Wptyw rodzaju mleka na aktywnos¢ bakterii fermentac;ji
mlekowej i drozdzy w napojach fermentowanych
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STRESZCZENIE

Celem pracy byta ocena aktywnosci drobnoustrojow bedgcych komponentami kultury starterowej zastoso-
wanej do produkcji mlecznych napojéw fermentowanych wytworzonych z mleka krowiego, owczego i klaczy
przy wykorzystaniu pomiaru zmian opornosci elektrycznej podtoza hodowlanego. Proces fermentacji prowa-
dzony byty z wykorzystaniem bakteryjno-drozdzowej kultury starterowej Kefir DC (Danisco Biolacta Sp. z 0.0.).
Najnizszg aktywnos$é metaboliczng bakterii kwasu mlekowego i drozdzy stwierdzono podczas fermentacji
mleka klaczy, a najwyzszg podczas fermentacji mleka owczego i mleka klaczy zmieszanych w stosunku 1:1.




1. WSTEP

Rynek produktow mlecznych, w tym napojow
fermentowanych jest jedng z najdynamiczniej roz-
wijajgcych sie gatezi przemystu spozywczego. Roz-
norodnosé formy, cechy sensoryczne oraz wartos¢
odzywcza czynig z nich atrakcyjng alternatywe dla
coraz chetniej spozywanych przez konsumentéw
przekasek. Na przestrzeni ostatnich lat spozycie
mlecznych napojow fermentowanych sukcesywnie
wzrasta. Stosowane w procesach produkcyjnych
kultury bakteryjne stanowig mezofilne i termofilne
bakterie przeprowadzajgce proces homo- lub he-
terofermentacji mlekowej. Coraz czesciej wykorzy-
stywane sg réwniez szczepy bakteryjne posiadajace
prozdrowotny wptyw na organizm cztowieka [6],
ktore to nadajg produktowi cechy prozdrowotne.
Drugim kierunkiem rozwoju mlecznych napojow
fermentowanych jest podazanie za tradycjg krajéw
Europy Wschodniej oraz Azji poprzez wykorzystanie
drozdzy w procesie ich produkcji. Dzieki zastoso-
waniu tych szczepéw gotowy produkt cechuje sie
specyficznymi walorami sensorycznymi wywotanymi,
m.in. obecnoscig dwutlenku wegla.

Decydujacy wptyw na wartosé odzywczg mlecznych
napojow fermentowanych ma mleko, na bazie ktére-
go zostaty wyprodukowane. Z powodu zréznicowania
sktadu chemicznego surowca uzytego do produkgji
napojow fermentowanych istotna wydaje sie analiza
kinetyki wzrostu oraz zywotnosci bakterii i drozdzy
wchodzacych w sktad kultur starterowych. Stwarza
to mozliwos¢ sterowania procesem i wytwarzania
produktéow o wysokiej jakosci, spetniajgcych coraz
to nowe, rosngce wymagania konsumentow.
Przezywalnos¢ bakterii w produkcie uwarunkowana
jest przez wiele czynnikdw, takich jak obecnos¢ mi-
kroflory towarzyszgcej w przypadku mieszanych kul-
tur drobnoustrojow, dostep sktadnikéw odzywczych,
czas i temperatura inkubacji, czas i temperatura prze-
chowywania, zabiegi technologiczne, pH sSrodowiska
oraz obecno$¢ substancji bakteriostatycznych [9, 10,
11, 12]. Produkcja zywnosci zawierajacej zywe bakte-
rie mlekowe wymaga kontroli i badan modelowych
pozwalajacych na prognozowanie przezywalnosci
i biologicznej aktywnosci mikroorganizmoéw warun-
kujgcych statg jakos¢ produktu [12]. Fermentacja
mlekowa, bedgca podstawg procesu produkcyjnego,
powoduje degradacje biatek mleka do zwigzkdéw
0 zmniejszonej masie czgsteczkowej, takich jak
peptydy i wolne aminokwasy, co zwieksza przyswa-
jalnos¢ tych zwigzkdéw przez organizm. Zachodzace
jednoczesnie zmiany w ukfadzie koloidalnym mleka
powoduja, ze w zotagdku powstaje luiny skrzep,
znacznie fatwiej trawiony przez dzieci i dorostych,

