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ABSTRACT

The analysis of milk and dairy products is essential during production, quality
control, and understanding the factors that cause food allergies. Milk is one of many
examples of biocolloids. Numerous studies show that capillary electrophoresis and
capillary isoelectric focusing is an excellent tool for this type of analysis.
In addition, the coupling of these techniques with other analytical methods such
as MALDI-TOF MS or ESI-MS enables the improvement of the quality
of analyzes, allows the separation of proteins close to the isoelectric point values.
This short overview summarizes the possibilities of using electromigration
techniques in the proteomic and microbiological analysis of milk and milk
products.

Keywords: biocolloids, capillary electrophoresis, isoelectric capillary focusing,
milk proteins

Stowa kluczowe: biokoloidy, elektroforeza kapilarna, izoelektryczne ogniskowanie
kapilarne, biatka mleka
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— a-laktoalbumina

— B-laktoglobulina

— Potencjat zeta

— Elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis)
— Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne (ang. Capillary
Isoelectric Focusing)

— Spektrometria mas z jonizacja przez elektrorozpylanie
(ang. Electrospray lonization Mass Spectrometry)

— Bakterie mlekowe (ang. Lactic Acid Bacteria)

— Spektrometryczna metoda laserowej jonizacji/desorpcji
probki wspomagana matryca z analizatorem czasu przelotu
(ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization with
Time-of-Flight Analyzer Mass Spectrometry)

— Punkt izoelektryczny (ang. Isoelectric Point)
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WPROWADZENIE

Mleko bedace surowcem w przetworstwie mleczarskim musi charakteryzowac sie
odpowiednia jakoscia mikrobiologiczna jak i cytologiczna. Mleko zawiera ponad 100
réznych biatek. Wigkszos¢ z nich dzieli si¢ na trzy frakcje azotowe: kazeiny, ktore sa
najliczniejsze (78%), biatka serwatkowe (17 %) oraz frakcje azotu niebiatkowego (5%).
Bialka mleka obejmuja rowniez biatka blonowe globulek tluszczu mleka, tj. ponad 120
bialek stanowiacych 1-2% wszystkich bialek mleka [1] oraz ponad 70 enzymoéw
i hormondéw [2]. Ponadto, kazeiny i biatka serwatki sa obecne jako co najmniej 50
zidentyfikowanych wariantéw genetycznych, sposrod ktorych 12 jest oznaczanych
w procedurach analitycznych [3,4]. Mleko zwierajac wiele istotnych dla rozwoju
substancji stanowi podstawe zycia miodych ssakdéw. Z drugiej jednak strony, biatka
mleka stanowia przyczyne duzego odsetku alergii pokarmowych.

Dzigki ogromnemu postepowi w nauce badania proteomiczne ulegly renesansowi.
Wzrost zainteresowania ta dziedzing nauki spowodowany jest glownie ulepszeniem
oraz wzrostem czulosci stosownych metod analitycznych. Sposréd dostepnych metod
frakcjonowania bialek, najwieksza zdolnosci rozdzielania wykazuje ogniskowanie
izoelektryczne wykorzystujace rdznice w wartosciach punktow izoelektrycznych (pl)
biatek. Moze by¢é ono stosowane w trybie analitycznym lub preparatywnym
rozdzielania bialek na podstawie ich specyficznych punktéw izoelektrycznych.
Technika ta znajduje réwniez zastosowanie w wielowymiarowej separacji, poniewaz
jest kompatybilna z wieloma innymi sposobami rozdzielania, w szczegdlnosci
chromatografia zelowa czy elektroforeza zelowa [5].

Niniejszy artykul przedstawia wykorzystanie elektroforezy kapilarnej i jednego
z jej rodzajow - kapilarnego ogniskowania izoelektrycznego - w analizie mleka oraz
produktéw mlecznych.

