PL 244793 B1

(19)

(12)

—~ o~ o~ —~
BN
A WN -

W riENTowy w0 PL 244793 B1
' RZECZYPOSPOLITE)
POLSKIEJ

Opis patentowy
Numer zgtoszenia: 437993 (51) MKP:
Data zgloszenia: 2021.05.28 C12G 1/022 (2006.01)
Data publikaciji o zgtoszeniu: 2022.12.05 BUP 49/2022 C12G 3/02  (2019.01)
Data publikacji 0 udzieleniu patentu: 2024.03.04 WUP 10/2024 C12N 1/16  (2006.01)

C12R 1/645 (2006.01)

(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA LODZKA, tédz, PL

(72) Twérca(-y) wynalazku:
DOROTA KREGIEL, tédz, PL
EWELINA PAWLIKOWSKA, Stréza, PL
(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Ewa Kaczur-Kaczynska, £6dz, PL

(54)

Tytut:

Sposoédb zapobiegania rozwojowi mikroflory zanieczyszczajacej podczas fermentac;ji

Moszczu z miazga owocowa



2 PL 244793 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b zapobiegania rozwojowi mikroflory zanieczyszczajacej pod-
czas fermentacji moszczu z miazgg owocows.

Technologia produkcji winiarskiej jest odmienna dla win biatych, czerwonych i rézowych. Przy
produkcji win biatych fermentuje sie oddzielony od miazgi moszcz z jasnych winogron, natomiast przy
produkcji win czerwonych poddaje sie fermentacji moszcz z miazgg owocows.

Fermentacje moszczu z miazgg owocowg stosuje sie do owocow kolorowych, szczegéblnie do
wisni, porzeczek czarnych, Sliwek wegierek, aronii, czeremchy czy tarniny. W czasie tego procesu do-
chodzi do ekstrakcji barwnikéw i tanin, gtéwnie ze skérek owocoéw. Tanine ze skérek owocowych jest
stosunkowo tatwo uwolnié¢, gdyz juz niewielka ilo$¢ alkoholu wyzwala ich ekstrakcje. Jednak w przy-
padku stabszych jakosciowo owocow, uszkodzonych mechanicznie lub nadpsutych, lub tez kiedy skorki
zawierajg mniej barwnikdw i tanin, nalezy ten proces znaczgco skrécié, aby do nastawu nie wprowadzic¢
zbyt wiele tanin gorszej jakosci, pochodzacych na przyktad z pestek owocow. Wiekszo$¢ barwnikow
i tanin przechodzi do wina w ciggu pierwszych kilku dni. Proces ekstrakcji jest wspierany przez tempe-
rature — im jest ona wyzsza tym ekstrakcja nastepuje szybciej. Jednak wéwczas szybciej przechodzg
do nastawu roéwniez gorzkie taniny z pestek.

Zatem dobierajgc czas fermentacji moszczu z miazgg owocowg nalezy wzigé pod uwage tempe-
rature fermentac;ji, rodzaj i stopien dojrzato$ci owocoéw oraz szczep drozdzy uzyty do fermentacji.

Fermentacja moszczu z miazgg owocowq przynosi wiele korzysSci, m.in. tatwiejszg obrébke owo-
cbéw i wiecej pozyskanego moszczu. Niestety, w czasie przechowywania i fermentacji trwajgcym nawet
do 7 dni, moszcz z miazgg owocowg jest szczegllnie narazona na zainfekowanie drobnoustrojami,
w tym bakteriami i grzybami ple$niowymi. Podatno$¢ moszczu z miazgg owocowg zwtaszcza na wzrost
mikroflory grzybowej, w tym pleéni toksynotwérczych z rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusarium lub
Alternaria stanowi istotny problem technologiczny. Toksyny (mikotoksyny) wytwarzane przez niektére
szczepy pleéni jako wtérne metabolity wykazujg réznorodne dziatania toksyczne (mutagenne, terato-
genne i estrogenne). Szczegdblnie niebezpieczng mikotoksyng w tym Srodowisku jest patulina — meta-
bolit niektérych gatunkéw plesni z rodzaju Penicillum, Aspergillus oraz Byssochlamys, czesto wystepu-
jacych jako mikroflora zanieczyszczajaca w przetwérniach owocowo-warzywnych. Z chemicznego
punktu widzenia patulina jest dwupierScieniowym laktonem, zwigzkiem o bardzo duzej toksycznosci
wynikajgcej z wysokiej reaktywnos$ci z biatkami oraz kwasami nukleinowymi. Patulina wykrywana jest
doé¢ czesto w krajowych owocach, sokach owocowych i innych przetworach. Uszkodzenia mecha-
niczne skorki owocédw i wilgotne Srodowisko stymulujg wnikniecie grzybéw do migzszu owocow oraz ich
wzrost i tworzenie mikotoksyn. (czasopismo Mycotoxin Research 2008, 24, 135-139).

