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Summary

The objective of the study was the qualification of the viability of chosen yoghurt bacteria and probiotic
strains in controlled milk models. The aim of this research was to check the predisposition of each culture to
meet the requirements of FAO/WHO concerning the therapeutic minimum, and the requirements of FID/IDF
concerning the least number of the bacteria throughout the period of product consumption. The controlled
milk models were produced with three freeze-dried starter cultures (YC-180, Bb-12, La-5) and one isolate
(Lb. casei). The viability of each culture was studied during cold storage (6°C for 4 weeks) of fermented
and non-fermented milk samples. The results showed univocally that the viability of LAB in fermented or
non-fermented milk samples in cold storage depended on the genus, species and strain of bacteria used, as well
on such factors as the acid and oxygen content of the product. During cold storage the yoghurt culture and
probiotic strains, except Lb. acidophilus, fulfilled the requirement of the therapeutic minimum in the
fermented and non-fermented milk samples. Only the probiotic strain Lb. acidophilus La-5 showed low
viability: in the non-fermented milk its population decreased below the required 10° cfu/cm? already in the
2" week of cold storage. In the fermented milk, however, the population of Lb. acidophilus decreased below
the required 10° cfu/cm? only between the 2" and 4" week of cold storage. This study showed the essential
influence of storage conditions (time, acid and oxygen content) and the genus, species and strain of bacteria

used on their viability.
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Na przezywalno$¢ bakterii w produkcie ma wptyw
wiele czynnikow, do ktorych zaliczy¢ mozna, migdzy
innymi: obecno$¢ mikroflory towarzyszacej w przy-
padku mieszanek, dostep do sktadnikow odzywcezych,
czas 1 temperaturg inkubacji, czas 1 temperaturg prze-
chowywania, zabiegi technologiczne, pH srodowiska
oraz obecnos¢ substancji bakteriostatycznych (18).
Produkcja artykutow mleczarskich zawierajacych zywe
komorki bakterii mlekowych, szczegélnie probioty-
kow, wymaga kontroli i badafi modelowych pozwala-
jacych na prognozowanie przezywalnosci i biologicz-
nej aktywnos$ci warunkujacych stata jakos$¢ produktow
w catym okresie ich przydatnosci do spozycia.

Liczba zywych komorek mikroflory technicznej
w mlecznych napojach fermentowanych powinna wy-
nosi¢ co najmniej 10° jtk/cm3. Wymog ten, podany
w wytycznych FIL/IDF i FAO/WHO, dotyczy zarow-
no mikroflory podstawowej (np. bakterii jogurtowych),
jak 1 dodatkowej (mikroflory probiotycznej). Kryte-
rium liczebno$ci musi by¢ spetnione w catym okresie
przydatnosci do spozycia i jest okres§lone mianem mi-

nimum terapeutycznego. Warunek ten zapewnia spet-
nienie przez bakterie probiotyczne pozytywnego dzia-
tania, potwierdzonego badaniami klinicznymi. Wyjat-
kiem niewymagajacym takich badah moga by¢ typo-
we bakterie jogurtowe, do ktorych zalicza si¢ Str: sali-
varius subsp. thermophilus 1 Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus (5, 9).

Celem niniejszych badan byto okreslenie przezywal-
nos$ci bakterii jogurtowych i1 probiotycznych w mleku
niefermentowanym i fermentowanym w warunkach
laboratoryjnych.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w uktadzie modelowym,
w ktorego sktad wchodzito 11 probek. Pierwsza probka byto
to mleko UHT o zawartos$ci 3,2% tluszczu. W kolejnych
probkach do mleka dodano odpowiednie kultury bakterii
mlekowych jogurtowych i probiotycznych. W badaniach
wykorzystano gotowe liofilizowane szczepionki: wieloga-
tunkowa Y C-180 (Chr. Hansen, zawierajaca typowo jogur-
towe szczepy bakterii Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
1 Str. salivarius subsp. thermophilus) oraz trzy monokul-
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tury probiotyczne: Bb-12 (Chr. Hansen, zawierajaca Bif-
lactis), LA-5 (Chr. Hansen, zawierajaca Lb. acidophilus)
oraz szczep Lb. casei. Kazdej z tych kultur uzyto do otrzy-
mania nastgpujacych probek mleka fermentowanego i nie-
fermentowanego: mleko — mleko jatowe, YC — mleko nie-
fermentowane zawierajace kulture YC-180, YC’ — mleko
fermentowane kultura YC-180, Bb — mleko niefermento-
wane zawierajace kultur¢ Bb-12, Bb’ — mleko fermento-
wane kultura Bb-12, casei — mleko niefermentowane za-
wierajace szczep Lb. casei, casei’ — mleko fermentowane
szczepem Lb. casei, La — mleko niefermentowane za-
wierajace kulturg La-5, La’ — mleko fermentowane kultura
La-5, mix — mleko niefermentowane zawierajace mieszan-
ke wszystkich wymienionych kultur, mix’ — mleko fermen-
towane mieszanka wszystkich wymienionych kultur. Bu-
telki z probkami mleka przetrzymywano przez 4 tygodnie
w temperaturze 6°C. Wersja fermentowana mleka przed
umieszczeniem w lodowce zostata poddana inkubacji
w temperaturze 37°C przez 18 h. Bezposrednio po otrzy-
maniu probek mleka fermentowanego i niefermentowane-
go oraz po 2 i 4 tygodniach chtodniczego przechowywania
wykonywano analiz¢ mikrobiologiczna.

