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WPLYW DODATKU KULTUR PROBIOTYCZNYCH
LACTOBACILLUS NA INTENSYFIKACJE PROTEOLIZY W SERACH
TYPU HOLENDERSKIEGO

Streszczenie

Szansa na zwigkszenie zainteresowania konsumentéw serami dojrzewajacymi jest wprowadzenie na
rynek produktu innowacyjnego, ktory odznaczalby si¢ akceptowanymi cechami sensorycznymi. Tg inno-
wacyjno$¢ mozna osiagna¢ np. przez zastosowanie bakterii probiotycznych, o potencjalnie prozdrowot-
nym dziataniu na organizm czlowieka, do produkcji seréw dojrzewajacych.

Celem podjetych badan byta ocena wptywu probiotycznych pateczek Lactobacillus rhamnosus Howa-
ru i Lactobacillus acidophilus Howaru na zakres (N-rozpuszczalny) oraz glgbokos¢ (N-peptydowy
i N-aminokwasowy) proteolizy podczas dojrzewania sera edamskiego.

Konsekwencja zastosowania kultur probiotycznych byt wigkszy zakres (N-rozpuszczalny) oraz gigbo-
kos¢ (N-aminokwasowy) dojrzewania, a tym samym znaczne zroznicowanie cech sensorycznych serow
doswiadczalnych w poréwnaniu z wyrobami kontrolnymi. Zastosowanie w wyrobie sera edamskiego
kultur probiotycznych Lactobacillus acidophilus Howaru i Lactobacillus rhamnosus Howaru umozliwito
intensyfikacj¢ proteolizy czego dowodem sa wigksze przyrosty zawartosci N-rozpuszczalnego
i N-aminokwasowego. Sery doswiadczalne wyprodukowane z Lb. acidophilus charakteryzowaly si¢ naj-
wigksza zawarto$cia N-rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-aminokwasowego zwlaszcza po 6 tygo-
dniach dojrzewania.

Stowa kluczowe: sery holenderskie, proteoliza, zwiazki azotowe, probiotyki, Lactobacillus acidophilus
Howaru, Lactobacillus rhamnosus Howaru

Wprowadzenie

Zainteresowanie konsumentoéw zywnos$cia funkcjonalna, do ktorej zalicza sig
m.in. wyroby probiotyczne, stale wzrasta [10]. Ze wzgledu na sktad chemiczny, mniej-
sza (w porownaniu z mlecznymi napojami fermentowanymi) kwasowos¢, temperature
dojrzewania i magazynowania sery dojrzewajace moga stanowi¢ dobre zrédlo kultur
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probiotycznych. Obecno$¢ wszystkich substratéw (cytryniany, mleczany, kwasy orga-
niczne i inne), zapewnia wzrost oraz wysoka przezywalnosé (rzedu 10° - 107 jtk/g pro-
duktu) kultur probiotycznych w znacznie dluzszym czasie niz w innych produktach
mleczarskich [16]. Zastosowanie bakterii probiotycznych do produkcji serow dojrze-
wajacych skutkuje prozdrowotnym dziataniem na organizm cztowieka. Ponadto, umoz-
liwia wyrob serow dojrzewajacych o zréznicowanych cechach sensorycznych oraz
skrocenie czasu dojrzewania [8, 17, 20].

Mimo pasteryzacji mleka w serach dojrzewajacych zawsze obecne sa niepocho-
dzace z zakwasu bakterie mlekowe (NSLAB), glownie mezofilne pateczki Lactobacil-
lus. W odréznieniu do kultur zakwasu (mezofile paciorkowce mlekowe) pateczki Lac-
tobacillus syntetyzuja aktywne proteinazy oraz peptydazy zewnatrz- i wewnatrzko-
morkowe, a takze zwiazane ze $ciana komorkowa, zdolne do hydrolizy wszystkich
frakcji kazeiny [12].

