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W SERACH DOJRZEWAJACYCH TYPU SZWAJCARSKIEGO

Streszczenie

Przedmiotem badan byly sery typu szwajcarskiego wyprodukowane z zastosowaniem probiotycznej
kultury Lactobacillus paracasei LPC-37. Konsekwencja podobnego sktadu chemicznego badanych serow
byto niewielkie zréznicowanie aktywnosci wody. Po 4 i1 6 tygodniach dojrzewania stwierdzono wigkszy
spadek aktywno$ci wody niz po 2 tygodniach. Z poréwnania liczby pateczek mlekowych w serach
o réznym stopniu dojrzato$ci wynika, Zze najbardziej intensywny ich wzrost miat miejsce podczas pierw-
szych dwoch tygodni dojrzewania. Statystycznie istotng zalezno$¢ pomigdzy liczba pateczek Lactobacillus
a aktywnoscia wody stwierdzono tylko w serach po pierwszym miesiacu przechowywania (r = 0,86).

Stowa Kkluczowe: ser szwajcarski, aktywnos¢ wody, Lactobacillus, przezywalno$é

Wprowadzenie

Opracowania réznych autoréw [3, 5, 15] dowodza, ze sery dojrzewajace moga
by¢ dobrym zrédlem probiotycznych szczepdéw bakterii mlekowych. Przezywalnosé
kultur probiotycznych w serach dojrzewajacych, w poréwnaniu z innymi, bardziej
zakwaszonymi produktami mleczarskimi, jest wigksza — dodatkowo w znacznie dtuz-
szym czasie [6, 12].

Prozdrowotne wiasciwosci produktu zaleza jednak od liczby bakterii probiotycz-
nych, ktéra nie moze by¢ mniejsza niz 1 milion komérek/g [18]. Przezywalnos$¢ pro-
biotycznych szczepoéw bakterii mlekowych w serach typu holenderskiego jest dosy¢
wysoka ze wzgledu na powolna migracj¢ soli do wnetrza sera [7]. O dobrej tolerancji
soli $wiadczy przezywalno§¢ kultur probiotycznych — na poziomie 107-10% jtk/g
w serze cheddar [11].
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rzqdzania JakoSciq, prof. dr hab. L. Laniewska-Trokenheim, Katedra Mikrobiologii Przemystowej
i Zywnosci, dr inz. M. Danowska-Oziewicz, Katedra Zywienia Cztowieka, Wydz. Nauki o Zywnosci,
Uniwersytet Warminsko Mazurski, ul. Heweliusza 1, 10-724 Olsztyn
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Istotnym parametrem determinujacym przebieg proceséw mikrobiologicznych
i biochemicznych jest aktywnos¢ wody zalezna od zawartosci wody (doktadnie wody
wolnej) oraz ilosci zwiazkow rozpuszczalnych. W poczatkowym okresie dojrzewania
glownym czynnikiem obnizajacym aktywnos$¢ wody jest solenie sera. Istotny wpltyw
na aktywno$¢ wody wywiera rowniez proteoliza i peptydoliza. Substancje o niskiej
masie czasteczkowej pochodzace z hydrolizy kazeiny, a takze thuszczu mlekowego,
podobnie jak NaCl wptywaja na obnizenie aktywnosci wody [17].

Z powyzszych wzgledow podjeto badania, ktérych celem byto okreslenie przezy-
walnosci pateczek mlekowych Lactobacillus paracasei LPC-37 w zaleznos$ci od aktyw-
nosci wody podczas dojrzewania oraz magazynowania sera typu szwajcarskiego.

Material i metody badan

Ser typu szwajcarskiego (z 6 cykli produkcyjnych, kazdy z 11 000 1 mleka) wy-
produkowany zostal w warunkach przemystowych zgodnie z obowiazujaca instrukcja
technologiczna. Do wyrobu sera zastosowano mleko klasy extra, termizowane, maga-
zynowane w temp. 4°C, poddane baktofugacji, ultrafiltracji oraz pasteryzacji
w 72,5 °C przez 15 s. Do mleka kottowego dodawano: zakwas roboczy z podtoza bufo-
rowego, chlorek wapnia, farbg serowarska, lizozym oraz podpuszczke (Chymax firmy
Ch. Hansen). Probiotyczny szczep Lactobacillus paracasei LPC-37 firmy Danisco oraz
bakterie propionowe PS-4 firmy Ch. Hansen dodawano jednocze$nie z zakwasem ro-
boczym.