Ponadto przeprowadzono dodatkowe doswiadczenie
w celu potwierdzenia niskiej przezywalnosci Lb. acidophi-
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lus obserwowanej w pierwszym doswiadczeniu oraz okres-
lenia najbardziej prawdopodobnych jej przyczyn. W do-
swiadczeniu tym postuzono si¢ dwoma modelami: statym,
na wzor produkcji jogurtoéw metoda termostatowa i mode-
lem mieszanym, na wzor metody zbiornikowej. Analogicz-
nie do pierwszego doswiadczenia, przygotowano dwie
wersje mleka: fermentowana i niefermentowana. Probki
mleka modelu mieszanego byly przechowywane przez
4 tygodnie i wstrzasane co tydzien. Przy oznaczaniu prze-
zywalno$ci wykorzystano t¢ sama metodeg, co w pierwszym
doswiadczeniu. Oznaczanie liczebnos$ci zywych komorek
zastosowanych kultur wykonano metoda ptytkowa kropel-
kowa, z wykorzystaniem podtozy agarowych M17 i MRS
(Merck) (8). Ptytki z posiewami Stz salivarius subsp. ther-
mophilus inkubowano tlenowo w temperaturze 37°C przez
48 h. Ptytki z posiewami bakterii beztlenowych (Lb. del-
brueckii subsp. bulgaricus, Lb. acidophilus, Bif. lactis,
Lb. casei) inkubowano w anaerostatach zapewniajacych
warunki beztlenowe, w temperaturze 37°C przez 48 h.

Wyniki i omowienie
Przeprowadzone badania nad przezywalno$cia bak-
terii jogurtowych i probiotycznych w uktadach mode-
lowych wskazaly, ze wykorzystane kultury bakteryj-
ne, poza jednym przypadkiem,
pozwalaja na otrzymanie produk-
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tow spetniajacych wymagane kry-
terium minimum terapeutycznego.
Jedynie szczep Lb. acidophilus
La-5 wykazat staba przezywalnos¢
zaré6wno w mleku fermentowanym,
jak 1 niefermentowanym (ryc. 1).
Poczatkowa liczba zywych komo-
rek w probkach byta na pozio-
mie od 7,2 log jtk/cm?® dla kul-
tury YC-180 do 9,2 log jtk/cm?®
dla szczepu Bb-12. Stwierdzona
roéznica w poczatkowej liczbie zy-
wych komorek wynikata z jakosci
uzytych liofilizatow kultur i jest

Ryec. 1. Liczba zywych komoérek bakteryjnych w 0., 2. i 4. tygodniu przechowywania

probek mleka fermentowanego i niefermentowanego

zgodna z oczekiwaniami. Zwykle
liofilizowane kultury zawieraja
wigcej niz 10" jtk/g (12, 20).

