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JAKOSC KUMYSU Z MLEKA OSLEGO

Streszczenie

Niniejsza praca miata na celu wyprodukowanie i oceng jakosci kumysu z mleka oslego. Przed przysta-
pieniem do produkcji oznaczono podstawowy sktad surowca, czyli zawartos¢ biatka, thuszczu i laktozy,
zmierzono pH i kwasowos¢ potencjalng mleka oraz oznaczono ogdlng liczbe drobnoustrojow, liczbe psy-
chrotrofow i drozdzy w mleku surowym. W kumysie zmierzono pH i oznaczono kwasowos¢, zawartos¢
laktozy i alkoholu. Oznaczono takze liczbe Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. acidophilus oraz drozdzy
podczas dojrzewania kumysu. Wykonano rozdziat elektroforetyczny biatek surowca i kumysu w celu
oceny proteolizy biatlek mleka podczas fermentacji i w czasie dojrzewania.

Mleko osle charakteryzowalo si¢ zawartoscig biatka na poziomie 1,29 %, thuszczu — 1,17 % oraz lak-
tozy — 7,20 %. Ogolna liczba drobnoustrojéw w mleku surowym wynosita 5,6x 10 jtk/ml. Wyniki analiz
wskazywaty na wysoka jako$¢ kumysu. Podczas fermentacji i dojrzewania 30 % laktozy zostato przefer-
mentowane przez uzyta do procesu mikroflore. W 14. dniu dojrzewania liczba L. delbrueckii ssp. bulgari-
cus wynosita 2,29x107 jtk/ml, L. acidophilus — 4,37x107 jtk/ml, natomiast drozdzy — 1,12x10 jtk/ml.
Zawarto$¢ etanolu w produkcie nie osiagneta rekomendowanej przez Codex Alimentarius zawartosci (nie
mniej niz 0,5 %). Kumys charakteryzowat si¢ wysoka jakos$cig mikrobiologiczng. Wyniki badan elektrofo-
retycznych pozwolily na oszacowanie zawartosci lizozymu w mleku o$lim oraz zmian frakcji kazeino-
wych podczas dojrzewania. Stwierdzono zmniejszenie udziatu biatek kazeinowych w ogodlnej zawartosci
biatek. Mata zawarto$¢ alkoholu etylowego w kumysie z mleka oslego mogta by¢ spowodowana obecno-
Scig tylko jednego gatunku drozdzy. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze mleko osle moze
stanowi¢ dobry surowiec do produkcji napojow fermentowanych o cechach funkcjonalnych.

Stowa kluczowe: kumys, mleko osle, jakos¢, elektroforeza SDS-PAGE

Wprowadzenie

Kumys (zwany winem mlecznym) to tradycyjny, fermentowany napdj mleczny
pochodzacy z terenéw Centralnej Azji 1 Rosji. Znany jest na terenach Kazachstanu, jak
rowniez Kirgistanu. Wedtug tradycyjnej receptury do jego produkcji stosowano mleko
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klaczy zaszczepiane kumysem. Ostateczny sktad, a takze charakterystyczny smak tego
napoju ksztattowat si¢ na skutek dziatalnosci bakterii fermentacji mlekowej i drozdzy.
Spozycie kumysu jest w znacznej mierze ograniczone przez czynniki geograficzne
i nie zostato spopularyzowane w Europie. W regionie Azji Srodkowej kumysowi przy-
pisuje si¢ wlasciwosci prozdrowotne, poprawiajace metabolizm, usprawniajgce prace
systemu nerwowego 1 nerek. Ze wzglgdu na surowiec (mleko klaczy), z ktorego jest
produkowany, kumys o matej zawartosci alkoholu stanowi bezpieczny produkt spo-
zywczy dla dzieci obarczonych alergiami pokarmowymi. Istnieje mozliwo$¢ wykorzy-
stania do produkcji kumysu mleka os$lego i wielbtadziego, jak rowniez mleka krowiego
o zmodyfikowanym sktadzie [10].

Kumys to rodzaj mleka fermentowanego, ktorego walory sensoryczne, sktad
chemiczny i wlasciwosci sa wynikiem dzialania bakterii fermentacji mlekowej oraz
prowadzonej przez drozdze fermentacji alkoholowej [4]. Wedtug Codex Alimentarius
[29] mleko fermentowane powinno zawiera¢ nie wiecej niz 10 % thuszczu mlecznego,
minimum 0,7 % kwasu mlekowego oraz, tylko w odniesieniu do kumysu, 0,5 % (v/m)
etanolu. Standard ten wskazuje rowniez, ze w sktadzie charakterystycznej mikroflory
kumysu powinny znajdowaé si¢ pateczki Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
oraz drozdze Kluyveromyces marxianus. Inni autorzy [26, 31] podaja szersza grupe
drobnoustrojow wchodzacych w sktad tego napoju:

— bakterie z rodzaju Lactobacillus (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. acidophi-
lus),

— drozdze fermentujace laktoze z rodzaju Saccharomyces spp., Kluyveromyces
marxianus var. marxianus 1 Candida koumiss,

— drozdze niefermentujace laktozy, m.in. z gatunku Saccharomyces cartilaginosus,

— drozdze niefermentujace cukréw z rodzaju Mycoderma spp.

