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Streszczenie

Technologia wysokich ci$nien jest alternatywna metodg utrwalania Zywno$ci zapew-
niajaca zachowanie wysokiej jako$ci produktéw o pozadanych wtasciwosciach senso-
rycznych i odzywczych oraz wydtuzonym terminie przydatnosci do spozycia.
Celem pracy byto okreslenie mozliwo$ci zastosowania technologii wysokich ci$nien w
produkcji potencjalnie probiotycznych mlecznych napojéw fermentowanych.

We wstepnych badaniach potwierdzono, iz sktad podtoza hodowlanego, w tym zawar-
to$¢ weglowodandw, ma znaczacy wptyw na wzrost bakterii, ich aktywno$¢ kwaszaca
oraz antybakteryjna hodowli wobec szczep6w testowych badanych szczepéw Lactoba-
cillus acidophilus.

Przezywalno$¢ wyselekcjonowanych bakterii z rodzaju Lactobacillus acidophilus pod-
danych dziataniu wysokich ci$nient 30; 60; 90; 300 MPa/1 min./18°C byta zréznicowa-
na, zalezata od badanego szczepu oraz wysokosci ci$nienia.

Wyselekcjonowany do dalszych badan szczep Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
najnizsza przezywalno$¢ wykazywat po presuryzacji w 300 lub 400 MPa, niezaleznie
od sktadu podtoza oraz parametréw presuryzacji. Sktad podtoza hodowlanego, wyso-
ko$¢ stosowanego ci$nienia oraz temperatura presuryzacji zréznicowanie wptywaty
na aktywno$¢ antybakteryjng Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

Nie wszystkie przygotowane zestawy szczepowe, zawierajace Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, okazaty sie korzystne do
przygotowania mlecznych napojéow fermentowanych. Liczba bakterii w przygotowa-
nych napojach fermentowanych wynosita nie mniej niz 107jtk/ml i byla zgodna z
wymaganiami norm FAO/WHO i FIL/IDF. Kwasowo$¢ czynna i miareczkowa napojéw
odpowiadata wymaganiom dla mlecznych napojéow fermentowanych. Cechy senso-
ryczne wiekszos$ci przygotowanych mlecznych napojéw fermentowanych odpowiada-
ty wymaganiom oceniajacych. Najkorzystniejszymi cechami sensorycznymi wyroézniat
sie nap6j przygotowany przy uzyciu zastawu szczepowego: Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus £.0853, Lactobacillus acidophilus T132 /2, Lactobacillus casei 0889.

Liczba zywych bakterii we wszystkich napojach fermentowanych odpowiadata wyma-
ganiom Codex Standard (2003) i wynosita nie mniej niz 108 jtk/ml bezposrednio po
produkcji oraz w czasie okresu przechowywania. W czasie 4 tygodni w temperaturze
40C przechowywania stwierdzono niewielki wzrost kwasowosci. Przygotowane mlecz-
ne napoje fermentowane otrzymane w wyniku wymieszania hodowli pojedynczych
szczepow charakteryzowaty sie wyzsza liczba bakterii i wyzszg kwasowosScig w po-
réwnaniu z napojami otrzymanymi w wyniku hodowli wspélne;j.

W napojach suplementowanych bakteriami probiotycznymi z jogurtéw presuryzowa-
nych w 200 lub 250 MPa/15 min./4 i 18 °C, liczba bakterii probiotycznych i jogurto-
wych utrzymywata sie na wymaganym poziomie zgodnym z obowigzujagcymi normami
przez 8 tygodniowy okres przechowywania w temperaturze 4 °C. Wyzsza przezywal-
no$¢ bakterii Lactobacillus acidophilus stwierdzono w napoju z jogurtu presuryzowa-
nego w 200 MPa/15 min/18°C. Napdj z jogurtu presuryzowanego 200 MPa/15 min w
temperaturze 4°C, w przeciwienstwie do presuryzacji w temperaturze 18°C, charakte-
ryzowatl sie, w czasie przechowywania, wyzsza aktywno$cia antybakteryjng wobec
szczepow testowych. Zaobserwowano wplyw presuryzacji, a zwlaszcza temperatury,
na cechy sensoryczne napojow, tj. smak i zapach. Presuryzacja napojéw fermentowa-
nych prowadzita do korzystnej zmiany konsystencji napojéw. Najkorzystniejsze cechy
smakowo-zapachowe stwierdzono dla napoju z jogurtu presuryzowanego 200 MPa-
/15 min/18°C.

Przeprowadzone badania i otrzymane wyniki wskazuja, ze technologia wysokich ci-
$nien moze by¢ stosowana jako metoda przedtuzania trwatosci probiotycznych i po-
tencjalnie probiotycznych mlecznych napojéw fermentowanych bez zmian ich cech
sensorycznych i warto$ci odzywczych.

Stowa kluczowe: Lactobacillus acidophilus « aktywno$¢ antybakteryjna e
antybiotykoopornos$¢  wysokie ciSnienia
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Summary

High pressure technology is an alternative method of food preservation ensuring
maintenance of high-quality products that have desirable sensory and nutritional
properties, and an extended shelf-life.

The aim of this study was to determine the possibility of using high pressure technol-
ogy in the production of potentially probiotic fermented milk beverages.

Preliminary studies confirmed that the composition of the culture medium, including
the carbohydrate content, has a significant effect on the growth of bacteria, the anti-
bacterial activity of the culture and the acidity of tested strains of Lactobacillus aci-
dophilus.

Survival of bacteria selected from the genus Lactobacillus acidophilus varied when
treated with high-pressure of 30, 60, 90, 300 MPa / 1 min / 18 °C, depending on the
strain and applied pressure. Pressurization to 300 MPa slightly affected the acidifying
activity of the tested strains.

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 strain was selected for further studies. It showed
lowest survival after pressurization at 300 or 400 MPa, independent of the composi-
tion of the media and pressurization parameters. Composition of the culture medium,
temperature and pressure applied, affected antimicrobial activity of Lactobacillus aci-
dophilus ATCC 4356.

