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BADANIA NAD PRZEZYWALNOSCIA BAKTERII
LACTOBACILLUS CASEI KN291 W NAPOJU SOJOWYM

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto okre$lenie przezywalno$ci bakterii potencjalnie probiotycznych
Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym, przechowywanym w temp. 5 i 10°C.
Napdj sojowy zaszczepiono kulturami bakterii potencjalnie probiotycznych Lactobacillus casei KN291 w
liczbie 4,5 log jtk/ml i poddano fermentacji, a nast¢pnie przechowywano w wybranych warunkach
temperaturowych. W trakcie przechowywania, co 4 dni oznaczano liczb¢ bakterii oraz pH
fermentowanego napoju sojowego.

Stwierdzono, ze bakterie Lactobacillus casei KN291 przezywaja w napoju sojowym zarowno w temp.
5°C, jak i 10°C. W czasie przechowywania napoju sojowego w temperaturze 10°C nastapito znaczne
obnizenie pH, co moze by¢ przyczyna pogorszenia jakosci sensorycznej produktu.

Stowa kluczowe: fermentowany napdj sojowy, probiotyki, przezywalno$¢, przechowywanie

Wprowadzenie

Probiotyki to zywe mikroorganizmy, ktére spozywane w odpowiedniej iloSci
maja korzystny wptyw na zdrowie organizmu [1]. Probiotyki wykazuja wiele efektéw
prozdrowotnych, mi¢dzy innymi: redukuja symptomy nietolerancji laktozy, stymuluja
system immunologiczny, utrzymuja réwnowage mikroflory jelitowej, moduluja
koncentracj¢ cholesterolu we krwi, hamuja proliferacj¢ komérek rakowych, a takze
poprawiaja funkcje przewodu pokarmowego [8]. Z kolei prebiotyki sa sktadnikami
zywnosci, ktérych korzystne dziatanie na organizm ludzki jest zwiazane ze stymulacja
wzrostu i aktywnosci niektérych szczepéw mikroflory rodzimej lub wprowadzonej
z zewnatrz wraz ze spozyta zywnoscia. Niektore sacharydy (inulina, oligosacharydy)
przez stymulacje wzrostu bakterii probiotycznych moga odgrywac istotng role w
funkcjonowaniu przewodu pokarmowego cztowieka, a szczegdlnie jelita grubego [7].
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Oligosacharydom zawartym w soi przypisuje si¢ takze funkcje prebiotykéw [5].
Soja i produkty sojowe zawieraja ponadto znaczne ilo$ci sktadnikéw odzywczych,
takich jak: biatka, o korzystnym sktadzie aminokwaséw oraz wiele innych substancji
odzywczych. Z drugiej strony soja zawiera antyodzywcze sktadniki (np.: inhibitory
trypsyny, fityniany, hemaglutyniny). Problem stanowi takze specyficzny, nie przez
kazdego akceptowany, smak soi. Dlatego fermentacja mlekowa odgrywa istotng rolg,
gdyz nadaje nowym produktom atrakcyjny smak, poprawia strawnos¢ i podnosi
biodostgpnos¢ sktadnikéw odzywczych [11].

Soja i produkty sojowe znane sa réwniez ze swoich wiasciwosci prozdrowotnych,
migdzy innymi zapobiegaja chronicznym chorobom, takim jak: arterioskleroza,
nowotwory, osteoporoza oraz zmniejszaja dolegliwosci zwiazane z menopauza [10].
Fermentowane produkty sojowe (np. tempeh) wykazuja dziatanie hamujace biegunke
wywolang bakteriami E. coli przez zmniejszenie adhezji bakterii E. coli do komérek
nabtonka [11]. Fermentowanym produktom sojowym przypisuje si¢ funkcje
przeciwutleniajace, dzialanie przeciwnowotworowe oraz zapobieganie chorobom
naczyniowym [3].

