas procesu, w kadzi znajdujg sie inne
mikroorganizmy, gt*éwnie przedstawiciele rodzaju Aspergillus,
moze nastgpi¢ catkowite scukrzenie celulozy pochodzacej ze
sliwek (Madamwar i Patel,1992).

b -glukozydaza obecna réwniez w innym z wyizolowanych szczepdw
plesniowych — Humicola grisea, jest szczegdlnie silnie
wytwarzana w $rodowisku bogatym w karboksymetylowang celuloze
(CMC) oraz celobioze. Tym samym enzym ten moze stal sie



elementem systemu degradujgcego celuloze w uktadzie.
Wspomniany biokatalizator sk*ada sie z trzech aktywnych
komponentdéw, a jego produkcja jest aktywowana przez wewngtrz-
i zewngtrzkomdérkowe enzymy indukowane obecno$cig celobiozy
(Polizeli 1 inni, 1996).

Omawiany grzyb strzepkowy posiada ponadto zdolnos¢ do
hydrolizowania, innych sktadnikéw $Scian komérkowych, obecnych
w hemicelulozach — ksylandéw. Na pozywkach ptynnych wytwarza on
dwa rodzaje endoksylanaz réznigcych sie masg czgsteczkowg tzw.
Xyl I i Xyl II. Produktami tworzacymi sie po hydrolizie sg
ksylo-oligosacharydy (ksylotetrozy, ksylotriozy i ksylobiozy)
oraz $ladowo ksyloza, moggca ulec odfermentowaniu. AktywnosSci
ksylanolitycznej towarzyszy u tego gatunku, aktywnosc
celulolityczna, charakteryzujgca sie jednak znacznie mniejsza
sitg (Rana i inni, 1996).

Substancje pektynowe sa kompleksem strukturalnych
polisacharyddéw wystepujgcym w Scianie komérkowej roslin
wyzszych. Zawierajg one rézng, ale z reguty wysoka ilos¢
czesSciowo zmetylowanych czasteczek kwasu galakturonowego
powigzanych wigzaniami a -1,4. Tak zbudowany zwigzek nazywany
jest pektyng, podczas gdy zwigzek pozbawiony grup metylowych,
jest znany jako kwas pektynowy lub kwas poligalakturonowy.
Enzymy ktdére hydrolizujg substancje pektynowe, znane sg pod
nazwami enzymy pektynowe, pektynazy lub enzymy
pektynolityczne. Sg one klasyfikowane gtdéwnie do dwdch grup:
pektynoesteraz (PE) (moggcych odszczepia¢ grupy metoksylowe)
oraz depolimeraz (skracajgcych dtugos¢ %ancuchdéw Kkwasu
poligalakturonowego). Enzymy depolimeryzujgce sg dzielone na
kolejne dwie grupy: poligalakturonazy (PG), ktére rozdzielaja
czgsteczki kwasu galakturonowego poprzez hydrolize, oraz liazy
pektynowe (PL), ktdére czynig to na drodze b -eliminacji.
Powyzsze enzymy sg wytwarzane przez szczepy wyizolowane z
Ygckiego sadu, tym samym mogg one bra¢ znaczacy udziat w
procesie fermentacji. Zaréwno poligalakturonaza, jak i
pektynoesteraza sa wytwarzane przez przedstawicieli rodzaju



Rhodotorula, tak wiec obydwa wyizolowane gatunki (R. graminis
i R. mucilaginosa) moga bra¢ udziat w rozktadzie pektyn
sliwkowych (Blanco i inni, 1999). Produktem powstajgcym w
wyniku tego procesu s3g czasteczki kwasu galakturonowego,
moggce by¢ wykorzystane przez inne organizmy do fermentacji,
oraz metanol powstajacy z odtaczanych grup metoksylowych.
Metanol jako substancja lotna z para wodng, stosunkowo tatwo
przechodzi do sliwowicy, gdzie ze wzgledu na swojg szkodliwos¢
w duzych ilosciach stanowi¢ moze powazny problem zdrowotny dla
konsumenta.

