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Wprowadzenie

Bakterie kwasu mlekowego (ang. Lactic Acid Bacteria, LAB) jako kultury startowe
odgrywaja fundamentalng role w wytwarzaniu fermentowanej zywnosci mlecznej. Fermentacja
byla stosowana od stuleci jako sposéb na przedluzenie trwatosci produktow mlecznych, a
jednoczesnie podnosita ich walory smakowe oraz poprawiata konsystencj¢. Wspotczesnie, w
zwigzku z rosnagcym zainteresowaniem zywnos$cig naturalng i minimalnie przetworzona,
spozycie produktow nabialowych, zwlaszcza tych powstalych z niepasteryzowanego,
fermentowanego mleka stale si¢ zwicksza. Do niewatpliwych zalet fermentowanych wyrobow
mlecznych zalicza si¢ rOwniez ich prozdrowotne dziatanie. Cho¢ liczba badan analizujacych
potencjalng role tej zywnosci w zapobieganiu réznym chorobom nieustannie ro$nie, nalezy
zaznaczyC, ze produkty te bardziej wspieraja profilaktyke 1 lagodzenie objawow niz
bezposrednio leczg.

Fermentowane wyroby mleczne dostarczaja wysokiej jakosci biatek, zar6wno kazeiny, jak i
biatek serwatkowych, takich jak [-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy, laktoferyny czy
immunoglobuliny. Podczas proteolizy zachodzacej z udziatem LAB uwalniane sg bioaktywne
peptydy wykazujace dziatanie immunomodulacyjne, przeciwgrzybicze,
przeciwdrobnoustrojowe, antynowotworowe oraz antyoksydacyjne. Produkty te sa rowniez
cennym zrddtem sprzezonego kwasu linolowego oraz jedno- i wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, ktore stanowig nosniki witamin rozpuszczalnych w tluszczach: A, D, E 1 K.
Fermentowany nabiat dostarcza takze wielu witamin 1 mineratow, m.in. A, B1, B2, B6, B12,
niacyny 1 kwasu foliowego, ktore w produktach fermentowanych cechuja si¢ wigksza
biodostepnoscia niz w mleku nieprzetworzonym. Podstawowym weglowodanem
uczestniczacym w procesie fermentacji jest laktoza, przeksztalcana w kwas mlekowy przez
LAB. Laktoza, egzopolisacharydy, galaktooligosacharydy oraz polidekstroza obecne w tego
rodzaju produktach stanowig cenne prebiotyki, wspierajace wzrost probiotykéw 1 innych
korzystnych drobnoustrojow jelitowych.

Z ewolucyjnego punktu widzenia uwaza sig, ze pierwszy etap adaptacji mikroorganizmow
do fermentacji mogt rozpoczac si¢ juz w okresie kredy, kiedy w owocach pojawity si¢ duze
ilosci fermentowalnych cukrow. Z kolei przystosowanie do $rodowiska mlecznego mogto
nastgpi¢ w poznym paleolicie, wraz z pojawieniem si¢ ssakow. Najstarsze archeologiczne
dowody dotyczace produkcji sera pochodzg natomiast z ok. 6000 r. p.n.e. z terendw pdinocne;j
Europy. Cho¢ mogtoby si¢ wydawaé, ze adaptacja kultur startowych do nowych nisz trwa

bardzo dtugo, ewolucja ta zachodzi szybciej, niz wezesniej sadzono. Badania filogenetyczne Li



1 wsp. 2023 obejmujace 638 probek fermentowanej zywnosci z 84 regionéw Yunnanu
wykazaty, ze r6znorodno$¢ genetyczna Lactiplantibacillus plantarum dotyczy gtownie gendow
odpowiedzialnych za metabolizm we¢glowodandw, podczas gdy pochodzenie geograficzne ma
niewielkie znaczenie dla genow homologicznych. Sugeruje to, ze LAB dostosowuja swoje
funkcje do specyficznych nisz ekologicznych. Wspotewolucja drobnoustrojow obecnych w
jednym konsorcjum zywno$ciowym moze prowadzi¢ do powstania wysoce zintegrowanych
uktadow, zapewniajacych optymalny proces fermentacji i wysoka jako$¢ produktu.

Obecnie w Polsce dominujg fermentowane produkty mleczne wytwarzane z mleka
pasteryzowanego z uzyciem komercyjnych kultur startowych, ktére s3 wysoce
wystandaryzowane, lecz malo zroéznicowane i czg¢sto niedopasowane do lokalnych nisz
srodowiskowych. Tymczasem produkty fermentowane na bazie mleka surowego lub
pasteryzowanego, ale z dodatkiem lokalnych mikroorganizméw startowych, zapewniaja
unikalny smak, optymalny przebieg fermentacji 1 potencjalnie korzystniejsze dzialanie
prozdrowotne.

Oprocz adaptacji drobnoustrojéw do nisz zywnosciowych, mikroorganizmy kolonizujace
czlowieka wykazuja znaczny potencjat do ewolucji wewnatrzosobniczej. Czynniki kierujace ta
adaptacja moga by¢ charakterystyczne dla konkretnej osoby, jej diety, ale takze dla calej
spoteczno$ci. Zmiany te mogg wzmacnia¢ stabilno$¢ mikrobiomu danej populacji oraz
zwigksza¢ odporno$¢ na patogeny. Badania Pasolli 2020 wykazaly, ze w mikrobiocie jelitowej
populacji zachodniej dominuja LAB zwigzane z fermentowanymi produktami mlecznymi,
natomiast u Chinczykow przewazaja drobnoustroje charakterystyczne dla fermentowanych
warzyw oraz produktow zbozowych. Najprawdopodobniej jest to efekt roznic zywieniowych
typowych dla danych obszarow geograficznych. Adaptacja wewnatrzosobnicza
drobnoustrojow zywnosciowych zachodzi przede wszystkim w przypadku szczepow, ktore
potrafiag stabilnie kolonizowaé jelita — czyli tych systematycznie dostarczanych w diecie
typowej dla danego regionu. Przykladem wptywu obszaru geograficznego sa badania nad
skutecznoscig probiotyku Lactobacillus GG (LGG). W Finlandii jego suplementacja u matek i
dzieci znaczaco zmniejszata czesto$¢ choroby atopowej, podczas gdy w Niemczech nie
zaobserwowano podobnego efektu. Roznice te prawdopodobnie wynikaja ze specyfiki
mikrobioty zwigzanej z danym regionem. Geografia wptywa na mikrobiote¢ jelitowa poprzez

dietg, styl zycia, pochodzenie etniczne i stopien urbanizacji.

Biorac pod uwage zdolno$¢ mikroorganizmdéw do adaptacji do specyficznych nisz

geograficznych, najlepsza jako$¢ fermentowanych produktéw mlecznych mozna uzyskac,



stosujac lokalne kultury startowe, ktére dostosowaty si¢ do danego srodowiska. Odpowiednio
dobrana kokultura regionalnych drobnoustrojow, ktore wspdtewoluowaty, zapewnia
najbardziej optymalny przebieg fermentacji i najlepsze cechy sensoryczne produktu.
Jednoczesnie, jesli chodzi o potencjalne korzysci zdrowotne wynikajace ze spozycia LAB 1
innych bakterii prozdrowotnych, najbardziej wskazane jest spozywanie produktow
zawierajacych drobnoustroje pochodzenia $rodowiskowego z tego samego obszaru
geograficznego, w ktorym zyje konsument.

W ostatnich dziesigcioleciach nasze nawyki zywieniowe ulegly gwattownej zmianie
wskutek rozwoju rolnictwa, masowego przetwarzania zywnosci 1 wzrostu konsumpcji
produktéw bogatych w thuszcze nasycone, cukier, stodziki oraz s6l. Tak zwana dieta zachodnia
jest uboga w btonnik i zawiera niewiele warzyw, owocdéw, chudego nabiatu, migsa oraz
petnoziarnistych zbdz. Zmiana ta zaszta zbyt szybko, aby ludzki genom zdazyt si¢ do niej
przystosowac. Efektem jest zwigkszenie ryzyka chordb cywilizacyjnych, takich jak otylos¢,
cukrzyca i schorzenia uktadu krazenia. Aby przeciwdzialaé negatywnym skutkom diety
zachodniej, nalezy zwickszy¢ udzial zywno$ci naturalnej kosztem produktow silnie
przetworzonych. Do kategorii zywnosci naturalnej zaliczajg si¢ m.in. fermentowane produkty
mleczne wytwarzane z mleka niepasteryzowanego lub pasteryzowanego, ale z dodatkiem
lokalnych kultur startowych, szczegoélnie produkowane w ramach Rolniczego Handlu
Detalicznego (RHD).