W ciagu ostatnich lat wzrosto zainteresowanie poszukiwaniem mleka, ktore mo-
globy stanowi¢ alternatywe dla mleka kobiecego, a jednoczesnie charakteryzowatoby
si¢ podobnym skladem chemicznym i wilasciwos$ciami. Sposrod réznych gatunkow
mleka duze zainteresowanie wzbudza mleko osle ze wzgledu na wyjatkowe wlasciwo-
$ci immunologiczne oraz sktad chemiczny najbardziej zblizony do mleka kobiecego.
Sktad mleka o$lego znaczaco odbiega od mleka krowiego. Mleko to zawiera mnigj
suchej masy, biatka i thuszczu. Ponadto charakteryzuje si¢ wigkszg zawartoscig lakto-
zy. Cechy tego mleka wptywajg na jego wlasciwosci i zastosowanie [30].

Niniejsza praca miata na celu wyprodukowanie i ocen¢ jakosci kumysu z mleka
oslego.
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Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowito mleko osle pochodzace od oslic z hodowli
z okolic Wroctawia. Do produkcji kumysu przeznaczono mleko pasteryzowane
w temp. 72 °C przez 15 s, ktére schtadzano 1 zaszczepiano trzema gatunkami drobnou-
strojow: drozdzami Kluyveromyces marxianus, kulturg liofilizowang LaF 4, zgodnie
z zaleceniami producenta (10 U na 1000 litréw mleka), pateczkami mlekowymi Lacto-
bacillus acidophilus z termofilnej szczepionki LA-5, w ktorej liczba komorek odpo-
wiadata 1x10'? jtk/g (obie z firmy Christian Hansen, Polska) oraz Lactobacillus delb-
rueckii ssp. bulgaricus (mrozona kultura firmy Danisco, Dania), z ktorej sporzadzano
zakwas roboczy 1 dodawano w ilosci 3 % do mleka przerobowego. Fermentacja kumy-
su przebiegala w temp. 25 °C do osiagnigcia pH ponizej 4,6, co trwato 3 doby. Doj-
rzewanie kumysu prowadzono w temp. 10 °C przez 14 dni.

W surowym mleku o$lim przeznaczonym do produkcji oznaczano za pomocg
aparatu MilcoScan™ FT 120 (firmy Foss, Dania) zawarto$¢ biatka, thuszczu i laktozy,
jak rowniez pH i kwasowos$¢ miareczkowsg. Charakterystyke mikrobiologiczng z wyko-
rzystaniem metod posiewow wglebnych przeprowadzano w kierunku ogoélnej liczby
drobnoustrojow wg PN-EN ISO 4833-1:2013-12 [19], liczby drozdzy i plesni wg PN-
EN ISO 6611:2007 [20] oraz bakterii psychrotrofowych wg normy PN-ISO 6730:2008
[21]. Kumys analizowano w 1., 7. i 14. dniu dojrzewania. W napoju oznaczano: kwa-
sowo$¢ czynng (przy uzyciu pH-metru firmy Elmetron CP-411, Polska) i miareczkowa,
zawarto$¢ laktozy — metodg polarymetryczng (przy uzyciu polarymetru pélcieniowego
Polax-2L firmy Atago, Japonia), alkoholu — testem enzymatycznym Boehringer Mann-
heim (firmy R-Biopharm, Niemcy). Wykonywano rowniez posiewy mikrobiologiczne
w celu okreslenia liczby drozdzy i plesni [19], pateczek mlekowych z gatunku Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus wg PN-EN 7889:2007 [18] i paleczek Lb. acidophilus
zgodnie ze standardem FIL- IDF 149A:1997 [6] na podlozu MRS (BIOCORP, Polska)
z maltozg zamiast glukozy [25]. W celu oceny proteolizy biatek po procesie fermenta-
cji i w czasie dojrzewania dokonywano rozdziatlu biatek mleka oslego 1 kumysu na Zelu
poliakrylamidowym technika SDS-PAGE wg metodyki podanej przez Laemmliego
[13]. W celu poréwnania wykonywano elektroforetyczny rozdziat biatek mleka kro-
wiego.