Oproécz aminopeptydaz syntetyzowanych przez mezofile paciorkowce mlekowe
roézne szczepy pateczek Lactobacillus wytwarzaja karboksy-, di- i tripeptydazy [7, 18,
19]. Wysokoczasteczkowe poli- i oligopeptydy powstajace pod wptywem podpuszczki
hydrolizowane sa do niskoczasteczkowych peptydow i wolnych aminokwaséw pod
wplywem enzymow bakteryjnych. Powstale wolne aminokwasy, a takze produkty
ich degradacji stanowia prekursory zwiazkéw smakowo-zapachowych w serach
dojrzewajacych [4, 13]. Znaczenie kultur starterowych w proteolizie i peptydolizie
podczas dojrzewania sera jest marginalne, albowiem wewnatrzkomérkowe aminopep-
tydazy uwalniane sa dopiero po autolizie komorek.

Z wczesniejszych badan realizowanych w Katedrze Mleczarstwa i Zarzadzania
Jakoscia wynika, ze jako$¢ sensoryczna serow typu holenderskiego jest w statystycznie
istotnym stopniu zalezna od liczby NSLAB [5]. Udowodniono réwniez, ze zastapienie
niepochodzacych z zakwasu pateczek Lactobacillus kultura probiotyczna wptywa na
modyfikacjg cech sensorycznych [6].

Celem podjetych badan byta ocena wplywu probiotycznych pateczek Lactobacil-
Ius rhamnosus Howaru® i Lactobacillus acidophilus Howaru® na zakres (N-roz-
puszczalny) oraz glgbokos¢ (N-peptydowy i N-aminokwasowy) proteolizy podczas
dojrzewania sera edamskiego.

Material i metody badan

Sery typu holenderskiego (6 wardéw, kazdy z 11 000 1 mleka) wyprodukowano
w warunkach przemystowych zgodnie z obowiazujaca instrukcja technologiczna. Do
wyrobu sera zastosowano mleko klasy extra, termizowane, magazynowane w temp.
4 °C, poddane baktofugacji oraz pasteryzacji w 72,5 °C przez 15 s. Do mleka kottowe-
go dodawano: glgboko mrozone kultury serowarskie (Choozit classic 111, Danisco),
chlorek wapnia, farbg serowarska, saletre oraz podpuszczke (Chymax, Ch. Hansen).
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Wyroby kontrolne wyprodukowano z dodatkiem glteboko mrozonych kultur star-
terowych (Choozit classic 111). Natomiast w wyrobach do$wiadczalnych, oprocz kul-
tur starterowych, zastosowano probiotyczna kulture Lactobacillus rhamnosus Howaru®
(2 wary) oraz Lactobacillus acidophilus Howaru® (2 wary) firmy Danisco.

Bezposrednio po soleniu sery poddawano analizie chemicznej. Oznaczano: kwa-
sowos$¢ (pH) i zawartosci wody. W serach bezposrednio po soleniu oraz po 2, 4, 61 10
tygodniach dojrzewania analizowano stopien degradacji parakazeiny, oznaczajac za-
warto$¢: zwiazkéw azotowych ogédtem [9], zwiazkow azotowych rozpuszczalnych
w pH 4,6 wg Sode Morgensena [9], zwiazkéw azotowych peptydowych wg Boulanger
i wsp. w roztworze zwiazkow azotowych niebiatkowych przygotowanym wg metody
Schobera i wsp. [9] oraz zwiazkoéw azotowych aminokwasowych metoda Sirksa [9].

Whiyniki i dyskusja

Stwierdzono zrdéznicowanie zawartosci wody w badanych serach: od 41,92 do
42,72 % (tab. 1). Najmniejsze zroznicowanie stwierdzono w serach kontrolnych nato-
miast najwigksze w serach z dodatkiem Lb. rhamnosus (0,39 %). Konsekwencja zroz-
nicowanej zawartosci wody byly zmiany liczby kultur probiotycznych oraz aktywnos¢
enzymow proteolitycznych.

Tabela l
Zawarto$¢ wody [%] w serach po soleniu (n = 3). Wyniki i odchylenie standartowe sa statystycznie istotne
(a0 <0,05).
Water content [%] in cheese after brining (n = 3). The results and standard deviation are statistically sig-
nificant (a0 < 0.05).