Polska posiada dtugg tradycje spozywania fermentowanych produktow mlecznych, a dzieki
dynamicznie rozwijajagcemu si¢ RHD konsumenci maja tatwy dostep do naturalnych wyrobow
wytwarzanych wedtug tradycyjnych receptur. Jak podkreslono we wstepie, codzienna dieta
powinna uwzglednia¢ fermentowane produkty mleczne przygotowywane z wykorzystaniem
lokalnych kultur startowych. Nagle zmiany dietetyczne ostatniego stulecia nie sprzyjaja
zdrowiu, a komercyjne wyroby mleczne oparte na standaryzowanych szczepach nie dorownuja
jakoscig produktom fermentowanym przy udziale drobnoustrojow Srodowiskowych.
Dodatkowo lokalne bakterie kwasu mlekowego moga dziata¢ prozdrowotnie, a ich adaptacja w
organizmie jest efektywniejsza, gdy pochodza z tej samej strefy geograficznej co konsument.
Dlatego warto wlacza¢ do codziennego jadtospisu naturalne produkty fermentowane, dostgpne
dzigki producentom dziatajacym w ramach Rolniczego Handlu Detalicznego, ktore lacza

tradycje, wysoka jakos¢ 1 potencjalne korzysci zdrowotne.



Material badawczy

Materiat badawczy stanowily lokalne surowce mleczarskie oraz tradycyjne produkty mleczne
pozyskane od niewielkich producentéw nabiatu dziatajagcych na terenie wojewodztwa
todzkiego, funkcjonujacych w ramach Rolniczego Handlu Detalicznego oraz matych mleczarni
rzemieslniczych. Nawigzanie wspotpracy z producentami odbywato si¢ przy wsparciu
Osrodkow Doradztwa Rolniczego (ODR), peliagcych role posrednikow i doradcow w
srodowisku wiejskim.

W ramach wspodtpracy pozyskano probki mleka surowego oraz tradycyjnych produktow
mlecznych, w tym twarogow 1 seréw swiezych, ktore wykorzystano jako zrédto izolacji bakterii
fermentacji mlekowej reprezentujacych lokalng mikroflore mleczarska. Materiat biologiczny
pobierano z zachowaniem zasad aseptyki i transportowano w warunkach chtodniczych do
dalszych analiz laboratoryjnych.

Materialem do badan byly rowniez wyizolowane szczepy bakterii kwasu mlekowego,
wytypowane na podstawie wlasciwosci technologicznych 1 potencjalnych efektow
prozdrowotnych, ktére nastepnie wykorzystano do opracowania innowacyjnych mieszanek
starterowych przeznaczonych do produkcji serow twarogowych, kwasowo-podpuszczkowych

oraz dojrzewajacych z mleka krowiego i koziego.

Metodyka

Izolacja i selekcja bakterii fermentacji mlekowej

Izolacje bakterii fermentacji mlekowej przeprowadzono z lokalnych surowcoéw mleczarskich
oraz tradycyjnych produktow mlecznych. Proby przebadano zgodnie z normag PN-ISO
15214:2002, obejmujaca posiewy na selektywne podloze dla bakterii kwasu mlekowego — agar
de Man, Rogosa i Sharpe (MRS, Merck, Niemcy) oraz inkubacje w warunkach tlenowych (30
°C, 72 h). Uzyskane izolaty poddano wstgpnej selekcji na podstawie cech biochemicznych przy
pomocy testu diagnostycznego API® 50 CH oraz podtoza API® 50 CHL (bioMérieux, Francja)
przeznaczonego do identyfikacji mikroorganizméw z rodzaju Lactobacillus oraz rodzajow
pokrewnych. Test API 50 CH zawieral 50 mikroprobowek, ktore umozliwiaty okre$lenie
zdolnosci fermentacji substratow o charakterze weglowodandw 1 ich pochodnych tj.:
heterozyddw, polialkoholi, kwasow uronowych. Fermentacja w probowkach uwidocznita si¢
poprzez zmiang koloru w probowce z purpurowej na z6tta. Zmiana koloru byla wywolana
poprzez beztlenowe wytworzenie kwasu i wykrycie go przez wskaznik pH obecny w podtozu.

Pierwsza mikroprobowka nie zawierata wskaznika pH, stanowigc kontrole ujemna. Ponizej w



Tabeli 1 przedstawiono szczegdlowy sktad testu API® 50 CH. Wyselekcjonowane izolaty
wiaczono do dalszych etapow badan.

Tabela 1. Sktad weglowodanow w tescie API® 50 CH

Metylo-oD-

0 Kontrola 10 | D-galaktoza 20 30 D-melibioza 40 | D-turanoza
mannopiranozyd
Metylo-oD-

1 Glicerol 11 D-glukoza 21 31 D-sacharoza 41 | D-liksoza
glukopiranozyd
N-acetylo-

2 Erytrytol 12 | D-fruktoza 22 32 D-trehaloza 42 | D-tagatoza

glukozamina

3 D-arabinoza 13 | D-mannoza 23 Amigdalina 33 Inulina 43 | D-fukoza

4 L-arabinoza 14 | L-sorboza 24 Arbutyna 34 D-melezytoza 44 | L-fukoza
Eskulina

5 D-ryboza 15 | L-ramnoza 25 35 D-rafinoza 45 | D-arabitol

Cytrynian zelaza

6 D-ksyloza 16 | Dulcytol 26 Salicyna 36 Skrobia 46 | L-arabitol
Glukonian
7 L-ksyloza 17 | Inozytol 27 D-celobioza 37 Glikogen 47
potasu
2-
8 D-adonitol 18 D-mannitol 28 D-maltoza 38 Ksylitol 48 | ketoglukonian
potasu
5-
Metylo-BD- . . .
9 19 | D-sorbitol 29 D-laktoza 39 Gencjobioza 49 | ketoglukonian
ksylopiranozyd
potasu

Ocena wlasciwosci technologicznych i potencjalnych efektéw prozdrowotnych
Wyizolowane szczepy poddano szczegotowej ocenie wilasciwosci technologicznych,

obejmujace;j:
e zdolnos$¢ do zakwaszania mleka,
o wplyw na teksturg i konsystencj¢ wytwarzanych serow,
e tolerancj¢ na zmienne warunki serowarskie,
o stabilno$¢ i powtarzalno$¢ dziatania w kolejnych cyklach fermentacyjnych.
Zdolno$¢ do zakwaszania mleka. Zdolno$¢ zakwaszania mleka przez wyizolowane szczepy

bakterii kwasu mlekowego oceniano na podstawie dynamiki zmian warto$ci pH w czasie

fermentacji. Do badan wykorzystano mleko pasteryzowane o standaryzowanej zawarto$ci



thuszczu — 3,6%. Aktywne kultury badanych izolatéw bakterii kwasu mlekowego uzyskiwano
poprzez ich namnozenie w bulionie MRS, po czym zawiesiny komorek standaryzowano do
jednakowej gestosci — 1 w skali McFarlanda, odpowiadajacy 3,0 x 10% jtk/ml. Tak
przygotowane inokulum wprowadzano do probek mleka (500 ml) w objetosci 1 ml,
zapewniajacej porownywalne warunki poczatkowe fermentacji dla wszystkich analizowanych
szczepoOw. Fermentacje prowadzono w kontrolowanych warunkach temperaturowych,
odpowiadajacych temperaturze otoczenia (21°C), wykorzystywanej do ukwaszania mleka w
matych serowarniach. W trakcie inkubacji monitorowano zmiany warto$ci pH w okreslonych
punktach czasowych, przy uzyciu skalibrowanego pH-metru. Pomiaréw dokonywano do
momentu ustabilizowania si¢ wartosci pH lub osiggnigcia poziomu charakterystycznego dla
zakonczonego procesu fermentacji. Na podstawie uzyskanych wynikow okre§lano tempo i
efektywnos$¢ zakwaszania mleka przez poszczegdlne izolaty. Analizowano zaréwno szybkos¢
obnizania pH w poczatkowej fazie fermentacji, jak i koncowa wartos¢ pH, co umozliwito
porownanie potencjalu technologicznego badanych szczepéw oraz ich przydatnosci jako

sktadnikow kultur starterowych do produkcji serow.