W serach bezposrednio po wyrobie, tj. po soleniu, a takze podczas dojrzewania
(po 2, 4 i 6 tygodniach) oznaczano: zawartos¢ wody, thuszczu i NaCl, kwasowos¢
czynng (pH), aktywnos$¢ wody (Aparat Novasina AWC 200) w temp. 20 °C [1], liczbg
pateczek mlekowych Lactobacillus. Ponadto w serach po 1 i 2 miesiagcach magazyno-
wania (w warunkach chlodniczych) oznaczano aktywno$¢ wody oraz liczbe pateczek
Lactobacillus.

Liczbg paleczek Lactobacillus oznaczano metoda powierzchniowa na podto-
zu MRS-agar wg De Man, Rogosa i Sharpe (Merck) w temp. 30 °C; inkubacja
przez 48 h w warunkach beztlenowych z zastosowaniem Anaerokult® (Merck). Przy-
gotowanie probek i oznaczenia mikrobiologiczne wykonywano zgodnie z normg PN-
EN ISO 8261:2002 [14].

Do wstepnej identyfikacji wyizolowanych z sera szczepow Lactobacillus zasto-
sowano testy APl 50 CH (bioMerieux). Wyniki potwierdzono z wykorzystaniem pro-
gramu APIWEB.

Do obliczen wykorzystano statystyki podstawowe: $rednia (Xx), odchylenie stan-
dardowe (0). Istotno$¢ réznic migdzy wartosciami $rednimi wybranych parametrow
testowano testem t-Studenta, a do analizy poszczegélnych zalezno$ci wykorzystano
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analiz¢ korelacji, przy poziomie istotnosci (o < 0,05). Obliczenia wykonano z wyko-
rzystaniem programu Statistica 8§ oraz Microsoft Exel 2007.

Wiyniki i dyskusja

Badane sery tylko nieznacznie roznity si¢ pod wzgledem zawartosci wody (39,85
- 40,95 %) i thuszczu (46,86 - 47,52 % s.m.). Ze wzgledu na obecnos¢ bakterii propio-
nowych zawarto$¢ soli w serach byla stosunkowo mata — 1,25 % i identyczna we
wszystkich wyrobach. Zmiany kwasowosci podczas dojrzewania byly typowe dla sera
pottwardego (tab. 1).

Tabela 1
Sktad chemiczny oraz kwasowos¢ sera typu szwajcarskiego podczas dojrzewania.
Chemical composition of Swiss-type cheeses and the acidity cheese during their ripening.
Parametry / Parameters
.. | Zawarto$¢ . pH
Nr proby Zawartos¢ thuszezu Zawartos¢ 5 4
Sample | Wody [70] [%] thuszezu po gg'r Zyg. zg'r teyg. po 6 tyg.
number | Water Fat [% s.m.] [NaCl[%]| soleniu %Z ZV JfZ w. dojrzew.
content Fat content after atter alter after 6 weeks
o content o . weeks of | 4 weeks of o
[%0] 0 [% d.m.] salting | . . L of ripening
[%] ripening | ripening
1 40,95 27,94 47,34 1,25 5,22 5,08 5,27 5,50
2 40,49 28,24 47,45 1,25 5,24 5,17 5,31 5,48
3 40,56 28,25 47,52 1,25 5,23 5,18 5,24 5,54
4 39,85 28,47 47,33 1,25 5,23 5,17 5,24 5,52
5 40,70 28,13 47,44 1,25 5,23 5,11 5,20 5,54
6 40,66 27,81 46,86 1,25 5,22 5,17 5,22 5,40