Obecnos$é mikotoksyn w produktach winiarskich niesie ze sobg potencjalne zagrozenie dla zdro-
wia konsumentéw (czasopismo Food Research International 2018, 103, 478—491). Nalezy wiec bez-
wzglednie nie dopuszczac do rozwoju grzybdw w przerabianym materiale roslinnym.

W celu zapobiegania rozwojowi pleéni w czasie fermentacji moszczu z miazgg owocowg zaleca
sie stosowanie dobrych jakosciowo owocow, maksymalne skrocenie procesu nawet do 3 dni, a w nie-
zbednych przypadkach stosowanie zwigzkdw chemicznych jako sztucznych stabilizatoréw.

Czesto w celu zapobiegania rozwojowi ple$ni w Srodowisku o pH ponizej 6,5 stosowany jest
sorbinian potasu (E202). Jest to tagodnie dziaftajgcy konserwant, zwykle stosowany w stezeniach
0,025-0,10%.

Inng metode chemiczng moze stanowi¢ tzw. siarkowanie. Siarczyny (E221, E225) sg czesto
stosowane przez winiarzy, aby zahamowadé rozwéj szkodliwej mikroflory oraz zminimalizowa¢é utle-
nianie zwigzkéw barwnych. Wiekszo$¢ populacji konsumenckiej moze bezpiecznie spozywacd siar-
czyny znajdujgce sie w winie przy minimalnym ryzyku wystgpienia niepozadanych skutkdéw ubocz-
nych. Jednak wedtug amerykanskiej agencji Food and Drug Administration (FDA) szacunkowo 1%
populacji jest wrazliwa na siarczyny, a okoto 5% z tych oséb cierpi na astme. W przypadku oséb
z astma, ktére sg wrazliwe na te zwigzki, spozywanie ich moze podrazniaé drogi oddechowe (cza-
sopismo Consumer 1987, 20, 10-13).

Nie zawsze wyzej wymienione sposoby konserwacji mozna zastosowacé w produkcji winiarskie;j,
na przyktad w produkcji tak zwanych win organicznych. Sg to wyroby produkowane z upraw owocow
nie traktowanych herbicydami i pestycydami. Poza tym w tego typu winach istnieje ograniczenie regu-
lujgce uzycie siarczynéw o okoto 30%.
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Znane sg drozdze z ktadu Metschnikowia sp. wykazujgce wysokg aktywnos$¢ anty- drobnoustro-
jowa.

Niniejszy wynalazek rozwigzuje problem zahamowania rozwoju mikroflory zanieczyszczajacej
podczas fermentacji moszczu z miazgg owocowg, bez koniecznosci stosowania zwigzkéw chemicz-
nych, moggacych zaburzaé procesy fermentacyjne oraz wptywac¢ negatywnie na cechy organoleptyczne
wina.

Spos6b zapobiegania rozwojowi mikroflory zanieczyszczajgcej podczas fermentacji moszczu
Z miazgg owocowg, wedtug wynalazku polega tym, ze przed wtasciwym procesem fermentacji moszcz
Z miazgg owocowg miesza sie z biomasg szczepu drozdzy nalezgcego do ktadu Metschnikowia pul-
cherrima, w postaci zawiesiny o stezeniu komorek 10° — 108 jtk/ml stosujac biomase drozdzy w ilosci
1-10% v/w, lub tez do moszczu z miazgg owocowaq, przed wiasciwym procesem fermentacji, dodaje sie
szczep drozdzy nalezacy do ktadu Metschnikowia pulcherrima, w postaci pasty o stezeniu komoérek
drozdzy 10° - 100 jtk/g stosujac paste drozdzy w ilosci 1-10% w/w. Proces fermentacji prowadzi sie
spontanicznie lub z udziatem kultur drozdzy szlachetnych stosowanych w ilosci 10° — 10° jtk/ml w tem-
peraturze 15-30°C w czasie 5-7 dni.

Spos6b wedtug wynalazku znajduje zastosowanie w procesie fermentacji materiatu roslinnego
Swiezego lub po rozmrozeniu. Sposob wediug wynalazku zapewnia skuteczne zahamowanie rozwoju
grzybéw strzepkowych i promieniowcéw w miazdze z jednoczesng stymulacjg procesoéw fermentacyj-
nych. Produkt fermentowany uzyskany po zastosowaniu sposobu wedtug wynalazku posiada korzystne
cechy organoleptyczne, a obecno$¢ drozdzy antagonistycznych w stosunku do grzybéw strzepkowych
i promieniowcow dziata stabilizujgco podczas pierwszych kilku dni fermentaciji.

