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Streszczenie

Mleko kobiece zawiera w swoim sktadzie wszystkie niezbedne do prawidtowego rozwoju mtodego
organizmu sktadniki odzywcze oraz biologicznie aktywne. Istniejg jednak sytuacje, w ktérych niemowle
nie moze by¢ karmione mlekiem wtasnej matki. W tym przypadku rekomendowane jest podanie dziecku
mleka z Banku Mleka Kobiecego (BMK). Proces pasteryzacji holder (62,5°C; 30 min), ktéremu
poddawane jest mleko uzyskane od dawczyni, zapewnia jego bezpieczenstwo mikrobiologiczne, lecz
powoduje rowniez czgSciowa lub catkowita degradacje sktadnikow odzywczych oraz biologicznie
aktywnych w nich zawartych. Gtownymi beneficjentami BMK sa dzieci chore lub urodzone
przedwcezesnie, dla ktorych jako$¢ biologiczna mleka jest niezwykle istotna dla prawidtowego rozwoju.

Przeprowadzone w pracy studium literaturowe przedstawia szeroko scharakteryzowane
w piSmiennictwie metody utrwalania mleka ludzkiego zaadoptowane z przemystu spozywczego
(pasteryzacja holder, dziatanie wysokiego ci$nienia), jak rowniez fragmentaryczne dane dotyczace
techniki, ktora jak dotad uwazana byla za nieodpowiedniag do ogrzewania mleka ze wzgledu na ryzyko
przegrzania materiatu biologicznego (ogrzewanie polem promieniowania mikrofalowego).

Za gltowny cel przedstawionej pracy przyjeto ocen¢ wplywu rdéznych parametrow czasowo
temperaturowych ogrzewania konwekcyjnego, ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego oraz
dziatania wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze jako metod alternatywnych dla stosowanej w
BMK pasteryzacji holder. W pracy przedstawiono wyniki badan, w ktorych zastosowano pionierskie
rozwigzanie technologiczne, dzigki ktoremu mozliwa jest kontrola temperatury w czasie rzeczywistym
podczas termicznej obrobki mleka z uzyciem pola mikrofalowego.

Wykazano, iz wykorzystane w badaniach referencyjne drobnoustroje termowrazliwe: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa zawieszone w
srodowisku modelowym (mleko UHT) w ilosci 5 logy j.t.k./mL inaktywowane sa podczas ogrzewania
konwekcyjnego w czasie uzyskania przez probe mleka temp. 66°C, natomiast drobnoustroje
termoodporne z rodzaju Enterococcus po 10 minutach ogrzewania w temp. 70°C.

Na tym etapie badan wykazano, iz stosowane parametry procesu ciSnieniowania nie sg wystarczajace
do obnizenia ilo$ci analizowanych drobnoustrojow referencyjnych wprowadzonych do mleka w ilosci
5 logy j.t.k./mL do poziomu niewykrywalnosci w 1 mL proby. Dlatego tez metoda ta nie wykazuje
potencjatu do zastosowania w BMK.

W kolejnym etapie badan oznaczono wptyw temperatury przekazywanej w sposob konwekcyjny oraz
generowanej polem promieniowania mikrofalowego na przezywalno$¢ drobnoustrojow wystepujacych w
mleku kobiecym. Wykazano, iz efekt pasteryzacji, zarbwno w przypadku ogrzewania konwekcyjnego, jak
réwniez ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego, zalezy od sktadu jako$ciowego mikroflory
mleka. Biorac pod uwage tylko wytyczne BMK dla mleka przed procesem pasteryzacji, ktore nie
definiuja poziomu drobnoustrojow termoodpornych, akceptowany przez BMK poziom bakterii po
procesie pasteryzacji uzyskuje si¢ juz w czasie osiagnigcia przez mleko temperatury 62,5°C podczas
ogrzewania konwekcyjnego. Jednak ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia w mleku drobnoustrojow
charakteryzujacych si¢ wysokg termoodpornoscia, zmiana dotychczasowo obowigzujgcych parametrow
obrobki termicznej tzn. pasteryzacji holder, nie jest wskazana. Zastosowanie ogrzewania polem

promieniowania mikrofalowego w kontrolowanej temperaturze do pasteryzacji mleka ludzkiego pozwala
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na znaczne skrdcenie czasu dziatania wysokiej temperatury potrzebnej do uzyskania rownowaznego do
pasteryzacji holder efektu bakteriobdjczego. Stwierdzono, iz w celu uzyskania bezpieczenstwa
mikrobiologicznego mleka kobiecego, w ktorym poczatkowa ilo$¢ drobnoustrojéw jest na poziomie
akceptowanym przez BMK wystarczy 5 minutowe ogrzewanie polem mikrofalowym w temperaturze
62,5°C.

Metoda utrwalania mleka majgca stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanej w BMK pasteryzacji
holder powinna nie tylko zagwarantowa¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne utrwalanego mleka
kobiecego, lecz rowniez zapewni¢ mozliwie optymalny sktad mleka pomimo degradacyjnego dziatania
wysokiej temperatury wzglgdem sktadnikow odzywczych biologicznie aktywnych. Dlatego tez w
kolejnym etapie badan okreslono wplyw powyzszych metod utrwalania na sktadniki odzywcze (bialka,
thuszcze, weglowodany), jak rowniez zmiany w stgzeniu/ aktywnosci sktadnikéw biologicznie aktywnych
mleka kobiecego takich jak: sktadniki przeciwutleniajace (dysmutaza ponadtlenkowa — eng. superoxide
dismutase SOD, katalaza, eng. catalase CAT, peroksydaza glutationowa, eng. glutathione peroxidase
GPx, witamina C), przeciwdrobnoustrojowe (lizozym, laktoferyna), immunomodulujace
i immunochronne (immunoglobulina A, cytokina TGF-B2), oraz lipaz.

Sktadniki odzywcze, kwasy ttuszczowe KT, SOD i cytokina TGF-B2 wykazuja duzg odpornos¢ na
dziatanie wysokiej temperatury w stosowanych w badaniu zakresach jej wartosci i czasu stosowania. Nie
stwierdzono réznic w poziomie degradacji sktadnikow przeciwutleniajagcych mleka kobiecego bez
wzgledu na stosowang technike¢ ogrzewania. Wykazano, iz zastosowane w pracy parametry obrobki
termicznej nie powodowaty zmian w wartosci TAC mleka kobiecego, mimo znaczacej degradacji
witaminy C. Wskazuje to na obecno$¢ w mleku innych nieenzymatycznych sktadnikéw
przeciwutleniajacych, wykazujacych wicksza aktywno$¢ antyrodnikowa w poréwnaniu z witaming C.
Wykazano, iz zastosowanie pasteryzacji z wykorzystaniem temperatury generowanej polem
promieniowania mikrofalowego jest korzystniejsze pod wzgledem zachowania aktywnosci CAT oraz
zawarto$ci laktoferyny, jak rowniez ograniczenia niekorzystnych zmian w sktadnikach lipidowych, tj.
powstawanie wtornych produktow utleniania lipidow w mleku ludzkim w poréwnaniu z pasteryzacja
holder. Lizozym i lipazy mleka kobiecego wykazujg duzg wrazliwo$¢ na dziatanie wysokiej temperatury,
jednak nie zaobserwowano réznic w poziomie degradacji tych enzymow w mleku poddanym pasteryzacji
holder oraz pasteryzacji polem promieniowania mikrofalowego.

Uzyskane wyniki badan pozytywnie opiniuja mozliwo$¢ wykorzystania ogrzewania polem
promieniowania mikrofalowego jako metody alternatywnej wobec pasteryzacji holder wykorzystywanej
w BMK. Konieczne jest jednak potwierdzenie czy promieniowanie mikrofalowe nie wywiera innego niz
termiczny efekt, co moze sugerowaé czasowy wzrost aktywnosci niektorych sktadnikow bioaktywnych
mleka oraz czy korzystne jest, aby sktadniki bioaktywne aktywowaty si¢ w mleku przed podaniem go

niemowleciu.
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Spis skrotow

ABTS™
ALA
AsA
BDSL
BHT
BMK
BSSL
BALB
CAT
CLA
CMV
CoQ1o
DHA
DHsA
DTT
DTNB
EMBA
EMKT
EPA
FDA
GPx
GSH
GSSG
GR
HDL
HEPES
HIV
HMBANA

HMF
HMO
HPLC

HPLT

HPP
HR-GC
HTST
IR

KT

- 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)

- kwas ttuszczowy a-linolenowy, eng. a-linolenic acid fatty acid

- kwas askorbinowy

- lipaza zalezna od soli zotciowych, eng. bile salt dependent lipase

- butylowany hydroksytoluen

- bank mleka kobiecego

- lipaza stymulowana solami zétciowymi, eng. bile salt-stimulated lipase

- kwas dimerkaptopropanolowo maslany, eng. dimercaptopropanol tributyrate acid
- katalaza, eng. catalase

- sprzezony kwas linolenowy eng. conjucted linolic acid
-cytomegalowirus, eng. cytomegalovirus

- koenzym Qqq

- kwas dokozaheksaenowy, eng. docosahexaenoic acid

- kwas dehydroaskorbinowy, eng. dehydroascorbic acid

- DL-ditiotreitol

- kwas 5,5 ditiobis-2-nitrobenzoesowy

- Europejskie Stowarzyszenie Bankow Mleka, eng. European Milk Bank Association
- estry metylowe kwasow thuszczowych

- kwas eikozapentaenowy, eng. eicosapentaenoic acid

- Federalny Urzad Zywnosci i Lekow, eng. Food and Drug Administartion
- peroksydaza glutationowa, eng. glutathione peroxidase

- zredukowana posta¢ glutationu

- utleniona postaé glutationu

- reduktaza glutationowa, eng. glutathione reductase

- lipoproteina o wysokiej gestosci, eng. high density lipoprotein

- kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo) piperazyn-1-ylo] etanosulfonowy)

- ludzki wirus niedoboru odpornoéci, eng. human immunodeficiency virus

- Stowarzyszenie Bankow Mleka Kobiecego Ameryki Pétnocnej, eng. Human Milk
Banking Association of North America

- wzmacniacz mleka kobiecego, eng. human milk fortifier
- oligosacharydy mleka kobiecego eng. human milk oligosaccharides

- wysokosprawna chromatografia cieczowa, eng. high-performance liquid
chromatography

- obrobka wysokocisnieniowa w niskiej temperaturze, eng. high pressure low
temperature

- obrobka wysokoci$nieniowa, eng. high pressure processing

- wysokorozdzielcza chromatografia gazowa, eng. high resolution gas chromatography
- obrobka wysokotemperaturowa w krotkim czasie, eng. high temperature short time

- spektroskopia w podczerwieni, eng. infrared spectroscopy

- kwas ttuszczowy
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LA
LC-PUFA

LDL
LP

LPL
LPS

LR
LTLT
MDA
MUFA
NADP*

NADPH

NEC

OLD

PCM

PUFA

ROP

ROS
RP-HPLC/UV

SFA
SoD
TAC
TAG
TBA
TCA
TE
TGF-B
TMB
TFA
VLDL
LAP

- kwas linolowy, eng. linoleic acid

- dlugotancuchowe wiclonienasycone kwasy tluszczowe eng. long chain poly-
unsaturated fatty acids

- lipoproteina o niskiej gestosci, eng. low-density lipoprotein

- nadtlenek lipidowy, eng. lipid peroxide

- lipaza lipoproteinowa, eng. lipoprotein lipase

- lipopolisacharyd

- stopien linearyzacji

- pasteryzacja niskotemperaturowa dtugotrwata, eng. low-temperature-long-time
- dialdehyd malonowy, eng. malondialdehyde

- kwasy tluszczowe jednonienasycone, eng. monounsaturated fatty acids

- fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, eng. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

- zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, eng. reduced
form nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

- martwicze zapalenie jelit, eng. necrotizing enterocolitis

- ogolna liczba drobnoustrojow

- Polska Kolekcja Mikroorganizmédw, eng. Polish Collection of Microorganisms
- wielonienasycone kwasy ttuszczowe, eng. polyunsaturated fatty acids

- retinopatia wcze$niacza, eng. retinopathy of prematurity

- reaktywne formy tleny, eng. reactive oxygen species

- wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwroconych z detektorem
UV, eng. reversed phase high performance liquid chromatographic with UV detection

- kwasy ttuszczowe nasycone, eng. saturated fatty acids

- dysmutaza ponadtlenkowa, eng. superoxide dismutase

- catkowita zdolno$¢ przeciwutleniajgca, eng. total antioxidant capacity
- tréjglicerydy

- kwas 2-tiobarbiturowy, eng. 2-thiobarbituric acid

- kwas trichlorooctowy, eng. trichloroacetic acid

- ekwiwalent Troloxu, eng. Trolox equivalent

- transformujacy czynnik wzrostu 3 eng. transforming growth factor 8
- tetrametylobenzydyna

- kwasu trifluorooctowy, eng. trifluoroacetic acid

- lipoproteina o bardzo matej gestosci, eng. very low density lipoprotein

- eng. latency associated protein
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1. Wstep-charakterystyka problemu

Z roku na rok na $wiecie wzrasta liczba przedwczesnych porodow. Wedlug swiatowych szacunkow
co 10 noworodek rodzi si¢ jako wczesniak. Przyczyny tego zjawiska maja charakter srodowiskowy,
socjalny, jak réwniez osobniczy (CDC, 2016). Dzieci urodzone przedwczesnie naleza do grupy
wysokiego ryzyka zachorowalnosci na retinopati¢ wecze$niacza (ROP), martwicze zapalenie jelit (NEC),
ostre 1 przewleklte infekcje drog oddechowych, niedotlenienie wynikajace z niedokrwienia (Sisc i in.
2007; Schanler i in. 2005; Wahlig i in. 1995; Wahlig i in. 1994). Stan zapalny towarzyszacy wickszo$ci z
tych schorzen prowadzi do aktywacji cytokin, ktore zakldcaja procesy anaboliczne w organizmie. Terapia
tlenowa stosowana u wcze$niakow moze prowadzi¢ do hipoksji, co wzmaga procesy zapalne.
W skrajnych przypadkach pobieranie krwi do badan hematologicznych i biochemicznych moze
spowodowaé niedokrwisto§¢ (Stockman i in. 1984). Leki podawane dzieciom w trakcie hospitalizacji
moga mie¢ niekorzystny wplyw na metabolizm sktadnikow odzywczych. Katecholaminy hamuja
wytwarzanie 1 dziatanie insuliny. Kortykosteroidy wzmagaja procesu kataboliczne, natomiast diuretyki
ograniczaja wchtanianie wapnia, fosforu oraz sodu niezbednych do wzrostu kosci. Stosowana w
wigkszosci przepadkow antybiotykoterapia prowadzi do ograniczenia kolonizacji jelit przez mikroflore
probiotyczng co zwigksza predyspozycje do wystapienia NEC (Torrazza i in. 2013; Alexander i in. 2011).
Prawidtowy rozwéj dzieci urodzonych przedwcze$nie zalezny jest w znacznej mierze od jakosSci
dostarczanego mu pokarmu. Koncerny produkujace sztuczne mieszanki mleko zastepcze do zywienia
niemowlat doktadaja staran, aby stworzy¢ preparat odpowiadajacy sktadem mleku kobiecemu. Ztozonosé
oraz unikalno$¢ komponentéw mleka uniemozliwia ten proces przy obecnym stanie technologii.
Ograniczenia te dotycza zar6wno sktadnikoéw biologicznie aktywnych, jak réwniez odzywczych.

Sktad mleka matki dostosowuje si¢ do potrzeb organizmu rozwijajacego si¢ dziecka na kazdym
etapie jego rozwoju. Mleko mam dzieci urodzonych przedwczesnie zawiera wigcej sktadnikow
bioaktywnych wspomagajacych obron¢ przed patogenami, jak rowniez wspomagajacych uktad
immunologiczny i immunomodulujacy (Lis i in. 2013).

Sktad mleka pochodzacego z BMK znacznie r6zni si¢ od pokarmu, ktory otrzymuje dziecko wprost z
piersi. Roznice te sg wynikiem przeprowadzenia szeregu procesow, ktorym musi zosta¢ poddane mleko
zanim trafi do beneficjenta BMK (Cooper i in. 2013). Przed podaniem mleka kobiecego niemowlgciu jest
on przechowywany w warunkach chtodniczych, zamrazany, odmrazany w celu potaczenia i pobrania
prob do badan, rozlewany do docelowych butelek do pasteryzacji, pasteryzowany i ponownie zamrazany.
Kazde z kolejnych procesow prowadzi do zmian w mleku kobiecym zaréwno pod wzglgdem zawartosci
sktadnikéw odzywczych, jak rowniez poza odzywczych. Jednak najwicksze zmiany spowodowane s3
przez proces utrwalania termicznego jakiemu poddane jest mleko ludzkie (Wesotowska, 2018).

Chociaz stosowane powszechnie w BMK warunki pasteryzacji holder (62,5°C; 30 min) zapewniaja
bezpieczenstwo mikrobiologiczne utrwalonego mleka ludzkiego, to prowadza rowniez do catkowitej lub
czesciowej degradacji skladnikéw biologicznie aktywnych (rozdziat 5). Warunki pasteryzacji holder
zostaly ustalone dla mleka krowiego. Natomiast poziom substancji biologicznie aktywnych w mleku
kobiecym jest znacznie wyzszy w porownaniu z mlekiem krowim. Konieczna jest zatem adaptacja metod
wykorzystywanych w przemysle lub poszukiwanie nowych, doskonalszych sposobow przedtuzania

trwatosci mleka kobiecego. Proces ten moze by¢ prowadzony na kilku plaszczyznach, poprzez
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optymalizacje metod stosowanych lub poszukiwanie nowych metod utrwalania mleka termicznych, jak
réwniez nietermicznych.

Optymalizacj¢ procesu pasteryzacji holder mozna prowadzi¢ w kierunku modyfikacji czasu
ekspozycji na dzialanie wysokiej temperatury poprzez wprowadzenie mieszania w trakcie procesu
ogrzewania. Czas ekspozycji proby na dzialanie wysokiej temperatury mozna modyfikowac
wykorzystujac inng metode jej generowania, np. przy uzyciu pola promieniowania mikrofalowego.
Zgodnie z zasada utrwalania zywnosci, ktora mowi, iz drobnoustroje szybciej ulegaja inaktywacji niz
sktadniki odzywcze w miare podwyzszania temperatury ogrzewania (Pijanowski i in. 1997) racjonalnym
jest rowniez zastosowanie wyzszych temperatur w krotszym czasie ich oddziatywania.

Wsrod nietermicznych metod utrwalania mleka kobiecego badania swiatowe prowadzone sa glownie
w kierunku zastosowania wysokiego cisnienia. Prowadzone dotychczas eksperymenty dotycza
parametrow prowadzenia procesu w zakresie cisnien 200-700 MPa w temperaturach w zakresie 20-50°C.
W zakresie temperaturowym od 20°C do 35°C drobnoustroje wykazuja duza odporno$¢ na dziatanie
wysokiego cisnienia. Korzystniejsze zarowno pod wzgledem uzyskania pozadanego efektu
bakteriobdjczego, jak réwniez zachowania skladnikéw bioaktywnych mleka Iudzkiego bedzie

prowadzenie procesu ci$nieniowania w temperaturze ponizej 20°C.

2. Banki mleka kobiecego

Niepodwazalnie najlepszym sposobem odzywienia niemowlat jest podanie mleka ludzkiego. Zdarza
si¢, ze niemowle nie moze by¢ karmione mlekiem wtasnej matki. Przyczyny tego zjawiska sg rdzne.
Najczgsciej wynikaja z ograniczen zdrowotnych matki badz tez dziecka (Tab. 1), lecz mogg wynikaé
réwniez z sytuacji ekonomicznej, czy tez losowego zdarzenia. W przypadku ograniczen ze strony dziecka
konieczne jest wprowadzenie zywienia preparatami do zywienia niemowlat o sktadzie modyfikowanym
pod katem danego schorzenia. W przypadku przeciwwskazan ze strony matki nie ma konieczno$ci
rezygnacji z podawania dziecku mleka kobiecego. Dzigki funkcjonowaniu Bankéw Mleka Kobiecego
(BMK) mozliwe jest podanie dziecku mleka od innej kobiety, ktore dzieki procesowi utrwalania jest

bezpieczne mikrobiologicznie.

Tabela 1. Wybrane przeciwwskazania medyczne do karmienia naturalnego od strony matki i dziecka.

Matka Zrédlo
Czynna, nieleczona gruzlica Lamounier i in. 2004
Egan i in. 1985; Robinson
Leczenie onkologiczne iin. 1994
Opryszczka (wystgpowanie na piersi) Read i in. 2003
Zapalenie watroby typu C AAP, 2003
Hamprecht i in. 2001;
Nosicielstwo wirusa CMV Yasuda i in. 2003
Nosicielstwo wirusa HIV AAP, 2003
Dziecko
Galaktozemia Chen, 2000
Hiperbilirubinemia (czasowe ograniczenie) AAP, 2004
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BMK jest to jednostka zajmujaca si¢ gromadzeniem, utrwalaniem oraz przechowywaniem mleka
oddawanego przez kobiet¢ w okresie laktacji w celu podania go dziecku innej kobiety. Dawczyni dzieli
si¢ nadwyzka mleka z wtasnej woli, w wiekszosci krajow w tym w Polsce nie otrzymujac z tego tytutu
gratyfikacji majatkowej. Pierwszy BMK (dawniej zwany ,,laktarium”) powstat we Wiedniu w 1909 roku
(Jones, 2003). W Stanach Zjednoczonych pierwsza taka placowka powstala w Bostonie w 1919
(www.europeanmilkbanking.com). W latach 20-tych i 30-tych XX wieku jednostki te funkcjonowaty na
nieco odmiennych zasadach niz obecnie. Ze wzgledu na brak ustalonych procedur utrwalania mleka nie
byto mozliwe jego gromadzenie i przechowywanie. Mleko od dawczyn podawane bylo bezposrednio
dzieciom potrzebujacym (Golden,1996). Laktaria dziataty preznie do konca lat 50-tych XX wieku.

W kolejnych latach wsrdd lekarzy oraz mtodych matek powstato przekonanie, iz sztuczna mieszanka
mlekozastepcza stanowi bezpieczny substytut mleka kobiecego (Fomon 2001). Rowniez wprowadzenie
na rynek preparatow do zywienia niemowlat przeznaczonych dla noworodkow z niska masg urodzeniows
przyczynito si¢ do wygaszania dziatalnosci laktariow. W latach 80-tych zamknigto wiele tych placowek
ze wzgledu na obawy zwigzane z mozliwoscig przenoszenia przez mleko wirusa HIV (ludzki wirus
niedoboru odpornosci, eng. Human Immunodeficiency Virus) (Dunn i in. 1992; Oxtoby 1988; Wharton
1987).

Wzrost wiedzy dotyczacej ewentualnych zrodet zakazen wirusem HIV spowodowat reaktywacje
BMK w latach nastgpnych. W roku 1990 Amerykanskie stowarzyszenie Bankow Mleka Kobiecego
(HMBANA - Human Milk Banking Association of North America) opublikowato wytyczne dotyczace
zbierania, utrwalania oraz przechowywania mleka kobiecego, ktore staty si¢ podstawg do opracowywania
wewnetrznych procedur obowigzujacych w wickszosci bankow mleka. Wedtug danych EMBA (European
Milk Bank Association) w Europie na dzien dzisiejszy istnieje 206 czynnych bankéw, natomiast 13
placowek jest na etapie organizacji (www.europeanmilkbanking.com). W Polsce powstato dotychczas 9
BMK: w Toruniu, Rudzie Slqskie, Wroctawiu, Opolu, Krakowie, Szczecinie, Wroctawiu, Rzeszowie,

Poznaniu oraz dwa w Warszawie) (Rys. 1).

Gdynia

‘ Szczecin
‘ Torun

‘ P “ Warszawa

todz

‘ Wroctaw
‘OPO'E ‘ Rzeszow

Kraké
‘istnie}qce ‘ e

powstajace

Rysunek 1. BMK w Polsce (www.bankmleka.pl)
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W bankach mleka w Polsce okre§lono nastepujaca kolejnos¢ beneficjentoéw (Wesotowska, 2017):

» noworodki przedwczesnie urodzone objete Zywieniem troficznym,
noworodki przedwcze$nie urodzone pozostajgce w cigzkim stanie,
chore noworodki przedwczesnie urodzone,

noworodki donoszone pozostajace W cigzkim Stanie,

>
>
>
»  chore noworodki donoszone,
» noworodki i niemowleta przed i po operacjach,
»  dzieci bedace pod opieka hospicjum,
»  zdrowe noworodki,

» projekty badawcze.

Wykazano, iz karmienie mlekiem ludzkim (wlasnej matki lub dawczyni z BMK) zmniejsza ryzyko
wystapienia wielu chorob zwigzanych z weze$niactwem. Pozwala to na generowanie oszczednosci dla
szpitala zwigzane z leczeniem niemowlecia (Arnold 2002). Analiza kosztoéw przeprowadzona w
Wojewddzkim Szpitalu Zespolonym im. L. Rydygiera w Toruniu, w ktorej wdrozona zostala procedura
dokarmiania wczes$niakow i chorych noworodkow mlekiem z BMK wykazata jej pozytywne aspekty.
Stwierdzono statystycznie istotne skrocenie czasu zywienia pozajelitowego wezesniakow z 13 do 8 dni,
sredniego czasu antybiotykoterapii o 1 dobe oraz obnizenie czgstotliwo$ci wystgpowania sepsy w
pdzniejszym okresie noworodkowym. Zmniejszato to wydatki szpitala zwigzane z Kuracjg antybiotykowg
dzieci z Oddzialow Intensywnej Terapii Noworodka o okoto 50%, oraz zywieniem pozajelitowym o
okoto 20% (Wesotowska, 2017).

Dawczynia w BMK moze zosta¢ kobieta bedaca w trakcie laktacji, u ktorej ilo§¢ wytwarzanego
mleka jest wicksza niz zapotrzebowanie zywieniowe jej dziecka. Rekrutacja kobiety karmigcej jako
potencjalnej dawczyni przebiega w kilku etapach. W pierwszej kolejnosci zostaje przeprowadzony
wywiad majacy na celu ocene stanu zdrowia kobiety, trybu zycia (stosowanie uzywek, np. palenie
papierosow), przebytych chordb oraz przyjmowanych lekéw (Baumer 2004). Po pozytywnej ocenie
dawczyni wystawionej na podstawie wywiadu badana jest krew matki w celu wykluczenia obecnosci
przeciwciat §wiadczacych o zakazeniu HIV, wirusem zéttaczki typu B i C, cytomegalowirusem, oraz
ludzkim wirusem T-limfotropowym, jak rowniez kretkami kily (Wesotowska 2012). Wystgpienie
ktoregokolwiek z zakazen powoduje dyskwalifikacje kobiety jako dawczyni mleka (Baumer 2004).
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) zaleca wylaczne karmienie dziecka mlekiem kobiecym do 6
miesigca zycia, oraz kontynuacj¢ do 2 roku z wprowadzeniem pokarméw uzupelniajacych
(www.who.int.en). W literaturze $§wiatowej dostgpne s3 dane dotyczace sktadu mleka mam
dtugokarmigcych (powyzej 2 lat). Wykazano, iz stgzenie biatka catkowitego, lizozymu oraz laktoferyny,
czyli sktadnikéw odpowiedzialnych za prawidtowy rozwoéj oraz ochrone przed patogenami, jest znaczgco
wyzsze w takim mleku w poréwnaniu z mlekiem mam karmigcych krdécej niz rok. Zatem nie ma
przeciwwskazan do tego aby kobieta dtugokarmigca mogla by¢ dawczyniag mleka do banku mleka (Perrin
i in. 2015; Sinkiewicz-Darol i in. 2015).

Mleko od zdrowych dawczyn pobierane jest przy uzyciu laktatora lub r¢cznie do pojemnikow, ktore
dopuszczone zostaty do kontaktu z zywnoscia (Wesotowska 2012), a nastgpnie przechowywane jest w

warunkach zamrazalniczych (-20°C). Okres przechowywania surowego mleka kobiecego nie powinien
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przekracza¢ 3 miesigcy ze wzgledu mozliwos¢ degradacji niektorych sktadnikow odzywezych, jak
rowniez bioaktywnych (Friend i in. 1983). Korzystniejsze ze wzgledu na ograniczenie zmian w
sktadnikach mleka wywolanych przechowywaniem zamrazalniczym bedzie zastosowanie zamrazania
szokowego.

Mleko przyjmowane od dawczyn do BMK musi spelia¢ odpowiednie wymagania jakosci
mikrobiologicznej. Jak podaje literatura stosowany w BMK proces utrwalania, tj. pasteryzacja
dlugotrwata niskotemperaturowa LTLT (Low Temperature Long Time) w $cisle okreslonych parametrach
(62,5°C; 30 minut), zwana pasteryzacja holder, powoduje inaktywacje wszystkich form wegetatywnych
drobnoustrojéw, W tym chorobotwoérczych oraz wirusow. Niektére drobnoustroje moga jednak by¢
odporne na stosowane warunki ogrzewania, np. bakterie z rodzaju Enterococcus sp. lub tez produkowaé
termoodporne toksyny, np. S. aureus dlatego konieczne jest przeprowadzenie analizy mikrobiologicznej
okreslajacej ich poziom w mleku przed procesem utrwalania (Wesotowska 2012). Przekroczenie
dopuszczalnych norm zawarto$ci bakterii w surowym mleku kobiecym dyskwalifikuje kobiete jako
dawczynie. Tabela 2 przedstawia wymagania mikrobiologiczne dla mleka kobiecego przyjmowanego do
BKM oraz po procesie pasteryzacji.

Tabela 2. Wymagania mikrobiologiczne dla mleka kobiecego przyjmowanego do banku mleka oraz po
procesie pasteryzacji (Rosiak i in. 2017).

Maksymalna dopuszczalna | Maksymalna dopuszczalna liczba

Kryterium oceny liczba bakterii w surowym bakterii w mleku po procesie
mleku [j.t.k./mL] pasteryzacji [j.t.k./mL]
Ogolna liczba bakterii <10° <10*
Liczba gronkowcow <10 Nieobecne w 1 mL
koagulazododatnich
Liczba bakterii z grupy coli <10° Nieobecne w 1 mL

* -termoodporne enterokokKi

Oprocz analizy mikrobiologicznej oznaczany jest rowniez podstawowy sklad przeznaczonego do
utrwalania mleka dawczyn (biatko, ttuszcze, weglowodany, sucha masa, kalorycznos¢). Pozwala to na
indywidualne dopasowanie probki mleka o odpowiedniej zawarto$ci skladnikow odzywczych, w
szczegblnosci biatka, do zapotrzebowania zywieniowego noworodka, ktoremu przekazywana jest dana
porcja mleka. W przypadku, gdy stezenie protein nie jest wystarczajgce, aby zapewni¢ prawidtowy
rozwoj dziecka praktykowane jest dodawanie tzw. wzmacniaczy mleka kobiecego (HMF- Human Milk

Fortifier) produkowanych na bazie mleka krowiego (Rochow i in. 2013; Reali i in. 2010).

3. Charakterystyka skladnikéw mleka kobiecego
3.1 Skladniki odzywcze
Sktad mleka kobiecego zmienia si¢ w sposob dynamiczny. Bezposrednio po porodzie wydzielana jest
siara (colostrum), 5-15 dni po porodzie wydzielane jest mleko niedojrzate (przej$ciowe), a po 15 dniach
laktacji mleko dojrzate (Aydin i in. 2006). Siara jest mniej kaloryczna niz mleko przejsciowe i dojrzate,
ale zawiera wigksza ilo$¢ biatka w porownaniu z mlekiem dojrzatym. Zawarto$¢ thuszczow i cukrow w
mleku ro$nie w kolejnych etapach laktacji (Emmett i in. 1997). Sklad mleka réznicuje si¢ rowniez
podczas pojedynczego karmienia. Zmianom ulega np. ilo$¢ tluszczu, ktora zwigksza si¢ z ok. 1% do

nawet 9% wagowych wraz z wydtuZeniem czasu ssania (Martysiak-Zurowska i in. 2011). Na warto$¢
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odzywczg mleka wptywa rowniez terminowo$¢ porodu. Jesli dziecko rodzi si¢ przedwczesnie to mleko
matki jest bogatsze w sktadniki energetyczne, odzywcze i biologicznie aktywne (Kowalewska-Kantecka,
2007).

Biatka

Biatka obecne w mleku kobiecym petnia w organizmie noworodka wiele funkcji. Przede wszystkim
stanowia one sktadnik budulcowy. Ponadto sa biokatalizatorami reakcji np. laktoperoksydaza katalizuje
reakcje¢ utleniania tiocyjankéw do zwigzkow o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych (Pawlus i in. 2005).
Uczestnicza w modulacji jeszcze nie wyksztalconego systemu immunologicznego dziecka. Zawarto$¢
biatka w mleku kobiecym jest zmienna w zalezno$ci od okresu laktacji, jak rowniez od tego w ktéorym
tygodniu urodzito si¢ dziecko. Mleko matek rodzacych przedwczesnie zawiera wigcej protein w
poréwnaniu z mlekiem matek rodzacych w terminie. W siarze matki rodzacej migdzy 23 a 29 tygodniem
cigzy stezenie bialka wynosi ok. 2,6-2,8 g/100ml, natomiast u kobiet rodzacych po 33 tygodniu ok.
2,2 9/100mL (Ballard i in. 2013; Bauer i in. 2011; Pawlus i in. 2004).

W mleku kobiecym, podobnie jak w mleku innych ssakow wyroznia si¢ trzy frakcje biatek: biatka
serwatkowe, kazeinowe oraz bialka otoczek kuleczek thuszczowych (Lonnerdal, 2003; Liao i in. 2011).
U cztowieka proporcja bialek kazeinowych do serwatkowych zmienia si¢ w trakcie laktacji. W siarze
wynosi ona odpowiednio 20:80, w mleku przejsciowym 40:60, natomiast w mleku dojrzatym 50:50
(Lonnerdal, 2003). Kazeiny nalezg do bialek, ktore petnig w organizmie dziecka funkcje odzywczg oraz
uczestniczg w odpowiedzi immunologicznej. W mleku ludzkim wystgpuje kazeina B oraz x. Biatka
serwatkowe sg biatkami globularnymi rozpuszczalnymi w wodzie, posrednio lub bezposrednio
zaangazowanymi w procesy immunologiczne (Lis i in. 2013). Do tej grupy biatek zaliczane sg rowniez
enzymy ktorych stezenie jest zmienne w zaleznosci od fazy laktacji. Niektore z nich wykazuja aktywnosé
juz w samym mleku, inne s3 aktywowane dopiero w §wietle przewodu pokarmowego oraz w nabtonku
jelitowym lub innych tkankach docelowych organizmu dziecka (szczegdtowy opis w rozdziale 3.2.4.)
(Bernt i in. 1999; Carver i in. 1996). Dzieki odmiennej od izoenzymow tkankowych budowie niektore z
nich sg odporne na destrukcyjne dziatanie kwasu solnego w zotadku oraz enzyméw proteolitycznych w
przewodzie pokarmowym (Burrin, 2002). Najmniejszg pod wzgledem ilosci grupe protein stanowia
biatka otoczek kuleczek tluszczowych, do ktorych zaliczane sg przede wszystkim mucyny (Patton i in.
1986).

Lipidy

Lipidy zawarte w mleku ludzkim wystepuja w postaci zemulgowanych kuleczek optaszczonych
membrang fosfolipidowo-biatkowa (Koletzko i in. 2001). Wigkszo$¢ kuleczek thuszczowych ma rozmiary
rzgdu 1 um, chociaz zdarzajg si¢ czastki o $rednicy do 4pum. Mate rozmiary zapewniajg duza
powierzchnie wlasciwa, ok. 4,5 m?/100 mL, co ulatwia dostep enzyméw np. lipaz, odpowiedzialnej za
trawienie triacylogliceroli zwigkszajagc tym samym przyswajalnos¢ lipidow (Emmett i in. 1997).
Zawarto$¢ thuszczu w mleku kobiecym zalezy od fazy laktacji. W siarze wynosi $rednio 2,6-2,8 g/100
mL, natomiast w mleku dojrzatym 3,8-4,2 g/100 mL. Ttuszcz mleka pokrywa 40-55% zapotrzebowania

energetycznego niemowlecia karmionego piersia. Pelni on nie tylko funkcje energetyczna, lecz jest

réwniez rezerwuarem wielu sktadnikéw niezbg¢dnych do prawidtowego rozwoju organizmu dziecka, np.
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witamin rozpuszczalnych w tluszczach (A, D, E, K) oraz komponentéw lipidowych wspomagajacych
rozwoj uktadu nerwowego (cholesterol) (Greer, 2004; Sakurai i in. 2005; Seher i in. 2015).

Frakcja lipidowa sktada si¢ w 98% triacylogliceroli. Pozostale 2% stanowia fosfolipidy, cholesterol,
diacyloglicerole, monoacyloglicerole oraz wolne kwasy thuszczowe (Martysiak-Zurowska i in. 2011;
Koletzko 1 in. 2001). Kwasy tluszczowe (KT) zawarte w mleku ludzkim pochodzag w 60% z tkanki
thuszczowej matki, w 30% z diety oraz w 10-12% z syntezy de novo w gruczole sutkowym (Bialek i in.
2011). We frakcji lipidowej dojrzatego mleka kobiecego Europejek $rednio 40% catkowitej zawarto$ci
KT stanowig nasycone KT. Pozostala cz¢$¢ stanowig nienasycone KT, gtéwnie jednonienasycone,
zwykle kwas oleinowy (C18:1 9c) stanowigcy okoto 35% catkowitej zawarto$ci KT (Martysiak-
Zurowska i in. 2011). Z kolei najistotniejszymi wielonienasyconymi KT thiszczu mleka ludzkiego sa
kwas linolowy (C18:2n-6, LA) wystepujacy na poziomie 9-19% oraz a-linolenowy (C18:3n-3, ALA)
wystepujacy w ilosci 0,7-2,2% (Romeu-Nadal i in. 2008; Martysiak-Zurowska i in. 2011). LA i ALA s
szczegdlnie wazne dla rozwoju mtodego organizmu. Naleza do prekursoréow dlugotancuchowych
wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (LC-PUFA - Long Chain Polyunsaturated Fatty Acids)
rodziny n-6 i n-3, do ktorych zaliczane sa kwas arachidonowy (C20:4 n-6), dokozoheksanowy (C22:6 n-
3), eikozapentaenowy (C20:5 n-3). Kwasy te sg strukturalnym komponentem wszystkich blon
komorkowych, jak rowniez siatkowki oka. U dorostych LC-PUFA syntetyzowane sg W procesie
enzymatycznej desaturacji (wytwarzanie podwodjnych wigzan nienasyconych) i elongacji (wydtuzanie
tancucha kwasu tluszczowego) z prekursorow obu rodzin KT - LA i ALA. W pierwszym przypadku
powstajg pochodne szeregu n-6: kwas y-linolenowy, kwas dihomogammalinolenowy, kwas arachidonowy
(AA) oraz kwas dokozatetraenowy, natomiast w drugim syntetyzowany jest kwas eikozapentaenowy
(EPA) i kwas dokozaheksaenowy (DHA) (Stolarczyk i in. 2002). Organizm niemowlgcia ze wzgledu na
czgsciowo wyksztatcony uktad enzymatyczny nie jest w stanie wytworzy¢ wystarczajacej ilosci LC-
PUFA, dlatego tez musza by¢ one dostarczane wraz z pokarmem (Kent i in. 2006; Innis i in. 1999;
Emmett i in. 1997).