Innym wyizolowanym szczepem posiadajgcym zdolnos$¢ do
wytwarzania enzyméw pektynolitycznych, a konkretnie
poligalakturonazy jest Botrytis cinerea. Jest to pospolicie
wystepujacych grzyb strzepkowy, patogenny dla roslin i
»Siejagcy” spustoszenia w winnicach oraz sadach owocowych,
gdzie powoduje pojawianie sie szarych plam, oraz wysychanie
owocOw (Ellis,1995). Szkodnik ten atakuje gtdéwnie rosliny
ostabione oraz uszkodzone owoce. Powszechnie nazywany jest
,Szarg plesnia”. Prowadzone sg obecnie liczne badania nad
srodkami zwalczajgcymi ten grzyb, jednakze z powodu duzej
odpornosci na Srodki chemiczne, ich skuteczno$¢ jest niewielka
(McQuilken i inni,1994). W przypadku produkcji Sliwowicy
tackiej moze by¢ wykorzystana zdolnos¢ plesni do rozmiekczania
owocOw, poprzez wytwarzanie poligalakturonazy. Badania
prowadzone na izolatach tego enzymu, wykazaty silne jego
zréznicowanie, zaréwno pod wzgledem budowy, jak i optymalnych
warunkow dziatania, nawet wtedy kiedy byt wyodrebniany z tego
samego szczepu (Magro i inni, 1980).

Wspomniana juz przy omawianiu wtasciwo$ci celulolitycznych —
Trichoderma viride, posiada rdéwniez zdolnos¢ wytwarzania
aminotransferaz — asparaginianowej (GOT) oraz alaninowe]j
(GPT). GPT jest zwigzany z konwersjg alaniny do pirogronianu,
a GOT przeksztatca 2-oksoglutaran w asparaginian. U grzybéw,
podejrzewa sie, ze oba enzymy sg odpowiedzialne za synteze
tzw. drugorzedowych aminokwasdéw z pierwszorzedowych. Obecnos¢



powyzszych enzyméw podczas fermentacji, moze spowodowal wzrost
kwasowo$ci nastawu (z obojetnej alaniny tworzy sie kwasny
asparaginian), oraz zachwia¢ poziomem réznych kwasow
organicznych obecnych w Srodowisku, poniewaz obydwa biatka
mogg réwniez wykorzystywaé¢ zardéwno rézne aminokwasy
(metionina, seryna, glicyna), jak 1 inne kwasy organiczne
(jabtkowy, szczawiooctowy) (Eze i Echetebu,1980).

Niezwykle istotnym sktadnikiem gotowej Sliwowicy sg
cyjanowoddér oraz jego pochodne — cyjanki. Powstaja one z
glikozyddéw cyjanogennych, syntezowanych z aminokwasdéw przy
udziale b -glukozydazy i liazy hydroksynitrylowej. Wspomniane
glikozydy z ktdérych najczesciej wystepujacymi sg amygdalina i
prunazyna, stanowig sktadniki pestek wis$ni, $liwek, moreli,
brzoskwini, migda*éw, oraz innych owocéw pestkowych.
Enzymatyczna hydroliza amygdaliny i zwigzkéw jej podobnych,
prowadzi do powstania cyjanowodoru. W $cisle okreslonych
ilosciach petni on pozytywna role, ksztattujac bukiet
niektorych napojow alkoholowych. Jak stwierdzono, napoje
fermentowane przez mikroflore autochtoniczng, zawieraty
znacznie wieksze ilosci cyjanowodoru, niz te przy powstawaniu
ktérych braty udziat drozdze szlachetne (Nielepkowicz-Charczuk
i Balcerek,1990).

W Srodowisku wystepuja jednakze mikroorganizmy posiadajgce
zdolnos¢ zdegradowacC cyjanki, lub ich nadmiar, do zwigzkow
mniej szkodliwych. Przyktadem moze by¢ tutaj jeden z
wyizolowanych szczepéw — przedstawiciel rodzaju Fusarium sp.
Potrafi on asymilowac¢ cyjanowoddér i jego pochodne, i
wykorzystywa¢ jako Zrdédto azotu, oraz/lub wegla, z czego droga
ich konwersji wiedzie poprzez NH;,. W przypadku dostatecznej

ilosci Zrdédet wegla i azotu, cyjanki przeksztatcane sg przez
enzym hydrataze cyjankowg w amid kwasu mrdéwkowego wedtug
reakcji:

