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Streszczenie

Analizowano aktywnos¢ wody w mleku surowym w zaleznosci
od zawartosci komoérek somatycznych i ogdlnej liczby mikroor-
ganizmow. Wykazano, ze zawartos¢ komoérek somatycznych
w mleku powoduje zmiane aktywnosci wody, ale tylko w prze-
dziale miedzy 100 000 a 300 000. Ogdlna liczba drobnoustrojow
nie ma wptywu na aktywnos¢ wodng mleka.

Stowa kluczowe: mleko, aktywnos$¢ wody, komorki somatycz-
ne, drobnoustroje

Wstep

Zawartos¢ wody w zywnosci decyduje o mozliwosci rozwoju mikroflory nie-
bezpiecznej dla zdrowia cztowieka. Jednakze wiekszos¢ parametréw de-
cydujacych o trwatosci i przydatnosci zywnosci nie jest powigzana z catko-
witg zawartoscig wody, ale jej aktywnoscig. W licznych eksperymentach
wykazano, ze czes¢ wody nie wymarza w procesie zamrazania, poniewaz
nie jest ona dostepna dla sieci krystalicznej. | tak ilo§¢ niezamarzajace;j
wody wynosi w kolagenie 20%, w skrobi kukurydzianej 26%, w celulozie
14%, w biatku jaja kurzego 35,5%. A wiec 14-35,5% wody moze by¢ po-
wigzane ze sktadnikami zywnosci. Whasciwosci tej wody réznig sie od wia-
sciwosci wody czystej, w ktérej wystepuje tylko oddziatywanie woda—woda,
za$ do opisania liczbowego tego stanu stosuje sie pojecie potencjatu che-
micznego [Lewicki 1999].

Zmiana potencjatu chemicznego wynikajgca ze zmiany stanu powigzania
czgsteczek wody ze sktadnikami zywnosci wyrazana jest za pomocg mie-
rzalnej wartosci zwanej aktywnoscig wody. W ten sposdb wyrazono stan
termodynamiczny wody w zywnosci za pomocg aktywnosci wodnej, co jest
réwnoznaczne z pojeciem wzgledna wilgotnos¢ rwnowagowa, ktorg opisuje
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gdzie:

a,, - aktywnos¢ wody,

p — preznosc pary,

P, — ci$nienie otoczenie w stanie nasycenia,
P — cisnienie otoczenia,

T — temperatura.

W swietle powyzszego woda czysta ma aktywno$¢ rowng 1, za$ pozbawio-
na wody ma aktywnos$¢ wody réwng 0. Wprowadzenie pojecia aktywnosci
wody umozliwito powigzanie stanu termodynamicznego wody w produktach
spozywczych z ich wlasciwos$ciami, jakoscig i trwatoscia, ponadto znajomos¢
tych powigzanh stata sie podstawg przewidywania wielu procesow, a takze
projektowania wiasciwosci gotowych produktéw [Lewicki 2003].

Dla poznania wskaznikdw charakteryzujgcych trwatoéci zywnosci, przydat-
nym jest rozpoznanie stosunkéw wodnych panujgcych w badanych substan-
cjach lub poznanie zachowania sie czgsteczek wody w miare wzrostu steze-
nia substancji rozpuszczonej. Woda od roztworu wodnego rézni sie m.in.
wiekszg preznoscig pary wodnej, wyzszym punktem zamarzania i nizszym
punktem wrzenia. Wiasciwosci te swiadcza, ze sity miedzyczasteczkowe,
wigzace czgstki wody, wzrastajg w roztworze. Zjawisku temu towarzyszy
tworzenie sie powtok wodnych dookota czgsteczki i jonéw rozpuszczonych w
wodzie, co nosi nazwe hydratacji.

Wzgledna preznos¢ pary wodnej zostata przez Raoulta nazwana aktywno-
Scig wody i opisana nastepujgcym rownaniem:
£ 22, ny =ay,
Po ny
gdzie:
pip, -odpowiednio preznosc par roztworu i czystego rozpuszczalnika
w danej temperaturze,
nsin, -stezenie molowe substancji rozpuszczonej i rozpuszczalnika,
ay - aktywnos¢ wody.