Dos$wiadczenie wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach. Otrzymane wy-
niki opracowano statystycznie w programie Statistica 10. Przeprowadzono jednoczyn-
nikowa analize wariancji. Istotno$¢ réznic migdzy wartosciami $rednimi szacowano
testem Duncana (p < 0,051 p <0,01).
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Wyniki i dyskusja
Sktad i wiasciwosci mleka oslego

Sktad i whasciwosci fizykochemiczne mleka oslego przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Sktad i wlasciwosci fizykochemiczne mleka oslego
Table 1.  Composition and physical-chemical properties of donkey’s milk

Sktadnik lub cecha _
Component or feature x =£5E
Gestos¢ / Density [g/cm’] 1,037 + 0,33
Zawarto$¢ biatka / Protein content [%] 1,29 £ 0,02
Zawarto$¢ thuszczu / Fat content [%] 1,17 £0,07
Zawarto$¢ suchej masy / Dry matter content [%] 10,13 +£0,15
Zawarto$¢ laktozy / Lactose content [%] 7,20 £ 0,02
pH/pH 7,39 £0,08
Kwasowos$¢ / Acidity [°SH] 1,27 +0,18

Objasnienia / Explanatory notes:
X — warto$¢ srednia / mean value; SE — blad standardowy / standard error; n = 3.

Zawarto$¢ poszczegolnych sktadnikow suchej masy mleka oslego byla zgodna
z warto$ciami, ktore podajag Guo i1 wsp. [9]. Roznig si¢ one jednak od uzyskanych przez
innych autoréw. Mleko osle, ktore analizowali Salimei i Fantuz [23] charakteryzowato
si¢ mniejszg zawarto$cig laktozy, a wigksza iloscig biatka i ttuszczu. Podobnie podaja
Chiavari i wsp. [1]. Roznice te moga wynikac ze specyfiki regionu, w ktorym chowane
byty zwierzeta, rasy, a takze z odmiennego sposobu Zywienia oraz fazy laktacji. Ozna-
czone S$rednie wartosci kwasowo$ci czynnej (pH = 7,39) 1 miareczkowej (1,27 =+
0,18 °SH) poréwnano z danymi literaturowymi. Salimei i wsp. [23] oznaczyli pH mle-
ka o$lego na poziomie 7,18 i kwasowo$¢ — 2,72 °SH. Wysokie pH i niska kwasowos¢
miareczkowa mleka surowego tego gatunku zwierzat moga wynika¢ z matej zawartosci
frakcji kazeiny, a tym samym z ilosci grup fosforanowych [28].

Jako$¢ mikrobiologiczng mleka oslego przedstawiono na rys. 1. Ogolna liczba
drobnoustrojow w mleku wynosita 5,6x10” jtk/ml. Za niska liczbe drobnoustrojow
mogl odpowiada¢ obecny w mleku oslim lizozym, ktory charakteryzuje si¢ wlasciwo-
Sciami bakteriobdjczymi i bakteriostatycznymi. Wielu autorow prowadzgcych badania
dotyczace mleka oslego zwraca uwage na inhibicyjne wlasciwosci lizozymu [2, 23, 24,
32]. Zhang i wsp. [32] potwierdzajg, ze duza zawarto$¢ tego enzymu w mleku os$lim
ogranicza rozwoj wielu patogendéw, w tym Salmonella choleraesuis czy Shigella dy-
senteriae. Duze odchylenie standardowe dotyczace liczby drozdzy w surowcu $wiad-
czy o zrdznicowanej jako$ci surowca, jak i o matej wrazliwosci drozdzy na lizozym.
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Objasnienia / Explanatory notes:
Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie (w postaci stupkow) i bledy standardowe (w postaci odcin-
kow) / Figure shows mean values (bars) and standard errors (line segments); n = 3.

Rys. 1. Jako$¢ mikrobiologiczna surowego mleka oslego
Fig. 1. Microbiological quality of raw donkey’s milk

Cechy fizykochemiczne i mikrobiologiczne kumysu

Na rys. 2. przedstawiono wartosci pH i kwasowos$¢ miareczkowa kumysu z mleka
oslego oznaczone po ukonczeniu procesu ukwaszania, czyli po osiggni¢ciu pH < 4,6
oraz podczas dojrzewania w temp. 10 °C.