W mleku ludzkim obecne sg réwniez izomery trans KT, zardwno te, ktore dziatajg prozdrowotnie, tj.
izomery sprzezonego kwasu linolowego (Conjucted Linolic Acid -CLA), jak rowniez takie, ktore
wywierajg negatywny wplyw na organizm dziecka, tj. syntetyczne trans KT. Szkodliwe syntetyczne trans
KT powstaja pod wptywem temperatury oraz réznych czynnikow fizycznych i chemicznych podczas
procesu rafinacji olejow roslinnych, a zwlaszcza ich uwodornienia (Innis i in. 1999). Wysokie stezenie
szkodliwych izomerow trans wystepuje w mleku kobiecym, gdy w diecie matki przewaza zywno$é¢
gleboko przetworzona lub zawierajaca thuszcze przetworzone (Samur i in. 2009). Szkodliwe dziatanie
trans izomeréw KT przejawia si¢ wbudowywaniem w struktur¢ bton komoérkowych uposledzajac ich
prawidlowe funkcjonowanie, jak roéwniez zaburzeniami w gospodarce lipidowej prowadzacymi do
podwyzszenia poziomu cholesterolu LDL i obnizenia stezenia cholesterolu HDL. Zmiany te sg z kolei
przyczyna podwyzszenia poziomu insuliny we krwi oraz zaburzaja prawidlowe funkcjonowanie uktadu

immunologicznego (Genest, 2003; Katan i in. 1995).
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Weglowodany

Zawartos¢ weglowodanéw w mleku kobiecym zmienia si¢ w zalezno$ci od fazy laktacji. Mleko
poczatkowe zawiera ich okoto 6,6%, nast¢pnie ich ilo$¢ ro$nie do poziomu $rednio 6,9% w mleku
przejsciowym oraz do okoto 7,2 % w mleku dojrzatym (Emmett i in. 1997). Glownym sktadnikiem tej
frakcji mleka jest laktoza, ktorej zawartos¢ w mleku dojrzatym wynosi $rednio 7g/ 100 mL. Laktaza
obecna w przewodzie pokarmowym niemowl¢cia hydrolizuje ten dwucukier do tatwo przyswajalnych
cukrow prostych glukozy i galaktozy, ktére pehnig istotng role w rozwoju mtodego organizmu. Glukoza
stanowi gléwne zrédlo energii dla moézgu, natomiast galaktoza uczestniczy w procesach
mielinizacyjnych. Laktoza zwigksza rOwniez wchlanianie wapnia w przewodzie pokarmowym
niemowlecia, m. in. poprzez tworzenie z jonami wapnia rozpuszczalnych, biodostepnych kompleksow
(Dolinska i in. 2009; Kim i in. 1978; Martin i in. 1969; Wasserman, 1964).

W mleku kobiecym wystegpuja rowniez oligosacharydy, polisacharydy oraz aminocukry (Hutyra i in.
2009; Pawlus i in. 2004). Oligosacharydy mleka kobiecego (HMO - Human Milk Oligosaccharides)
zbudowane sg z glukozy, galaktozy, N-acetyloglukozaminy, fukozy, kwasu sialowego oraz kwasu
N-acetyloneuraminowego. Sktad oligosacharydow w mleku ludzkim jest osobniczy. Stwierdzono, ze
proporcje poszczegdlnych sktadowych sa uzaleznione migdzy innymi od grupy krwi matki (Bode 2012).
HMO nie stanowia zrodta energii, gdyz nie s trawione w przewodzie pokarmowym dziecka. Petnig role
prebiotykéw wspomagajac rozwoj prawidlowej mikroflory przewodu pokarmowego dziecka. HMO
przyczyniaja si¢ rowniez do zapobiegania adhezji mikroflory patogennej do nablonka jelita (Boehm i in.
2007). Wtasciwosci te okreslono migdzy innymi wobec E. coli, L. monocytogenes oraz C. jejuni, ktorej
obecno$¢ w organizmie jest przyczyna wystgpowania ostrej biegunki (Coppa i in. 2006; Waksmanska i
in. 2014). Obecne w mleku oligosacharydy wspomagaja ochrong przed zakazeniem wirusem HIV w
trakcie karmienia przez matke seropozytywng. Wysokie stezenie HMO na powierzchni blony §luzowej
jelita dziecka zmniejsza ryzyko wchionigcia wirusa do organizmu (Coutsoudis i in. 2004). W wyniku
fermentacji zachodzacej w przewodzie pokarmowym dziecka z HMO powstaja rowniez

krotkotancuchowe kwasy thuszczowe (Ryzko, 2011).

3.1.1  Witaminy i mineraly
Organizm kobiety w trakcie laktacji priorytetowo zaopatruje w witaminy i sktadniki mineralne
dziecko karmione w sposéb naturalny poprzez zapewnienie odpowiedniego poziomu witamin w mleku.
Dlatego tez bardzo wazne jest spozywanie odpowiednich iloSci witamin wystarczajacej zaréwno dla
matki jak i dziecka. W przeciwnym razie witaminy be¢da dostarczane dziecku kosztem organizmu matki
(Segurai in. 2016).

Witaminy rozpuszczalne w wodzie

W mleku kobiecym obecne sg witaminy rozpuszczalne w wodzie takie jak tiamina (wit. By)
ryboflawina (wit. By), niacyna (wit. Bg) pirydoksyna (wit. Bg), cyjanokobalamina (wit. Byp), kwas
foliowy (wit. Bg), kwas pantotenowy (wit. Bs), biotyna (wit. H) oraz kwas askorbinowy (wit. C) (Emmett
i in 1997). Shi i in. (2011) wykazali, ze zawarto$¢ witamin rozpuszczalnych w wodzie nie zmienia sie
istotnie w czasie laktacji. Stwierdzili rowniez, ze zarowno suplementacja witaminami, jak rowniez

stosowana dieta wptywa na zwigkszenie st¢zenia tych substancji w mleku. Zawarto$¢ w organizmie
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witamin rozpuszczalnych w wodzie jest regulowana. Nawet przyjecie przez matke bardzo wysokich

dawek witaminy C nie powoduje jej nadmiernej zawartosci w mleku (Martysiak-Zurowska i in. 2017).
Witaminy rozpuszczalne w tuszczach

Stezenie witamin rozpuszczalnych w ttuszczach (A, D, E, K) w mleku ludzkim jest w niewielkim
stopniu zalezne od diety matki, poniewaz czerpane s3 one z zapasow zgromadzonych w organizmie
kobiety (Tokusoglu i in. 2008; Muslimatun i in. 2001). Najwi¢ksze stezenie witaminy D znajduje si¢ w
mleku poczatkowym, 4 ng/100g, natomiast w dojrzatym tylko 0,005 pg/100g. Korzystny wptyw na ilo$¢
tego sktadnika w mleku ma zwigkszona ekspozycja matki na promienie stoneczne (Ala-Houhala i in.
1988). Mleko kobiece zawiera niewielkie ilosci witaminy K, tj. $§rednio 22,4 pg/100g w siarze i tylko
0,8ug/100g w mleku dojrzatym. Juz kilka dni po porodzie w przewodzie pokarmowym niemowlecia
rozwija si¢ mikroflora, ktora zapewnia produkcj¢ witaminy K na wystarczajacym poziomie wzgledem
zapotrzebowania dziecka (Shi i in. 2011; Riordan, 2010). Witamina A oraz E jako witaminy wykazujace

wlasciwos$ci przeciwutleniajgce opisano w rozdziale 3.2.2.
Sktadniki mineralne

Zawarto$¢ wigkszosci z wymienionych w tabeli 3 sktadnikow mineralnych w mleku kobiecym
utrzymuje si¢ mniej wiecej na stalym poziomie na wszystkich etapach laktacji (Shi in. 2011). Wyjatek
stanowi cynk oraz miedz. Ze wzglgdu na duze zapotrzebowanie dziecka na te pierwiastki w poczatkowym
okresie zycia, ich stezenie jest wicksze w siarze. Zelazo w mleku kobiecym wystepuje w stezeniu
pieciokrotnie wyzszym niz w mleku krowim. U dzieci karmionych naturalnie nie obserwuje si¢ niedoboru
tego pierwiastka (Riordan, 2010; Krachler i in. 1998). Zdolno$¢ przyswajania przez noworodka tych
sktadnikow pokarmowych z mleka ludzkiego jest wicksza niz z mleka krowiego (Emmett i in. 1997).
Przypuszcza si¢, iz spowodowane jest to wigksza odpornoscig ligandow transportujacych sktadniki
mineralne na trawienie w przewodzie pokarmowym dziecka (Lonnerdal 1987). Zawartos¢
najistotniejszych sktadnikow mineralnych w mleku kobiecym zestawiono w tabeli 3. Oprocz
wymienionych mineratdw w mleku kobiecym znajduja si¢ niewielkie ilo$ci manganu, chromu, glinu oraz

fluoru (Riordan, 2010).
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Tabela 3. Zawarto$¢ gtownych sktadnikow mineralnych w mleku kobiecym w réznych okresach laktacji
(mg@/100 mL)* (Shi i in. 2011).

Skladnik/100ml Siara Mieko przejsciowe Mieko dojrzale
Ca[mg] 28,5+3,6 28,0 £ 4,3 33,4+7,0
P [mg] 14,1+1,7 15,0+£2,5 16,7+2,9
Cl [mg] 84,1 +82 89,7 +21,8 88,8+ 21,2
Mg [mg] 3,5+0,6 3,6+0,8 3,7+1,0
K [mg] 46,0+ 11,1 46,3+ 13,9 50,4 + 14,6
Na [mg] 11,0+33 16,3+ 8,7 13,8+5,6
Cu [pg] 61,3+ 82,7 59,0 + 48,3 36,7+ 19,8
Fe [mg] 0,05+ 0,02 0,05 + 0,02 0,05 + 0,02
Zn [mg] 0,3+0,2 0,3+0,2 0,02 £ 0,1
I [ug] 22,1+143 33,1+27,6 27,9+17,1
Se [ng] 1,4+0,5 1,9+04 1,5+ 0,6

*_ Srednia zawarto$¢ + odchylenie standardowe, n= 80

3.2 Wybrane biologicznie aktywne skladniki mleka kobiecego

Biologicznie aktywne skladniki mleka ludzkiego wspomagaja nie w pelni rozwinicty uktad
odporno$ciowy oraz trawienny noworodka. Organizm przeciwdziala infekcji dzigki obecno$ci czynnikdéw
odpornosci swoistej, do ktorych nalezg immunoglonuliny oraz nieswoistej, do ktorych zalicza si¢ m. in.
lizozym i laktoferyne (Lonnerdal 2003; Ogundele i in. 1999). Odporno$¢ organizmu niemowlecia
wspomagana jest rOwniez przez komponenty przeciwutleniajgce takie jak enzymy: dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa, witaminy: A, C, E oraz glutation, koenzym Qg i
laktoferyng (Bry$ i in. 2015). Niezwykle istotnym sktadnikiem wspomagajacym uktad odpornosciowy
niemowlecia jest mikroflora probiotyczna mleka kobiecego (rozdziat 4).

Mleko kobiece zawiera w swoim sktadzie réwniez enzymy trawienne, ktéore wspomagaja rozktad
sktadnikow odzywczych mleka w przewodzie pokarmowym dziecka. Zalicza si¢ do nich amylaze,

proteazy oraz lipazy (Chattertona i in. 2004; Lindberg i in. 1982; Hamosh i in. 1981)

3.21  Skladniki przeciwdrobnoustrojowe

Lizozym

Lizozym (LZ) wykazuje bezposredni efekt bakteriobdjczy w stosunku do bakterii Gram dodatnich.
Enzym ten dziata litycznie w stosunku do $ciany komoérkowej bakterii powodujac degradacje wigzan
B-1,4-glikozydowych migdzy atomem C-1 kwasu N-acetylomurainowego, a atomem C-4
N-acetyloglukozaminy prowadzac do rozktadu mureiny na disacharydy (Chipman i in. 1969). W reakcje
enzymatyczne LZ zaangazowane sa dwie reszty aminokwasowe: kwasu glutaminowego (Glu35) oraz
asparaginowego (Asp52) (Doonan, 2008; Callewaert i in. 2010; Leyko, 1983; Artymiuk i in. 1979).

W synergicznym dziataniu z laktoferyng lizozym dziata bakteriobdjczo réwniez w stosunku do
bakterii Gram ujemnych. Usunigcie lipopolisacharydu z zewnetrznej btony komorkowej przez laktoferyne
umozliwia dostep LZ do wewngtrznej matrycy proteoglikanowej membrany powodujac rozktad
peptydoglikanow $ciany komorkowej co prowadzi do $mierci komorki (Ellison i in. 1991). Stwierdzono
réwniez, ze forma zdenaturowana lizozymu, jak réwniez niektore peptydy powstate w wyniku hydrolizy

tego biatka wykazuja dzialanie degradacyjne w stosunku do btony komorkowej bakterii (Pellegrini i in.
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1997). Przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ zdenaturowanego enzymu wigze si¢ z amfipatycznym
charakterem (zdolnosci utrzymywania si¢ na granicy wodnej i lipidowej) jednego z czterech peptydow
znajdujacych si¢ na C-koncu LZ. Dzigki zmianom konformacyjnym fragment ten wnika do wnetrza blon,
gdzie dodatnio natadowane reszty jego aminokwasow oddziatywaja z ujemnie natadowanymi sktadniami
bton. Konsekwencjg tego jest ich uszkodzenie oraz $mieré komorki (Masschalck i in. 2001;Diiring i in.
1999;Hisham i in. 1996). Na aktywno$¢ LZ wplywa temperatura, pH oraz st¢zenie chlorku sodu w
srodowisku. Optymalne warunki dziatania LZ to temperatura nie przekraczajaca 60°C oraz pH 6-7. W
srodowisku pozbawionym NaCl dziatanie bdjcze tego enzymu jest obnizone (Salton, 1957).

LZ wystepuje w organizmach zwierzecych, roslinnych oraz wirusach. Zlokalizowany jest w ziarnach
neutrofiléw, makrofagow 1 monocytow. U czlowieka wystgpuje w osoczu krwi, izach, S§linie,
wydzielinach $§luzowo-surowiczych drog oddechowych oraz w mleku (Futoma-Kotoch i in. 2009; Gotab i
in. 2007). LZ mleka ludzkiego jest wytwarzany gléwnie przez makrofagi, ktore stanowig okoto 80%
komorek mleka (Ballard i in. 2013). Zawarto$§¢ LZ w mleku ludzkim jest zmienna i zalezy od fazy
laktacji. Do okoto 30 dnia po porodzie stezenie tego biatka wynosi okolo 0,4 g/L, nastgpnie zaczyna
rosng¢ i pomigdzy 57 a 84 dniem wynosi okoto 0,9 g/L(Pawlus i in. 2005; Montagne i in. 2001).
Terminowos$¢ porodu rowniez wplywa na stezenie LZ w mleku kobiecym. W mleku kobiet, ktore
urodzity przed terminem oznaczono wigksze stezenie tego biatka (Goldman, 2000).

Podczas badan nad tym biatkiem zauwazono znaczny wzrost jego zawartosci w zotadku dziecka po
procesie trawienia mleka. Wskutek tego procesu niszczone sg blony komorkowe (zaréwno plazmowe jak
i organelli) makrofagéw pochodzacych z mleka matki co prowadzi do uwolnienia si¢ LZ. Badacze
wykazali, iz makrofagi w najwigkszej ilosci degradowane sa w koncowym etapie trawienia w zotadku,
czyli przed jego oproznieniem, co przyczynia si¢ do wigkszej dostepnosci LZ w gornym odcinku jelita

cienkiego (Zhang i in. 2013).
Laktoferyna

Laktoferyna (LF) w organizmie ludzkim wystepuje w ptynach ustrojowych i wydzielinach takich jak
mleko, 1zy oraz S$lina. Biatko to jest jednym z podstawowych skladnikéw mleka kobiecego
wspomagajacych nie w petni rozwiniety uktad odpornosciowy niemowlecia. LF obecna w mleku ludzkim
syntetyzowana jest w gruczole sutkowym przez komoérki nabtonkowe, natomiast ekspresja tego biatka
regulowana jest przez prolaktyng. Biatko wystepuje w mleku w formie zamknigtej (aktywnej), tj.
zawierajacej] w swojej czasteczce jon zelaza, dzicki czemu jest odporna na proteolize (Brock, 2002,
Masson i in. 1966). Zawartos¢ LF w mleku Iudzkim jest zmienna i zalezy od fazy laktacji (od 5,8 g/L w
siarze do 2,2 g/L w mleku dojrzatym) (Montagne i in. 2001).

LF wykazuje miedzy innymi wlasciwosci bakteriostatyczne, bakteriobojcze, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe, przeciwutleniajace oraz przeciwwirusowe (Mataczewska i in. 2006; Wakabayashi
i in. 2006; Sacharczuk i in. 2005).

Wiasciwosci bakteriobojcze LF zwigzane sa z jej zdolnoscia do wigzania jonow zelaza, ograniczajac
tym samym dostgpnos¢ tego pierwiastka dla bakterii, przez co nastgpuje zahamowanie ich wzrostu
(Reyes i in. 2005). Bakteriobojcze w stosunku do bakterii Gram ujemnych dziatanie LF wynika rowniez z
bezposredniej interakcji z lipopolisacharydami (LPS). Biatko to prowadzi do uwolnienia LPS ze $ciany

komoérkowej bakterii zwiekszajac przepuszczalnos¢é membrany, co prowadzi do jej uszkodzenia i $§mierci
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komorki (Ellison i in. 1991; Coughlin i in. 1983). W przypadku bakterii Gram dodatnich efekt ten
wspomagany jest wigzaniem si¢ LF z kwasem lipoteichowym - sktadnikiem btony komodrkowej bakterii,
co powoduje zmniejszenie tadunku ujemnego $ciany komorkowej, a tym samym wspiera dzialanie
lizozymu (Leitch i in. 1999). Zdolno$¢ LF do wigzania jondw zelaza posrednio przeciwdziala stresowi
oksydacyjnemu w organizmie (Safaeina i in. 2015). Jony Zelaza posiadaja zdolno$¢ katalizowania reakcji
tworzenia reaktywnych form tlenu, oraz wzmacniajg reakcj¢ Fentona (reakcja nadtlenku wodoru z jonami
zelaza (Fe*") z wytworzeniem rodnika hydroksylowego) (Emerit i in.2001; Belizi i in. 1999; Olinski i in.
1996).

LF wykazuje aktywnos¢ przeciwwirusowa zarowno wzgledem wirusa DNA jak i RNA. Mechanizmy
dziatania LF przeciw wirusom nie zostaty jednak jeszcze doktadnie scharakteryzowane. Przypuszcza sig,
ze LF moze blokowa¢ internalizacje¢ niektorych wiruséw w komorce gospodarza (np. wirusa cytomegalii)
jak rowniez blokowaé replikacj¢ w komorce gospodarza (np. wirus zapalenia watroby typu C lub
rotawirus) (Beljaars i in. 2004; Ikeda i in. 2000; Superti i in. 1997). LF oprocz dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wspomaga uklad odpornosciowy noworodka m.in. poprzez stymulacje

wzrostu tkanek jelita, chroni przed translokacja bakterii jelitowych do uktadu krazenia (Artym i in. 2005).

3.2.2  Skladniki przeciwutleniajace

W warunkach homeostazy reaktywne formy tlenu (RTF) uwalniane w iloéciach fizjologicznych petnia
role mediatorow 1 regulatorow wielu procesé6w komoérkowych (Valko i in. 2007). Ponadto ROS biora
udziat w regulacji procesow odpornoéciowych poprzez nasilenie aktywacji limfocytow T oraz indukcje
adhezji komorek leukocytarnych do $rodbtonka, co umozliwia ich przenikanie z uktadu krazenia do
miejsca reakcji zapalnej (Drége i in. 2002; Los i in. 1995; Valko i In. 2007). W celu zapobiegania lub
hamowania zmian wywolanych dziataniem ROS organizm wyksztalcit mechanizmy obronne, czyli tak
zwany system antyoksydacyjny (Zabtocka i in. 2008)

Stan stresu oksydacyjnego jest szczegdlnie niebezpieczny dla dzieci urodzonych przedwczesnie.
Niestety w ich przypadku zazwyczaj konieczne jest zastosowanie terapii tlenowej, czego skutkiem moze
by¢ hiperoksja, czyli wyzsze niz normalne stezenie tlenu w komorkach. Stan ten sprzyja powstawaniu
wolnych rodnikow, z ktorymi niedojrzaty uktad odpornosciowy dziecka nie moze sobie poradzi¢. Dlatego
szczegblnie wazne jest aby przeciwutleniacze dostarczane byly do organizmu wraz z pokarmem (Czajka,
2006; Buonocore i in. 2006). W mleku kobiecym stwierdzono obecno$é przeciwutleniaczy
enzymatycznych, do ktorych zalicza si¢ migdzy innymi dysmutaze ponadtlenkows (Superoxide
Dismutase - SOD), katalazg (CAT — Catalase), peroksydaze glutationowa (GPx - Glutathione Peroxidase)

jak rowniez nieenzymatycznych tj. glutation, koenzym Q , witaminy A, C i E.
Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

SOD katalizuje reakcj¢ dysmutacji rodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru wg reakcji:
soD

02“ + Ozh +2H — HzOz + Oz

Proces ten przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie pod wptywem rodnika ponadtlenkowego
nastepuje redukcja umiejscowionego w centrum aktywnym jonu metalu z jednoczesnym uwolnieniem
czasteczki tlenu (1). Nastepnie jon metalu ulega utlenieniu przy udziale kolejnej czgsteczki rodnika

ponadtlenkowego oraz wodoru z wytworzeniem nadtlenku wodoru (2). Nadtlenek wodoru réwniez
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zaliczany do ROS rozkladany jest przez katalaze, kolejny enzym przeciwutleniajgcy wystepujacy w
mleku ludzkim (Corvo i in. 2000).

(1) Mn** + 0,” — Mn** + O,
(2) Mn** + 0, + 2H" — Mn*" + H,0,

W mleku ludzkim wystepuja dwie izoformy SOD, mitochondrialna zawierajaca mangan oraz
cytoplazmatyczna cynkowo-miedziowa (Kasapovi¢ i in. 2005). Formy te charakteryzuja si¢ ro6zna
odpornoscig na dzialanie czynnikéw zewnetrznych. ZnCuSOD wykazuje wyzsza odporno$¢ na dzialanie
wysokiej temperatury oraz na proteoliz¢ w poréwnaniu z MnSOD (Imlay i in. 1996). Najwicksza
aktywno$¢ SOD wystepuje w mleku poczatkowym i wynosi okoto 6,3 nmol/min/mL. Wraz
z wydluzeniem si¢ czasu laktacji nastgpuje spadek aktywnosci tego enzymu do poziomu okoto

2 nmol/min/mL w mleku dojrzatym (Yuksel i in. 2015).
Katalaza (CAT)

Kazda podjednostka katalazy posiada uktad hemowy z centralnie wbudowanym atomem zelaza (Fe*").
W przypadku ludzkiej odmiany powyzszego enzymu grupa ta osadzona jest gleboko we wnetrzu
hydrofobowego kanatu biatka, ktory uniemozliwia dostep do grupy hemowej czasteczkom wigkszym niz
H,O, (Bayer i in. 1988). Enzym ten katalizuje reakcje dysproporcjonowania nadtlenku wodoru (H,05),
powstajacego miedzy innymi w wyniku dziatania SOD, do czasteczki wody i tlenu. W zaleznosci od
stezenia nadtlenku wodoru w $rodowisku enzym ten wykazuje zréznicowane dzialanie. W przypadku
wysokiej koncentracji H,O,, katalaza rozktada nadtlenek wodoru do czasteczki wody i tlenu (1).
Natomiast gdy stezenie H,0, jest niskie dominuje aktywno$¢ peroksydazowa katalazy Wowczas enzym
katalizuje reakcje utleniania zwigzkow bedacych donorami wodoru miedzy innymi SH,, etanolu,
metanolu, azotanéw (III) (2) (Cadenas, 1997; Gaetani i in. 1996; Halliwell i in. 1993; Percy, 1984; Sun i

in. 1994).
CAT

(1) 2H202 i 2H2O + 02

CAT
(2) H202 + SH2 — 2H20 +S

Reakcja dysproporcjonowania nadtlenku wodoru przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie reakcji
katalazy z H,0; nastepuje redukcja nadtlenku wodoru do wody. W drugim etapie nastepuje utlenienie
przez ten zwigzek kolejnej czasteczki nadtlenku wodoru, w wyniku tego powstaje tlen czasteczkowy i
woda (Chelikani i in. 2003; Kalko i in. 2001).

Aktywnos$¢ katalazy w mleku ludzkim jest zréznicowana i zalezy od etapu laktacji. Wraz z
wydluzeniem sie czasu laktacji aktywnos¢ enzym maleje z 26 nmol/min/mL w siarze do

1,8 nmol/min/mL w mleku dojrzatym (Yuksel i in. 2015).
Glutation

Glutation jest tripeptydem zawierajgcym w swoim skladzie glutamine, cysteing oraz glicyng.
W komorkach dominuje posta¢ zredukowana glutationu (GSH). Posta¢ utleniona stanowi mniej niz 1%

catkowitej puli tego zwigzku. W komoérkach biatko to zlokalizowane jest cytoplazmie, mitochondriach
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oraz jadrze komorkowym (Hwang i in. 1992). Stosunek stgzen postaci zredukowanej do utlenionej
glutaionu (GSH/GSSG) stanowi miar¢ stanu oksydacyjno-redukcyjnego komorki (Gilbert 1995).

GSH inaktywuje reaktywne formy tlenu, czynniki rakotworcze typu endogennego oraz egzogennego,
jak rowniez obniza stgzenie wtornych produktow utleniania lipidow (np. MDA- dialdehyd malonowy)
powstajacych w wyniki utleniania wielonienasyconych kwasow tluszczowych (Ankrah i in. 2000).
Ponadto utrzymuje w stanie funkcjonalnym inne substancje przeciwutleniajace mleka (np. witamine C)
oraz wspomaga immunologiczng odpowiedz komérkowa uczestniczac w aktywacji limfocytow (Wells i
in. 1995; Hamilos i in. 1985).

GSH w mleku kobiecym w najwigkszym stezeniu wystgpuje W siarze, na poziomie okoto 250
mmol/L. Wraz z wydhizeniem czasu laktacji nast¢puje obnizenie zawartosci GSH do poziomu 160
mmol/L w mleku dojrzatym (Ankrah i in. 2000).

Peroksydaza glutationowa (GPx)

Peroksydaza glutationowa jest biatkiem tetramerycznym zbudowanym z 4 identycznych
podjednostek, w ktorych centrum aktywnym wystepuje atom selenu (Torres i in. 2003). Obecnie
wyrozniono trzy podstawowe formy GPx, ktore rdznig si¢ migdzy sobg strukturg podjednostek (CGPX,
PH-GPx, eGPX), jak rowniez miejscem wystepowania. Formy cGPx oraz PH-GPx zlokalizowane sa w
cytozolu komorki, natomiast eGPx wystepuje na zewnatrz komorki, w 0soczu krwi (Saito i in. 1999).

Jednym z substratow reakcji katalizowanej przez GPx jest zredukowany glutation (GSH) drugim
moze by¢é w zaleznosci od specyficznosci enzymu badz nadtlenck wodoru (1), badz wodorotlenek
lipidowy (2) (Elias i in. 2008; Torres i in. 2003) .

GPx
(1) H,0,+2 GSH — GSSG +2H,0
GPx
(2) LOOH +2 GSH — GSSG + LOH +H,0

Peroksydaza glutationowa typu ¢GPx bierze udziat w redukcji nadtlenku wodoru oraz organicznych
wodoronadtlenkéw, natomiast PH-GPx ma zdolno$¢ bezposredniego redukowania utlenionych
fosfolipidow i cholesterolu w btonach komérkowych. Typ eGPx posiada zdolnoé¢ redukowania zaréwno
wodoronadtlenkéw lipidowych jak i nadtlenku wodoru.

GPx Iacznie z reduktaza glutationowa wchodzi w sktad enzymatycznego uktadu zwigzanego z
glutationem. W wyniku dziatania tego uktadu glutation pozostaje w cyklu forma utleniona-zredukowana
(Jaeschke i in. 2002; Arai i in. 1999; Saito i in. 1999; Flohe, 1988).

Aktywno$¢ GPx jest stata przez caty okres laktacji i wynosi okoto 80 mU/mL mleka (L Abbe i in.
2000).

Koenzym Qq

Koenzym Qi (ubichinon) czyli 2,3-dimetoksy-5-metylo-6-poliprenylo-1,4-benzochinon nalezy do
pochodnych benzochinonu (Siemieniuk i in. 2005).

Zwiazek ten posiada wilasciwosci zard6wno pro-, jak i antyoksydacyjne. Dziatanie prooksydacyjne
wykazuje rodnik ubisemichinonowy oraz anionorodnik ubisemichinonowy i polega na wytworzeniu ROS

w wyniku reakcji z tlenem (James i in. 2004). Dziatanie antyoksydacyjne wykazuje posta¢ zredukowana
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CoQq -ubichinol, ktérego dziatanie bezposrednie polega na wigzaniu wolnych rodnikow zapobiegajac
tym samym peroksydacji lipidow oraz oksydacyjnym modyfikacjom biatek i DNA. Jego posrednia
funkcja polega na regeneracji zredukowanej, biologicznie aktywnej postaci a-tokoferolu z jej postaci
utlenionej (Ernster 1995).

Zawarto$¢ CoQqo W mleku kobiecym jest zmienna i zalezy od fazy laktacji oraz terminowosci porodu.
Najwigksze stezenie tego przeciwutleniacza oznaczono w siarze, $rednio 0,81 + 0,06 pmol/L, natomiast w

mleku dojrzatym $rednio 0,75 + 0,06 umol/L (Quiles i in. 2006).
Witamina C

Witamina C zaliczana jest do przeciwutleniaczy rozpuszczalnych w wodzie. Witamina ta spelnia w
organizmie wiele funkcji, m. in. hamuje inicjacj¢ tancuchowych reakcji wolnorodnikowych. Poprzez
donacj¢ wodoru witamina C przeksztalca si¢ w jon askorbinowy, a nastgpnie z udzialem rodnika
tlenowego w niercaktywny rodnik askorbinowy, ktory regenerowany jest do kwasu askorbinowego z
udziatem glutationu (Sies i in. 1992). Witamina C jest aktywna biologicznie zaréwno w formie
nieutlenionej (kwas L-askorbinowy) jak i zredukowanej (kwas dehydroaskorbinowy) (Konopacka, 2004).

AH,— AH +H*
AH +R* — A* + RH
2A* + H'— A* + AH"
A* + 2GSH — AH, + GSSG
AH; - kwas askorbinowy, AH" - jon askorbinowy, A*- rodnik askorbinowy, R*- rodnik tlenowy, GSH-

zredukowana posta¢ glutationu, GSSG- utleniona posta¢ glutationu

Ze wzgledu na wysoka niestabilno$¢ witamina C jest wykorzystywana jako marker zmian
zachodzacych w trakcie przetwarzania zywnosci Szybkos¢ jej degradacji jest zalezna od temperatury, pH,
dostepu $wiatta, obecnosci enzymow oraz dostepu tlenu (Steskova i in. 2006).

Srednie stezenie witaminy C w mleku kobiet pochodzacych z rejonu Trdjmiasta wynosi okoto
50 mg/L (Martysiak-Zurowska i in. 2017). Niedobor tej witaminy W organizmie dziecka w zyciu
ptodowym moze prowadzi¢ do nieprawidtowosci w rozwoju uktadu nerwowego (Tveden-Nyborg i in.
2012). Deficyt witaminy C w pokarmie prowadzi do zaburzenia przemian kwasow thuszczowych,

ostabienia naczyfn wlosowatych, jak réwniez zmniejszenia odporno$ci na infekcje (Tolonen, 1990).
Witamina A

Witamina A jest przeciwutleniaczem rozpuszczalnym w tluszczach. Dwiema podstawowymi formami
witaminy A sg retinol oraz 3,4-didehydroretinol. Obydwie formy tatwo ulegaja utlenieniu do aldehydow,
a nastepnie kwaséw (Moszczynski i in. 1999). Przeciwutleniajace whasciwosci witaminy A polegaja na
reakcji retinolu z rodnikami nadtlenkowymi i przerwaniu reakcji tancuchowej peroksydacji lipidow z
wytworzeniem wodoronadtlenkow. Witamina ta posiada ponadto zdolno$¢ do bezposredniego
reagowania z ROS z wytworzeniem 5,6-epoksydu retinoidowego (Palace i in. 1999). Prowitamina A czyli
B-karoten oprocz zdolnosci ,,zmiatania” rodnikéw nadtlenkowych powoduje wygaszanie tlenu
singletowego. Proces ten zachodzi w dwojaki sposob. Poprzez bezpo$rednie przeniesienie energii
wzbudzenia na czasteczke karotenoidu i jej rozproszenia w postaci ciepta lub chemicznej reakcji z tlenem

prowadzacej do nieodwracalnego uszkodzenia czasteczki karotenoidu (Edge i in. 1997).
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Zawarto§¢ witaminy A w mleku ludzkim jest najwyzsza w mleku poczatkowym i wynosi okoto
1 pg/mL. Nastepnie w mleku dojrzatym spada do okoto 0,14 pg/mL (Macias iin. 2001).

Niedobdr tej witaminy moze powodowac upos$ledzenie wzroku, jak rowniez wysychanie bton
sluzowych co powoduje zwickszenie ryzyka wystapienia stanow zapalnych, mi¢dzy innymi uktadu

oddechowego oraz pokarmowego (EFSA, 2006).
Witamina E

Witamina E podobnie jak witamina A nalezy do przeciwutleniaczy rozpuszczalnych w ttuszczach.
Aktywnos$¢ witaminy E wykazuje 8 izoform, ktore zbudowane sa z uktadu pierScieniowego 6-chromanolu
i szesnasto weglowego tancucha bocznego. Izoformy te mozna podzieli¢ na tokoferole w ktorych
wystepuje nasycony tancuch boczny oraz tokotrienole, ktore posiadaja nienasycony tancuch boczny. W
zaleznosci od potozenia grup metylowych w pierscieniu chromanolu powyzsze typy witaminy E
klasyfikuje si¢ jako formy a, B, v, & (Moszczynski i in. 1999). Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca tokoferoli
polega na zdolno$ci do przerwania tancuchowej reakcji peroksydacji lipidow. Tokoferole reagujac z

rodnikami nadtlenkowymi tworza wzglednie stabilne rodniki tokoferylowe.

a-TOC + ROO* — a-TO+ + ROOH
Dziatanie antyoksydacyjne witaminy E zalezy od obecnosci grupy —OH w pozycji 6 pierscienia
chromanolu. Atom wodoru uczestniczy w wygaszaniu tlenu singletowego oraz hamowaniu tworzenia
rodnikow nadtlenkowych (Burton, 1994). Najwyzsze stezenie najbardziej reaktywnej formy witaminy E,
tj. a-tokoferolu wystepuje w mleku poczatkowym i wynosi okoto 10 pg/mL, a nast¢pnie spada do

poziomu 3 pug/mLw mleku dojrzatym (Martysiak-Zurowska i in. 2013).
Niedobdr witaminy E moze powodowac¢ nieodwracalne uszkodzenie uktadu nerwowo - mi¢§niowego
(Sokol i in. 1987;Socha i in. 1997). W przypadku niemowlat moze on wplywaé na rozwdj
niedokrwistosci polegajacej na podatnosci erytrocytow na hemoliz¢ oraz obnizeniu syntezy hemoglobiny

(Gawecki, 2002).

3.2.3  Skladniki immunoochronne i immunomodulujace

Immunoglobulina A (IgA)

Uktad odpornosciowy niemowlgcia nie jest w pelni wyksztalcony, dlatego tez ochrong przed
patogenami zapewniajag mu przeciwciata dostarczone wraz z mlekiem matki. Dominujacg klasg
przeciwcial w mleku jest IgA, ktora stanowi 80-90% wszystkich immunoglobulin (Agarwal i in. 2011;
Brandtzaeg, 2003). 1gA obecna w mleku ludzkim jest swoista wobec mikroflory uktadu oddechowego
oraz pokarmowego matki. Antygeny dostajace si¢ do organizmu matki w trakcie laktacji ,,rozpoznawane”
sg przez komorki M na powierzchni blony $luzowej jelita cienkiego, gdzie sa aktywowane miejscowe
limfocyty. Kolejno limfocyty opuszczaja przewdd pokarmowy i przechodza przez uktad limfatyczny do
gruczohu piersiowego (Kleinman i in. 1979), gdzie pobudzaja komorki plazmatyczne do syntezy IgA.
Biatko to powstaje w gruczole pod btong podstawowa w postaci dimeru, ktdry nastepnie przytacza si¢ do
receptora poly-Ig i dyfunduje przez blone podstawowg do mleka (Janeway i in. 2001).

IgA obecna w mleku ludzkim wspomaga rozwdj przewodu pokarmowego niemowlecia. Ogranicza

adhezje¢ do bton $luzowych drobnoustrojow patogennych takich jak E.coli, S. pneumoniae, H. influenzae,
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C. difficile, jak rowniez neutralizuje wirusy takie jak polio, wirusy Coxsackie, jak rowniez rotawirusy
(Agarwal i in. 2011; Welsh i in. 1979).

