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S t r e s z c z e n i e 
 
Celem niniejszej pracy było okre�lenie prze�ywalno�ci bakterii potencjalnie probiotycznych 

Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym, przechowywanym w temp. 5 i 10°C. 
Napój 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, �e bakterie Lactobacillus casei KN291 prze�ywaj� w napoju sojowym zarówno w temp. 
5oC, jak i 10oC. W czasie przechowywania napoju sojowego w temperaturze 10oC nast�piło znaczne 
obni�enie pH, co mo�e by� przyczyn� pogorszenia jako�ci sensorycznej produktu. 
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Wprowadzenie 

Probiotyki to �ywe mikroorganizmy, które spo�ywane w odpowiedniej ilo�ci 
maj� korzystny wpływ na zdrowie organizmu [1]. Probiotyki wykazuj� wiele efektów 
prozdrowotnych, mi�dzy innymi: redukuj� symptomy nietolerancji laktozy, stymuluj� 
system immunologiczny, utrzymuj� równowag� mikroflory jelitowej, moduluj� 
koncentracj� cholesterolu we krwi, hamuj� proliferacj� komórek rakowych, a tak�e 
poprawiaj� funkcje przewodu pokarmowego [8]. Z kolei prebiotyki s� składnikami 
�ywno�ci, których korzystne działanie na organizm ludzki jest zwi�zane ze stymulacj� 
wzrostu i aktywno�ci niektórych szczepów mikroflory rodzimej lub wprowadzonej 
z zewn�trz wraz ze spo�yt� �ywno�ci�. Niektóre sacharydy (inulina, oligosacharydy) 
przez stymulacj� wzrostu bakterii probiotycznych mog� odgrywa� istotn� rol� w 
funkcjonowaniu przewodu pokarmowego człowieka, a szczególnie jelita grubego [7]. 
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Oligosacharydom zawartym w soi przypisuje si� tak�e funkcje prebiotyków [5]. 
Soja i produkty sojowe zawieraj� ponadto znaczne ilo�ci składników od�ywczych, 
takich jak: białka, o korzystnym składzie aminokwasów oraz wiele innych substancji 
od�ywczych. Z drugiej strony soja zawiera antyod�ywcze składniki (np.: inhibitory 
trypsyny, fityniany, hemaglutyniny). Problem stanowi tak�e specyficzny, nie przez 
ka�dego akceptowany, smak soi. Dlatego fermentacja mlekowa odgrywa istotn� rol�, 
gdy� nadaje nowym produktom atrakcyjny smak, poprawia strawno�� i podnosi 
biodost�pno�� składników od�ywczych [11].  

Soja i produkty sojowe znane s� równie� ze swoich wła�ciwo�ci prozdrowotnych, 
mi�dzy innymi zapobiegaj� chronicznym chorobom, takim jak: arterioskleroza, 
nowotwory, osteoporoza oraz zmniejszaj� dolegliwo�ci zwi�zane z menopauz� [10]. 
Fermentowane produkty sojowe (np. tempeh) wykazuj� działanie hamuj�ce biegunk� 
wywołan� bakteriami E. coli przez zmniejszenie adhezji bakterii E. coli do komórek 
nabłonka [11]. Fermentowanym produktom sojowym przypisuje si� funkcje 
przeciwutleniajace, działanie przeciwnowotworowe oraz zapobieganie chorobom 
naczyniowym [3].  

Napój sojowy (mleko sojowe) jest wodnym ekstraktem nasion soi. Jest to produkt 
bogaty w białka o wysokiej warto�ci od�ywczej, niezawieraj�cy cholesterolu ani 
laktozy i tylko małe ilo�ci nasyconych kwasów tłuszczowych [16]. W ostatnich latach 
podejmuje si� próby fermentowania napoju sojowego ró�nymi szczepami bakterii 
probiotycznych. Bior�c pod uwag� wyst�powanie w soi prebiotyków sacharydowych, 
napój sojowy fermentowany bakteriami kwasu mlekowego mo�e by� uznany za 
produkt synbiotyczny [6, 8].  

Celem niniejszej pracy było okre�lenie prze�ywalno�ci bakterii potencjalnie 
probiotycznych Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym, 
przechowywanym w dwóch warunkach temperaturowych. 