Liczbowo aktywnos¢ wodna réwna sie rownowaznej wilgotnosci wzglednej
podzielonej przez 100, stad tez aktywnos¢ wody przyjmuje wartos¢ od 1 dla
czystej wody do 0 dla srodowiska o nieskonczenie matej zawartosci wody.

Woda jako swoisty rozpuszczalnik w sposob istotny wptywa na przebieg
proceséw biologicznych, a szczegdlnie na rozwdj i podziat drobnoustrojow.
Ogodlnie plesnie sg bardziej przystosowane do rozwoju w warunkach ograni-
czonej dostepnosci do wody niz drozdze, a drozdze lepiej znoszg obnizenie
aktywnosci wody niz bakterie. Praktycznie biorgc, aktywnos¢ drobnoustrojéw
jest catkowicie zahamowana przy aktywnosci wody ponizej 0,6.
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Najbardziej niepozadane grupy drobnoustrojéw wystepujacych w przemysle
rolno-spozywczym tracg zdolnosci do prawidtowego funkcjonowania przy
nastepujgcej aktywnosci wody:

- wiekszos¢ plesni nie rosnie przy a, < 0,7,

- wiekszosc¢ drozdzy nie rosnie przy a, < 0,8,

- wiekszos¢ bakterii nie rosnie przy a, < 0,9.

Bakterie chorobotworcze, ktore mogg wystepowaé w zywnosci tracg mozli-

wosci rozwoju przy aktywnosci wody ponizej 0,95 i tak np.:

- Salmonella, Escherichia i Vibrio nie rosng przy a, < 0,95,

- produkcja toksyn wytwarzanych przez Clostridium botulinum jest zahamo-
wana przy a, < 0,97,

- produkcja toksyn wytwarzanych przez Clostridium perfringens jest zaha-
mowana przy a,, < 0,95,

- toksykotworcza bakteria Staphylococcus aureus w warunkach beztleno-
wych nie rozwija sie przy a, < 0,91, ale w warunkach tlenowych moze ro-
sngc przy a, > 0,86.

Pewne rodzaje drobnoustrojéw sg dobrze przystosowane do rozwoju w sro-
dowisku suchym. Bakterie halofilne rozwijajg sie przy aktywnosci wody pow.
0,75, a osmofilne drozdze moga rosnac przy a, > 0,6 [Burbianka i in. 1983].

Podsumowujgc wptyw aktywnosci wody na stabilnos¢ zywnosci mozna stwier-

dzi¢, ze:

- odpowiednia aktywnos¢ wody warunkuje procesy zyciowe drobnoustro-
jow i przebieg reakcji enzymatycznych,

- wplyw aktywnosci wody na reakcje chemiczne zalezy od natury reagen-
téw; obecnos¢ wody hamuje przebieg reakcji, w ktoérych substrat jest
nierozpuszczalny w wodzie; z kolei reakcje, w ktdrych substrat jest roz-
puszczalny w wodzie sg przyspieszane w obecnosci wody, chociaz efekt
rozcienczenia moze wystapi¢ przy wysokich aktywnosciach wody,

- woda spetnia role smaru i pozwala na poruszanie sie jednych jednostek
wzgledem drugich; zwiekszenie aktywnosci wodnej w produkcie powodu-
je zmiane jego wiasciwosci reologicznych z ciata kruchego na ciato wy-
kazujace sprezystosé, plastycznosé i lepko$é [Swita 1996].