Mleko o$le zaszczepione kulturg kumysowa uzyskato wymagane pH dopiero po
72 h fermentacji (poczatek dojrzewania — dzien 0). W mleku tym obserwowano znacz-
nie dtuzej trwajgca lag faze niz w mleku krowim. Dankow 1 wsp. [4] w badaniach nad
kumysem z mleka kobylego zauwazyli réwniez, ze produkt ten wymaga dluzszego
czasu fermentacji w porownaniu z fermentowanym modyfikowanym mlekiem krowim.
Réznice te moga wynikaé z nieporéwnywalnie wigkszej zawartosci lizozymu w mleku
klaczy i oslic, jak rowniez z duzych réznic pod wzglgdem zawarto$ci i struktury biatek
w tych surowcach. Podczas dojrzewania kumysu z mleka oslego nastepowato stopnio-
we obnizanie pH produktu i statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost kwasowosci na
skutek aktywnie rozwijajacej si¢ mikroflory kumysu. W wyniku dziatania mikroflory
obecnej w szczepionce kumysowej (Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus,
Kluyveromyces marxianus) laktoza zostala czesciowo przefermentowana do kwasu
mlekowego, na co wskazuje wzrastajaca kwasowos¢ produktu podczas dojrzewania.
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Bakterie fermentacji mlekowej prowadza hydrolize laktozy do glukozy i galaktozy.
Nastepnie wskutek homofermentacji powstata glukoza jest przeksztalcana do kwasu
mlekowego zgodnie ze szlakiem EMP (Embdena-Meyerhofa-Parnasa), tak samo jak
powstata galaktoza po przeksztatlceniu w forme ufosforylowanej glukozy — w szlaku
Leloira. Mikroflora zawarta w kulturze kumysowej jest zdolna do produkcji maksy-
malnie 1,5 % kwasu mlekowego, podczas gdy gatunki termofilne, takie jak Lb. delbru-
eckii ssp. bulgaricus —nawet do 3 % [14]. Badania dotyczace zdolno$ci ukwaszajacych
bakterii mlekowych prowadzone s3 do maksymalnego poziomu tego metabolitu, nato-
miast w produkcji mleka fermentowanego — do poziomu akceptowalnego do spozycia,
stad wyniki niniejszych badan sg nizsze i wynosza w przeliczeniu na kwas mlekowy
okoto 1 %.
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Objasnienia / Explanatory notes:

A, B, C — wartosci $rednie oznaczone takimi samymi literami, w obrgbie jednego parametru, réznig si¢
statystycznie istotnie na poziomie p < 0,01 / mean values within one parameter and denoted by the same
letters differ statistically significantly at p <0.01;

a, b, c — wartosci $rednie oznaczone takimi samymi literami, w obrgbie jednego parametru, roéznia si¢
statystycznie istotnie na poziomie p < 0,05 / mean values within one parameter and denoted by the same
letters differ statistically significantly at p < 0.05;.

Rys. 2. Kwasowos$¢ czynna (pH) 1 miareczkowa kumysu przed dojrzewaniem oraz w 1., 7. 1 14. dniu
dojrzewania w temp. 10 °C

Fig. 2. Active acidity and pH of koumiss prior to ripening and on the 1%, 7", and 14" day of ripening
at 10 °C
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Objasnienia / Explanatory notes:

Na rysunku przedstawiono wartosci srednie (w postaci stupkéw) i odchylenia standardowe (w postaci
odcinkow) / Figure shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); n = 3.

A — wartosci $rednie oznaczone takg samg litera, w obrgbie jednego parametru, réznig si¢ statystycznie
istotnie na poziomie p < 0,01 / mean values within one parameter and denoted by the same letter differ
statistically significantly at p <0.01;

a, b, — wartosci $rednie oznaczone takimi samymi literami, w obrgbie jednego parametru, roznig si¢ staty-
stycznie istotnie na poziomie p < 0,05 / mean values within one parameter and denoted by the same letter
differ statistically significantly at p < 0.05.

Rys. 3. Zawarto$¢ laktozy i alkoholu etylowego w kumysie przed dojrzewaniem i w 1., 7. i 14. dniu
dojrzewania w temp. 10 °C

Fig. 3.  Contents of lactose and ethyl alcohol in koumiss prior to ripening and on the 1%, 7, and 14" day
of ripening at 10 °C

Kiictikcetin i wsp. [12], w badaniach nad upodobnieniem mleka krowiego do
mleka kobylego i1 produkcji kumysu z tak przygotowanego surowca, wykazali wpltyw
aktywnosci drozdzy i pateczek mlekowych na zawartos¢ laktozy w mleku. Wymienieni
autorzy stwierdzili zmniejszenie st¢zenia laktozy w mleku kobylim z 6,7 do 4,98 %
podczas 15 dni przechowywania kumysu w temp. 4 °C. Wyniki uzyskane w badaniach
wlasnych réwniez potwierdzity wysoka aktywnos$¢ bakterii obecnych w kumysie. Na
skutek metabolizmu drobnoustrojow podczas 14 dni dojrzewania ponad 30 % laktozy
zostato przefermentowane, czyli o ponad 5 % wigcej niz w cytowanych badaniach, co
moze wynika¢ z wyzszej temperatury dojrzewania (rys. 3).