Sposo6b wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady z powofaniem sie na rysunek, na ktérym
Fig. 1B i Fig. 2B przedstawiajg wykresy ilustrujgce wzrost drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevi-
siae rasy Tokay oraz mikroorganizméw zanieczyszczajgcych moszcz z miazgg owocowsg, bez dodatku
drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima, za$ Fig. 1A, Fig. 2A przedstawiajg wykresy ilustrujgce
wzrost drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae rasy Tokay oraz mikroorganizmow zanieczysz-
czajgcych moszcz z miazgg owocowa, z dodatkiem drozdzy nalezacych do kladu Metschnikowia pul-
cherrima w postaci zawiesiny (dawka 5% v/w ), zas Fig. 3 przedstawia wykresy ilustrujgce wzrost droz-
dzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae rasy Tokay oraz mikroorganizmow zanieczyszczajgcych
moszcz z miazgg owocowa, z dodatkiem drozdzy z kladu Metschnikowia pulcherrima w postaci pasty
(dawka 1% w/w).

Przyktad 1

Do kolby o pojemnosci 1 | wprowadzono 500 g moszczu z miazgg truskawkowg. Mieszanina
moszczu i miazgi zawierata mikroflore niepozadang, jak grzyby strzepkowe Botrytis cinerea w liczbie
107 jtk/g, oraz bakterie z rodzaju Streptomyces w liczbie 102 jtk/g. Do mieszaniny moszczu i miazgi
dodano zawiesine drozdzy z ktadu Metschnikowia pulcherrima, o stezeniu komorek 5 x 108 jtk/ml, w ilo-
Sci 5% (v/w). Nastepnie mieszanine moszczu i miazgi owocowej oraz drozdzy zaszczepiono czystg
kulturg drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae Tokay w postaci zawiesiny o stezeniu komoérek
2 x 108 jtk/ml, uzytej w ilosci 2% v/v. Nastepnie kolbe zamknieto czopem i prowadzono fermentacje
w temperaturze 25°C w czasie 5 dni.

Po 5 dniach fermentacji, w mieszaninie moszczu i miazgi nie stwierdzono komérek pleéni oraz
promieniowcdw na poziomie wiekszym niz 10 jtk/g. Mieszanina moszczu miazgi po 5 dniach charakte-
ryzowata sie korzystnymi cechami organoleptycznymi (orzezwiajacy, przyjemny owocowy zapach). Jed-
noczesnie odnotowano znaczgcy wzrost liczby komorek drozdzy (2 x 107 jtk/g) (Fig. 1A rysunku).

Réwnolegle do kolby o pojemnosci 1 | wprowadzono 500 g takiej samej mieszaniny moszczu
i miazgi truskawkowej. Mieszanina zawierata mikroflore niepozgdang jak grzyby strzepkowe Botrytis
cinerea w liczbie 102 jtk/g, oraz bakterie z rodzaju Streptomyces w liczbie 102 jtk/g. Materiat owocowy
zaszczepiono czystg kulturg drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae rasy Tokay uzytych w po-
staci zawiesiny o stezeniu komorek 2 x 108 jtk/ml, w ilosci 2% v/w. Kolbe zamknieto czopem i prowa-
dzono fermentacje w temperaturze 25°C w czasie 5 dni.

Po 5 dniach fermentacji, w moszczu z miazgg stwierdzono obecno$¢ grzybéw strzepkowych
Botrytis cinerea w liczbie 6 x 10° jtk/g i bakterii z rodzaju Streptomyces w liczbie 6 x 10 jtk/g (Fig. 1B
rysunku). Uzyskana po fermentacji mieszanina charakteryzowata sie zdecydowanie mniej korzystnymi
cechami organoleptycznymi (won alkoholowa z domieszkg stechtego, piwnicznego zapachu).
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Przyktad 2

Do kolby o pojemnoéci 1 | wprowadzono 500 g moszczu z miazgg owocowg z jabtek i aronii (1:1).
Mieszanina moszczu i miazgi zawierata mikroflore niepozadang, jak grzyby strzepkowe Penicillium
expansum w liczbie 107 jtk/g, oraz bakterie z rodzaju Streptomyces w liczbie 107 jtk/g. Do mieszaniny
moszczu z miazgg owocowg dodano zawiesine drozdzy z ktadu Metschnikowia pulcherrima o stezeniu
komérek 2 x 107 jtk/ml, w ilosci 5% (v/w). Mieszanine moszczu z miazgg owocowg oraz drozdzy za-
szczepiono czystg kulturg drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae Tokay w postaci zawiesiny
o0 stezeniu komorek 2 x 108 jtk/ml, uzytej w ilosci 2% v/w. Nastepnie kolbe zamknigto czopem i prowa-
dzono fermentacje w temperaturze 25°C w czasie 5 dni.