Not all the tested strains of Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus, Lactobacillus aci-
dophilus, Lactobacillus casei were useful for the preparation of fermented milk bever-
ages; some of the tested strains showed mutual antagonism. The number of bacteria in
prepared fermented beverages was not less than 107 cfu / ml, consistent with the
FAO / WHO and FIL / IDF specifications. Titratable and active acidity of the beverages
was consistent with the requirements for fermented milk beverages. Most sensory
characteristics of the prepared fermented beverages satisfied the requirements of the
evaluators. A beverage prepared with Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus £.0853,
Lactobacillus acidophilus T132 / 2, and Lactobacillus casei 0889 had the best sensory
qualities .

The number of live bacteria in all fermented drinks fulfilled the requirements of the
Codex Standard (2003) and was not less than 108 cfu / ml immediately after produc-
tion and during the storage period. During four weeks of storage at 4 ° C a slight in-
crease in acidity was observed. Fermented milk beverages made using individually
cultured strains had a higher number of bacteria and higher acidity compared to the
beverages made using a mixed culture.

The number of bacteria was within specifications during an 8 week storage period at 4
° C when the beverages were supplemented with probiotic bacteria from yoghurt pres-
surized at 200 or 250 MPa/15 min. / 4 and 18 ° C. Pressurization of yoghurt at 200
MPa/15 min / 4 or 18 ° C reduced the acidifying ability of bacteria . A beverage made
with yoghurt pressurized at 200 MPa/15 min at 4 ° C, in contrast to pressurization at
18 ° C, exhibited higher antibacterial activity against test strains during storage. The
effect of pressurization and, in particular temperature was observed on the sensory
properties of beverages - such as taste and smell. Pressurization of fermented bever-
ages led to a favorable change in the consistency of beverages. The most desirable
flavor and aroma were observed for a yoghurt drink pressurized at 200 MPa/15
min/18 ° C.

The presented study and results show that high-pressure technology can be used as a
method for extending shelf life of probiotic products and potentially probiotic fer-
mented beverages without altering their sensory properties and nutritional values.

Key words: Lactobacillus acidophilus, antibacterial activity, antibiotic resistance,

high pressure

Key words: Lactobacillus acidophilus « antibacterial activity « abtibiotic resistance
high pressure
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1. Wstep

Stowo probiotyk wywodzi sie z jezyka greckiego, w kto-
rym ,pro bios” oznacza ,dla zycia”. Wielokrotnie dokony-
wano préb ,probiotyku”. Jedna
z najnowszych definicji okres$la probiotyki jako zywe
mikroorganizmy, ktére - wprowadzone do pozywienia -
moga wplywac na sktad i aktywnos¢ mikroflory jelitowej,
poprawiaé niespecyficzng bariere jelitowa oraz wzmac-
nia¢ lub modulowa¢ odpowiedZ immunologiczng organi-
Zmu.

zdefiniowania

Wsroéd artykutdw  zywno$ciowych najpopularniejsza
grupe produktéw wzbogacanych w bakterie probiotycz-
ne stanowiag produkty mleczne, poniewaz mleko jest na-
turalnym $rodowiskiem bytowania tych bakterii. W gru-
pie mlecznych produktéw probiotycznych najwiekszym
zainteresowaniem konsumentéw cieszy sie jogurt i inne
mleczne napoje fermentowane.

Mleczne produkty fermentowane posiadaja wtasciwosci
lecznicze polegajace na odtwarzaniu lub uzupeiianiu
mikroflory rodzimej jelit oraz ,odtruwaniu” organizmu
i neutralizacji zwigzkéw prokancerogennych, tj. prono-
wotworowych. Warto$¢ odzywcza i dietetyczna mlecz-
nych produktéw fermentowanych jest wyzsza niz mleka
dzieki wzbogaceniu w witaminy i enzymy oraz produkty
hydrolizy sktadnikéw mleka.

Rozpowszechnieniu produkcji artykutéw mleczarskich
sprzyja postep wspotczesnej technologii. Nowe techniki
wytwarzania, utrwalania i pakowania pozwalaja na
otrzymanie mlecznych napojéw fermentowanych o
znacznie lepszej jakoSci i trwatosci od ich tradycyjnych
odpowiednikow.

W ciagu ostatnich lat coraz wigksza liczba konsumentéw
zainteresowana jest zdrowym odzywianiem sie, odpo-
wiednig dieta i wartoscia odzywcza spozywanych pro-
duktéow. Cechy nowoczesnych produktéw zywnoscio-
wych spetnia szeroki asortyment mlecznych napojéw
fermentowanych.

Bez watpienia zywno$¢ funkcjonalna generuje jeden z
najbardziej obiecujacych i dynamicznie rozwijajacych sie
segmentdéw przemystu spozywczego. Rosnacy popyt na
zywno$¢ zdrowa i wygodna spowodowat lawinowy roz-
wdj technologii produkcji jak rowniez stwarza warunki
do wprowadzania nowatorskich i innowacyjnych rozwig-
zan.

Przemyst spozywczy, chcac zaspokoi¢ gusta konsumen-
téw, zachowujgc jednocze$nie wysoka, jakos¢ i atrakcyj-
no$¢ cenowy, zmuszony jest do wdrazania nowych roz-
wigzan technologicznych.

Do nowoczesnych metod przetwarzania i utrwalania
zywnoSci zalicza sie technike wysokich ci$nien (HPP -
High Pressure Processing).

W poréwnaniu z produktami utrwalonymi metodami
klasycznymi zaletg zywno$ci utrwalonej metoda

wysokoci$nieniowg jest wysoka jako$¢ zdrowotna, trwa-
to$¢ oraz zachowanie naturalnych waloréw odzywczych
i sensorycznych. Warunkiem przydatnosci i potencjalne-
go wykorzystania techniki wysokoci$nieniowej do utrwa-
lania zZywnosci jest ustalenie takich parametréw procesu,
ktére:

- nie powoduja obnizenia wartosci odzywczej i cech sen

sorycznych produktu
- zachowuja jego jako$¢ i trwatosé.

2. Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie mozliwosci zastosowania
wysokich cisnien w technologii produkcji potencjalnie
probiotycznych mlecznych napojéw fermentowanych.