Ocena przydatnosci mleka jako surowca rolno-spozywczego zalezy przede
wszystkim od stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego. Ze wzgledu na
diuga droge, jaka odbywa mleko od producenta do konsumenta, jest ono
narazone na wiele form zakazenia mikrobiologicznego. Dzieje sie tak dlate-
go, iz mleko jest bardzo dobrym substratem do wzrostu dla wielu gatunkéw
czy nawet grup drobnoustrojow (bakterie, drozdze, plesnie). Sktad mleka
najbardziej odpowiada potrzebom rozwojowym heterotroféw, czyli bakte-
riom kwasu mlekowego oraz wiekszosci saprofitycznych drobnoustrojow
(w tym bakterii gnilnych), do odzywiania ktérych podstawowa role odgrywajg
biatka, ttuszcze i proste weglowodany. W mleku bytujg drobnoustroje choro-
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botworcze, cho¢ nie zawsze jest to dla nich pozywka intensywnie pobudza-
jaca ich rozwdj, ale bardzo czesto staje sie ich nosnikiem [Pijanowski 1984].

Kolejnym parametrem decydujgcym o klasie przydatnosci mleka jest zawar-
tos¢ komédrek somatycznych, pochodzacych z gruczotu mlekowego catych
lub zniszczonych komérek nabtonka pecherzykow, przewodow i zatok
mlecznych oraz sktadniki morfotyczne krwi i limfy, giéwnie krwinki biate, czyli
leukocyty. Mleko jako surowiec musi spetnia¢ wszelkie wymagania stawiane
mu przed dopuszczeniem do dalszej obrobki technologicznej, okre$lone
w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi: ,W sprawie szczego-
towych warunkéw weterynaryjnych wymaganych przy pozyskiwaniu, prze-
tworstwie, sktadowaniu i transporcie mleka oraz przetworéw mlecznych’.

Najczesciej obok wirowania, homogenizacji i standaryzacji mleko poddawa-
ne jest zabiegom obrdobki termicznej, ktére najskuteczniej niszczg i hamujg
rozwoj mikroflory. Wedtug PN liczba bakterii saprofitycznych w 1 ml mleka
spozywczego nie moze przekracza¢ 50 000 i z roku na rok zmniejsza sie,
aby w najblizszym czasie osiggna¢ 30 000. Znacznie wieksze ograniczenia
wystepujg odnosnie bakterii z grupy Coli, ktére nie powinny w ogdle wyste-
powaé¢ w 1 ml mleka. Gestos¢ mleka o zawartosci ttuszczu 2% nie moze by¢
mniejsze niz 1,029, a mleka o zawartosci tluszczu 3,2% 1,028, kwasowos$é
powinna zawiera¢ sie w granicach 6-8° S.H.; smak i zapach wtasciwy dla
mleka, brak zanieczyszczen mechanicznych i zafatszowan.

Nowe technologie uzdatniania mleka, do ktorych niewatpliwie nalezy mikro-
filtracja, pozwalajg na osiagniecie produktu koncowego o znacznie lepszych
parametrach niz te wymagane przez PN. W przypadku mikrofiltracji nie sto-
suje sie tak wysokich temperatur, jak ma to miejsce podczas procesu paste-
ryzacji i sterylizacji, co pozwala otrzymac¢ produkt o znacznie lepszych walo-
rach odzywczych i smakowych.

Metodyka badan

W literaturze istnieje wiele informacji odnosnie aktywnosci wody materiatéw
biologicznych, jak: owoce, warzywa, soki, jaja, mieso, sery, miod, ptatki zbo-
zowe, owoce suszone, produkty czesciowo odwodnione lub produkty z do-
datkiem substancji majacych zdolnos¢ trwatego wigzania wody. Brak jest
natomiast informacji odnosnie aktywnosci wody w mleku surowym i w mleku
spozywczym. Dlatego celem pracy byto wykazanie, w jakim stopniu obrébka,
wybrane formy obrébki technologicznej mleka, a takze zawarto$¢ komorek
somatycznych i ogodlnej liczby drobnoustrojéw, wptywajg na zmiane aktyw-
nosci wody. Dodatkowo celem pracy bylo wykazanie, w jakim stopniu ak-
tywnos$¢ wody w mleku spozywczym zalezy od zawartosc¢ ttuszczu oraz cza-
su i temperatura przechowywania.