HCN + H,0 ® HCONH,

W inny sposdéb funkcjonuje monooksygenaza cyjankowa wystepujgca



u przedstawicieli rodzaju Pseudomonas, ktdrego przedstawicieli
wyizolowano z powietrza w okresie zbioru S$liwek. W tym
przypadku koncowym produktem reakcji byt cyjanian, a
sumarycznie przebieg reakcji ksztattuje sie nastepujaco:

HCN + 0, + H' + NADPH ® HOCN + NADP' + H,0

Tak wiec obecnos$¢ powyzszych organizméw w fermentujacym
zacierze, moze obnizy¢ zawartos$¢ cyjanowodoru w S$Sliwowicy,
jednakze potrzebne jest przeprowadzenie dalszych badan w tym
kierunku (Dubey i Holmes,1995).

Znaczny procent soku S$liwkowego stanowia zwigzki fenolowe,
oraz pochodne kwasu benzoesowego, wptywajgce na jego aktywnos¢
przeciwutleniajgcg. Liczne mikroorganizmy wykazujg zdolnos$¢
enzymatycznego przeksztatcania tych zwigzkdéw w pochodne mogace
mie¢ swdj wptyw na cechy organoleptyczne powstajacej
sliwowicy.

Wsréd wyizolowanej mikroflory wyrdézniaja sie pod tym wzgledem
oba gatunki z rodzaju Rhodotorula: Rhodotorula mucilaginosa 1
graminis. Drugi z nich posiada enzym 4-hydroksylaze
benzoesowag, ktdéra podstawia w pozycje 4, kwasu benzoesowego,
grupe wodorotlenowg. Powstajacy kwas 4-hydroksybenzoesowy,
moze przytaczy¢, kolejna grupa hydroksylowa przy udziale
enzymu 3-hydroksylazy kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Enzym ten
zostat wyizolowany z licznej grupy drozdzy i plesni wsrdd
ktorej znajdujag sie gatunki z rodzaju Penicillium, Rhodotorula
mucilaginosa, oraz Trichoderma viride. Powstajacy kwas 3,4-
dihydroksybenzoesowy jest substratem do wytwarzania przez
drobnoustroje catej gamy produktéw pochodnych katecholu.

Obecnos¢ przedstawicieli z rodzajéw Aspergillus, Fusarium,
Penicillium i Rhodotorula moze prowadzi¢ do rozerwania
pierscienia aromatycznego w katecholu, w wyniku czego powstang
poczgtkowo kwasy diowe i ich pochodne, a w koncowym efekcie
laktony (mukonolaktony) (Wright,1993). Wiele z pétproduktéw
powyzszych reakcji ma temperatury wrzenia zblizone do



panujgcych podczas destylacji, przez co nalezy sgdzi¢ ze beda
one przechodzi¢ do destylatu, a wiec tym samym wptywacC w
sposéb bezposredni na produkt gotowy — $liwowice.

Wazng role podczas przebieqgu fermentacji moga odgrywaé szczepy
z rodzaju Mucor. Wykorzystuja one krotkotancuchowe kwasy
monokarboksylowe tj. octowy, propionowy, butylowe 1
walerianowe, do produkcji d*ugotanuchowych wielonienasyconych
kwas6w ttuszczowych ( np. kwasu gamma-linolenowego (GLA)).
Obnizajg tym samym kwasowo$¢ nastawu, oraz zawartosc
powyzszych kwasdw w produkcie gotowym. Wiadomo bowiem ze
kréotkotancuchowe kwasy organiczne, w przeciwieAstwie do
dtugotancuchowych przechodzga do destylatu, poniewaz

0
temperatury wrzenia ostatnich osiggajg wartosci 180-200 C (du
Preez i inni, 1996)