1. MLEKO - CHARAKTERYSTYKA PROTEOMICZNA

Mleko stanowi ciekta wydzieling gruczotow mlekowych ssakow. Zawiera 80-
90% wody oraz 10-20% suchej masy. Sktada sie z trzech faz. Pierwsza z nich jest
faza plynna, w sktad ktorej wchodzi laktoza i sole mineralne, drugg jest faza
koloidalno-biatkowa, natomiast trzecia stanowi zemulgowany thuszcz. Glownymi
stabilizatorami mieszaniny sa fosfolipidy oraz bialka mleka zbudowane z frakcji
kazeiny i biatek serwatkowych. Tluszcze tworza drobne kuleczki o $rednicy 1-22
mikronéw posiadajace otoczke biatkowa. Triacyloglicerole stanowia okolo 98%
wszystkich lipidow mleka, natomiast okoto 1% to fosfolipidy [6]. Ttuszcz mleka
krowiego zawiera ponad 500 kwaséw thuszczowych $wiadczacych o jego ztozonej
strukturze, jak réwniez okoto 2,5% niezbednych nienasyconych kwasow
thuszczowych, takich jak kwas linolowy [7]. Nielicznie moga wystepowaé takze di-
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i monoacylogricerole, sterole, wyzsze kwasy ttuszczowe, karotenoidy, jak roéwniez
witaminy z grupy B oraz witamina A. Gléwnym sacharydem wystepujacym
w mleku jest laktoza, ktéra umozliwia utrzymanie prawidtowej flory bakteryjnej
w przewodzie pokarmowym milodych organizméw. Biatka w mleku wystepuja
w charakterystycznej postaci miceli, tworzace zole w fazie wodnej mleka [8].

2. BIOKOLOIDY

Biokoloidy stanowig uktady rozproszone, bgdace stanem posrednim miedzy
roztworem rzeczywistym a zawiesinami, zbudowane z czasteczek o $rednicy 1-100
nm [9]. W odroznieniu od uktadéw homogennych, uktady heterogenne - jakimi sa
biokoloidy - posiadaja granice miedzyfazowe, w ktorych substancje mieszczace sie
w obrgbie granicy faz wykazujg inne wilasciwosci w stosunku do czasteczek
znajdujacych si¢ w fazie objetosciowej (glgbia roztworu). Badanie wilasciwosci
uktadéw koloidalnych dowodza ich termodynamicznej nietrwatosci i stabilnosci
kinetycznej [10].

Powierzchnia biokoloidéw, nazywana powierzchnia rzeczywista, stanowi
ukfad z warstwami zaabsorbowanymi. Pierwsza jest warstwa chemisorpcyjna
nieodwracalnie zwiazana z powierzchnia rzeczywista, natomiast druga powstaje
wskutek odwracalnej adsorpcji fizycznej. Biokoloidy posiadajace fadunek
powierzchniowy nazywane sg micelami (Rys. 1.), a ich stabilno$¢ kinetyczna zalezy
od tego tadunku [11]. W uktadach biatkowych tadunek elektryczny uzalezniony jest
od charakteru czgsteczki i otoczenia [12]. Powstawanie tadunku powierzchniowego
wynika z dysocjacji grup funkcyjnych znajdujacych sie na powierzchni, transportu
jonow z powierzchni czastek oraz zjawiska powierzchniowej adsorpcji jondéw [13].
Konsekwencja tego jest wzrost ilosci przeciwjondw w obrebie powierzchni koloidu
i formowanie si¢ warstwy adsorpcyjnej. Tworzy si¢ warstwa dyfuzyjna, ktorej
charakter zalezy od rodzaju i stezenia elektrolitu [9]. Udowodniono, ze do
utrzymania stabilnosci koloidalnej miceli kazeinowych w mleku niezbedne sa jony
wapnia, ktére réwnoczes$nie wptywaja na procesy krzepniecia mleka [14].
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Rysunek 1. Budowa biokoloidu. Zmiana potencjatu powierzchniowego w funkcji odlegtosci od powierzchni
koloidu. ¥ - potencjat powierzchniowy, 98- grubo$¢ warstwy Sterna, W5 - potencjal rozmytej
warstwy podwdjnej, S - potencjal zeta

Figure 1. Structure of the biocolloid. Surface potential change as a function of distance from colloid
surface.W - surface potential, 3- Stern layer thickness, s - fuzzy double layer potential, S - zeta
potential