70
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Badania wykonano w laboratorium Instytutu Inzynierii Rolniczej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Do pomiaru aktywnosci wody wykorzystano
miernik KMAW-7. Badanie zawartosci komérek somatycznych i ogélnej licz-
by drobnoustrojéw wykonano w Laboratorium Oceny i Analizy Mleka Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu przy uzyciu aparatu BACTOCO-
UNT 70 i aparatu SOMACOUNT 150.

Badania laboratoryjne zawarto$ci komérek somatycznych i ogdlnej liczby
drobnoustrojow w swiezym mleku przeprowadzono w okresie od 11.10.2004 r.
do 3.12.2004 r.

Monitor
i Inkubator
Modut
elektoniczny
Fotormoznik Filtr
“ mermbranowy
Modut pormiarowy Probka

mieka
Strzykawka
pomarowa podcisnieniowa

Rys. 1. Schemat budowy aparatu BACTOCOUNT 70
Fig. 1. Scheme of the BACTOCOUNT 70 apparatus construction

Zawartosc¢ liczby komérek somatycznych okreslano w aparacie SOMACOUNT
150, wykorzystujacym technologie cytometrii przeptywowej, z wykorzystaniem
roztworu buforowego i barwnika fluorescencyjnego, ktéry barwi DNA komorek
somatycznych. Probki analizowanego mleka sg wstrzykiwane w strumien pty-
nu nosnego, na ktéry skierowany jest promien lasera, co powoduje fluore-
scencje zabarwionych komérek. Fotodetektor wykrywa zabarwione komorki,
a nastepnie dane przekazuje do komputer, w ktéorym sg zliczane, a wynik
przedstawiony na monitorze. Komputer steruje praca poszczegdlnych podze-
spotéw urzadzenia, np. ruchem pomp strzykowych, systemem przeptywu,
prace lasera, kontrolg napiecia zasilajgcego. Do pomiaru aktywnosci wody
zastosowano aparat KMAW-7, sktadajacy sie z dwdch podstawowych ele-
mentéw, {j. panela gtéwnego miernika aktywnosci oraz komputera do stero-
wania procesu pomiaru i archiwizacji wynikéw [Podawca 2005].
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Miernik aktywnosci wody stuzy do oznaczania A, probek, sekwencyjnie w
dwdch komorach prébkowych, stabilizowanych termicznie. Miernik stwarza
mozliwos¢ szybkich i doktadnych oznaczen A, w prébkach materiatow biolo-
gicznych, jak rowniez innych sorbentow wody. Wazniejsze parametry charak-
teryzujace prace aparatu KMAW-7 przedstawiajg sie nastepujgco:

- zakres pomiaru A, 0+0,990,
- doktadnos¢ pomiaru A, w temperaturze pokojowej  +0,015,
- btad powtarzalnosci pomiaru A, <0,005,
- zakres temperatury pomiaru +5 + +60°C,
- doktadnosci pomiaru temperatury 1+0,2°C,
- bfad stabilizacji temperatury < 10,05°C.
O
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Rys. 2. Schemat budowy miernika aktywnosci wody KMAW-7: 1— komputer PC, 2—
karta pomiarowa NI6023, 3— przewdd tgczacy, 4— plytka 1gczgca podajgca
sygnaty (pomiarowa), 5— zespolony przetwornik (Rotronic I-155C/Cl) wilgot-
nosci i temperatury nad probka, 6— uktad wykonawczy regulacji temperatury
i dynamizacji atmosfery z zasilaczami, 7— przetworniki temperatury korpusu
oraz temperatury otoczenia, 8— panel gtdbwny miernika, 9— korpus komory
pomiarowej z modutami grzejgco-chtodzgcymi z sondg wilgotnosci

Fig. 2. Scheme of the water activity meter KMAW-7: 1— personal computer, 2— meas-
uring card NI6023, 3— connecting conductor, 4— connecting (measuring) plate
transferring the pulses, 5— complex converter (Rototronic I-155C/Cl) of the
moisture and temperature above the sample, 6— executive system of tempera-
ture and atmosphere control with the feeders, 7— converters of body and ambi-
ent temperature, 8— main measuring panel, 9— body of measuring chamber
with the heating-cooling moduli and the moisture probe