Konsekwencja podobnego sktadu chemicznego bylo niewielkie zréznicowanie
aktywnosci wody (tab.1, rys.1). Aktywnos¢ ta w serach z poszczego6lnych cykli pro-
dukcyjnych bezposrednio po wyrobie tj. po soleniu byla bardzo zblizona. Warto$¢
$rednia z 3 pomiaréw byla najnizsza w przypadku proby 4. i wynosita 0,976, najwyz-
sza natomiast osiagnegta proba 5. (a,, = 0,983). Po 2 tygodniach dojrzewania, w porow-
naniu z odpowiednimi probkami po soleniu, aktywno$¢ wody zmienita si¢ nieznacznie:
w dwoch probach wzrosta o 0,001, w pozostalych zmalata. Najnizsza aktywno$cia
wody a,, = 0,969 charakteryzowala si¢ proba 5., najwyzsza natomiast proba 1. (a, =
0,982). Po 4 tygodniach dojrzewania we wszystkich badanych serach stwierdzono
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wigkszy spadek aktywno$ci wody niz po 2 tygodniach. W kolejnym etapie dojrzewania
spadek aktywnos$ci wody byt podobny (rys.1).

Podczas dojrzewania sera stwierdzono stopniowe obnizanie si¢ aktywnosci wody.
W poczatkowym etapie obnizenie a,, bylo konsekwencja migracji NaCl od skorki do
wnetrza sera. Wigkszy spadek aktywnosci wody po 4 i 6 tygodniach dojrzewania byt
konsekwencja intensyfikacji proteolizy. Wytworzone przez podpuszczke wysokocza-
steczkowe peptydy degradowane byly przez enzymy bakteryjne do niskoczasteczko-
wych peptydow i wolnych aminokwasow, co wynika ze specyficznosci substratowe;j
peptydaz. Rozpuszczalne w fazie wodnej sera zwiazki azotowe byly przyczyna maleja-
cej aktywnosci wody [4, 10].

0,990

0,985

0,980 +

0,975 =

0,970 +

0,965 =

aw

0,960

0,955 =

0,950 =

0,945 4

0,940 =
Posoleniu / After 2. tydzien 4. tydzien 6. tydzien 1 m-c magazynow. 2m-ce mMagazynow.
salting dojrzewania dojrzewania dojizewania 1 monthof storage 2month of storage

2nd week of ripening  4th week of ripening  6th week of ripening

Mproba/samplel Bproba/sample2  Bproba/sample3  BElpréba/sample4  Hproba/sample 5 préba/ sample 6 I

Czs/Time

Rys. 1. Zmiany aktywno$ci wody w zaleznosci od okresu dojrzewania i magazynowania sera
typu szwajcarskiego. Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie + odchylenie standardowe
badanych préb (n = 3).

Fig. 1. Changes in water activity depending on the period of ripening and storing the Swiss-type
cheeses. In the diagram, mean values + standard deviation ref. to the cheese samples analysed
are presented (n = 3).

Badane sery charakteryzowaty si¢ zdecydowanie wyzsza aktywnoscia wody niz
sery holenderskie i szwajcarskie oceniane przez innych autoréw. W serach holender-
skich stwierdzono a,, w zakresie 0,913 - 0,937, przy czym ser edamski charakteryzowat
si¢ wyzsza ay, ( 0,932 - 0,937) niz ser gouda (0,913 - 0,916) [17]. Produkowane aktual-
nie sery dojrzewajace, ze wzgledu na radykalna poprawe jakosci surowca oraz stoso-
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wang powszechnie baktofugacje, zawieraja (z reguly) wigcej wody. Z poréwnania r6z-
nego typu serow dojrzewajacych wynika, ze wigksza zawarto$¢ wody w serze skutkuje
wyzsza aktywnos$cia wody. Reguta ta nie potwierdza si¢ w przypadku sera cheddar, ze
wzgledu na wysoka kwasowos$¢ oraz solenie w calej masie [8, 19].

Wysoka aktywnos$¢ wody w badanych serach byta takze konsekwencja formowa-
nia i prasowania serow w duzych formach, a nast¢pnie krojenia kazdego sera na 6
réwnych kawalkow. Umozliwialo to skrocenie czasu solenia. Jednak powierzchnie sera
pozbawione skorki wchtaniaty znaczne iloséci solanki co skutkowato wysoka aktywno-
scia wody oraz intensyfikacja procesow mikrobiologicznych oraz biochemicznych,
zachodzacych podczas dojrzewania, a nawet magazynowania.