Po 5 dniach fermentacji nie odnotowano obecnosci grzybéw strzepkowych Penicillium expansum
i bakterii z rodzaju Streptomyces na poziomie wiekszym niz 10 jtk/g. Mieszanina moszczu z miazgq
owocowg charakteryzowata sie korzystnymi cechami organoleptycznymi (orzezwiajacy, kwasny za-
pach). Jednocze$nie odnotowano znaczacy wzrost liczby komoérek drozdzy (Fig. 2A rysunku).

Réwnolegle do kolby o pojemnosci 1 | wprowadzono 500 g takiej samej mieszaniny moszczu
Z miazgq jabtkowo-aroniowg (1:1) z mikroflorg niepozadang. Mieszanine zaszczepiono czystg kulturg
drozdzy Saccharomyces cerevisiae rasy Tokay uzytg w postaci zawiesiny o stezeniu komorek 2 x 108
jtk/ml, w iloSci 2% v/w. Nastepnie prowadzono fermentacje w temperaturze 25°C w czasie 5 dni.

Po 5 dniach fermentacji moszczu z miazgg owocowg stwierdzono obecno$¢ grzybéw strzepko-
wych Penicillium expansum w liczbie1 x 10° jtk/g i bakterii z rodzaju Streptomyces w ilosci 3 x 104 jtk/g
(Fig. 2B rysunku). Podobnie, jak w przyktadzie 1, mieszanina po fermentacji wykazywata niekorzystne
cechy organoleptyczne (kwasno-stechty zapach).

Przyktad 3

Do kolby o pojemnoéci 1 | wprowadzono 500 g moszczu z miazgg owocowq z jabtek i aronii (1:1).
Mieszanina moszczu i miazgi zawierat mikroflore niepozgdang, jak grzyby strzepkowe Penicillium
expansum w liczbie 107 jtk/g, oraz bakterie z rodzaju Streptomyces w liczbie 10? jtk/g. Do mieszaniny
moszczu z miazgg owocowg dodano drozdze z kladu Metschnikowia pulcherrima w postaci pasty o ste-
zeniu komérek 5 x 10°jtk/g, w ilosci 1% (w/w). Mieszaning moszczu z miazgg owocowg oraz drozdzy
zaszczepiono czystg kulturg drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevisiae Tokay w postaci zawiesiny
o0 stezeniu komarek 5 x 107 jtk/ml, uzytej w ilosci 2% v/w. Nastepnie kolbe zamknieto czopem i prowa-
dzono fermentacje w temperaturze 25°C w czasie 5 dni.

Po 5 dniach fermentacji nie odnotowano obecnosci grzybéw strzepkowych Penicillium expansum
i bakterii z rodzaju Streptomyces na poziomie wiekszym niz 10 jtk/g. Mieszanina moszczu i miazgi owo-
cowej po fermentacji charakteryzowata sie korzystnymi cechami organoleptycznymi (orzezwiajgcy, kwa-
$ny zapach). Jednocze$nie odnotowano znaczgcy wzrost liczby komérek drozdzy (Fig. 3 rysunku).

W trzech opisanych powyzej przyktadach wykazano, ze zastosowanie dawki 5% v/w drozdzy
z kladu Metschnikowia pulcherrima w postaci zawiesiny o stezeniu komorek 5 x 10° — 2 x 107 jtk/ml lub
w postaci pasty w dawce 1% w/w o stezeniu komorek 5 x 10° jtk/g do fermentacji moszczu z miazgg
powoduje zahamowanie rozwoj grzybow strzepkowych i promieniowcéw z jednoczesnym zachowaniem
korzystnych waloréw sensorycznych miazgi poddanej fermentaciji.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposo6b zapobiegania rozwojowi mikroflory zanieczyszczajgcej podczas fermentacji moszczu
Z miazgg owocowg, znamienny tym, ze przed wiasciwym procesem fermentacji moszcz
Z miazgg owocowag miesza sie z biomasg szczepu drozdzy nalezgcego do kladu Metschniko-
wia pulcherrima, w postaci zawiesiny o stezeniu komorek 10% — 108 jtk/ml, stosujgc biomase
drozdzy w ilosci 1-10% v/w, lub tez do moszczu z miazgg owocowsg, przed wtasciwym proce-
sem fermentacji, dodaje sie szczep drozdzy nalezgcy do ktadu Metschnikowia pulcherrima,
w postaci pasty o stezeniu komoérek drozdzy 10°-10C jtk/g, stosujgc paste drozdzy w ilosci
1-10% w/w, przy czym proces fermentacji prowadzi sie spontanicznie lub z udziatem kultur
drozdzy szlachetnych stosowanych w ilosci 10° — 10° jtk/ml w temperaturze 15-30°C w czasie
5-7 dni.
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