Materiał i metody bada� 

Materiałem do bada� był napój sojowy firmy Polgrunt o smaku naturalnym oraz 
szczep bakterii potencjalnie probiotycznych z kolekcji szczepów Politechniki Łódzkiej - 
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 wcze�niejszych badaniach [17]. Pocz�tkowa liczba bakterii 
kwasu mlekowego w zafermentowanym napoju sojowym wynosiła �rednio 6,3 log 
jtk/cm3. W ten sposób przygotowano 20 prób po 200 cm3 ka�da. Po 10 prób 
fermentowanego napoju sojowego przechowywano w temp. 5 i 10°C przez 28 dni. W 
trakcie przechowywania, co 4 dni, oznaczano liczb� bakterii kwasu mlekowego metod� 
płytkow� na podło�u wybiórczym MRS firmy Biokar Diagnostic. Na płytki Petriego 
wylewano po 1 cm3 zawiesiny bakteryjnej z trzech kolejnych rozcie�cze� (w zale�no�ci 
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od oczekiwanej liczby bakterii), w dwóch powtórzeniach. Płytki zalewano upłynnionym, 
ostudzonym agarem, mieszano i pozostawiano do inkubacji (czas inkubacji 72 godz. w 
temp. 30°C [13]). Do liczenia wybierano płytki zawieraj�ce od 15 do 300 kolonii.  

Jednocze�nie w trakcie przechowywania, co 4 dni oznaczano pH fermentowanego 
napoju sojowego aparatem Elmetron Cp551, z uwzgl�dnieniem temperatury napoju. 
Badanie prowadzono w 10 powtórzeniach w jednym niezale�nym do�wiadczeniu.  

Wyniki bada� przechowalniczych poddano jednoczynnikowej analizie wariancji. 
Hipoteza pierwotna brzmiała, �e liczba bakterii oraz pH napoju podczas 
przechowywania w temp. 5 i 10°C nie zmieni� si� istotnie czyli, �e nie istnieje zwi�zek 
(korelacja) mi�dzy liczb� bakterii a czasem przechowywania oraz pomi�dzy pH a 
czasem przechowywania. Do szczegółowej analizy zastosowano test LSD. 

Podj�to równie� prób� dopasowania funkcji opisuj�cej zjawisko prze�ywania 
bakterii w napoju do �rednich warto�ci liczby bakterii w zadanej temperaturze i czasie 
przechowywania. Wyznaczono współczynniki determinacji, �wiadcz�ce o stopniu 
dopasowania funkcji. 

Wyniki i dyskusja  

Liczba bakterii Lactobacillus casei KN291 bezpo�rednio po zaszczepieniu 
wynosiła około 4,5 log jtk/cm3 i zwi�kszyła si� do około 6 log jtk/cm3 po 6 godz. 
fermentacji. We wcze�niejszych badaniach [17] wykazano, �e wi�ksza liczba bakterii 
L. casei KN291 w napoju sojowym po 6 godz. fermentacji (tj. 8,8 log jtk/cm3) 
powoduje zbyt szybkie zakwaszenie �rodowiska (pH = 5,5), a co za tym idzie 
pogorszenie jako�ci sensorycznej napoju w porównaniu z napojem niefermentowanym. 
Ogólna jako�� sensoryczna tego napoju po 7 dniach przechowywania w temp. 10°C 
była istotnie ni�sza, dlatego zdecydowano si� zmniejszy� liczb� bakterii, tak aby 
zafermentowany napój zawierał liczb� bakterii około 6 log jtk/cm3. W przypadku 
�ywno�ci funkcjonalnej przyjmuje si� minimaln� dawk� �ywej mikroflory 
probiotycznej wynosz�c� od 105 do 106 komórek/cm3 lub g produktu. Wykazano 
bowiem, �e w celu uzyskania wyra�nych efektów zdrowotnych niezb�dne jest 
minimalne spo�ycie ok. 108 do 109 komórek �ywych mikroorganizmów dziennie [9]. 
Taka liczba bakterii Lactobacillus casei KN291, jak� zdecydowano si� u�y� w 
badaniu, mo�e zagwarantowa� probiotyczno�� fermentowanego napoju sojowego. 
Niemniej jednak przy st��eniu bakterii 106 jtk/cm3 oznaczałoby to konieczno�� 
dziennego spo�ycia 1 litra fermentowanego napoju sojowego, co ze wzgl�du na inne 
składniki produktu nie powinno by� zalecane. Dlatego dalsze badania koncentrowa� 
si� b�d� nad popraw� walorów smakowych, tak aby było mo�liwe zwi�kszenie liczby 
bakterii w napoju. 