Produkt Kod proby Woda
Product Sample code Water
1 42,36 + 0,27
Ser kontrolny
Control cheese
2 42,61+ 0,62
3 41,92 + 0,43
Ser z Lb. acidophilus
Cheese with Lb. acidophilus
4 42,20 + 0,20
5 42,72 +£ 0,47

Ser z Lb. rhamnosus
Cheese with Lb. rhamnosus

6 42,33+ 0,41
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Wyroby kontrolne bezposrednio po wyprodukowaniu charakteryzowaly si¢ nie-
znacznie wigksza (o 0,04) kwasowoscia niz doswiadczalne. We wszystkich badanych
serach po soleniu stwierdzono kwasowo$¢ ponizej pH 5,3. Zmiany kwasowos$ci bada-
nych seréw podczas dojrzewania, §wiadczace o tzw. fermentacji wtornej, byly typowe
dla serow holenderskich. Wigksze tempo fermentacji wtornej, polegajacej gtdéwnie na
rozktadzie cytrynianow i mleczanéw, stwierdzono po 2 i 4 tygodniach dojrzewania.
Natomiast po 6 i1 10 tygodniach dojrzewania spadek kwasowosci seréw byt mniejszy.
Po 10 tygodniach stwierdzono nieznacznie mniejsza kwasowo$¢ w serach kontrolnych
(pH 5,7) niz doswiadczalnych (pH ok. 5,6) (rys. 1). Dynamika fermentacji wtornej
zalezna jest od liczby mikroflory wtornej, a takze od jej dostgpu do odpowiednich sub-
stratow. Z tego powodu fermentacja wtdrna bardziej intensywnie przebiegata w po-
czatkowych etapach procesu dojrzewania sera.
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Objasnienia / Explanatory notes:

1, 2 — ser kontrolny / control cheese; 3, 4 — ser z dodatkiem kultury probiotycznej Lactobacillus acidophi-
lus Howaru / cheese with probiotic culture Lactobacillus acidophilus Howaru added; 5, 6 — ser z dodat-
kiem kultury probiotycznej Lactobacillus rhamnosus Howaru / cheese with probiotic culture Lactobacillus
rhamnosus Howaru added.

Rys. 1. Zmiany pH w serach po 0, 2, 4, 6 i 10 tygodniach dojrzewania, wyniki statystycznie istotne
(0<0,05).

Fig. 1. Changes in pH values of cheeses the ripening process of which lasted 0, 2, 4, 6, 10 weeks; statisti-
cally significant results (a<0.05).
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Rys. 2. Zmiany N-rozpuszczalnego [% ogolem] w serach podczas dojrzewania (n = 3). Wyniki statystycz-
nie istotne (a<0,05).

Fig. 2. Changes in content of soluble N [% of total N] in cheeses during their ripening (n = 3). Statistically
significant results (0<0.05).

W serach doswiadczalnych (5 i 6) bezposrednio po soleniu zwiazki azotowe roz-
puszczalne stanowily najwigkszy odsetek azotu ogdtem, srednio 7,34 %. W wyrobach
kontrolnych stosunek N-rozpuszczalnego do N-ogétem wynosit 6,22 %, a w serach
z dodatkiem Lb. acidophilus (3 i 4) 5,87 %. Po 10 tygodniach najwigkszy przyrost
N- rozpuszczalnego stwierdzono w wyrobach z dodatkiem kultury Lb. rhamnosus
($rednio - 28,22 %). Jest to warto$¢ wyzsza o 8,72 % w stosunku do seré6w kontrol-
nych — bez dodatku kultury probiotycznej (rys. 2).