Podczas dojrzewania badanych serow stwierdzono wzrost pH ($rednio) od 5,23
po soleniu do 5,50 po 6 tygodniach dojrzewania. Zmiany kwasowos$ci byty konse-
kwencja tzw. wtornej fermentacji zachodzacej pod wptywem pateczek z rodzaju Lac-
tobacillus [2].
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Rys. 2. Przezywalno$¢ pateczek Lactobacillus podczas dojrzewania i magazynowania sera typu szwaj-
carskiego. Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie + odchylenie standardowe badanych
prob (n = 3).

Fig.2. Viability (Logycfu g') of Lactobacillus in Swiss-type cheeses during their ripening and stor-
age. In the diagram, mean values + standard deviation ref. to the cheese samples analysed are
presented (n = 3).

Kultury probiotyczne, zuzywajac odpowiednie substraty, ograniczaja wzrost nie
pochodzacych z zakwasu pateczek mlekowych. Oprécz zastosowanych do produkcji
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kultur Lactobacillus paracasei LPC-37, w badanych serach obecne byty, podobnie jak
we wszystkich innych serach dojrzewajacych, nie pochodzace z zakwasu pateczki
mlekowe (NSLAB - Nonstarter Lactic Acid Bacteria). Wyniki dotyczace liczebnosci
pateczek Lactobacillus dotycza zatem zaréwno kultur Lactobacillus paracasei, jak tez
NSLAB [2, 9].

Bezposrednio po soleniu liczba pateczek Lactobacillus w badanych serach byla
zblizona: rzedu 10° do 107 jtk/g. Podczas pierwszych dwoéch tygodni dojrzewania
stwierdzono wzrost liczby pateczek Lactobacillus o 1 cykl logarytmiczny w trzech
serach oraz o 2 cykle w dwoch serach. W przypadku jednej proby liczba pateczek
mlekowych nie ulegta zmianie, pozostajac na poziomie 10’ jtk/g (rys. 2). Po 4 tygo-
dniach dojrzewania zréznicowanie liczby pateczek Lactobacillus bylo niewielkie,
rzedu 10° jtk/g w jednym wyrobie oraz 107 jtk/g w pozostatych. W trzech serach li-
czebno$¢ Lactobacillus po 4 tygodniach dojrzewania byta mniejsza o 1 cykl logaryt-
miczny niz w wyrobach po 2 tygodniach dojrzewania. Rowniez po 6 tygodniach doj-
rzewania stwierdzono zmniejszenie liczby pateczek mlekowych. Tylko w jednym serze
liczba Lactobacillus po 6 tygodniach byla taka sama jak po 4, ale nizsza o 1 cykl loga-
rytmiczny niz po soleniu oraz 2 tygodniach dojrzewania. Pozostale wyroby po 6 tygo-
dniach dojrzewania charakteryzowatly si¢ mniejsza o 1 cykl logarytmiczny liczba pate-
czek Lactobacillus niz po 4 tygodniach dojrzewania.

Wazrost paleczek mlekowych w poczatkowym etapie dojrzewania mozliwy byt
dzigki obecnosci niezbednych substratéw, tj. cytryniandw, kwasow organicznych, po-
zostato$ci cukréw. Po ich wyczerpaniu zrodlem wegla moglty by¢ mleczany. Wigk-
szos¢ pateczek mlekowych zdolna jest do pobierania energii z utleniania mleczanow,
jednak tylko w obecnosci tlenu [7, 9]. W badanych serach mleczany najprawdopodob-
niej zuzyte zostaly przez bakterie propionowe. Spadek liczby pateczek Lactobacillus
w ostatnim etapie dojrzewania sera spowodowany byt autoliza bakterii ze wzgledu na
niedobory odpowiednich substratow, a takze przemiany enzymatyczne prowadzace do
destrukcji $cian komorkowych bakterii.