Napdj sojowy (mleko sojowe) jest wodnym ekstraktem nasion soi. Jest to produkt
bogaty w biatka o wysokiej warto$ci odzywczej, niezawierajacy cholesterolu ani
laktozy i tylko mate ilo$ci nasyconych kwaséw ttuszczowych [16]. W ostatnich latach
podejmuje si¢ proby fermentowania napoju sojowego réznymi szczepami bakterii
probiotycznych. Biorac pod uwage wystgpowanie w soi prebiotykéw sacharydowych,
nap6j sojowy fermentowany bakteriami kwasu mlekowego moze by¢ uznany za
produkt synbiotyczny [6, 8].

Celem niniejszej pracy bylo okreSlenie przezywalno$ci bakterii potencjalnie
probiotycznych Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym,
przechowywanym w dwéch warunkach temperaturowych.

Material i metody badan

Materialem do badan byt napdj sojowy firmy Polgrunt o smaku naturalnym oraz
szczep bakterii potencjalnie probiotycznych z kolekcji szczepéw Politechniki F.6dzkiej -
Lactobacillus casei KN291. Do napoju dodawano 24-godzinne hodowle bakterii i
poddawano procesowi fermentacji w temp. 37°C przez 6 godz. Optymalne warunki
fermentacji ustalono we wczesniejszych badaniach [17]. Poczatkowa liczba bakterii
kwasu mlekowego w zafermentowanym napoju sojowym wynosita $rednio 6,3 log
jtk/em’. W ten spos6b przygotowano 20 préb po 200 cm’ kazda. Po 10 préb
fermentowanego napoju sojowego przechowywano w temp. 5 i 10°C przez 28 dni. W
trakcie przechowywania, co 4 dni, oznaczano liczbg bakterii kwasu mlekowego metoda
ptytkowa na podlozu wybiérczym MRS firmy Biokar Diagnostic. Na ptytki Petriego
wylewano po 1 cm’ zawiesiny bakteryjnej z trzech kolejnych rozcienczen (w zaleznosci
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od oczekiwanej liczby bakterii), w dwéch powtérzeniach. Plytki zalewano uplynnionym,
ostudzonym agarem, mieszano i pozostawiano do inkubacji (czas inkubacji 72 godz. w
temp. 30°C [13]). Do liczenia wybierano ptytki zawierajace od 15 do 300 kolonii.

Jednoczesnie w trakcie przechowywania, co 4 dni oznaczano pH fermentowanego
napoju sojowego aparatem Elmetron Cp551, z uwzglednieniem temperatury napoju.
Badanie prowadzono w 10 powtdérzeniach w jednym niezaleznym do$wiadczeniu.

Wyniki badan przechowalniczych poddano jednoczynnikowej analizie wariancji.
Hipoteza pierwotna brzmiata, Ze liczba bakterii oraz pH napoju podczas
przechowywania w temp. 5 i 10°C nie zmienia sig istotnie czyli, Ze nie istnieje zwiazek
(korelacja) miedzy liczba bakterii a czasem przechowywania oraz pomig¢dzy pH a
czasem przechowywania. Do szczegétowej analizy zastosowano test LSD.

Podjgto réwniez probg dopasowania funkcji opisujacej zjawisko przezywania
bakterii w napoju do $rednich wartos$ci liczby bakterii w zadanej temperaturze i czasie
przechowywania. Wyznaczono wspdiczynniki determinacji, $wiadczace o stopniu
dopasowania funkcji.