Zawarto$¢ IgA w mleku kobiecym zalezna jest od fazy laktacji. Najwicksze stezenie tej
immunoglobuliny oznaczane jest w siarze 6,5 g/L, nastepnie obniza si¢ do poziomu 0,7 g/L w mleku
dojrzatym (Castellote i in. 2011). W mleku ludzkim stwierdzono réwniez obecno$¢ innych Kklas

immunoglobulin: IgM, 1gG, IgE, ale w mniejszych ilo$ciach.
Cytokiny mleka ludzkiego

Cytokiny okreslane mianem lokalnych hormonéw, dziataja w sposdb autokrynny oraz parakrynny.
W mleku ludzkim wystepuja takie cytokiny jak IL-1pB, IL-2, -6, -8, -10, -12, -18, IFN-y, TNFa, TGF-f
oraz cytokiny hematopoetyczne. Odgrywaja one znaczaca role w procesach immunomodulacji oraz
immunoochrony. Reguluja wzrost, réznicowanie, migracj¢ komoérek, formowanie oraz degradacje
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej, procesy chemotaksji oraz apoptozy (Stepien-Wyrobiec i in.
2008). Peptydy te wytwarzane sa przede wszystkim przez komoérki jednojadrzaste, glownie monocyty
oraz limfocyty aktywowane w miejscu reakcji zapalnej (Krzemien, 2005; Robak, 1996).

Najbardziej znaczacg ilosciowo cytoking mleka ludzkiego stanowi transformujacy czynnik wzrostu
(TGF B). TGF-B powstaje w aparacie Golgiego w formie kompleksu z biatkiem LAP (NiemczyK i in.
2005). TGF-p wchodzacy w sktad tego kompleksu jest pozbawiony zdolno$ci wigzania si¢ ze Swoimi
receptorami i wlasnie w takiej formie wystepuje w mleku kobiecym . Uwolnienie TGF-$ z komplekséw
nastepuje pod wplywem réznych czynnikdéw, takich jak wahania temperatury i pH, promieniowanie
jonizujace, dziatanie trombospondyny i plazminy (Bierie i in. 2006; Fleisch i in. 2006; Niemczyk i in.
2005). Aktywacja cytokiny nastgpuje w niskim pH, w zotadku dziecka (Nakamura i in. 2009).

TGF-B obecny w mleku ludzkim wystepuje w trzech izoformach tj. TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, wsrod
ktorych dominuje TGF-B2 (95%). Stezenie TGF-B2 w mleku kobiecym jest zréznicowane w zaleznosci
od fazy laktacji i w siarze wystepuje w zakresie 1,3-5,3 ng/mL, natomiast w mleku dojrzatym w zakresie
0,6-2,7 ng/mL (Kallioméki i in. 1999). Cytokina ta wspomaga uktad odporno$ciowy noworodka miedzy
innymi poprzez regeneracj¢ uszkodzonych bton §luzowych przewodu pokarmowego, uszczelnienie
bariery jelitowej oraz zwigkszenie tolerancji immunologicznej (Maheshwari i in. 2011; Rautava i in.
2011). Zaraz po urodzeniu uktad odpornosciowy jest niedojrzaty, synteza czynnikdw immunologicznych
w niedojrzatych jelitach dziecka jest minimalna. Dostarczany z mlekiem kobiecym TGF-B2, wspolnie z
IL-10, odgrywa gtéwna rolg¢ w wytwarzaniu IgA w tym okresie (Penttild i in. 1998; Hacsek i in. 1996;
Perkkio i in. 1980). Zawarta w mleku kobiecym TGF-f pobudza komorki B oraz komorki nabtonkowe
jelit noworodka do endogennej produkcji 1gA, kolejno wraz z wiekiem dziecka stezenie TGF-f w mleku
maleje (Penttild i in. 1998;Seder i in. 1998; Zan i in. 1998;Christ i in. 1997).

Czynniki wzrostu

W mleku ludzkim zawarte s3 czynniki wzrostu, ktére posrednio regulujg dziatanie ukladu
pokarmowego, naczyniowego, nerwowego oraz hormonalnego dziecka. Zalicza si¢ do nich: czynnik
wzrostu $rodblonka naczyn, insulinopodobne czynniki wzrostu, czynnik wzrostu naskorka, czynniki
neurotroficzne pochodzace z mozgu i linii komorek gleju. Najwigksze stezenie powyzszych

komponentéw mleka kobiecego oznaczane jest w mleku poczatkowym matek wezesniakow. Wykazano,
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iz nieprawidlowa regulacja aktywnos$ci czynnika wzrostu §rodbtonka naczyn przyczynia si¢ do zaburzenia
unaczynienia siatkowki oka zwickszajac ryzyko wystapienia retinopatii wezesniaczej (Reynolds 2001).
Z kolei insulinopodobny czynnik wzrostu przeciwdziala powstawaniu martwiczego zapalenia jelit
(Baregamian i in. 2006). Rowniez czynnik wzrostu naskorka wspomaga regeneracje btony $§luzowej
uszkodzonego jelita (Khailova i in. 2009). Czynniki neurotroficzne wyst¢pujace w mleku kobiecym
stymulujg rozwdj jelitowego ukladu nerwowego noworodka regulujac prawidtowa perystaltyke jelit oraz

zwickszajac przezycie neuronéw (Boesmans i in. 2008; Fichter i in. 2011).

3.24  Enzymy trawienne

Prawidlowy rozwoj mlodego organizmu dziecka uzalezniony jest miedzy innymi od dostarczenia
oraz mozliwosci przyswajania skladnikéw odzywczych mleka kobiecego. Uklad pokarmowy
niemowlecia posiada ograniczenia wynikajace z niedostatecznej produkcji enzymoéw trawiennych.

W przypadku wilaczenia do diety dziecka produktéw zawierajacych skrobi¢ a-amylaza zawarta w
mleku ludzkim wspomaga hydrolize cukrow ztozonych przez co dzieci karmione naturalnie sg w stanie
trawi¢ positki wegglowodanowe znacznie wczesniej i znacznie lepie w pordwnaniu z niemowlgtami
karmionymi preparatami do zywienia niemowlat (Heitlinger i in. 1983). Aktywno$¢ tego enzymu w
organizmie dziecka jest niska i wynosi 0,2-0,5% w stosunku do aktywnosci u dorostego (Jones i in.
1982). Wykazano, iz niemowle nie posiada zdolnosci do produkcji endogennej a-amylazy nawet do 2
roku zycia (Zoppi i in. 1972). Najwicksza aktywnos¢ tego enzymu oznaczono w siarze okoto 550 U/L,
natomiast w mleku dojrzatym okoto 200 U/mL (Koci¢ i in. 2010).

Proteazy sa enzymami katalizujazymi rozktad biatek. Wykazato, iz enzymy te sa aktywne juz w
mleku, prowadzac do uwolnienia peptydow spetniajacych w organizmie niemowlecia wiele funkcji, np.
przeciwdrobnoustrojowe, immunomodulujagce. W mleku ludzkim obecne sg rowniez inhibitory proteaz,
ktére dziatajac selektywnie prowadza do zablokowania aktywnos$ci proteolitycznej wobec sktadnikow
bioaktywnych, dzigcki czemu mogg one spelnia¢ swoje funkcje w dalszym odcinku przewodu
pokarmowego (Dallas i in. 2017).

Lipidy mleka ludzkiego to w przewazajacej mierze trojglicerydy TAG, ktorych trawienie odbywa si¢
przy udziale enzymoéw lipolitycznych. Lipazy s enzymami, ktore odszczepiaja KT od szkieletu glicerolu.
Mileko kobiece zawiera dwie lipazy: lipaze stymulowang solami zétciowymi BSSL (bile salt stimulated
lipase), czasem zwang BDSL (bile salt dependent lipase) oraz lipaz¢ lipoproteinowa LPL (lipoprotein
lipase).

BSSL katalizuje reakcje trawienia lipidow w jelicie niemowlgcia poprzez odszczepienie KT od
czasteczki TAG, mono- i diacyloglicerolu oraz estrow cholesterolu. BSSL hydrolizuje wszystkie trzy
wigzania estrowe w czasteczce TAG, nie jest specyficzny wzgledem okreslonej pozycji KT w czasteczce
TAG (Hernel i in. 1994). Biatko jest odporne na dzialanie trypsyny oraz niskie pH wystepujace w
zotadku dziecka. Aktywacja enzymu zachodzi przy obecnosci soli zétciowych cholanowych oraz
chenodeoksycholanowych obecnych w dwunastnicy dziecka (Wardell i in. 1984). Dziatanie BSSL
pozwala na efektywne wykorzystywanie przez organizm dziecka cholesterolu, rozpuszczalnych w
tluszczach estrow witamin rozpuszczalnych w tluszczach, jak réwniez dlugotancuchowych

wielonienasyconych KT (Hernell i in. 1994; Thompson 1971). Aktywno$¢ BSSL w mleku ludzkim jest
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praktycznie stata przez caty okres laktacji (Wardell i in. 1984) i wynosi okoto 117 U/mL (Christen i in.
2013).

Glownym zadaniem LPL jest hydroliza TAG w chylomikronach i lipoproteinach o bardzo malej
gestosci VLDL. W organizmie ludzkim LPL jest zwigzana z proteoglikanami siarczanu heparanu na
$cianach naczyn wlosowatych. Niedobor tego enzymu w organizmie prowadzi do zaburzenia hydrolizy
TAG, czego skutkiem moze by¢ zapalenie trzustki (Garanty-Bogacka i in. 2002).

U kobiet karmiacych piersig dziatanie LPL regulowane jest poprzez dziatanie prolaktyny. Na krotko
przed porodem nast¢puje niemal catkowite obnizenie aktywnosci tego enzymu W tkance tluszczowej, oraz
aktywacja w gruczole sutkowym, ktora pozostaje na wysokim poziomie przez caty okres laktacji. Enzym
ten reguluje absorbcj¢ TAG, KT i cholesterolu przez gruczot sutkowy wplywajac na ilos¢ i jakosé
wytwarzanego tluszczu mlecznego. Mechanizm ten pozwala na wykorzystanie wickszosci krazacych w
uktadzie KT do produkcji lipidow mleka (Iverson i in. 1995, Zinder i in. 1974, Hamosh i in., 1970;
McBride i Korn 1964). LPL nie hydrolizuje lipidéw w mleku prawdopodobnie z powodu braku czynnika
surowicy, apolipoproteiny C-2, niezbg¢dnej do jego aktywowania (Havel i in. 1973).

3.25 Hormony
Do sktadnikéw biologicznie aktywnych obecnych w mleku ludzkim zaliczane sg rowniez hormony,
ktére biora udzial miedzy innymi w regulacji metabolizmu, jak rowniez w przyswajaniu sktadnikow
odzywczych. Jednymi z nich jest insulina oraz adiponektyna, ktore biorg udzial w metabolizmie glukozy.
Stezenie insuliny w mleku kobiecym wynosi $rednio 586 pg/mL natomiast adiponektyny S$rednio
19,5 ng/mL (Ley i in. 2011; Chan i in. 2017). Leptyna obecna w mleku kobiecym reguluje uczucie gtodu
i sytosci, wptywajac jednoczesnie na prawidlowy przyrost masy dziecka (Chang i in. 2013). Jej stezenie

w mleku wynosi §rednio 349 pg/ mL (Chan i in. 2017).

4. Mikroflora mleka kobiecego

W mleku kobiecym oprocz sktadnikow decydujgcych o jego wartosci odzywczej oraz
wlasciwosciach odpornosciowych obecne sa réwniez drobnoustroje, zaréwno patogenne jak i
niepatogenne. Dawniej, uwazano ze mleko kobiece jest jalowe, jednak przeprowadzone badania
wskazuja, iz jest ono zrédlem wielu drobnoustrojow w tym korzystnie wplywajacych na organizm
dziecka (mikroflory probiotycznej) (Heikkild i in. 2003). Mikroorganizmy znajdujace si¢ w mleku
pochodza zaré6wno ze srodowiska jak i z organizmu matki. Mikroflora skory matki uwazana jest za jedng
z naturalnych skladowych mikroflory mleka, a nie jego zanieczyszczenie. W sklad mikroflory
wystepujacej na skorze matki oraz wyizolowanej z mleka kobiecego wchodzg bakterie z rodzaju
Staphylococcus, Corynebacteria i Propionobacteria (Kamianowska i in. 2008; Fernandez i in. 2013).

Przedstawione w tabeli 2 drobnoustroje uznawane sa za naturalng mikroflor¢ mleka kobiecego,
mimo, iz wérdd nich znajduja si¢ szczepy chorobotworcze (Martin i in. 2004). Mikroflora komensalna
obecna w mleku ludzkim chroni organizm niemowlgcia wytwarzajac substancje takie jak kwasy
organiczne, nadtlenek wodoru, bakteriocyny, ktéore powoduja inaktywacje lub uniemozliwiajg patogenne;j
mikroflorze kolonizacje przewodu pokarmowego niemowlaka (Olivares i in. 2006).

Mikroflora gruczotu sutkowego wystepuje w roznej ilosci w zaleznos$ci od okresu laktacji (Rys. 2).
Najwicksza ilos¢ drobnoustrojow wykryto od momentu wytwarzania siary do chwili rozpoczgcia

odstawiania dziecka od piersi, czyli nieregularnego odciagania mlek.
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Rysunek 2. Zmiany zawarto$ci mikroflory w gruczole piersiowym kobiety w trakcie
laktacji (Fernandez i in. 2013).

W trakcie cigzy organizm kobiety ulega anatomicznym oraz fizjologicznym zmianom, aby zapewnic¢
odpowiednie warunki dla rozwoju ptodu. Zmiany te wptywaja na prawie wszystkie uktady w organizmie
matki, tj. uktad krazenia, oddechowy, moczowo-plciowy oraz trawienny. Przewdd pokarmowy matki w
tym okresie charakteryzuje si¢ oslabiong barierowo$cia dla bakterii. Zmiany te moga sprzyjac
zwigkszonej translokacji mikroorganizméw w okresie cigzy i wezesnej laktacji (Berg, 1995; Hammond i
in. 1997). Badania przeprowadzone przez Martin i in. (2003) wskazuja, ze bakterie znajdujace sic w
mleku pochodzg réwniez z uktadu wewnetrznego organizmu matki, jednak autorzy nie okreslili sposobu
w jaki moglyby si¢ tam przedosta¢. Albersharat i in. (2011) zasugerowali, ze bakterie znajdujace si¢ w
mleku ludzkim moga pochodzi¢ z przewodu pokarmowego. Potwierdzeniem tego jest wyizolowanie z
mleka bifidobacterii, ktore sa $cistymi beztlenowcami, zatem nie moga stanowi¢ mikroflory skory matki
(Hunt i in. 2011; Gueimonde i in. 2007; Martin i in. 2004). Mikroflora zasiedlajaca przewdd pokarmowy
pokonujac barier¢ nabtonka jelitowego taczy si¢ z komoérkami dendrycznymi, ktore przenosza je do
weztdw chtonnych krezkowych, a nastepnie wraz z limfag mikroorganizmy przenoszone sa do nabtonka
gruczotu sutkowego (Rys.3) (Fernandez i in. 2013).Tym szlakiem do mleka ludzkiego moga przedostaé
si¢ rowniez drobnoustroje izolowane z krwi matki (Perez i in. 2007). Istnieje mozliwo$¢ przeniesienia
mikroorganizmoéw patogennych 2z organizmu matki do mleka. Przyktadem drobnoustrojow
chorobotworczych dostajacych sie do mleka kobiecego z jej organizmu sg paciorkowce z grupy B (Le
Doare i Kampmann 2014).

Kolejnym zrédlem drobnoustrojow wystepujacych w mleku kobiecym jest mikroflora jamy ustnej
dziecka. Mikrobiom ten ksztattowany jest poprzez kontakt z drogami rodnymi matki, oraz jej skora
(Mueller i in. 2015). Podczas naturalnego porodu nastgpuje przeniesienie mikroflory z drég rodnych
matki do jamy ustnej niemowlecia, skad w wyniku tzw. przeplywu wstecznego drobnoustroje zasiedlajg
gruczoty mleczne matki (Ramsay i in. 2004). Tg droga przedostawa¢ si¢ mogg migdzy innymi bakterie
kwasu mlekowego z rodzaju Lactobacillus oraz Bifidobacterium (Eli Aila i in. 2009). Szczepy bakterii
kwasu mlekowego przekazane w trakcie porodu wspomagaja odpornos¢ dziecka, jednak sugeruje sie, iz
nie kolonizujg one trwale przewodu pokarmowego niemowlecia w dalszym okresie zycia (Makino i in.

2011; Matsumiya i in. 2002; Martin i in. 2007). Tym samym szlakiem do mleka kobiecego moga si¢
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réwniez przedostawa¢ drobnoustroje patogenne. Najczesciej jednak mikroflora chorobotwoércza dostaje

si¢ do mleka poprzez niewtasciwa higieng (zanieczyszczony sprzet laktacyjny, brudne rece).
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Rysunek 3. Potencjalne Zrodta bakterii wystepujacych w mleku kobiecym
(Fernandez i in. 2013).

Tabela 4. Drobnoustroje wyizolowane z mleka kobiecego wg. Fernandez i in. (2013).

Rodzaj Gatunek

L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. gasseri,

Lactobacillus sp.

L. crispatus, L. rhamnosus, L. salivarius, L. reuteri, L. casei, L.
gastricus, L. vaginalis, L. animalis, L. brevis, L. helveticus, L. oris

Staphylococcus sp.

S. epidermidis, S. aureus, S. capitis, S. hominis

Streptococcus sp.

Str. mitis, str. salivarius, Str. oris, Str. parasanguis, Str. australis,
Str. gallolyticus, Str. vestibularis

Enterococcus sp.

E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. hirae, E. mundtii

Rothia

R. mucilaginosa

Bifidobacterium

B. adolescenosa, B. bifidum, B. breve, B. longum

Kocuria K. rhizophila

Pediococcus sp. P. pentosaceous

Wsroéd wyizolowanych z mleka kobiecego bakterii znajdujg si¢ rowniez szczepy probiotyczne takie
jak: Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium infantis,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidus (Kamianowska i in, 2008; Lawrence i in, 2007).
Korzystne dziatanie probiotykéw obrazuje si¢ kilkoma mechanizmami dziatania. Konkuruja z
mikroorganizmami patogennymi o Kkolonizacje¢ przewodu pokarmowego dziecka, wplywajac na
zwigkszenie produkcji bakteriocyn oraz sluzu wzmacniajg szczelnos$¢ przewodu pokarmowego (Lawrence
i in. 2007; Resta-Lenert i in. 2006). Obecnos¢ drobnoustrojow probiotycznych wplywa rowniez na

wzmocnienie uktadu odpornosciowego niemowlecia. Stwierdzono, ze szczep Lactobacillus rhamnosus
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GG wplywa na zwigkszenie poziomu swoistych komorek wytwarzajagcych antyretrowirusowe
przeciwciata klasy IgA (Majamaa i in. 1995; Kaila i in. 1992).

W mleku ludzkim moga by¢ obecne rowniez wirusy. Duzym zagrozeniem szczegodlnie dla dzieci
urodzonych przedwczesnie jest obecnos¢ w mleku cytomegalowirusa (CMV). U kobiet nosicielek
obecno$¢ CMV znacznie czgsciej jest rejestrowana w mleku niz w innych wydzielinach takich jak: mocz,
$lina czy wydzielina pochwowa (Dworsky i in. 1983). Innym niebezpiecznym wirusem mogacym dostac
sie do organizmu niemowl¢cia wraz z mlekiem jest ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV) (Vochem i
in. 1998,Stagno i in. 1980). Wirus HIV moze do organizmu niemowlgcia dostaé si¢ poprzez tzw.
zakazenie wertykalne, tj. zakazenie dziecka przez tozysko, w czasie porodu, lub podczas karmienia
piersia (Humphrey i in. 2010; Vochem i in. 1998, Stagno i in. 1980). Podwyzszone ryzyko transmisji
wirusa z mleka wystepuje w przypadku gdy zakazenie matki nastapi podczas laktacji lub pod koniec
ciazy, co zwigzane jest z wysokim poziomem wiremii, ktory wystepuje przy pierwotnym zakazeniu
wirusem (Humphrey i in. 2010). Wysokie ryzyko transmisji zalezne jest rowniez od okresu laktacji,
poziom wiremii jest wyzszy w siarze, niz w mleku badanym 14 dni po porodzie (Rousseau i in. 2003).
Kolejnym czynnikiem wptywajacym na ryzyko przeniesienia wirusa jest sposob karmienia dziecka. Jak
podaje Mofenson i in. (2000) dzieci karmione wylacznie mlekiem matki seropozytywnej rzadziej
nabywaja zakazenia wirusem HIV, niz niemowl¢ta karmione w sposob mieszany (mlekiem kobiecym,
sokami, innymi ptynami). Pokarm mieszany moze powodowaé wprowadzenie zanieczyszczen do
przewodu pokarmowego dziecka co w nastgpstwie moze przyczynia¢ si¢ do uposledzenia integralnosci
btony $luzowej przewodu pokarmoweg0O niemowlecia zwigkszajac ryzyko zakazenia wirusem HIV
(Coutsoudis i in. 1999). Dostgpne dane wykazuja, ze stosowanie profilaktyki antyretrowirusowej u
niemowlat, badz tez podawanie lekoéw matkom znaczaco zmniejsza, lecz nie eliminuje ryzyka transmisji
wirusa (Mofenson i in. 2000). Horvath i in. (2009) uwazaja iz w krajach rozwinigtych, gdzie dostep do
pokarmu zastgpczego jest powszechny skuteczne w zapobieganiu zarazeniu wirusem HIV noworodka po
porodzie jest catkowite zaprzestanie karmienia piersig. W krajach Afryki, gdzie dostep do wody pitne;j
niezbednej do przygotowania mieszanki mleko zastepczej jest mocno ograniczony, zastosowanie tego
typu rozwigzania przyczynia sie do zwiekszonej czestotliwosci zachorowan noworodkow na m. in.
biegunki, co w wickszosci przypadkow konczy si¢ zgonem.

W przypadku dzieci urodzonych przed terminem, czyli dzieci z grupy ryzyka wystepuja przypadki w
ktorych niemowle nie moze by¢ karmione bezposrednio z piersi matki. W tej sytuacji mleko jest
odciggane mechanicznie lub recznie. Jest to punkt krytyczny, w ktérym istnieje ryzyko zanieczyszczenia
pokarmu organizmami patogennymi. Przestrzeganie kryteriow mikrobiologicznych dla mleka kobiecego
odcigganego w ten sposdb powinno zapewniaé bezpieczenstwo zaréwno w przypadku podania go

niemowletom bez obrobki termicznej, jak i po obrobce termicznej.

5.  Metody utrwalania mleka kobiecego
Pasteryzacja niskotemperaturowa dtugotrwata LTLT (Low Temperature Long Time)
Proces pasteryzacji mleka krowiego przeznaczonego dla niemowlat przeprowadzit Gerber i Wieske w
1888 roku stosujac temperature 65°C przez 1 godzing (Gerber, Wieske, 1903). Kolejno w latach 20-stych

ubiegltego wieku opracowano metode pasteryzacji mleka krowiego, tzw. pasteryzacj¢ dtugotrwalg nisko

temperaturowa (LTLT - Low Temperature, Long Time - 62,5°C/30 min), inaczej zwana pasteryzacja
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holder. Mikroorganizmem krytycznym wykorzystanym do ustalenia parametrow pasteryzacji byt
Mycobacterium tuberculosis, jeden z gtéwnych patogendow przenoszonych przez krowie mleko w tamtych
czasach (North, Park, 1927). Metoda ta zostala oficjalnie przyjeta jako proces zapewniajacy
bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka krowiego w 1924 roku w Stanach Zjednoczonych (Juffs i Deeth
2007).

Ten rodzaj pasteryzacji jest najczesciej wykorzystywany do utrwalania mleka ludzkiego w BMK
(Wills i in. 1982). Proces ten zapewnia bezpieczenstwo mikrobiologiczne pokarmu podawanego
dzieciom, jednak prowadzi do czeSciowej lub catkowitej degradacji sktadnikow biologicznie aktywnych,
co bylo przedmiotem badan wielu naukowcéw (Tab. 5) (Gysel i in. 2012; Landers, Updegrove 2010;
Tully i in. 2001; Van Zoeren-Grobben i in. 1987). Wigkszo$¢ badan wykazato, iz sktadniki odzywcze sg
wzglednie stabilne po tego rodzaju obrobce termicznej, mimo iz stosowane warunki ogrzewania
prowadza do wzrostu stezenia niektorych substancji $wiadczacych o ich degradacji, takich jak np.
pierwotne oraz wtorne produkty utleniania lipidow (Vieira i in. 2011; Kotrri i in. 2016; Ding i in. 2015,
Espinosa Martos i in. 2013). Zredukowana zawarto$¢ sktadnikow przeciwdrobnoustrojowych oraz
odporno$ciowych (Tab. 5) obniza zdolno§¢ ochrony organizmu niemowlecia przed patogenami
pochodzacymi ze S$rodowiska zewngtrznego. Do skladnikéw wykazujacych aktywnos¢ biologiczng
obecnych w mleku ludzkim zaliczane sa réwniez przeciwutleniacze. Pasteryzacja holder w znacznym
stopniu obniza zawarto$¢ przeciwutleniaczy w mleku zmniejszajac tym samym zdolno$¢ obrony
organizmu niemowlecia przed ROS.

Innym niekorzystnym skutkiem traktowania mleka kobiecego wysoka temperatura jest inaktywacja
enzymow trawiennych, w najwigkszym stopniu lipaz, co powoduje zmniejszone przyswajanie lipidow
obecnych w mleku (Koletzko i in. 2001). Sktadowa lipidéw odporng na dziatanie temp.62,5°C sa
dhugotancuchowe wielonienasycone kwasy tluszczowe (LC-PUFA) (Henderson i in. 1998). Pasteryzacja
holder prowadzi do obnizenia zawarto$ci hormonéw m.in. insuliny i adiponektyny w mleku zwigkszajac
tym samym ryzyko wystgpienia cukrzycy typu 2 u dzieci w wieku pdzniejszym (Ley i in. 2011). Leptyna
jest hormonem, ktory pozostaje aktywny po procesie pasteryzacji (Chang i in. 2013).
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Tabela 5. Wptyw pasteryzacji holder (62,5°C/ 30 min) na wybrane sktadniki mleka kobiecego.

Sktadnik mleka kobiecego Retencja [%] Zroédto
Biatka 96
Thuszcze 95 Vieiraiin. 2011
Laktoza 100
Sktadniki odpornosciowe i przeciwdrobnoustrojowe
IgA 80
1gG 77 Sousa i in. 2014
IgM 49
Lizozym 46 L.
Czank i in. 2009
Laktoferyna 19
Enzymy trawienne
Lipaza 0 L.
Henderson i in. 1998
Amylaza 85
Sktadniki przeciwutleniajgce
TAC 33
Glutation 54 Silvestre iin. 2008
GPx 37
SOD 36 Marinkovi¢ i in. 2016
Witaminy
C 80 Molto-Puigmarti i in. 2011
A 100
B, 100
Bs 75
Van Zoeren-Grobben i in.
B 100 1987
Kwas foliowy 69
E 100
D 100
Hormony
Insulina 54 .
- Leyiin. 2011
Adiponektyna 67
Leptyna 100 Changiin. 2013

Pasteryzacja krotkotrwata HTST (High Temperature Short Time)

Wykorzystanie pasteryzacji HTST jako metody alternatywnej dla obecnie stosowanej w BMK
pasteryzacji holder od niedawna jest rozpatrywane przez naukowcow. Przedstawione w pismiennictwie
wyniki badan wykazaly, iz stosowane wartosci czasu i temperatury pasteryzacji HTST (75°C; 15 s)
zapewniaja bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka kobiecego. Metoda ta jest rowniez bardziej
zachowawcza w stosunku do skladnikow biatkowych, w tym peptydéw odpornosciowych (Klotz i in.
2017). Stosowanie tego rodzaju obrobki termicznej wykazuje pewne ograniczenia w przypadku mleka
kobiecego. Pierwszym z nich jest skala prowadzonego procesu (Fokke i in. 2007. Pojemnos$¢ dostepnych

urzadzen w ktérych mozliwe bylo by szybkie podgrzanie oraz schtodzenie materiatu biologicznego
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znacznie przekracza mozliwo$ci uzyskania przez BMK mleka od dawczyn. Badania przeprowadzone
przez Dehghan i in. (2012) wykazaly, iz podczas pasteryzacji HTST biatka mleka moga przylega¢ do
wymiennikow ciepta, a tym samym ogranicza¢ powierzchni¢ grzewcza, co stwarza ryzyko

niedostatecznego ogrzania materialu biologicznego.
Dzialanie wysokiego cisnienia

Technologia obrobki zywnosci przy zastosowaniu wysokich ci$nien HPP (High Pressure Processing)
rzgdu 400-600 MPa jest juz stosowana w wielu krajach do utrwalania produktéw spozywczych, takich jak
dzemy i soki owocowe. Technika ta pozwala na inaktywacje mikroorganizméw oraz eznymow
przedtuzajac okres przydatnosci do spozycia utrwalanej zywnosci, jednocze$nie w minimalnym stopniu
wplywa na jakos$¢ odzywcza oraz organoleptyczng produktu (Daher i in. 2017).

Do$¢ dobrze poznany jest wptyw wysokiego cis$nienia na sktadniki mleka krowiego, natomiast w
mniejszym stopniu na wystgpujace w mleku kobiecym. Bakterie Gram dodatnie i komorki w stacjonarnej
fazie wzrostu sa mniej wrazliwe na wysokie ci$nienie niz bakterie Gramu jemne i komorki znajdujace si¢
w logarytmicznej fazie wzrostu. Stopien inaktywacji mikroorganizméw przez HPP zalezy takze od
poziomu zanieczyszczenia bakteriami, czasu trwania oraz temperatury procesu, a takze pH i skladu
chemicznego $rodowiska (Alpas i in. 2000; Cheftel 1995). Bakterie wykazuja najmniejsza wrazliwo$¢ na
HPP w zakresie temperatur 20-35°C (Pandya i in. 1995; Simpson i Gilmour 1997; Reyns i in. 2000).

W literaturze dostepne sa tylko nieliczne informacje dotyczace wptywu HPP na wirusy.
W warunkach modelowych (surowica cielgca), wykazano, iz stosowanie ci$nienia 400 MPa w temp.25°C
pozwala na zmniejszenie liczby czastek wirusa HIV oraz CMV odpowiednio o 5 oraz 4 rzgdy wielko$ci
(Nakagami i in. 1996; Nakagami i in. 1992).

Pod wptywem wysokiego ci$nienia zachodzi denaturacja biatka, ktéra moze by¢ odwracalna lub nie w
zalezno$ci od rodzaju biatka, jego pochodzenia oraz wielkos$ci zastosowanego cis$nienia (Thakur i in.
1998). I tak np. B-laktoglobulina mleka krowiego jest bardziej podatna na denaturacje pod wpltywem
wysokiego ci$nienia w poréwnaniu z a-laktoalbuming. Stosowanie ci$nienia 400 MPa nie wpltywa na
stezenie o-laktoalbuminy, natomiast B-laktoglobulina ulega w tych warunkach denaturacji w 10%
(Huppertz i in. 2002).

Enzymy mleka naleza do sktadnikow stosunkowo odpornych na dziatanie HPP (Huppertz i in. 2002).
Fosfataza alkaliczna zachowuje aktywno$¢ po zastosowaniu ci$nienia 400 MPa przez 60 min w temp.
20°C (Lopez-Fendino i in. 1996). Stopniowa inaktywacja tego enzymu nastepuje dopiero po traktowaniu
mleka ci$nieniem powyzej 400 MPa i wydluzeniu czasu jego dzialania (Rademacher i in. 1998).
Laktoperoksydaza obecna w mleku krowim pozostaje w petni aktywna nawet po zastosowaniu ci$nienia
rzedu 700 MPa w 20°C przez czas 40 minut. W przypadku laktoferyny mleka krowiego stwierdzono
zmniejszenie jej aktywno$ci wraz ze wzrostem ci$nienia od 400 MPa do 700 MPa w analogicznych
parametrach czasu i temperatury (Mazri i in. 2012). Wg niektorych autorow na stopien inaktywacji
enzymow w mleku wptywa czas ci$nieniowania (Rademacher i in. 1998; Mazri i in. 2012), natomiast
wyniki innych autoréw tego nie potwierdzaja (Delgado i in. 2014). Mleko pochodzace od zwierzat
wykazuje réznice w skladzie w stosunku do mleka ludzkiego, wigc nie mozna zakladaé, ze zmiany

zachodzace pod wptywem dziatania HPP bgda analogiczne.
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Obecne w mleku matki immunoglobuliny zapewniajg niemowleciu, ktore nie ma jeszcze dostatecznie
rozwinig¢tego uktadu odpornosciowego obrong przed patogenami (Agarwal i in. 2011; Brandtzaeg, 2003).
Dlatego immunoglobuliny stanowia grupe zwigzkow, ktorych wysoka aktywno$¢ powinna byé
zachowana po procesie utrwalania. Stwierdzono, iz zawarto$¢ IgA nie zmienia sie w mleku ludzkim
traktowanym ci$nieniem 400 MPa przez 5 min w temp.12°C. Zwigkszenie ci$nienia do 600 MPa
powoduje ok. 30% spadek stezenia tego biatka (Permanyer i in. 2010). Ci$nienie 400 MPa nie powoduje
réwniez zmnian w stezeniu IgM oraz IgG obecnych w mleku kobiecym (Contador i in. 2013).

Podobnie witaminy obecne w mleku ludzkim wykazuja odporno$¢ na HPP. Wykazano, iz witamina C
i E nie ulega degradacji pod wptywem dzialania cisnienia 600 MPa (Molto-Puigmarti i in. 2011).
Stosowanie wyzszych ci$nien moze natomiast wptywa¢ m.in. na KT. Stwierdzono iz, traktowanie mleka
ludzkiego cisnieniem 600 MPa prowadzi do istotnej zmiany zawarto$¢ niektorych KT, w tym: C15:0,
C18:3 n-3, C18:3 n-6, C20:0, C20:4 n-6 oraz C22:6 n—3, a w efekcie do znaczgcej zmiany w proporcjach
poszczegolnych grup KT, zwlaszcza znaczgco nizszego udziatu wielonienasyconych KT z rodziny n-3
(Delegado i in. 2014).

W celu ustalenia czy uzycie HPP do utrwalania mleka kobiecego moze stanowi¢ alternatywe dla
stosowanej w BMK pasteryzacji holdera Konieczne jest ustalenie warunkow procesu zapewnaijacych
inaktywacje wszystkich form wegetatywnych drobnoustrojow z jednoczesnym mozliwie najlepszym

zachowaniem sktadnikow biologicznie aktywnych.
Ogrzewanie polem promieniowania mikrofalowego

Mikrofale sg falami elektromagnetycznymi o czgstotliwosci z zakresu 1-300 GHz, co odpowiada
dlugosci fali od Imm do 30cm. W przetworstwie zywnosci i gospodarstwach domowych najczesciej
wykorzytywana jest czgstotliwos¢ 2,45 GHz (Nuchter i in. 2004). Fale mikrofalowe, podobnie jak kazdy
inny rodzaj fal elektromagnetycznych moga ulega¢ odbiciu, rozproszeniu lub absorpcji. Generowanie
energii cieplnej mozliwe jest jedynie przez fale zaabsorbowane przez material. Zdolno$¢ penetracji
materiatu jest zmienna w zalezno$ci od czestotliwosci fal (Erle i Schubert 2001; Vega, Mercado i in.
2001). Generowanie temperatury polem promeniowania mikrofalowego zwigzane jest z obecnoscia
zwigzkow polarnych (wody i jondéw) oraz ich zachowaniem w polu elektromagmetycznym. Absorpcja
promieniowania mikrofalowego prowadzi do przyspieszenia jonow w polu elektromagnetycznym i rotacji
dipoli, czego skutkiem jest generowanie energii cieplnej (Ahmed, Ramaswamy, 2007; Regier, Schubert
2001). W pismiennictwie opisujagc dziatanie temperatury generowanej polem promieniowania
mikrofalowego stosuje si¢ zamiennie zwrot ogrzewanie mikrofalowe.

Ogrzewanie mikrofalowe znajduje obecnie zastosowanie w przemysle spozywczym do rozmrazania,
migdzy innymi migsa blanszowania warzyw oraz suszenia warzyw (Ahmed i in. 2007).

Niektorzy naukowcy uwazaja, ze szybkosci procesow chemicznych biegnacych w  polu
promieniowania mikrofalowego sa wigksze w poréwnaniu do zachodzacych w warunkach
konwencjonalnych, przy zachowaniu identycznych parametrow wartoéci temperatury. Jako przyczyng
wskazuja istnienie nietermicznego - specyficznego efektu mikrofalowego wystgpujacego w uktadach
niepolarnych (Dworakowska 1 in. 2011). Inni natomiast, réznice w szybko$ciach procesow tlumacza
wystegpowaniem efektu termicznego. Czgstotliwos¢ 2,45 GHz opowiada warto$¢ energii rownej

0,0016 eV. Energia ta nie jest wystarczajaca do zerwania wigzan wodorowych. Energia dostarczana wraz
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z promieniowaniem przybiera warto$ci porownywalne, co najwyzej z energia ruchow Browna. Zatem
stwierdzi¢ mozna, iz czynnikiem aktywujacym czasteczki zwiazkow organicznych w reakcjach
wspomaganych polem mikrofalowym nie jest bezposrednia aktywacja molekularna (Kappe, Stadler,
2003).

Tahir i in (2009) nie stwierdzili efektu bakteriobojczego dziatania pola mikrofalowego dziatajacego
przez czas 60s, 120s i 180s przy mocy urzadzenia 800W w temperaturze kontrolowanej wynoszacej okoto
40°C na mikroorganizmy P. vulgaris PP25D, S. aureus bgh010, B. subtilis ase98, E. coli TRE04 oraz
Corynebacterium spN33 zawieszone w bulionie odzywczym w ilosci okoto 10°j.t.k./mL. Mozna zatem
twierdzi¢, ze nie samo promieniowanie, ale wywotana nim temperatura decyduje o mozliwosci
wykorzystania tego rodzaju promieniowania do utrwalania zywnosci.