Obecnos¢ alkoholu etylowego w kumysie zwigzana jest z dzialaniem drozdzy,
ktore w warunkach wzglednie beztlenowych i w sprzyjajacej temperaturze zdolne sa



JAKOSC KUMYSU Z MLEKA OSLEGO 73

do wytwarzania tego zwigzku. Zgodnie ze standardem Codex Alimentarius FAO/WHO
[29] kumys powinien zawiera¢ minimum 0,5 % (v/m) etanolu. Wyprodukowany w
badaniach wilasnych napoj charakteryzowat si¢ mniejszym stezeniem tego zwigzku
(rys. 3). Podobng tendencj¢ mozna zauwazy¢ w badaniach Kiiclkcetina i wsp. [12],
w ktérych pomimo 15 dni przechowywania kumysu z mleka kobylego réwniez nie
stwierdzono rekomendowanej zawartosci tego alkoholu. Jego obecnos¢ w kumysie jest
wynikiem beztlenowej fermentacji prowadzonej przez drozdze. W aspekcie fermenta-
cji alkoholowej drozdze dzielg si¢ na bezwzgledne tlenowce, do ktorych nalezg droz-
dze niezdolne do fermentacji alkoholowej oraz wzgledne tlenowce, zdolne do tej fer-
mentacji. W grupie tej wystepuja drozdze Crabtree-dodatnie, np. niektére szczepy
Saccharomyces cerevisiae prowadzace proces fermentacji alkoholowej w warunkach
tlenowych przy duzych stezeniach glukozy, poniewaz to stezenie hamuje aktywno$¢
enzymow oddechowych i w zwiazku z tym zachodzi fermentacja alkoholowa. Zjawi-
sko to wykorzystywane jest przez Mongotow przy produkcji kumysu z mleka kobylego
poprzez napowietrzanie mieszadlem ukwaszanego w drewnianym naczyniu mleka
kobylego, aby w jak najwigkszym stopniu zaszta fermentacja alkoholowa. Druga grupa
drozdzy zdolnych do fermentacji alkoholowej sa drozdze Crabtree-ujemne o niskiej
aktywnosci fermentacyjnej, ktore metabolizujg sacharydy do etanolu w warunkach
ograniczonego dostepu tlenu [11, 31]. W kulturach stosowanych do produkcji kumysu
obecne byly drozdze z gatunku Kluyveromyces marxianus fermentujace laktoze,
o matych uzdolnieniach do fermentacji alkoholowej [11]. Przypuszczalnie bylo to
glowng przyczyng matej zawartosci alkoholu etylowego.

Tabela 2. Liczba drobnoustrojow w kumysie po zaszczepieniu i podczas dojrzewania
Table 2.  Count of microorganisms in koumiss after inoculation and during ripening

Liczba poszczegodlnych rodzajow drobnoustrojow [log jtk/ml]
Dzien dojrzewania Count of individual microbes [log cfu/ml]
Day of ripening drozdze L. delbruegkii SSp. L. acidophilus
yeast bulgaricus

0* 5,324B€ 1+ 0,30 5,4348C 1+ 0,24 5,708 + 0,33

) 6,85+ 0,18 7,024+ 0,27 6,84+ 0,17

7. 6,925 +0,14 6,955 + 0,06 6,938+ 0,42

14. 7,05+ 0,11 7,365+ 0,12 7,642 £ 0,04

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 3; 0* — po zaszczepieniu / after inoculation

A, B, C — warto$ci srednie oznaczone takimi samymi literami w kolumnie réznig si¢ statystycznie istotnie
na poziomie p < 0,01 / mean values in column and denoted by the same letters differ statistically signifi-
cantly at p <0.01;

a — wartosci srednie oznaczone taka sama litera w kolumnie roznig si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05/ mean values in column and denoted by this letter differ statistically significantly at p < 0.05.
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Charakterystyke mikrobiologiczng kumysu z mleka o$lego podczas dojrzewania
przedstawiono w tab. 2. Wyniki analizy statystycznej wskazuja, ze pod wzglgdem po-
pulacji mikroflory kumysowej, do ktorej w gtdwnej mierze nalezg drozdze oraz bakte-
rie fermentacji mlekowej, w mleku o$lim pomimo obecnosci lizozymu nie stwierdzono
negatywnego wplywu tego surowca na rozwoj drobnoustrojow. Wprawdzie czas fer-
mentacji byt znacznie dluzszy niz w mleku krowim (dane niepublikowane), ale po
przystosowaniu si¢ do §rodowiska wszystkie drobnoustroje osiggnety liczbg powyzej
10° jtk/ml juz w pierwszym dniu po fermentacji, co zgodnie z Codex Alimentarius [29]
swiadczy o prawidlowej jakosci mikrobiologicznej. Standard ten okresla zawartos$c
drozdzy w produkcie na minimum 10 jtk/ml, co réwniez stwierdzono w badaniach
wilasnych.