Cel pracy zrealizowano poprzez:

e okreslenie dynamiki wzrostu i dynamiki ukwasza-
nia 23 szczepow Lactobacillus acidophilus w aspek-
cie ich przydatnos$ci do otrzymania mlecznych napo-
jow fermentowanych;

e okreslenie wptywu sktadu podtoza hodowlanego na
liczbe bakterii, aktywnos$¢ kwaszaca oraz aktywnos$é
antybakteryjng  wyselekcjonowanych  szczepow
Lactobacillus acidophilus;

e okres$lenie wptywu ci$nienia o 30; 60; 90 oraz 300
MPa/1 minute/18°C na przezywalnosé¢, aktywno$¢
kwaszacg, aktywno$¢ antybakteryjna, antybiotyko-
oporno$¢ wyselekcjonowanych szczepow Lactoba-
cillus acidiphilus;

e okreslenie wptywu wybranych parametréw presu-
ryzacji 100 1 300 MPa / 5; 10; 15 min / 4, 18 i 37°C
na przezywalno$¢ i aktywno$¢ antybakteryjna
wyselekcjonowanych szczepdéw Lactobacillus
acidiphilus;

e okreslenie wptywu wybranych parametréow presu-
ryzacji
100; 200; 300; 400 MPa / 15 min / 4, 18 i 37°C na
wybrane wtasciwosci wyselekcjonowanego szcze-
pu;

e ocene przydatnosSci bakterii mlekowych z rodzaju
Lactobacillus do przygotowania zestawow szczepo-
wych do otrzymania mlecznych napojéw fermento-
wanych;

e okreslenie optymalnego sktadu zestawu szczepowe-
go bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus
do otrzymania mlecznego napoju fermentowanego
o akceptowalnych cechach sensorycznych;

e ocene techniki wysokich ci$nien do utrwalania jo-
gurtéw pitnych suplementowanych bakteriami pro-
biotycznymi po procesie presuryzacji.

3. Metodyka
3.1 Materiat badawczy

e szczepy bakterii pochodzace z kolekcji Instytutu
Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki Lédzkiej
oraz Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywno-
$ci UWM w Olsztynie - 23 Lactobacillus acidophilus;
3 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus; 5 Lacto-
bacillus casei; 1 Lactobacillus paracasei;
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e szczepionki probiotyczne firmy Christian Hansen
Poland - Lactobacillus acidophilus LAS5 oraz Bifidobac-
terium BB12;

e handlowy jogurt pitny ,MILKO” naturalny, wyprodu-
kowany przez SM Mlekpol w Grajewie, Zaktad Pro-
dukcyjny w Mragowie.

3.2 Zakres badan

Zakres pracy obejmowat nastepujace problemy badaw-
cze:
e charakterystyke szczepow Lactobacillus acidophilus;
e wplyw wysokich ci$nien na wybrane witasciwosci
szczepOw Lactobacillus acidophilus:
-Etapl -30;60;90 oraz 300 MPa/1 min./18°C
-Etap Il -1001300 MPa / 5; 10; 15 min / 4, 18, 37°C
- Etap III - 100; 200; 300; 400 MPa/15 min./4, 18, 37°C
e ocena napojoéw fermentowanych przygotowanych
przy uzyciu:
- 20 zestawdw szczepowych z badanych bakterii
mlekowych
- 4 zestawdw szczepowych - bakterie mlekowych w
hodowli wspélnej i oddzielnej
e suplementacja bakteriami presuryzowanego napoju
jogurtowego.

3.3 Przebieg do$wiadczenia

1. Charakterystyka badanych szczepéw Lactobacillus
acidophilus obejmowata:

a)  dynamike wzrostu bakterii i ukwaszania na pod-
tozu ptynnym;

b)  wplyw sktadnikéw podtoza na aktywnos$¢ anty-
bakteryjng badanych bakterii
mlekowych;

c¢)  wybdr metody oznaczania aktywnoSci antybakte-
ryjnej wybranych bakterii.

2. Wpltyw wysokich ci$nien na wybrane wtasciwosci
szczepOw Lactobacillus acidophilus;

3. Przygotowanie zestawéw szczepowych bakterii Lacto-
bacillus do otrzymania mleka fermentowanego;

4. Otrzymywanie mlecznych napojow fermentowanych:

5. Suplementacja bakteriami probiotycznymi presuryzo-
wanego napoju jogurtowego.

3.4 Metodyka badan

e analizy mikrobiologiczne
- liczbe bakterii Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Bifidobacterium sp. - oznaczano metoda ptytkowa
- aktywno$¢ antybakteryjna - oznaczana wybranymi
metodami
- antybiotykooporno$¢ - oznaczana metoda dyfuzyjno-
krazkowa
e oznaczenie kwasowosci:
- potencjalnej metoda miareczkows;
- czynnej przy uzyciu pH-metru HI 221 (HANNA)
e ocena sensoryczna - wedtug Polskiej Normy PN - 83/
A -86086: 2002 z p6ézniejszymi zmianami

e statystyczna analiza otrzymanych wynikow.

4. Omoéwienie wynikéw
4.1 Charakterystyka badanych szczepdw Lactobacillus
acidophilus

4.1.1 Dynamika wzrostu i ukwaszania na podtozu
plynnym

W trakcie badan przesledzono wzrost i dynamike ukwa-
szania 23 szczepow Lactobacillus acidophilus w aspekcie
ich przydatnosci do otrzymania mlecznych napojow fer-
mentowanych, w tym mlecznych napojéw poddanych
dziataniu wysokich ci$nien.

Na podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono, iz
bakterie réznych szczepéw nalezacych do tego samego
gatunku moga rézni¢ sie miedzy sobg optymalnym cza-
sem inkubacji oraz optymalnym czasem ukwaszania pod-
toza ptynnego.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych badan
wybrano osiem szczepéw bakterii o podobnych wtasci-
wosciach technologicznych, tj. o zblizonym czasie inkuba-
cji, dla osiagniecia maksymalnej liczby komérek bakterii
oraz o zblizonej lub zréznicowanej aktywnosci kwasza-
cej.

Cechy te pozwolg na tatwiejszy i wlasciwszy dobdr szcze-
péw i skomponowanie nietradycyjnych zestawoéw szcze-
powych do otrzymania mlecznych napojéw fermentowa-
nych.