Temperatur� przechowywania (5 i 10°C) dobrano celowo, aby oceni� wpływ 
przechowywania w warunkach. chłodniczych na jako�� produktu.  
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W napojach przechowywanych w temp. 5oC zaobserwowano wzrost liczby 
bakterii, �rednio o 0,93 log jtk/cm3, w ci�gu pierwszych 8 dni przechowywania (z 
liczby �rednio 6,35 log jtk/cm3 po fermentacji do liczby �rednio 7,28 log jtk/cm3). W 
ci�gu kolejnych dni przechowywania zaobserwowano powolne zmniejszanie si� liczby 
bakterii (rys. 1 i 2). 
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Rys. 1. Krzywa prze�ywalno�ci bakterii Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju 

sojowym w temp. 5oC (n = 10). 
Fig. 1. Survival curve of Lactobacillus casei KN291 in fermented soybean beverage at temp. 5oC  

(n = 10).  
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Rys. 2. Krzywa prze�ywalno�ci bakterii Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju 

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

W przypadku napojów przechowywanych w temp. 10oC wzrost liczby bakterii 
w ci�gu pierwszych 4 dni przechowywania wyniósł �rednio 1,7 log jtk/cm3 (z liczby 
�rednio 6,33 log jtk/cm3 po fermentacji do liczby �rednio 8,03 log jtk/cm3). W 
kolejnych dniach przechowywania w temp. 10oC obserwowano zmniejszanie si� liczby 
bakterii. 

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji odrzucono hipotez� pierwotn�, 
która brzmiała, �e liczba bakterii podczas przechowywania w temp. 5 i 10oC nie zmieni 
si� istotnie, poniewa� p=0,00001 i p<0,05.  

Przy zastosowaniu testu LSD dotycz�cego napoju przechowywanego w temp. 5oC 
wyznaczono grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotno�ci. Grup� 
homogeniczn� stanowiły próby z 20. i 24. dnia przechowywania. Oznacza to, �e 
przedłu�enie czasu przechowywania z 20. do 24. dnia przechowywania nie spowoduje 
istotnej zmiany liczby bakterii. 

Na podstawie testu LSD dotycz�cego napoju przechowywanego w temp. 10oC 
wyznaczono trzy grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotno�ci. Pierwsza grup� 
homogeniczn� stanowiły próby z dni: 8., 12., 20., 24., kolejn�: 12. i 16., ostatni� próby 
z dni: 4. i 16. Liczba bakterii potencjalnie probiotycznych od 4. dnia przechowywania 
utrzymywała si� na prawie stałym poziomie do 24. dnia. Oznacza to, �e 
przechowywanie fermentowanego napoju sojowego mo�na wydłu�y� do 24. dnia bez 
istotnej zmiany liczby bakterii potencjalnie probiotycznych. 

Warto�� pH fermentowanych napojów sojowych przechowywanych w temp. 
10oC obni�yła si� z 6,27, tu� po fermentacji, do 3,97 po 28 dniach przechowywania 
(rys. 3), przy czym najwi�ksz� ró�nic� zaobserwowano 4. dnia (o 1,4). W przypadku 
temp. przechowywania 5oC obserwowano łagodne obni�anie pH z warto�ci 6,26, tu� 
po fermentacji, do warto�ci 4,52 po 28 dniach przechowywania. W przypadku temp. 
10oC, pH od 4. dnia przechowywania utrzymywało si� na prawie stałym poziomie a� 
do 28. dnia składowania. 

Na podstawie analizy wariancji odrzucono hipotez� pierwotn�, która brzmiała, �e 
pH napoju przechowywanego w temp. 5 i 10oC nie zmieni si� istotnie w czasie, 
poniewa� p=0,00001 i p<0,05. Przy zastosowaniu testu LSD dotycz�cego temp. 5oC 
wyznaczono grupy homogeniczne, przy 95% poziomie istotno�ci. Grup� 
homogeniczn� stanowi� próby z 20. i 24. dnia przechowywania. 

Na podstawie testu LSD dotycz�cego temp. 10oC wyznaczono trzy grupy 
homogeniczne, przy 95% poziomie istotno�ci. Pierwsza grup� homogeniczn� stanowi� 
próby z dni: 8., 12., 20., 24.i 28., kolejn�: 8., 16., 20. i 24., ostatni� próby z dni: 4., 16., 
20. i 24.  
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Rys. 3. Zmiana pH fermentowanego napoju sojowego przechowywanego w temp. 5 i 10oC. 
Fig. 3. pH changes during fermented soybean beverage stored at 5oC and 10oC. 

 

Przedstawione obliczenia wskazuj�, �e liczba bakterii L. casei KN291 w 
fermentowanym napoju sojowym była zgodna z funkcj� wielomianu. Po 8. dniach 
przechowywania liczba bakterii w napoju sojowym przechowywanym w 10oC 
stabilizowała si�, natomiast w przypadku napoju przechowywanego w temp. 5oC, 
bakterie ulegały powolnemu zamieraniu. Prawdopodobnie temp. 5oC była za niska do 
wzrostu i prze�ycia bakterii szczepu L. casei KN291. Zaskakuj�ce jest jednak obni�anie 
pH, towarzysz�ce zamieraniu bakterii w fermentowanym napoju sojowym 
przechowywanym w temp. 5oC. Wydaje si�, �e przyczyn� mo�e by� nagromadzenie 
innych metabolitów np. kwasu mlekowego, octowego, aldehydu octowego. W celu 
wyja�nienia tego zjawiska w kolejnych badaniach planuje si� oznaczenie zawarto�ci 
wytworzonego kwasu mlekowego. 