Wplyw na teksture i konsystencje wytwarzanych seréw. Wplyw izolatow bakterii kwasu
mlekowego na teksture i konsystencje wytwarzanych serdw oceniano na podstawie prob
serowarskich przeprowadzonych w skali laboratoryjnej. Do produkcji serow wykorzystywano
mleko niskopasteryzowane, co pozwalalo na poréwnywalng ocen¢ oddziatywania
poszczegblnych izolatdéw na strukture produktu koncowego. Proces wytwarzania seréw
prowadzono wedlug jednolitego schematu technologicznego, rdéznicujac jedynie drobnoustroj
zastosowany jako starter. Po zakonczeniu fermentacji i formowania skrzepu sery poddawano
standaryzowanemu procesowi odsaczania oraz przechowywania w kontrolowanych warunkach
temperaturowych. Oceny tekstury i konsystencji dokonywano po ustalonym czasie dojrzewania
lub stabilizacji produktu, w zaleznos$ci od rodzaju sera. Analiz¢ przeprowadzano metoda oceny
sensorycznej, obejmujacej takie cechy jak spoistos¢, sprezysto$¢, kruchos¢, kremowos¢ oraz
jednorodnos$¢ struktury. Roéwnolegle prowadzono ocene profilu sensorycznego seréw,
uwzgledniajaca ogdlng akceptowalno$¢ sensoryczng oraz intensywno$¢ wybranych cech
smakowo-zapachowych. Analizowano w szczegdlnos$ci: odczuwalng kwasowos$¢, obecnos¢ i
intensywnos$¢ nut gorzkich, charakter 1 czysto$¢ aromatu, wystepowanie zapachéw obcych lub
niepozadanych. Uzyskane wyniki zestawiano w celu pordwnania wptywu poszczegdlnych
izolatow bakterii kwasu mlekowego na wlasciwosci reologiczne i konsystencje wytwarzanych

serow. Na podstawie przeprowadzonych analiz okreslano przydatnos¢ badanych szczepow do



zastosowania w produkcji ser6w o pozadanej strukturze i konsystencji, a uzyskane dane

stanowily jedno z kryteridow doboru izolatéw do innowacyjnych mieszanek starterowych.

Tolerancja na zmienne warunki serowarskie. Tolerancj¢ wyizolowanych szczepow bakterii
kwasu mlekowego na zmienne warunki serowarskie oceniano na podstawie ich zdolnosci do
zachowania aktywno$ci fermentacyjnej w warunkach zréznicowanego pH, obecnosci soli oraz
zmiennej temperatury, charakterystycznych dla poszczegdlnych etapéw produkcji serow.
Wplyw obnizajgcego si¢ pH oceniano poprzez monitorowanie aktywnos$ci wzrostowej
szczepobw w Srodowisku mlecznym w trakcie postepujacego zakwaszania, od wartosci
poczatkowych typowych dla mleka do pozioméw charakterystycznych dla skrzepu i gotowego
produktu. Tolerancje na obecno$¢ soli oceniano w warunkach odpowiadajacych procesowi
solenia seréw. Szczepy poddawano dzialaniu zwigkszonego stezenia NaCl, a nastepnie
oceniano ich zdolno$¢ do dalszego wzrostu oraz stabilno$¢ cech fermentacyjnych w
porownaniu do warunkéw kontrolnych. Wptyw temperatury oceniano poprzez prowadzenie
fermentacji w zréznicowanych warunkach temperaturowych, mieszczacych si¢ w zakresie
typowym dla produkcji serow $wiezych i1 dojrzewajacych. Analizowano zdolno$¢ szczepdéw do
adaptacji do odchylen temperaturowych oraz zachowanie stabilno$ci procesu fermentacji. Na
podstawie uzyskanych wynikéw okres§lano tolerancj¢ badanych izolatdow na zmienne warunki
serowarskie oraz ich przydatno$¢ do zastosowania jako skladniki kultur starterowych

przeznaczonych do produkcji serow w matych mleczarniach.

Stabilnos¢ i powtarzalnos¢ dzialania w kolejnych cyklach fermentacyjnych. Stabilnos¢ 1
powtarzalno$¢ dzialania wyizolowanych szczepdéw bakterii kwasu mlekowego oceniano na
podstawie ich aktywnosci fermentacyjnej w kolejnych, niezaleznych cyklach fermentacji
mleka. Kazdy cykl fermentacyjny prowadzono jako odregbny proces technologiczny, z
wykorzystaniem nowej porcji mleka oraz $wiezo przygotowanego inokulum pochodzacego z
tego samego szczepu bakterii. Przed rozpoczeciem kazdego cyklu fermentacyjnego badane
szczepy namnazano w jednakowych warunkach, a nastgpnie standaryzowano gestosé
inokulum, aby zapewni¢ porownywalne warunki poczatkowe fermentacji. Tak przygotowane
kultury wykorzystywano do zaszczepienia mleka niskopasteryzowanego. Fermentacje
prowadzono w statych, kontrolowanych warunkach temperaturowych. W trakcie kazdego cyklu
monitorowano przebieg procesu poprzez pomiary zmian warto$ci pH w czasie oraz okreslenie
koncowej wartosci pH po zakonczeniu fermentacji. Uzyskane wyniki porownywano pomig¢dzy

kolejnymi cyklami fermentacyjnymi w celu oceny zmiennosci aktywnosci fermentacyjnej



szczepdw. Stabilno$¢ dziatania definiowano jako zdolno$¢ szczepu do utrzymania zblizonej
dynamiki zakwaszania oraz porownywalnych koncowych wartosci pH w kolejnych cyklach
fermentacyjnych, natomiast powtarzalno$¢ oceniano na podstawie stopnia odchylen pomiedzy
uzyskanymi wynikami. Na podstawie przeprowadzonych analiz okreslano przydatnosé
badanych izolatéw bakterii kwasu mlekowego do zastosowania w procesach serowarskich
wymagajacych stabilnej i przewidywalnej aktywnosci kultur starterowych, szczeg6élnie w

warunkach produkcji prowadzonej na matg skalg.

Roéwnolegle analizowano potencjalne wlasciwosci prozdrowotne szczepow, w tym ich
odpornos¢ na niskie pH oraz obecnos$¢ soli zotciowych, a takze zdolnos¢ do wytwarzania
zwigzkow bioaktywnych. Potencjalne wlasciwosci prozdrowotne wyizolowanych szczepow
bakterii kwasu mlekowego oceniano na podstawie wybranych cech funkcjonalnych,
powszechnie stosowanych jako kryteria wstepnej selekcji drobnoustrojow o potencjale
probiotycznym. Analizy prowadzono w warunkach laboratoryjnych, koncentrujac si¢ na
zdolno$ci szczepéw do przetrwania niekorzystnych warunkéw $rodowiska przewodu

pokarmowego oraz ich aktywno$ci metaboliczne;.

Odporno$¢ na niskie pH. Odporno$¢ szczepoéw na warunki kwasne oceniano poprzez
poddanie aktywnych kultur inkubacji w §rodowisku o obnizonej wartosci pH, przygotowanym
przez zakwaszenie bulionu hodowlanego MRS. Po okreslonym czasie ekspozycji oceniano
zdolnos$¢ szczepow do przezycia oraz zachowania aktywnosci metabolicznej, poréwnujac ich

wzrost po przeniesieniu do warunkoéw sprzyjajacych z probami kontrolnymi.

Tolerancja na sole zélciowe. Zdolnos$¢ szczepdw do przetrwania w obecnosci soli zotciowych
oceniano poprzez inkubacje bakterii w podtozu wzbogaconym w deoksycholan sodu. Po
zakonczeniu inkubacji analizowano wplyw tego czynnika na zdolno$¢ wzrostu oraz stabilno$¢
aktywnos$ci metabolicznej badanych izolatéw w poréwnaniu do hodowli prowadzonych bez

dodatku soli zotciowych.

Aktywno$¢ metaboliczna i wytwarzanie zwigzkéw bioaktywnych. Potencjalne wtasciwosci
prozdrowotne wyizolowanych szczepow bakterii kwasu mlekowego oceniano posrednio na
podstawie ich zdolnosci do fermentacji laktozy i produkcji kwasu mlekowego. Produkcje
kwasu mlekowego okre§lano poprzez monitorowanie zmian wartosci pH mleka w trakcie

fermentacji prowadzonej w kontrolowanych warunkach. Obnizenie pH traktowano jako



wskaznik aktywno$ci metabolicznej szczepow oraz ich potencjalnej przydatnosci funkcjonalne;j

w produkcji fermentowanych wyrobéw mlecznych.

Identyfikacja genetyczna wyselekcjonowanych szczepow

Szczepy wykazujace pozadane wiasciwosci technologiczne i1 potencjalne efekty prozdrowotne
poddano identyfikacji genetycznej metoda sekwencjonowania Sangera. Analiza obejmowata
izolacje¢ DNA, amplifikacje fragmentu genu 16S rRNA metodg PCR, sekwencjonowanie oraz
poréwnanie uzyskanych sekwencji z bazami referencyjnymi (Genomed SA). Pozwolito to na

jednoznaczne okreslenie przynaleznos$ci taksonomicznej badanych drobnoustrojow.