w poréwnaniu z mlekiem nie poddanym procesom
fermentacyjnym [4]. Ze wzgledu na niskg aktywnos¢
lipolityczng bakterii fermentacji mlekowej, ttuszcze
ulegajg w mniejszym stopniu degradacji niz biatka.
Zachodzgce czesciowo procesy lipolizy poprawiajg
strawnos¢ ttuszczu mlekowego obecnego w mlecz-
nych napojach fermentowanych. Podczas prowadzo-
nego procesu fermentacji zawartos$¢ laktozy bedacej
sktadnikiem energetycznym dla drobnoustrojéw
obniza sie w zaleznosci od rodzaju stosowanej mikro-
flory, sktadu surowca, a takze niektdrych rozwigzan
technologicznych w zakresie normalizacji sktadu mle-
ka. Laktoza ulega biodegradacji do cukréw prostych,
tj. glukozy i galaktozy, a dalej biokonwersji do kwasu
mlekowego i innych lotnych i nielotnych metabo-
litow. Cukier mleczny w przypadkach nietolerancji
jest niepozagdanym sktadnikiem pozywienia i moze
powodowac uszkodzenie Sluzéwki jelita wywotujac
biegunke [13].

Celem pracy byta ocena aktywnosci drobnoustrojow
bedgcych komponentami kultury starterowej zasto-
sowanej do produkcji mlecznych napojéw fermento-
wanych wytworzonych z mleka krowiego, owczego
i klaczy przy wykorzystaniu pomiaru zmian opornosci
elektrycznej podtoza hodowlanego.

2. MATERIALY | METODY

Surowcem uzytym do badan byto mleko krowie,
owcze oraz mleko klaczy. Mleko krowie pozyskano
z Obrzanskiej Spotdzielni Mleczarskiej w Koscianie,
mleko owcze z Zaktadu Doswiadczalnego w Ztotni-
kach, nalezgcego do Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, natomiast mleko klaczy ze Stadniny
Koni Moszna, Zielina (woj. opolskie). Wymienione
rodzaje mleka stanowity podstawe do skompono-
wania czterech préb mleka przerobowego: mleko
krowie, mleko klaczy, mleko owcze, mleko owcze
i mleko klaczy zmieszane w stosunku 1:1. Wszystkie
préby mleka przerobowego znormalizowano do 1,5%
zawartosci ttuszczu.

Produkcje mlecznych napojéw fermentowanych
przeprowadzono przez inokulacje wymienionych
prob mleka przerobowego liofilizowang, bakteryj-
no-drozdzowa kulturg starterowg Kefir DC (Danisco
Biolacta Sp. z 0. 0.), a nastepnie inkubacje przez 18h
w temp. 30°C, az do obnizenia wartosci pH do 4,6.
Zastosowane parametry czasu i temperatury inkuba-
cji oraz aktywnos¢ szczepionki dobrano zgodnie ze
wskazaniami producenta. Po zakoriczeniu inkubacji
gotowy produkt schtodzono do temp. 4°C. Mleczne
napoje fermentowane przechowywano w warunkach
chtodniczych, w temp. 4-6°C.




Oznaczenia ogolnej liczby bakterii kwasu mlekowego
i ogdlnej liczby drozdzy dokonano klasyczng metoda
posiewow ptytkowych, stosujgc agarowe podtfoze
MRS —dla oceny ogdlnej liczby komérek bakterii kwa-
su mlekowego oraz podfoze YM — dla oceny ogdlnej
liczby komérek drozdzy.

Aktywnos¢ metaboliczng bakterii i drozdzy okreslono
przy uzyciu metody pomiaru zmian impedancji elek-
trycznej podtoza hodowlanego [2, 3, 5]. Do badan
wykorzystano Automatyczny Analizator Wzrostu Mi-
kroorganizmow BacTrac 4100 firmy Sy-Lab, Austria.
Oceny aktywnosci metabolicznej bakterii dokonano
metodg bezposrednia, poprzez rejestracje zmian
impedancji bezposrednio w podtozu wzrostowym
jakim byto mleko. Oceny aktywnosci metabolicznej
drozdzy dokonano metodg posrednig, opartg na po-
miarze zmian impedancji w roztworze wodorotlenku
potasu [7]. Parametrem stuzgcym do analizy poréw-
nawczej aktywnosci mikroorganizméw w prébach
byt, tzw. czas detekcji (ang. impedance detection
time, IDT), po uptywie ktorego nastepuje wykrywalna
zmiana impedancji srodowiska [2, 3, 8]. Dla kazdego
z analizowanych mikroorganizmow przyjeto tzw.
prég zmiany impedancji (ang. threshold value, TV),
wynoszacy 5%.