Natadowana czastka, zawieszona w ciektym osrodku, jest otoczona podwojna
warstwa elektryczng, ktorej wiasciwosci zaleza zaréwno od medium, jak i od
wilasciwosei czastek. Stosujac w cieczy pole elektryczne i obserwujac migracje
czastek w kierunku ktdrejkolwiek z elektrod, mozna bada¢ tadunki czastek [15].
Jednym z najwazniejszych parametréw okreslajacych uktady koloidalne jest
potencjat zeta ({) definiowany jako potencjat elektryczny hydrodynamicznej
plaszczyzny $cigcia, bedacej hipotetycznym obszarem migdzyfazowym pomigdzy
statym ciekltym poziomem przyleglym do powierzchni czgstki oraz wzglednie
cieklym poruszajacym sie do powierzchni podczas elektroforezy. Potencjat zeta jest
proporcjonalny do gestosci tadunku na powierzchni koloidu, ktéry z kolei zalezy od
pH. Wynika z tego, ze warto$¢ potencjatu zeta bedzie ré6zna w zaleznosci od pH
oraz stezenia elektrolitu. Warto$¢ potencjatu zeta obliczana jest na podstawowi
ruchliwosci elektroforetycznej koloidu. Standardowe uktady koloidalne warunko-
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wane przez oddzialywania elektrostatyczne posiadaja warto$¢ potencjatu zeta
w granicach od { = -30 do £ = +30 mV, co oznacza niestabilno$¢ uktadu [16].
O stabilizacji ukladu $wiadczy odchylenie wartosci potencjatu elektrokinetycznego
poza wymienione wyzej warto$ci. Wielko§¢ { waha sie od - 200 do 200 mV,
w zaleznosci od elektrochemicznego zachowania powierzchni rozdziatu czastek
[17]. Dzigki istnieniu potencjatu zeta mozliwe jest tlumaczenie stabilnosci uktadow,
zjawiska agregacji, czy adhezji.

W badaniach mleczarskich potencjal zeta zostal wykorzystany jako wskaznik
tadunku elektrycznego kuleczek thuszczu w mleku [18], jak réwniez miceli kazeiny
[16,19]. Uzyskane wartosci potencjatu zeta miceli kazeiny przy naturalnym pH
(6,7) wahaja sie od —8 mV, okreslone przez Schmidta i Poll [20], do —22 mV,
okreslone przez Philippe i in. [16]. Oczywistym staje sie, ze technika pomiaru
i warunki eksperymentalne maja znaczacy wplyw na wyniki prowadzonych analiz.
Zespot profesora Buszewskiego prowadzi liczne badania dotyczace rozkladu
tadunku oraz jego wptywu na wilasciwosci fizykochemiczne oraz funkcjonalizacje
powierzchni biokoloidow, np. przez jony metali, w szczeg6élnosci biatek mleka
takich jak kazeiny [21], laktoferyny [22], laktoglobuliny [23].

3. SKLADNIKI BIALKOWE MLEKA

Swieze, surowe mleko stanowi roztwor koloidalny dzieki biatkom
wystepujacym gléwnie w postaci kompleksu lub pojedynczych czasteczek. Biatka
mleka mozna podzieli¢ na dwie gléwne grupy: biatka kazeinowe (nazywane
kazeinami) oraz biatka serwatkowe (albuminy i globuliny) (Tab. 1.) [24].

Tabela 1. Glowne biatka wystgpujace w mleku krowim oraz ich najwazniejsze wlasciwosci
Table 1. The main proteins found in cow's milk and their most important properties
Bialka mleka krowiego Masa [kDa] % wystepowania pl Rodzaje izoform
kazeina 100-150 tys 75-80 o, B.x y
Bt I R PR PP
B-kazeina 24,00 35 4,83 -5,07 B
Kk-kazeina 19,37 15 5,45-5,77 K
y-kazeina 7,25 5 5,30 - 5,80 Y
bialka serwatkowe 20-25 LF, TF, PP, LPO
laktoferyna 76,11 4 8,81 LF
transferyna 79,00 4 5,20 - 5,60 TF
proteozo-peptony 34,00 20 5,22 - 5,58 PP
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laktoperoksydaza 78,00 — 89,00 1 8,63 - 9,80 LPO
albuminy 61 ALA, BLG, BSA
o-laktoalbumina 14,17 30 4,20 - 4,50 ALA
. . A=18,36 .
B-laktoglobulina A i B B=18.28 65 5,13 BLGAiB
albumina serum 66,39 15 4,70 - 4,90 BSA
(surowica krwi)
globuliny
(immunoglobuliny) 10 1gG, IgM, IgA
typ G (IgG) 150-170 tys 90 5,50 - 6,80 IgG
typ M (IgM) 0,9-1 mln 5 7,50 - 8,30 IgM
typ A (IgA) 300-500 tys 5 7,50 - 8,40 IgA