Opracowanie mieszanek starterowych i produkcja serow

Na podstawie wynikow analiz technologicznych i genetycznych opracowano innowacyjne
mieszanki starterowe dedykowane trzem rodzajom seréw: twarogowym, kwasowo-
podpuszczkowym oraz dojrzewajacym. Mieszanki te zastosowano w produkcji serow w skali
laboratoryjnej. Wyprodukowane sery poddano badaniom sensorycznym, mikrobiologicznym,

analizie warto$ci odzywczej oraz badaniom przechowalniczym.

Zawarto$¢ biatka oznaczono metoda Kjeldahla zgodnie z norma PN-74/A-04018+Az3:2002.
Oznaczenie polegato na mineralizacji prébek w stgzonym kwasie siarkowym, destylacji
powstatego amoniaku oraz miareczkowaniu. Uzyskang zawarto$¢ azotu ogdlnego przeliczono
na biatko przy uzyciu wspodtczynnika 6,38. Zawarto$¢ thuszczu w serach oznaczono metoda
ekstrakcji eterem naftowym zgodnie z normg PN-85/A-82100. Probki poddano hydrolizie
kwasowej, a nastgpnie ekstrakcji ciaglej w aparacie Soxhleta. Zawarto$¢ ttuszczu obliczono na
podstawie r6znicy mas naczynka ekstrakcyjnego przed i po ekstrakcji, w odniesieniu do masy

probki.

Oceng sensoryczng analizowanych produktow przeprowadzono metoda konsumencka, z
udziatem niewyszkolonych oceniajacych, reprezentujacych potencjalnych konsumentow
wyrobow mlecznych. Badania prowadzono w warunkach zapewniajacych powtarzalno$¢ oceny
oraz ograniczenie wplywu czynnikow zewnetrznych. Probki serow podawano w sposéb losowy
i zakodowany, w temperaturze odpowiedniej dla danego rodzaju produktu. Kazdy z
uczestnikow dokonywat indywidualnej oceny probek, bez mozliwosci konsultacji z innymi
oceniajagcymi. W ramach oceny sensorycznej analizowano nastepujace cechy: wyglad
zewnetrzny, barwe, konsystencje, zapach, smak oraz jakos¢ ogodlng produktu. Oceny
dokonywano z wykorzystaniem skali punktowej, a uzyskane wyniki zestawiano 1 analizowano

w celu poréwnania akceptowalnos$ci sensorycznej badanych produktow.



Badania mikrobiologiczne seréw przeprowadzono w celu oceny ich jakos$ci mikrobiologicznej
oraz monitorowania zmian zachodzacych w trakcie okresu przechowywania. Oznaczenia
wykonano zgodnie z obowigzujagcymi normami ISO, z zastosowaniem metod hodowlanych.
Liczbg bakterii kwasu mlekowego oznaczono metodg posiewdéw na podtoze MRS, zgodnie z
normg PN-ISO 15214:2002. Inkubacj¢ prowadzono w warunkach sprzyjajacych wzrostowi
bakterii fermentacji mlekowej, a wyniki wyrazano jako jtk/g. Liczbe drozdzy i plesni
oznaczono zgodnie z norma ISO 7954:1999, z wykorzystaniem podtoza selektywnego z
chloramfenikolem. Po zakonczeniu inkubacji dokonywano zliczania wyrostych kolonii, a
wyniki podawano w jtk/g produktu. Badania mikrobiologiczne prowadzono bezposrednio po
wytworzeniu serOw oraz w kolejnych punktach czasowych w trakcie ich przechowywania w
kontrolowanych warunkach temperaturowych (5 = 3 °C). Monitorowanie zmian liczebnosci
bakterii kwasu mlekowego, drozdzy i plesni w czasie umozliwilo ocen¢ stabilnosci
mikrobiologicznej produktéw. Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslano zmiany jakosci
mikrobiologicznej seréw w okresie przechowywania oraz wyznaczano orientacyjny okres
przydatnosci do spozycia, uwzgledniajac dopuszczalne poziomy badanych grup

drobnoustrojéw oraz zachowanie cech charakterystycznych dla danego rodzaju produktu.
Wyniki

Izolacja i selekcja bakterii fermentacji mlekowej

W wyniku przeprowadzonych badan wyizolowano szczepy bakterii fermentacji mlekowej z
lokalnych surowcow mleczarskich oraz tradycyjnych produktow mlecznych. Uzyskane izolaty
wykazywaty cechy charakterystyczne dla bakterii kwasu mlekowego, w tym zdolno$¢ do
wzrostu na podtozu MRS oraz fermentacji weglowodanow.

Wstepna identyfikacja biochemiczna z wykorzystaniem testu API® 50 CH wykazata
zrdznicowane profile fermentacyjne badanych izolatéw, co wskazuje na ich istotng

réznorodno$¢ metaboliczng, biochemicznie zidentyfikowano:

Numer izolatu Nazwa naukowa
ZJ 101 Lactococcus lactis
ZJ 102 Leuconostoc mesenteroides
ZJ 103 Lactococcus lactis
Z) 104 Lactococcus lactis
ZJ 105 Bifidobacterium breve
ZJ 106 Bifidobacterium animalis
Z) 107 Levilactobacillus brevis




ZJ 108 Lactiplantibacillus plantarum

ZJ 109 Lacticaseibacillus paracasei

ZJ L10 Lactiplantibacillus plantarum

Ocena wlasciwosci technologicznych i potencjalnych efektow prozdrowotnych

Zdolnos¢ do zakwaszania mleka. Badane izolaty bakterii kwasu mlekowego wykazywaty
zroznicowang zdolno$¢ do zakwaszania mleka, oceniang na podstawie dynamiki obnizania
warto$ci pH w trakcie fermentacji. Najwyzsza zdolno$¢ zakwaszania mleka wykazywat izolat
7ZJ 107, charakteryzujacy si¢ najszybszym i najbardziej intensywnym obnizaniem wartosci pH
w trakcie fermentacji. Kolejne miejsca zajmowaty izolaty ZJ 103 oraz ZJ L04, ktére réwniez
wykazywaly wysoka aktywno$¢ fermentacyjng i skuteczne obnizanie pH. Izolaty ZJ LO01 oraz
ZJ 109 charakteryzowaty si¢ umiarkowang zdolno$cig zakwaszania mleka, prowadzac do
stabilnego, lecz wolniejszego obnizania warto$ci pH. Izolaty ZJ 108 oraz ZJ L10 wykazywaly
zblizony, umiarkowany poziom aktywnos$ci fermentacyjnej. Najnizszg zdolno$¢ zakwaszania
mleka obserwowano w przypadku izolatéw ZJ 102, ZJ 106 oraz ZJ LO0S, ktére powodowaly
wolniejsze 1 mniej intensywne obnizanie warto$ci pH w poréwnaniu do pozostatych badanych

szczepow.

Wplyw na teksture i konsystencje wytwarzanych serow. Zdolnos$¢ izolatow bakterii kwasu
mlekowego do ksztaltowania tekstury i konsystencji seré6w oceniano na podstawie prob
serowarskich prowadzonych w jednakowych warunkach technologicznych. Uzyskanie skrzepu
serowego byto mozliwe w przypadku izolatow ZJ 107, ZJ 103, ZJ 104, Z] L01, ZJ L09,
ZJ 108 oraz ZJ 1.10. Z pozostatych izolatow nie uzyskano skrzepu, co uniemozliwito ocene
ich wptywu na strukture produktu koncowego. Na podstawie przeprowadzonej oceny sery
uszeregowano pod wzgledem jakosci tekstury i konsystencji od najlepszej do najstabsze;j.
Najkorzystniejsze wihasciwosci strukturalne wykazywaly sery otrzymane z zastosowaniem
izolatu ZJ LO07, charakteryzujace si¢ jednolita, stabilng konsystencja. Kolejne miejsca
zajmowaly sery wytworzone z udziatem izolatoéw ZJ L03 oraz ZJ 104, ktére cechowaly si¢
dobrg spoistoscia 1 jednorodnoscig struktury. Sery uzyskane z zastosowaniem izolatow ZJ 101
oraz ZJ 109 wykazywaty umiarkowanie korzystne wtasciwosci teksturalne. Najstabsza oceng
sposrdd serow, w ktorych uzyskano skrzep, uzyskaly produkty wytworzone z udzialem
izolatow ZJ LO8 oraz ZJ L10, charakteryzujace si¢ mniej stabilng lub mniej jednorodng

konsystencja.