4.1.2 Wptyw wybranych sktadnikéw podioza na
aktywno$¢ antybakteryjng badanych szczepéw
Lactobacillus acidophilus

4.1.2.1 Wptyw sktadu podtoza na liczbe bakterii

Zaobserwowano znaczny wplyw sktadnikéw pieciu pod-
16z na liczbe bakterii podczas hodowli wyselekcjonowa-
nych oSmiu szczepow Lactobacillus acidophilus.

Zar6owno rodzaj sacharydu, jak rowniez jego procentowa
zawarto$¢ miaty wptyw na dynamike wzrostu badanych
bakterii Lactobacillus acidophilus. Podtoza z wiekszym
dodatkiem sacharydéw (MRS z 2% dodatkiem glukozy i
MRS z 2% dodatkiem laktozy) korzystnie wptywaty na
wzrost bakterii badanych szczepdéw Lactobacillus aci-
dophilus. Przy dziesieciokrotnie mniejszej zawartoSci
sacharydéw w podtozu (0,2%) liczba bakterii badanych
szczepOw byla znacznie mniejsza. Obecno$¢ sacharydéow
w podtozu hodowlanym jest istotnym czynnikiem stymu-
lujacym wzrost bakterii.

4.1.2.2 Wptyw sktadu podtoza na aktywnos¢ kwaszaca
badanych szczepéw Lactobacillus acidophilus

Zastosowanie badanych podtozy hodowlanych wptyneto
na aktywnos$¢ kwaszaca bakterii badanych szczepow
Lactobacillus acidophilus.

Kwasowos¢ czynna podtoza po hodowli byta zr6znicowa-
na i zalezata od rodzaju podtoza hodowlanego, jego po-
czatkowego pH i od rodzaju bakterii szczepu namnazane-
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nego na tym podtozu.

Rodzaj zastosowanego sacharydu jak i jego ilos¢ wptyne-
ta na aktywno$¢ syntezy metabolitow przez bakterie
mlekowe, obnizajac pH hodowli.

Wyniki potwierdzajg, ze niska zawartos¢ zrodet wegla w
podtozu powoduje ograniczenie aktywnos$ci kwasotwdr-
czej bakterii badanych szczepéw Lactobacillus acidophi-
lus.

Uzyskane wyniki aktywno$ci kwaszacej bakterii bada-
nych szczepdw z rodzaju Lactobacillus acidophilus wska-
zuja na duza elastyczno$¢ w przystosowywaniu bada-
nych bakterii do wykorzystania réznych Zrédet wegla.

4.1.2.3 Wplyw wybranych sktadnikéw podtoza na
Aktywno$¢ antybakteryjng badanych szczepéw Lactoba-
cillus acidophilus

W licznych doniesieniach naukowych aktywno$¢ anty-
bakteryjna bakterii jest oznaczana ré6znymi metodami. W
niniejszych badaniach oceniano 7 metod w celu poréw-
nania ich przydatnosci do oznaczania aktywnos$ci anty-
bakteryjnej badanych szczepéw Lactobacillus acidophilus.

W trakcie wykonywania do$wiadczenia badania antago-
nizmu miedzyszczepowego w stosunku do bakterii Gram
-ujemnych: Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas oraz
Enterobacter przeprowadzono na pieciu podtozach ho-
dowlanych o zmniejszonej zawartos$ci sacharydéw dla
ograniczenia aktywno$ci kwasotworczej badanych bakte-
rii, a tym samym aktywnosci antybakteryjnej - pochodzg-
cej od kwasnych metabolitoéw bakterii fermentacji mleko-
wej.

W oparciu o uzyskane w trakcie badan wyniki stwierdzo-
no, ze zréznicowana zdolno$¢ hamowania wzrostu bakte-
rii testowych posiadaja wszystkie bakterie badanych
szczepow z rodzaju Lactobacillus acidophilus. Efektyw-
nos$¢ inhibicji wzrostu wyraznie zalezata od wrazliwosci
szczepu testowego na metabolity badanych bakterii fer-
mentacji mlekowej, zastosowanej metody badawczej
oraz od sktadu podtoza stosowanego do hodowli bada-
nych bakterii mlekowych.

Zastosowanie w badaniach podtoza ubogiego w sktadniki
odzywcze - podtoze z ekstraktem miesnym spowodowa-
to, ze ilo$¢ syntetyzowanych metabolitéw nie hamowata
wzrostu bakterii Gram-ujemnych. Zaden z badanych
szczepow z rodzaju Lactobacillus acidophilus, namnozony
na tym podiozu, nie wykazywat zdolnosci do inhibicji
wzrostu szczepdéw testowych.

4.2. Wptyw wysokich ci$nien na wiasciwosci wybranych
szczepow Lactobacillus acidophilus

42.1Etap 1

Biorac pod uwage aktywnos¢ antybakteryjng badanych
szczepow Lactobacillus acidophilus, do dalszych badan
wyselekcjonowano cztery szczepy:

- Lactobacillus acidophilus Diat £0939;
- Lactobacillus acidophilus Bauer £.0938;
- Lactobacillus acidophilus Nestle £.0937;
- Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

4.2.1.1 Wptyw wysokiego ci$nienia na liczbe bakterii

W trakcie badan stwierdzono, iz, z czterech badanych
szczepOw, najbardziej odporny na dziatanie wysokich
ciSnien okazat sie szczep Lactobacillus acidophilus Diat
£0939.

Zaobserwowano, ze presuryzacja 30 MPa/1min, powodo-
wata na nieznaczne zwiekszenie liczby jednostek tworza-
cych kolonie szczepu Lactobacillus acidophilus Diat £09-
39.

Najnizsza przezywalnos$cia w wyniku presuryzacji w 30
MPa charakteryzowat sie szczep Lactobacillus acidophilus
ATTC 4356.

Wraz ze wzrostem wartos$ci ci$nienia do 90 MPa liczeb-
no$¢ komorek bakterii badanych szczepéw zmienita sie
w niewielkim stopniu. Presuryzacja w 300 MPa/1 min
spowodowata znaczny spadek liczby bakterii. Redukcje
liczby komoérek tylko o jeden rzad logarytmiczny zaob-
serwowano po presuryzacji w 300 MPa/1 min bakterii
szczepu Lactobacillus acidophilus Bauer £.0938.