Poszczegdlne partie analizowanego mleka dzielono na dwie cze$ci, jedna
przechowywana byta w warunkach chtodniczych w temperaturze 5-8°C, dru-
ga w temperaturze pokojowej ok. 20°C. Badanie byto powtarzane w odste-
pach 24 godzinnych przez okres 12 dni w przypadku prébek przechowywa-
nych w warunkach chtodniczych. W przypadku prébek przechowywanych
w temperaturze pokojowej udato sie przeprowadzi¢ tylko 5 analiz, poniewaz
mleko ulegto skwaszeniu. Mleko do pomiaréw umieszczono w naczynkach
pomiarowych o pojemnosci ok. 15 ml i wprowadzano do komory miernika
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KMAW-7, gdzie nastepowata stabilizacja probek, po ktérej nastepowat po-
miar zasadniczy. W przypadku mleka surowego, po oznaczeniu ogolnej licz-
by drobnoustrojow i ilosci komérek somatycznych bezzwtocznie poddawane
ono bylo dalszej analizie i oznaczano jego aktywnos¢ wodna.

Wyniki badan

Wplyw iloSci komoérek somatycznych mleka surowego na aktywnos$¢ wody

Pierwszy etap badan dotyczyt wykazania zaleznosci pomiedzy zawartoscig
komodrek somatycznych a aktywnoscig wody w mleku. Wyniki badan przed-
stawiono w tabeli 1 i na rysunku 3.

Tabela 1. Aktywnos$¢ wody dla mleka o okreslonej iloSci komérek somatycznych
Table 1. Water activity in milk with definite number of somatic cells

Liczba komérek Aktywnosé Liczba komoérek Aktywnosé wody
somatycznych wody A, somatycznych A,
w 1 ml mleka w 1 ml mleka
6 000 0,879 111 000 0,904
14 000 0,8795 114 000 0,9001
31 000 0,8999 123 000 0,9001
44 000 0,9034 126 000 0,8981
47 000 0,8821 128 000 0,9042
50 000 0,8814 132 000 0,893
53 000 0,8901 140 000 0,8901
65 000 0,8973 163 000 0,8831
68 000 0,8828 167 000 0,8805
73 000 0,9077 175 000 0,8765
80 000 0,8867 356 000 0,9003
81 000 0,9022 393 000 0,896
86 000 0,9046 464 000 0,8928
98 000 0,889 956 000 0,886
0,91
*
0,905 —W’ .
0,9 - *
0895 % __———— :
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=0, xY
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Rys. 3. Zalezno$¢ miedzy iloscig komdérek somatycznych a aktywnoscig wody
Fig. 3. Relationship between the number of somatic cells and water activity
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Rys. 4. Zalezno$¢ miedzy iloscig komdérek somatycznych a aktywnoscig wody w dla
wybranych przedziatow liczby komérek somatycznych
Fig. 4. Relationship between the number of somatic cells and water activity for se-
lected ranges of somatic cell numbers
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Graficzne przedstawienie uzyskanych wynikéw (rys. 3) wykazuje brak zalez-
nosci pomiedzy liczbg komdrek somatycznych a aktywnos$cig wody. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zdecydowana wiekszos¢ probek mleka dotyczy liczby
komodrek somatycznych mieszczacej sie w przedziale 0-200 tys.

Ze wzgledu na duzg rozpietos¢ wynikéw charakteryzujacych liczbe komérek
somatycznych zawierajgcq sie miedzy 6000 a 956000 w dalszej czesci analizy
dokonano podziatu wynikbw na trzy grupy zawierajace sie w przedziatach:
6000-100000 komodrek somatycznych, 100000-200000 komoérek somatycz-
nych, 200000-956000 komorek somatycznych.

Dla kazdego przedziatu wykonano oddzielne wykresy, z ktérych mozna od-
czyta¢ rownanie funkcji opisujacej dang zaleznos¢ i sprawdzi¢ wartos¢
wspétczynnika R?.