Bezposrednio po soleniu zawarto$¢ N-peptydowego byla najwigksza w serach
kontrolnych i1 wynosita $rednio 0,78 %. Po 2 tygodniach dojrzewania stwierdzono nie-
wielki wzrost N-peptydowego we wszystkich badanych serach, odpowiednio: $rednio
0,28 % w serach 112 - 0,14 % w serach 2 i 3 oraz 0,24 % w serach 5 i 6. Po 4 tygo-
dniach dojrzewania stwierdzono wzrost zawarto$ci N-peptydowego w serach z dodat-
kiem kultur probiotycznych - §rednio 0,98 % w serach 3 - 6 (rys. 3). Rowniez po 61 10
tygodniach dojrzewania stwierdzono wyrazny wzrost N-peptydowego we wszystkich
badanych serach, przy czym wserach kontrolnych kazdorazowo zawarto$¢
N-peptydowego byta znacznie mniejsza niz w do§wiadczalnych. Najwigksza zawartos¢
N-peptydowego (3,48 % po 10 tygodniach dojrzewania) stwierdzono w serach z do-
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datkiem Lb. acidophilus. Procentowy przyrost N-peptydowego podczas 10 tygodni
dojrzewania serow z dodatkiem Lb. acidophilus wynosit ok. 513 %, natomiast w wy-
robach kontrolnych 288 %.
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Rys. 3. Zmiany N- peptydowego [% ogoélem] w serach podczas dojrzewania (n = 3). Wyniki statystycznie
istotne (o < 0,05).

Fig. 3. Changes in content of peptide N [% of total N] in cheeses during their ripening (n = 3). Statistically
significant results (o < 0.05).

W serach kontrolnych bezposrednio po soleniu stwierdzono wigksza zawartosé
N-aminokwasowego (2,03 %) niz w doswiadczalnych. Najmniejsza zawarto$¢ stwier-
dzono w serach z dodatkiem Lb. rhamnosus — $rednio 1,46 %. Po 4 tygodniach doj-
rzewania stwierdzono intensywny wzrost N-aminokwasowego w serach z Lb. aci-
dophilus (252 %) w poréwnaniu z serami kontrolnymi (189 %). Najmniejsza zawarto$¢
N-aminokwasowego stwierdzono w serach z Lb. rhamnosus. Pomigdzy 4 a 10 tygo-
dniem stwierdzono znaczny przyrost zawarto$ci N-aminokwasowego w serach z do-
datkiem kultur probiotycznych: najwigkszy w serach z dodatkiem Lb. acidophilus.
Najmniejsza zawarto$¢ N-aminokwasowego stwierdzono w serach kontrolnych (rys.
4).

Podczas wyrobu sera, w wyniku rozktadu B-kazeiny pod wpltywem plazminy
i enzymow bakteryjnych wytwarzane sa wysokoczasteczkowe peptydy o charakterze
hydrofobowym [1, 2]. Interakcje migdzy nimi uniemozliwiaja dalsza hydrolizg podczas
dojrzewania. Proteoliza parakazeiny w poczatkowym stadium dojrzewania sera deter-
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minowana jest przede wszystkim aktywnos$cia podpuszczki [13], w mniejszym stopniu
aktywnoscia proteinaz i peptydaz bakteryjnych.
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Rys. 4. Zmiany N-aminokwasowego [% ogolem] w serach podczas dojrzewania (n = 3). Wyniki statys-
tycznie istotne (0.<0,05).

Fig. 4. Changes in content of amino acids N [% of total N] in cheeses during their ripening (n = 3). Stati-
stically significant results (0.<0.05).

Powstajace pod wptywem podpuszczki poli- oraz oligopeptydy hydrolizowane sa
pod wplywem enzymow bakteryjnych do niskoczasteczkowych peptydéw i wolnych
aminokwasow. Ze wzgledu na specyficznos$¢ substratowa (zdolnos¢ hydrolizy wszyst-
kich frakcji kazeiny), a takze z powodu syntezy enzymow zewnatrz- i wewnatrz-
komoérkowych zwiazanych z blong komorkowa znacznie wigksza aktywnoscia proteo-
lityczna 1 peptydolityczng charakteryzuje si¢ mikroflora wtorna gtownie pateczki Lac-
tobacillus. Znaczenie kultur starterowych (mezofilnych paciorkowcow mlekowych)
w degradacji parakazeiny podczas dojrzewania sera jest znikome. Mezofilne pacior-
kowce mlekowe wytwarzaja enzymy wewnatrz-komérkowe aktywne dopiero po auto-
lizie bakterii. W ocenie procesow proteolizy sera uwzglednia sig tzw. zakres dojrzewa-
nia (N-rozpuszczalny w % N-ogdtem) oraz gleboko$¢ dojrzewania (zawarto$é
N-aminokwasowego lub N-aminowego w % N-ogoétem) [13]