Ograniczeniami zwigzanymi z wykorzystaniem mikrofal w przetwarzaniu Zywnos$ci jest
niejednorodnos$é ogrzewanego produktu zwiazana przede wszystkim z jego sktadem. Rowniez ksztalt
naczynia, w ktorym umieszczony jest ogrzewany materiat, tworzywoz ktorego wykonane jest naczynie
(szkto pochtania energi¢ promieniowania mikrofalowego, natomiast pojemniki plastikowe nie posiadaja
takich wtasciwosci), oddalenie probki od Zrédta napromieniowania i parametry pracy urzadzenia maja
wplyw na wartos¢ uzyskanej temperatury (Sigman-Grant i in. 1992; Ohlsson, 1981). Zastosowanie tej
metody ogrzewania pozwala na uzyskanie przez material porzadanej temperatury w znacznie krotszym
czasie w porownaniu z ogrzewaiem konwekcyjnym. Jak rowniez jest bardziej efektywne w inaktywacji
drobnoustrojow przy zastosowaniu tych samych warto$ci temperatury i czasu jej oddziatywania (Atmaca
i in. 1996).

Aby ogrzewanie mikrofalowe mogto by¢ stosowane w BMK nalezy ustali¢ parametry procesu, ktore
przede wszystkim zapewnia bezpieczenstwo mikrobiologiczne przy mozliwie najmnniejszym stopniu
degradacji skatdnikoéw odzywczych oraz biologicznie aktywnych. Obecnie istnieje zaledwie kilka
doniesien naukowych na temat wplywu ogrzewania mikrofalowego na skladniki odzywcze oraz
bioaktywne obecne w mleku kobiecym. Wykazano, iz ogrzewanie mleka kobiecego w temp.72°C-98°C
przez 30s powoduje catkowity spadek aktywnosci lizozymu oraz IgA (Quan i in. 1992). Natomiast
Ovesen i in. (1996) stwierdzili, ze utrwalanie mleka kobiecego polem promieniowania mikrofalowego
nie powoduje istotnych strat w zawarto$ci wybranych sktadnikéw bioaktywnych oraz odzywczych pod

warunkiem, ze temperatura procesu nie przekracza 60°C.
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6. Cel pracy

Gléwnym celem pracy jest ocena mozliwo$ci wykorzystania wysokiego ci$nienia w ujemnej

temperaturze, ogrzewania konwekcyjnego prowadzonego w roznych zakresach czasowych i

temperaturowych oraz dziatania temperatury generowanej polem promieniowania mikrofalowego w

réznych zakresach czasowych i temperaturowych, jako metod utrwalania mleka ludzkiego

alternatywnych wobec pasteryzacji holder (62,5°C; 30 min) powszechnie stosowanej w BMK.

Dla zrealizowana celu gtéwnego konieczne jest osiagnigcie celoéw czastkowych:

>

okreslenie optymalnych warunkéw inaktywacji bakterii Gram dodatnich oraz Gram ujemnych, ktore
mogg stanowi¢ zanieczyszczenie mleka ludzkiego przy zastosowaniu ogrzewania konwekcyjnego,
dziatania wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze oraz ogrzewania mikrofalowego, badania
modelowe - drobnoustroje celowo wprowadzone do mleka UHT,

okreslenie wptywu ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania mikrofalowego prowadzonego w
wybranych parametrach czasowych oraz temperaturowych ustalonych na podstawie badan
modelowych oraz dziatania wysokiego cisnienia w ujemnej temperaturze, na przezywalnosc
drobnoustrojéw wystepujacych w mleku ludzkim,

okreslenie wplywu ogrzewania konwekcyjnego i1 ogrzewania mikrofalowego w wybranych
parametrach czasu i temperatury ustalonych na podstawie badan modelowych oraz dziatania
wysokiego cisnienia w ujemnej temperaturze na zawarto$¢ biatka odzywczego, biatka catkowitego,
thuszczu, weglowodandéw oraz warto$¢ kaloryczng mleka ludzkiego,

okreslenie wplywu ogrzewania konwekcyjnego i1 ogrzewania mikrofalowego w wybranych
parametrach czasu i temperatury ustalonych na podstawie badan modelowych oraz dziatania
wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze na sktad i zawarto§¢ KT oraz na poziom degradacji
lipidow w wyniku utleniania okreslany na podstawie zawartosci pierwotnych i wtornych produktow
utleniania lipidow,

okreslenie wplywu ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania mikrofalowego w wybranych
parametrach czasu i temperatury ustalonych na podstawie badan modelowych oraz dzialania
wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze na zawarto$¢ i/lub aktywno$¢ wybranych biologicznie
sktadnikow mleka ludzkiego o dzialaniu przeciwutleniajacym (SOD, CAT, GPx, witamina C),
przeciwdrobnoustrojowym (lizozym, laktoferyna), immunoochronnym oraz immunomodulujagcym

(1gA, cytokina TGF-B2), oraz enzymow trawiennych (lipazy).
7. Materialy i metody

7.1 Material biologiczny

» mleko uzyskane od zdrowych matek rodzacych terminowo na Oddziale Potozniczym Szpitala
Klinicznego w Gdansku, pochodzacych z Gdanska i okolic. Mleko odciagane bylo przez matki
zgodnie z zasadami higieny. Probki mleka taczono w celu uzyskania $redniej proby
laboratoryjnej, a nastepnie rozdzielano na mniejsze porcje o objeto$ci okoto 50 mL oraz

przechowywano w warunkach zamrazalniczych (-80°C) do momentu analizy,

» mleko krowie UHT, 3,2 % ttuszczu,
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> bakterie: Staphylococcus aureus PCM 2054, Staphylococcus epidermidis PCM 2118,
Escherichia coli K-12, Enterococcus faecalis PCM 896 oraz PCM 1861, Enterococcus hirae
PCM 2559 i Enterococcus durans PCM 1857, Pseudomonas aeruginosa PCM 499 z Polskiej

Kolekcji Mikroorganizmoéw, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii

Nauk we Wroctawiu.

Wymogi stosowane wobec kobiet oddajacych mleko na potrzeby badan

Dawczyniami mleka przeznaczonego do badan byly kobiety zdrowe, prowadzace zdrowy styl zycia
dostosowany do wymogoéw obowigzujacych kobiety karmigce wlasne dziecko. Lacznie w badaniu wzigto

udziat 99 kobiet. Na potrzeby badan od kobiet uzyskano informacjg, ktdre zestawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Charakterystyka dawczyn.

Parametr Srednia +SD Rozrzut
Wiek matki [lata] 30 +£4,42 21-37
Tydzien ciazy 40+0,99 38-42
Masa matki przed ciaza [kg] 63,3 + 8,07 52-78
Masa matki przy porodzie [kg] 77,15+£11,97 59 - 97

Rodzaj porodu

33% cesarskie cigcie
68 % naturalny

Masa dziecka przy porodzie [g] 3099 + 717 1520 - 4180
Liczba punktow APGAR dziecka 9+ 1,08 8-10
Dzien laktacji 59 + 158,97 3-220

Kryteria kwalifikujace :

» zdrowe matki karmigce piersig wlasne dzieci;

» nadmiar wydzielanego mleka w stosunku do biezacych potrzeb dziecka;

» $wiadoma, zgoda na udzial w badaniu, potwierdzone na pi$mie;

» zgoda na pobieranie pokarmu do badan;

»  zapoznanie si¢ z procedurg postepowania ze sprzetem laktacyjnym oraz z odcigganym mlekiem

Kryteria wykluczajace:
»  Dbrak zgody na udziat w badaniu;

»  Dbrak spelnienia kryteriow zdrowia przez dawczynig;

» potoznice po porodzie noworodka z cigzy obumartej

7.2 Podloza

» bulion kazeinowo-sojowy o sktadzie: pepton kazeinowy - 7 g, pepton sojowy - 3 g, NaCl - 5 g,
glukoza - 2,5 g, K2HPO4 - 2,5 g, woda - 1000 mL (pH 7,3), Merck Sp. z 0.0., (podtoze

sterylizowano w temp.121°C, 20 minut);

> Tryptic Soy Agar (TSA) o sktadzie: pepton kazeinowy - 15 g, pepton sojowy - 5 g, NaCl - 5 g,
agar - 15 g, woda - 1000 mL (pH 7,3), Merck Sp. z 0.0., (podtoze sterylizowano w temp. 121°C,

20 minut);
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woda peptonowa 1% o sktadzie: pepton kazeinowy - 1 g; NaCl - 8,5 g; woda - 1000 mL (pH

7,3), (sterylizowano przez 20 minut w temp. 121°C);

Chromocult” Coliform Agar - selektywne podtoze do izolacji wszystkich bakterii z grupy coli, w
tym Escherichia coli; sktad: pepton — 3 g, chlorek sodu — 5 g, dwuwodny fosforan sodu - 2,2 g,
wodorofosforan di sodu - 2,7 g, pirogronian sodowy — 1 g, tryptofan — 1 g, agar - 10 g, sorbitol —
1 g, tergitol® - 70,15 g, mieszanina chromo-genna - 0,4 g, woda - 1000 mL (pH 6,8); Merck Sp.
Z 0.0., (podloze gotowano 45 minut);

Chromocult® Enterococci Agar - selektywne podioze do izolacji oraz roznicowania bakterii
Enterococcus (glownie E. faecalis, E. faecium, E. duransi E. hirae), sktad: pepton - 10 g, chlorek
sodu - 5¢, azydek sodu - 0,2 g, diwodorofosforan potasu - 3,4 g, diwodorofofsoran potasu - 1,6
g, z6t¢ - 0,5 g, Tween 80 - 1 g, mieszanina chromogenna - 0,25 g, agar - 11 g, woda - 1000 mL
(pH 7,0); Merck Sp. z o.0., (podtoze gotowano 45 minut);

Edwards Medium Base - selektywne podloze do izolacji Streptococcus, sktad: pepton - 10 g,
ekstrakt wotowy - 10 g, eskulina - 1 g, chlorek sodu - 5 g, fiolet krystaliczny - 0,0013 g, siarczan
talu - 0,33 g, agar - 15 g, woda - 1000 mL(pH 7.,4); Biomaxima S.A (podtoze sterylizowano w
temp. 121°C, 20 minut);

Plate Count Agar (PCA) - podtoze do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow w produktach
zywnosciowych; sktad: pepton kazeinowy - 5 g, ekstrakt drozdzowy - 2,5 g, glukoza - 1 g, agar -
14 g, woda - 1000mL(pH 7,0); Merck Sp. z o.0., (podtoze sterylizowano w temp. 121°C, 20
minut);

Baird Parker Agar - selektywne podioze do oznaczania gronkowcOw oraz rdznicowania
S. aureus, sklad: enzymatycznie trawiona kazeina - 10 g, ekstrakt migsny - 5 g, ekstrakt
drozdzowy - 1 g, pirogronian sodowy - 10 g, glicyna - 12 g, chlorek litu - 5 g, agar - 15 g, woda
1000 mL (pH 6,8), Merck Sp. z o.0., (podtoze sterylizowano w temp.121°C, 20 minut);

z6ltko jaja z telurynem potasu- dodatek do podiloza Baid Parker, sktad: zottko jaja kurzego -
200 mL, woda sterylna - 800 mL, teluryn potasu - 2 g, BTL Sp. z 0. 0;

MRS agar- podtoze do wykrywania obecnosci i oznaczania liczby bakterii kwasu mlekowego
rodzaju Lactobacillusoraz Bifidobacterium, sktad: glukoza - 20 g, ekstrakt drozdzowy - 5 g,
ekstrakt miesny - 10 g, pepton K - 10 g, K2HPO4 - 5 g, cytrynian dwuamonowy - 2 g, octan
sodu trojwodny - 5 g, s61 A - 5 mL, Tween 80 - 1 mL, woda destylowana - 1000 mL (pH 6,3);
sktad sol A: MgSO4 * TH20 - 11,5 g, MnSO4 - 2,8 g dopetni¢ do 100 mL

7.3 Odczynniki

mieszanina niezamarzajaca o skladzie: alkohol etylowy - glikol propylenowy - woda (1:1:1);
amoniak, cz.d.a., roztwor 10% (POCH S.A);

alkohol etylowy, 96%, Polmos;

eter dietylowy cz.d.a. (POCH S.A);

n- heksan cz.d.a. (Merck Sp. z 0.0);

siarczan sodu, bezwodny, cz.d.a. (POCH S.A);

azot sprezony (99,9%) (OXYGEN)

wodorotlenek potasu, cz.d.a. (POCH.S.A);
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trifluorek boru BF3, cz.d.a., roztwor 13% (Merck Sp. z 0.0);

chlorek sodu cz.d.a. (POCH S.A);

mieszaniny wzorcowe estrow metylowych kwasow thuszczowych (EMKT): Supelco 37
Component FAME mix; Supelco Mix C20:1 - C20:5; Mixture ME 64, Lardon, Fine Chemicals;
Octadecadienoicacid, conjugated, methyl ester, (Sigma);

octan etylu (POCH S.A);

mieszanina pluczaca etanol/octan etylu 1:1 (v:v);

nadsiarczan sodowy Na,S,0g cz.d.a. (POCH S.A);

ABTS - 2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian), 98%, Sigma-Aldrich;

Trolox, (Sigma);

kwas trichlorooctowy (TCA) - cz. d. a., (POCH S.A);

3,5-di-tert-butylo-4-hydroksytoluen (BHT), 98%, (Sigma-Aldrich);

kwas chlorowodorowy (HCI), 35 — 38%, (POCH S.A);

kwas 2-tiobarbiturowy (TBA), 98%, (Fluka);

1,1,3,3-tetrametoksypropan (TMP), 99%, (Sigma-Aldrich);

etanol, 99,8%, (POCH S.A);

sprezony azot;

kwas metafosforowy, 97%, (Merck Sp. z 0.0.);

DL-ditiotreitol (DTT), 1M, (Sigma-Aldrich);

kwas L-askorbinowy, 99,8%, (Sigma-Aldrich);

metanol, (POCH S.A);

kwas octowy, 100%, (Merck Sp. z 0.0.);

acetonitryl do HPLC, 99,9%, (POCH S.A);

laktoferyna mleka ludzkiego, 85%, (Sigma-Aldrich);

kwas trifluorooctowy (TFA) (for synthesis), (Sigma-Aldrich);

liofilizowane komorki M. lysodeikticus (Sigma-Aldrich);

diwodorofosforan potasu (KH,PO,), 99,5%, (POCH S.A);

fosforan dipotasu (K,HPQ,), (Eurochem BGD Sp. z 0. 0.);

octan kadmu (Cd(CHsCOOQ), x 2H,0), (Chempur);

chloroform, cz.d.a., (POCH S.A);

jodek potasu, 99,5%, (Merc Sp. z 0.0.);

HEPES - kwas2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonowy), 99,5% (Sigma-
Aldrich);

wodorotlenek sodu (NaOH), 98,8%, (POCH S.A);

komercyjny zestaw firmy “Immun Diagnostik™ - Lysozym ELISA, Ref. K6902, Lot No. K6902-
150106;

komercyjny zestaw firmy ,,Jmmun Diagnostic” — sIgA Elisa Kit, Ref. K 8870, Lot No. K 8870-
170206;

komercyjny zestaw firmy ,,Cayman”- Superoxide Dismutase Assay Kit, Item No. 706002;
komercyjny zestaw firmy ,,Cayman”- Catalase Assay Kit, Item No. 707002;

komercyjny zestaw firmy ,,Cayman”- Glutathione Peroxidase Assay Kit, Item No. 703102;
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> komercyjny zestaw firmy ,,BioAssay Systems”- QuantiChrom™ Lipase Assay Kit, Item No.
DLPS-100

7.4 Aparatura

Aparatura komercyjna:

» autoklaw pionowy Systec VX -7,
sterylizator Womed SP - 65G,
hybrydowy czytnik wielodetekcyjny Synergy HT, BioTek,

spektrometr Jenway model 6300,

YV V V V

chromatograf cieczowy Perkin Elmer Series 200 sktadajgcy si¢ z: pompy Perkin Elmer Series
200,degazera Perkin Elmer Series 200, autosamplera Perkin Elmer Series 200, termostatu Perkin
Elmer Series 200, detektora UV-VIS Perkin Elmer Series 200, kolumn analitycznych Agilent
Zorbax, Kinetex C18 (4,0 x 150 mm, 5 um, 100A, Phenomenex) z przedkolumng SB-C18 (4,6 X
12 mm) SB - C18, oprogramowania: Total ChromTM,

» chromatograf gazowy Hewlett Packard 5890 series Il zaopatrzony w dozownik split- splitless,
kolumn¢ kapilarna RTX 2330 (100 m, 0,25mm, 0,25um) oraz detektor ptomieniowo-

jonizacyjny FID (Flame lonization Detector).
Aparatura prototypowa:

» aparatura do ci$nieniowania (Fot. 1) zestaw zaprojektowany i wykonany przez dr inz. Edwarda
Dunajskiego w Katedrze Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnoéci Politechniki Gdanskiej
sktadajacy si¢ z trzech niezaleznie pracujacych kriostatow, umozliwiajacych osiggnigcie stanu
glebokiego przechtodzenia materiatu biologicznego pod zwigkszonym ci$nieniem (Dunajski,

1999, 2000)

Fot. 1. Zestaw aparaturowy umozliwiajacy generowanie wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze: 1 -
agregat skraplajgcy,la -jednostopniowa hermetyczna sprezarka ttokowa, 1b - zbiornik z czynnikiem
chtodniczym, 1c - skraplacz, 2 - zbiornik z ciecza niezamarzajaca, 3 - parownik rurowy z zaworem
dlawigcym, 4 - system mieszania, 5 - czujnik temperatury, 6 - elektroniczny termostat, 7 -
mikroprocesowy miernik temperatury, 8 - wysokocisnieniowe pojemniki o $rednicy wewngtrznej 13mm,
9 - autotransformator, 10 — zawor elektromagnetyczny.

» pasteryzator mikrofalowy (Fot.2) prototyp urzadzenia wykonany przez firm¢ Enbio Technology

Sp. z o.0. Urzadzenie charakteryzuje si¢ moca 1600 W oraz czgstotliwoscia fal
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elektromagnetycznych 2450 Hz. Wyposazony w system Sterowania umozliwiajacy stala kontrole

temperatury i czasu prowadzenia procesu.

Fot. 2. Pasteryzator mikrofalowy: 1 - komora grzejna, 2 - wiacznik, 3 - panel sterowania, 4 - karta
pamigci, 5 - wezyki procesowe

7.5 Drobny sprzet laboratoryjny

pH-metr elektroniczny, Metra Tronik V628;

elektroniczne wagi laboratoryjne, Radwag;

wytrzasarka powietrzna, Forma Scientific Inc. 4518;

inkubator, Binder;

medyczna taznia wodna, LW 102;

taZnia wodna SubAqua 5, Grant;

faznia glicerynowa GLS400, Grant;

wortex, Heidolph Reax Top;

wieszadlo magnetyczne Heidelph;

wyparka obrotowa IKA RV 05 Basic;

system do odparowywania prézniowego RapidVap, Labconco;

termostat HB4, BasiclKA Werke;

spektrometr Jenway, model 6300;

wirowka Centrifuge typ MPW260R firmy MPW Med. Instruments;

analizator sktadu mleka kobiecego Miris, Danlab;

YV V.V VYV V V V V V V V V V V V V

sonikator laboratoryjny Miris, Danlab

8. Postepowanie doSwiadczalne
8.1 Metody utrwalania

Ogrzewanie konwekcyjne

Proby mleka o objetosci 50 mL przenoszono do jatowych butelek firmy Medela i umieszczano w
wielostanowiskowej tazni wodnej nagrzanej do odpowiedniej temperatury (temperatura zadana + 1°C).
Proby ogrzewano do 62,5°C; 66°C 70°C oraz 72°C i utrzymywano w danej temperaturze maksymalnie
przez 30 min. Proby do analiz pobierano po czasie uzyskania zadanej temperatury (czas ,,0”), a nastgpnie

co 10 min. Proces prowadzono w dwoch wariantach: ,,z,, i ,,0ez” mieszania proby w trakcie ogrzewania.

42


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

W celu statego kontrolowania temperatury procesu w tazni umieszczono dodatkowy pojemnik z
analogiczng jak w probach badanych objetoscia mleka z umieszczonym wewnatrz termometrem. Po

zakonczonym procesie ogrzewania proby mleka umieszczano w tazni lodowej.
Ogrzewanie polem promieniowania mikrofalowego

Proby mleka umieszczano w komorze pasteryzatora mikrofalowego (Fot. 2). W cieczy zanurzono
wezyki procesowe, przez ktore nastgpowal przeptyw badanego mleka, powodujac jego mieszanie
(Rys. 4). Po czasie uzyskania (czas ,,0”) oraz po 1, 3, 5, 10 minutach ogrzewania w zadanej temperaturze
(62,5°C; 66°C; 70°C; 72°C) proby byly automatycznie chtodzone do ok. 15°C (Rys. 4). Po procesie
instalacje ptukano zimng woda destylowana, goraca woda (95°C, 5 minut), a nastgpnie S$rodkiem
dezynfekujacym i woda jatowa. Proces plukania i dezynfekcji prowadzono kazdorazowo przed i po

zakonczeniu kazdego doswiadczenia.

WODA
WODOCIAGOWA

Rysunek 4. Schemat procesu chtodzenia w pasteryzatorze mikrofalowym firmy Enbio
Technology Sp. z 0.0.T; - czujnik temperatury, P; - pompa, A - wymiennik chtodzacy, Z; -
zawor trojdrogowy

Dzialanie wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze (193 MPa, -20°C)

Na potrzeby badan wysokie ci$nienie wytwarzano metods opisana przez Hayakawa i in. (1998).
Dostepna w Katedrze Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywno$ci aparatura w ktérej medium
chtodniczym jest mieszanka wody destylowanej, alkoholu etylowego oraz glicerolu w stosunku (1:1:1,
V:viv) 0 temp. -20°C pozwala na uzyskanie ci$nienia 193 MPa (Kalichevsky i in. 1995). Proby mleka
ludzkiego w ilosci 3 ml przenoszono jalowo do szklanych proboéwek w taki sposob, aby w cieczy nie
powstaly pecherzyki powietrza. Nastepnie umieszczano je W odtluszczonych, metalowych,
cylindrycznych pojemnikach wysokocisnieniowych wypetlnionych woda i dociskano metalowa sprezyng
utrzymujaca probe w niezamarzajacej strefie pojemnika. Pojemniki zanurzano stopniowo od strony
zamkniecia korkiem, w czterech etapach co 10 minut, w zbiorniku kriostatu (Rys. 5). L.aczny czas dojscia

do zatozonego koncowego cisnienia wynosit zawsze 40 minut.
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Woda wystepujaca
w stanie
przechlodzenia

Lod

Rysunek 5. Schemat instalacji probki w zbiorniku z medium chtodniczym. 1- probéwka z mlekiem
kobiecym,2- sprezyna, 3 - $ruba, 4 - nakretka, 5 - zbiornik z medium chtodniczym (Malinowska
Panczyk i in. 2013).

Powr6t prob do wyjSciowego cisnienia i temperatury polegal na wynurzaniu pojemnika ze zbiornika
kriostatu, a nastepnie ogrzaniu pojemnika w cieptej kapieli wodnej. Czas powrotu prob do wyjsciowego

cisnienia wynosit 15 - 20 minut. Proby mleka do czasu oznaczen przetrzymywano w tazni lodowe;j.

8.2 Metodyka oznaczen
8.2.1  Oznaczenia mikrobiologiczne
» Liczbe bakterii celowo wprowadzonych do mleka UHT (badania modelowe) w badanych prébach
mleka surowego, oOznaczono metodg posiewu wglebnego. Proby z kolejnych rozcienczen
dziesi¢tnych badanych probek mleka, wykonanych w wodzie peptonowej nanoszono na ptytki i

zalewano podtozem TSA. Proby inkubowano przez 24-48 godzin w temp. 37°C.

» Woybrane grupy drobnoustrojow naturalnie wystgpujace w mleku kobiecym oznaczono w probach
mleka surowego i ogrzewanego konwekcyjnie, ogrzewanego mikrofalowo, poddanego dziataniu
wysokiego cisnienia w ujemnej temperaturze wykorzystujac odpowiednie podtoza. Oznaczenie
liczby gronkowcoéw wykonano metoda posiewu powierzchniowego. Pozostate drobnoustroje
oznaczono wykorzystujac metode posiewu wglebnego. Proby inkubowano przez 24-48 godzin w
temp. 30°C (ogolna liczba drobnoustrojow (OLD), bakterie kwasu mlekowego) oraz 37°C (bakterie

z grupy coli, bakterie z rodzaju Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus).

8.2.2  Analiza mleka ludzkiego technika IR
Zawarto$¢ skladnikow odzywczych, tj. bialka calkowitego, biatka odzywczego, thuszczu,
weglowodandow oraz wartos¢ kaloryczna probek mleka ludzkiego oznaczono wykorzystujac analizator
sktadu mleka ludzkiego Miris (Danlab). Badania wykonano przy uprzejmosci BMK w Toruniu. Proby
mleka kobiecego przed analiza ogrzano do temp. 40°C. Nastgpnie pobierano 3 mL mleka, ktore
podawano procesowi homogenizacji przez 4,5 s. Zhomogenizowang probe mleka kobiecego
wprowadzano do uktadu pomiarowego urzadzenia i odczytywano zawartos¢ w/w sktadnikow oraz

warto$¢ kaloryczng mleka. Pomiar wykonano w trzech powtorzeniach.
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8.2.3 Oznaczanie produktow utleniania lipidow
Zawarto$¢ nadtlenkéw
W celu oznaczenia zawartosci nadtlenkow, pierwotnych produktéw oksydacji lipidow w mleku
kobiecym wykorzystano metod¢ opisang przez Balla i in. (1991). Metoda polega na ekstrakcji thuszczu z
mleka mieszaning chloroform:metanol, a nastgpnie spektrofotometrycznym pomiarze (A= 353 nm) jodu
wydzielonego podczas reakcji jodku potasu z nadtlenkami i wodoronadtlenkami zawartymi w badanym

thuszczu.
Analiza proby badanej

Do 3 mL mleka dodano 9 mL mieszaniny chloroform:metanol (2:1, v:v), cato$¢ doktadnie mieszano, a
nastepnie odwirowano (6000 rpm, 10°C, 10 min). Po odwirowaniu gérna warstw¢ wodng odrzucano.
Organiczng warstwe dolng odparowano do sucha (40 min, 30°C, podci$nienie 200 bar - Rapid Vap,
Labconco). Nastepnie ttuszcz doprowadzono do statej masy poprzez odparowanie reszty rozpuszczalnika
strumieniem spr¢zonego azotu. Uzyskany tluszcz mleka kobiecego rozpuszczono w 1,8 mL mieszaniny
kwas octowy:chloroform (3:2, v:v). Nastepnie dodano 120 pL roztworu jodku potasu i inkubowano 15
minut w ciemno$ci. Analogicznie sporzadzono $lepa probe (bez dodatku thuszczu). W celu zatrzymania
reakcji dodawano 1,8 mL 60 mM roztworu octanu kadmu. Zawiesing wirowano (6000rpm, 10 min,
10°C). Absorbancje gornej warstwy wodnej zawierajacej powstaty jod mierzono przy A=353 nm
wzgledem $lepej proby.

Zawarto$¢ nadtlenkow obliczano na podstawie odczytanej absorbanciji znajac wspétezynnik e dla J*
réwny 2,19x10* (M x cm) ™ (Balla i in. 1991), zgodnie z ponizszym wzorem:

LP [nmol /mL mleka]= Ale x B x C

gdzie:

LP-zawarto$¢ nadtlenkow
£=2,19%10*(M*cm)™*

A —absorbancja

B- obj¢to$¢ mieszaniny reakcyjnej

C- objetos¢ mleka pobrana do analizy

Zawarto$¢ dialdenydu malonowego

Do oznaczenia zawarto$ci dialdehydu malonowego MDA, jednego z markerow oceny zawartoSci
wtornych produktow utleniania lipidow w mleku kobiecym wykorzystano metode opisang przez
Martysiak-Zurowska i in. (2006). Polega ona na wytworzeniu barwnego kompleksu dialdehydu
malonowego MDA z kwasem tiobarbiturowym TBA. Zawarto$¢ powstatego kompleksu mierzono

wykorzystujac technik¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja VIS.

Analiza proby badanej

Do 1 mL mleka dodano 0,1 mL butylohydroksytoluenu BHT w etanolu i 1 mL mieszaniny reakcyjnej
(15% kwas trichlorooctowy:0,375% TBA: 0,25M kwas solny HCL; 1:1:1; v:v:v). Mieszaning wirowano
(10000 rpm, 10°C, 10 min), nastepnie zebrano supernatant.
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Pozostaly osad zawieszono w 1 ml mieszaniny reakcyjnej i ponownie odwirowano (10000 rpm,10
min, 10°C). Uzyskane supernatanty potaczono i ogrzewano w temp.95°C przez 30 minut. W celu
zatrzymania reakcji roztwory ochtadzano, a nastepnie uzupetniono woda destylowana do objetosci 4 mL.

Do kolumny chromatograficznej ZORBAX SB-C18 (4,0 x 250 mm) nanoszono 20 pL probki. Fazg
ruchomg stanowita mieszanina:5 mM bufor fosforanowy o pH 7: acetonitryl, (85:15; v:v). Natgzenie
przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,8 mL/min. W tych parametrach czas retencji kompleksu MDA:TBA

wynosit 6,5 minuty, a catkowity czas analizy chromatograficznej 8 minut.

Wykonanie krzywej wzorcowej

Roztwor wzorcowy MDA otrzymano poprzez kwasna hydrolize TMP (1,1,3,3-tetrametoksypropan).
1,5 mL roztworu o stezeniu 0,6011pM TMP/ 1 mL inkubowano z 25 mL0,01 M HCI w 40°C przez
40 minut. Uzyskano roztwoér o stezeniu 0,0341 uM MDA w I mL. Postgpujac analogicznie jak z probka
badang wykonano roztwory wzorcowe MDA w zakresie stezen od 0,02558 do 0,213 puM/L. Po
przeprowadzeniu analizy chromatograficznej, z chromatograméw odczytano pola powierzchni
uzyskanych pikéw kompleksu MDA:2TBA dla poszczegdlnych stezen. Na podstawie uzyskanych danych
sporzadzono wykres krzywej kalibracyjnej zalezno$ci pola powierzchni piku MDA:2TBA od stgzenia
MDA w roztworach wzorcowych (Rys. 6).

120000
y = 367455 + 16069
100000 A Re— 0.9724 )

80000 A
60000 A
40000 -
20000 A

0

Pole powierzchni piku

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Stezenie MDA (ng/L)

Rysunek 6. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczania zawartosci dialdehydu malonowego MDA w mleku

ludzkim (n=3).

Izolacja Huszczu 7 mleka ludzkiego

Thuszcz z mleka kobiecego izolowano metoda ekstrakcyjng Rose-Gottlieba wg normy PN-EN SO
1211:2002. Do ok. 10 g mleka (zwazonego z doktadnoscia do 0,01g) dodano 2 mL 10% amoniaku oraz
10 mL alkoholu etylowego, kazdorazowo delikatnie mieszajac. Z tak przygotowanej mieszaniny thuszcz
ekstrahowano eterem dietylowym i heksanem w ilosci po 25 mL. Goérna warstwe organiczng zebrano, a
nastepnie osuszono przesaczajgc przez bezwodny siarczan sodu. Rozpuszczalniki organiczne odparowano
wykorzystujac wyparke obrotowa. Zastosowano pojedyncza ekstrakcje thuszczu z mleka, a nie jak podaje
norma - dwukrotng. Z przeprowadzonych wczesniej w Katedrze Chemii Technologii i Biotechnologii
Zywnoséci badan wynika, ze zwickszenie krotnosci ekstrakcji nie ma znaczacego wplywu na ilosé
thuszczu wyizolowanego z mleka. Zalecane w normie usuwanie resztek rozpuszczalnikow poprzez
suszenie wyizolowanego tluszczu w temp. 102°C zastapiono przedmuchiwaniem wyekstrahowanego

tluszczu strumieniem azotu do osiagnigcia statej masy probki. Zapobiegano w ten sposob utlenianiu i
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degradacji KT pod wplywem wysokiej temperatury, co ma szczegélne znaczenie przy analizie

wysokonienasyconych KT.

Otrzymywanie estrow metylowych kwasoéw ttuszczowych (EMKT)

Do przeprowadzenia analizy sktadu KT wystepujacych w wyizolowanym thluszczu technikag GC
konieczne jest przeksztalcenie kwaséw w bardziej lotne pochodne, czyli estry metylowe kwasoéw
thuszczowych (EMKT). Estryfikacje KT zawartych w uzyskanych probkach thuszczu przeprowadzono
wedlug normy PN- EN ISO 5509:2001. Do nawazki wyekstrahowanego thuszczu (nie wigkszej niz 0,1g)
dodano 2 mL 0,5M roztworu wodorotlenku potasu w metanolu. Probk¢ zmydlano przez 10 minutowe
ogrzewanie w tazni wodnej o temp. ok 95°C. Po tym czasie dodano 4 mL 13% metanolowego roztworu
BF; jako katalizatora. Estryfikacje kontynuowano przez 10 minut. Nastgpnie dodano 2 mL heksanu.
Proby schtodzono do temperatury pokojowej. Skuteczno$¢ rozpuszezenia EMKT w heksanie zwickszono
poprzez dodanie nasyconego roztworu NaCl. Po 5 minutach zebrano goérng warstwe heksanowa
zawierajaca EMKT. Roztwor osuszono bezwodnym siarczanem sodu. Rozpuszczalnik odparowano
strumieniem sprezonego azotu. Z uzyskanych estrow sporzadzono roztwory w heksanie o st¢zeniu 50mg
EMKT/mL rozpuszczalnika. Przygotowane probki przechowywano w temperaturze -20°C do momentu

analizy chromatograficznej.

Analiza sktadu KT metodg wysokorozdzielczej chromatografii gazowej (HR-GC)

Rozdzielanie EMKT przeprowadzono przy uzyciu kolumny RTX2330 na postawie réznic w dtugosci
fancucha weglowego, obecnosci, potozenia i liczby wigzan wielokrotnych oraz ich konfiguracji. Do

kolumny nanoszono 1uL roztworu EMKT w heksanie.

Parametry rozdzialu EMKT:
Gaz nosny:

» hel- objeto$ciowe natezenie przeptywu przez kolumne: 0,61mL/min.
Gazy pomocnicze:
» wodor - objetosciowe natgzenie przeptywu: 39,5 mL/min,
> powietrze - objetosciowe natezenie przeptywu:335 mL/min.
Temperatura dozownika: 250°C
Temperatura detektora: 250°C
Program temperaturowy kolumny:
» temperatura poczatkowa: 155°C przez 30 min,
» przyrost temperatury: 1,5°C/min do osiagnigcia 210°C
» temperatura koncowa: 210°C
Podziat strumienia: 1:72

Czas trwania analizy: 120 min.

Identyfikacja kwasow tluszczowych
Do identyfikacji kwasow ttuszczowych wykorzystano mieszaniny wzorcow EMKT :

» Supelco 37 Component FAME mix,
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» Supelco Mix C20:1-C20:5,
» Mixture ME 64, Lardon, Fine Chemicals,
» Octadecadienoic acid, conjugated, methyl ester, Sigma.

Rozdzielenie wzorcowych EMKT prowadzono w warunkach identycznych jak EMKT analizowanych
probek mleka kobiecego. KT zidentyfikowane zostaly na podstawie poréwnania wzglednych czasow

retencji wzorcow i probek.

8.2.4  Oznaczanie aktywnos$ci/ zawartosci skladnikéow przeciwutleniajacych

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Aktywnos¢ SOD w probach mleka kobiecego oznaczono stosujac metode spektofotometryczng.
Analizg przeprowadzono $ci§le wedtug procedury przedstawionej przez producenta wykorzystujac test
Superoxide Dismutase Assay Kit firmy Cayman, (USA). Metoda pomiaru oparta jest na wykorzystaniu
soli tetrazolu jako indykatora do oznaczania nadtlenkéw generowanych przez oksydaze ksantyny i
hipoksantyny (Rys. 7). Jednostke aktywnosci SOD (U/mL) definiuje si¢ jako ilo$¢ enzymu potrzebng do
wywotania 50% dysmutacji rodnika ponadtlenkowego.

Ksantyna 20, Barwnik formazanu

N\

Oksydaza ksantynowa

H,0, 20, Sél tetrazolowa
kwas moczo
Was moczowy l SoD
0O, + H0,

Rysunek 7. Schemat oznaczania aktywnosci SOD przy wykorzystaniu testu SuperoxideDismutaseAssay
Kit firmy Cayman

Analiza proby badanej

Rozcienczone probki mleka kobiecego (5X) oraz standardy nanoszono do studzienek mikroptytki
zawierajacych roztwor soli tetrazolu. Nastepnie w celu zainicjowania reakcji dodawano roztwor oksydazy
ksantynowej. Plytk¢ inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej delikatnie wstrzasajac.
Nastepnie odczytano warto$¢ absorbancji poszczegdlnych roztwordow przy dtugosei fali 450 nm. Kolejno
obliczono warto$s¢ LR (stopa linearyzacji) dzielagc warto$¢ absorbancji proby Slepej przez wartosci
absorbancji kolejnych standardow. Wykreslono krzywa kalibracyjng zalezno$ci aktywnos$ci SOD od

warto$ci LR wykonanej przy uzyciu roztworéw wzorcowych zataczonych do testu (Rys. 8).
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y = 60,16x + 1,090
4 1 R>=0,961

LR

0 001 002 003 004 005 0,06
Aktywnos¢ SOD (U/mL)

Rysunek 8. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczania aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej w mleku
ludzkim (n=3).

Aktywnos¢ SOD (U/mL) w badanych probach mleka kobiecego obliczono na podstawie rownania

krzywej kalibracyjnej i stosujac przeliczenie wg wzoru:

U LR proby —y\ 0,23 mL
— )= X X
S0D <mL> [( X ) 0,01 mL

gdzie,

LR- stopa linearyzacji
b- wspotczynnik rozcienczenia
0,23 mL- obj¢tos¢ mieszaniny reakcyjnej

0,01 mL- objetos¢ proby
Katalaza (CAT)

Aktywnos¢ katalazy w probach mleka kobiecego oznaczono metoda spektrofotometryczng
wykorzystujgc test Catalase Assay Kit firmy Cayman (USA). Analize przeprowadzono $cisle wedtug
procedury podanej przez producenta. Metoda oznaczenia oparta jest na reakcji CAT z metanolem w
obecnosci optymalnego st¢zenia nadtlenku wodoru. Powstaly w trakcie reakcji aldehyd mrowkowy
oznaczano kolorymetrycznie w obecno$ci 4-amino-3-hydrazyno-5-merkapto-1,2,4-triazolu. Jednostke
aktywnosci CAT (nmol/min/mL) definiuje si¢ jako ilo$¢ enzymu, ktoéra powoduje tworzenie 1 nmol

aldehydu mréwkowego w ciggu 1 minuty w temp. 25°C.
Analiza préby badanej

Probki mleka kobiecego, standardy oraz kontrole nanoszono do studzienek mikroptytki zawierajacych
bufor wraz z metanolem. W celu zainicjowania reakcji dodano roztwor nadtlenku wodoru. Ptytke
inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej delikatnie mieszajgc Nastepnie do kazdej
studzienki dodano roztwér wodorotlenku potasu w celu zatrzymania reakcji oraz 4-amino-3-hydrazyno-5-
merkapto-1,2,4-triazol, ktory petni funkcje chromogenu. Po 10 minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej do studzienek dodano roztworu jodku potasu, a nastgpnie ponownie inkubowano przez

5 minut w temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac. Absorbancj¢ poszczegdlnych roztwordw w
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studzienkach odczytano przy dtugos$ci fali 540 nm. Wykreslono krzywa kalibracyjng zalezno$ci stezenia
aldehydu mréwkowego od wartoéci absorbancji wykonanej przy uzyciu roztworow wzorcowych

zalaczonych do testu (Rys. 9).