Kazeina stanowi okolo 75-80% (v/v) ogolnej ilosci bialek mleka krowiego
i odpowiedzialna jest miedzy innymi za zjawisko pienienia mleka. Proces ten
polega na koagulacja, czyli przechodzenia z zolu do zelu pod wplywem
zakwaszenia $rodowiska. Kazeina wystepuje w postaci fosfoproteidy oraz
glikoproteiny. W stanie natywnym wystepuje w formie miceli o $rednicy 50-250
nm, skladajacych si¢ z podjednostek zawierajacych rézne frakcje kazeinowe.
Pojedyncza micela zbudowana jest z 300-500 podjednostek potaczonych jonami
wapniowymi, fosforanowymi i cytrynianowymi. Podstawowa funkcja kazeiny jest
wiazanie wapnia i fosforu, tym samym zwigkszajac ich przyswajalnos¢. Dodatkowo
wspomaga wchtanianie innych pierwiastkéw, takich jak cynk czy miedz
w przewodzie pokarmowych. Dzigki zdolnosci wigzania jonow metali, kazeina
posiada wlasciwosci antyoksydacyjne.

Druga grupa biatek mlekowych sa biatka serwatkowe stanowigce bogate
i zbilansowane zrodto aminokwaséw w diecie cztowieka. Podobnie jak aktywne
biologicznie peptydy i aminokwasy uwalniane podczas trawienia, bialka
serwatkowe wykazuja znaczne wartosci odzywcze. Biatka globularne sg bardziej
podatne na dziatanie enzyméw w pordéwnaniu z np. biatkami fibrylarnymi oraz
wykazuja okreslong aktywno$¢ biologiczna.

Znajac zalezno$¢ pomiedzy strukturg bialka, a jego wlasciwosciami mozliwa
jest modyfikacja jego cech istotnych w przetwarzaniu zywnos$ci. Przyktadem moze
by¢ enzymatyczna modyfikacja biatek serwatkowych celem otrzymania zywnosci
o zaplanowanych pozadanych wilasciwosciach, w tym hydrolizatéw o $cisle
okre$lonym skladzie peptydowym [25]. Ogromnym atutem poznania sktady
biatkowego mleka jest pomoc w leczeniu alergii pokarmowych. U dzieci w wieku
ponizej 2 lat alergia na mleko krowie jest druga przyczyna alergii pokarmowych
i wystepuje w przedziale od 2 do 3% [26]. Poniewaz mleko jest gtdéwnym
pokarmem niemowlgcia, ta patologia jest znaczacym problemem zdrowotnym.
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Wigkszo$¢ biatek mleka wigze sie z odpowiedzig alergiczna [27,28], jednak
badania wykazaty, ze glownymi alergenami sa kazeiny: a-LA i f-LG [29,30].

4. KAPILARNE OGNISKOWANIE IZOELEKTRYCZNE JAKO
METODA ROZDZIELANIA BIALEK MLEKA

Elektroforeza kapilarna (Capillary Electrophoresis, CE) jest alternatywa dla
tradycyjnej elektroforezy zelowej w plytkach, poniewaz umozliwia wykonywanie
automatycznych analiz z bardzo wysoka rozdzielczoscia i bardzo matym
zapotrzebowaniem na probke i bufor. Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne (ang.
Capillary Isoelectric Focusing, CIEF)jest rodzajem CE, odbywajacym sig¢
w buforze, w ktorym warto$¢ pH buforu zmienia si¢ w sposéb ciagly, od wartosci
najwyzszej przy katodzie do najnizszej przy anodzie. Ustalenie si¢ wartosci pH
mozliwe jest dzigki zastosowaniu specjalnych roztworéw buforowych zwanych
amfolitami. Amfoteryczne substancje takie, jak bialka czy peptydy, migruja w polu
elektrycznym w kierunku elektrod o znaku przeciwnym. Napotykajac jednak po
drodze zmieniajace si¢ wartosci pH elektrolitu zatrzymuja si¢ w miejscu, w ktérym
pH = pl. Punkt, w ktérym dochodzi do przeciecia zera przez potencjal zeta to punkt
izoelektryczny (ang. Isoelectric Point, pl), oznaczajacy wartos¢ pH, przy ktorej
wypadkowy tadunek czasteczki biatka wynosi 0. W punkcie tym biatko nie
wykazuje ruchliwosci elektroforetycznej oraz charakteryzuje sie najnizsza
rozpuszczalnoscia, lepkoscia i ci$nieniem osmotycznym.