4.2.1.2 Wptyw wysokiego ci$nienia na aktywnos$¢
kwaszaca

Po ci$nieniowaniu hodowli bakterii badanych szczepow
w 30 - 90 MPa/1 min aktywno$¢ kwaszaca bakterii
ksztaltowata sie zréznicowanie, zaleznie od szczepu. Dla
szczepu Lactobacillus acidophilus Bauer £0938 po ci$nie-
niowaniu, zaobserwowano obnizanie sie pH hodowli
wraz ze wzrostem ci$nienia. Natomiast szczepy Lactoba-
cillus acidophilus Diat £0939, Lactobacillus acidophilus
Nestle 0937 oraz Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
poddane dziataniu ci$nien wykazywaly tylko nieznacznie
obnizong aktywno$¢ kwaszaca.

Po ci$nieniowaniu w 300 MPa zaobserwowano zrdznico-
wany spadek aktywnoSci kwaszacej bakterii badanych
szczepow. Najwieksze obnizenie aktywnosci kwaszacej
zaobserwowano dla bakterii szczepu Lactobacillus aci-
dophilus ATTC4356.

Wszystkie obserwacje dotyczace aktywnosci kwaszacej
badanych szczepoéw Lactobacillus acidophilus potwier-
dzaja takze wyniki pomiaru kwasowo$ci miareczkowe;j.

4.2.1.3 Wptyw wysokich ci$nien na aktywno$¢ antybak-
teryjna

Stwierdzono, ze zdolno$¢ hamowania wzrostu bakterii
testowych wykazuja wszystkie bakterie badanych szcze-
pow Lactobacillus acidophilus.

Najwiekszg aktywnoscig antybakteryjng, w stosunku do
wszystkich szczepdw testowych, odznaczaty sie niepre-
suryzowane hodowle bakterii Lactobacillus acidophilus
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T294, za$ najmniejszg Lactobacillus acidophilus Bauer
£0938.

Analizujac wielko$¢ stref zahamowania wzrostu szcze-
pow testowych zaobserwowano, Ze zastosowanie wyso-
kich ci$nien wptyneto na obnizenie aktywnos$ci antybak-
teryjnej bakterii badanych szczepéw. Wszystkie bakterie
niepresuryzowanych szczepéw odznaczaly sie znacznie
wyzsza aktywno$cia antybakteryjng wobec szczepow
testowych. W wiekszosci przypadkéw wraz ze wzrostem
ci$nienia obserwowano nieznaczne obnizenie aktywno-
$ci antybakteryjnej bakterii.

4.2.1.4 Wplyw wysokich ci$nier na antybiotykoopornos$¢

Analizujac uzyskane wyniki podczas oznaczania oporno-
$ci pateczek Lactobacillus acidophilus na rézne antybioty-
ki stwierdzono, ze badane szczepy wykazywaty wrazli-
wos$¢ na wszystkie uzyte w do$wiadczeniu antybiotyki
poza kanamycyna. Ci$nieniowanie bakterii badanych
szczepow do 90 MPa/1 min nie wptywato na ich antybio-
tykooporno$¢. Dopiero cisnienie 300 MPa/1 min powo-
dowato wyrazny spadek oporno$ci badanych szczepéw.

4.2.2 Etap 2

4.2.2.1 Wptyw wysokich ci$nien na przezywalno$¢ bakte-
rii

Ci$nienie 100 MPa dziatajgce przez 5, 10 i 15 minut w
temperaturach 4, 18 i 37°C w przeciwienstwie do ci$nie-
nia 300 MPa nieznacznie wptywato na liczbe bakterii
badanych szczepéw w hodowli na mleku.

Redukcja liczby bakterii, po ci$nieniowaniu 300 MPa, w
temperaturze 4°C byta nizsza niz temperaturach 18¢C i
37°C. Najwieksza redukcje liczby bakterii stwierdzono
dla szczepu Lactobacillus acidophilus Nestle £0937 w
temperaturze 18 i 37°C.

2.2.2 Wptyw wysokich ci$nien na aktywno$¢ antybakte-
ryjna

Aktywno$¢ antybakteryjng szczepow Lactobacillus aci-
dophilus Nestle £0937 oraz Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 wobec pieciu szczepow testowych byta zrdz-
nicowana i zalezata od podtoza hodowlanego.

Aktywno$¢ antybakteryjna bakterii Lactobacillus aci-
dophilus hodowli prowadzonych na mleku byta znacznie
nizsza od aktywnosci antybakteryjnej hodowli na MRS,
niezaleznie od czasu trwania i temperatury presuryzacji.

Presuryzowane w 300 MPa hodowle na mleku bakterii
szczepu Lactobacillus acidophilus Nestle £0937 jak i Lac-
tobacillus acidophilus ATCC 4356, nie wykazywaty aktyw-
nosci antybakteryjne;.

Aktywno$¢ antybakteryjna presuryzowanych bakterii w
100 MPa, niezaleznie od czasu i temperatury, zar6wno
szczepu Lactobacillus acidophilus Nestle 10937 jak
i Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 po hodowli na mle-

ku byta nieznacznie nizsza od aktywnosci antybakteryj-
nych hodowli kontrolnych.

Aktywno$¢ antybakteryjna presyryzowanych hodowli na
MRS bakterii szczepu Lactobacillus acidophilus Nestle
£.0937 byta nieznacznie nizsza niz aktywno$¢ antybakte-
ryjna presuryzowanych hodowli na MRS bakterii szczepu
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Aktywno$¢ antybak-
teryjna bakterii Lactobacillus acidophilus Nestle £0937 i
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 po hodowli na pod-
tozu MRS i presuryzacji w 100 MPa byta wyzsza niz po
presuryzacji w 300 MPa. Czas presuryzacji i temperatura
nie mialy istotnego wptywu na aktywno$¢ antybakteryj-
na badanego szczepu.