Obecnos¢ drozdzy w kumysie warunkuje odpowiednie walory sensoryczne oraz
jakos¢ fizykochemiczng tego produktu. Ponadto wptywa na odpowiednie pH poprzez
katabolizm kwasow organicznych oraz przeksztalcanie ich w wyniku procesow meta-
bolicznych do tlenku wegla(IV) [16]. Dodatkowo w wyniku metabolizmu i fermentacji
laktozy drozdze zdolne sg przeksztalcac ten disacharyd do etanolu, ktorego obecnosé
poprzez tworzenie z kwasami organicznymi estrow ksztattuje profil smakowy kumysu.
W do$wiadczeniu uzyto drozdzy z gatunku K. marxianus.

Oproécz drozdzy, do produkcji kumysu zastosowano bakterie z gatunku Lb. delb-
rueckii ssp. bulgaricus. Gatunek ten jest charakterystyczny dla mikroflory jogurtowej,
jednak jego obecnos¢ stwierdzono rowniez w kumysie [14, 31]. Podczas procesu fer-
mentacji szczep ten jest odpowiedzialny za obnizanie pH i wzrost kwasowosci w pro-
dukcie [7]. Podczas 14 dni dojrzewania liczba tych bakterii wzrosta o prawie 2 cykle
logarytmiczne. Ze wzgledu na swoja wysoka tolerancje na alkohol etylowy w $§rodowi-
sku bakterie te sg zdolne do namnazania si¢ w produktach zawierajacych ten zwigzek.
Powyzsza zaleznos¢ zostata stwierdzona w badaniach Mena i Aryana [15], ktore doty-
czyly wptywu etanolu na bakterie z gatunku L. delbrueckii ssp. bulgaricus oraz Strep-
tococcus thermophilus.

Drugim gatunkiem z rodzaju Lactobacillus zastosowanym w doswiadczalnej pro-
dukcji kumysu byt Lb. acidophilus. Wedlug badan, ktore prowadzili Gandhi i Shah [8],
gatunek ten nalezy do grupy bakterii probiotycznych i wykazuje zmienny charakter
rozwoju w zalezno$ci od pH 1 stezenia soli w srodowisku. Najlepiej rozwija si¢ w $ro-
dowisku o pH = 6, zakwaszajac przy tym srodowisko do pH 4,61 £+ 0,11 podczas 24-
godzinnego okresu fermentacji. Wyniki badan cytowanych autorow dowodzg réwniez,
ze najwicgkszg aktywnoscig proteolityczng charakteryzuje si¢ szczep hodowany w §ro-
dowisku o pH =4.
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Elektroforetyczny rozdzial biatek mleka i kumysu

Przemiany proteolityczne bedgce wynikiem dziatania aktywnej mikroflory zawar-
tej w mlecznych napojach fermentowanych majg kluczowe znaczenie w tworzeniu
charakteru tych napojow. Stopien proteolizy zalezy od rodzaju mikroflory i stezenia
wolnych zwigzkéw azotowych w mleku. Elektroforeza zelowa jest jedng z powszech-
nie stosowanych metod jakos$ciowych, pozwalajacych scharakteryzowaé frakcje biat-
kowe w roéznych produktach. Nie jest wprawdzie metodg ilosciowa, ale ma zastosowa-
nie do pelniejszej charakterystyki biatek. Nie tylko obecno$¢ poszczegdlnych frakcji
jest istotna, lecz takze wzajemne proporcje migdzy nimi, ktore mozna obliczy¢ dzigki
analizie uzyskanych densytograméw (tab. 3). Na skutek proteolitycznego rozktadu
biatek frakcje kazeiny oraz biatek serwatkowych zostaja zhydrolizowane i wykorzy-
stane w metabolizmie bakterii i drozdzy.