Tolerancja na zmienne warunki serowarskie. Tolerancj¢ izolatow na zmienne warunki
serowarskie oceniano w oparciu o ich zdolno$¢ do zachowania aktywnosci fermentacyjnej w
warunkach obnizajacego si¢ pH, obecnosci soli oraz zmiennej temperatury. Najwyzsza
tolerancjg na badane warunki charakteryzowat si¢ izolat ZJ L.07, ktéry wykazywal stabilng
aktywno$¢ fermentacyjng w szerokim zakresie parametrow technologicznych. Wysoka
tolerancj¢ obserwowano rowniez w przypadku izolatow ZJ 1.03 oraz ZJ L04. Izolaty ZJ LO1
oraz ZJ L09 wykazywaly umiarkowang tolerancj¢ na zmienne warunki serowarskie,
zachowujac zdolno$¢ fermentacyjng, jednak z wickszg wrazliwo$cig na zmiany parametrow
procesu. Nizszg tolerancjg charakteryzowaty si¢ izolaty ZJ L08 oraz ZJ L.10, co przejawiato
si¢ mniejszg stabilno$cig procesu fermentacji. Izolaty, z ktérych nie uzyskano skrzepu,
wykazywaly ograniczong tolerancj¢ na badane warunki i nie zostaly zakwalifikowane do

dalszych préb technologicznych.

Stabilno$¢ i powtarzalno$¢ dzialania w Kolejnych cyklach fermentacyjnych. Analiza
stabilno$ci i powtarzalnos$ci dziatania wykazata istotne rdéznice pomigdzy badanymi izolatami.
Najwyzsza stabilno$cig aktywno$ci fermentacyjnej w kolejnych cyklach fermentacyjnych
charakteryzowat si¢ izolat ZJ L07, ktory utrzymywal porownywalna dynamike zakwaszania 1
koncowe wartos$ci pH. Wysoka powtarzalno$¢ dziatania obserwowano réwniez w przypadku
izolatow ZJ 1.03 oraz ZJ 1.04. Izolaty ZJ LO1 oraz ZJ L09 wykazywaly umiarkowang
stabilno$¢, z niewielkimi odchyleniami pomiedzy kolejnymi cyklami fermentacyjnymi.
Najwigksza zmienno§¢ aktywnosci fermentacyjnej obserwowano w przypadku izolatow

ZJ 1.08 oraz ZJ L10.

Potencjalne wlasciwosci prozdrowotne

Potencjalne wiasciwosci prozdrowotne wyizolowanych szczepdw bakterii kwasu mlekowego
oceniano posrednio, na podstawie ich zdolnosci do utrzymania aktywno$ci metaboliczne; w
warunkach obnizonego pH oraz w obecnosci soli zétciowych, a takze zdolnosci do produkeji
kwasu mlekowego. Najwyzszy potencjatl prozdrowotny wykazywatl izolat ZJ LO8, ktory
charakteryzowat si¢ dobrg tolerancja na warunki stresowe oraz umiarkowanie stabilng
aktywnos$cig fermentacyjng. Kolejne miejsca zajmowaty izolaty ZJ 106 oraz ZJ L07, ktore
rowniez zachowywaly aktywno$¢ metaboliczng w badanych warunkach, wskazujac na
korzystne cechy funkcjonalne. Umiarkowany potencjat prozdrowotny obserwowano w

przypadku izolatéw ZJ LO0S5, ZJ 103 oraz ZJ L04, ktére wykazywaly zdolno$¢ do produkcji



kwasu mlekowego oraz czg¢sciowg tolerancje na obnizone pH i obecno$¢ soli zétciowych.
Nizszg aktywno$¢ metaboliczng w warunkach symulujacych $rodowisko przewodu
pokarmowego stwierdzono dla izolatow ZJ 101 oraz ZJ L02. Najstabszy potencjat
prozdrowotny wykazywaty izolaty ZJ L10 oraz ZJ L09, ktére charakteryzowatly si¢
ograniczong tolerancjag na badane czynniki stresowe. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
potencjalne wiasciwosci prozdrowotne badanych izolatow nie byly bezposrednio skorelowane
z ich przydatno$cia technologiczng, co podkresla zasadno$¢ niezaleznej oceny cech

funkcjonalnych i technologicznych w procesie selekcji szczepéw do zastosowan serowarskich.
Identyfikacja genetyczna izolatow

Identyfikacj¢ genetyczng wyselekcjonowanych szczepéw bakterii fermentacji mlekowe;j
przeprowadzono metoda sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA. Uzyskane sekwencje
porownano z sekwencjami referencyjnymi dostgpnymi w bazach danych, co umozliwito
jednoznaczne okreslenie przynalezno$ci taksonomicznej badanych izolatow. Wyniki
identyfikacji genetycznej potwierdzily przynalezno$¢ taksonomiczng szczepdw okreslong na
podstawie wczesniejszej identyfikacji biochemicznej z wykorzystaniem testu API® 50 CHL.
Dla wszystkich analizowanych izolatow stwierdzono zgodnos$¢ wynikow identyfikacji
biochemicznej 1 genetycznej na poziomie rodzaju i gatunku. Uzyskane wyniki potwierdzaja
traftno$¢ zastosowanej procedury wstepnej identyfikacji biochemicznej oraz wskazuja na
poprawne przypisanie wyizolowanych szczepow do odpowiednich taksonow bakterii
fermentacji mlekowej. Zgodnos$¢ obu metod identyfikacji stanowita podstawe do dalszych

analiz wlasciwosci technologicznych i funkcjonalnych badanych szczepow.

Numer izolatu Nazwa naukowa — Nazwa naukowa —

identyfikacja biochemiczna identyfikacja genetyczna
7] Lo1 Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
ZJ 102 Leuconostoc mesenteroides Leuconostoc mesenteroides
ZJ 103 Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
7] L04 Lactococcus lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
ZJ 105 Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve

Bifidobacterium animalis subsp.
Z) 106 Bifidobacterium animalis
lactis

ZJ 107 Levilactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
ZJ L08 Lactiplantibacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
ZJ 109 Lacticaseibacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei

ZJ L10 Lactiplantibacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum




Opracowanie mieszanek starterowych

Na podstawie wynikéw dotyczacych zdolnosci zakwaszania mleka, wptywu na teksture i
konsystencje serow, tolerancji na zmienne warunki serowarskie, stabilno$ci dzialania oraz
potencjalnych wiasciwosci prozdrowotnych, wytypowano lokalne izolaty bakterii fermentacji
mlekowej do opracowania trzech dedykowanych mieszanek starterowych. Dobor szczepow do
poszczegolnych mieszanek oparto na ich komplementarnych wlasciwosciach, przy czym izolat

ZJ 107 pekni role kluczowego szczepu technologicznego.

— Mieszanka starterowa do serow twarogowych
o ZJ LO07 - Levilactobacillus brevis,
o ZJ L03 — Lactococcus lactis

o ZJ 104 - Lactococcus lactis

Produkcja serow twarogowych wymaga szybkiego i efektywnego zakwaszania mleka,
prowadzacego do powstania stabilnego skrzepu kwasowego o jednolitej strukturze. Izolat
ZJ 107, wykazujacy najwyzsza zdolnos¢ zakwaszania mleka oraz najlepszy wplyw na teksture
1 konsystencj¢ serow, zostal wskazany jako podstawowy sktadnik mieszanki. Szczepy ZJ 103
1ZJ 104 charakteryzowaly si¢ dobra stabilnoscia 1 powtarzalnoscia dzialania oraz korzystnym
wplywem na strukture skrzepu, wspierajac kontrolowany przebieg fermentacji i poprawe

jakosci produktu koncowego.

— Mieszanka starterowa do seréw kwasowo-podpuszczkowych
o ZJ LO07 - Levilactobacillus brevis,
o ZJ LO1 — Lactococcus lactis

o ZJ 109 — Lacticaseibacillus paracasei

Sery kwasowo-podpuszczkowe wymagaja intensywnego, ale kontrolowanego zakwaszania,
ktore wspomaga dzialanie podpuszczki i umozliwia uzyskanie elastycznego, stabilnego
skrzepu. Izolat ZJ 1.07 zapewnia inicjacj¢ 1 dynamike zakwaszania, natomiast ZJ L.O1 wnosi
stabilno$¢ procesu fermentacji. Izolat ZJ 109, wykazujacy umiarkowang aktywnos$¢
fermentacyjng oraz dobrg tolerancje na warunki serowarskie, petni funkcje stabilizujaca

strukture skrzepu i wspierajaca dalsze etapy obrobki technologiczne;j.