Fermentacja mleka w tempera-

Ryec. 2. Zmiany warto$ci pH w badanych probkach mleka fermentowanego (f) i nie-

fermentowanego w czasie 0, 2 i 4 tygodni przechowywania
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nie si¢ liczby komorek bakteryjnych po zakonczeniu
fermentacji mleka. Roznice w dynamice rozwoju uzy-
tych bakterii wynika¢ moga z pochodzenia badanej
mikroflory 1 jej szybko$ci adaptacji do Srodowiska
mleka, co potwierdza w swoich badaniach Shihata
(15), twierdzac, ze bakterie probiotyczne powoli ros-
na w mleku m.in. ze wzgledu na stabsza aktywno$¢
proteolityczna. Ziajka i wsp. (19) twierdza, ze dodat-
kowe zrédla aminokwasoéw pomoga stymulowad
wzrost probiotykow, szczegolnie w obecnos$ci kultur
starterowych niezawierajacych Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus. Cytowani badacze wykazali wzrost wtas-
ciwos$ci fermentacyjnych i proteolitycznych bifido-
bakterii w wyniku wzbogacenia mleka w hydrolizat
kazeiny. Rowniez inni autorzy obserwowali lepsza
przezywalno$¢ bifidobakterii, ale na skutek dodatku
fruktooligosacharydow (1).
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przechowywania. Natomiast zaobserwowany spadek
przezywalnos$ci bakterii w probkach Bb i mix byt stop-
niowy i wynosit najwyzej jeden cykl logarytmiczny.
Inaczej byto w przypadku Lb. acidophilus, ktore od-
znaczaly si¢ staba przezywalnoscia. Po 2. tygodniu
przechowywania liczba zywych komoérek tych bak-
terii obnizyla si¢ do poziomu 5,0 log jtk/cm®, za$
w 4. tygodniu przechowywania nie stwierdzono juz
zywych komorek Lb. acidophilus. Z kolei kultura jo-
gurtowa YC-180 w czasie catego okresu przechowy-
wania probki niefermentowanej zwigkszyta swoja po-
pulaC_]Q 0 2 cykle logarytmiczne. Nie zaobserwowano
roznic w przezywalnosci pomiedzy Str. salivarius
subsp. thermophilus i Lb. delbrueckii subsp. bulgari-
cus (ryc. 3). Wyniki wskazuja na brak réznic w prze-
zywalnosci Str. salivarius subsp. thermophilus 1 Lb.

Warto zwrdci¢ uwagg na istot- 10,0
ny przyrost liczby komorek w cza-
sie pierwszych dwoch tygodni -

chtodniczego przechowywania
probek fermentowanych przez
bakterie probiotyczne. Najwicksze
zwigkszenie liczby bakterii probio-
tycznych zaobserwowano w przy-
padku Lb. casei oraz Bif. lactis
(ryc. 1). W tym czasie liczba zy-
wych komoérek w probkach YC’
oraz mix’ obnizyta si¢ i obnizata
si¢ stopniowo w dalszym okresie
przechowywania. Po czterech ty-
godniach przechowywania pro-
bek casei’ 1 Bb’, zaobserwowano
zmniejszenie populacji bakterii,
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o okoto 0,5 cyklu logarytmiczne-
go w przypadku Lb. casei i o je-
den cykl log w przypadku Bif. lac-
tis. Interesujacych obserwacji do-

Ryc. 3. Liczba zywych komorek Str. salivarius subsp. thermophilus (M17) i paleczek
mlekowych (MRS) w prébkach w 0., 2. i 4. tygodniu przechowywania
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konano w przypadku Lb. acido-
philus. Szczep ten wykazal nie-
wielki wzrost w czasie procesu
fermentacji, za$ podczas przecho-
wywania zaobserwowano szybkie
obnizanie si¢ liczby zywych ko-
morek tych bakterii. Po czwartym
tygodniu przechowywania popula-
cja tych bakterii zmalata do pozio-
mu 3,6 log jtk/cm?.

W prébkach mleka niefermen-
towanego wigkszos¢ uzytych mo-
nokultur bakterii wykazata si¢
stopniowym spadkiem liczeb-
nosci, od chwili ich dodania az do
kofica okresu przechowywania
(ryc. 1). W przypadku probki
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z udzialem Lb. casei liczba zy-
wych komorek nie zmieniata si¢
w catym okresie chtodniczego

Ryc. 4. Liczba zywych komoérek bakteryjnych w prébkach z udzialem Lactobacillus
acidophilus w 0., 1., 2., 3. i 4. tygodniu przechowywania, w modelu wstrzagsanym
(wstrz) i niewstrzasanym (nw)
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delbrueckii subsp. bulgaricus. Jak wykazat Zbikow-
ski (21), na proporcje liczby Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus iliczby Str. salivarius subsp. thermophilus
ma wptyw czas inkubacji. Autor ten obserwowat trzy-
krotnie wigkszy udzial paciorkowcow niz paleczek po
3,5 h inkubacji, zas po kolejnych 3 h proporcje obu
populacp zréwnaly sig, a po uptywie nastepnej 0,5 h
pateczek byto wigcej niz paciorkowcow. Z kolei ba—
dania przeprowadzone przez innych autorow potwier-
dzaja wysoka przezywalno$¢ bakterii jogurtowych
przez 45 dni w jogurtach pitnych, a nawet 60 dni w jo-
gurtach statych (3).

