Kamil Szopa
Probiotyczne kozie i owcze mleko fermentowane z kolagenem

Streszczenie

Suplementacja staje si¢ coraz popularniejszg praktyka wsrdd roznych grup wiekowych i ma na
celu uzupehienie codziennej diety skoncentrowanymi witaminami i/lub sktadnikami mineralnymi
w formie lekow lub suplementdéw diety wykazujacych odzywcezy lub fizjologiczny efekt. Coraz wigksza
uwage przyktada si¢ do suplementacji kolagenu, poniewaz wraz z wiekiem nastepuje jego utrata. Spadek
zdolnos$ci organizmu do produkcji kolagenu rozpoczyna si¢ juz w wieku 18 — 29 lat 1 po 40 roku zycia
spadek wynosi $rednio o 1 % na rok, a po 80 roku zycia produkcja kolagenu spada o 75 %. Dlatego
korzystnym dla organizmu jest jego suplementacja juz od 30, a nawet 25 roku zycia. Wiasciwosci
odzywcze i funkcjonale kolagenu i jego hydrolizatu wykorzystywane sg migdzy innymi w sektorze
mleczarskim. Dodawanie bioaktywnych sktadnikow do przetworéw mlecznych w tym zwtaszcza do
mleka fermentowanego skutkuje produktami o wyzszej wartosci odzywczej i biodostepnosci
sktadnikow. W celu zwigkszenia zawartosci dobrze przyswajalnego biatka w mleku, mozna zastosowaé
kolagen lub jego hydrolizat, dzigki czemu uzyskuje si¢ mleko o potencjalnych wiasciwosciach
terapeutycznym oraz profilowanych parametrach tekstury. Produkty mleczne pozostaja obecnie
w czotdowce rozwoju zywnos$ci probiotycznej. Trend wzrostu spozycia produktéow fermentowanych
wynika nie tylko z szerokiego asortymentu dostgpnego na rynku, ale przede wszystkim z wysokich
wartosci odzywcezych i dietetycznych oraz wlasciwosci leczniczych i profilaktycznych. Fermentowane
produkty mleczne, ze wzgledu na swoje szczegdlne wlasciwosci, stanowig rowniez doskonatg matryce
do wlaczenia sktadnikow odzywcezych, ktore nadajg produktowi koncowemu wlasciwosci funkcjonalne.
Biorgc pod uwage rosngce zainteresowanie zywnoscig prozdrowotng oraz wystgpowanie alergii na
frakcje o s kazeing w mleku krowim, wzrasta zapotrzebowanie na mleko i przetwory mleczne
pochodzace z mleka innych gatunkow ssakow. W Polsce 1 na $wiecie, oprocz mleka krowiego, do
przetworstwa wykorzystuje si¢ rowniez mleko owcze i kozie, ktdre stajg si¢ coraz bardziej popularne
jako alternatywa dla produktow na bazie mleka krowiego ze wzgledu na swoje warto$ci odzywcze
1 mozliwo$¢ wykorzystania jako zamiennik mleka krowiego.

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku réznych rodzajow kolagenu (hydrolizat i kolagen
wolowy) w dwoch dawkach (1,5 % 1 3,0 %), czasu przechowywania (1 dzien i 21 dzien) oraz szczepow
probiotycznych (Lacticaseibacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus paracasei
i Lacticaseibacillus rhamnosus) na jako$¢ fermentowanego mleka owczego i koziego oraz
przezywalnos¢ tych szczepow w ukladzie pokarmowym.

W pierwszym etapie badan dokonano oceny przydatnosci technologicznej surowego mleka
owczego i koziego. Wyniki oceny jakosci mleka owczego i koziego wykazaly wysoka jakos¢ mleka
surowego i odpowiednie wlasciwosci przetworcze, dajace mozliwos¢ jego wykorzystania w produkeji

probiotycznego mleka fermentowanego. Analizujgc og6lng liczbe drobnoustrojow stwierdzono, ze



zarowno surowe mleko owcze jak i kozie przeznaczone do produkcji mleka fermentowanego wymaga
poddania obrdbce cieplnej (pasteryzacji) w celu zapewnienia wysokiej jakos$ci i bezpieczenstwa
mikrobiologicznego otrzymanego mleka.

W kolejnym ectapie badan w celu okre$lenia mozliwosci zastosowania kolagenu
w produkcji probiotycznego owczego i koziego mleka fermentowanego dokonano oceny whasciwosci
fizykochemicznych, organoleptycznych i mikrobiologicznych otrzymanego mleka.