Wiyniki i dyskusja

Liczba bakterii Lactobacillus casei KN291 bezpos$rednio po zaszczepieniu
wynosita okoto 4,5 log jtk/em® i zwigkszyta si¢ do okoto 6 log jtk/cm® po 6 godz.
fermentacji. We wcze$niejszych badaniach [17] wykazano, ze wigksza liczba bakterii
L. casei KN291 w napoju sojowym po 6 godz. fermentacji (tj. 8,8 log jtk/cm®)
powoduje zbyt szybkie zakwaszenie $rodowiska (pH = 5,5), a co za tym idzie
pogorszenie jako$ci sensorycznej napoju w poréwnaniu z napojem niefermentowanym.
Ogodlna jakos$¢ sensoryczna tego napoju po 7 dniach przechowywania w temp. 10°C
byla istotnie nizsza, dlatego zdecydowano si¢ zmniejszy¢ liczbe bakterii, tak aby
zafermentowany napdj zawierat liczbe bakterii okoto 6 log jtk/cm’. W przypadku
zywnosci funkcjonalnej przyjmuje si¢ minimalna dawke zywej mikroflory
probiotycznej wynoszaca od 10° do 10° komérek/cm® lub g produktu. Wykazano
bowiem, ze w celu uzyskania wyraznych efektéw zdrowotnych niezbgdne jest
minimalne spozycie ok. 10° do 10° komérek zywych mikroorganizméw dziennie [9].
Taka liczba bakterii Lactobacillus casei KN291, jaka zdecydowano si¢ uzy¢ w
badaniu, moze zagwarantowa¢ probiotyczno$¢ fermentowanego napoju sojowego.
Niemniej jednak przy stezeniu bakterii 10° jtk/cm® oznaczatoby to koniecznosé
dziennego spozycia 1 litra fermentowanego napoju sojowego, co ze wzgledu na inne
sktadniki produktu nie powinno by¢ zalecane. Dlatego dalsze badania koncentrowac
si¢ beda nad poprawa waloréw smakowych, tak aby bylo mozliwe zwigkszenie liczby
bakterii w napoju.

Temperatur¢ przechowywania (5 i 10°C) dobrano celowo, aby oceni¢ wptyw
przechowywania w warunkach. chtodniczych na jakos$¢ produktu.
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W napojach przechowywanych w temp. 5°C zaobserwowano wzrost liczby
bakterii, $rednio o 0,93 log jtk/cm’, w ciagu pierwszych 8 dni przechowywania (z
liczby érednio 6,35 log jtk/cm® po fermentacji do liczby $rednio 7,28 log jtk/cm’). W

ciagu kolejnych dni przechowywania zaobserwowano powolne zmniejszanie si¢ liczby
bakterii (rys. 11 2).
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Rys. 1. Krzywa przezywalnosci bakterii Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju
sojowym w temp. 5°C (n = 10).
Fig. 1. Survival curve of Lactobacillus casei KN291 in fermented soybean beverage at temp. 5°C
(n=10).
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Rys. 2. Krzywa przezywalnos$ci bakterii Lactobacillus casei KN291

w fermentowanym napoju
sojowym w temp. 10°C (n = 10).
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Fig. 2. Survival curve of Lactobacillus casei KN291 in fermented soybean beverage at temp. 10°C
(n = 10).

W przypadku napojow przechowywanych w temp. 10°C wzrost liczby bakterii
w ciagu pierwszych 4 dni przechowywania wyni6st érednio 1,7 log jtk/cm® (z liczby
srednio 6,33 log jtk/cm® po fermentacji do liczby $rednio 8,03 log jtk/cm®). W
kolejnych dniach przechowywania w temp. 10°C obserwowano zmniejszanie si¢ liczby
bakterii.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji odrzucono hipoteze pierwotna,
ktdra brzmiata, ze liczba bakterii podczas przechowywania w temp. 5 i 10°C nie zmieni
si¢ istotnie, poniewaz p=0,00001 i p<0,05.

Przy zastosowaniu testu LSD dotyczacego napoju przechowywanego w temp. 5°C
wyznaczono grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotnosci. Grupeg
homogeniczng stanowily préby z 20. i 24. dnia przechowywania. Oznacza to, ze
przedtuzenie czasu przechowywania z 20. do 24. dnia przechowywania nie spowoduje
istotnej zmiany liczby bakterii.

Na podstawie testu LSD dotyczacego napoju przechowywanego w temp. 10°C
wyznaczono trzy grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotno$ci. Pierwsza grupg
homogeniczng stanowily préby z dni: 8., 12., 20., 24., kolejna: 12. i 16., ostatnig préby
z dni: 4. i 16. Liczba bakterii potencjalnie probiotycznych od 4. dnia przechowywania
utrzymywata si¢ na prawie statym poziomie do 24. dnia. Oznacza to, ze
przechowywanie fermentowanego napoju sojowego mozna wydtuzy¢ do 24. dnia bez
istotnej zmiany liczby bakterii potencjalnie probiotycznych.

