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ВПЛИВ ПРОБІОТИЧНОГО ПОКРИТТЯ НА ЯКІСТЬ ХЛІБОБУЛОЧНИХ ВИРОБІВ

На сьогодні на світовому ринку зростає частка функціональних харчових продуктів, які окрім свого основного призначення здійснюють також лікувально-профілактичну дію. Одним із шляхів створення таких продуктів є введення до їх складу мікроорганізмів з пробіотичними властивостями. Проте термообробка може значно знизити позитивний вплив пробіотиків через втрату життєздатності, мікроорганізмів, що входять до їх складу [1,2].
Одним з найбільш поширених способів підвищення життєздатності пробіотичних бактерій є мікрокапсуляція пробіотиків та включення їх до скдаду мікрокапсул [3]. Так, високу ефективність показало застосування їстівних плівок до складу яких входять мікроорганізми з пробіотичними властивостями. У харчових продуктах з таким покриттям спостерігали збільшення терміну придатності завдяки уповільненню шкідливих реакції, наприклад ферментативних, фізичних і хімічних порушень [4]. В останні роки їстівні плівки почали застосовуватися як ефективні носії для біологічно активних сполук – вітамінів, антиоксидантів і пробіотиків [5]. За результатами останніх досліджень в галузі хлібопекарства, плівки і покриття можуть використовуватися як нові способи внесення в харчові продукти чутливих до нагрівання біологічно активних компонентів, одними з яких є пробіотики [1]. Крім того, їстівні плівки застосовуються як інгібітори росту шкідливої мікрофлори.
З літератури відомо, що за рахунок синтезу кислот, бактеріоцинів та сполук бактерицидного походження  молочнокислі бактерії здатні проявляти сильну антагоністичну активність проти різних груп [1]. Більшості лактобактерій притаманна здатність здатність виділяти біоциди, які можуть проявляти значну інгібуючи дію ні інших представників мікрофлори, в тому числі тих, які спричиняють псування хліба [9,10].  Так, Lactobacillus plantarum, Lactobacillu helveticus i Lactobacillus casei, які використовуються як в хлібопекарній промисловості, так і для підтримання нормальної мікрофлори кишківника людини, пригнічують розвиток Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloaceae та Proteus mirabilis [7,8]. Окрім яскраво вираженої бактерицидної дії, молочнокислі бактерії володіють протигрибковою активністю, яка може свідчити про здатність до синтезу фунгіцидних речовин [11].  
Метою роботи була оцінка якості хлібобулочних виробів, з пробіотичним покриттям, а саме мікробіологічна стійкість досліджуваних зразків хліба. 
Матеріали і методи. Для виготовлення покриття використовували модифікований крохмаль з високоамілозних сортів кукурудзи, желатин, гліцерин та порошок пробіотика «Симбілакт Vivo» (виробник Інститут продовольчих ресурсів Національної академії аграрних наук України). Зразки хліба випікали безопарним методом, маса кожного зразка становила 250г. Невелику кількість покриття наносили на поверхню свіжоспеченого хліба намазуванням (можливе розпилення). 
Загальну кількість мікроорганізмів та кількість молочнокислих бактерій на скоринці хліба визначали висівом на м’ясопептонний агар (МПА) і середовище МRS відповідно. Культивування проводили при температурі 37° С протягом 3 діб. Із ізольованих колоній готували препарати, фарбували за Грамом та мікроскопіювали. Молочнокислі бактерії є грампозитивними коками та паличками.
Вміст пліснявих грибів та дріжджів перевіряли висівом на сусло-агарі з антибіотиком. Культивування проводили при температурі 28°С протягом 5 діб. Посів здійснювали через 3 год після випікання і 48 год, 86 год зберігання [6].
Для виявлення кількості молочнокислих бактерій в пробіотику «Симбілакт Vivo» використовували середовище MRS. Кількість бактерій становила 7×108 КУО/г. 

Мікробіологічну безпеку хліба перевіряли за допомогою провокаційного тестування (імітація того, що може статися з продуктом під час його виробництва, реалізації та зберігання). Для цього були вибрані наступні тест-культури музею кафедри біотехнології та мікробіології: Bacillus subtilis БТ-2, Penicillium chrysogenum Ф-7, Aspergillus niger Р-3. В ході дослідження використовували суспензію грибів A. niger БТ-2 концентрацією 3,7×104 конідій, суспензію грибів P. chrysogenum Ф-7 концентрацією  9,4×104 в 1 мл і суспензію бактерій B. subtilis БТ-2 концентрацією 1,02×106 КУО/мл. На м’якуш і скоринку хліба (приблизна площа 12 см2) наносили по 1 мл суспензії вказаних вище мікроорганізмів. Зразки поміщали в термостат при 37°С (B. subtilis БТ-2), и 28°С (P. chrysogenum Ф-7, A. niger Р-3). Результати спостерігали через 24 год і 48 год.
Результати. Досліджування мікробіологічної безпеки зразків хліба за показниками кількості МАФАМ, молочнокислих бактерій, а також  грибів і дріжджів, наведені у табл. 1, 2, 3 відповідно.
Таблиця 1. Зміни обнасіненості хліба під час зберігання
	Зразок хліба
	Загальна кількість МАФАМ, КУО/г