Do pomiaru aktywnos$ci metabolicznej bakterii
uzyto specjalnych probowek o pojemnosci 10 cm?,
wyposazonych w cztery elektrody. Kazdg probdw-
ke napetniono 9 cm?® podtoza, ktére zaszczepiono
1 cm? inokulum testowanej kultury starterowe;j.
W ciggu 15 minut od zaszczepienia probdwki umiesz-
czono w termostacie Automatycznego Analizatora
Wzrostu Mikroorganizméw BacTrac 4100

i inkubowano przez 24h w temp. 30°C. 12+
Zmiany impedancji elektrycznej podtoza
hodowlanego byty rejestrowane auto-
matycznie, co 10 minut podczas trwania
hodowli [2, 3, 5].

Pomiar aktywnosci metabolicznej droz-
dzy wykonano z uzyciem specjalnych,
dwuczesciowych probdéwek, w sktad
ktérych wchodzita jedna probdéwka, tzw.
zewnetrzna o pojemnosci 10 cm® wy-
posazona w dwie elektrody oraz druga,
tzw. wewnetrzna, sterylna probdéwka
0 pojemnosci 5 cm?3, Sterylng probowke
napetniono 4,5 cm?® podtoza hodowlane-
go, ktore zaszczepiono 0,5 cm?® inokulum
testowanej kultury starterowej, a nastep-
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probowki umieszczono w termostacie Automatycz-
nego Analizatora Wzrostu Mikroorganizmow BacTrac
4100 i inkubowano przez 24h w temp. 30°C. Zmiany
impedancji elektrycznej podtoza hodowlanego byty
rejestrowane automatycznie, co 10 minut podczas
trwania hodowli [2, 3].

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowa-
dzono w oparciu o pakiet STATISTICA 8 (StatSoft).

3. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Na podstawie wykonanych posiewéw mikrobiolo-
gicznych na podtozach agarowych nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w liczbie komérek
bakterii kwasu mlekowego oraz drozdzy bezposred-
nio po zakonczeniu procesu inkubacji (18h) oraz
w trzecim dniu przechowywania. Statystycznie
istotne obnizenie liczby komérek bakterii kwasu
mlekowego oraz komoérek drozdzy zaobserwowano
po uptywie czternastu dni przechowywania. (Rys.1
i 2). Analiza zmian liczby zywych komdrek bakterii
i drozdzy potwierdza wyniki wczesniejszych badan
[1] nad ilosciowg zaleznoscig bakterii mlekowych
i drozdzy podczas procesu fermentacji mleka.
W obu doswiadczeniach obserwowano istotnie wiek-
szg liczbe komdrek bakterii w poréwnaniu z liczbg
komérek drozdzy.

W badaniach przeprowadzonych przez Witthuhn
iin. [11], analizowano zmiany w populacji mikroflory
charakterystycznej dla kefiru na réznych etapach
produkcji i przechowywania. Autorzy stwierdzili
obnizenie liczby komdrek mikroorganizméw cha-
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Rysunek 1. Ogélna liczba bakterii kwasu mlekowego w mlecznych

napojach fermentowanych
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rakterystycznych dla mlecznych napo- 101
jow fermentowanych wytworzonych

fermentacji bakteryjno-drozdzowej. Fakt 8-
ten spowodowany byt prawdopodobnie
przez niedobdr sktadnikéw odzywczych
lub zbyt duzg kwasowos¢ podtoza, ktorym
byto mleko.

Oceny aktywnosci metabolicznej bakterii
i drozdzy zastosowanej kultury startero-
wej dokonano w oparciu o pomiar zmian
impedancji (opornosci) elektrycznej wy-
korzystywanej od niedawna w dziedzinie
mikrobiologii do wykrywania obecnosci
oraz monitoringu wzrostu mikroorgani- 14
zmoéw [8]. Analiza krzywych bedacych
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cji elektrycznej w czasie, wyrazonych
w procentach w stosunku do wartosci po-
czatkowych pozwolita na wyodrebnienie

rodzaj mleka

Rysunek 2. Ogdlna liczba drozdzy w mlecznych napojach fermentowanych
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ryzujgcych sie podobng intensywnoscia
przemian metabolicznych tych mikroorga-
nizmow (Rys. 4). Krzywe odzwierciedlajgce
omowione wczesdniej zaleznosci sg , lustrza-
nym odbiciem” krzywych uzyskiwanych
metodg bezposrednig. Wartosci podane w procen-
tach, opisujgce stopien zmian impedancji w badanym
podtozu przyjmujg wartosci ujemne.