Ze wzgledu na nietypowe wyniki uzyskane dla
Lb. acidophilus przeprowadzono odrgbne doswiadcze-
nie (ryc. 4). Uzyskane wyniki tego doswiadczenia po-
twierdzaja niska przezywalno$¢ uzytej monokultury
Lb. acidophilus, rdbwnoczesnie wykazano istotny
wplyw procesu mieszania na przezywalnos¢ tych bak-
terii. Mozna wnioskowac, ze 1st0tny wplyw na popu-
lacj¢ tych bakterii maja czas 1 temperatura przecho-
wywania, obecnos$¢ tlenu oraz, w mniejszym stopniu,
kwasowos¢ $rodowiska. Wielu badaczy potwierdza
stabsza opornos¢ Lb. acidophilus na wiele czynnikow
srodowiskowych i tym samym stabsza przezywalnos¢,
w poréwnaniu do innych bakterii probiotycznych (18).
W badaniach przeprowadzonych przez Nighswonge-
raiwsp. (10) nad 5 szczepami Lb. acidophilus, szczep
La-5 wykazywal najnizsza przezywalnos$¢ w czasie 28
dni przechowywania w temperaturze 5°C lub 7°C. Jak
wykazaly niniejsze badania, jednym z wazniejszych
czynnikow wptywajacych na przezywalno$¢ szczepu
La-5 jest obecnos$¢ tlenu. Metoda zbiornikowa produk-
cjijogurtow powoduje natlenianie srodowiska, bowiem
jogurt jest mieszany, za$ dostgp tlenu sprzyja nadpro-
dukcji nadtlenku wodoru przez Lb. acidophilus. Jak
wiadomo, nadtlenek wodoru jest powszechnie znanym
zwiazkiem bakteriostatycznym, wigc aby unikna¢ jego
negatywnego dziatania na mikroflor¢ produktow fer-
mentowanych, niektérzy badacze sugeruja taczenie
szczepOow probiotycznych z kulturami jogurtowymi,
glownie Str. salivarius subsp. thermophilus, ktore wia-
zac tlen, moga zmniejszy¢ ilos¢ wytwarzanego H O,
(4). Obecnos¢ Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus nie
daje podobnego efektu, bowiem bakterie tego gatun-
ku tez wytwarzaja nadtlenek wodoru. Innym sposo-
bem na poprawg przezywalnosci Lb. acidophilus jest
dodatek uszkodzonych komoérek bakterii jogurto-
wych. Badania potwierdzaja, ze jogurt z takim dodat-
kiem zawiera mniej nadtlenku wodoru, a dodatkowo
zuszkodzonych komorek bakteryjnych uwalniana jest
B-galaktozydaza, co w efekcie wplywa korzystnie na
liczebnos¢ bakterii probiotycznych i nie zmienia sma-
ku produktu (14).

Kolejnym czynnikiem istotnym dla przezywalnosci
Lb. acidophilus jest czas inkubacji. Ostlie 1 wsp. (11)
wykazali, Zze hodowla w temperaturze 45°C przez
24-48 h ma negatywny wptyw na liczbg Zywych ko-
morek Lb. acidophilus La-5, zmniejszajac ja o okoto

Medycyna Wet. 2008, 64 (8)

0,9-1,3 log jtk/cm?. Innym czynnikiem wptywajacym
na spadek liczby bakterii problotycznych jest obniza-
jace si¢ pH srodowiska. W celu zapewnienia przezy-
walnos$ci Lb. acidophilus przez caty okres przydat-
nosci produktu do spozycia, nalezy zakonczy¢ proces
fermentacji przy pH 4,9-5,0 (4). W niniejszych bada-
niach, w przypadku prébek fermentowanych przez
Lb. acidophilus, w ktorych obserwowano znaczny spa-
dek przezywalnosci tych bakterii, pH obnizylo si¢ do
warto$ci okoto 4,0 (ryc. 2). Osiagnigta warto$¢ pH byta
efektem obecnos$ci kwaséw organicznych, w tym kwa-
su octowego. Jak wykazaty badania Samona i wsp.
(13), kwas octowy ma hamujacy wptyw na bakterie
mlekowe.