Tabela 3. Udzial frakcji biatkowych w mleku krowim, o$lim i w kumysie z mleka oslego podczas doj-
rzewania
Table 3.  Percentage content of protein fractions in cow's milk, donkey's milk, and in koumiss from
donkey’s milk during ripening
Produkt / Product
Kumys osli Kumys osli Kumys osli
Frakcja biatkowa w 1. dniu w 7. dniu w 14. dniu
Protein fraction | Mileko krowie Mleko os;le dojrzewania | dojrzewania | dojrzewania
[%] Cow’s milk Donkey’s Donkey’s Donkey’s Donkey’s
milk koumiss on the | koumiss on the | koumiss on
1" day of ripen-| 7" day of rip- | the 14" day of
ing ening ripening
Immunoglobuliny | o goor 4 oo | 1 494BP 4 011 | 0,775¢ £ 0,06 | 0.25%°£0,02 | 0,25 20,02
Immunoglobulins
Laktoferryna 1 ) y5asen 10 17 | 1297 20,09 | 1704£0,12 | 1,55% 0,11 |2,08™F £0,15
Lactoferrin
Albumina serum | o5 10 | 10744 0,08 - - -
Serum albumin
Kazeiny (bez €) | 54 5)a8c 4 401 | 37,614PF £ 0,45 | 1527% £ 1,13 | 16,19°7 = 1,20{7,60°% + 0,56
Caseins (without k)
K-kazeina 15,95" = 0,14 - _ _ _
K-casein
P-laktoglobuliny 1o o canc 4y 36 | 243000174 | 30301 2,17 | 29,075 £ 2,08 |32,55 £ 2,33
B-laktoglobulin
Lizozym - 16,942 £ 125 | 23.88%+ 1,76 | 23.96°+ 1,77 |26,16° £ 1,93
Lysozyme
o-laktoalbumina | s 5 asc y 41 | 17,7645 £ 1 27 | 28.40°£2,03 | 29.28% 2,09 | 30,88 + 1,42
a-lactoalbumin

Objasnienia: / Explanatory notes:
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W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + bledy standardowe / Table shows mean values and standard
errors ;n =3

A, B, C, D, E — wartosci $rednie oznaczone takimi samymi literami w wierszach rdznig si¢ statystycznie
istotnie na poziomie p < 0,01 / mean values in rows and denoted by the same letters differ statistically
significantly at p < 0.01;

a, b — wartosci $rednie oznaczone takimi samymi literami w wierszach rdznig si¢ statystycznie istotnie na
poziomie p < 0,05 / mean values in rows and denoted by the same letters differ statistically significantly at
p <0.05.

Na rys. 4. przedstawiono elektroforetyczny rozdziat biatek mleka oslego i kumysu
w 1., 7.1 14. dniu dojrzewania. Na podstawie uzytych standardow biatek mleka okre-
slono masy czasteczkowe poszczegolnych biatek, a ich charakterystyke opracowano na
podstawie metody Cunsolo i wsp. [3] oraz Fantuz i wsp. [5].

K O kl k7 k14 S

Immunoglobuliny/Immunoglobulins <€——
Laktoferryna/Lactoferrin 7
Albumina serum/Serum albumin

Kazeina/Casein €~ { - e——
K-Kazeina/k-casein €~ .

B-laktoglobuliny/B-laktoglobulin «.{ T S Sr® St
——— —

Lizozym/Lisozyme g — W —
a-lactoalbuminy/a-lactoalbumins ¢— L — ——

Objasnienia: / Explanatory notes:

K — mleko krowie / cow’s milk

O — mleko osle / donkey’s milk

S — standard bialek mleka krowiego / standard cow’s milk protein

ki, k7, ky4 — kumys z mleka oslego (kolejno) w 1., 7. 1 14. dniu dojrzewania / donkey’s milk koumiss
(respectively) at 1, 7 and 14 day of ripening

Rys. 4. Elektroforetyczny rozdziat biatek mleka krowiego i oslego oraz kumysu w 1., 7. i 14. dniu doj-
rzewania

Fig. 4.  Electropherogram of cow’s and donkey’s milk and koumiss on the 1%, 7" | and 14" day of
ripening

Obecnos¢ frakeji lizozymu w profilu biatek mleka oslego jest charakterystyczng
cecha tego gatunku mleka, stwierdzona réwniez przez wielu autorow w badaniach
elektroforetycznych [3, 5, 28]. Dzigki stosunkowo duzej zawartosci tego enzymu mle-
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ko to jest zabezpieczone przed rozwojem szkodliwej mikroflory. Badania Tidona
1 wsp. [27] potwierdzajg znaczgce wlasciwosci inhibicyjne tego enzymu w stosunku do
bakterii z rodzaju Listeria, natomiast analizy mleka o$lego wskazuja na jego wlasciwo-
Sci bakteriostatyczne w stosunku do Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Entero-
coccus faecalis 1 Escherichia coli [17]. Salimei 1 wsp. [23] podaja, ze lizozym stanowi
okoto 21 % wszystkich biatek mleka oslego, a zawartos$¢ lizozymu zalezy od okresu
laktacji. W badaniach wlasnych stwierdzono, ze zawarto$¢ tej frakcji w mleku wynosi-
ta okoto 17 %.

