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Wplyw metod utrwalania mleka kobiecego na wybrane skladniki

bioaktywne i bezpieczenstwo mikrobiologiczne

Streszczenie

Mleko kobiece dzigki zawartym w nim sktadnikom odzywczym odgrywa kluczowag role
w prawidlowym rozwoju dziecka. Szczegdlng funkcje przypisuje si¢ sktadnikom bioaktywnym
stymulujagcym rozwdj miedzy innymi uktadu odpornosciowego oraz pokarmowego. W
przypadku braku mozliwosci karmienia dzieci (szczegdlnie wczesniakow) mlekiem wilasnej
matki drugim wyborem zalecanym przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO) jest mleko dawczyn z bankéw mleka kobiecego (BMK). Celem tych
instytucji jest przygotowanie bezpiecznej mikrobiologicznie porcji mleka, ktora jest podawana
przedwczesnie urodzonym dzieciom o niskiej masie urodzeniowej. Standardowo mleko
dawczyn jest utrwalane metodg pasteryzacji typu holder (ang. holder pasteurization, HoP), po
ktorej jest przechowywane w warunkach chtodniczych. Oba wymienione etapy pracy bankow
mleka kobiecego moga przyczynia¢ si¢ do spadku jakosci mleka obnizajac jego wtasciwosci

terapeutyczne.

Celem rozprawy doktorskiej byta optymalizacja alternatywnej metody utrwalania
mleka, paskalizacji (ang. high-pressure processing, HPP), oraz udoskonalenie sposobu
przechowywania mleka kobiecego w bankach mleka kobiecego poprzez poddanie go
liofilizacji. Przebadano wplyw tych metod oraz ich kombinacji na bezpieczenstwo

mikrobiologiczne oraz na wybrane sktadniki bioaktywne mleka.

Oceng jako$ci mikrobiologicznej probek mleka oddanych do bankéw mleka kobiecego
wykonano na podstawie danych statystycznych pochodzacych z pierwszych lat pracy
Regionalnego Banku Mleka Kobiecego w Warszawie (publikacja nr 1). Wplyw przetwarzania
wysokocisnieniowego na wilasciwosci bakteriobdjcze mleka wykonano analizujagc wzrost
bakterii Escherichia coli NCTC 9111 w procesowanym mleku (publikacja nr 2). W kolejnym
etapie optymalizacji utrwalania mleka kobiecego oceniono wplyw techniki wysokich ci$nien
i liofilizacji na czysto$¢ mikrobiologiczng oraz sktadniki bioaktywne mleka. Wykorzystujac
testy immunoenzymatyczne (ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) okreslono
koncentracje bioaktywnych komponentow takich jak: laktoferyna, insulina, leptyna,

adiponektyna, czynnik wzrostu hepatocytow, immunoglobulina typu G, oraz zbadano metoda



fluorymetryczng aktywnos$¢ lipazy w mleku poddanym analizowanym procesom. W trakcie
prowadzonych badan mikrobiologicznych sprawdzono skuteczno$¢ alternatywnych metod
utrwalania mleka pod katem eliminacji natywnej mikrobioty mleka oraz ich dziatania na
potencjalnie patogenne szczepy. W tym celu w warunkach laboratoryjnych probki mleka
zostaly zainokulowane szczepami Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 33862, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Cronobacter sakazakii ATCC 51329
1 Bacillus cereus ATCC 14579, a nastgpnie poddane analizowanym procesom utrwalania.
Optymalizacje procesu paskalizacji wykonano testujac nast¢pujgce parametry: 600 MPa,
200 MPa + 400 MPa, 100 MPa + 600 MPa, 200 MPa + 600 MPa oraz 450 MPa.
Kazdy z etapéw badan wykonywano roéwniez dla mleka poddanego HoP (publikacje nr 3a, 3b,
4). W koncowej fazie badan okreslono wptyw czasu i sposobu przechowywania mleka na
mozliwo$¢ namnazania si¢ bakterii sporulujacych ze szczepu Bacillus cereus ATCC 14579.
Analizowano rozne warianty przechowywania mleka w temperaturach: 4 °C oraz -21 °C przed
1 po pasteryzacji typu holder. Analiz¢ ilosciowa wegetatywnych form bakterii wykonano
technikami hodowlanymi na podtozu wybidrczo-réznicujacym, natomiast do zobrazowania
spor wykorzystano badania mikroskopowe z zastosowaniem barwienia komorek zielenig

malachitowg oraz fioletem krystalicznym (publikacja nr 5).

Testowanie mikrobiologiczne probek mleka oddanego przez kandydatki na dawczynie
wykazato, iz mleko deponowane w Regionalnym Banku Mleka Kobiecego w Warszawie miato
wysoka jako$¢ mikrobiologiczng. W nielicznych préobkach wykazano obecno$¢ bakterii
potencjalnie patogennych takich jak: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,
co pokazuje zasadno$¢ wykonywania pasteryzacji mleka dawczyn przed podaniem
go pacjentom (publikacja nr 1). Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na wykrywanie probek
mleka zanieczyszczonych bakteriami przetrwalnikujagcymi. Podczas przechowywania
w warunkach chitodniczych inokulowanego laseczkami B. cereus mleka niepasteryzowanego

oraz mleka pasteryzowanego obserwowano obecno$¢ endospor (publikacja nr 5).

Analizy wykazaly, ze paskalizacja jest dobra, alternatywng technika zapewniajaca
czystos¢ mikrobiologiczng mleka. Mleko ci$nieniowane charakteryzowato si¢ aktywnos$cia
bakteriobdjcza wobec szczepu E. coli w zakresie: 29,60-50,34 %, wyzsza niz dla mleka po
HoP: 12,1 % (publikacja nr 2). W probkach po procesowaniu (HPP, HoP) nie odnotowano
wzrostu bakterii. Jednocze$nie st¢zenia wigkszo$ci analizowanych czynnikdéw bioaktywnych
byty zachowane na znacznie wyzszym poziomie po paskalizacji niz w mleku poddanym

pasteryzacji typu holder. Najlepsze wyniki osiggni¢to dla nastepujacych wariantéw HPP:



200 MPa + 400 MPa oraz 450 MPa. Ponadto wykazano, ze liofilizowanie mleka poddanego
HPP stanowi najlepszy sposob postgpowania z mlekiem, znacznie ulatwiajacy przechowywanie

probek (publikacje nr 3a, 3b, 4).

Whnioski dotyczace mozliwosci zastosowania réznych metod utrwalania mleka
dawczyn, wynikajace z powyzszych badan, moga znaczgco wptyngé na usprawnienie pracy
z mlekiem kobiecym w bankach mleka kobiecego w przysztosci. Zastosowanie paskalizacji
jako techniki utrwalania moze wplyna¢ na to, ze mleko dawczyn podawanie wczesniakom,
bedzie spetniato wysokie standardy bezpieczenstwa mikrobiologicznego oraz begdzie miato
bardziej korzystny sklad. Technika wykorzystujaca wysokie cisnienia stanowi dobrg
alternatywe¢ dla obecnie stosowanych metod utrwalania, a liofilizacja produktu koncowego
pasteryzacji moze przyczyni¢ si¢ do utatwienia przechowywania pokarmu w bankach mleka

kobiecego.