— Mieszanka starterowa do seréw dojrzewajacych



o ZJ L07 - Levilactobacillus brevis,
o ZJ LO08 — Lactiplantibacillus plantarum
o ZJ L06 — Bifidobacterium animalis

Produkcja serow dojrzewajacych wymaga kultur starterowych zdolnych do utrzymania

aktywno$ci metabolicznej w dlugim czasie, przy obnizonym pH oraz w obecnosci soli. 1zolat

ZJ L07 odpowiada za skuteczne zakwaszanie i stabilno$¢ struktury sera we wczesnych etapach

produkcji. Izolat ZJ L0O8, wykazujacy najwyzszy potencjat prozdrowotny sposrdod badanych

szczepodw, wnosi cechy funkcjonalne oraz dobrg tolerancje na warunki stresowe. Szczep

ZJ 1.06 uzupelnia mieszanke, wspierajac potencjalng warto$¢ funkcjonalng produktu

koncowego oraz réznorodno$¢ mikrobiologiczng kultury dojrzewajace;.

Charakterystyka serow powstalych z opracowanymi mieszankami startowymi

1.

Sery twarogowe

Sery twarogowe wytworzone z zastosowaniem opracowanej mieszanki starterowej
charakteryzowaty si¢ dobra jako$cig mikrobiologiczng w calym analizowanym okresie
przechowywania. Liczba bakterii kwasu mlekowego bezposrednio po produkcji
wynosita 3,8 x 10° jtk/g, a w kolejnych dniach przechowywania obserwowano
stopniowy wzrost ich liczebno$ci, osiagajac w 14 dniu poziom 8,3 x 10° jtk/g. W trakcie
catego okresu przechowywania nie stwierdzono obecno$ci drozdzy ani ple$ni. Produkt
przechowywano w opakowaniu foliowym, bez zastosowania prozni. Analiza sktadu
chemicznego sera twarogowego wykonana bezposrednio po produkcji wykazala
zawarto$¢ thuszczu na poziomie 0,8 % oraz zawarto$¢ biatka wynoszaca 20,3%, co jest
charakterystyczne dla seréw twarogowych o wysokiej wartosci odzywcze;j.
Podsumowujac, ser twarogowy charakteryzowat si¢ wysoka stabilnoscig
mikrobiologiczng, korzystnym sktadem fizykochemicznym oraz dobra trwatoscia
przechowalnicza, przy czym ograniczeniem okresu przydatnosci do spozycia byty
zmiany sensoryczne (pojawienie si¢ lekkiej goryczy), a nie pogorszenie jako$ci
mikrobiologicznej. Okres przydatnosci do spozycia okreslono na 14 dni
przechowywania w warunkach chtodniczych.

Sery kwasowo-podpuszczkowe

Sery kwasowo-podpuszczkowe wytworzone z zastosowaniem opracowanej mieszanki
starterowej charakteryzowaly si¢ dobrg jakoscia mikrobiologiczng w catym
analizowanym okresie przechowywania. Liczba bakterii kwasu mlekowego

bezposrednio po produkcji wynosita 1,2 x 10° jtk/g, natomiast po 14 dniach



przechowywania obnizyta si¢ do poziomu 3,9 x 10° jtk/g. W trakcie catego okresu
przechowywania nie stwierdzono obecnosci drozdzy ani plesni w badanych prébkach
sera. Analiza sktadu chemicznego sera kwasowo-podpuszczkowego wykonana po
produkcji wykazata niskg zawarto$¢ thuszczu na poziomie 1,0% oraz zawarto$¢ biatka
wynoszaca 16,8%, co odpowiada profilowi produktu o obnizonej zawartos$ci thuszczu i
umiarkowanej wartosci biatkowej. Podsumowujac, ser kwasowo-podpuszczkowy
zachowywal prawidtowa jako$¢ mikrobiologiczng i stabilny sktad fizykochemiczny w
okresie przechowywania, jednak po 14 dniach w ocenie sensorycznej odnotowano
pojawienie si¢ wyraznej goryczy, co uznano za czynnik ograniczajacy dalszg
akceptowalnos$¢ produktu i wyznaczajacy jego okres przydatnosci do spozycia.
3. Sery kwasowo-podpuszczkowe dojrzewajace

Sery dojrzewajace wytworzone z zastosowaniem opracowanej mieszanki starterowej
charakteryzowaty si¢ stabilng jako$cig mikrobiologiczng w trakcie analizowanego
okresu dojrzewania i przechowywania. Proces dojrzewania prowadzono przez 28 dni w
kontrolowanych warunkach temperaturowych, w temperaturze 12 + 2 °C, a nastepnie
sery przechowywano w warunkach chtodniczych. Liczba bakterii kwasu mlekowego
bezposrednio po produkcji wynosita 4,6 x 10° jtk/g. W poczatkowym etapie
dojrzewania obserwowano wzrost liczebnosci LAB, osiggajacy w 14 dniu poziom 1,2
x 107 jtk/g, a nastepnie stabilizacje populacji w kolejnych tygodniach dojrzewania. W
trakcie catego okresu dojrzewania i1 przechowywania nie stwierdzono obecnos$ci
drozdzy ani plesni w badanych probkach serow dojrzewajacych, co $wiadczy o
prawidlowym przebiegu fermentacji oraz dobrej stabilnosci mikrobiologicznej
produktu. Analiza skladu chemicznego serow dojrzewajacych wykazata zawartos¢
thuszczu na poziomie 28,5% oraz zawartos¢ biatka wynoszaca 24,1%, co jest
charakterystyczne dla serow dojrzewajacych o zwartej strukturze 1 wysokiej wartosci
odzywczej. W trakcie dojrzewania obserwowano stopniowy rozwoj cech sensorycznych
charakterystycznych dla tego typu produktow. Po zakonczeniu przyjetego okresu
dojrzewania sery charakteryzowaty sie jednolita struktura, zwarta konsystencja oraz
zrdbwnowazonym profilem smakowo-zapachowym, bez wystgpowania wyraznych wad

sensorycznych, takich jak nadmierna gorycz czy zapachy obce.

Prezentowane w niniejszym opracowaniu wyniki dotycza serow wytworzonych z mleka
krowiego, stanowigcego podstawowy surowiec do oceny wlasciwosci opracowanych

mieszanek starterowych. Rownolegle, w trakcie realizacji badan, przeprowadzono rowniez



proby serowarskie z wykorzystaniem mleka koziego, z zastosowaniem tych samych mieszanek
starterowych. Uzyskane sery kozie -charakteryzowaly si¢ przebiegiem fermentacji
porownywalnym do obserwowanego w przypadku seréw z mleka krowiego, a uzyskiwane
wyniki mikrobiologiczne, fizykochemiczne oraz sensoryczne ksztaltowaly si¢ na zblizonym
poziomie. Produkty wykazywatly dobrg stabilno$¢ w trakcie przechowywania oraz prawidtowe
cechy strukturalne 1 sensoryczne. Powyzsze obserwacje wskazuja na uniwersalno$¢
opracowanych mieszanek starterowych, ktore moga by¢ z powodzeniem stosowane do
produkcji serow z réznych surowcow mlecznych, w tym mleka krowiego 1 koziego. Cecha ta
stanowi istotny atut opracowanych rozwigzan z punktu widzenia ich potencjalnego wdrozenia
w matych mleczarniach i serowarniach rzemie$lniczych, wykorzystujacych zréznicowane

surowce lokalne.

Whioski

1. Lokalne surowce mleczarskie stanowig warto$ciowe zrodto bakterii fermentacji
mlekowej o zréznicowanych wlasciwosciach technologicznych i funkcjonalnych, co
umozliwia ich selekcje pod katem konkretnych zastosowan serowarskich.

2. Wyizolowane szczepy wykazywaly istotne roznice w zdolno$ci zakwaszania mleka,
tworzenia skrzepu oraz ksztaltowania tekstury i konsystencji serow, co potwierdza
koniecznos$¢ indywidualnego doboru kultur starterowych do rodzaju produktu.

3. Izolat ZJ LO7 wyro6znial si¢ najwyzsza przydatnoscia technologiczng, taczac wysoka
zdolno$¢ zakwaszania, korzystny wplyw na strukture seréw, dobra tolerancj¢ na
zmienne warunki serowarskie oraz stabilno$¢ dzialania w kolejnych cyklach
fermentacyjnych.