Na podstawie obrazu rozdziatu elektroforetycznego biatek (rys. 4) mozna zauwa-
zy¢ zmniejszajacy si¢ udziat frakcji kazeinowych (okoto 33 + 35 kDa) podczas doj-
rzewania kumysu z mleka oslego. W surowym mleku o$lim stwierdzono obecnos¢
biatek o masach odpowiadajacych immunoglobulinom, laktoferrynie i albuminie serum
w ilosciach odpowiednio: 1,49, 1,29 oraz 1,07 %. Zawartos¢ frakcji kazeinowych wy-
nosita okoto 38 %, a bialek serwatkowych — 62 %, co zasadniczo r6zni proporcje tych
biatek od mleka przezuwaczy. Zawarto$¢ pB-laktoglobuliny i a-laktoalbuminy wynosita
odpowiednio: 24,32 i 17,76 %. Biatka o masach czasteczkowych charakterystycznych
dla biatek serwatkowych (B-laktoglobulina, lizozym i a-laktoalbumina) wystepowaty
w probkach kumysu w zblizonych ilosciach, niezaleznie od dtugosci okresu dojrzewa-
nia, a ich udzial w stosunku do wszystkich biatek zwigkszat si¢. Na tej podstawie moz-
na stwierdzi¢, ze bardzo cenny pod wzgledem swoich wiasciwosci lizozym nie ulegh
rozktadowi podczas procesu fermentacji. Zjawisko to zostato zaobserwowane rowniez
w innych badaniach, w ktorych poddanie hydrolizie enzymatycznej (pepsyna) i che-
micznej (kwasem solnym) mleka oslego réwniez nie wptyngto negatywnie na stezenie
lizozymu [17].

Whioski

1. Ze wzglgdu na unikatowy charakter biatek, duza zawarto$¢ laktozy i obecnosé
lizozymu mleko osle stanowi dobry surowiec do produkcji napojow fermentowa-
nych o cechach funkcjonalnych.

2. Mala zawartos$¢ alkoholu etylowego w kumysie z mleka oslego mogta wynika¢ ze
stabych wtasciwosci drozdzy Kluyveromyces marxianus do fermentacji alkoholo-

wej.

3. Obecne w kumysie mikroorganizmy $wiadczyty o dobrej jakosci mikrobiologicz-
nej napoju.

4. Bialka mleka os$lego ulegaja znacznej hydrolizie podczas fermentacji i dojrzewa-
nia.

Badania zrealizowano i sfinansowano z dotacji przyznanej przez MNiSW na dzia-
talnosé statutowg — DS/3700/WTZ w latach 2014 - 2015.
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QUALITY OF KOUMISS MADE FROM DONKEY’S MILK
Summary

The objective of the research study was to produce and assess the quality of koumiss made from don-
key's milk. Prior to the production, the basic composition of raw material was determined, i.e. the content
of protein, fat, and lactose; also, the pH value and titratable acidity of milk were measured, and the total
count of microbes was determined as were the counts of psychrotrophs and yeasts in raw milk. As for the
koumiss, its pH value was measured, the acidity as well as the content of lactose and alcohol therein were
determined. Also, the counts of Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. acidophilus, and of yeast during the
ripening of koumiss were assayed. An electrophoretic separation was performed of proteins in the raw
material and in the koumiss to assess the proteolysis of milk proteins during the fermentation and ripening.

The donkey’s milk was characterized by the following percent levels: the content of proteins: 1.29 %;
the content of fat: 0.17 %; and the content of lactose: 7.20 %. The total count of microbes in raw milk was
5.6x10* CFU/ml. The results of the analysis confirmed the high quality of the koumiss analyzed. During
the fermentation and ripening, 30% of lactose was fermented by the microflora used in the process. On the
14™ day of ripening, the count of Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus was 2.29x10” CFU/ml, the count of Lb.
acidophilus: 4.37x10” CFU/ml, and that of yeast: 1.12x10” CFU/ml. The content of ethanol in the product
did not reach the content level as recommended by the Codex Alimentarius (not less than 0.5 %). The
koumiss analyzed was characterized by a high microbiological quality. Based on the results of electropho-
resis it was possible to estimate the content of lysozyme in the donkey’s milk and the changes in the frac-
tions of casein during ripening. A decrease was found in the content of casein proteins in the total proteins
contained in the koumiss. A low content of ethanol in the studied koumiss from donkey’s milk could be
contributed to the fact that only one species of yeasts was present therein. Based on the results of the
research, it was concluded that donkey’s milk can be a good raw material to produce fermented beverages
with functional features.

Key words: koumiss, donkey’s milk, quality, SDS-PAGE electrophoresis
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