Nalezy nadmieni¢, Ze najwyzsza aktywno$¢ antybakteryj-
na charakteryzowaty sie bakterie Lactobacillus acidophi-
lus ATCC 4356 presuryzowane 300 MPa / 4°C po hodowli
na MRS.

423 Etap 3

4.2.3.1 Wptyw wysokich ci$nien na przezywalno$¢ bada-
nego szczepu Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Potwierdzono, Ze ci$nienia 100 MPa i 200 MPa / 15 min
w temperaturze 4°C, 18°C i 37°C po hodowli Lactobacil-
lus acidophilus ATCC 4356 na podtozu MRS, jak i na mle-
ku, nieznacznie wptywaty na przezywalno$¢ bakterii.
Wzrost ci$nienia do 300 i 400 MPa powodowat znaczne
zmniejszenie liczby komoérek. Po ci$nieniowaniu 300
MPa / 15 min zaobserwowano spadek przezywalnosci
bakterii o dwa do trzech rzedéw logarytmicznych,
a w 37°C nawet do czterech rzedéw logarytmicznych.
Najbardziej wrazliwe na dziatanie ciSnienia 400 MPa/18°
C byly bakterie Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 po
hodowli na podtozu MRS. Najwyzsza odpornoscia na
wysokie ci$nienie wykazaty sie bakterie, presuryzowane
w temperaturze 4°C.

Podtoza hodowlane nie miaty znaczacego wptywu na
przezywalno$c¢ bakterii badanych szczepéw po presury-
zacji.

4.2.3.2 Wptyw wysokich ci$nien na aktywno$¢ antybak-
teryjna badanego szczepu Lactobacillus acidophilus ATCC
4356

Uzyskane wyniki wskazujg, iz badany szczep Lactobacil-
lus acidophilus ATCC 4356 wykazat zréznicowang aktyw-
no$¢ antybakteryjng wobec stosowanych szczepéw testo-
wych. Wielko$ci stref zahamowania wzrostu szczepow
patogennych przez Lactobacillus w prébach kontrolnych
oraz w probach poddanych presuryzacji byly istotnie
wyzsze dla hodowli bakterii na podtozu MRS w poréwna-
niu do hodowli na mleku.

Wraz ze wzrostem zastosowanego ci$nienia do 400
MPa / 15 min, w wiekszosci przypadkéw, obserwowano
obnizanie aktywnosci antybakteryjnej bakterii.
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4.2.3.3 Wptyw wysokich ci$nien na antybiotykoopornosé¢
badanego szczepu Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Bakterie Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 po hodowli
na potozu MRS i na mleku w hodowlach kontrolnych oraz
poddanych presuryzacji 100 - 400 MPa / 15 min
w temperaturze 4°C byly niewrazliwe na kanamycyne.
Po presuryzacji w temperaturze 18°C niewielka wrazli-
wos$¢ bakterii zaobserwowano w hodowli na podtozu
MRS oraz w hodowli na mleku presuryzowanej w 100
MPa. Po ci$nieniowaniu w temperaturze 37°C wraz ze
wzrostem ci$nienia antybiotykooporno$¢ Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 malata.

W przypadku presuryzacji bakterii 400 MPa/18°C nie
zaobserwowano wzrostu bakterii badanego szczepu.

W przypadku hodowli bakterii Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356 na mleku, a nastepnie presuryzacji 100 - 400
MPa / 15 min w 37°C oraz w podtozu MRS i presuryzacji
w 4°C antybiotykooporno$¢ bakterii wobec tetracykliny
nie zmieniata sie znaczaco wraz ze wzrostem ci$nienia.

4.4. Suplementacja bakteriami probiotycznymi presury-
zowanego jogurtu ,Milko”

Przygotowano napoje jogurtowe z handlowego jogurtu
pitnego ,Milko”, do ktérych po presuryzacji 200 i 250
MPa/4 i 18°C/15 min dodano pojedyncze hodowle bakte-
rii Lactobacillus acidophilus LA-5 i Bifidobacterium sp. BB-
12. Napojem kontrolnym byt napéj przygotowany z nie-
presuryzowanego jogurtu z dodatkiem hodowli w/w
bakterii probiotycznych.

4.4.1 Przezywalno$¢ bakterii jogurtowych oraz bakterii
probiotycznych w mlecznych napojach otrzymanych z
presuryzowanego jogurtu ,Milko”

We wszystkich badanych mlecznych napojach fermento-
wanych, zaré6wno kontrolnych jak i otrzymanych z presu-
ryzowanego jogurtu, liczba bakterii Streptococcus ther-
mophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus oraz
Lactobacillus acidophilus przez caty okres o$miotygo-
dniowego przechowywania wynosita powyzej 107 jtk/g
czyli odpowiadata wymaganiom jako$ciowym.

Najwiekszy spadek liczby bakterii Streptococus ther-
mophilus zaobserwowano w mlecznych napojach fer-
mentowanych, zaréwno kontrolnych jak i z jogurtu pod-
danego dziataniu ci$nienia 250 MPa/18°C/15 min. Ten-
dencja ta utrzymywata sie podczas catego okresu prze-
chowywania. W napojach z jogurtu presuryzowanego w
temperaturze 4°C liczba bakterii byta wyzsza niz w napo-
jach z jogurtu presuryzowanych w temperaturze 18¢C.

Najwyzsza liczbe bakterii Lactobacillus  delbrueckii
ssp.bulgaricus zaobserwowano w napojach z jogurtu pre-
suryzowanego w 200MPa/4°C/15 min. Zaobserwowano,
iZ w napoju z jogurtu presuryzowanego w 200 MPa-
/18°C/15 min liczba bakterii byla wyzsza niz
w kontrolnym mlecznym napoju fermentowanym.

Wyzszg liczbe bakterii Lactobacillus acidophilus zaobser-
wowano w napojach z jogurtéw presuryzowanych w
temperaturze 4°C niz w temperaturze 18°C. W napoju
otrzymanym z jogurtu presuryzowanego w 250 MPa/-
180C/15 min liczba bakterii byta najnizsza.