1,2 A
y = 0,0136x + 0,1292
14 R?=0,9851

0,8 A
0,6
0,4 A
0,2 4
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0 10 20 30 40 50 60 70 80

Stezenie aldehydu mrownkowego (uM)

Absorbancja [-]

Rysunek 9. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczenia st¢zenia aldehydu mrowkowego w probach mleka
kobiecego (n=3).

Na podstawie roéwnania krzywej obliczono st¢zenie aldehydu mréwkowego w badanych probach

wykorzystujac wzor:

B A—y1 0,17mlL
Aldehyd mréwkowy (uM) = [ . ] X

0,02mL

gdzie,

A - absorbancja

0,17 mL- obj¢tos¢ mieszaniny reakcyjnej
0,02 mL- objetos¢ proby

Aktywnos¢ CAT w badanych probach mleka kobiecego obliczono stosujac rownanie:

CAT(nM /min/mL) = [ZOCinin] x

gdzie,
a - stezenie aldehydu mrowkowego w probie (uM)
b - wspotezynnik rozcieniczenia

20 min — czas reakcji
Peroksydaza glutationowa (GPx)

Oznaczenia aktywnos$ci GPx przeprowadzono S$cisle wedlug procedury przedstawionej przez
producenta wykorzystujac spektrofotometryczny test Glutathione Peroxidase Assay Kitfirmy Cayman,
(USA). Metoda oznaczania oparta jest na posredniej reakcji peroksydazy glutationowej z reduktazg
glutationowg (1). Utleniony glutation (GSSG) powstaly w reakcji z peroksydazg glutationowa powraca
do formy zredukowanej przy udziale reduktazy glutationowej (GR) oraz NADPH (2). Utlenieniu NADPH

z NADP" zawartego w probie towarzyszy spadek absorbancji, ktérego szybko$¢ jest wprost

50


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

proporcjonalna do aktywno$ci GPx zdefiniowanej jako ilo$¢ enzymu, ktora powoduje utlenienie 1 nmol

NADPH na minut¢ w temperaturze 25°C.

GPx
(1) ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

GR
(2) GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Analiza proby badanej

Aktywnos$¢ GPx oznaczono w supernatancie uzyskanym poprzez wirowanie mleka kobiecego
(2000 rpm, 10 min, 4°C). Do wszystkich studzienek dodano bufor zalagczony do testu oraz mieszaning
reakcyjng (NADPH, glutation, reduktaza glutationowa), co stanowito probe $lepa. Kolejno do
wydzielonych studzienek dodano kontrole pozytywna oraz probe badana. Reakcje utleniania
inicjonowano poprzez dodanie wodoronadtlenku kumenu do kazdej ze studzienek. Kolejno zawartos§¢
studzienek rozmieszano poprzez delikatne wstrzasnigcie. Kinetyke reakcji utleniania mierzono poprzez
odczyt absorbancji przy dtugosci fali 340 nm przez 5 minut w interwale co 1 minuta.

Dla kazdej studzienki sporzadzono wykres zaleznosci wartos$ci absorbancji od czasu trwania reakcji.
Kolejno od kazdego nachylenia uzyskanego dla roztworéw umieszczonych w poszczegdlnych
studzienkach odjeto nachylenie z krzywej wykreslonej dla tta. W ponizszym wzorze warto$é ta
oznaczona jest jako As,o/min. Nastgpnie do wyznaczenia aktywno$ci GPx skorzystano ze wzoru, w

ktorym wykorzystano wspotczynnik ekstynkcji dla NADPH dla 340 nm rowny 0,00373 pM.

Aszyo/min - 0,19 mL
X X
0,00373 uM ~ 0.02 mL

GPx (nM /min/mL) =

gdzie,
Agzyo- r6zZnica nachylenia krzywej dla tta i proby

0,00373 pM- wspotczynnik ekstynkcji NADPH
0,19 mL- objetos¢ mieszaniny reakcyjnej
0,02 mL- objetos¢ probki

b- wspotczynnik rozciefczenia

Zawarto$¢ witaminy C

Do oznaczenia zawarto$ci witaminy C w mleku wykorzystano metode rozdziatu chromatograficznego
w uktadzie faz odwroconych z uzyciem detektora UV (RP-HPLC/UV) opisang przez Romeu-Nadal i in.
(2008). Ze wzgledu na wystepowanie witaminy C w dwdch formach — jako kwas askorbinowy (AsA)
oraz kwas dehydroaskorbinowy (DHsA) w celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci witaminy C konieczne
bylo przeprowadzenie DHsA w AsA przy uzyciu czynnika redukujacego - DL-ditiotreitolu (DTT). Aby
unikna¢ degradacji AsA podczas oznaczania, jako substancje stabilizujacg stosowano 0,56% roztwor

kwasu trimetafosforowego.
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Analiza proby badanej

Do probowek typu eppendorf pobierano 300 pL proby mleka oraz 800 ulL0,1 M DTT. Roztwor
wstrzasano przez 30 sekund i inkubowano w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatta przez 15 minut.
Nastepnie dodawano 300 pL 0,56% H303P9 oraz 20 pulL 5% TCA i ponownie wytrzgsano przez 30
sekund. W kolejnym etapie mieszaning wirowano dwa razy przez 10 minut przy 4500 rpm w
temperaturze 10°C.

Anality zawarte w klarownych supernatantach rozdzielano technika RP-HPLC/UV przy uzyciu
chromatografu cieczowego Perkin Elmer zaopatrzonego w kolumne C-18 (Merck, Darmstadt, Germany)
(125 x 4.0 mm L.D., 5 um) i detector UV-VIS. Dokolumny dozowano 25 pL badanego roztworu. Fazg
ruchoma stanowita mieszanina: 0,1% kwas octowy:metanol (95:5, v:v). Chromatogram rejestrowano przy
dtugosci fali A =245 nm.

Wykonanie krzywej wzorcowej

Ogolng zawarto$¢ witaminy C (mg/1) jako sumy AsA i DHsA w probach mleka obliczano korzystajac
z rownania krzywej kalibracyjnej zaleznosci pola powierzchni generowanych pikéw od zawartosci AsA
w roztworach wzorcowych (Rys. 10). W celu sporzadzenia krzywej kalibracyjnej wykonano wyjsciowy
roztwor wzorcowy ASA o stezeniu 1 g/l w mieszaninie: 0,1% kwas octowy:metanol (95:5, v:v).
Z przygotowanego roztworu wyjsciowego sporzadzono szereg rozcienczen, uzyskujac stezenia w zakresie
1,5 - 30,0 mgAsA/L.

3500000 1
3000000 { y=2428x-1748
2500000 - R?=0,998
2000000
1500000 -
1000000 -
500000

0 ¢ T T ]
0 20 40 60 80 100 120 140

Stezenie AsA (ug /L)

Pole powierzchni

Rysunek 10. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczania catkowitej zawartosci witaminy C w mleku
kobiecym (n=3).

Calkowita zdolnos¢ przeciwutleniajaca (TAC)

W celu okreslenia catkowitej zdolnosci przeciwutleniajacej (TAC - Total Antioxidant Capacity)
mleka ludzkiego postuzono si¢ metoda z uzyciem odczynnika ABTS (Martysiak-Zurowska, Wenta,
2012). Podczas reakcji ABTS z nadsiarczanem sodu powstaje kationorodnik ABTS™, ktory petng
stabilno$¢ w roztworze uzyskuje po uptywie 6 godzin. Jest to zwiazek o barwie niebieskozielone;,
charakteryzujacy si¢ maksimum absorbcji przy dtugosciach fali 417 nm, 645 nm, 734 nm i 815 nm.
ABTS™ w obecnos$ci przeciwutleniaczy zawartych w probce ulega redukcji do podstawowej formy
ABTS, co wptywa na zmian¢ barwy. Stopien spadku intensywnos$ci zabarwienia zalezy od sumarycznej
zawarto$ci 1 aktywnos$ci przeciwutleniaczy w badanym materiale oraz czasu reakcji. Aby wykluczy¢

wptyw innych sktadnikéw badanej probki na oznaczenie pomiar absorbancji prowadzi si¢ w najbardziej
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intensywnym i selektywnym dla ABTS™ paémie przy dhugosci fali 734 nm. Calkowita aktywno$é
przeciwutleniajaca probki wyraza si¢ w ekwiwalentach Troloxu [TE] - rozpuszczalnego w wodzie
analogu witaminy E, wykorzystujac krzywa wzorcowa zalezno$ci absorbancji od st¢zenia TE w

roztworach wyjsciowych.
Analiza proby badanej

Do probowek wiréwkowych dodano 2 mL metanolowego roztworu ABTS™ (A=0,700 + 0,002;
mierzona wzglgdem metanolu przy A=734 nm) oraz 20 pL badanej probki mleka ludzkiego. Po
wymieszaniu prob¢ inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, bez dostgpu S$wiatla,
a nastgpnie wirowano (5 min, 8000 rpm). Natychmiast po odwirowaniu mierzono absorbancje
klarownego supernatantu przy dlugosci fali A=734 nm wzgledem metanolu. Catkowity czas analizy nie
mogl przekracza¢ 15 minut. Korzystajac z rownania krzywej wzorcowej obliczono wartosci TAC dla

poszczegodlnych prob mleka.
Wykonanie krzywej wzorcowej

Do sporzadzenia krzywej wzorcowej postuzono si¢ wyjsciowym roztworem Troloxu (TE) o st¢zeniu
0,968 mg/mL. Postepujac analogicznie jak przy oznaczaniu TAC w probach badanych, dla kazdego
roztworu wzorcowego wykonano trzy pomiary absorbancji. Na podstawie uzyskanych $rednich warto$ci
absorbancji wykonano krzywa kalibracyjng zaleznosci absorbancji od stezenia Troloxu w roztworach

wzorcowych (Rys. 11).

T 025 y = -0,005x + 0,289
T o2 R2=0,986
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Rysunek 11. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczania TAC w probach mleka kobiecego (n=2).
8.25  Oznaczanie skladnikéw przeciwdrobnoustrojowych
Stezenie lizozymu

Stezenie lizozymu w probach mleka kobiecego oznaczono stosujac metod¢ immunoenzymatyczng
typu ,,sandwich”. Analize przeprowadzono $cisle wedtug procedury przedstawionej przez producenta

wykorzystujgc test Lysozyme ELISA Kit, Immun Diagnostik AG (Bensheim, Niemcy).
Analiza proby badanej

Rozcienczone probki mleka (10000x) oraz kontrole nanoszono do studzienek mikroptytki
optaszczonych wysoce specyficznymi przeciwcialami rozpoznajacymi lizozym ludzki. Podczas pierwszej

inkubacji lizozym taczyt si¢ z unieruchomionym na plytce przeciwcialem. Nastgpnie do studzienek
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dodawano swoiste dla lizozymu przeciwciata drugorzedowe skoniugowane z enzymem — peroksydaza
chrzanowa, ktore taczyly si¢ z lizozymem. Ptytke inkubowano przez godzing, po czym do studzienek
dodawano substrat dla peroksydazy — tetrametylobenzydyng (TMB). Podczas inkubacji ptytki w ciemnym
miejscu zachodzita reakcja migdzy enzymem, a substratem, w wyniku ktorej obserwowano zmiang
zabarwienia. Nastgpnie do studzienek dodawano kwasny bufor ,stop”, ktory powodowat zatrzymanie
reakcji pomigdzy substratem, a enzymem i zmiang barwy. Proby analizowano spektrofotometrycznie przy
dlugosci fali 450 nm oraz 620 nm. St¢zenie lizozymu w badanych probkach mleka kobiecego obliczono
na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej przy uzyciu roztwordw wzorcowych dotaczonych do testu

(Rys.12).

Y = (0,245 - 2,44)/(1+(%/6,69)41,57)+2,44
R2=0,999
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Rysunek 12. Przyktadowa krzywa kalibracyjna do oznaczania stezenia lizozymu w probach mleka
kobiecego sporzadzana w programie Gen5 obstugujacy hybrydowy czytnik wielodetekcyjny Synergy
HT, BioTek (n=3).

Stezenie laktoferyny

Zawarto$¢ laktoferyny w probach mleka ludzkiego oznaczono zmodyfikowang procedura opracowang
na podstawie metody przestawionej przez Drackova i in. (2009). Zawarto$¢ laktoferyny oznaczono
technikg HPLC z detekcjg przy 210 nm w uktadzie faz odwrdconych. Do fazy ruchomej dodano kwasu

trifluorooctowego (TFA) w celu polepszenia selektywnos¢ rozdzielenia laktoferyny.

Analiza préby badanej

Probke mleka kobiece doktadnie wymieszano a nastgpnie odwirowano. Supernatant mleka ludzkiego
uzyskany po odwirowaniu probki (12000 rpm, 20 minut, 4°C) rozcienczono 1:5 dejonizowana woda
destylowang. Uzyskany roztwor poddano analizie technika chromatografii cieczowe;.

Do kolumny chromatograficznej Kinetex C18 (4,0 x 150 mm, 5 pm, 100A, Phenomenex)
z przedkolumng SB-C18 (4,6 X 12 mm) nanoszono 20 pL roztworu. Faz¢ ruchomg stanowita mieszanina
0,1% TFA w wodzie (A) i 0,1% TFA w acetonitrylu (B). Analiz¢ chromatograficzng badanych
roztworow uzyskano stosujac elucje gradientowsg: czas od 0 do 2 minut — 65% A : 35% B, czas od 2 do
15 minut - liniowy wzrost zawartosci fazy B do 50%, czas od 15 do 20 minut — liniowa zmiana gradientu
do 65% A : 35% B. Natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,8 mL/min. W tych parametrach czas
retencji LF byt rowny 6,1 minuty.
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Wykonanie krzywej wzorcowej

Roztwor wzorcowy sporzadzono poprzez rozpuszczenie nawazki LF (85%  czystosci)
w dejonizowanej wodzie destylowanej. Wykorzystujac roztwor wzorcowy LF o stezeniu 0,85 mg LF/mL
wykonano seri¢ rozcienczen w zakresie 0,149 do 0,850 mg LF/mL. Przeprowadzono analizg
chromatograficzng roztworé6w wzorcowych z detekcja przy 210 nm, a nastgpnie odczytano pola
powierzchni uzyskanych pikéw. Na podstawie uzyskanych danych sporzadzono linie kalibracyjna

zaleznoéci pola powierzchni piku LF od stezenia analitu w roztworach wzorcowych (Rys. 13).
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Rysunek 13. Przyktadowa krzywa kalibracyjna zaleznos$ci pola powierzchni piku uzyskanego technika
HPLC od stezenia laktoferyny (n=3).
Zawartos¢ laktoferyny w analizowanych probach mleka ludzkiego obliczono wykorzystujac rownanie
linii kalibracyjnej, uwzgledniajac rozcienczenia mleka oraz odzysk laktoferyny z mleka uzyskany

stosowang metoda analityczng (97,15%).

8.2.6 Oznaczanie skladnik6w immunologicznych

Stezenie immunoglobuliny A (slgA)

Stezenie sIgA w probach mleka kobiecego oznaczono stosujagc metod¢ immunoenzymatyczng typu
nwsandwich”. Analize przeprowadzono S$cisle wedlug procedury przedstawionej przez producenta

wykorzystujac test SIgA Elisa Kit firmy Immun Daignostic, (Niemcy).
Analiza préby badanej

Rozcienczone probki mleka (20000 x), standardy oraz kontrole nanoszono do studzienek mikroptytki
optaszczonych wysoce specyficznymi przeciwcialami rozpoznajacymi ludzka immunoglobuling IgA.
W pierwszym etapie inkubacji nastgpowato zwigzanie si¢ IgA proby z przeciwciatami poliklonalnymi
(krélicze przeciwciata przeciwko ludzkiej IgA) unieruchomionymi na ptytce testowej. Kolejno dodano
koniugat znakowany peroksydazg, ktory rozpoznaje specyficzne zwigzang IgA. W kolejnym etapie w
celu usunigcia wszystkich niezwigzanych substancji dodawano tetrametylobezidyna (TMP). Nastepnie w
celu zatrzymania reakcji dodano kwasny bufor stop.

Oznaczono absorbancj¢ roztworéw przy diugosci fali 450 nm oraz 620 nm. Stezenie IgA w badanych
probach mleka kobiecego obliczono na podstawie rownania krzywej kalibracyjnej zalezno$ci absorbancji

od stezenia roztworéw wzorcowych zataczonych do testu (Rys. 14).
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Rysunek 14. Przyktadowa krzywa kalibracyjna do oznaczania stezenia sIgA w probach mleka kobiecego
sporzadzana w programie Gen5 obstugujacy hybrydowy czytnik wielodetekcyjny Synergy HT, BioTek
(n=3).

Stezenie cytokiny TGF-p2

Stezenie cytokiny TGF-B2 w badanych probach mleka ludzkiego oznaczono wykorzystujac
komercyjny test immunoenzymatyczny typu ,,sandwich” Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For
Transforming Growth Factor Beta-2 (Cloud-Clone Corp, USA) postepujac zgodnie z instrukcjg
producenta zatgczong do testu.

Analiza préby badanej

Probki mleka kobiecego dokladnie wymieszano, a nastgpnie odwirowano (1000 rpm, 20 min, 4°C).
Aktywacje cytokiny zawartej w probce przeprowadzono poprzez dodanie do uzyskanych supernatantow
okreslonej objetosci 1 M HCI oraz 1,2 M wodorotlenek sodu/ 0,5 M HEPES. Tak przygotowane proby
oraz standardy dotaczone do testu nanoszono do studzienck mikroptytki optaszczonych wysoce
specyficznymi przeciwcialami rozpoznajacymi ludzks TGF-B2. Podczas pierwszej inkubacji TGF-p2
laczyta si¢ z unieruchomionym na plytce przeciwcialem sprzgzonym z biotyng. Nastepnie do studzienek
dodawano awidyng sprzezong z peroksydaza chrzanowa. Podczas inkubacji ptytki w ciemnym miejscu
zachodzita reakcja migdzy enzymem, a substratem, w wyniku ktorej nastepowata zmiana zabarwienia
roztworu na kolor niebieski. Nastgpnie do studzienek dodawano roztwér kwasu siarkowego, ktory
powodowat zatrzymanie reakcji pomigdzy substratem a enzymem i zmian¢ barwy na kolor z6lty. Proby
analizowano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 450 nm. Stgzenie TGF-B2w badanych probkach
mleka kobiecego obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej wykonanej przy uzyciu roztwordéw
wzorcowych dotaczonych do testu (Rys. 15).
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Rysunek 15. Przyktadowa krzywa kalibracyjna oznaczania stezenia TGF-f2 w probach mleka
kobiecego (n=3).

8.2.7  Oznaczenie aktywnosci lipaz
Aktywnos¢ lipaz w badanych probach mleka ludzkiego oznaczono wykorzystujac komercyjny test
spektrofotometryczny QuantiChrom™ Lipase Assay Kit (DLPS-100) firmy BioAssay Systems (USA)
postepujac zgodnie z instrukcjg producenta zataczona do testu. Metoda oznaczenia oparta jest na reakcji
odszczepienia przez lipazg grupy —SH od kwasu dimerkaptopropanolowo maslanego (BALB). Wolne
grupy —SH tacza si¢ z kwasem 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoesowym (DTNB) tworzac kompleks oznaczany
spektrofotometrycznie. Intensywno$¢ zabarwienia badanego roztworu jest proporcjonalna do aktywnosci

lipaz w badanej probie.
Analiza proby badanej

Rozcienczone proby mleka ludzkiego (500X), wode oraz kalibrator (roztwér lipazy 0 znanej
aktywnoS$ci) nanoszono do studzienek ptytki. Nastepnie w celu zainicjowania reakcji dodawano roztwor
roboczy zalaczony do testu (BALAB + DTNB). Mieszanina reakcyjna zabarwila si¢ na kolor zoélty o
intensywnosci zaleznej od aktywnosci lipaz w badanym medium. Kolejno wykonano pomiar absorbancji
przy dtugosci fali 412 nm po 10 oraz 20 minutach inkubacji. Aktywnos$¢ lipaz mleka ludzkiego obliczono

na podstawie wzoru:

U A in—A i
Aktywnos¢ lipazy (=) = 20 min omn_. 735
L Akalibrator - Awoda

gdzie:
Ao min- absorbancja probki po 10 min inkubacji ;

Ay min - absorbancja probki po 20 min inkubacji;
Avaiibrator- @bsorbancja kalibratora po 20 min inkubacji;
Avoda- @bsorbancja wody po 20 min inkubacji;

735- rownowaznik aktywno$ci kalibratora w warunkach testu (U/L)
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8.2.8  Analiza statystyczna
Uzyskane wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie z podaniem odchylenia standardowego SD.
Statystycznego oszacowania istotnosci réznic pomigdzy zawarto$ciami poszczegélnych analitow w
surowym mleku ludzkim, mleku poddanym ogrzewaniu mikrofalowemu, ogrzewaniu konwekcyjnemu
oraz dziataniu wysokiego cisnienia w ujemnych temperaturze dla danych o rozktadzie normalnym
dokonano metoda ANOVA. Dla klasyfikacji jednoczynnikowej oraz testu post-hoc Tukeya, w przypadku
gdy dane nie mialy rozktadu normalnego wykorzystano test Kruskala-Wallisa wykorzystujac program

Graph Pad Prism 5. Za warto$¢ graniczng poziomu istotno$ci przyjeto p <0,05.
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9. Oméwienie wynikow i dyskusja
Stosowana w BMK pasteryzacja holder wymaga 30 minutowego przetrzymywania mleka kobiecego
w temp. 62,5°C. W jednostkach tych stosowane sg pasteryzatory, w ktorych czas uzyskania pozadanej

temperatury materiatu biologicznego ogrzewanego konwekcyjnie wynosi okoto 20 minut (Rys. 16).

02.05.2014 [150ml]

658848 Temperature 02.05.2014 [150mi]

Temperature (°C)
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Rysunek 16. Przyktadowy wykres temperaturowy procesu pasteryzacji holder sporzadzony przy
wykorzystaniu oprogramowania zataczonego do pasteryzatora STERIFEED-T30 wykorzystywanego
w BMK w Toruniu, m- czas uzyskania temp.62,5°C, m- czas chtodzenia do temp. 20°C

Proces ogrzewania konwekcyjnego, w prowadzonych na potrzeby pracy badaniach, odbywat si¢ w
sposob odzwierciedlajacy warunki pasteryzacji w BMK. Czas uzyskania temperatury 62,5°C wynosit od
17 do 19 minut podczas tego procesu prowadzonego bez mieszania probki. Mieszanie mleka pozwolito
na skrdcenie tego etapu o okoto 7 minut w przypadku temperatury 62,5°C. W wyzszych temperaturach
procesu réznica w czasie ich uzyskania byla znacznie mniejsza i wynosita 3 minuty dla 66°C oraz
2 minuty dla 70°C i 72 °C (Tab.7).

Wykorzystanie ogrzewania mikrofalowego pozwolito uzyska¢ temp. 62,5°C juz w ciagu 1,3 minuty,
a tym samym skroci¢ pierwszy etap procesu o okoto 93% w porownaniu do ogrzewania konwekcyjnego
(Rys. 17). Analogicznie temp. 66°C, 70°C i 72°C uzyskano w czasie krotszym w porwnaniu z

ogrzewaniem konwekcyjnym odpowiednio 0 82%, 83% oraz 85%.
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Rysunek 17. Wykres temperaturowy ogrzewania mikrofalowego sporzadzony przy wykorzystaniu

oprogramowania zataczonego do prototypu pasteryzatora mikrofalowego skonstruowanego przez

firme Enbio Technology Sp. z 0. 0. - - czas uzyskania temp. 62,5°C, - - czas chtodzenia do temp.
20°C

Srednie czasy dojécia do zadanych temperatur podczas ogrzewania konwekcyjnego z i bez mieszania
oraz ogrzewania mikrofalowego przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Sredni czas ogrzewania préb, po ktorym badane proby mleka osiggnety zadang temperature
($rednia + SD).

) Temperatura (°C)
Czas (min)
62,5 66 70 72

Ogrzewame_konwgkcyjne bez 18408 1741 18412 1940.9
mieszania

Ogrzewanie konwekcyjne z 11+1,1 14+1 61,6 | 17+1,1
mieszaniem

Ogrzewanie mikrofalowe 1,3+0,3 3+0,5 3+0,5 3+0,5

9.1 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania mikrofalowego na przezywalnos¢
wybranych drobnoustrojéw Gram dodatnich oraz Gram ujemnych celowo
wprowadzonych do mleka krowiego UHT (badania modelowe)

Ze wzgledu na ograniczony dostep do mleka kobiecego wstgpna ocen¢ skutecznosci pasteryzacji w
réznych warto$ciach temperatury i czasu jej dziatania przeprowadzono w uktadzie modelowym, stosujac
mleko krowie UHT, w ktérym zawarto$¢ ttuszczu wynosita 3,5%.

W celu uzyskania wiarygodnych wynikow analiz do poréwnania skutecznosci badanych metod
inaktywacji mikroorganizméw wykorzystano drobnoustroje referencyjne. Gatunki niepatogennych
szczepow bakterii pochodzacych z kultur referencyjnych uzyskano z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) Instytutu Immunologii i Terapi Doswiadczalnej we Wroctawiu. Do badan wybrano gatunki
bakterii zaliczane do mikroflory naturalnej mleka kobiecego oraz drobnoustroje ktore moga si¢ dosta¢ do
niego w skutek zanieczyszczenia krzyzowego.

Drobnoustroje bedace przedstawicielami naturalnej mikroflory mleka tj. Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Enterococcus durans nie
stanowig zagrozenia dla zdrowia dzieci, u ktorych prawidtowo funkcjonuje uktad odpornosciowy. Mleko

kobiece moze by¢ réwniez nosnikiem szczepdw chorobotworczych tych mikroorganizméw pochodzacych
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od matki i/lub otoczenia. Stanowia one zagrozenie dla dzieci chorych oraz urodzonych przedwczesnie,
czyli gtdownych beneficjentow BMK.

Staphylococcus aureus jest najbardziej chorobotworczym gatunkiem wsrod gronkowcow. Bakterie te
ze wzgledu na wysoka wirulentno$¢ oraz antybiotykoopornos¢ sa glownym czynnikiem etiologicznym
zakazen szpitanych o cigzkim przebiegu. Posiadaja zdolnos$¢ produkowania termostabilnych enterotoksyn
powodujacych zatrucia pokarmowe, ktore nie sa inaktywowane podczas ogrzewania w temperaturze
120°C przez 60 minut (Evenson, 2007). Wedtug danych Federalnego Urzedu Zywnosci i Lekow FDA
(Food and Drug Administartion) zatrucia enterotoksyna gronkowca nastgpuja po spozyciu pokarmu, w
ktorym liczebno$¢ populacji S. aureus wynosi 5 logyej.t.k. w 1 ml lub 1 g zywno$ci. Nieprawidtowe
postgpowanie z mlekiem kobiecym przed przyjeciem do BMK, np. przetrzymywanie w temperaturze
pokojowej, moze prowadzi¢ do namnazania tych drobnoustrojéw. Dlatego wazne jest monitorowanie
zawarto$ci S. aureus w mleku dawczyn (Becker i in. 2004, Murray i in. 2003, Kluytmans i in. 1997).

Staphylococcus epidermidis to bakterie naturalnie bytujace na skorze oraz btonie §luzowej zdrowych
ludzi. Podobnie jak S. aureus szczepy S. epidermidis posiadaja zdolnosc do nabierania cech zjadliwosci
oraz antybiotykoopornosci, dlatego uwazane sa za oportunistyczne patogeny, szczeg6lnie niebezpieczne
dla 0s6b z obnizong odpornoscig (Lim i in. 2005).

Uzyte w badaniach drobnoustroje z gatunku Enterococcus faecalis, Enterococcus durans oraz
Enterococcus hirae powszechnie izolowane sa z mleka kobiecego. W przypadku bakterii E. faecalis w
pismiennictwie dostgpne sg dane okreslajace jej termoodporno$é (Sorqvist, 2003), a pozostate dwa
analizowane gatunki opisane s3 fragmentarycznie. Bakterie z rodzaju Enterococcus sp. wchodzg w sktad
naturalnej mikroflory przewodu pokarmowego czlowieka, a w niewielkiej ilosci zasiedlaja skore oraz
drogi rodne. Przez wiele lat uwazano te mikroorganizmy za wzglgdnie chorobotwoércze. Obecnie sa
powszechnie uznawane za drobnoustroje odpowiedzialne za wigkszos¢ trudnych w leczeniu zakazen
szpitalnych, poniewaz wykazuja zardwno pierwotna, jak i nabyta odporno$¢ na wiele antybiotykow
(Mohanty i in. 2006; Marothi i in. 2005). Szczegodlnie niebezpieczna ze wzglgdu na ograniczone
mozliwosci leczenia jest sepsa wywotana obecnoscig bakterii z rodzaju Enterococcus sp. odpornych na
wankomycyng. Wankomycyna zaliczana jest do antybiotykow glikopeptydowych, tzw. antybiotykoéw
ostatniej szansy w leczeniu cigzkich zakazen wielolekoopornych wywotanych prze bakterie z rodzaju
Enterococcus sp. Zrodlem infekcji sa przede wszystkim krzyzowe zakazenie szpitalne (Choudhry i in.
2010.)

W badaniu wykorzystano rowniez drobnoustroje, ktore nie wystepuja w mleku kobiecym naturalnie,
lecz dostaja si¢ do niego w wyniku zanieczyszczenia krzyzowego, tj. Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa. Do zakazenia moze doj$¢ na kazdym z etapéw dystrybucji mleka dziecku, tj. podczas
odciggania, zbierania, transportu, przechowywania czy tez przygotowywania do karmienia. Wybrane
gatunki mikroorganizméw stanowig jedng z najszczestszych przyszyn zakazen szpitalnych na oddziatach
intensywnej opieki noworodka (Cortese i in. 2016).

Bakterie E. coli to Gram ujemne, wzglednie beztlenowe komensalne pateczki, bytujace
w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat. Do tego gatunku naleza jednakze szczepy, ktore wywotuja
stany chorobowe, np. zapalenie ptuc, drog moczowych oraz szczepy powodujace choroby przewodu
pokarmowego (Zoja i in. 2010). P. aeruginosa bytuje gtéwnie w glebie i wodzie, czasami izolowana jest

ze skory zdrowych ludzi. Glownym Zrédlem zanieczyszczenia mleka kobiecego P. aeruginosa jest sprzet
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medyczny i rece personelu. Szczegdlnej uwagi wymaga utrzymanie w czysto$ci armatury szpitalnej,
poniewaz mikroorganizm ten posiada zdolno$¢ tworzenia odpornego na $rodki chemiczne biofilmu na
powierzchniach majacych czesty kontakt z wodg (Zafar i in. 2002; Crivaro i in. 2009; Moolenaar i in.
2000; Bert i in. 1998; Williams 2013). Zakazenie ta bakteria prowadzi do wystgpienia stanéw
chorobowych takich jak sepsa, zapalenie pluc, opon moézgowych, zapalenie skory (Guen i in. 2003).
Najczestsza przyczyna obecnosci E. coli i P. aeruginosa w mleku ludzkim jest niezachowanie

odpowiednich warunkéw higienicznych podczas odciggania pokarmu.
Staphylococcus aureus PCM 2045 i Staphylococcus epidermidis PCM 2118

Warunki pasteryzacji holder zapewniaja catkowitg inaktywacje bakterii S. aureus i S. epidermidis
obecnych w mleku kobiecym (Escuder-Vieco i in. 2018).

Wykazano, iz ogrzewanie konwekcyjne w wariancie z mieszaniem oraz bez mieszania powoduje
catkowita inaktywacje bakterii S. aureus PCM 2045 oraz S. epidermidis PCM 2118 zawieszonych w
mleku UHT w ilosci 5 logyg j.t.k./mL juz w czasie dojscia do temp. 66°C (Rys. 18A, 18B, 19A, 19B).

Ogrzewanie mikrofalowe w temp. 62,5°C pozwolito na uzyskanie peinej inaktywacji obu badanych
drobnoustrojéw po 5 minutach przetrzymywania probek mleka w tej temperaturze (catkowity czas
procesu 6,3 minuty) (Rys. 18C, 19C). Podwyzszenie temperatury procesu do 66°C, 70°C i 72°C skracato
czas niezbedny do catkowitej redukeji liczby bakteri S. aureus do 1 minuty (Rys. 18C). W przypadku
drobnoustrojow S. epidermidis dopiero w temperaturze 70°C i 72°C zaobserwowano redukcje czasu, w
ktérym nastgpowala ich inaktywacja odpowiednio do 1 minuty przetrzymywania probki i czasu
uzyskiwania temperatury procesu (Rys. 19C). Brak jest danych literaturowych okre$lajacych wptyw
ogrzewania mikrofalowego na przezywalno$¢ S. aureus i S. epidermidis obecnych w mleku kobiecym.
Atmaca i in. (1996) wykazali, iz bakterie te zawieszone w bulionie odzywczym w ilosci 12 logyg j.t.K./mL
inaktywowane sa po ogrzewaniu mikrofalowym w czasie 30 s przy zastosowaniu mocy mikrofal 550W.
Na uwage zastuguje fakt, iz badacze stosowali male objetosci mleka co powodowalo, iz w
przeprowadzonym przez nich precesie uzyskali temperature okoto 92°C. W zwiazku z tym nie ma
mozliwosci bezposredniego porownania rezultatow przedstawionych przez Atmaca i in. z niniejszymi
wynikami zawartymi w pracy.

Czas, w ktorym uzyskano zadane temperatury (czas 0) oznaczony zostal na wykresach linig

przerywana na ujemnej osi X.

62


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

AR 5 AR« c
N\ AN NN
AN AN NN
\\ A\ NN

N MWy 3 W
— N 3 — 3
E] W =] W\ \
e AN §’ W,
- ™\ 2 - W, 2

\ \\

K—I \\L-l
-20 -15 -10 -5 0 5 10 -20 -15 -10 -5 0 5 10
Czas ogrzewania (min) Czas ogrzewania (min)
C

Log,, j.t.k/mL

-4 -2 0 2 4 6 8 10 12
Czas ogrzewania (min)

Rysunek 18. Wplyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii S. aureus PCM 2054 zawieszonych w mleku UHT
(wartos¢ $rednia £SD), (62,5°C -e, 66°C - ¢, 70°C -m, 72°C -A)
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Rysunek 19. Wplyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii S. epidermidis PCM 2118 zawieszonych w mleku UHT
(warto$¢ $rednia = SD),(62,5°C-#,66°C-4,70°C-m,72°C- A

63


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Log, j.t.k/mL

—— At ————l— ———
4 -2 0 2 4 6 8 10 12
Czas ogrzewania (min)

CD. Rysunek 19. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz
ogrzewania mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii S. epidermidis PCM 2118 zawieszonych w
mleku UHT (warto$¢ $rednia+SD),(62,5°C-0,66°C-4,70°C-m,72°C- A)

Enterococcus sp.

Enterococcus faecalis

Bakterie z rodzaju Enterococcus sp.charakteryzuja si¢ najwiekszg termoodpornoscig spo$rod bakterii
nieprzetrwalnikujacych, przezywajac ogrzewanie w temp. 60°C przez 30 minut (Perez i in. 1982).

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze nawet 30 minut ogrzewania konwekcyjnego w temp.
66°C nie jest wystarczajace do inaktywacji bakterii E. faecalis PCM 896 jezli ich poczatkowa ilo$¢ w
mleku wynosi 5 logy j.tk/mL. W tych parametrach procesu nastgpuje obnizenie liczby
mikroorganizméw o okoto 2,5 i 1 logy j.t.k./mL odpowiednio w probkach mleka mieszanych i nie
mieszanych w trakcie procesu. Podwyzszenie temperatury ogrzewania do 70°C prowadzito do catkowitej
inaktywacji drobnoustrojow po 10 minutach dzialania temperatury, zarowno w przypadku procesu
prowadzonego z mieszaniem, jak i bez mieszania (catkowity czas procesu wynosit odpowiednio 33 i 35
minuty). Ogrzewanie mleka w sposob konwekcyjny w wariancie bez mieszania w temp. 72°C
powodowato redukcje liczby bakterii E. faecalis PCM 896 do poziomu ich niewykrywalnosci w 1 mL
mleka w czasie dojscia do zadanej temperatury (19 minut), natomiast w wariancie z mieszaniem probek
po 10 minutach jej dziatania (calkowity czas procesu wynosit 27 minut) (Rys. 20A, 20B).

Ogrzewanie mikrofalowe prob mleka nie przyniosto zadowalajacych rezultatow wzgledem bakterii
E. faecalis PCM 896 zawieszonych w mleku UHT. Nawet dzialanie temp. 72°C przez 10 minut
(calkowity czas procesu 13 minut) nie powodowato catkowitej inaktywacji tych mikroogrganizméw. Po

tym czasie w mleku obecne byty jeszcze nieliczne Zzywe komorki tego szczepu (Rys. 20C).
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Rysunek 20. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii E. faecalis PCM 896 zawieszonych w mleku UHT
(warto$¢ Srednia = SD), (66°C - ¢, 70°C - m, 72°C - A)

Enterococcus durans PCM 1857

Catkowita inaktywacje bakteri E. durans PCM 1857 uzyskano po 30 minutach ogrzewania mleka w
sposob konwekcyjny w temp. 66°C w wariancie bez mieszania probki (catkowity czas procesu wynosit
47 minut). Zastowowanie tych samych wartosci czasu i temperatury procesu w wariancie z mieszaniem
prowadzito do obnizenia si¢ ilosci tych drobnoustrojow w badanej probie o 4,6 logyg j.t.k./mL. Dziatanie
temp. 70°C redukowato liczbe E. durans do poziomu niewykrywalno$ci w 1 mLmleka w wariancie bez
mieszania juz w czasie doj$cia do zadanej temperatury (18 minut). W procesie prowadzonym z
mieszaniem probki w celu uzyskania efektu pasteryzacji konieczne bylo przetrzymywanie mleka przez 10
minut (catkowity czas procesu wynosit 26 minut). Podwyzszenie temperatury ogrzewania do 72°C
powodowalo, iz bakterie E. durans byty catkowicie inaktywowane juz w czasie jej uzyskania przez
badany materiat biologiczny (Rys. 21A, 21B).