Analiza danych zamieszczonych na rysunku 4 pozwala zauwazyc, ze:

— dla probek mleka surowego o zawartosci komorek somatycznych z licz-
ba mieszczaca sie w przedziale 6000-100000 nie wykazano wptywu na
aktywnos¢ wody zawartej w mleku,

— dla probek mleka surowego o zawartosci komorek somatycznych z licz-
ba mieszczacy sie w przedziale 100000-200000 wykazano spadek ak-
tywnosci wody w mleku ze wzrostem ilosci komérek somatycznych; co
oznacza, im wieksza ilos¢ komérek somatycznych tym gorsze warunki
dla rozwoju drobnoustrojéw,

— dla probek mleka surowego o zawartosci komorek somatycznych z licz-
ba mieszczacq sie w przedziale od 300000 do 956000 wykazano takze
wptyw na aktywno$¢ wody w mleku, jednakze ze wzgledu na mata ilos¢
punktow pomiarowych w tym przedziale liczby komérek, wnioskowanie
jest obarczone duzym btedem.

Wplyw ogdlinej liczby drobnoustrojow mleka surowego na aktywnos$¢ wody

Kolejny etap badan obejmowat analize wptywu ogdinej liczby drobnoustro-
jéw na aktywno$¢ wody. Ze wzgledu na duzg rozpietosé liczby drobnoustro-
jow w mleku zawartg pomiedzy 4000 a 4593000, do wykazania wplywu na
aktywno$¢ wody, zakres zawartosci liczby drobnoustrojow podzielono na
trzy podgrupy zawierajgce sie w przedziatach: 4000 do 16000 drobnoustro-
jow, 16000 do 100000 drobnoustrojéw i 100000 do 4593000 drobnoustrojow

Dla kazdego przedziatu wykonano oddzielne wykresy (rys. 5), pozwalajace
na wyznaczenie funkcji opisujgcej dang zaleznosé oraz na ocene wartosci
wspdiczynnik determinacji R%. W $wietle uzyskanych wynikéw badan (rys. 5)
mozna zauwazyc¢, ze ogolna liczba drobnoustrojow w mleku nie ma wptywu
na jego aktywno$¢ wodng. W zadnym z przedstawionych przedziatdw wspot-
czynnik determinacji R? nie jest na tyle wysoki, aby mozna byto méwié o re-
lacji miedzy tymi dwoma parametrami.
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Rys. 5. Zmiana aktywno$ci wody w mleku dla wybranych przedziatéw liczby drobno-
ustrojow
Fig. 5. Changes of the water activity in milk for selected ranges of microorganisms’
number
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Zmiana aktywnosci wody...

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania wykazaty, ze mleko wyrdznia sie aktywnoscig wo-
dy zdecydowanie ponizej wartosci 0,95, ktéra dla wiekszosci produktéw
zywnosciowych uwazana jest za graniczng. Ponizej tej wartosci bakterie
chorobotworcze tracg mozliwosé rozwoju, niestety tatwo mogag sie rozwijac
pozostate grupy bakterii, drozdze i plesnie, dla ktérych optymalne warunki
do zycia stwarza srodowisko o aktywnosci wodnej: 0,9 dla pozostatych grup
bakterii, 0,8 dla drozdzy, 0,7 dla plesni.

W sSwietle uzyskanych wynikow badan aktywnos¢ wody mileka surowego

mozna sprecyzowac nastepujgce wnioski:

- ilos¢ komérek somatycznych w mleku powoduje zmiane aktywnosci
wody, ale tylko w przedziale miedzy 100 000 a 300 000; mleko o takiej
zawartosci komorek somatycznych miesci sie w klasie ekstra, jesli cho-
dzi o wymagania jakosciowe mleka przeznaczonego do skupu; ogolna
liczba drobnoustrojow nie ma wptywu na aktywnos$¢ wodng mleka,

- zmiana aktywnosci wody we wszystkich analizowanych przypadkach
jest nieznaczna, co nie powoduje znaczacych zmian w srodowisku dla
rozwoju mikroorganizmoéw.
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