We wszystkich grupach mleka owczego i1 koziego stwierdzono, ze mleko fermentowane
z dodatkiem kolagenu po pierwszym dniu przechowywania mialo wyzszg warto$¢ pH niz mleko
kontrolne bez kolagenu. Wykazano, ze rodzaj kolagenu ma znaczenie w roznicowaniu warto$ci pH,
gdyz proby mleka owczego i koziego z hydrolizatem miaty w 1 dniu przechowywania wyzsza warto$¢
pH niz grupy mleka z kolagenem wotowym, cho¢ nie zawsze byly to roznice istotne. Ponadto
zaobserwowano tendencjg, ze zwigkszenie dawki kolagenu z 1,5 % do 3,0 % skutkowato zwickszeniem
wartosci pH, zar6wno w przypadku dodania hydrolizatu, jak i kolagenu wotowego. W zaleznosci od
rodzaju i dawki, dodatek kolagenu wptywat takze na zawarto$¢ kwasu mlekowego w analizowanych
probach.

Fermentowane mleko owcze z dodatkiem 1,5 % hydrolizatu cechowato si¢ nizszg zawartoscia
kwasu mlekowego niz odpowiedniki kontrolne. Z kolei w fermentowanym mleku kozim wyzsza
zawarto$¢ kwasu mlekowego oznaczono w mleku z dodatkiem kolagenu wolowego niz hydrolizatu.
Wyjatek stanowi probka KLP1.5H, w ktorej wykazano identyczng ilos¢ kwasu mlekowego, jak w KLP.
Zwickszenie dawki dodatku z 1,5 % do 3,0 % powodowato podwyzszenie zawartosci kwasu mlekowego
w fermentowanym mleku kozim. Analizujgc wyniki w 21 dniu przechowywania stwierdzono, ze
korzystnie na zawarto$¢ kwasu mlekowego w mleku kozim fermentowanym wptywa 1,5 % dodatek
kolagenu wolowego. W tym przypadku wszystkie grupy mleka cechowaty si¢ istotnie wyzsza
zawarto$cig kwasu niz ich odpowiedniki kontrolne. Réwniez w mleku z kolagenem wolowym
zwigkszenie dawki z 1,5 % do 3,0 % spowodowato istotne zwigkszenie ilosci kwasu mlekowego.

Najintensywniej synerez¢ mleka owczego ograniczal dodatek hydrolizatu zaréwno w 1 jak
i w 21 dniu przechowywania. Zwickszenie dawki hydrolizatu z 1,5 % do 3,0 % powodowato istotne
obnizenie synerezy w poréwnaniu do owczych odpowiednikow kontrolnych i mleka owczego z 1,5 %
dodatkiem hydrolizatu. Dodatek kolagenu wotowego nie byt juz tak skuteczny w ograniczeniu wycieku
serwatki. W fermentowanym mleku kozim nie wykazano jednoznacznie czy rodzaj i dawka kolagenu
wplywaja na wzrost/ograniczenie synerezy. Okazuje si¢, ze dodatek kolagenu wotowego i hydrolizatu
ograniczat wyciek serwatki jedynie w mleku kozim fermentowanym przez L. rhamnosus. Zwigkszenie
dawki z 1,5 % do 3,0 % skutkowato wzrostem synerezy w probach mleka koziego jedynie w przypadku
dodatku kolagenu wotowego. W mleku kozim z hydrolizatem zaleznosci te nie byly jednoznaczne.

W tych badaniach analiza wynikow jasnosci L wykazala, ze w 1 dniu przechowywania dodatek

kolagenu zarowno w formie kolagenu wolowego, jak i hydrolizatu powodowal pociemnienie barwy



owczego 1 koziego mleka fermentowanego we wszystkich grupach w poréwnaniu do kontrolnych.
Owcze 1 kozie mleko fermentowane charakteryzowato si¢ udziatem barwy zielonej 1 zotte;j.

W probiotycznym mleku owczym mniejszg twardo$¢ zelu odnotowano dla prob
z kolagenem wotowym w porownaniu do ich odpowiednikdéw z hydrolizatem. Z kolei, analizujac
wyniki twardo$ci mleka koziego stwierdzono, ze jedynie w mleku kozim z dodatkiem hydrolizatu
KLP3.0H i KLR3.0H istotnie zwigkszyta jego twardo$¢ w porownaniu z kontrolnymi. W przypadku
pozostatych grup nie wykazano istotnego wpltywu na twardos¢ zelu mleka koziego. Po 1 dniu
przechowywania jedynie w jednym przypadku dodatek hydrolizatu obnizyl sprezystos¢ mleka
OLA3.0H. Na sprezysto$¢ pozostatych prob mleka owczego i wszystkich grup mleka koziego nie miaty
wplywu rodzaj i dawka kolagenu w 1 dniu przechowywania. Po 21 dniach przechowywania w mleku
kozim i owczym takze nie stwierdzono tego wpltywu z wyjatkiem mleka OLA1.5W, gdzie sprgzystosé
zelu wzrosta, w pordwnaniu z grupa kontrolng.