Podczas dojrzewaniu badanych seréw stwierdzono wigksze przyrosty zawartosci
N-peptydowego i N-aminokwasowego w serach doswiadczalnych w porownaniu
z kontrolnymi. Najwigksza zawarto§¢ N-aminokwasowego stwierdzono w serach
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z dodatkiem Lb. acidophilus. Byto to konsekwencja wysokiej aktywnosci syntezowa-
nych przez Lb. acidophilus proteinaz zwiazanych ze $ciang komoérkowa oraz peptydaz
(aminopeptydaz i dipeptydaz) [3, 7, 11]. Wigksza dynamika wytwarzania zwiazkoéw
azotowych (N-aminokwasowych oraz N-peptydowych) w 10. tygodniu dojrzewania
mozliwa byta dzigki obecnosci wysokoczasteczkowych peptydow powstatych w wyni-
ku dziatalnosci enzymoéw koagulujacych (N-rozpuszczalny) [6]. Jednoczesnie wraz
z autoliza dodanych kultur Lactobacillus w serze namnazaty si¢ NSLAB, co mialo
réwniez wplyw na stopien intensyfikacji proteolizy. Podobne rezultaty uzyskano, oce-
niajac dynamike dojrzewania sera cheddar [13].

W badaniach dotyczacych sera cheddar [15, 16], a takze sera gouda [2, 3] dowie-
dziono, ze zastosowanie kultur probiotycznych skutkuje intensyfikacja proteolizy oraz
modyfikacja cech sensorycznych [14]. Konsekwencja zastosowania kultur probiotycz-
nych byt wigkszy zakres (N-rozpuszczalny) oraz glgbokos¢ (N-aminokwasowy) prote-
olizy sera.

Whioski

1. Zastosowanie do produkcji sera edamskiego kultur probiotycznych Lactobacillus
acidophilus Howaru i Lactobacillus rhamnosus Howaru umozliwia intensyfikacje
procesu proteolizy, czego dowodem sa wigksze przyrosty zawartosci N-roz-
puszczalnego i N-aminokwasowego.

2. Sery doswiadczalne wyprodukowane z Lb. acidophilus Howaru charakteryzowaty
si¢ najwigksza zawartoscia N-rozpuszczalnego, N-peptydowego i N-amino-
kwasowego, zwlaszcza po 6 tygodniach dojrzewania.

Mgr inz. Marek Aljewicz otrzymat stypendium wspotfinansowane przez Unie Eu-
ropejskq w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.
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EFFECT OF PROBIOTIC CULTURES LACTOBACILLUS ADDITIVE
ON THE INTENSIFICATION OF PROTEOLYSIS IN DUTCH-TYPE CHEESES

Summary

There is a chance to increase consumer interest in ripening cheeses by introducing an innovative prod-
uct in the market that would be characterized by acceptable sensory features. Such innovativeness could be
achieved, for example, by using probiotic bacteria with a potentially pro-health effect on human body in
the production of ripening cheese.

The objective of the research undertaken was to assess the effect of probiotic cultures of Lactobacillus
rhamnosus Howaru and Lactobacillus acidophilus Howaru on the range (soluble N) and depth (peptide N
and amino acid N) of proteolysis during the ripening process of Edam cheese.

The application of the probiotic cultures resulted in the increase in the range (soluble N) and depth
(amino-acid N) of the ripening process, therefore, the sensory features of cheeses analysed became signifi-
cantly diversified compared to the control samples. Owing to the use of probiotic cultures of Lactobacillus
rhamnosus Howaru and Lactobacillus acidophilus Howaru in the production of Edam cheese, it was pos-
sible to intensify proteolysis; this fact was confirmed by higher increases in the contents of soluble N and
amino-acid N. The cheeses used in the experiment and manufactured using Lactobacillus acidophilus were
characterized by the highest content of soluble N, peptide N, and amino acid N, especially when their
ripening process lasted for 6 weeks.

Key words: Dutch cheese, proteolysis, nitrogen compounds, probiotics, Lactobacillus acidophilus Howa-

. Vi
ru, Lactobacillus rhamnosus Howaru B
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