W pracy wykazano, ze 10 minutowe ogrzewanie mikrofalowe proby mleka UHT w temp. 66°C
powodowato obnizenie liczby zawieszonych w nim bakterii E. durans PCM 1957 o ok. 4 logo j.t.k./mL

(catkowity czas procesu wynosit 13 minut). Podwyzszenie temperatury procesu do 72°C pozwolito na
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uzyskanie catkowitej redukcji tych drobnoustrojéw po 5 minutach przetrzymywania (catkowity czas

procesu wynosit 8 minut) (Rys. 21C).
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Rysunek 21. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalnos¢ bakterii E. durans PCM 1957 zawieszonych w mleku UHT
(warto$¢ $rednia + SD), (66°C - ¢, 70°C - m, 72°C - A )

Enterococcus hirae PCM 2559

Zaobserwowano, iz catkowitg inaktywacje bakterii E. hirae 2559 zawieszonych w mleku w ilosci
5 logyg j.t.K./mL uzyskano w temp. 66°C podczas ogrzewania konwekcyjnego w wariancie z mieszaniem i
bez mieszania probki po 30 minutach prowadzenia procesu (calkowity czas procesu wynosit,
odpowiednio, 44 i 47 minut). Podwyzszenie temperatury ogrzewania do 70 i 72°C powodowato, iz
bakterie E. hirae nie byty wykrywane w 1 mL proby mleka juz w czasie uzyskania zadanych temperatur
w obu wariantach ogrzewania (Rys. 22A, 22B).

Z kolei ogrzewanie mikrofalowe probki z zawieszonymi bakteriami E. hirae PCM 2559 w temp. 66°C
przez 10 minut prowadzito tylko do obnizenia ich ilo$ci 0 3 logyg j.t.k./mL. Natomiast w 70°C i 72°C
uzyskano catkowitg inaktywacje tych drobnoustrojéw,odpowiednio, po 10 i 5 minutach minutach

ogrzewania (catkowity czas procesu wynosit, odpowiednio, 13 i 8 minut) (Rys. 22C).
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Rysunek 22. Wplyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz
ogrzewania mikrofalowego (C) na przezywalnoé¢ bakterii E. hirae PCM 2559 zawieszonych w
mleku UHT (warto$¢ $rednia + SD), (66°C - ¢, 70°C - m, 72°C - A).

Eschericha coli K-12 i Pseudomonas aeruginosa PCM 499

Pasteryzacja holder prowadzi do eliminacji Eschericha coli i Pseudomonas aeruginosa wystepujacych
w mleku kobicym w iloéci okoto 5 logo j.t.k./mL (Landers i in. 2010; Escuder-Vieco i in. 2018). W
dostepnym pismiennictwie nie ma natomiast danych o tym, czy taki efekt mozna uzyska¢w krotszym
czasie w wyzszych temperaturach ogrzewania.

Wykazano, ze bakterie E. coli K-12 i P. aeruginosa PCM 499 celowo wprowadzone do mleka UHT w
ilosci okoto 6 logyj.t.k./ml, inaktywowane byly po ogrzewaniu metoda konwekcyjng bez mieszania
probki juz w czasie uzyskania przez mleko temp. 66°C (17 minut) (Rys. 23A, 24A). Stosowanie
mieszania podczas procesu pozwolito na skrocenie czasu uzyskania zadanej temperatury do 14 minut,

uzyskujac rownowazny efekt letalny (Rys. 23B, 24B).
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Rysunek 23. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii E. coli K-12 zawieszonych w mleku UHT (warto$¢ srednia
+ SD), (62,5°C e-, 66°C - ¢, 70°C -m, 72°C - A).

Z kolei stosujac ogrzewanie polem promieniowania mikrofalowego calkowita inaktywacje obu
szczepéw badanych bakterii zawieszonych w mleku UHT zaobserowowano po 5 minutach
przetrzymywania prob w temp. 62,5°C (calkowity czas procesu wynosit 6,3 minut). Prowadzenie procesu
w temp. 66°C powodowalo, iz bakterie te byly redukowane do poziomu niewykrywalnosci w 1 ml mleka
po 5 minutach ogrzewania. Dopiero podwyzszenie temperatury procesu do 70°C i 72°C skracato czas, w
ktorym nastgpowata inaktywacja E. coli K-12do 1 minuty (catkowity czas procesu wynosit 4 minuty).
Zywe komorki P. aeruginosa PCM 499 nie byly oznaczane w probach mleka juz w czasie uzyskania
przez nie temperatury 70°C (Rys. 23C, 24C).
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Rysunek 24. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego bez mieszania (A) i z mieszaniem (B) oraz ogrzewania
mikrofalowego (C) na przezywalno$¢ bakterii P. aeruginosa PCM 499 zawieszonych w mleku UHT
(warto$¢ $rednia + SD), (62,5°C - e, 66°C - ¢, 70°C -m, 72°C - A).

PODSUMOWANIE

Pasteryzacja holder (62,5°C; 30 minut) zaadoptowana zostata w BMK z przemyshu mleczarskiego.
Wplyw tej metody, zarowno na mikroflore, jak rowniez sktadniki odzywcze oraz biologicznie aktywne
mleka kobiecego zostal obszernie opisany w dostepnym piSmiennictwie. Jak przedstawiono w czesci
teoretycznej pracy, pasteryzacja holder inaktywuje wszystkie drobnoustroje wegetatywne obecnhe w
mleku kobiecym, lecz rowniez czgsciowo lub catkowicie degraduje sktadniki biologicznie aktywne.

Dla gtéownych beneficjentow BMK wazne jest nie tylko bezpieczenstwo mikrobiologiczne
przyjmowanego pokarmu, lecz rowniez jego warto§¢ odzywcza oraz aktywnosc¢ biologiczna.

W ramach pracy zastosowano, jak dotad nieopisywane w literaturze, modyfikacje wartosci czasu oraz
temperatury ogrzewania konwekcyjnego, jak roéwniez inny sposob generowania temperatury (polem
promieniowania mikrofalowym) w celu okreslenia czy moga one stanowi¢ alternatywe dla stosowanej w
BMK pasteryzacji holder.

Analizy wykonane w uktadzie modelowym wykazaty w przypadku ogrzewania konwekcyjnego, iz w

czasie potrzebnym do uzyskania temperatury 66°C bakterie E. coli, P. aeruginosa, S. aureus oraz
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S. epidermidis (termowrazliwe) ulegaty catkowitej inaktywacji bez wzgledu na to czy probka podczas
procesu byta mieszana, czy nie. W przypadku termoodpornych bakterii z rodzaju Enterococcus sp.
zawieszonych w mleku UHT, aby uzyska¢ catkowita inaktywacj¢ tych mikroorganizméw nalezato
podwyzszy¢ temperatur¢ prowadzenia procesu ogrzewania. Inaktywacja E. faecalis PCM 896,
charakteryzujacych si¢ najwigksza termoodpornosciag zachodzita po 10 minutach ogrzewania w
temperaturze 70°C.

W przypadku analizowanych w do§wiadczeniu drobnoustrojow termowrazliwych mieszanie probki
podczas ogrzewania pozwolitlo na skrocenie czasu prowadzenia procesu, w ktérym nastgpuje ich
calkowita inaktywacja. Whrew zatozeniom w przypadku drobnoustrojow termoodpornych stosowanie
mieszania probek w trakcie procesu wydluzalo czas ogrzewania potrzebny do uzyskania pozadanej
czystosci mikrobiologicznej badanych prob. Zjawisko to wynika przypuszczalnie z ochronnej w stosunku
do mikroorganizméw funkcji thuszczu mleka. Proces homogenizacji, ktéremu poddawane jest mleko
UHT prowadzi do zmniejszenia powierzchni kuleczek ttuszczu, co prowadzi do zwigkszenia tacznej
powierzchni frakcji thuszczowej. Mozna zalozy¢, ze mieszanie w trakcie procesu ulatwia przyleganie
lipidow mleka do komorki bakteryjnej, tworzac tzw. ostonke. Dlatego tez w kolejnym etapie badan
okres$lano wplyw ogrzewania konwekcyjnego na mikroflore wystepujaca w mleku kobiecym w wariancie
bez mieszania.

Wplyw ogrzewania mikrofalowego na mikroorganizmy wystgpujace w zywnoSci zostal
fragmentarycznie opisany w dostgpnym pisSmiennictwie. Badacze opisujac wyniki swoich analiz
postuguja si¢ gtdéwnie moca urzadzenia oraz czasem jego dziatania, niec majac wptywu na stabilizacje
temperatury procesu (Gedikli i in. 2008). W przeprowadzonych w ramach pracy badaniach problem ten
rozwigzano poprzez wprowadzenie mieszania oraz stalg kontrol¢ temperatury badanego materialu
biologicznego w trakcie trwania procesu (Rys.4). Wykorzystanie tego rozwiazania technologicznego
pozwolito na uniknigcie przegrzania analizowanego materiatu.

Wykazano, iz ogrzewanie mikrofalowe pozwala na znaczne skrocenie catkowitego czasu procesu,
w  ktorym uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji pordwnywalny z ogrzewaniem konwekcyjnym, co
przypuszczalnie zmniejszy straty w stezeniu i aktywnosci sktadnikow bioaktywnych mleka. Stwierdzono,
iz dziatanie temp. 62,5°C generowanej polem promieniowania mikrofalowego przez 5 minut prowadzi do
inaktywacji badanych bakterii porownywalnie do pasteryzacji holder. W przypadku termoodpornych
mikroorganizméw z rodzaju Eneterococcus sp. bezpieczenstwo mikrobiologiczne analizowanej proby
uzyskuje sie w takich samych parametrach czasu i temperatury jak podczas ogrzewania konwekcyjnego
dla tego samego rodzaju bakterii, tj. 70°C, 10 minut, mimo znacznego skrdcenia czasu w ktorym
uzyskiwana byla temperatura 70°C. Natomiast termoodporny szczep E. faecalis PCM 896 nie byt
inaktywowany nawet po ogrzewaniu w temp. 72°C przez 10 minut.

Wyniki powyzszych badan okreslity jak wybrane parametry czasu oraz temperatury ogrzewania
konwekcyjnego i mikrofalowego wplywaja na badane drobnoustroje wprowadzone do mleka UHT
pojedynczo. Stanowito to podstawe do zaprojektowania dalszego etapu badan dotyczacych powyzszych

metod ogrzewania na naturalng mikroflor¢ mleka kobiecego.
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9.2 Wplyw wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze (193 MPa, -20°C) na
przezywalno$¢ wybranych drobnoustrojow Gram dodatnich oraz Gram ujemnych
celowo wprowadzonych do mleka krowiego UHT (badania modelowe)

Koncepcja nowoczesnych technik przedtuzajacych trwato$¢ zywnosci, alternatywnych do obecnie
stosowanych metod opiera si¢ na dazeniu do jej minimalnego przetwarzania. Metoda HPP jest obecnie
najszerzej analizowanym nietermicznym procesem wykorzystywanym do utrwalania mleka réznych
ssakow. Wptyw wysokiego ci$nienia na sktadniki, zarowno odzywcze, jak rowniez biologicznie aktywne
oraz mikroflor¢ mleka kobiecego zostato szeroko opisane w literaturze.

Dostgpne prace dotycza stosowania cisnien w zakresie 200-700 MPa w temperaturze
w zakresie 20-50°C. Viazis (2008) wykazat, iz dziatanie ci$nienia 400 MPa w temperaturze 21-31°C
przez czas 30 min powoduje iz zywe bakterie S. aureus ATCC6538 nie s3 wykrywalne w mleku
kobiecym przy poczatkowym zanieczyszczeniu wynoszacym 8 logy j.t.K./mL. Natomiast Windyga i in.
(2015) uzyskali réwnowazny efekt letalny dla tego samego szczepu bakterii wprowadzonego do mleka
kobiecego w ilosci 8 logyg j.t.k/mL w czasie o polowe krotszym, tj. 15 minutach lecz konieczne byto
podwyzszenie ci$nienia do 500 MPa oraz zwickszenia temperatury do 50°C.

Opisane zostaly rowniez badania, w ktorych proces ci$nieniowania prowadzony byt w niskich
temperaturach (HPLT- High Pressure Low Temperature). Dotycza one gldwnie wptywu takiego procesu
na zmiany w strukturze biatek roslinnych oraz mleka krowiego (Barry i in. 1998; Koch i in. 1996). Dane
dotyczace wplywu tego rodzaju ci$nieniowania w niskich temperaturach na mikroorganizmy sa
fragmentaryczne. Wykazano, iz dziatanie ci$nienia 300 MPa w temperaturze -20°C nie jest wystarczajace
do catkowitej inaktywacji bakterii Listeria innocua zawieszonych w roztworze soli fizjologicznej w iloSci
9 logyp j.t.k./ml oraz ci$nienia 250 MPa w temperaturze -25°C do catkowitej inaktywacji Bacillus subtilis
zawieszonych w buforze ACES w ilo$ci 7-8 logy j.t.K./mL (Luscher i in. 2004; Benet i in. 2005).

Badania prowadzone przez Malinowska-Panczyk i in. (2004) wykazatly, iz dziatanie ci$nienia 193
MPa w temperaturze -20°C powoduje redukcje o 3,5 logyg j.t.K./mL bakterii Escherichia coli K-12 oraz
catkowitg inaktywacje Pseudomonas fluorescens oraz Thermus thermophilus zawieszonych w buforze
fosforanowym w ilosci 8-9 logyg j.t.k./mL. Uzyskane wyniki badan pozytywnie zaopiniowaty powyzsza
metodg jako potencjalny proces mogacy stanowic¢ alternatywe dla stosowanej w BMK pasteryzacji LTLT.

W niniejszej pracy wykazano, iz dziatanie ci$nienia 193 MPa w temperaturze -20°C powoduje
nieznaczne obnizenie si¢ ilo$ci zawieszonych w mleku UHT mikroorganizmow. Najwicksza odpornosé
na stosowane warunki procesu wykazywaty bakterie E. faecalis PCM 896. Zaobserwowano obnizenie ich
ilo$ci jedynie 0 0,15 logyg j.t.k./mL. Natomiast najmniejszg odporno$¢ na dziatanie cis$nienia wykazywaty
bakterie P. aeruginosa PCM 499, gdyz jego liczba zmniejszyta si¢ o 1,3 logyg j.t.k./mL (Rys. 25).

Uzyskane wyniki analiz sugeruja odrzucenie stosowanych parametréw procesu ci$nieniowania w
dalszych badaniach ze wzgledu na brak mozliwo$ci zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicznego

utrwalanego materiatu biologicznego.
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Rysunek 25. Wplyw wysokiego ci$nienia w ujemnej temperaturze na przezywalno$¢ bakterii
zawieszonych w mleku UHT (warto$¢ $rednia = SD), (m - proba nieci$nieniowana, m - proba poddana
procesowi ci$nieniowana)

9.3 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowaniem
mikrofalowego na przezywalno$¢ drobnoustrojow wystepujacych w mleku ludzkim

Celem tego etapu badan bylo okreslenie wptywu ogrzewania konwekcyjnego oraz mikrofalowego w
wybranych na podstawie badan modelowych wartoSciach czasu i1 temperatury na przezywalnos$é
mikroflory mleka kobiecego. Ze wzglgdu na ograniczony dostgp do materiatu biologicznego analizy
przeprowadzone zostaly przy wykorzystaniu roznych partii mleka kobiecego. Objetosci probek mleka,
czas uzyskiwania zadanych temperatur podczas ogrzewania konwekcyjnego i mikrofalowego byty take
same jak w przypadku badan modelowych.

Procedura pozyskiwania i przechowywania prob do badan byta zgodna z wytycznymi dotyczacymi
mleka przed pasteryzacja Stosowang w BMK (Wesotowska 2017). Badanie przeprowadzono na mleku
kobiecym pochodzacym z 17 partii. Partie mleka stanowito $wieze mleko uzyskane od 1 dawczyni.
Badany material biologiczny odciggany byl przez matk¢ w czasie 1 doby w warunkach zaréwno
domowych jak i szpitalnych. Maksymalna dopuszczalna OLD w mleku kobiecym, ktére moze by¢
przyjete do BMK, nie powinna by¢ wigksza niz 5 logyo j.t.k./mL, liczba gronkowcoéw koagulazo-
dodatnich 4 logs j.t.k./mL, natomiast bakterii z grupy coli nie wigksza niz 3 logsg j.t.k./mL (Rozek i in.
2017). Nie dluzej niz 24 godziny od uzyskania mleko poddawane bylo procesowi ogrzewania, a
bezposrednio po nim analizie mikrobiologicznej. Zawarto§¢ drobnoustrojow w §wiezym mleku oznaczana
byta rownolegle z mlekiem po pasteryzacji.

W analizowanym mleku §wiezym oraz ogrzewanym oznaczono og6lna liczbg drobnoustrojéw (OLD),
liczbe bakterii z grupy coli oraz gronkowcoéw koagulazo-dodatnich. Ilo$¢ tych drobnoustrojow jest
okreslana w mleku dawczyn przed przyjeciem do BMK, oraz po procesie pasteryzacji. Okre$lono rowniez
przezywalnos$¢ bakterii kwasu mlekowego czyli grupy mikroorganizmoéw wptywajacych korzystnie na
organizm dziecka, oraz bakterii z rodzaju Streptococcus sp. i Enterococcus sp, ze wzgledu na mozliwo$¢
wystgpowania w tej grupie bakterii szczepow wywotujacych infekcje.

Liczebnoé¢ wszystkich badanych grup drobnoustrojéw w partiach mleka kobiecego miescita si¢ w

przedziale 2-7 logy j.t.k./mL. Wysoki poziom poczatkowego zanieczyszczenia mikrobiologicznego
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mleka kobiecego, OLD powyzej 5 109y j.t.k./mL prawdopodobnie spowodowany byt niezachowaniem
odpowiednich warunkéw higienicznych podczas odciagania i przechowywania pokarmu

Na potrzeby badan wplyw zadanych temperatur i czasu ich dziatania ogrzewania konwekcyjnego i
mikrofalowego na przezywalnos¢ drobnoustrojow okreslono réwniez w partiach mleka, w ktorych ilos¢

drobnoustrojow znacznie przekraczata dopuszczalne normy dla mleka przed przyjeciem do BMK.

9.3.1  Ogrzewanie w temperaturze 62,5°C

W mleku kobiecym pochodzacym z 1 partii OLD wynosita okoto 6 logyo j.t.k./mL, a liczebnosé
populacji kazdej z pozostatych analizowanych grup drobnoustrojow okoto 5 logg j.t.k./mL(Rys. 26/1).
Ogrzewanie konwekcyjne mleka w temp. 62,5°C powodowato spadek liczby bakterii kwasu mlekowego,
bakterii z rodzaju Enterococcus sp. i Streptococcus sp. odpowiednio o 3, 2, oraz 1,5 logy j.t.K./mL juz w
czasie potrzebnym do uzyskania zadanej temperatury. Po 30 minutowym ogrzewaniu w 62,5°C
(parametry pasteryzacji holder) w badanym mleku obecne byly jedynie bakterie kwasu mlekowego w
ilosci okoto 10j.t.k./mL, co odpowiada standardom BMK dotyczacym jako$ci mikrobiologicznej mleka
po procesie pasteryzacji.

W mleku z 2 partii OLD wynosita okoto 4 logy j.t.k./mL. Z kolei liczebno$¢ bakterii z grupy coli
oznaczono w ilosci okoto 5 logg j.t.k./mL, a bakterii z rodzaju Enterococcus sp. i Streptococcus sp.
6 logyp j.tk/mL. Obecne w tej partii mleka ludzkiego bakterie z grupy coli byly calkowicie
inaktywowane juz w czasie uzyskania temperatury 62,5°C podczas ogrzewania konwekcyjnego.
Przetrzymywanie prob mleka w tej temperaturze przez 10 minut prowadzito do redukcji liczby OLD o
1 logy j.t.k./mL, natomiast bakterii z rodzaju Enterococcus sp. i Streptococcus sp. 0 3,5 logyg j.t.k./mL.
Wydtuzenie czasu procesu nie powodowato dalszego zmniejszania liczby drobnoustrojow (Rys. 26/2).
Mimo nizszej niz dopuszczalna w bankach mleka kobiecego ilosci OLD w mleku $wiezym
(4 logyg j.t.k./mL) nie uzyskano pozadanego efektu pasteryzacji. Moze to §wiadczy¢ o obecnosci w mleku
mikroorganizmow termoodpornych (np. z rodzaju Enterococcus sp.), do ktorych inaktywacji zastosowane
parametry ogrzewania (62,5°C, 30 minut) nie sa wystarczajace.

W mleku z kolejnej partii OLD wynosita okoto 6 logyg j.t.k./mL, ilo§¢ bakterii kwasu mlekowego
4 logyg j.t.k./mL, natomiast pozostatych bakterii nie wiecej niz 3 logyo j.t.k./mL (Rys. 26/3). Pomimo
przekroczenia ilosci OLD catkowitg inaktywacj¢ analizowanych mikroorganizméw zaobserwowano juz

w czasie uzyskania temperatury 62,5°C przez probe mleka.
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Rysunek 26. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego w temp. 62,5°C na przezywalnos¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojécia do zadanej
temperatury (18 minut)

Wplyw ogrzewania mikrofalowego w 62,5°C na mikroflor¢ wystepujaca w mleku ludzkim oznaczony
zostat w mleku z partii o nr od 4 do 7. W mleku kobiecym pochodzgcym z partii 4 OLD oraz liczebno$¢
populacji pozostatych grup mikroorganizméw znacznie przekraczata dopuszczalne normy ustalone dla
mleka przyjmowanego do BMK i wynosita nawet 7 logg j.t.K./mL (Rys. 27/4). Ogrzewanie mikrofalowe
w temp. 62,5°C przez 5 minut prowadzito jedynie do obnizenia ilosci badanych mikroorganizméw, OLD
0 1,3 109y j.t.k./mL, natomiast pozostatych analizowanych grup drobnoustrojow w zakresie od 0,7 do 2,9
logy j.t.k./mL (Rys. 27/4).

Wyjsciowa OLD w mleku kobiecym z partii 5 wynosita 4,8 logjo j.t.k./mL, natomiast liczebnosc¢
bakterii kwasu mlekowego, z grupy coli i gronkowcow koagulazo-dodatnich 2 logigj.t.k./mL, w tym
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bakterii z rodzaju Enterococcus sp. okoto 10 j.tk./mL. Ogrzewanie mleka polem promieniowania
mikrofalowego przez 3 minuty w temp. 62,5°C prowadzito do obnizenia OLD do poziomu 1,3 logj,
jtk/mL oraz inaktywacji pozostalych mikroorganizmow. Wydluzenie czasu dziatania powyzszej
temperatury do 5 minut powodowato, iz w badanym mleku nie byly oznaczane zywe komorki bakterii
(Rys. 27/5).

W przypadku gdy wyj$ciowa ilos¢ OLD oraz pozostatych oznaczanych w mleku ludzkim bakterii nie
przekracza 3logyg j.t.k./mL redukcja liczby badanych mikroorganizméw do poziomu niewykrywalno$ci w
1 mL mleka zachodzita juz po 3 minutach ogrzewania w temperaturze 62,5°C (Rys. 27/6). Gdy
poczatkowa liczba drobnoustrojow wynosita mniej niz 2 logyg j.t.k./mL jak miato to miejsce w parti nr 7

efekt pasteryzacji osiggni¢to juz po 1 minucie ogrzewania (Rys. 27/7).
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Rysunek 27. Wplyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 62,5°C na przezywalnos¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [=], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojscia do zadanej
temperatury (1,3 minuty).
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CD. Rysunek 27. Wplyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 62,5°C na przezywalno$¢ OLD [m],
bakterii kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [=], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus
sp. [=] oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko §wieze), 0 — czas dojscia do
zadanej temperatury (1,3 minuty)

9.3.2 Ogrzewanie w temperaturze 66°C

W mleku kobiecym pochodzacym z partii nr 8 gdzie wyjsciowa OLD, liczba bakterii kwasu
mlekowego, bakterii z rodzaju Enterococcus sp. oraz bakterii z rodzaju Streptococcus sp. wynosita okoto
7 logy j.t.k/mL ogrzewanie konwekcyjne mleka w temp. 66°C prowadzito do obnizenia liczby
wszystkich badanych mikroorganizméw o okoto 4,7 logy, j.t.k./mL juz w czasie uzyskania zadanej
temperatury. Wydluzenie czasu procesu powodowalo dalsze obnizanie zawarto$ci bakterii. Jednak nie
zaobserwowano catkowitej inaktywacji drobnoustrojow nawet po maksymalnym czasie (30 minut)
dziatania temperatury 66°C (Rys. 28/8).

Gdy ilos¢ OLD, bakterii kwasu mlekowego, bakterii z rodzaju Enterococcus sp.oraz Streptococcus sp.
w mleku $wiezym wynosita okoto 5 logyg j.t.k./mL (mleko z partii nr 9), juz w czasie uzyskania temp.
66°C oznaczono OLD w ilosci 10 j.tk./ml, czyli poziomie akceptowanym przez BMK po procesie
pasteryzacji (Rys. 28/9).

W przypadku gdy poczgtkowa OLD wynosita 4,5 logyg j.t.k./ml, a zawarto$¢ pozostatych oznaczanych
w mleku kobiecym drobnoustrojow nie przekraczata 4 logy j.tk./mL, catkowitg inaktywacja

mikroorganizméw nastepowata juz w czasie uzyskiwania przez ogrzewane mleko temp. 66°C (Rys.
28/10).
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Rysunek 28. Wplyw ogrzewania konwekcyjnego w temp. 66°C na przezywalnos¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze),0 — czas dojs$cia do zadanej
temperatury (17 minut).

W mleku kobiecym pochodzacym z partii nr 11 ogrzewanym polem promieniowania mikrofalowego
w temp. 66°C ilo§¢ OLD wynosita 6,6 logy, j.t.k./mL, bakterii kwasu mlekowego 5,7 logyg j.t.k./mL,
bakterii z rodzaju Enterococcus sp. 6,2 logy, j.tk./mL, bakterii z rodzaju Streptococcus sp.
6,9 logy j.t.k/mL bakterii z grupy coli 4,4 logy j.t.k/mL oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich
4 logy j.t.k/mL (Rys. 29/11). Stosowana temperatura procesu prowadzita do catkowitej inaktywacji
bakterii z grupy coli oraz gronkowcoéw koagulazo-dodatnich w mleku odpowiednio po 1 i 3 minutach

ogrzewania. W przypadku pozostalych grup drobnoustrojow ich liczba ulegta jedynie obnizeniu,
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maksymalnie o 4 logyo j.t.k/mL po 5 minutowym ogrzewaniu. W przypadku OLD zachserwowano
zmniejszenie liczby tylko 2 logygj.t.k./mL (Rys. 29/11).

W mleku pochodzacym z kolejnej partii ilos¢ OLD oznaczana byta na poziomie akceptowanym przez
BMK w mleku przed procesem pasteryzacji i wynosita 4,3 logyy j.t.k./mL, natomiast pozostate
analizowane drobnoustroje wykrywane byly na poziomie okoto 3,5 logyg j.t.k./mL. Wykazano, ze bakterie
te nie byly wykrywane w probce mleka po ogrzewaniu polem promieniowania mikrofalowego w temp.
66°C przez 3 minuty (Rys. 29/12).

W ostatniej probce mleka poddanej ogrzewaniu polem promieniowania mikrofalowego liczebno$é
bakterii wyniosta nie wiecej niz 3 logyo j.t.k./mL. Calkowita inaktywacja drobnoustrojow obserwowana

byta juz po 1 minucie ogrzewania (Rys. 29/13).
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Rysunek 29. Wplyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 66°C na przezywalno$¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojécia do zadanej
temperatury (3 minuty).
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CD. Rysunek 29. Wplyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 66°C na przezywalno$¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojécia do zadanej
temperatury (3 minuty).

9.3.3  Ogrzewanie w temperaturze 70°C

Poziom zanieczyszczenia mikrobiologicznego mleka kobiecego pochodzacego z partii 14 poddanego
ogrzewaniu konwekcyjnemu w temp. 70°C wynosit okoto 7 logyg j.t.k./mL, z wyjatkiem bakterii z grupy
coli i gronkowcow koagulazo-dodatnich, ktorych ilos¢ wynosita odpowiednio 3,8 i 2,5 logyo j.t.k./mL
(Rys. 30/14). Wykazano, iz 30 minutowe ogrzewanie mleka w temperaturze 70°C nie byto wystarczajace
do uzyskania petnego efektu pasteryzacji. Po tym czasie OLD i liczba bakterii z rodzaju Enterococcus sp.
w mleku wynosita okoto 1 logyg j.t.K./mL (Rys. 30/14). Gdy ich ilo$¢ w mleku §wiezym wynosita okoto 5
logy j.tk/mL catkowita redukcj¢ liczby badanych mikroorganizméw zaobserwowano juz w czasie
uzyskania temp. 70°C (Rys. 30/15).
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Rysunek 30. Wplyw ogrzewania konwekcyjnego w temp. 70°C na przezywalnos¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojscia do zadanej
temperatury (18 minut).
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CD. Rysunek. 30. Wptyw ogrzewania konwekcyjnego w temp. 70°C na przezywalno$¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze), 0 — czas dojécia do zadanej
temperatury (18 minut).

Ogrzewanie mikrofalowe w temp. 70°C nie zwickszalo istotnie poziomu inaktywacji badanych
mikroorganizméw w poréwnaniu z ogrzewaniem ta samg metoda w temp. 66°C, gdy ilos¢
drobnoustrojow w mleku $wiezym wynosita 6-7 logy, j.t.K./mL. Nawet 5 minutowe ogrzewanie mleka w
tej temperaturze nie pozwalato na uzyskanie petnego efektu pasteryzacji. OLD, liczba bakterii kwasu
mlekowego zmniejszyta sie o 2,6 logye j.t.k./mL, natomiast bakterii z rodzaju Enterococcus sp.i
Streptococcus sp.odpowiednio 0 4,4 oraz 3,7 logy j.t.K./mL (Rys. 31/16).

Gdy liczebno$¢ populacji bakterii w probie wynosita 3-4 logy, j.tk/mL, zywe komorki
drobnoustrojow nie byly wykrywane w mleku juz po 3 minutach ogrzewania probki polem

promieniowania mikrofalowego w temp.70°C (Rys. 31/17).
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Rysunek 31. Wptyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 70°C na przezywalno$¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]
oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze),0 — czas dojs$cia do zadanej
temperatury (3 minuty).
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Rysunek. 31. Wptyw ogrzewania mikrofalowego w temp. 70°C na przezywalno$¢ OLD [m], bakterii
kwasu mlekowego [=], z rodzaju Enterococcus sp. [], z grupy coli [=], z rodzaju Streptococcus sp. [=]

oraz gronkowcow koagulazo-dodatnich [], K- kontrola (mleko $wieze),0 — czas dojscia do zadanej
temperatury (3 minuty).

PODSUMOWANIE

Prawidtowa mikroflora mleka kobiecego nie stanowi zagrozenia dla zdrowia dziecka (Fernandez i in.
2013; Rodriguez 2013), a wrgcz przeciwnie stanowi jedng ze sktadowych warunkujacych prawidtowy
rozwo6j i funkcjonowanie przewodu pokarmowego niemowlgcia. Istniejg jednak przypadki, w ktorych
niemowle nie moze by¢ karmione mlekiem wlasnej matki. Proces rgcznego, czy tez mechanicznego
odciggania mleka obcigzony jest ryzykiem jego krzyzowego zanieczyszczenia drobnoustrojami
patogennymi, ktore wywotane jest brakiem higieny podczas odciggania i/lub przechowywania pokarmu.
W przypadku dzieci urodzonych przedwczesnie, u ktorych uktad odpornosciowy nie jest w pelni
wyksztatcony, karmienie mlekiem pochodzacym od innej matki, nie poddanym obrobce termicznej moze
stanowi¢ zagrozenie (Landers i in. 2010).

W literaturze dostepne sg dane okreSlajace wptyw ogrzewania konwekcyjnego jedynie na wybrane
drobnoustroje wprowadzone do mleka kobiecego w Scisle okreslonej ilosci (Viazis i in. 2008). Wplyw
ogrzewania mikrofalowego na drobnoustroje obecne w mleku opisany zostal w literaturze z
wykorzystaniem wynikow badan prowadzonych na mleku krowim (Alkaladi i in. 2014). Brak jest
natomiast danych przedstawiajacych wpltyw powyzszych metod ogrzewania na naturalng mikroflore
mleka kobiecego oraz drobnoustroje patogenne, ktore dostaty sie¢ do mleka drogg kontaminacji w roznej
ilosci.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze nie tylko poczatkowa ilo$¢, ale réwniez rodzaj
drobnoustrojow wystepujacych w mleku kobiecym wptywa na skuteczno$¢ pasteryzacji prowadzonej z
zastosowaniem ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego.
Wykazano, iz aby osiggna¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka ludzkiego nie jest konieczne
stosowanie dtugotrwalego ogrzewania konwekcyjnego w temp. 62,5°C, nawet gdy poczatkowa ogolna
liczba drobnoustrojéw wynosi okoto 6 logij.t.k/mL o ile liczba bakterii kwasu mlekowego oraz
gronkowcow koagulazo-dodatnich nie przekracza 4 logy, j.t.k./mL, natomiast bakterii z rodzaju
Enterococcus sp. i z grupy coli 2 logy j.t.k./mL. Catkowitg inaktywacje drobnoustrojow uzyskano juz w
czasie doj$cia proby mleka do temperatury 62,5°C. Jednak gdy ilo$¢ bakterii z rodzaju Streptococcus sp.
oraz bakterii kwasu mlekowego wynosi 5 logigj.t.k./mL, aby uzyska¢ poziom drobnoustrojow

akceptowany przez BMK w mleku po procesie pasteryzacji nalezy temperatur¢ procesu podwyzszy¢ do
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66°C. Jednak w przypadku, gdy w mleku oznaczono wysoki poziom badanych drobnoustrojéw (okoto 7
l0g10j.t.k./mL) maksymalny stosowany w do$wiadczeniu czas ogrzewania konwekcyjnego (30 minut) w
temp.70°C nie byt wystarczajacy do uzyskania efektu pasteryzacji.

Catkowitg inaktywacj¢ drobnoustrojow wystepujacych w mleku ludzkim w przypadku ogrzewania
polem promieniowania mikrofalowego probek uzyskuje si¢ w znacznie krotszym czasie w porownaniu z
ogrzewaniem konwekcyjnym. W mleku kobiecym, w ktérym ilo§¢ OLD spetnia warunki przyj¢cia mleko
do BMK (maksymalnie 5 logigj.t.k./mL), a ilo$¢ kazdego z analizowanych rodzajow mikroorganizméw
wynosi okolo 2 logjgj.t.k./mL pozadang czystos¢ mikrobiologiczng mleka uzyskuje sie po 5 minutach
ogrzewania w temp. 62,5°C. Zwigkszenie temperatury ogrzewania mikrofalowego do 66°C i 70°C skraca
czas, w ktorym uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji do 3 minut, gdy ogolna liczba mikroorganizméw mleku
kobiecym nie przekracza 5 10g1qj.t.k./mL oraz drobnoustrojéw termoodpornych 3 logyej.t.k./mL.

Wytyczne klasyfikacji mleka od dawczyn do przyjecia do BMK nie okreslaja ilosci bakterii
termoodpornych (np. z rodzaju Enterococcus sp.) mogacych wystepowa¢ w mleku (Tab. 2). Zawarto§é
tych drobnoustrojow moze by¢ oznaczana na bardzo wysokim poziomie, nawet gdy ilo§¢ OLD bedzie si¢
miesci¢ w zakresie dopuszczalnym przez BMK. Zbyt wysokie stezenie tych mikroorganizméw moze
spowodowac, iz warunki ogrzewania moga nie by¢ wystarczajace do ich petnej inaktywacji, dlatego tez w
kolejnym etapie badan wydtuzono czas ogrzewania mikrofalowego do 10 minut.

Uzyskane wyniki badan stanowia uzupelnienie informacji okreslajacych wpltyw ogrzewania
konwekcyjnego na naturalng mikroflor¢ mleka kobiecego. W przypadku ogrzewania mleka kobiecego
polem promieniowania mikrofalowego uzyskane wyniki maja charakter pionierski, zatem nie mozna
poréwnac¢ ich z wynikami prezentowanymi w dostepne;j literaturze.

Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz wptywu ogrzewania konwekcyjnego oraz mikrofalowego
na przezywalno$¢ mikroflory wystepujacej w mleku ludzkim, wybrano wartosci czasu i temperatury
powyzszych proceséow, w ktorych oznaczono zmiany w skladnikach odzywczych oraz biologicznie

aktywnych.
9.4 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na warto$¢ odzywcza mleka kobiecego

9.4.1 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na zawarto$¢ bialka, tluszczu, weglowodanéw oraz warto$é kaloryczna
mleka ludzkiego

W badanych probach surowego mleka Iudzkiego zawarto$¢ biatka catkowitego wynosita
1,6 9/100 mL, weglowodanow 7,25 + 0,05 g/100mL, ttuszczu 3,58 + 0,08 g/100 mL, natomiast
kalorycznos¢ 69,67 £ 0,82 kcal/100 ml (Tab. 8, 9). Taki poziom glownych sktadnikow odzywczych jest
charakterystyczny dla mleka dojrzalego(Zachariassen i in. 2013).
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Tabela 8. Zawarto$¢ sktadnikow odzywcezych w mleku kobiecym surowym i ogrzewanym konwekcyjnie
w wybranych warto$ciach temperatury i czasu jej dziatania (zawarto$¢ §rednia + SD).