We wszystkich grupach fermentowanego mleka liczba zywych komorek bakterii
probiotycznych uzyskanych w catym okresie przechowywania byta wyzsza niz 8 log jtk g'. Dodanie
hydrolizatu i kolagenu wotowego do mleka koziego znaczaco poprawito przezywalno$¢ bakterii
oznaczong w 21 dniu przechowywania mleka fermentowanego przez L. casei i L. acidophilus,
w porownaniu do ich odpowiednikow kontrolnych. W mleku owczym fermentowanym przez
L. acidophilus 1 L. casei zaobserwowano lepsza przezywalno$¢ bakterii podczas 21 dni
przechowywania, a dawka kolagenu nie miata wptywu na wzrost i przezywalnos¢ obu szczepow.
Ponadto wykazano, ze w mleku zawierajagcym hydrolizat panowaty korzystne warunki wzrostu L. casei
nawet podczas przechowywania chtodniczego.

Dodatek kolagenu do mleka owczego wzmocnit intensywno$¢ stodkiego smaku dzigki
obecnosci stodkiej glicyny. Najbardziej intensywny mleczno-kremowy smak stwierdzono
w mleku owczym z hydrolizatem fermentowanym przez L. casei. Jednakze dodatek kolagenu
(wotowego, hydrolizatu) powodowat lekki obcy smak i zapach owczego mleka fermentowanego.
Intensywnos$¢ smaku dodatku i obcego w mleku kozim byta ksztaltowana w zaleznosci od szczepu
bakterii prowadzacego fermentacj¢ oraz od czasu przechowywania. Najwazniejszym problemem
zwigzanym z wykorzystaniem mleka koziego do produkcji przetworow mlecznych jest jego kozi smak
i zapach. Jednakze dodatek kolagenu nie zwigkszat odczucia smaku koziego, lecz intensyfikowat smak
mleczno-kremowy i stodki.

Dokonano oceny wptywu rodzaju mleka i czasu przechowywania na cechy fizykochemiczne
i organoleptyczne otrzymanego mleka fermentowanego.

We wszystkich grupach fermentowanego mleka stwierdzono, ze czas przechowywania
powodowal wzrost kwasowosci otrzymanego mleka fermentowanego. Ponadto stwierdzono wyzsze
wartosci pH w 21 dniu przechowywania we wszystkich grupach kontrolnych fermentowanego mleka
koziego w poréwnaniu z fermentowanym mlekiem owczym. Z przeprowadzonej analizy wynika, Ze

produkcje kwasu mlekowego przez bakterie probiotyczne ksztaltowal czas przechowywania i rodzaj



mleka co potwierdza rowniez przeprowadzona analiza wariancji ANOVA (p=0,0000). We wszystkich
probach koziego mleka kontrolnego w pierwszym dniu przechowywania stwierdzono nizszg zawarto$¢
kwasu mlekowego w porownaniu z mlekiem owczym. W 21 dniu przechowywania jedynie w prébach
mleka koziego KLA, KLP i KLR wykazano nizszg zawarto$¢ kwasu mlekowego w porownaniu
z odpowiednikami w mleku owczym.

Na wskaznik synerezy otrzymanego mleka wptywal rodzaj uzytego mleka do badan. Wyzszy
stopien synerezy wystepowal w fermentowanym mleku kozim w poréwnaniu do prob otrzymanych
z mleka owczego. Najwigkszy stopien synerezy stwierdzono w mleku fermentowanym przez
L. acidophilus zardbwno dla mleka fermentowanego owczego jak i koziego w obu terminach badan.
Z kolei czas przechowywania roznicowat stopien synerezy w probach OLC, OLP, OLR, gdzie
stwierdzono mniejszy podciek serwatki, natomiast w probach KLA i KLR, stwierdzono wzrost ilosci
wydzielanej serwatki. W pozostatych grupach nie stwierdzono istotnych réznic wynikajacych z wplywu
czasu przechowywania na stopien synerezy.