Wstepna identyfikacja szczepow Lactobacillus, wyizolowanych z sera po
6 tygodniach dojrzewania, za pomoca testow API, potwierdzita przynaleznos$¢ anali-
zowanych 19 szczepow do gatunku Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, 1 szczepu
do Lactobacillus curvatus ssp. curvatus oraz 1 szczepu do Lactobacillus plantarum.
Z 19 badanych szczepow gatunku Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 12 potwier-
dzono zgodno$é co do gatunku w 99 % (wg programu APIWEB®). W przypadku pozo-
statych szczepow stwierdzono zgodnos¢ co do gatunku w 99,8 %.

Po 1. miesiacu magazynowania stwierdzono ponowny wzrost liczby pateczek
mlekowych w serach (rys. 2). Zamiast paleczek Lactobacillus, ktore ulegly autolizie
miatl miejsce wzrost innych szczepéw. W badaniach McSweeney [9] w poczatkowych
i koncowych etapach dojrzewania sera stwierdzono odmienne proporcje roéznych
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szczepow mezofilnych pateczek Lactobacillus. Potwierdza to autoliz¢ jednych i wzrost
innych szczepow.

W celu okreslenia zaleznos$ci (a < 0,05) pomigdzy liczba pateczek mlekowych
a aktywnos$cia wody wykonano analizg statystyczng z zastosowaniem testu t Studenta.
Wysoce istotna zalezno$¢ pomigdzy liczebno$cia Lactobacillus a aktywno$cia wody
stwierdzono w przypadku seré6w po 1 miesiacu przechowywania (r = 0,86). Natomiast
srednia ujemna korelacje stwierdzono po soleniu (r = -0,56) oraz po 6 tygodniach doj-
rzewania (r = -0,55).

Okreslenie przezywalnosci wyltacznie kultur probiotycznych w serze podczas doj-
rzewania 1 magazynowania wymaga potwierdzenia przynalezno$ci gatunkowej techni-
kami biologii molekularnej. Konwencjonalne metody identyfikacji drobnoustrojow,
tylko na podstawie wlasciwosci fizjologicznych i biochemicznych, sa niewystarczaja-
ce. Dlatego tez, w kontynuacji badan wykorzystane zostana nowoczesne narzedzia
biologii molekularnej, jak analiza restrykcyjna zamplifikowanych fragmentow 16S lub
23S rRNA (z wykorzystaniem techniki tancuchowej reakcji polimerazy — PCR) czy
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) [16, 20].

Mikroflora wtdrna, a zwlaszcza niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe, jest
bardziej istotna w generowaniu smaku i zapachu sera niz kultury starterowe [4]. Zasta-
pienie niepochodzacych z zakwasu pateczek mlekowych (NSLAB) kultura probiotycz-
na umozliwia modyfikacje cech sensorycznych [3, 6]. Wplywa jednoczesnie na wzrost
wartosci biologicznej seréw, ktorej potwierdzeniem jest odpowiednio wysoka liczba
probiotycznych bakterii mlekowych.

Whioski

1. Najbardziej intensywny wzrost Lactobacillus paracasei LPC-37 wystapil podczas
pierwszych dwoch tygodni dojrzewania sera.

2. Statystycznie istotng zaleznos¢ pomigdzy liczb pateczek Lactobacillus a aktywno-
Scig wody stwierdzono tylko w serach po pierwszym miesiacu magazynowania
(r=0,86).

Wspotautor pracy, mgr inz. M. Aljewicz, otrzymat stypendium wspoltfinansowane
przez Unie Europejskq w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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VIABILITY OF LACTOBACILLUS PARACASEI LPC-37 IN SWISS-TYPE CHEESES
DURING THEIR RIPENING

Summary

The objective of this study and analysis were Swiss-type cheeses manufactured using a probiotic cul-
ture of Lactobacillus paracasei LPC-37. Owing to the similar chemical composition of the cheeses stud-
ied, the diversification of their water activity was slight. It was reported that after 4 and 6 weeks of ripen-
ing, the cheeses showed a higher decrease in water activity than after 2 weeks of ripening. When compar-
ing the count of lactobacilli in the cheeses of a varying degree of ripeness, it is found that the most inten-
sive growth of micro-organisms occurred during the first two weeks of ripening. A statistically significant
dependence (r=0.86) between the number of Lactobacillus and water activity was found only in cheeses
that have been stored for one month.

Key words: Swiss cheese, water activity, Lactobacillus, viability
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