Temperatura 62,5°C Temperatura 66°C
Skiadnik Mieko Q,ZB}S " 10 min 20 min 30 min 926?5 " 10 min 20 min

[g/100mL] surowe dojscia dojscia
Biatko

X 1,300 1,33 0,05 1,37 £0,05 1,32+£0,04 | 1,27+0,08 | 1,27+0,08 1,30 £0,11 1,28 0,10
odzywcze
Biatko

. 1,60 0 1,63 £ 0,05 1,70 £ 0 1,65 £ 0,05 1,60+0,11 1,60+ 0,11 1,60+0,11 1,60+0,11

catkowite
Weglowodany 7,25+ 0,05 7,28 £ 0,04 730+ 0 7,25 £ 0,05 7,32 +0,10 7,35+0,10 7,30+ 0 7,33 £0,05
Thuszcz 3,58 £0,08° | 3,77+0,10 3824004 |3,82+0,04° | 3,77+0,15 | 3,72+0,13 3,68+0,13 3,72+0,13
Warto$¢
energetyczna 69,67 0,82 | 71,00+ 1,1 72,17 + 0,412 71,5+£0,55 | 71,17+£1,33 |[71,17+£1,17 | 72,17+0,41° 70,67 £ 1,51
[kcal/100 mL]

*- czas dojscia do zadanej temperatury (18 min)

abedelohi to same litery w wierszu wskazuja na istotne statystycznie réznice w stezeniu sktadnikow odzywezych mleka
kobiecego

(P < 0,05)

Tabela 9. Zawartos¢ sktadnikow odzywezych w mleku kobiecym surowym i ogrzewanym mikrofalowo w
wybranych warto$ciach temperatury i czasu jej dziatania (zawarto$¢ srednia + SD).

Temperatura 62,5°C Temperatura 66°C
ktadnik Milek L, . . . jsci . .

[3/188$L] surgwoe Czas dojscia * 1 min 3 min 5 min Caas iojsma 1 min 3 min

i 128+0,10
OBézg“f]cze 1340° 1,150,052 | 1274008 | "5 13£0,11° | 1,350,059 | 1,38+£0,04° | 1,3320,05F
?;flg‘)fvl " 1,6+ 07 1,45+ 0,050 | 16350109 | 1,62+0,10° | 1,6=0,11° 1,70 1,74 0° 1,68 = 0,04'
Weglowodany | 7,25+0,05% | 6,98+0,04% | 735+0,05" | 7.35+0,05° | 7,35+ 0,05° | 7,23+0,05 7,3+0° 730
Thiszez 3,58 £0,08% | 3,17+0,16%%0 | 3740159 | 3,75+0,14%| 3,75+ 0,167 | 3,85+£0,05% | 3,87+0,05" | 3,78+0,04°
Wartos¢ A 7017 & )
energetyczna | 69,67 0,82° | 63,5 + 0,84 20 " ond 711,55 | 71,5+ 1,647 | 71,83 +0,75% | 72,17 0,98 | 71,67 +0,52'

1,33

[kcal/100 mL] '

*- czas dojscia do zadanej temperatury (3 min);

abocdefohi tosame litery w wierszu wskazuja na istotne statystycznie roznice w stezeniu sktadnikow odzywcezych mleka
kobiecego

(P < 0,05)

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz ogrzewanie konwekcyjne w temp.62,5 i 66°C
nie powoduje istotnych statystycznie zmian w zawarto$ci biatka catkowitego, biatka odzywczego oraz
weglowodanow (Tab. 8). Uzyskane wyniki dotyczace wpltywu ogrzewania konwekcyjnego na biatko
catkowite, odzywcze oraz weglowodany znajduja potwierdzenie w dostepnym pismiennictwie (Garcia-
Lara i in. 2013; Espinosa-Martos i in. 2013; Ley i in. 2011; Vieira i in. 2011; Silvestre i in. 2006; Goes i
in. 2002). Istotng statystyczne wyzsza zawartosci thuszczu, o okoto 7% stwierdzono w probach mleka
kobiecego ogrzewanych konwekcyjnie w temp.62,5°C przez 10 i 20 minut. W przypadku ogrzewania
mikrofalowego réwniez zaobserwowano wzrost zawarto$ci ttuszczu, w mleku ogrzewanym w temp.
66°C 0 okoto 8% po 1 minucie ogrzewania. Ley i in. (2011) oraz Garcia-Lara i in. (2013) stwierdzili
nieznaczny (3,5%) spadek zawartosci thuszczu w mleku ogrzewanym konwekcyjnie w temp.62,5°C przez
30 min. Stwierdzona w niniejszej pracy wyzsza zawartosci thuszczu spowodowana jest prawdopodobnie
bledem przedanalitycznym wynikajacym z niewtasciwej homogenizacji. Remillard i in (1993) wykazali
istotny wptyw wielkosci kuleczek ttuszczowych na doktadno$¢ pomiarowa zawartosci thuszczu w mleku
wykorzystujac metode analizy w podczerwieni.

W probach mleka kobiecego ogrzewanych mikrofalowo w warunkach zapewniajacych efekt

pasteryzacji (62,5°C, 5 minut) nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian w st¢zeniu badanych
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sktadnikow odzywczych w porownaniu z mlekiem surowym. Réwniez zastosowanie wyzszych
temperatur nie wplywato na podstawowe odzywcze sktadniki w mleku ludzkim ogrzewanym polem
promieniowania mikrofalowego (Tab. 9). Dane dotyczace wplywu ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na sktadniki odzywcze mleka sg fragmentaryczne. Tacken i in.(2009) prowadzac badanie
wplywu ogrzewanie mikrofalowego w zakresie temp. 35-40°C oraz czasie 15-30 s nie stwierdzil zmian w

odniesieniu do tych komponentéw mleka kobiecego.

942 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na sklad i zawartosé¢ KT

Na podstawie wykonanych analiz usrednionych prob surowego mleka ludzkiego wykazano, iz
najwickszy udzial w ogodlnej zawartosci KT tluszczu mleka kobiecego majg: kwas oleinowy 18:1 9c
(39%), kwas palmitynowy 16:0 (22%) oraz kwas linolowy 18:2, n-6 (11%). W badanym mleku
stwierdzono obecno$¢ wielonienasyconych KT, a $rod nich kwaséw: a-linolenowego 18:3, n-3 (1,4%),
linolowego 18:2 n-6 (0,8%), eikozapentaenowego 20:5 n-3 (0,1%), k dokozapentaenowego 22:5 n-3
(0,16%) oraz dokozaheksaenowego 22:6n-3 (0,31%) (Tab. 10, 11).Uzyskany skfad i zawarto$¢ KT jest
charakterystyczny dla thuszczu mleka kobiet pochodzacych z Gdanska i okolic (Martysiak-Zurowska i in.
2011).

Zawarto$¢ niektorych KT w tluszczu mleka kobiecego wynosi mniej niz 0,5%, co utrudnia
rozpatrywanie wywotanych ogrzewaniem zmian zawarto$ci kazdego KT z osobna. W celu okres$lenia
wplywu czasu ogrzewania w stalej temperaturze, jak rowniez dzialania r6znej temperatury przez ten sam
czas wykonano zestawienie grupowe, gdzie zsumowano KT: nasyconych (SFA - saturated fatty acids),
jednonienasyconych (MUFA - monounsaturated fatty acids) oraz wielonienasyconych (PUFA -
polyunsaturated fatty acids) osobno rodziny n-3 i n-6.

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz stosowane w trakcie do$wiadczenia parametry
ogrzewania konwekcyjnego, jak rowniez ogrzewania mikrofalowego nie powodujg istotnych
statystycznie zmian w zawarto$ci i proporcji KT w ludzkim thuszczu mleka kobiecego. Nie stwierdzono
wplywu czasu przetrzymywania probki w danej temperaturze, ani dziatania réznej temperatury w tym

samym czasie przetrzymywania na sktad i zawartos¢ KT (Tab. 10, 11, 12, 13).
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Tabela 10. Sktad KT w tluszczu mleka kobiecego surowego i ogrzewanego mikrofalowo w temp. 62,5°C
w zadanych parametrach czasu (% ogolnej zawartosci KT). * ni - niezidentyfikowany, *czas doj$cia- czas
uzyskania zadanej temperatury wynosit okoto 3 minuty.

A\ MOST

Czas ogrzewania [min]
KT Kontrola Czas dojScia™ 1 3 5 10
8:0 0,12 0,11 0,14 0,10 0,12 0,12
10:0 1,02 0,97 1,15 1,02 1,08 1,11
12:0 3,68 3,57 3,87 3,63 3,81 3,85
14:0 4,26 4,21 4,27 4,25 4,29 4,27
14:1t 0,08 0,09 0,10 0,08 0,09 0,11
14:1 9c 0,21 0,21 0,23 0,21 0,23 0,24
15:0 0,31 0,30 0,31 0,30 0,31 0,30
15:19c 0,05 0,06 0,06 0,06 0,08 0,07
16:0 22,36 22,45 22,10 22,58 22,29 21,99
> 16:1t 0,55 0,54 0,55 0,53 0,55 0,53
> 16:1c 2,69 2,68 2,74 2,71 2,73 2,69
16:1 9c 0,22 0,23 0,21 0,20 0,22 0,23
17:0 0,30 0,29 0,27 0,28 0,28 0,28
17:19c 0,21 0,20 0,19 0,20 0,21 0,22
18:0 6,36 6,44 6,23 6,35 6,23 6,26
>18:1t 0,60 0,52 0,48 0,52 0,51 0,50
18:1 9c 38,85 39,30 39,03 39,11 39,00 38,70
18:111c 2,16 2,18 2,17 2,17 2,18 2,17
18:2 n-6 10,91 10,96 11,07 11,00 10,97 10,97
ni 0,11 0,11 0,13 0,11 0,12 0,28
20:0 0,18 0,18 0,17 0,17 0,17 0,18
18:3 n-6 0,14 0,13 0,14 0,13 0,14 0,13
18:3 n-3 1,42 1,41 1,46 1,43 1,44 1,44
20:1n-9 0,07 0,05 0,04 0,05 0,06 0,02
SCLA 0,80 0,76 0,79 0,79 0,76 0,83
20:2 n-6 0,25 0,25 0,24 0,25 0,25 0,25
22:0 0,33 0,32 0,32 0,32 0,33 0,33
20:3 n-6 0,07 0,06 0,07 0,06 0,07 0,05
20:4 n-6 0,56 0,56 0,57 0,55 0,54 0,55
22:1n-9 0,10 0,09 0,09 0,09 0,10 0,08
22:2 0,13 0,13 0,12 0,12 0,13 0,18
20:5 n-3 0,10 0,09 0,11 0,10 0,11 0,12
24:1 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
ni 0,12 0,06 0,11 0,11 0,10 0,10
22:5n-3 0,16 0,18 0,18 0,17 0,20 0,19
22:6 n-3 0,31 0,29 0,31 0,29 0,30 0,27
SUFA 38,91 38,83 38,82 38,98 38,92 38,68
MUFA 45,88 46,13 45,89 45,93 45,94 45,95
PUFA 14,85 14,81 15,05 14,88 14,90 14,98
¥ n-3 1,99 1,97 2,06 1,98 2,05 2,01
¥ n-6 11,81 11,84 11,97 11,86 11,85 11,89
85



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 11. Sktad KT w tluszczu mleka kobiecego surowego i ogrzewanego mikrofalowo w temp. 66°C w
zadanych parametrach czasu (% og6lnej zawarto$ci KT). * ni - niezidentyfikowany, *czas doj$cia- czas
uzyskania zadanej temperatury wynosit okoto 3 minuty.

Czas ogrzewania [min]

KT Kontrola Czas doj$cia™ 1 3 5 10

8:0 0,12 0,18 0,15 0,17 0,15 0,17
10:0 1,02 1,26 1,19 1,31 1,29 1,47
12:0 3,94 3,61 3,474 3,72 3,63 4,07
14:0 4,26 4,75 4,57 4,44 4,70 5,00
14:1t 0,08 0,10 0,09 0,11 0,08 0,10
14:1 9c 0,21 0,25 0,25 0,24 0,23 0,28
15:0 0,31 0,33 0,34 0,32 0,33 0,32
15:1 9c 0,05 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07
16:0 22,36 23,29 23,36 22,34 23,16 23,31
Y 16:1t 0,55 0,56 0,59 0,66 0,58 0,56
Y16:lc 2,69 2,82 2,81 2,75 2,76 2,79
16:1 9c 0,22 0,21 0,26 0,31 0,21 0,20
17:0 0,30 0,27 0,30 0,28 0,28 0,29
17:19c 0,21 0,19 0,21 0,19 0,20 0,21
18:0 6,36 6,07 6,22 6,36 6,26 6,07
>18:1t 0,60 0,55 0,54 0,49 0,49 0,54
18:1 9c 38,85 37,60 37,86 38,17 37,88 37,06
18:111c 2,16 2,10 2,12 2,14 2,13 2,06
18:2 n-6 10,91 10,54 10,57 10,58 10,44 10,29
ni 0,11 0,14 0,07 0,11 0,05 0,13
20:0 0,18 0,16 0,17 0,18 0,17 0,15
18:3 n-6 0,14 0,12 0,14 0,12 0,14 0,13
18:3 n-3 1,42 1,38 1,39 1,35 1,35 1,32
20:1n-9 0,07 0,05 0,06 0,05 0,06 0,05
YCLA 0,80 0,73 0,75 0,75 0,78 0,67
20:2 n-6 0,25 0,22 0,24 0,25 0,24 0,23
22:0 0,33 0,29 0,30 0,31 0,31 0,30
20:3 n-6 0,07 0,05 0,08 0,06 0,03 0,11
20:4 n-6 0,56 0,50 0,50 0,56 0,42 0,51
22:1n-9 0,10 0,06 0,09 0,10 0,09 0,09
22:2 0,13 0,12 0,09 0,17 0,12 0,14
20:5n-3 0,10 0,08 0,12 0,09 0,09 0,08
24:1 0,10 0,21 0,00 0,22 0,04 0,00
ni 0,12 0,09 0,12 0,11 0,11 0,10
22:5n-3 0,16 0,17 0,12 0,19 0,18 0,15
22:6 n-3 0,31 0,26 0,28 0,30 0,29 0,26
SUFA 38,91 40,88 40,61 39,88 40,99 41,89
MUFA 45,88 44,76 44,93 45,49 44,80 43,99
PUFA 14,85 14,15 14,27 14,42 14,06 13,89
> n-3 1,99 1,88 1,90 1,93 1,90 1,82
> n-6 11,81 11,33 11,37 11,49 11,14 11,17
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Tabela 12. Sktad KT w tluszczu mleka kobiecego surowego i ogrzewanego konwekcyjnie w temp.
62,5°C w zadanych parametrach czasu (% ogodlnej zawartoéci KT). * ni - niezidentyfikowany, *czas
dojscia- czas uzyskania zadanej temperatury wynosit okoto 18 minut.

A\ MOST

Czas ogrzewania [min]
KT Kontrola Czas dojscia* 10 20 30
10:00 0,62 0,78 1,03 0,64 0,77
12:00 3,42 4,61 4,87 3,52 4,01
13:00 0,02 0,04 0,04 0,03 0,03
14:00 5,50 6,59 6,79 5,55 5,93
14:1t 0,05 0,06 0,06 0,05 0,06
14:1 9c 0,16 0,20 0,21 0,16 0,17
15:00 0,36 0,40 0,40 0,36 0,37
15:1 9c 0,08 0,10 0,14 0,08 0,12
16:00 24,79 25,67 25,18 24,84 24,86
Y16:1t 0,54 0,64 0,65 0,60 0,60
Y16:1¢ 0,36 0,34 0,30 0,30 0,35
16:19c 2,17 2,41 2,46 2,19 2,24
17:00 0,35 0,32 0,30 0,34 0,33
17:19c 0,25 0,25 0,28 0,24 0,25
18:00 7,00 6,25 5,66 6,94 6,71
X181t 0,83 0,76 0,71 0,82 0,79
18:1 9c 35,66 33,83 33,89 35,59 34,27
18:111c 2,10 2,00 1,92 2,07 2,03
18:2 n-6 9,30 9,07 9,31 9,10 8,99
X 18:1¢ 0,63 0,53 0,45 0,67 0,52
ni 0,13 0,07 0,08 0,14 0,13
20:00 0,23 0,19 0,15 0,22 0,21
18:3 n-6 0,07 0,08 0,08 0,07 0,07
18:3 n-3 1,33 1,33 1,35 1,27 1,25
20:1n-9 0,69 0,57 0,54 0,65 0,64
>CLA 1,04 0,89 0,86 1,00 0,98
22:00 0,07 0,05 0,04 0,07 0,07
20:3 n-6 0,33 0,29 0,33 0,31 0,33
20:4 n-6 0,60 0,52 0,58 0,55 0,58
22:1n-9 0,11 0,09 0,08 0,10 0,11
20:5n-3 0,12 0,11 0,11 0,11 0,11
24:01:00 0,11 0,08 0,07 0,06 0,07
22:5n-3 0,06 0,03 0,10 0,05 0,06
22:6 n-3 0,19 0,16 0,19 0,18 0,19
SUFA 42,35 44,89 44,46 42,50 43,29
MUFA 43,75 41,86 41,76 43,59 42,21
PUFA 13,04 12,49 12,90 12,64 12,57
> n-3 1,70 1,63 1,75 1,61 1,61
> n-6 11,35 10,85 11,15 11,04 10,96
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Tabela 13. Sktad KT w tluszczu mleka kobiecego surowego i ogrzewanego konwekcyjne w temp. 66°C w
zadanych parametrach czasu (% ogolnej zawartosci KT). * ni - niezidentyfikowany, *czas dojscia- czas
uzyskania zadanej temperatury wynosit okoto 18 minut.

Czas ogrzewania

[min]
KT Kontrola | Czas doj$cia* 10 20
10:00 0,62 0,62 0,66 0,80
12:00 3,42 3,37 3,57 4,00
13:00 0,02 0,03 0,03 0,03
14:00 5,50 541 5,69 5,66
14:1t 0,05 0,05 0,06 0,06
14:19c 0,16 0,15 0,17 0,17
15:00 0,36 0,36 0,37 0,38
15:1 9c 0,08 0,10 0,10 0,12
16:00 24,79 24,80 25,12 25,17
Tl6:1t 0,54 0,59 0,60 0,58
Tl6:lc 0,36 0,34 0,36 0,34
16:19c 2,17 2,16 2,21 2,22
17:00 0,35 0,34 0,33 0,33
17:19c 0,25 0,25 0,25 0,24
18:00 7,00 7,16 6,85 6,77
TI18:1t 0,83 0,85 0,84 0,83
18:19c 35,66 35,72 35,28 34,80
18:1 11c 2,10 2,10 2,09 2,08
18:2 n-6 9,30 9,17 9,15 9,09
T18:lc¢ 0,63 0,53 0,62 0,54
ni 0,13 0,14 0,13 0,12
20:00 0,23 0,24 0,22 0,21
18:3 n-6 0,07 0,07 0,07 0,07
18:3 n-3 1,33 1,29 1,28 1,26
20:1n-9 0,69 0,70 0,67 0,63
XCLA 1,04 1,05 1,02 0,96
22:00 0,07 0,08 0,07 0,07
20:3n-6 0,33 0,33 0,32 0,33
20:4 n-6 0,60 0,60 0,58 0,57
22:1n-9 0,11 0,12 0,11 0,10
20:5n-3 0,12 0,12 0,11 0,12
24:01:00 0,11 0,12 0,11 0,96
22:5n-3 0,06 0,06 0,06 0,05
22:6 n-3 0,19 0,19 0,18 0,18
SUFA 42,35 42,41 42,91 43,42
MUFA 43,75 43,80 43,47 43,65
PUFA 13,04 12,88 12,78 12,63
¥ n-3 1,70 1,65 1,63 1,61
Y n-6 11,35 11,23 11,15 11,02
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9.5 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego oraz ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na frakcje lipidowa mleka ludzkiego

9.5.1 Pierwotne produkty utleniania lipidéw

W badanych probkach mleka ludzkiego stwierdzono niewielkg zawarto$¢ pierwotnych produktow
utleniania lipidow, tj. nadtlenkéw lipidowych LP, na poziomie 20 — 50 nM/mL mleka, co jest
charakterystyczne dla mleka kobiecego (Turoli i in. 2004).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian w iloSci LP w probach mleka ogrzewanych
konwekcyjnie w czasie uzyskania temp. 62,5 i 66°C Wykazano, iz 30 minutowe ogrzewanie
konwekcyjne mleka kobiecego w wariancie bez mieszania proby nie wptywa na warto$¢ LP (Rys. 32A),
natomiast w probach mleka mieszanych w trakcie procesu ogrzewania konwekcyjnego zaobserwowano
nizszg o okoto 14% zawarto$¢ LP wzgledem zawarto$ci w mleku surowym (Rys.32B). Mieszanie mleka
w trakcie ogrzewania konwekcyjnego powodowato zwickszenie si¢ powierzchni kontaktu mleka z
tlenem, co skutkowato intensyfikacjg procesow utleniania lipidow.

Czas, w ktorym uzyskano zadane temperatury oznaczony zostal na wykresach linig przerywana na

ujemnej osi X.
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Rysunek 32. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian zawarto$ci LP [% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym + SD] podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (),66°C (e)

Ogrzewanie mikrofalowe mleka kobiecego w temp. 62,5 i 66°C nie powodowalo istotnych zmian w
ilosci LP w mleku czasie uzyskania.(Rys. 33). Dopiero ogrzewanie w temp. 66°C dtuzej niz 5 minut
skutkowato okoto 15% istotnym statystycznie spadkiem LP w mleku kobiecym.

Pierwotnymi produktami reakcji utleniania lipidow sg przede wszystkim wysoce niestabilne
wodorotlenki z zachowana strukturg tancucha weglowego kwasu ttuszczowego (Maszewska 1 in. 2005).
Obnizenie si¢ ilosci LP w badanych probach mleka kobiecego ogrzewanych zardwno konwekcyjnie jak
réwniez przy wykorzystaniu pola mikrofalowego $wiadczy najprawdopodobniej o przeksztatceniu si¢ ich

we wtorne produktu utleniania lipidow (Wasowicz i in. 2004).
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Rysunek 33. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian zawarto$ci LP[% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym + SD] podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C
(#).66°C (o).

952  Wtérne produkty utleniania lipidéw
W badanych probkach mleka surowego stwierdzono zawarto$¢ MDA, jednego z gtdéwnych wtdrnych
produktow utlenienia wielonienasyconych KT, $rednio w iloéci 11,8 pg/100 mL mleka. Z danych
literaturowych wynika, ze zawartos¢ MDA w surowym mleku kobiecym wynosi od 14,21 do

24,49 ng/100 mL mleka. Mozna przypuszczaé, ze obecnos¢ wtdrnych produktow utleniania lipidow w

mleku zwigzana jest z trybem zycia kobiety karmiacej (Martysiak-Zurowska i in. 2006).

180

g A c
o 160 b5
W o
S 140 w _
IS
59 120 =5
= ¢ - o w
2z &
859 @& - -100- % 2
23 g8
I 80 85
25 © ®©
S E 60 ]
2 NCE
.g 40 g
N 20 S
N
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
Czas ogrzewania [min] Czas ogrzewania [min]

Rysunek 34. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian zawartosci MDA [% zmian wzgledem aktywnosci
w mleku surowym + SD] podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (#),66°C (o)

Ogrzewanie konwekcyjne mleka ludzkiego prowadzone w wariancie z mieszaniem i bez mieszania
probki prowadzitlo do wzrostu zawartosci MDA w badanych probach. W przypadku procesu
prowadzonego w wariancie bez mieszania przebieg zmian wartosci MDA w mleku kobiecym nie byt
jednoznaczny. Zarowno w czasie uzyskiwania temp. 62,5°C jak rowniez w efekcie 10 minutowego
ogrzewania zaobserwowano wigkszy w poréwnaniu z temp. 66°C wzrost stgzenia MDA w mleku (Rys.
34A). Po 30 minutach ogrzewania mleka kobiecego bez mieszania nastepowat statystycznie istotny
wzrost zawartoSci MDA, o 25 i 28% odpowiednio w temp. 62,5 i 66°C wzgledem zawartosci
poczatkowej (Rys. 34A).Wedhug dostepnych danych literaturowych pasteryzacja holder (Elisia i Kitts,
2011; Silvestre i in. 2008), jak rowniez dzialanie temp.72°C przez 15s nie wptywa na zawartos¢ MDA w

mleku ludzkim (Silvestre i in. 2008). Rozbieznos¢ w uzyskanych wynikach jest prawdopodobnie
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spowodowana odmienng procedura procesu ogrzewania konwekcyjnego. Silvestre i in. (2008) ogrzewali
niewielka ilo$¢ (4 ml) mleka ludzkiego w termobloku (firmyVLM, HBV-Q-16-16). Mata objgtosé
ogrzewanego materialu biologicznego powoduje szybkie uzyskanie zadanej temperatury, co
przypuszczalnie ogranicza zmiany w skladnikach mleka ludzkiego. W badaniach prowadzonych w
ramach pracy czas ten wynosit 18 minut co bylo zbiezne z warunkami pasteryzacji prowadzonej w
pasteryzatorach przeznaczonych do utrwalania mleka kobiecego

W probach mleka kobiecego mieszanych w trakcie procesu ogrzewania konwekcyjnego
zaobserwowano intensyfikacje¢ proceséw utleniania lipidow czego skutkiem byt wzrost zawartosci MDA,
tym wigkszy im wyzsza temperature i dluzszy czas procesu zastosowano. Po maksymalnym stosowanym
czasie ogrzewania (30 min) zarowno w temp. 62,5°C jak 66°C oznaczono statystycznie istotny okoto
50% wzrost stezenia MDA w mleku ludzkim (Rys. 34B).
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Rysunek 35. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian zawartosci MDA [% zmian wzgledem aktywnosci
w mleku surowym = SD] podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C
(0),66°C (o)

W  mleku kobiecym ogrzewanym mikrofalowo wzrost zawartoSci MDA nie byl tak znaczacy w
poréwnaniu z mlekiem ogrzewanym konwekcyjnie. W badanych probach ogrzewanych mikrofalowo w
warunkach w ktorych uzyskano calkowita inaktywacje bakterii (62,5°C, 5 minut) zawarto§¢ MDA
oznaczana byla na takim samym poziomie jak w mleku surowym (Rys. 35). Wydluzenie czasu
prowadzenia procesu do 10 min powodowato wzrost stezenia MDA o 8% wzgledem zawarto$ci
poczatkowej. Ogrzewanie w analogicznym czasie w temp. 66°C prowadzito juz do 22% wzrostu warto$ci

MDA w analizowanych prébach.

PODSUMOWANIE

Alternatywna do stosowanej obechie w BMK metoda utrwalania mleka ludzkiego powinna nie tylko
zapewnia¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne utrwalonego pokarmu, lecz réwniez w mozliwe jak
najmniejszym stopniu degradowac¢ sktadniki odzywcze oraz biologicznie aktywne. Jednoczesnie powinna
ogranicza¢ generowanie potencjalnie szkodliwych dla zdrowia substancji powstajacych wskutek
przemian sktadnikéw mleka kobiecego. Glownymi beneficjentami BMK sg dzieci chore lub urodzone
przedwczesnie, dla ktorych dostarczony pokarm musi by¢ przede wszystkim bezpieczny. Wazne jest
rowniez, aby warto$¢ biologiczna oraz odzywcza otrzymanego mleka byta na poziomie zaspokajajacym

potrzeby rozwijajacego si¢ organizmu dziecka. Niedostateczna podaz sktadnikéw energetycznych, jak
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rowniez budulcowych, przede wszystkim biatka moze skutkowaé¢ migedzy innymi zachwianiem rozwoju
neuropoznawczego (Weisglas-Kuperus i in. 2009).

Przeprowadzone analizy wykazaty, iz warunki ogrzewania konwekcyjnego (62,5°C; 30 min) oraz
mikrofalowego (62,5°C; 5 min), w ktorych uzyskuje sie¢ efekt pasteryzacji, jak rowniez w pozostatych
parametrach czasu i temperatury stosowanych na potrzeby pracy nie powoduja zmian w zawarto$ci
sktadnikow odzywczych. Uzyskane wyniki badan pozytywnie opiniuja analizowane parametry do
dalszych prac badawczych majacych na celu okreslenie wptywu proponowanych metod ogrzewania na
biologicznie aktywne sktadniki mleka ludzkiego.

Dane literaturowe wskazujg zaré6wno na brak wplywu ogrzewania w parametrach powszechnie
stosowanych w BMK (62,5°C; 30 min), jak rowniez dtugotrwatego ogrzewania w temp. 120°C na KT
mleka ludzkiego (Romeu-Nadal i in. 2008; Fidler i in. 1998; Henderson i in. 1998). Roéwniez dane
uzyskane w wyniku analizy sktadu KT w mleku ludzkim ogrzewanym mikrofalowo sg zbiezne z
literaturowymi. Ovesen [1996], stwierdzit, ze mikrofalowego ogrzewanie mikrofalowe mleka kobiecego
nawet w temp.77°C nie powodowato zmian w profilu wielonienasyconych KT

Lipidy moga ulega¢ procesowi autooksydacji, jak réwniez utlenieniu fotosensybilizowanemu.
Produktami tych reakcji sa pierwotne oraz wtorne produkty utleniania lipidow. Pierwotne produkty
utleniania lipidow dostarczane do organizmu w niewielkiej iloéci wraz z pozywieniem nie sa wchianiane
w jelicie cienkim. Ulegaja one metabolizmowi pod wptywem bakterii jelitowych lub przeksztatcane sg do
obojetnych hydroksykwasow przy udziale peroksydazy glutationowej. W przypadku gdy stezenie tych
produktow w diecie jest wysokic moga one zosta¢ czg¢$ciowo wchlonicte w jelicie powodujac
zwickszenie apoptozy komorek nablonka jelitowego, zmniejszajac tym samym barierowos¢ jelit
(Wasowicz i in. 2004; Cichosz i in. 2011a; Wang i in. 2000; Knazawa i in. 1998). Stosowane parametry
ogrzewania konwekcyjnego oraz ogrzewania mikrofalowego w ktorym uzyskano efekt pasteryzacji nie
wplywatly na zawarto$¢ pierwotnych produktéw utleniania lipidow w mleku kobiecym.

Wtérne produkty utleniania lipidow stanowig znacznie wigksze zagrozenie dla organizmu.
Charakteryzuja si¢ one wysoka reaktywno$cig biologiczng, prowadza m. in. do uszkodzenia struktur
komorkowych, ograniczajg dziatanie enzymow oraz dziatajg cytotoksycznie i mutagennie (Wasowicz i in.
2004; Cichosz i in. 2011a; Cichosz i in. 2011b). Jednym z bardziej reaktywnych produktow utleniania
lipidow jest dialdehyd malonowy (MDA), ktory powstaje z utleniania KT zawierajacych co najmniej trzy
wigzania podwdjne (Fenaille i in. 2001). Przeprowadzone analizy wykazaly, iz parametry ogrzewania
konwekcyjnego powszechnie stosowane w BMK (62,5°C; 30 min) powoduja wzrost stezenia MDA w
mleku kobiecym o okoto 25%. Mieszanie w trakcie procesu, w zamknigtych butelkach ale bez usunigcia
powietrza z przestrzeni pod korkiem zwicksza stopien oksydacji lipidow mleka ludzkiego dwukrotnie.
Korzystniejsze pod wzgledem ograniczenia niekorzystnych zmian w skfadnikach lipidowych mleka,
migdzy innymi utleniania bedzie ogrzewanie mikrofalowe. Warunki pasteryzacji w ktorych uzyskano
bezpieczenstwo mikrobiologiczne (62,5°C; 5 min) nie powodowaly zmian w st¢zeniu MDA w stosunku
do mleka surowego. Ttuszcz w mleku kobiecym wystepuje przewazajacej ilosci w formie zwiazanej w
postaci miceli (83%) , pozostaty cze$¢ stanowi thuszez wolny (17%) (Martysiak-Zurowska, 2005). Lipidy
w formie zwigzanej wykazuja odporno$¢ na procesu utleniania. Wynika to z budowy miceli, ktore
sktadaja si¢ z rdzenia oraz otoczki, w ktorej sktad wchodza biatka, fosfolipidy, cholesterol oraz

glikoproteiny stanowiace fizyczng barierg dla procesow utleniania (Park i in. 2014). Nalezy przypuszczac,
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ze wysoka aktywnos$¢ sktadnikoéw przeciwutleniajacych w mleku ludzkim, ktére neutralizuja wolne
rodniki odpowiedzialne za inicjacj¢ procesu oksydacji w pewnym stopniu hamuje niekorzystne zmiany w
sktadnikach lipidowych (Elisia i in. 2011).

Jednym z wazniejszych substancji warunkujacych prawidlowy rozwdj w okresie prenatalnym,
noworodkowym oraz niemowlecym sg kwasy tluszczowe, a w szczegdlnosci LC-PUFA. Organizm
dorostego cztowieka potrafi syntetyzowa¢ LC-PUFA na drodze enzymatycznej desaturacji i elongacji z
ALA. Organizm niemowlgcia ze wzglgdu na nie w petni wyksztatcony uktad enzymatyczny nie jest w
stanie wytworzy¢ wystarczajacej ilosci LC-PUFA, dlatego tez musza by¢ one dostarczane wraz z
pokarmem (Kent i in. 2006; Innis i in. 1999; Emmett i in. 1997). Ich dostateczna podaz wraz z
pokarmem warunkuje miedzy innymi prawidtowy rozwdj uktadu nerwowego (Auestad i in. 2003).
Pomimo wzrostu zawartosci MDA, ktory powstaje w wyniku utleniania KT zawierajacych co najmniej 3
wigzania podwojne, w mleku kobiecym ogrzewanym konwekcyjnie oraz z uzyciem pola mikrofalowego
nie stwierdzono spadku zawarto$ci wielonienasyconych KT, w tym ARA, EPA i DHA.

9.6 Wplyw ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania
mikrofalowego na wybrane biologicznie aktywne skladniki mleka kobiecego

9.6.1 Skladniki przeciwutleniajace
9.6.1.1 Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

W badanych prébach surowego mleka kobiecego stwierdzono aktywno$¢ SOD w zakresie od 0,5 do
1,7 U/mL. Gutierrez-Repiso i in. (2014) aktywnos¢ tego enzymu w mleku kobiecym dojrzatym oznaczyli
na poziomie érednio 4,42+ 1,61 U/mL. Wykazano, ze SOD charakteryzuje si¢ wysokg odporno$cig na
dziatanie wysokiej temperatury. Ogrzewanie konwekcyjne mleka kobiecego zar6wno w wariancie z
mieszaniem jak i bez mieszania proby w temp. 62,5 i 66°C nie powodowato statystycznie istotnych zmian

w aktywnosci enzymu, nawet po maksymalnym stosowanym w doswiadczeniu czasie dzialania

temperatury (Rys.36AB).
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Rysunek 36. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci SOD (% zmian wzglgdem aktywnosci
w mleku surowym = SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (@),66°C (e).

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz ogrzewanie polem promieniowania
mikrofalowego w warunkach zapewniajgcych bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka (62,5°C; 5 min)
nie powodowato istotnych statystycznie zmian w aktywnos$ci SOD w stosunku do mleka surowego

(Rys. 37). Na uwage zastuguje fakt, iz w mleku kobiecym ogrzewanym w temp. 62,5 i 66°C przez
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1 minut¢ zaobserwowano istotny statystycznie wzrost aktywnosci SOD odpowiednio o 10 i 20%

wzgledem aktywno$ci w mleku surowym.
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Rysunek 37. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci SOD [% zmian wzglgedem aktywnosci
w mleku surowym = SD] podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C
(#),66°C (o).

9.6.1.2 Katalaza (CAT)

W badanych probach surowego mleka kobiecego oznaczono aktywnos$é katalazy na poziomie 14,8 -
21,2 nmol/min/mL, co jest charakterystyczne dla mleka poczatkowego. Yuksel i in. (2015) oznaczyli
aktywno$¢ CAT w mleku kobiecym poczatkowym na poziomie okoto 25 nmol/min/mL.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan wykazano, ze CAT zawarta w mleku ludzkim w
przeciwienstwie do SOD wykazuje duza wrazliwos$¢ na dzialanie wysokiej temperatury.

W mleku kobiecym ogrzewanym konwekcyjnie w wariancie bez mieszania w temp. 62,5 i 66°C
zaobserwowano spadek aktywnos$ci badanego enzymu odpowiednio o 23 i 60% juz w czasie uzyskania
zadanych temperatur. Ogrzewanie préb w zadanych temperaturach powodowalo dalsze obnizenie sie
aktywnoéci enzymu. W efekcie ogrzewania mleka kobiecego w temp. 62,5 i 66°C przez czas 30 minut
wykazano spadek aktywnosci CAT odpowiednio o 43 i 82% wzgledem aktywnosci poczatkowej
(Rys. 38A).

Wplyw mieszania proby na aktywno$¢ badanego biatka w trakcie ogrzewania zauwazalny byt w
procesie prowadzonym w temperaturze 66°C. Straty w aktywnosci CAT byty w tym przypadku o 30%

mniejsze niz w probie niemieszanej (Rys. 38B).
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Rysunek 38. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci CAT (% zmian wzglgdem aktywnosci
w mleku surowym = SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (®),66°C (e).

94


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz juz w czasie uzyskania temp. 62,5 i 66°C
generowanej polem promieniowania mikrofalowego nastgpowal znaczacy spadek aktywnosci CAT w
mleku ludzkim, odpowiednio o 22 i 33% (Rys. 39). Jednak dalsze ogrzewanie prob mleka w statej
temperaturze nawet przez maksymalny stosowany w do$wiadczeniu czas 10 minut nie powodowato

dalszej degradacji biatka (Rys. 39).
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Rysunek 39. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci CAT (% zmian wzgledem zawartosci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (#),66°C (o).
9.6.1.3 Peroksydaza glutationowa (GPx)

Aktywnos¢ GPx w badanych probach surowego mleka kobiecego wynosita od 4,5 do 15
nmol/min/mL. Gutierrez-Repiso i in. (2014) aktywno$¢ GPx w dojrzatym mleku ludzkim oznaczyt na
poziomie 16,6 + 7,5 nmol/min/mL.

Ogrzewanie konwekcyjne mleka kobiecego w wariancie z mieszaniem w temp. 62,5 i 66°C
powodowalo obnizenie aktywnosci GPx o okoto 30 % w czasie uzyskania przez probie mleka zadanych
temperatur (Rys. 40B). Brak mieszania w trakcie procesu intensyfikowalo straty aktywnosci o 151 12%
odpowiednio w temp. 62,5°C i 66°C (Rys. 41A).