	
	3 год
	48 год
	86 год

	Контроль (без покриття) 
	1,5×102
	4,5×103
	6,3×103

	Зразок з покриттям
	6,5×102
	4,5×102
	3,3×102


У зразку хліба з покриттям кількість мезофільних аеробних та факультативно-анаеробних мікроорганізмів (МАФАМ) на порядок нижча , на відмінну від контрольного зразка, де МАФАМ збільшується. 
Таблиця 2. Наявність молочнокислих бактерій під час зберігання хліба

	Зразок хліба
	Кількість молочнокислих бактерій, КУО/г

	
	3 год
	48 год
	86 год

	Контроль (без покриття)
	1,2×103
	5,3×102
	2,8×102

	Зразок з покриттям
	1×105
	9,3×103
	4,7×103


Як правило, кількість молочнокислих бактерій  при зберіганні хліба, зменшується у звязку з відсутністю сприятливих умов для їх існування. Використання пробіотичного покриття (табл. 3) сприяє збереженню життєздатних молочнокислих бактерій при тривалому зберіганні хліба.
Таблиця 3. Наявність пліснявих грибів та дріжджів під час зберігання хліба
	Зразок хліба
	Кількість пліснявих грибів та дріжджів, КУО/г

	
	3 год
	48 год
	86 год

	Контроль (без покриття)
	˂10
	1×102
	˂10

	Зразок з покриттям
	˂10
	˂10
	˂10


Гриби та дріжджі в досліджуваних зразках не було виявлено, за винятком контрольного зразка через 48 год зберігання, в якому відбулася контамінація.

Для більш детальної ідентифікації мікроорганізмів проводили аналіз морфолого-культуральних ознак. Результати представлені на рисунку 1.
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Рисунок 1. Аналіз морфотипів колоній
В результаті аналізу морфотипів колоній на МПА, видно, що вони характеризуються великими, малими і середніми розмірами, білим та жовтим кольорами, рівними і нерівними краями, клітини яких розміщуються поодиноко або скупченнями.

Таблиця 4. Провокаційне тестування скоринки хліба
	Тест-культура 
	Площа зараження через 3 год, см2
	Площа зараження через 24 год, см2

	
	48 год

	Aspergillus niger Р-3 (контроль)
	12,6 ± 0,3
	13,8 ± 0,3

	Aspergillus niger Р-3
	7 ± 0,2
	9,6 ± 0,2

	Penicillium chrisogenum Ф-7 (контроль)
	8 ± 0,2
	12,6 ± 0,3

	Penicillium chrisogenum Ф-7
	5,7± 0,2
	4,9 ± 0,1


Аналіз даних із таб. 4, показав, що через 3 год площа зараження зразків з додаванням пробіотика менша на 22,4 % для A. niger Р-3 і 9,2 % для P. chrysogenum Ф-7 в порівнянні з контрольним зразком хліба без покриття. Через 24 год після випікання площа зараження хліба з про біотичним покриття зменшилася на 16,8 % і 30,8 % для A. niger Р-3 і P. сhrysogenum Ф-7,відповідно.

Таблиця 5. Результати зараження м’якушки хліба

	Тест-культура
	Площа зараження

через 3 год, см2
	Площа зараження

через 24 год, см2

	
	24 год
	48 год
	24 год
	48 год

	Aspergillus niger Р-3 (контроль)
	4,9 ± 0,1
	7,0 ± 0,2
	7,5 ± 0,2
	12,5 ± 0,3

	Aspergillus niger Р-3
	4,1 ± 0,1
	5,7 ± 0,2
	3,5 ± 0,1
	7,0 ± 0,2

	Penicillium chrisogenum Ф-7 (контроль)
	4,5 ± 0,1
	6,1 ± 0,2
	6,6 ± 0,2
	11,3 ± 0,3

	Penicillium chrisogenum Ф-7
	3,1 ± 0,1
	4,9 ± 0,1
	4,5 ± 0,1
	6,1 ± 0,2

	Bacillus subtilis БТ-2 (контроль)
	4,9 ± 0,1
	7,0 ± 0,2
	7,0 ± 0,2
	12,5 ± 0,3

	Bacillus subtilis БТ-2
	6,1 ± 0,2
	3,8 ± 0,1
	3,5 ± 0,1
	7,0 ± 0,2


Аналіз отриманих даних показав, що площа зараження хліба, випеченого з додаванням пробіотика, менша на 47 %, 13 % і 11,5 % для A. niger Р-3, P. chrysogenum Ф-7 і B. subtilis БТ-2 відповідно, в порівнянні з контрольним зразком (48 год, зразки через 3 год після випікання). Така ж тенденція збереглася для досліджуваних зразків (48 год, зразки через 24 год після випікання): на 27 %, 17,5 % і 20,5 % менше для A. niger Р-3, P. chrysogenum Ф-7 і B. subtilis БТ-2 відповідно в порівнянні з контрольним зразком. Це свідчить про те, що використання покриття з пробіотиком для оброблення хліба здійснює високу фунгіцидну дію.
Результати досліджень свідчать про мікробіологічну безпеку хліба з пробіотиком, тому можна зробити висновок про можливе внесення пробіотика до складу їстівної плівки для покриття хліба, так як пробіотик не шкодить властивостям хліба, а навпаки покращує їх.
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