Analiza wynikow jasno$ci L* wykazata, ze w 1121 dniu przechowywania fermentowane mleko
kozie charakteryzowato si¢ ciemniejszg barwg w poréwnaniu z mlekiem owczym. Ponadto wydtuzenie
czasu przechowywania powodowalo takze pociemnienie barwy otrzymanego fermentowanego mleka
owczego i koziego, co wskazuje na istotny wptyw rodzaju mleka i czasu przechowywania na jasnos¢
barwy L. Analizujgc sktadowg barwy b* z uwzglednieniem wptywu rodzaju mleka stwierdzono istotnie
wigkszy udziat barwy zottej w mleku owczym niz kozim w catym okresie badan. Natomiast wydtuzenie
czasu przechowywania z 1 do 21 dni skutkowato intensyfikacjg barwy zo6ttej tylko w mleku owczym.
Z kolei w mleku kozim wraz z czasem przechowywania zmniejszal si¢ udziat koloru zoéttego. Mleko
owcze charakteryzowato si¢ glebsza i czystszg barwa, niz mleko kozie.

Dokonano analizy jak rodzaj mleka i czas przechowywania wplywaja na wybrane sktadowe
tekstury (twardos$¢, kohezyjnos$¢ i sprezystosc). Analiza danych wskazuje, ze twardos¢ zelu mleka
fermentowanego uzalezniona jest od rodzaju mleka. W tym przypadku zawsze mleko owcze
charakteryzowalo si¢ twardszym zelem niz kozie, co zwigzane jest z zawartoscig suchej masy. Ponadto
czas przechowywania nie wplynal istotnie na twardo$¢ zelu mleka koziego. Odwrotng zalezno$¢
stwierdzono dla mleka owczego, gdzie wydluzenie czasu przechowywania do 21 dni skutkowato
istotnym wzrostem twardosci zelu mleka fermentowanego. Wigksza sila spojnosci pomigdzy
czgsteczkami charakteryzuje si¢ mleko kozie, z wyjatkiem grup OLC i KLC, gdzie ustalono zalezno$¢
odwrotng. Wraz z wydluzeniem czasu przechowywania kohezyjno$¢ zelu mleka nie zmieniala si¢
istotnie, w przypadku mleka koziego. Mleko owcze charakteryzuje si¢ wyzszymi wartosciami
sprezystosci niz kozie. Czas przechowywania w wigkszo$ci przypadkow zwigkszal sprezystosé zelu
mleka fermentowanego, z wyjatkiem mleka KL.C, gdzie odnotowano zmniejszenie spr¢zystosci.

Rodzaj mleka uzytego w badaniach wptywat gléwnie na smak mleka fermentowanego. Smak

obcy byt bardziej intensywny w kozim mleku fermentowanym. Czas przechowywania, przyczynit si¢



w wigkszosci przypadkéow do zwigkszenia intensywnosci smaku i zapachu kwasnego oraz do
zmnigjszenia odczucia smaku stodkiego w obu rodzajach mleka.

W ostatnim etapie badan przeprowadzono trawienie in vitro w celu oznaczenia przezywalno$ci
komorek bakterii probiotycznych w warunkach pasazu zatgdkowo-jelitowego. Przeprowadzone badania
wykazaly najnizszg przezywalno$¢ dla szczepu L. rhamnosus podczas trawienia w warunkach
panujacych w modelowym uktadzie pokarmowym, gdzie wykazano rowniez najwickszg redukcje liczby
zywych komorek. Korzystny wplyw na przezywalno$¢ tego szczepu miat dodatek kolagenu wotowego,
szczegolnie w mleku kozim. Ponadto przezywalno$¢ L. rhamnosus byta zrdéznicowana ze wzgledu na
rodzaj mleka. W mleku kozim wahata si¢ od 45,29 % w KLR do 64,23 % w KLR3.0H, natomiast
w mleku owczym od 41,05 % w OLR3.0W do 48,49 % w OLRI1.5H. Mleko kozie rowniez dawato
warunki dla korzystniejszej przezywalnosci komorek L. paracasei zwhaszcza po dodaniu hydrolizatu,
w porownaniu z mlekiem owczym. Najkorzystniejsza przezywalno$¢ w symulowanych warunkach
trawienia in vitro w poréwnaniu z liczbg komorek przed trawieniem stwierdzono w mleku
fermentowanym przez L. casei 1 L. paracasei. Wyniki wykazaly, ze w fazie jelita cienkiego mleka
fermentowane przez L. casei i L. paracasei mialy wyzsza zawarto$¢ probiotykow niz 5 log jtk g,
wykazujac przezywalno$¢ powyzej 50%. Natomiast szczepy L. rhamnosus i L. acidophilus oznaczono
w liczbie komorek wiekszej niz 4 log jtk g'. Dodatek kolagenu i hydrolizatu do mleka owczego
skutkowal zmniejszeniem przezywalnosci L. acidophilus, natomiast wprowadzenie hydrolizatu do
mleka koziego wzrostem przezywalnosci tego szczepu. Dodatek kolagenu wolowego korzystnie

wplywal na przezywalnos$¢ L. casei i L. rhamnosus w warunkach trawienia in vitro.
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