Podobny efekt wzrostu bakterii Lactococcus lactis do 7. dnia przechowywania 
(ok. 1 rz�d logarytmiczny), a nast�pnie zamierania do 14. dnia i ponowny wzrost do 
21. dnia składowania w temp. 6oC zaobserwowali Beasley i wsp.[2]. Takiemu 
zachowaniu si� bakterii towarzyszył nieznaczny spadek pH od 4,4 do 4,2.  

Bakterie kwasu mlekowego to głównie mezofile, mog� jednak rosn�� zarówno w 
niskiej temp. 5oC, jak i w wysokiej 45oC. Podobnie wówczas, gdy wi�kszo�� szczepów 
ro�nie w �rodowisku o pH 4,0-4,5, niektóre z nich s� aktywne w pH 9,6, inne w pH 
3,2. Szczepy te wykazuj� słabe wła�ciwo�ci proteolityczne i lipolityczne. Wi�kszo�� 
z nich wymaga równie� obecno�ci w podło�u witamin: B1 (tiamina), B2 (ryboflawina), 
kwasu nikotynowego (niacyna), kwasu pantotenowego, kwasu foliowego, biotyny oraz 
puryn i pirymidyn. Wszystkie bakterie kwasu mlekowego produkuj� kwas mlekowy, 
który jest podstawowym produktem ko�cowym metabolizmu w�glowodanów [4]. 
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Wzrost bakterii Lactobacillus casei KN291 do 8. dnia przechowywania napoju 
w temp. 5oC i do 4. dnia w temp. 10oC �wiadczy o niezako�czonej fermentacji 
produktu. Mo�na przypuszcza�, �e bakterie po 6 godzinach fermentacji dopiero 
rozpocz�ły faz� wzrostu, która trwa w czasie przechowywania napoju w temp 
chłodniczych. Przypuszczenie to jest wskazówk�, aby ponownie dopracowa� warunki 
fermentacji napoju sojowego. Wydaje si�, �e konieczna b�dzie faza dojrzewania 
produktu w obni�onej temperaturze. Dalsze badania b�d� koncentrowa� si� na 
wyznaczeniu optymalnych warunków (czasu i temperatury) dojrzewania 
zafermentowanego napoju. 

Owczarek i wsp. [12] badaj�c napój sojowy naturalny firmy Polgrunt 
fermentowany szczepem bakterii probiotycznych Bifidobacterium infantis otrzymali 
podobne wyniki. Podczas przechowywania zafermentowanego napoju przez 4 tygodnie 
w temp. 4 ± 1oC liczba bakterii probiotycznych zwi�kszyła si� z 7,15 jtk/cm3 do 8,74 
log jtk/cm3. Z kolei Shimakawa i wsp. [14] otrzymali odmienne wyniki dotycz�ce 
napoju sojowego fermentowanego Bifidobacterium breve. W trakcie przechowywania 
napoju w temp. 10oC w warunkach beztlenowych przez 20 dni, liczba bakterii 
zmniejszyła si�, w zale�no�ci od zastosowanego szczepu, o 2 do 4 rz�dów 
logarytmicznych. 

W badaniach przeprowadzonych przez Warmi�sk�-Radyko i Łaniewsk�-Moroz 
[15], a dotycz�cych fermentowanych sałatek warzywnych, uzyskano równie� 
odmienne wyniki, tzn. zmniejszenie liczby bakterii Lactobacillus acidophilus o dwa 
rz�dy logarytmiczne podczas przechowywania przez 14 dni w temp. 8oC.  

Wnioski 

1. Bakterie potencjalnie probiotyczne Lactobacillus casei KN291 prze�ywaj� w 
zafermentowanym napoju sojowym przechowywanym w temp. 5 i 10oC przez 28 
dni, co �wiadczy o zachowaniu wła�ciwo�ci probiotycznych produktu. 

2. Wzrost bakterii Lactobacillus casei KN291 do 8. dnia przechowywania napoju 
w temp. 5oC i do 4. dnia w temp. 10oC �wiadczy o niezako�czonej burzliwej fazie 
fermentacji produktu, co jest wskazówk�, aby wprowadzi� faz� dojrzewania 
produktu w obni�onej temperaturze. 

Praca wykonana pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Danuty Koło�yn-Krajewskiej 
była prezentowana na XI Sesji Sekcji Młodej Kadry Naukowej PTT�, Warszawa, 24–
25 maja 2006. 
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LACTOBACILLUS STRAIN SURVIVAL STUDY IN FERMETED SOY BEVERAGE 
 

S u m m a r y 
 

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/cm3, 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 10oC 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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