W S$rodowisku o wysokim stgzeniu jonéw wodorowych (niskie pH) biatko
zyskuje tadunek dodatni, natomiast przy niskim stezeniu jonéw wodorowych —
tadunek ujemny. Czasteczka migrujac w polu elektrycznych powraca do strefy
pH=pl. Nastepnie wysokie napiecie zostaje odlaczone, a roztwér wypychany jest
z kapilary przez zastosowanie wysokiego ci$nienia na jednym z jej koncow.
Skutkuje to rozdzieleniem biatek na podstawie ich pl, a selektywnos¢ rozdzielenia
zwigzana jest z uzytym zestawem amfolitow. Warto$¢ pl moze ulec zmianie
poprzez modyfikacje potranslacyjne bialek, takie jak: fosforylacja i defosforylacja.
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Rysunek 2.  Schemat kapilarnego ogniskowania izoelektrycznego[31]
Figure 2. Scheme of capillary isoelectric focusing [31]




KAPILARNE OGNISKOW ANIE IZOELEKTRYCZNE W ANALIZIE BIALEK MLEKA 953

4.1. ZASTOSOWANIE CE I CIEF W ANALIZACH PROTEOMICZNYCH MLEKA

Wiele przeprowadzonych badan wykazato, ze CE jest odpowiednig technika do
analizy bialek mleka kréw, owiec i kéz [32,33] oraz peptydéw wytwarzanych
w wyniku ich proteolizy podczas dojrzewania w produktach mlecznych [34] (Rys.
3.4).
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Rysunek 3.  Analiza bialek serwatkowych. Warunki analizy zachowane wedlug protokotu Beckmana [35].
Widoczne trzy sygnaly : a-laktoalbumina, B-LG B, B-LG A. Znajduje si¢ tu reszta cukrowa nie
widoczna w 280nm (widmo 3D — kolor na widmie oznacza ilo$¢ zwiazku)

Figure 3. Analysis of whey proteins. Analysis conditions maintained according to Beckman protocol.
Three signals visible: o-lactalbumin, B-LG B, B-LG A. There is a sugar residue not visible at
280nm (3D spectrum - the color in the spectrum indicates the amount of the compound)

Somma i in. opracowali ulepszonga procedur¢ kapilarnego ogniskowania
izoelektrycznego do wykrywania i réznicowania produktéw hydrolizy B-kazeiny
bydlecej i bawolej przez plazminy [36]. W warunkach eksperymentalnych
skutecznie oddzielono kazeing y z obu gatunkéw. Analiza uzyskanych
elektroferogramow sugeruje, ze CIEF moze stanowi¢ skuteczng alternatywe dla
tradycyjnej analizy elektroforezy w zelu do podstawowych badan strukturalnych
lub do zastosowan w ocenie jakosci produktow mleczarskich [36]. Poitevina i in.
opracowali metode z zastosowaniem ,,waskich cig¢ pH” poprzez frakcjonowanie
IEF mieszaniny amfolitow nosnikowych w szerokim zakresie pH. Dodanie tak
przygotowanych amfolitéw nosnikowych do dostgpnych w handlu mieszanin amfo-
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litycznych, umozliwito zwigkszenie rozdzielczosci przy wybranym pH oraz
poprawe trudnej separacji lizoform B-LG i a-LA kazeiny o zblizonych wartos$ciach
pl [37]. Integracja cIEF z jonizacja przez elektrorozpylanie ESI-MS jest idealna do
separacji o wysokiej rozdzielczosci i pewnej identyfikacji proteoform. Badania
przeprowadzone przez Lecoeuri i in. dowodza mozliwosci wykorzystania metody
on-line CIEF-ESI/MS do jakosciowej i ilosciowej analizy biatek serwatkowych
mleka o zblizonych warto$ciach Pi [38]. Trimboli i in. prowadzili badania majace
na celu wykrycie i ilo§ciowe oznaczenie mleka krowiego dodawanego do mleka
bawolego podczas produkcji. W tym celu wykorzystali krowig a-laktoalbuminie
jako marker zafalszowania. Metoda elektroforezy kapilarnej wykazala wysoka
liniowo$¢ oraz powtarzalnos¢, co pozwoli na szybka i doktadng identyfikacje
zafalszowan mlekiem krowim [39].
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Rysunek 4.  Elektroferogram 2D dla bialek serwatkowych mleka krowiego uzyskany metoda Beckmana.
Widoczne cztery sygnaly : a-laktoalbumina (ALA) (tx=9,85+0,98 min), laktotransferyna (LTF)
(tr=11,21£0,86 min), B-LG B (tz=16,12+0,67 min), f-LG A (tr=26,21£0,93 min),. Warunki
analizy zachowane dla protokolu Beckmana