Niezwykle istotny wptyw na przebieg fermentacji oraz cechy
produktu gotowego beda miat*y gatunki z rodzaju Rhizopus.
Wykazuja one zdolnos¢ wykorzystywania weglowodandéw i polioli
do produkcji etanolu, oraz kwaséw tj. mlekowy i fumarowy.
Wytwarzanie tych substancji jest mozliwe przy obecnosSci w
srodowisku szerokiej gamy substratdéw, a najwyzsza wydajnos¢
wystepuje, kiedy zuzywana jest maltoza i sacharoza — ponad 60
g/l kwasu mlekowego. Z pozostatych cukrow wartos¢ ta jest
nieco mniejsza i ksztattuje sie Srednio na poziomie 45 g/1. W
przypadku wytwarzania kwasu mlekowego z polioli, jej wielkos¢
ksztattuje sie na znacznie nizszym poziomie i waha sie w
granicach 2-5 g/1 (Rosenberg i inni,1994). Wydajnos¢ produkcji
etanolu oraz kwasu fumarowego, zalezy od gatunku grzyba z
rodzaju Rhizopus. 0g6lnie przyjmuje wartosci od 0 do 25 g/l
etanolu, sSrednio oko*o 13 g/l. Kwas fumarowy produkowany jest
w ilosci okoto 20 g/l (Soccol i inni,1994). Wytwarzanie
alkoholu przez plesnie z tego rodzaju bezposSrednio wptywa na
jego zawartos¢ w Sliwowicy. Natomiast obydwa produkowane kwasy
nie mogg przechodzi¢ do destylatu poniewaz posiadaja znacznie
wyzsze temperatury wrzenia od temperatury destylacji, stad tez
ich udziat w sktadzie spirytusu sliwkowego, polega na



tworzeniu %tatwolotnych estréow z alkoholami, ktdére nadaja
charakterystyczne cechy jego bukietowi smakowo-zapachowemu.

Wptyw mikroflory obecnej w powietrzu na Sliwowice tacka, nie
musi by¢ tylko pozytywny. Wyizolowano liczne mikroorganizmy
moggce wytwarzac¢ grozne dla zdrowia ludzkiego mykotoksyny.
Literatura nie podaje jednakze charakterystyki fizyko-
chemicznej poszczegdélnych z nich, trudno wiec stwierdzic¢ czy
mogg one przechodzi¢ do destylatu.

Przyktadem organizmu silnie toksynotwdrczego jest rodzaj
Alternaria. Wystepuje ona bardzo szeroko w badanym $rodowisku,
co potwierdzajg wyniki oméwione w poprzednim rozdziale. Z
rodzaju Alternaria wyizolowano ponad 30 metabolitéw, ktore
mogg mieé¢ negatywny wptyw na rosliny i zwierzeta. Gtdwne
toksyny wytwarzane przez te grzyby nalezg do trzech réznych
grup strukturalnych sa to: pochodne dibenzo-a -pironu, grupa
metabolitdéw zawierajgcych azot oraz pochodne perylenu. Plesnie
z rodzaju Alternaria nie zostaly jeszcze dostatecznie
scharakteryzowane, szczeg6lnie pod wzgledem toksykologicznym.
Dotychczasowe badania wykazujg toksycznos¢ dla ssakéw, pewng
aktywno$s¢ karcinogenng, mutagenng i <cytotoksycznos¢
poszczegélnych metabolitéw. Uwaza sie, ze przy prawidtowe]
praktyce technologicznej w rozwinietych spoteczenstwach, ostre
zatrucia ludzi i zwierzat zywnoscig i paszg skazong toksynami
Alternaria sg mato prawdopodobne. Istnieje natomiast mozliwos¢
wystgpienia chronicznej toksykozy, jezeli toksyny sg obecne w
niewielkich ilosSciach w spozywanej systematycznie zywnosSci
(Giryn,1991).

Jak wida¢ z powyzszej charakterystyki, wptyw wyizolowanej
mikroflory powietrza na Sliwowice tacka jest bardzo silny.
Jednakze z powodu niezwyktej z*ozono$ci procesdw majgcych
miejsce podczas fermentacji, a takze oddziatywan
synergistycznych oraz antagonistycznych poszczegdlnych
drobnoustrojoéw na siebie, niezwykle trudno jest jednoznacznie
stwierdzié¢, ze proces ten przebiega wedtug takiego, a nie
innego schematu. Celem poszerzenia naszej wiedzy na ten temat,



potrzebne sg dalsze analizy w tym kierunku, ktdére na pewno
pozwolg zrozumie¢ mechanizmy majgce swoje miejsce podczas
procesu fermentacji Sliwek przy udziale ich autochtonicznej
mikroflory.

Jesli potrzebujesz pomocy w napisaniu pracy z zakresu ochrony
Srodowiska, to polecamy serwis pisanie prac - prace z ekologii
i innych kierunkéw pisane na (prawie) kazdy temat.
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