Ogrzewanie prob w temp. 62,5 i 66°C przez 30 minut powodowato okoto 50% spadek aktywnos$ci
GPx zard6wno w mleku mieszanym jak i nie mieszanym w trakcie procesu.

Ogrzewanie polem promieniowania mikrofalowego generujacym temp. 62,5 i 66°C przez 1 minute
powodowato gwaltowne obnizenie si¢ aktywnos$ci GPx w mleku ludzkim, odpowiednio o 40 i 60%
(Rys. 41). Jednak podobnie jak w przypadku SOD, w probach mleka ogrzewanych polem
promieniowania mikrofalowego rowniez zaobserwowano czasowy wzrost aktywnosci badanego enzymu.
W parametrach czasu 1 temperatury w ktorych uzyskano bezpieczenstwo mikrobiologiczne
zaobserwowano okoto 30% obnizenie aktywnosci GPx w pordéwnaniu z mlekiem nieogrzewanym.
Wydluzenie czasu obrobki termicznej mleka kobiecego do 10 minut w obu zadanych temperaturach nie

powodowato dalszych istotnych zmian w aktywno$ci badanego enzymu (Rys. 41)
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Rysunek 40. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnos$ci GPx (% zmian wzglgdem aktywnosci
w mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (0),66°C (o).

Zmiana aktywnosci GPx wzgledem
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Rysunek 41. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci GPx (% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (#),66°C (o).

9.6.1.4 Witamina C

Sposréd witamin obecnych w mleku ludzkim, ktére wplywaja na obron¢ organizmu przed ROS
analizie iloSciowej w mleku surowym oraz utrwalonym termicznie poddana zostata witamina C. Ze
wzgledu na wrazliwos$¢ tej witaminy na dziatanie czynnikéw zewnetrznych, takich jak dostep tlenu, czy
dziatanie wysokiej temperatury uzywana jest jako marker zmian zachodzacych podczas przetwarzania
zywnosci. Stezenie witaminy C w surowym mleku kobiecym pochodzagcym od réznych dawczyn byto
zmienne i wynosito od 18,91 do 51,26 mg AsA/L, srednio 28,64 mg ASA/L. Wartosci te porownywalne
byly ze $rednim stezeniem witaminy C w surowym mleku ludzkim przedstawionymi przez
Moltoé-Puigmarti i in. (2011) na poziomie 55,6 mg AsA/l. Natomiast Romeu-Nadal i in. (2008) w swoich
badaniach stwierdzit srednie stezenie witaminy C w mleku wynoszace 35,5 mg AsA/L.

Mieszanie badanego materiatu biologicznego podczas ogrzewania konwekcyjnego nie miatko wptywu
na poziom degradacji witaminy C. Zaobserwowano gwattowny, blisko 40% spadek st¢zenia badanej
witaminy w probach mlek kobiecego pobranych do analizy w czasie uzyskania temp. 62,5°C i 66°C
(Rys. 42AB). 30 minutowe ogrzewanie konwekcyjne, w obu wariantach procesu powodowato spadek
stezenia witaminy C o dalsze 10% bez wzglgdu na stosowana temperaturg. Abramovich i in. (2013)

ogrzewajac mleko kobiece w temp. 62,5°C przez 30 minut zaobserwowali okoto 40% spadek st¢zenia
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witaminy C. Abramovich i in (2013) w swoje pracy stosowat jednak ogrzewanie pod poduszka azotowsa
co prawdopodobnie miato wptyw na nizszy poziom degradacji wit. C niz przedstawiony w pracy.
Rowniez wysoka temperatura generowana polem promieniowania mikrofalowego powodowata
degradacj¢ witaminy C w mleku kobiecym. Juz podczas uzyskiwania temperatury 62,5°C
zaobserwowano spadek st¢zenia badanej witaminy o okoto 20% (Rys. 43). Ogrzewanie mleka kobiecego
w parametrach czasu i temperatury, w ktérych uzyskano catkowitg inaktywacje bakterii mleka kobiecego
(62,5°C; 5 minut) powodowato obnizenie zawartosci witaminy C o okolo 50%. Wydhluzenie czasu
dziatania temperatury do 10 minut nie powodowalo dalszego istotnego statystycznie zwigkszenia
poziomu degradacji witaminy C. Prowadzenie procesu w wyzszej temp. (66°C) powodowalo istotnie
statystycznie wigksze straty witaminy C wzgledem mleka ogrzewanego w temp. 62,5°C w analogicznym

czasie ogrzewani

c A £ B

3 | 2 e 100

& ‘\\ 100 Eﬂ _ \‘

RS . X

S S~ 80 ) s &0

¢ AN 5 ¢ T

=3 50 % g8 60~

23 % g3

£ h 4 ©

g2 40 - $3 40

T = S E

N £ ©

g 20 g 20

s £

S ot ™ — T
20 <15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35

Czas ogrzewania (min) Czas ogrzewania (min)

Rysunek 42. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian st¢zenia witaminy C (% zmian wzgledem
zawartosci w mleku surowym = SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w
wariancie bez mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (#),66°C (o).
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Rysunek 43. Wykres przedstawiajacy przebieg zawartosci witaminy C (% zmian wzglgdem zawartosci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka kobiecego. Temp. 62,5°C
(),66°C (o).

9.6.1.5 Calkowita zdolno$¢ przeciwutleniajaca (TAC)

Wartos¢ TAC w badanych probach surowego mleka kobiecego wynosita od 21 do
33,9 mg TE/100mL. Wynik ten jest zgodny z danymi literaturowymi (Martysiak-Zurowska i in. 2012),
gdzie TAC okreslona z wykorzystaniem testu ABTS dla surowego mleka ludzkiego wynosita od 13,3 do
25,9 mg TE/100mL. Rowniez Turoli i in. (2004) stosowali metode wykorzystujaca odczynnik ABTS do

pomiaru TAC w mleku ludzkim, uzyskujac $rednia warto$¢ rowna 3,15 + 0,63 mmol TE/L, co odpowiada
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78,84 mg TE/100mL. Na poziom wartosci TAC w mleku matek karmigcych moze wplywaé sposédb
zywienia, przebyte choroby czy przyjmowane przez kobiety uzywki (Szlagatys-Sidorkiewicz i in. 2012).
Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz ogrzewanie konwekcyjne prowadzone w obu
wariantach, jak rowniez ogrzewanie polem mikrofalowym nie powoduje istotnych statystycznie zmian w
warto$ci TAC (Rys. 44, 45), bedacego miara poziomu i aktywnos$ci nieenzymatycznych sktadnikow

przeciwutleniajacych mleka kobiecego.
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Rysunek 44. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian wartosci TAC (% zmian wzglgdem zawartosci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego w wariancie bez
mieszania (A) oraz w wariancie z mieszaniem (B). Temp. 62,5°C (®),66°C (o).
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Rysunek 45. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian warto$ci TAC (% zmian wzglgdem zawartosci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka kobiecego. Temp. 62,5°C
(),66°C (o).

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz najbardziej odpornym na stosowane warunki
ogrzewania konwekcyjnego, jak rowniez polem promieniowania mikrofalowego enzymem
przeciwutleniajacym mleka ludzkiego jest SOD.

Porownujac efekt pasteryzacji powszechnie stosowanej w BMK (62,5°C; 30 min) oraz ogrzewania
mikrofalowego (62,5°C; 5 minut) zapewniajgcego bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka stwierdzono,
iz bardziej zachowawcze w stosunku do aktywnosci CAT bedzie zastosowanie ogrzewania

mikrofalowego. W przypadku pozostatych analizowanych skladnikéw przeciwulteniajacych mleka
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kobiecego nie stwierdzono istotnych réznic w poziomie degradacji bez wzgledu na stosowang technike
ogrzewania.

Na uwagg zastuguje wystgpowanie czasowego wzrostu aktywnosci SOD i GPx podczas procesu
ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego odpowiednio po 1 i 3 minutach dziatania zadanych
temperatur. Oba te enzymy zlokalizowane sa w komoérkach mleka kobiecego. W 1 ml mleka ludzkiego
jest okoto 14000 komorek, w tym makrofagi, neutrofile, komoérki nablonkowe sutka oraz limfocyty
(Cregan i in. 2007). Badania prowadzone przez Li i in. (2015) wykazaty, iz dziatanie temp. 60°C przez 30
minut powoduje 97% spadek zywotnosci komorek somatycznych w mleku krowim. Mozna zatem
przypuszczaé, ze czasowy wzrost aktywnosci SOD oraz GPx w probkach mleka kobiecego ogrzewanych
polem promieniowania mikrofalowego spowodowany jest uwolnieniem badanych enzymoéow ze struktur
komorek mleka kobiecego wskutek ich rozpgkania pod wplywem dziatania wysokiej temperatury.
W mleku ogrzewanym konwekcyjnie nie zaobserwowano analogicznych zmian. Enzymy sa z pewnoscig
uwalniane z ludzkich komérek mleka rowniez podczas pasteryzacji LTLT. Jednak temperatura probki
wzrasta w tym procesie bardziej stopniowo (62,5°C osiagnigto w okoto 12min) dlatego mozna zatozy¢, ze
szybkos¢ uwalniania enzymu z uszkodzonych komoérek jest rownowazona przez jego inaktywacj¢ pod
wplywem dziatania wysokiej temperatury.

Czasowy wzrost aktywno$ci enzyméw moze mie¢ tez inng przyczyne, jednak dostepne w
pis$miennictwie wnioski analiz wplywu ogrzewania mikrofalowego na enzymy nie sg jednoznaczne.
Wiele badan prowadzonych w ostatnich latach sugeruje raczej wyzsza degradacje enzymow w warunkach
ogrzewania mikrofalowego niz w efekcie ogrzewania konwekcyjnego. Publikacje suponuja ze
inaktywacja enzymow nastgpuje pod wptywem innych niz termiczne oddziatywanie. Jednak symulacje
wykazaly, ze zastosowane pole w typowym laboratoryjnym reaktorze mikrofalowym jest 3-4 rzegdy
wielkosci zbyt niskie, aby wywota¢ zmiany konformacyjne w biatkach lub enzymach (Damm i in. 2012).
Inni aktorzy na podstawie wynikow badan sugeruja wystepowanie Korzystnego wplywu dziatania pola
mikrofalowego na aktywno$¢ enzymdw. Przedstawiaja istnienie okreslonego nietermicznego efektu
promieniowania mikrofalowego na strukturalne i funkcjonalne wiasciwosci enzymoéw. Bezposredni
transfer energii migdzy polem elektromagnetycznym i domenami biatka polarnego moze indukowaé
modyfikacje elastycznosci enzymu, a w konsekwencji zmieniaé wlasciwosci enzymatyczne co moze
prowadzi¢ do wyzszej reaktywnosci grup funkcyjnych zaangazowanych w reakcje enzymatyczng
(Mazumder, i in.2004). Horikoshi i in. (2016) wykazali, ze promieniowanie mikrofalowe miato
pozytywny wplyw na aktywno$¢ CAT, ale tylko w krotkim czasie, gdy czas ogrzewania wynosit mniej
niz 3 minuty.

Zastosowane w pracy wartosci parametrow obrobki termicznej nie powodowaly  istotnych
statystycznie zmian w warto$ci TAC w mleku kobiecym, ale powodowaty znaczaca degradacje witaminy
C w pordéwnaniu z mlekiem surowym. Wynik ten moze wydawa¢ sie niespojny, gdyz witamina ta jest
jednym z nieenzymatycznych sktadnikow wykazujacych dziatanie przeciwutleniajace. Jednak wykazano
réwniez, ze witamina C wystgpujaca w mleku na poziomie 50 mg/L ma tylko nieznaczny wptyw na
warto$¢ TAC oznaczong metodg ABTS (Lebedeva 2017), co pokazuje jak istotny jest odpowiedni dobor
metod oznaczania bioaktywnych sktadnikow tak skomplikowanej matrycy jak mleko kobiece.

Marinkovi¢ i in. (2016) ogrzewajac konwekcyjnie mleko kobiece w temperaturze 62,5°C przez 30

minut nie stwierdzili zmian wartosci TAC mleka wykorzystujac do oznaczenia metodg ORAC
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Mimo zadowalajacego efektu ogrzewania konwekcyjnego prowadzonego w wariancie z mieszaniem
w stosunku do sktadnikow przeciwutleniajacych nalezy pamigtac, ze jednoczesnie sprzyja to
powstawaniu szkodliwych produktow utleniania lipidéw. Dlatego tez w kolejnym etapie badan skupiono

si¢ tylko na procesie ogrzewania konwekcyjnego prowadzonym bez mieszania.

9.6.2  Skladniki przeciwdrobnoustrojowe
9.6.2.1 Lizozym

W badanych probach surowego mleka ludzkiego zawartos$¢ lizozymu (LZ) wynosita od 0,11 do
0,36 mg/mL, co jest charakterystyczne dla mleka dojrzatego. Montagne i in. (2001) oznaczyli st¢zenie LZ
w mleku dojrzalym na poziomie 0,33 mg/mL. Oznaczona aktywno$¢ lizozymu w badanych probach
mleka kobiecego mieécita si¢ w zakresie 22 300 — 25 800 U/mL. Sousa i in. (2014) aktywno$é LZ w
mleku ludzkim odciagnictym w poczatkowej fazie laktacji (siarze) oznaczyli na poziomie okoto
18 000 + 570 U/mL.

Ogrzewanie konwekcyjne powodowato spadek zaréwno stezenia, jak i aktywnosci LZ w badanych
probach mleka ludzkiego, tym wigkszy im wyzsza temperatur¢ procesu i czas dzialania temperatury
zastosowano (Rys. 46). Niewielki, okoto 10% wzrost stezenia LZ zaobserwowano w probach mleka
kobiecego pobranych w czasie uzyskania temp.62,5°C(Rys. 46A). W mleku ludzkim ogrzewanym w
temp. 66°C po analogicznym czasie stwierdzono spadek iloéci badanego biatka o 25% (Rys. 46A). Wraz
ze spadkiem stezenia LZ w badanych probach mleka kobiecego, wywotanego obrobka termiczng
zaobserwowano jego nizsza aktywno$¢ 0 okoto 20 i 40% odpowiednio w temp. 62,5 i 66°C
(Rys 46B). Ogrzewanie mleka w statej temperaturze prowadzito do dalszej degradacji badanego biatka.
Parametry ogrzewania konwekcyjnego powszechnie stosowane w BMK (62,5°C,30 min) powodowaty
okoto 46% spadek zawarto$ci oraz 35% spadek aktywnosci LZ. W mleku ogrzewanym wtemp.66°C

przez 30 minut 0znaczono nizszg ilo$¢ badanego biatka o 77%, natomiast aktywnos$¢ o 74% (Rys. 46AB).
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Rysunek 46. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian stezenia (A) oraz aktywnosci (B) LZ (% zmian
wzgledem zawarto$ci/aktywnosci w mleku surowym + SD) podczas ogrzewania konwekcyjnego mleka
ludzkiego. Temp. 62,5°C (@),66°C (o)
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Rysunek 47. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian st¢zenia (A) oraz aktywnosci (B) LZ (% zmian
wzgledem zawarto$ci/ aktywno$ci w mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego
mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C (@),66°C (e).

W parametrach czasu i temperatury ogrzewania mikrofalowego zapewniajacych bezpieczenstwo
mikrobiologiczne (62,5°C; 5 min) zawarto$§¢ LZ w mleku obnizyta si¢ o ok. 50%, natomiast aktywno$¢ o
ok. 27%. Dziatanie temp. 62,5°C przez maksymalny stosowany w trakcie ogrzewania mikrofalowego
czas (10 min) nie prowadzito do dalszych istotnych statystycznie zmian w st¢zeniu oraz aktywnosci

badanego biatka (Rys. 47AB).

9.6.2.2 Laktoferyna

W badanych prébach mleka kobiecego stezenie LF wynosito $rednio 1,86 g/L (zakres 1,74-2,1 g/L),
co jest charakterystyczne dla mleka dojrzatego. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi.
Zawartos¢ LF w mleku ludzkim wynosi okoto 5,8 g/L w siarze, oraz okoto 2,2 g/l w mleku dojrzatym
(Montagne i in, 2001).

Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano, iz badane biatko wykazuje duza wrazliwos$¢ na
dziatanie wysokiej temperatury. Spadek st¢zenia byl tym bardziej znaczacy im wyzsza temperature i
dhuzszy czas procesu pasteryzacji stosowano. Ogrzewanie konwekcyjne mleka ludzkiego w temp.62,5°C i
66°C powodowalo spadek zawartoéci LF odpowiednio o okoto 20% i 60% w poréwnaniu do mleka
surowego juz zadanych czasie uzyskania przez probe mleka zadanych temperatur (Rys. 48).

Pasteryzacja w stosowanych powszechnie w BMK parametrach (62,5°C; 30 min) spowodowata okoto
60 + 12,5% obnizenia si¢ stgzenia badanego biatka. W probie ogrzewanej w temp. 66°C przez 30 minut

stezenie LF oznaczane bylo na poziomie 10% zawarto$ci poczatkowej (Rys. 48).
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Rysunek 48. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian zawartosci LF (% zmian wzgledem zawartosci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C
(),66°C (o).
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Poziom degradacji LF w mleku kobiecym ogrzewanym polem promieniowania mikrofalowego
znacznie zalezat od zastosowanej temperatury. Ogrzewanie mikrofalowe mleka kobiecego prowadzonego
w temp. 62,5°C przez czas 5 minut nie nie wplywalo istotnie na stezenie LF w mleku ludzkim (Rys. 49).
Zastosowanie wyzszej temperatury procesu (66°C) powodowalo zwickszenie poziomu degradacji
badanego biatka tym wigkszy im dtuzszy byt czas prowadzenia procesu. W mleku kobiecym ogrzewanym

w temp. 66°C przez 3 minuty okoto zaobserwowano 40% spadek stezenia LF (Rys. 49).
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Rysunek 49. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian st¢zenia LF (% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (0),66°C (o).

PODSUMOWANIE

Sktadniki mleka kobiecego wykazujace dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wspomagaja ochrong
organizmu dziecka przed wptywem patogendéw pochodzacych ze srodowiska zewngtrznego. Odpornosé
lizozymu na wysoka temperatur¢ zalezy miedzy innymi od pH $rodowiska. W kwasnym pH lizozym
wykazuje duza odporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury (Venkataramani i in. 2013). Odczyn mleka
ludzkiego jest obojetny (pH 7-7,45) zatem mozna si¢ spodziewaé, ze enzym ten bedzie stosunkowo
wrazliwy na stosowane parametry procesOw. Stwierdzono, iz ogrzewanie konwekcyjne powoduje
degradacje lizozymu tym wigksza im wyzszg temperature¢ i dluzszy czas procesu zastosowano.
W przypadku ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego wykazano, iz stosowane w
dos$wiadczeniu temperatury generujg zblizony efekt degradacyjny w stosunku do LZ. Zastosowanie
ogrzewania konwekcyjnego i ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego w parametrach
zapewniajacych bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka ludzkiego (odpowiednio 62,5°C; 30 min oraz
62,5°C; 5 min) powoduja réwnowazny efekt degradacyjny wzglgdem badanego biatka (okoto 50%
spadek stezenia i okoto 30% aktywnosci). W przypadku ogrzewania konwekcyjnego uwzgledniajac
odchylenia standardowe otrzymane wyniki sa zgodne z tymi otrzymanymi przez Christen i in. (2013),
ktorzy stwierdzili ok. 60% degradacje ilosci badanego biatka oraz Viazis i in. (2007), ktdrzy oznaczyli
ok. 21% spadek aktywnosci.

W dostgpnym pismiennictwie mozna znalez¢ nieliczne dane o wplywie ogrzewania polem
mikrofalowym na aktywno$¢ LZ w mleku kobiecym. Z badan przeprowadzonych przez
Quan’a i in. (1992) wynika, ze zastosowanie niskich mocy mikrofal pozwalajacych na uzyskanie $rednie;j
temperatury wynoszacej 33,5°C (zakres od 30°C do 53°C) przez 30s. Ogrzewanie w tych warunkach
powodowato spadek aktywnosci lizozymu o ok. 20%. Uzycie wysokiej mocy mikrofal generowato

$rednig temperature procesu wynoszacg 90,5°C (zakres od 72°C do 98°C) i w tych warunkach
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analogiczny czas prowadzenia procesu powodowal catkowita degradacje LZ. Szeroki zakres
temperaturowy prowadzenia procesu ogrzewania polem mikrofalowym byl spowodowany tym, iz
badacze kontrolowali jedynie czas dziatania temperatury generowanej przy uzyciu réznej mocy
urzadzenia, nie mieli mozliwosci petnej kontroli temperatury, gtownego czynnika degradacyjnego.
Wykazano, iz ogrzewanie mleka kobiecego polem promieniowania mikrofalowego w wartos$ciach
temperatury oraz czasu jej dziatania, w ktorych uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji jest bardziej zachowawcze
w stosunku do stezenia LF mleku kobiecym. W mleku ogrzewanym w tych parametrach oznaczono
jedynie 5% spadek stezenia LF. Czank i in. (2009) wykazali, iz pasteryzacja holder prowadzi do
77,6 £ 14,7% degradacji LF. Natomiast Chang i in. (2013) dla tych samych warunkéw ogrzewania
okreslili 66 + 35% spadek stezenia tego enzymu w mleku ludzkim. W literaturze dostgpne sa jedynie dane
dotyczace wplywu ogrzewania polem mikrofalowym na stezenie LF w sztucznej mieszance mleko
zastgpczej. Franco i in. (2012) wykazali, iz dziatanie promieniowania o mocy 450W i 550W przez
1 minut¢ nie powoduje zmian w zawartosci LF w badanym roztworze mieszanki mleko zastepczej.
Zwigkszenie mocy urzadzenia do 650W prowadzi do 30% spadku st¢zenia badanego bialka. Trudno si¢
jednak odnies¢ do powyzszych wynikow badan ze wzgledu na brak informacji o wartosci generowanej w

tych warunkach temperatury.

9.6.3  Skladnik immunologiczne
9.6.3.1 Immunoglobulina A (IgA)

W badanych probach mleka kobiecego stezenie IgA wynosito srednio 1,1 g/L (zakres 0,86 - 1,34 g/L),
co jest charakterystyczne dla mleka dojrzatego. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi
przedstawionymi przez Araujo i in. (2005), ktory zawarto$¢ tego biatka w mleku kobiecym dojrzatym
oznaczyt na poziomie okoto 0,90 g/L.

IgA jest biatkiem podatnym na degradacje pod wplywem wysokiej temperatury. Wykazano, iz
zastosowanie ogrzewania konwekcyjnego mleka kobiecego powoduje spadek stezenia IgA o okoto 20%
juz w czasie dogrzewania probek mleka do temperatury 62,5°C. Stosowane parametroOw czasu i
temperatury wykorzystywanych w BMK prowadzito do obnizenia ilosci IgA w badanych probach mleka
kobiecego 0 32% (Rys. 50). Prowadzenie procesu w temp. 66°C intensyfikowato poziom degradacji
biatka. W probkach mleka kobiecego pobranych w czasie uzyskania zadanej temperatury stezenie IgA
0znaczono na poziomie nizszym o 55% w poréwnaniu z mlekiem surowym. W mleku ogrzewanym w tej

temperaturze przez 30 minut nie zaobserwowano dalszego spadku zawarto$ci badanego biatka (Rys. 50).
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Rysunek 50. Wykres przedstawiajgcy przebieg zmian stezenia IgA (% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym = SD) podczas procesu konwekcyjnego mleka ludzkiego. Temp. 62,5°C (®),66°C (e).
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Podczas ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego gléwnym etapem wplywajacym na
poziom degradacji IgA byt czas uzyskania temp. 62,5°C i 66°C oraz pierwsza minuta ogrzewania w statej
temperaturze (Rys. 51). W tych parametrach czasu zaobserwowano obnizenie ilosci badanego biatka w
probach mleka kobiecego odpowiednio o okoto 40 i 55%. Dalsze przetrzymywanie probek mleka w
zadanych temperaturach nie wywieralo juz istotnego wplywu na poziom degradacji badanej

immunoglobuliny (Rys. 51).
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Rysunek 51. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian stezenia IgA (% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (9),66°C (o).
9.6.3.2 Transformujacy czynnik wzrostu TGF-p2

Stezenie TGF-B2 w probach mleka kobiecego nie poddanych ogrzewaniu oznaczano na poziomie
srednio 220 pg/mL. Dane przedstawione w literaturze wskazuja na bardzo szeroki zakres zawarto$ci
TGF-p2 w dojrzatym mleku ludzkim, od 592 do 2697pg/mL (Kalliomdki i in. 1999). Autorzy
przedstawionych badan zasugerowali, ze wahania zawartosci TGF-f2 w mleku kobiecym zwigzane sa nie
tylko z okresem laktacji, ale duzy wptyw ma réwniez zmienno$¢ osobnicza

Wykonane badania wykazaty, ze cytokina TGF-p2 obecna w mleku ludzkim jest odporna na
dziatanie wysokiej temperatury przekazywanej w sposob konwekcyjny. Niespodziewanym rezultatem byt
niewielki, okoto 10% wzrost zawarto$ciTGF-B2 w czasie uzyskania temp. 62,5°C przez badane probki
mleka kobiecego (Rys. 52).

Prowadzenie procesu ogrzewania konwekcyjnego w temp. 62,5°C przez 30 minut nie powodowato
istotnych statystycznie zmian w stezeniu badanego biatka w stosunku mleka surowego (Rys. 52)

Podobnie jak w przypadku ogrzewania konwekcyjnego w mleku kobiecym ogrzewanym
promieniowaniem pola mikrofalowego stwierdzono wzrost stezenia cytokiny TGF-B2 w czasie uzyskania
temp.62,5°C, jednak w tym przypadku byt on wyzszy i wynosit okoto 30 % (Rys. 53).W wartosciach
czasu 1 temperatury, w ktorych uzyskuje si¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne mleka ludzkiego
ogrzewanego polem promieniowania mikrofalowego (62,5°C; 5 min) stgzenie badanej cytokiny byto

porownywalne z st¢zeniem oznaczanym w mleku nie ogrzewanym (Rys. 53).
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Rysunek 52. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian stezenia TGF- B2 (% zmian wzgledem zawartosci
w mleku surowym =+ SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (0),66°C (o).

Zgota inny przebieg zmian zawarto$ci TGF-B2 w mleku ludzkim zaobserwowano w efekcie
ogrzewania mleka polem mikrofalowym w temp. 66°C (Rys. 49). Juz na etapie uzyskania przez mleko
kobiece zadanej temperatury zaobserwowano okoto 35% spadek stgzenia badanej cytokiny
Przetrzymywanie probek w statej temperaturze przez maksymalny zadany w trakcie do§wiadczenia czas

nie powodowato dalszych zmian w zawartosci.

£ 140
[}

©

® 1201
LE ” 100
~ = &« -
N N

G ¢ ~
23 80_ 1
=8

g 5 &
YT a© 60 -
S

g E 40 -
©

5

N

4-3-2-10123 456 7 8 9101112
Czas ogrzewania(min)

Rysunek 53. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian stezenia TGF-B2 (% zmian wzgledem zawarto$ci w
mleku surowym £ SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (®),66°C (o).

PODSUMOWANIE

Omawiane w pracy sktadniki immunoochronne oraz immunomodulujace mleka ludzkiego wykazuja
zrdznicowana odporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wykazano, iz korzystniejsze ze wzgledu na poziom zachowania IgA w mleku ludzkim jest pasteryzacja
przy uzyciu ogrzewania konwekcyjnego. Wptyw pasteryzacji holder na ste¢zenie immunoglobuliny badat
rowniez Czank i in. (2009), ktéry zaobserwowal 27% obnizenie ilo§ci badanego biatka w mleku.
Stwierdzono, iz ogrzewanie polem mikrofalowym w parametrach zapewniajacych bezpieczenstwo
mikrobiologiczne mleka (62,5°C; 5 min) powoduje okoto 28% wiekszg degradacje badanego biatka w
poréwnaniu z parametrami ogrzewania konwekcyjnego powszechnie stosowanymi w BMK. Uzyskane

analizy znajduja potwierdzenie w dostepnym pi$miennictwie. Quan i in. (1992) oznaczyli okoto 33%
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spadek zawartosci badanego biatka ogrzewajac polem mikrofalowym mleko ludzkie w zakresie temp.
20-53°C juz po 30 sekundach dziatania temperatury. Podwyzszajac temperaturg prowadzenia procesu do
72-98°C zaobserwowali niemal catkowitg degradacj¢ IgA w mleku ludzkim.

Z kolei cytokina TGF-B2 charakteryzowata si¢ odpornoscig na stosowane warunki ogrzewania
konwekcyjnego. Rowniez Espinosa-Martos i in. (2013) wykazali, iz konwekcyjne ogrzewanie mleka
ludzkiego w temp. 62,5°C przez 30 min nie powoduje degradacji TGF-B2, natomiast Akbache i in. (2011)
wykazal, iz spadek zawarto$ci cytokiny TGF-B2 w mleku krowim zachodzi dopiero w zakresie
temperaturowym powyzej 66°C. Stosowany w niniejszym do$wiadczeniu czas ogrzewania
konwekcyjnego w temperaturze 66°C przypuszczalnie nie byt wystarczajacy do uwidocznienia zmian
degradacyjnych badanej cytokiny. Wplyw ogrzewania polem mikrofalowym na cytokiny mleka
kobiecego jak dotad nie zostal opisany w dostepnej literaturze. Wzrost zawartosci TGF-p2 w mleku
ogrzewanym zarowno konwekcyjnie, jak 1 polem mikrofalowym w czasie dojscia do temp. 62,5°C
podobnie jak w przypadku lizozymu oraz enzymoéw przeciwutleniajacych spowodowany jest
prawdopodobnie uwolnieniem cytokiny z uszkodzonych struktur komoérkowych komoérek mleka
kobiecego, takich jak limfocyty i monocyty (Li i in. 2015, McPherson i in. 2001). Przypuszczalnie
zjawisko to wystgpuje rowniez w temp. 66°C, jednak dynamika zmian w tych parametrach moze by¢ tak
znaczaca, iz powoduje znacznie szybsza degradacj¢ badanego bialka. Przypuszcza si¢, iz zmiany
degradacyjne zaobserwowane w przypadku ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego
spowodowane sg wystgpieniem efektu nietermicznego dzialania pola mikrofalowego, ktory moze
powodowac¢ zmiang konformacji czasteczki, przez co nie jest ona mozliwa do oznaczenia wykorzystanym

w badaniu testem diagnostycznym.

9.6.4 Enzymy trawienne
9.6.4.1 Lipaza
Aktywnos¢ lipaz w mleku kobiecym stwierdzono w zakresie 131,05 - 143,45 U/mL. Uzyskane wyniki
sa analogiczne do przedstawionych w dostgpnych danych literaturowych. Christen i in. (2013) uzywajac
tego samego testu jak w prezentowanych badaniach oznaczyt aktywnos$¢ lipaz w surowym mleku
kobiecym na poziomie okoto 120 U/mL.
W przypadku ogrzewania konwekcyjnego juz w czasie dojécia temperatury probek mleka zarowno do

temp. 62,5°C jak 66°C stwierdzono okoto 90% spadek aktywnosci badanych enzyméow (Rys. 54).
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Rysunek 54. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci lipaz (% zmian wzgledem aktywnos$ci
w mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania konwekcyjnego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (@), 66°C (o).
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Dziatanie wysokiej temperatury generowanej polem promieniowania mikrofalowego réwniez
prowadzito do drastycznego spadku aktywnosci lipaz w badanych probach mleka ludzkiego, jednak w
tym przypadku przebieg zmian zachodzil mniej gwattownie. W czasie uzyskania przez mleko temp.
62,5°C i 66°C stwierdzono mniejszg aktywnosci tej grupy enzyméw o odpowiednio 50 i 75% wzgledem
aktywnosci w mleku surowym. Prowadzenie procesu w statej temperaturze powodowato dalsze obnizanie
aktywnosci badanych enzymoéw. W mleku kobiecym ogrzewanym mikrofalowo w temp. 62,5°C przez
5 min, aktywno$¢ lipaz oznaczana byla na takim samym poziomie jak w mleku ogrzewanym

konwekcyjnie w temp.62,5°C przez 30 min. tj. 10% aktywnosci poczatkowej (Rys. 55).
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Rysunek 55. Wykres przedstawiajacy przebieg zmian aktywnosci lipaz (% zmian wzgledem aktywnosci
w mleku surowym + SD) podczas procesu ogrzewania mikrofalowego mleka ludzkiego.
Temp. 62,5°C (@), 66°C (o).

PODSUMOWANIE

Sposrdd analizowanych sktadnikéw biologicznie aktywnych mleka kobiecego najwicksza wrazliwosé
na obrobke termiczng prowadzong zardwno poprzez ogrzewanie konwekcyjne, jak rowniez ogrzewanie
polem promieniowania mikrofalowego wykazaly lipazy Stosowane parametry obu metod utrwalania, w
ktorych uzyskano efekt pasteryzacji, powodowaty niemal catkowita degradacje lipaz obecnych w mleku
ludzkim. Rowniez Baro i in. (2001) oraz Henderson i in. (1998) wykazali, iz stosowane powszechnie w
BMK pasteryzacja holder (62,5°C przez 30 min) powoduja niemal catkowity spadek aktywnosci lipaz w
mleku kobiecym. W dostepnym pismiennictwie brak jest danych dotyczacych wptywu ogrzewania polem
mikrofalowym na aktywno$¢ lipaz w mleku ludzkim.

Na dynamike spadku aktywnosci lipaz w badanych probach mleka ludzkiego ogrzewanych zar6wno
w sposob konwekeyjny jak rowniez przy wykorzystaniu pola mikrofalowego ma prawdopodobnie wptyw
szybkos$¢ przyrostu temperatury probki. Generowanie temperatury przy wykorzystaniu pola
mikrofalowego pozwala na znaczne skrocenie tego czasu (o ok. 85%), przez co mozliwe bylo

zaobserwowanie zmian aktywnosci zachodzacych w trakcie ogrzewania.
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10.

10. Whnioski

Termowrazliwe drobnoustroje referencyjne: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa zawieszone w mleku UHT (badania modelowe) w ilo$ci
5 l0gygj.t.k./mL inaktywowane sg w czasie uzyskania przez probe mleka temperatury 66°C podczas
ogrzewania konwekcyjnego.

Aby uzyska¢ efekt pasteryzacji W przypadku drobnoustrojow termoodpornych z rodzaju
Enterococcus sp konieczne jest zastosowanie ogrzewania konwekcyjnego mleka UHT w
temperaturze 70°C przez czas 10 minut.

Mieszanie proby mleka UHT w trakcie ogrzewania konwekcyjnego pozwala skroci¢ czas dziatania
wysokiej temperatury, w ktorym uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji jedynie w wzgledem bakterii
termowrazliwych.

Ogrzewanie prob mleka UHT polem promieniowania mikrofalowego pozwala na uzyskanie efektu
pasteryzacji wobec drobnoustrojow termowrazliwych i termoodpornych bakterii z rodzaju
Enterococcus zawieszonych w mleku w ilosci 5 logg j.t.k./mL w znaczaco krotszym catkowitym
czasie ogrzewania, niz przy zastosowaniu ogrzewania konwekcyjnego, odpowiednio o 67% i 53%.
Dziatanie cisnienia 193 MPa w temperaturze -20°C nie jest wystarczajace do inaktywacji
analizowanych w badaniach modelowych drobnoustrojow referencyjnych zaréwno termoodpornych
jak i termowrazliwych.

Akceptowany przez BMK poziom bakterii po procesie pasteryzacji uzyskuje si¢ juz w czasie
osiggniecia przez prob¢ mleka temperatury 62,5°C, biorgc jedynie pod uwage wytyczne BMK dla
mleka przed procesem pasteryzacji, ktore nie definiujg poziomu drobnoustrojéw termoodpornych,.
Jednak ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpienia w mleku drobnoustrojow charakteryzujacych sig
wysoka termoodpornoscia, ktore nie s3 uwzglednione w wytycznych BMK zmiana dotychczasowo
obowiazujacych parametréw obrobki termicznej nie jest wskazana.

W wyniku ogrzewania mleka kobiecego polem promieniowania mikrofalowego efekt pasteryzacji
na poziomie akceptowanym przez BMK uzyskuje si¢ po zastosowaniu 5 minutowej obrobki
termicznej mleka w temperaturze 62,5°C.

Ogrzewanie mleka kobiecego polem promieniowania mikrofalowego w warto$ciach temperatury i
czasu jej dziatania, w ktorych uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji oraz poddanie mleka pasteryzacji
holder nie powoduje zmian w zawarto$ci sktadnikow odzywczych, jak rowniez nie wptywa na sktad
i zawarto$¢ kwasow tluszczowych thuszczu mleka kobiecego, aktywnos¢ SOD, jak réwniez na
poziom cytokiny TGF-B2.

Ogrzewanie mleka kobiecego polem promieniowania mikrofalowego w wartosciach parametrow, w
ktorych uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji nie generuje, ani pierwotnych ani wtérnych produktow
utleniania lipidow. Dlugotrwale dziatanie wysokiej temperatury podczas pasteryzacji holder dziata
degradacyjnie w stosunku do sktadnikow lipidowych mleka, co przejawia si¢ statystycznie istotnym
wzrostem zawarto$ci wtornych produktéw utleniania lipidow.

Lizozym oraz lipazy mleka kobiecego wykazuja duza wrazliwo$¢ na obrobke termiczng bez

wzgledu na sposob generowania temperatury pasteryzacji.
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11.

12.

13.

Zastosowanie techniki pasteryzacji z uzyciem pola promieniowania mikrofalowego pozwala
uzyska¢ wyzszy poziom retencji CAT oraz LF w mleku kobiecym w poréwnaniu z pasteryzacja
holder.

IgA mleka kobiecego wykazuje wigkszg stabilno$¢ w mleku kobiecym poddanym pasteryzacji
holder w poréwnaniu z parametrami ogrzewania polem promieniowania mikrofalowego, w ktorych
uzyskuje si¢ efekt pasteryzacji.

Uzyskane wyniki badan pozytywnie opiniuja mozliwo$¢ wykorzystania pasteryzacji termicznej
polem promieniowania mikrofalowego jako metody alternatywnej wobec pasteryzacji holder
wykorzystywanej w BMK. Jednak konieczne jest potwierdzenie czy mikrofale nie wywierajg innego
niz termiczny efekt, co moze sugerowaé czasowy wzrost aktywnosci niektorych sktadnikow

bioaktywnych mleka podczas stosowania obrobki termicznej polem mikrofalowym.
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