We wszystkich badanych mlecznych napojach fermento-
wanych liczba bakterii Bifidobacterium bifidum przez
caty okres przechowywania wynosita powyzej 106 jtk/g.
W napoju z jogurtu presuryzowanego w 250MPa/18°C w
8 tygodniu przechowywania liczba bakterii wynosita 106
jtk/g. Podczas przechowywania w napoju z jogurtu pre-
suryzowanego w 200 MPa/4°C/15 min zaobserwowano
wyzszg liczbe bakterii niz w jogurcie kontrolnym.

4.4.2 Kwasowo$¢ czynna i miareczkowa mlecznych napo-
jow otrzymanych z presuryzowanego jogurtu ,Milko”

Presuryzacja jogurtéw w 250 MPa/15min w 18° C i w 4°
C, przed dodaniem bakterii probiotycznych, oraz w 200
MPa/15min w 18° C i w 4°C spowodowata nieznaczny
spadek kwasowos$ci otrzymanych napojéw w poréwna-
niu z prébami kontrolnymi.

Bezposrednio po przygotowaniu kwasowo$é mlecznych
napojéw fermentowanych, otrzymanych z jogurtéw za-
réwno presuryzowanych jak i niepresuryzowanych, wy-
nosita pH 4,47 (36,0°SH). W trakcie przechowywania
kwasowos$¢ badanych mlecznych napojéw fermentowa-
nych wzrastata zaré6wno w prébach kontrolnych jak i w
prébach presuryzowanych. Kwasowos$¢é napoju z presu-
ryzowanego jogurtu w 200MPa/18°C/15min
i 200MPa/4°C/15min podczas przechowywania byta
nieco nizsza od kwasowosci jogurtu kontrolnego.

4.4.3 Aktywno$¢ antybakteryjna bakterii mlecznych na-
pojéw otrzymanych z presuryzowanego jogurtu ,Milko”

Nie zaobserwowano, aby presuryzacja jogurtu znaczaco
wplywata na aktywno$¢ antybakteryjng otrzymanego
napoju jogurtowego. Zaobserwowano, ze aktywno$¢ an-
tybakteryjna napojow fermentowanych, wobec pieciu
badanych szczepéw testowych byta zblizona i tylko nie-
znacznie obnizata sie w miare uptywu czasu ich przecho-

wywania.

Poréwnujgc aktywnos$¢ antybakteryjng badanych napo-
jow przygotowanych z presuryzowanego jogurtu w 4 i
18°C stwierdzono, iz nieznacznie wyzszg antybakteryjno-
$cig cechowat sie napdj otrzymany z jogurtu presuryzo-
wanego w 250 MPa/15 min w temperaturze 18°C. Zaob-
serwowano, ze oba napoje podczas przechowywania
wykazywaty coraz nizszg aktywnos$¢ antybakteryjna.

Presuryzacja jogurtu w 200 MPa/15 min w temperaturze
4 i 18°C wplyneta nieznacznie na obnizenie aktywnosci
antybakteryjnej bakterii w napoju jogurtowym bezpo-
Srednio po presuryzacji w poréwnaniu do jogurtu kon-
trolnego.

Zaréwno napdj kontrolny i z presuryzowanego jogurtu
wykazywaty wtasciwos$ci antybakteryjne wobec wszyst-
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kich szczepdéw testowych podczas szesciu tygodni prze-
chowywania w temperaturze 4°C.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, iz
najwyzsza aktywnoscia antybakteryjng charakteryzowa-
ty sie bakterie napoju z presuryzowanego jogurtu
w 200 MPa/15 min w temperaturze 18°C. Pozostate na-
poje z presuryzowanych jogurtéw charakteryzowaty sie
zblizong aktywno$cig antybakteryjna.

4.4.4 Antybiotykooporno$¢ bakterii napojow jogurto-
wych otrzymanych z presuryzowanego jogurtu ,Milko”

Zaobserwowano, ze badane bakterie wykazywaty naj-
mniejsza odpornos¢ na tetracykline, ampicyline, penicyli-
ne oraz erytromycyne. Wobec antybiotykéw amino gliko-
zydowych: neomycyna, kanamycyna i gentamycyna cha-
rakteryzowaly sie znaczng odpornoscia. Odpornos$¢ na
badane antybiotyki bakterii jogurtowych i probiotycz-
nych w napoju kontrolnym nie wykazywata istotnych
zmian w trakcie o$miu tygodni przechowywania w tem-
peraturze 4°C.

Dla napoju z jogurtu presuryzowanego 250 MPa / 15 min
w 4°C nie odnotowano istotnych zmian antybiotykopor-
noéci bakterii podczas przechowywania.

Najwyzsza odporno$c¢ bakterii obu napojow jogurtowych,
tj. ciSnieniowanych w 4 i 18°C, zaobserwowano wobec
neomycyny. W 6smym tygodniu przechowywania bakte-
rie napoju jogurtu presuryzowanego charakteryzowaty
sie znacznie wyzsza antybiotykoopornoscia od napoju
kontrolnego.

Stwierdzono, Ze lepsza antybiotykoopornoscig charakte-
ryzowaly sie bakterie napoju z jogurtu presuryzownego
200 MPa/ 15 min w temperaturze 18°C. Stwierdzono, iz
bakterie jogurtowe i probiotyczne w napoju z presuryzo-
wanego jogurtu w temperaturze 18°C, sg catkowicie
odporne na gentamycyne. Bakterie tego jogurtu dodatko-
wo wykazuja mniejsza lub réwna wrazliwo$¢ na neomy-
cyne.

Presuryzacja jogurtu w 200 MPa/15 min w temperaturze
4 i 18°C wptyneta na obnizenie antybiotykoopornosci
bakterii napoju na niektére z badanych antybiotykéw.

4.4.5 Ocena sensoryczna mlecznych napojéw otrzyma-
nych z presuryzowanego jogurtu ,Milko”

Bezposrednio po przygotowaniu otrzymane z niepresu-
ryzowanego jogurtu napoje fermentowane charakteryzo-
waly sie jednolitym zwartym skrzepem. Konsystencja
byta gesta, w przekroju gtadka, o porcelanowym potysku.

Smak napojéw byt typowy jogurtowy, lekko kwasny,
orzezwiajacy, bez obcych posmakéw. W trzecim tygodniu
przechowywania, w temperaturze 4°C zaobserwowano
podciek serwatki, a smak byt bardzo kwasny
z posmakiem kefirowym.