Poziom zakwaszenia ma istotny wptyw na przezy-
walnos$¢ szczepow probiotycznych i utrzymania przez
nie minimum terapeutycznego. Ma takze istotny wptyw
na procesy metaboliczne 1 zwiazang z tym produkcje
sktadnikéw wplywajacych na aromat i smak produk-
tu, jak np. na poziom acetaldehydu (16, 17). Bolin
1wsp. (4) sugeruja, by proces fermentacji koficzy¢ przy
pH 4,9-5,0, co zapewnia prawidlowa przezywalno$¢
baktern oraz prawidlowe procesy metaboliczne, gwa-
rantujace odpowiednia pozadalno$¢ smakowo-zapa-
chowa gotowego produktu (4). Zatrzymanie procesu
fermentacji przy wartosci pH 5,0 zabezpiecza przed
przekwaszeniem (obnizeniem pH ponizej 4,5) w cza-
sie przechowywania 1, tym samym, pozwala uniknaé
synerezy serwatki z produktu (2, 18). W przypadku
bakterii charakteryqu acych sig duza aktywnoscia fer-
mentacyjng mozna wykorzysta¢ inne zabiegi zmniej-
szajace aktywno$¢ kwaszaca, jak np. mikrokapsutko-
wanie, ktore spowalma proces fermentacji i jedno-
czesnie sprzyja przezywalnosci bakterii na wymaga-
nym poziomie powyzej minimum terapeutycznego (7).
Ponadto wigkszos$¢ szczepow probiotycznych nalezy
do grupy bakterii beztlenowych, dlatego waznym czyn-
nikiem zapewniajacym dobra przezywalno$¢ jest za-
pewnienie beztlenowych warunkoéw albo przez dobry
dobor mieszanki bakteryjnej, wykazujacej wzajemna
aktywnos¢ synergistyczna, albo przez dobor opakowa-
nia stanowiacego duza barierowos¢ dla tlenu, jak to
wykazal Jayamanne (6). Liczne badania jednoznacz-
nie potwierdzaja spadek liczby bakterii podczas chtod-
niczego magazynowania mlecznych napojow fermen-
towanych. Spadek liczebnosci jest zréznicowany w za-
leznosci od gatunkow, a takze szczepdw. W niniejszych
badaniach potwierdzono, ze warunki przechowywa-
nia moga by¢ jednym z czynmkow sprzyjajacych
zmniejszeniu przezywalnos$ci, ale nie jedynym czyn-
nikiem decydujacym o przezywalno$ci mikroflory
technicznej, w tym szczepdw probiotycznych. Wyniki
niniejszej pracy dowodza, ze wplyw warunkow chlod-
niczych na liczbg zywych komorek zalezy od szczepu
1 gatunku uzytych bakterii oraz dodatkowych czynni-
kéw zewngtrznych 1 nie jest mozliwy do przewidze-
nia bez wstgpnych badan. W przypadku niektorych
mlecznych napojéw fermentowanych jedynym sposo-
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bem na utrzymanie pozadanej populacji szczepow pro-
biotycznych jest ich dodatek po fermentacji lub przed
fermentacja, w ilo$ci zapewniajacej odpowiednia ich
liczebnos¢ do konca okresu przydatnos$ci produktu do
spozycia, gdyz w takich produktach, jak mleko niefer-
mentowane, komorki bakterii probiotycznych nie na-
mnazaja sig, tylko pozostaja zywe.

Podsumowanie

Przezywalno$¢ bakterii fermentacji mlekowej
w mleku fermentowanym lub niefermentowanym,
chtodniczo przechowywanym, zalezy od rodzaju, ga-
tunku i szczepu uzytych bakterii oraz kwasowosci
i natlenienia produktu.

W mleku niefermentowanym liczba Lb. delbruec-
kii subsp. bulgaricus, Str. salivarius subsp. thermo-
philus, Lb. casei 1 Bif. lactis utrzymuje si¢ na wyma-
ganym poziomie (> 10° jtk/cm?®) przez caty okres
4-tygodniowego przechowywania w temperaturze 6°C,
gwarantujac minimum terapeutyczne produktu. Wy-
jatkiem jest Lb. acidophilus, ktorego populacja male-
je ponizej wymaganego 10° jtk/cm® juz w 2. tygodniu
chtodniczego przechowywania.

W mleku fermentowanym liczba Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus, Str. salivarius subsp. thermophilus,
Lb. casei 1 Bif. lactis utrzymuje si¢ na wymaganym
poziomie (> 10° jtk/cm?) przez caty okres 4-tygodnio-
wego przechowywania w temperaturze 6°C. Wyjat-
kiem jest Lb. acidophilus, ktérego populacja maleje
migdzy 2 1 4 tygodniami przechowywania ponizej
wymaganej liczby 10° jtk/cm?.
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