Warto$¢ pH fermentowanych napojéw sojowych przechowywanych w temp.
10°C obnizyta si¢ z 6,27, tuz po fermentacji, do 3,97 po 28 dniach przechowywania
(rys. 3), przy czym najwigksza réznicg zaobserwowano 4. dnia (o 1,4). W przypadku
temp. przechowywania 5°C obserwowano tagodne obnizanie pH z warto$ci 6,26, tuz
po fermentacji, do wartosci 4,52 po 28 dniach przechowywania. W przypadku temp.
10°C, pH od 4. dnia przechowywania utrzymywato sie¢ na prawie statym poziomie az
do 28. dnia sktadowania.

Na podstawie analizy wariancji odrzucono hipotezg¢ pierwotna, ktéra brzmiata, ze
pH napoju przechowywanego w temp. 5 i 10°C nie zmieni si¢ istotnie w czasie,
poniewaz p=0,00001 i p<0,05. Przy zastosowaniu testu LSD dotyczacego temp. 5°C
wyznaczono grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotnoSci. Grupg
homogeniczna stanowia proby z 20. i 24. dnia przechowywania.

Na podstawie testu LSD dotyczacego temp. 10°C wyznaczono trzy grupy
homogeniczne, przy 95% poziomie istotnosci. Pierwsza grupe homogeniczna stanowia
proby z dni: 8., 12., 20., 24.i 28., kolejna: 8., 16., 20. i 24., ostatnig proby z dni: 4., 16.,
20.124.
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Rys. 3. Zmiana pH fermentowanego napoju sojowego przechowywanego w temp. 5 i 10°C.
Fig. 3. pH changes during fermented soybean beverage stored at 5°C and 10°C.

Przedstawione obliczenia wskazuja, Ze liczba bakterii L. casei KN291 w
fermentowanym napoju sojowym byta zgodna z funkcja wielomianu. Po 8. dniach
przechowywania liczba bakterii w napoju sojowym przechowywanym w 10°C
stabilizowata si¢, natomiast w przypadku napoju przechowywanego w temp. 5°C,
bakterie ulegaly powolnemu zamieraniu. Prawdopodobnie temp. 5°C byta za niska do
wzrostu i przezycia bakterii szczepu L. casei KN291. Zaskakujace jest jednak obnizanie
pH, towarzyszace zamieraniu bakterii w fermentowanym napoju sojowym
przechowywanym w temp. 5°C. Wydaje si¢, ze przyczyna moze by¢ nagromadzenie
innych metabolitéw np. kwasu mlekowego, octowego, aldehydu octowego. W celu
wyjasnienia tego zjawiska w kolejnych badaniach planuje si¢ oznaczenie zawartos$ci
wytworzonego kwasu mlekowego.

Podobny efekt wzrostu bakterii Lactococcus lactis do 7. dnia przechowywania
(ok. 1 rzad logarytmiczny), a nastgpnie zamierania do 14. dnia i ponowny wzrost do
21. dnia sktadowania w temp. 6°C zaobserwowali Beasley i wsp.[2]. Takiemu
zachowaniu sig bakterii towarzyszyt nieznaczny spadek pH od 4,4 do 4,2.