Figure 4. 2D electropherogram for cow's milk whey proteins obtained by Beckman's method. Visible four
entrances: a-lactalbumin (ALA) (tzg=9,85+0,98 min), lactotransferrin (LTF) (tz=11,21+0,86
min), B-LG B (tx=16,12+0,67 min), B-LG A (tg=26,21+0,93 min), Analysis conditions retained
for Beckman protocol

Potaczenie CIEF ze spektrometryczna metoda laserowej jonizacji/desorpcji
probki wspomaganej matrycg z analizatorem czasu przelotu (ang. Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS)
jest narzedziem pomocnym w analizie bialek. Po kapilarnym ogniskowaniu
izoelektrycznym prébka zostaje wymyta i zebrana, a nastgpnie analizowana przy
uzyciu MALDI-TOF MS. Crowley i in. przeprowadzajac kompleksowa analizg
surowicy ludzkiej za pomoca techniki CIEF-MALDI-TOF MS w trybie off-line
dowiedli, ze zastosowana technika analityczna moze stanowi¢ alternatywe dla
dwuwymiarowej elektroforezy zelowej w badaniu biatek [40].



KAPILARNE OGNISKOW ANIE IZOELEKTRYCZNE W ANALIZIE BIALEK MLEKA 955

Ponadto, zastosowanie =~ CIEF umozliwia separacj¢ i oznaczanie
mikroorganizméw probiotycznych znajdujacych si¢ w produktach mlecznych
i jednoczesnie stanowiacych wazng czes¢ mikroflory ludzkiej. Szybkie i czute
oznaczanie i identyfikacja tych mikroorganizméw ma kluczowe znaczenie dla
kontroli jakosci. Ruzicka i in. w swoich badaniach fermentowanych produktéw
mlecznych, z powodzeniem zastosowali CIEF do rozdzielenia i charakterystyki
probiotycznych bakterii LAB, takich jak: L. paracasei sp. paracasei,
L. acidifarinae, L. fermentum, L. gasperi, L. helveticus, L. plantarum,
L. delbrueckii, L. salivarius, E. durans, E. faecalis i E. faecium na, na podstawie ich
punktow izoelektrycznych [41]. Odpowiednie dostosowanie warunkdéw separacji
umozliwilo potwierdzenie tozsamosci (identyfikacj¢) i analize iloSciowa bakterii
w prébce z wystarczajaca czutoscig. Dlatego tez, CIEF moze by¢ skutecznym
podejsciem do szybkiego wykrywania i rozdzielania LAB, nawet bezposrednio
w produktach mlecznych w przysztosci.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione metody elektroforezy kapilarnej sa niezwykle istotnym narzedziem
w analizie mleka oraz produktéw mlecznych. Dzigki potaczeniu CE i CIFE z innymi
technikami analitycznymi mozliwe jest rozdzielenie biatek o podobnych
wilasciwosciach fizykochemicznych oraz tozsamych wartosciach pl. Technika ta
pozwala nie tylko na analize i identyfikacje biatlkowych sktadnikow mleka, ale takze na
oznaczanie bakterii mlekowych w produktach mlecznych. Potrzebne sa jednak dalsze
badania celem dalszego udoskonalania tych technik.
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