4. Opracowane mieszanki starterowe umozliwilty wytworzenie serow o prawidlowej
jakosci mikrobiologicznej, stabilnym skladzie fizykochemicznym 1 dobrej
akceptowalno$ci sensorycznej, przy czym okres ich przydatnosci do spozycia byt
ograniczany glownie przez zmiany sensoryczne, a nie mikrobiologiczne.

5. Zastosowanie tych samych mieszanek starterowych do produkcji serow z mleka
krowiego 1 koziego wykazato ich uniwersalno$¢ oraz potencjat wdrozeniowy w matych
mleczarniach 1 serowarniach rzemie$lniczych, w tym dzialajacych w ramach

Rolniczego Handlu Detalicznego.
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Broszura nr 1

Dlaczego warto
wybierac lokalne
prod

ukty?

Kupujac lokalne sery, wspierasz:
« rolnikéw i male mleczarnie,
o $rodowisko naturalne,
¢ zdrowie swoje i swoich bliskich,
o tradycje i kulture regionu.

To wybor, ktéry ma smak i sens.

Skontaktuj sie z nami

@ 48226063600
www.ibprs.pl

e zj@ibprs.pl

Z)

Zakiad
Jakosel Zywnosci

w ozl

Nikola Maciejewska, Anna Szosland-Faltyn

Mleko to nie tylko wapn i biatko. To takze
naturalne zrédio mikroorganizmoéw, ktore
cie.
niejsze z nich to bakterie fermentacji
mlekowej (LAB - Lactic Acid Bacteria).
To wiasnie one:
» przeksztalcaja cukier mleczny w kwas

mleko i tworzg skrzep,
* nadajg serom ich charakterystyczny
smak,
¢ chronig produkty przed zepsuciem -
bez konserwantow!

Dzigki nim powstajg trwale,
naturalne i zdrowe produkty, ktore
moga wspiera¢ nasza flore jelitows.

Wybieraj
swiadomie. Jedz
naturalnie.

Smak, ktory
pochodzi z

miejsca @

Kazdy region ma swoj mikrobiologiczny
podpis - niepowtarzalny zestaw bakterii
obecnych w mleku, powietrzu

i srodowisku.

To dlatego dawniej sery z réznych wsi

i miasteczek tak sie roznity!

Dzi§ wigkszo$¢ producentéw uzywa
gotowych kultur bakteryjnych, co sprawia,
ze produkty smakujg podobnie.

Naukowcy jednak wracajg do korzeni -
odkrywaja lokalne szczepy bakterii, ktore
mozna wykorzystat w nowoczesnym,
bezpiecznym serowarstwie.

Dzieki temu powstaja sery o unikalnym
smaku i aromacie oraz bogate w
naturalne mikroorganizmy wspierajgce
zdrowie.

Smak natury.
Moc lokalnych
bakterii.

y wiesz, ze w Twoim ulubionym serze
zyja miliardy dobrych bakterii?
To one sprawiaja, Ze nabial ma wyjatkowy
smak i moze wspiera¢ zdrowie.
Poznaj niezwykty Swiat bakterii
fermentacji mlekowej = malych
pomocnikéw, ktorzy od wiekow tworza
wielkie rzeczy.

wielka moc

Czy bakterie moga by¢ ,dobre™?

Oczywiscie! Bakterie fermentacji

mlekowej:

« wspierajg trawienie i odpornos¢,

e pomagaja  utrzyma¢  réwnowage
mikroflory jelitowej,

e moga chroni¢ przed szkodliwymi

drobnoustrojami,
e wytwarzajg witaming K, kwasy
organiczne i inne korzystne zwigzki.

Dlatego regularne spozywanie
fermentowanych produktow
mlecznych (jak twarogi, kefiry, sery
dojrzewajace) to prosty sposob na
lepsze samopoczucie.




Broszura nr 2

Nowoczesne podejscie:
technologie omiczne

« genomika, metagenomika, metabolomika

« precyzyjna identyfikacja i selekcja szczepow

« projektowanie kultur o pozadanych cechach
technologicznych i funkcjonalnych

Dlaczego kultury natywne?

* lepsze dostosowanie do lokalnych warunkow
« unikalny, regionalny profil sensoryczny
« potencjat prozdrowotny i innowacyjny

Dlaczego fermentacja
mlekowa jest kluczowa?

« Naturalny proces utrwalania mleka i
ksztattowania smaku

Produkcja kwasu mlekowego i zwiazkow
aromatycznych

Poprawa strawnosci i biodostepnosci
sktadnikow odzywczych

Naturalna ochrona przed mikroorganizmami
niepozadanymi

Korzysci dla jakosci sera:

» stabilne pH i struktura skrzepu
» charakterystyczny profil sensoryczny
« ograniczenie wad i zmiennosci partii

KULTURY
STARTOWE -
KLUCZ DO
POWTARZALNE)J
JAKOSCI SEROW

Kultury startowe to nie tylko
narzedzie fermentacji, ale
strategiczny element
nowoczesnego serowarstwa —
taczacy tradycje z biotechnologia,
jakosc¢ z bezpieczenstwem oraz
smak z funkcjonalnoscia.

Kultury startowe determinuja
przebieg fermentacji mlekowej,
wptywajac na smak, teksture,
trwatosc oraz bezpieczenstwo
serow. Ich wtasciwy dobor
stanowi fundament
nowoczesnego i powtarzalnego
serowarstwa.

INSTYTUT BIOTECHNOLOGI!
PRZEMYStU ROLNO-SPOZYWCZEGO
im. prof. Wactawa Dgbrowskiego
.. PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

Anna Szosland-Fattyn, Nikola Maciejewska

Czym sa kultury startowe?
Specjalnie wyselekcjonowane preparaty
mikroorganizmow o potwierdzonym
bezpieczenstwie i aktywnosci technologicznej
zapewniajace kontrolowana i powtarzalng
fermentacje.

Najwazniejsze cechy
technologiczne: 8-

szybkie i intensywne zakwaszanie

aktywnosc proteolityczna i aromatotworcza
produkcja metabolitow przeciwdrobnoustrojowych
stabilnos¢ procesow fermentacyjnych

Rodzaje kultur:

jednoszczepowe, jednogatunkowe wielogatunkowe

mezofilne i termofilne
ptynne, proszkowe (liofilizowane), mrozone

Bezpieczenstwo i

stabilnosc¢ produkcji

Rotacja kultur startowych

« skuteczna strategia ograniczania infekcji fagowych
« zwiekszenie niezawodnosci fermentacji

* rownowaga miedzy odpornoscia a powtarzalnoscia
jakosci

Aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowa LAB

hamowanie bakterii chorobotwoérczych (np. Listeria
monocytogenes)

dziatanie przeciwgrzybicze i ograniczenie psucia
serow

naturalna bioprezerwacja bez chemicznych
konserwantow
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1

AUTORZY

NIKOLA MACIEJEWSKA, ANNA SZOSLAND-FALTYN, BEATA BARTODZIEJSKA

AFILIACJA
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INSTYTUT BIOTECHNOLOGI!
PRZEMYStU ROLNO-SPOZYWCZEGO
im. prof. Wactawa Dabrowskiego
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

WPROWADZENIE

Fermentowane produkty mleczne od wiekéw
stanowig element diety cztowieka.

W ostatnich latach obserwuje sie znaczacy
wzrost ich popularnosci, co zwigzane jest

z rosngcy swiadomoscig konsumentéw na
temat ich wiasciwosci odzywczych

i prozdrowotnych. Produkty te wspierajg
prawidlowe funkcjonowanie mikrobioty
jelitowej, a takze moga przyczynia¢ sig¢ do
poprawy jakosci zycia i jego wydtuzenia.
Proces fermentacji zwigksza biodostgpnosc
sktadnikow  pokarmowych oraz obniza
zawarto$¢ laktozy i galaktozy, dzieki czemu
produkty te sg odpowiednie rowniez dla oséb

z nietolerancjg laktozy. Réwnoczesnie
zauwazalny jest wazrost zainteresowania
zywnoscig ekologiczng oraz tradycyjnymi
produktami  regionalnymi, co  stanowi
dodatkowy impuls do poszukiwania
naturalnych kultur starterowych

dostosowanych do warunkéw pracy matych
zaktadéw mleczarskich.

WYNIKI

¢ Najczesciej izolowane szczepy: Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei,
Bifidobacterium breve, B. animalis.

e Szczepy L. mesenteroides i L. breve charakteryzowaty sig najwyzsza aktywnoscig
fermentacyjna.

* Dodatek bifidobakterii znaczgco poprawiat walory sensoryczne fermentowanego mleka.