Smak napojéw z jogurtéw presuryzowanych w 200 lub
250 MPa / 15 min, zaré6wno w temperaturze 18°C

jak i w temperaturze 4°C, byt czysty, lecz bez jogurtowe-
go posmaku. Napoje charakteryzowaty sie jednolitym
skrzepem, bardziej gestym niz skrzep jogurtéw kontrol-
nych. Konsystencja byta jednorodna i gesta. W napojach z
jogurtéw presuryzowanych, podobnie jak w napojach
kontrolnych zmiany wyr6znikéw jako$ci zaobserwowano
od trzeciego tygodnia przechowywania. Napdj z jogurtu
przesuryzowanego w 250 MPa/18°C podczas przecho-
wywania cechowat sie zmiang smaku na delikatnie stod-
ki, natomiast z jogurt presuryzowanego w 250 MPa/4°C
nastapita zmiana smaku z typowego na bardziej kwasny.
Poréwnujgc opinie oceniajgcych stwierdzono, ze najwyz-
sz3 ocene uzyskat napdj otrzymany z jogurtu presuryzo-
wanego w temperaturze 18°C.

Poréwnujac napoje z jogurtéw presuryzowanych w 200
MPa/15 min w temperaturach 18°C i 4°C, stwierdzono,
iz w czasie 8 tygodni przechowywania oba zachowywaty
prawidtowa barwe, wyglad i konsystencje. Nieco lepsze
walory smakowo-zapachowe zachowywat napéj z jogur-
tu presuryzowanego w 200 MPa/18°C/15 min.

W 8 tygodniu przechowywania zaobserwowano nie-
znaczne zmiany smaku i zapachu tj. utrate intensywnosci
zapachu jogurtowego.

Wieksze zmiany cech smakowo-zapachowych podczas
przechowywania zaobserwowano w napoju z jogurtu
presuryzowanego w temperaturze 4°C.

Przeprowadzona komisyjna ocena sensoryczna wykaza-
ta, ze najbardziej ,pozadanymi” byty napoje jogurtowe
przygotowane z jogurtu cisnieniowanego w 200 MPa.

5. Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych

wynikéw sformutowano nastepujgce wnioski:

a) potwierdzono zréznicowang wrazliwos¢ szczepoéw
testowych na syntetyzowane metabolity badanych
szczepOw Lactobacillus acidophilus;

b) najwyzszg zdolno$cia do syntezy zwigzkow anty-
bakteryjnych, sposréd 23, charakteryzowaly sie
Szczepy:

e Lactobacillus acidophilus Diat £0939,
® Lactobacillus acidophilus Bauer £.0938,
® Lactobacillus acidophilus Nestle £.0937,
® Lactobacillus acidophilus ATCC 4356;

c) presuryzacja do 300 MPa wptywata nieznacznie na
aktywno$¢ kwaszgaca bakterii badanych szczepdw,
natomiast presuryzacja 300 MPa powodowata spa-
dek aktywnos$ci kwaszacej;

d) presuryzacja do 90 MPa/1min/18°C nieznacznie
zwiekszata dzialanie antagonistyczne badanych
szczepow Lactobacillus acidophilus wobec bakterii
szczepow testowych oraz powodowata wzrost
opornosci tych szczepéw na badane antybiotyki;

e) najnizsza przezywalno$¢ po presuryzacji powyzej
200 MPa, niezaleznie od sktadu podtoza hodowlane-
go oraz parametrow presuryzacji wykazywat szczep
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g)

h)

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356;

antybiotykooporno$¢ bakterii Lactobacillus acidophi-
lus ATCC 4356 wobec badanych antybiotykéw byta
zalezna od sktadu podtoza hodowlanego, wysokosci
ci$nienia i temperatury presuryzacji;
najkorzystniejszymi cechami sensorycznymi wyréz-
niat sie napdj przygotowany przy uzyciu: Lactobacil-
lus delbrueckii ssp. bulgaricus £0853, Lactobacillus
acidophilus T132/2, Lactobacillus casei 0889;

liczba bakterii w przygotowanych napojach fermen-
towanych wynosita nie mniej niz 107 jtk/ml i byta
zgodna z wymaganiami norm FAO/WHO i FIL/IDF, a
ich kwasowos$¢ czynna i miareczkowa odpowiadata
normom dla mlecznych napojéw fermentowanych;

napoje fermentowane o korzystnych walorach senso-
rycznych wykazywaly zréznicowang aktywnos$¢
antybakteryjng wobec szczepdw testowych; najwyz-
szg aktywnosScig antybakteryjna charakteryzowaty
sie bakterie napoju o sktadzie:

e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 0853,
Lactobacillus acidophilus Nestle £.0937;

e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus £0851,
Lactobacillus acidophilus Diat £.0939, Lactobacil-
lus casei 0889;

j) w napojach otrzymanych z handlowego jogurtéw pre-

k)

D)

suryzowanych w 200 lub 250 MPa/15 min./4 i 18 °C
suplementowanych bakteriami probiotycznymi, licz-
ba bakterii odpowiadata normom podczas 8 tygo-
dniowego przechowywania w temperaturze 4 °C;

najkorzystniejszymi cechami smakowo-zapachowymi
charakteryzowat sie nap6j z jogurtu presuryzowane-
go 200 MPa/15 min/18°C;

technika wysokich ci$nien moze by¢ stosowana do
otrzymania nowych mlecznych napojéw fermentowa-
nych, probiotycznych i potencjalnie probiotycznych,
o przedtuzonej trwatosci bez zmian ich cech senso-
rycznych i warto$ci odzywczych.

Przeprowadzone badania i uzyskane wyniki jednoznacz-
nie wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania presuryzowa-
nego jogurtu do otrzymania mlecznego napoju fermento-
wanego suplementowanego bakteriami probiotycznymi.

Zastosowanie wysokich ci$nienn do presuryzacji jogurtu
przed dodaniem bakterii probiotycznych pozwala uzy-
ska¢ mleczny napdj fermentowany o wysokich walorach
sensorycznych i odzywczych.
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