Bakterie kwasu mlekowego to gtéwnie mezofile, moga jednak rosna¢ zaréwno w
niskiej temp. 5°C, jak i w wysokiej 45°C. Podobnie wéwczas, gdy wigkszo$¢ szczepow
ro$nie w $rodowisku o pH 4,0-4,5, niektére z nich sa aktywne w pH 9,6, inne w pH
3,2. Szczepy te wykazuja stabe wtasciwos$ci proteolityczne i lipolityczne. Wigkszo$¢
z nich wymaga roéwniez obecnosci w podtozu witamin: B, (tiamina), B, (ryboflawina),
kwasu nikotynowego (niacyna), kwasu pantotenowego, kwasu foliowego, biotyny oraz
puryn i pirymidyn. Wszystkie bakterie kwasu mlekowego produkuja kwas mlekowy,
ktéry jest podstawowym produktem koncowym metabolizmu weglowodandw [4].
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Wzrost bakterii Lactobacillus casei KN291 do 8. dnia przechowywania napoju
wtemp. 5°C i do 4. dnia w temp. 10°C $wiadczy o niezakonczonej fermentacji
produktu. Mozna przypuszczaé, ze bakterie po 6 godzinach fermentacji dopiero
rozpoczety fazg wzrostu, ktéra trwa w czasie przechowywania napoju w temp
chtodniczych. Przypuszczenie to jest wskazéwka, aby ponownie dopracowa¢ warunki
fermentacji napoju sojowego. Wydaje sig, ze konieczna bedzie faza dojrzewania
produktu w obnizonej temperaturze. Dalsze badania bgda koncentrowaé si¢ na
wyznaczeniu  optymalnych  warunkéw (czasu 1 temperatury) dojrzewania
zafermentowanego napoju.

Owczarek 1 wsp. [12] badajac napdj sojowy naturalny firmy Polgrunt
fermentowany szczepem bakterii probiotycznych Bifidobacterium infantis otrzymali
podobne wyniki. Podczas przechowywania zafermentowanego napoju przez 4 tygodnie
w temp. 4 + 1°C liczba bakterii probiotycznych zwigkszyla si¢ z 7,15 jtk/em® do 8,74
log jtk/cm®. Z kolei Shimakawa i wsp. [14] otrzymali odmienne wyniki dotyczace
napoju sojowego fermentowanego Bifidobacterium breve. W trakcie przechowywania
napoju w temp. 10°C w warunkach beztlenowych przez 20 dni, liczba bakterii
zmniejszyta sig, w zaleznosci od zastosowanego szczepu, o 2 do 4 rzedéw
logarytmicznych.

W badaniach przeprowadzonych przez Warminska-Radyko i Laniewska-Moroz
[15], a dotyczacych fermentowanych satatek warzywnych, uzyskano réwniez
odmienne wyniki, tzn. zmniejszenie liczby bakterii Lactobacillus acidophilus o dwa
rzedy logarytmiczne podczas przechowywania przez 14 dni w temp. 8°C.

Whioski

1. Bakterie potencjalnie probiotyczne Lactobacillus casei KN291 przezywaja w
zafermentowanym napoju sojowym przechowywanym w temp. 5 i 10°C przez 28
dni, co $wiadczy o zachowaniu wiasciwosci probiotycznych produktu.

2. Wzrost bakterii Lactobacillus casei KN291 do 8. dnia przechowywania napoju
w temp. 5°C i do 4. dnia w temp. 10°C $§wiadczy o niezakonczonej burzliwej fazie
fermentacji produktu, co jest wskazowka, aby wprowadzi¢ faze dojrzewania
produktu w obnizonej temperaturze.

Praca wykonana pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Danuty Kotozyn-Krajewskiej
byta prezentowana na XI Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ, Warszawa, 24—
25 maja 2006.
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LACTOBACILLUS STRAIN SURVIVAL STUDY IN FERMETED SOY BEVERAGE

Summary

The aim of the study was to determine survival of potentially probiotic bacteria Lactobacillus casei
KN291 in fermented soybean beverage, during storage at temperature 5°C and 10°C. Soybean beverage
was inoculated with potentially probiotic bacteria Lactobacillus casei KN291 at initial number 4,5 log
cfu/em’, fermented and stored at various temperatures. During storage, every 4th day, the number of
probiotic bacteria and pH in fermented soybean beverage were determined.
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It was found that potentially probiotic bacteria Lactobacillus casei KN291 survive at fermented
soybean beverage as well at temperature 5°C as 10°C (-). At temperature 10°C during storage of
fermented soybean beverage, the significant decrease of pH was recognized what can be reason of
soybean beverage sensory quality decreasing.
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