Analiza danych dotyczgcych zmian impedancji pozwo-
lita na selekcje podtoza najlepszego dla wzrostu po-
szczegdblnych mikroorganizméw. Zaréwno w przypad-
ku bakterii kwasu mlekowego jak i drozdzy obecnych
w zastosowanej w doswiadczeniu kulturze starterowej
najwyzszg aktywnos¢ obserwowano podczas wzrostu
w podfozu bedgcym mieszaning mleka owczego i
mleka klaczy w stosunku 1:1. Najstabszg aktywnos¢
testowanej kultury starterowej, wyrazong najdtuz-
szym czasem detekcji zmian impedancji odnotowano
podczas fermentacji mleka klaczy (Rys. 5).
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Rysunek 3. Zmiany impedancji podczas inkubacji testowanych bakterii

kwasu mlekowego w réznych rodzajach mleka

4. WNIOSKI

1. W wytworzonych mlecznych napojach fermen-
towanych liczba bakterii kwasu mlekowego
byta prawie o dwa rzedy wielkosSci wieksza
do liczby drozdzy.

2. Czternastodniowe przechowywanie w wa-
runkach chtodniczych mlecznych napojéw
fermentowanych spowodowato statystycznie
istotne obnizenie liczby komérek bakterii
kwasu mlekowego i drozdzy.
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Rysunek 5. Czas detekcji na poziomie 5% zmian impedancji
wyznaczony podczas inkubacji mleka réznych gatunkéow ssakéw
LITERATURA

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

Alvarez-Martin P., Flérez A. B., Hernandez-Barranco A., Mayo B. (2008). Interaction between dairy yeasts and lactic
acid bacteria strains during milk fermentation. Food Control, 19, 62-70.

Flint S. H., Brooks J. D. (2001). Rapid detection of Bacillus stearothermophilus using impedance-splitting. Journal of
Microbiological Methods, 44, 205-208.

Gomez R., Bashir R., Bhunia A. K. (2002). Microscale electronic detection of bacterial metabolism. Sensors and Ac-
tuators, 86, 198-208.

Kudetka W. (2005). Charakterystyka mlecznych napojow fermentowanych w Unii Europejskiej oraz w Polsce. Zeszyty
Naukowe Akademii Ekonomicznej w Krakowie, 678, 149-160.

Lasik M., Nowak J. (2010). Electrical impedance for bacterial metabolic activity screening-evaluation of single and
mixed bacterial consortia for wastewater biodegradation. International Food Research Journal, 17, 591-599.

Martin-Diana A. B., Janer C., Peldez C., Requena T. (2003). Development of a fermented goat’s milk containing pro-
biotic bacteria. International Dairy Journal, 13, 827-833.

Wptyw rodzaju mleka na aktywnos¢ bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy w napojach fermentowanych 55



(7]

(8]

9]

Noble P. A., Dziuba M., Harrison D. J., Albritton W. L. (1999). Factors influencing capacitance — based monitoring of
microbial growth. Journal of Microbiological Methods, 37, 45-49.

Nowak J., Lasik M., Czarnecki Z. (2002). Wykrywanie obecnosci oraz charakterystyka aktywnosci metabolicznej bak-
terii poprzez badanie zmian impedancji elektrycznej. Aparatura Badawcza i Dydaktyczna, 1, 38-42.

Quaglia N.C., Dambrosio A., Normanno G., Parisi A., Patrono R., Ranieri G., Rella A., Celano G. V. (2008). High occur-
rence of Helicobacter pylori in raw goat, sheep and cow milk inferred by gImM gene: A risk of food-born infection?
International Journal of Food Microbiology, 124, 43-47.

[10] Viljoen B. (2001). The interaction between yeasts and bacteria in dairy environments. International Journal of Food
Microbiology, 69, 37-44.

[11] WitthuhnR. C.,SchoemanT., Britz T. J. (2005). Characterization of the microbial population at different stages of Kefir
production and Kefir grain mass cultivation. International Dairy Journal, 15, 383-389.

[12] Zareba D., Ziarno M., Obiedziriski M. (2008). Przezywalnos¢ bakterii jogurtowych i probiotycznych w uktadach mo-
delowych mleka niefermentowanego i fermentowanego. Medycyna Weterynaryjna, 64, 1007-1012.

[13]  Zmarlicki S. (2006). Zdrowotne aspekty mleka i przetworéw mlecznych. Zdrowie Publiczne, 116, 142-146.

56 ABID 4/2010