CEL BADAN

Celem badan byto wyizolowanie

z fermentowanych produktéw mlecznych
autochtonicznych bakterii fermentaciji
mlekowej, okreslenie ich przynaleznosci
gatunkowej oraz  ocena  wlasciwosci
technologicznych. Uzyskane wyniki miaty
postuzy¢ do opracowania innowacyjnej
mieszanki starterowej, przeznaczonej do
zastosowania w matych serowarniach.

DYNAMIKA FERMENTACJI WYBRANYCH IZOLATOW

MATERIALY | METODY

Materiat badawczy stanowity sery twarogowe
i podpuszczkowe wytwarzane w matych
zaktadach mleczarskich prowadzacych
dziatalnos¢ w ramach Rolniczego Handlu
Detalicznego. Bakterie izolowano poprzez
homogenizacje probek w  buforowanej
wodzie peptonowej, wykonanie dziesigtnych
rozciericzeni oraz posiew na podtoze MRS.
Inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C
przez 48 godzin w warunkach tlenowych

i beztlenowych. Identyfikacje izolowanych
szczepow  oparto na  analizie cech
morfologicznych, barwieniu metodg Grama
oraz testach biochemicznych (APl 50 CH).
Wiasciwosci technologiczne oceniano
poprzez  pomiar  dynamiki  fermentacji,
obejmujgcy tempo obnizania pH i liczebno$¢
bakterii podczas inkubacji, a takze poprzez
analizg sensoryczng produktow  (smak,
zapach, tekstura).

L. mesenteroides @ L. breve © L mesenteroides @ L. breve
L plantarum @ B. breve L.plantarum @ B. breve
6.5 80
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£ 65
T 50 £
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35 = = 3 75 0 4 8 2
czas [h] czas [h]
— 51 przy utyciu L. —Ser przy uiyciu L. breve
Ser wyprodukowany przy uzyciu L, plantarum ——Ser wyorodukowany przy uzyciu B. breve
zapach émietanowy/mlecany
POROWNANIE PROFILI
SENSORYCZNYCH
SEROW UZYSKANYCH Z spretystose [Rp—————
UZYCIEM WYBRANYCH
IZOLATOW
fo— smakkwainy
smakobey sk sony
WNIOSKI

* Autochtoniczne bakterie fermentacji mlekowej sa dobrze przystosowane do warunkéw
matych zaktadéw mleczarskich.

Moga stanowi¢ wartosciowa alternatywe dla komercyjnych kultur starterowych.

Ich zastosowanie poprawia jako$¢ i bezpieczeristwo produktow oraz zwigksza
réznorodno$c¢ sensoryczng serow.

Szczepy Leuconostoc mesenteroides i Bifidobacterium breve wykazaty najwyzszg
aktywnosc fermentacyjng i korzystny wptyw na smak oraz aromat seréw.

Opracowanie mieszanki starterowej opartej na autochtonicznych drobnoustrojach
moze wspierac rozwdj produkcji tradycyjnej i regionalnej oraz stanowi¢ przewage
konkurencyjna matych serowarni.
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Broszura — wytyczne jakoSciowe

MIKROBIOLOGICZNE
WYMAGANIA JAKOSCIOWE
DLA SUROWEGO MLEKA |
SEROW Z MLEKA SUROWEGO

PORADNIK DLA ROLNIKOW -
ROLNICZY HANDEL DETALICZNY (RHD)

BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI |
WYMAGANIA PRAWNE

BADANIA MIKROBIOLOGICZNE
SUROWE MLEKO

Badania mikrobiologiczne surowego mleka stuza potwi u ienia wymagan dotyczacych
zdrowia zwierzat, higieny produkcji oraz warunkdw przechowywania.

Badany parametr Podstawa prawna

Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004,

Ogoélna liczba drobnoustrajaw <100 000 jtk/ml 2ab I, sekeja IX
Koo (e ez <400 000/mI= Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004,
zat lll, sekeja IX
* Srednia g dwdch miesig dwdch probkach miesigcznie
“rrednia kroczgea 7 iesi iej jecine] prab i ¥ vy organ okresi
inaczej

Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004 ustanawia wymagania majace na celu zapewnienie
i ur mleka, nie wprowad. jednak szczegétowych kryteriow
w ieniu do jéw chor

ERY ROWEGO MLEK

Badania mikrobiologiczne seréw z mleka surowego pozwalajg ocenié bezpieczeristwo produktu
gotowego przed wprowadzeniem do obrotu i w ciagu okresu przydatnosci do spozycia.

SE R

Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005 z pé
2m., zataeznik |, rozdziat 1, pkt. 111,

Badany parametr
Salmonella spp. Nieobecna w 25 g

Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005 z pon.

Latepslen2cYiosE aes zm, zatacznik |, rozdzial 1, pt. 1.2,

Nieobecnaw 25 g

<10%jtkig Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005 z péin.

Eackvceaccusiatials 2m., zatacznik |, rozdziat 2, pkt. 22.3.

Rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005 7 pézn.
2m., zalqeznik |, rozdziat1, pkt. 1.4

gror

Poziom kontrolowany | Rozporzadzenie (WE] nr 2073/2005  pdiri.

Escherichialcel] (=1000jtk/g) 2m. zalgcznik |, rozdziat 2, pkt. 2.2.2.

“*kryterium jezeliliczba ich 2 10°jtk/g

WYMAGANIA HIGIENICZNE

W PRODUKCJI MLEKA | PRODUKTOW
Z MLEKA SUROWEGO

érodukcja i wprowadzanie do obrotu surowego mleka

oraz produktéw wytwarzanych z mleka surowego
podlega szczegdlnym wymaganiom higienicznym
Wymagania te zostaty okreslone w rozporzadzeniu
(WE) nr 853/2004, w zataczniku |1, sekcji IX.
Celem tych wymagari jest zapewnienie, aby surowe
mleko:

« pochodzito od zdrowych zwierzat,

« byto pozyskiwane w higienicznych warunkach,

« byto odpowiednio przechowywane i chtodzone,

« nie stanowito zagrozenia dla zdrowia konsumenta.

=N -
/Zdrowie zwierzat Higiena doju i sprzetu )
Surowe mleko Podczas doju nalezy zapewnié:

moze pochodzié wylacznie od + Gzystosé strzykow i wymienia,

zwierzat: ¢ czystosc rak osoby dojacej,
« zdrowych, « czystosé sprzetu udojowego i pojemnikéw na
« bez objawaw choréb mleka.
zakaZnych, Sprzet majacy kontakt z mlekiem powinien byc:
« bez objawéw  zapalenia « wykonany z materiatéw katwych do mycia,
wymienia, « regularnie myty i dezynfekowany,

ktore nie sa w trakcie + przechowywany w sposch zapobiegajacy

leczenia substancjami Zzanieczyszczeniu.
mogacymi  przenika¢ do
mleka. Podstawa prawna:

Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004, zatacznik IIl, sekcja X,

Mleko od zwierzat chorych lub \ rozdziat 111

podejrzanych o chorobe nie
moze by¢ przeznaczone do
sprzedazy ani do przetwarzania.

/Warunki przechowywania

Podstawa prawna: Rozporzadzenie (WE) surowego mleka
nr 853/2004, zatqcznik |1l sekcja IX,

rozdziat | Po udoju surowe mleko powinno byé:
\ + jak najszybciej schtodzone,

- o « przechowywane w temperaturze nie wyzszej

niz 8°C, jezeli nie jest natychmiast

Wymagania mikrobiologiczne przetwarzane.
" i i Utrzymanie odpowiedniej temperatury ma
kluczowe znaczenie dla ograniczenia rozwoju
drobnoustrojéw oraz zachowania jakosci mleka.

3 p lie sp
podstawowych wymagan
dotyczacych zdrowia zwierzat,

Porstavra prawna:
higieny i przechowywania. Czpurzadzeme WE nr 853/2004, zatcenik IIl. sekca X,

zdlziat Il

Wilasciwe podejscie do jakosci i
bezpieczenstwa zywnosci:

chroni zdrowie konsumentow,
utatwia przejscie kontroli
urzedowych,

buduje zaufanie do produktéw
wytwarzanych w gospodarstwie.

Przepisy, na ktorych oparto niniejsze
opracowanie:

Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002
Rozporzadzenie (WE) nr 852/2004
Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004
Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005 z
poOZn zm.

OPRACOWANO

& Strona internetowa
www.ibprs.pl

Email
ibprs@ibprs.pl; zi@ibprs.pl
Zaktad 8 ndres
Jakosci Zywnosci Zaktad Jakosci Zywnosci
w kodzi Al Marszatka ).
Pitsudskiego 84
92.202 kod#

megr Nikola Maciejewska
dr inz. Anna Szosland Fattyn



