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PROGNOZOWANIE WZROSTU I PRZEZYWALNOSCI BAKTERII
PROBIOTYCZNYCH W FERMENTOWANYM SOKU
MARCHWIOWYM

Streszczenie

Celem pracy byto skonstruowanie prognostycznych modeli wzrostu i przezywalnosci bakterii poten-
cjalnie probiotycznych w fermentowanym soku marchwiowym.

Stwierdzono, ze liczba bakterii Lactobacillus acidophilus CH-2, zastosowanych do fermentacji soku
marchwiowego, utrzymywata si¢ na wysokim poziomie przez caty badany okres przechowywania.

Na podstawie badan empirycznych liczby bakterii potencjalnie probiotycznych w soku marchwiowym,
skonstruowano modele prognostyczne, ktore w zadowalajacy sposob opisuja wzrost i przezywalnos¢ tych
bakterii w badanym produkcie. Skonstruowane matematyczne modele wzrostu 1 przezywalno$ci bakterii
probiotycznych fermentowanego soku marchwiowego umozliwiaja szacowanie okresu przydatnosci do
spozycia tego produktu, w zaleznosci od warunkéw przechowywania.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, bakterie kwasu mlekowego, sok marchwiowy, probiotyk

Wprowadzenie

W latach 80. XX w. powstala nowa subdyscyplina mikrobiologii zywno$ci — mi-
krobiologia prognostyczna. Schaffner i Labuza [15] zdefiniowali mikrobiologi¢ pro-
gnostyczna jako potaczenie wynikow badan ,,dyscyplin: mikrobiologii zywnosci, inzy-
nierii i statystyki, aby zapewni¢ uzyteczne przewidywanie zachowania mikroorgani-
zmOw W Zywnosci”.

Wedlug Ross i McMeekin [14], wyniki przedstawiane w formie rownan matema-
tycznych przez interpolacje moga stuzy¢ do przewidywania zachowania drobnoustro-
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jow w nowych warunkach otoczenia, tj. takich, ktére nie byly rzeczywiscie testowane.

Taki sposob postgpowania umozliwa:

1. Przewidywanie przydatnosci do spozycia produktu i jego bezpieczenstwa lub zmian
w jego strukturze. Pozwoli to takze racjonalnie projektowa¢ nowe procesy i produk-
ty o odpowiednim poziomie bezpieczenstwa i trwalosci.

2. Obiektywna kontrole procesu produkcji w celu zapewnienia bezpieczenstwa,
w zwiazku z tym realizacjg zatozen systemu HACCP.

3. Obiektywna oceng skutkow uchybien w warunkach przechowywania produktow
zywnos$ciowych.

Modele fermentacji zazwyczaj dotycza koncentracji substratow lub produktow,
podczas gdy modele prognostyczne zwykle opisuja liczbg komoérek Iub czynniki hamu-
jace wzrost drobnoustrojow, np. temperature, pH lub aktywno$¢ wody (ay) [17].

Do tej pory zastosowano modelowanie prognostyczne do kilku gatunkéw bakterii
kwasu mlekowego traktowanych jako drobnoustroje niepozadane [2, 3, 6, 7, 13]. Pod-
jeto rowniez badania interakcji bakterii kwasu mlekowego i bakterii patogennych [1, 9,
10, 18]. Ma to zwiazek z mozliwoscia produkcji przez LAB pewnych substancji bakte-
riostatycznych i bakteriobdjczych. Najmniej liczna jest grupa modeli bakterii dobro-
czynnych, dodawanych celowo do produktu, aby ksztattowaé cechy sensoryczne
i zdrowotne zywno$ci fermentowanej [4, 5].

Ze wzgledu na niewielka liczbe modeli prognostycznych drobnoustrojow celowo
dodawanych do zywnos$ci, podjeto probg zbadania wybranych czynnikéw wzrostu
i przezywalnos$ci bakterii potencjalnie probiotycznych w soku warzywnym i opraco-
wanie matematycznego modelu przezywalnosci tych bakterii.

Celem pracy bylo skonstruowanie prognostycznych modeli wzrostu i przezywal-
no$ci bakterii potencjalnie probiotycznych w fermentowanym soku marchwiowym.
Zakresem badan objeto oznaczenie liczby bakterii Lactobacillus acidophilus CH-2
w fermentowanym soku marchwiowym przechowywanym przez 32 dni w temperatu-
rze 5, 10 i 15°C oraz skonstruowanie mikrobiologicznych modeli prognostycznych
(liniowych, nieliniowych i modeli powierzchni odpowiedzi).

Material i metody badan

Materiat do badan stanowit sok marchwiowy z dodatkiem sacharozy i wybranego
w etapie projektowania szczepu bakterii Lactobacillus acidophilus CH-2. Sok mar-
chwiowy z dodatkiem Lactobacillus acidophilus CH-2 fermentowano w temp. 32°C
przez 15 godz. Stosowany w badaniu szczep bakterii kwasu mlekowego pochodzit
z kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £.odzkie;.

Liczbe bakterii fermentacji mlekowej L. acidophilus CH-2 w soku marchwiowym
oznaczano metoda plytkowa przez posiew wglebny na podtozu MRS, inkubacja
w temp. 30°C przez 72 godz. Wyniki podano w jednostkach tworzacych kolonie w cm’
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produktu (jtk/cm®), natomiast podczas konstruowania modeli zastosowano logarytm
dziesigtny liczby bakterii. Liczg bakterii L. acidophilus CH-2 w soku marchwiowym
oznaczano bezposrednio po fermentacji i co 4 dni do 32. dnia przechowywania.

Fermentowany sok marchwiowy przechowywano w wysterylizowanych kolbach
stozkowych z korkiem z waty, w temp. 5, 10 1 15°C, w cieplarce z chtodzeniem o ter-
mostabilno$ci + 0,05°C.

Do konstruowania mikrobiologicznych modeli prognostycznych zastosowano na-
stepujace funkcje: regresji liniowej, regresji wyktadniczej, funkcje¢ Gompertza, funkcje
logistyczna, powierzchni¢ odpowiedzi Gompertza, powierzchni¢ odpowiedzi logi-
styczna, powierzchnie wielomianowe.

Przyjgto poziom istotnosci p = 0,05. Obliczen dokonano w programie TableCurve
2D (jedna zmienna niezalezna) i TableCurve 3D (dwie zmienne niezalezne) firmy
SYSTAT Software Inc.

Wiyniki i dyskusja

Do pasteryzowanego soku marchwiowego dodawano szczep L. acidophilus CH-2
w liczbie $rednio 7,2 log jtk/cm’. Fermentacja tego soku w temp. 32°C, przez 15 godz.,
powodowata wzrost liczby bakterii do $rednio 8,96-9,01 log jtk/cm®. W soku przecho-
wywanym w temp. 5, 10 i 15°C, przez 32 dni $rednia liczba bakterii wynosita odpo-
wiednio 8,86, 8,95 i 8,84 jtk/cm’ (tab. 1).

Prozdrowotne dziatanie Zzywnos$ci fermentowanej, dobroczynny wptyw zawartych
w niej bakterii jest zwigzany z liczba zywych komorek obecnych w produkcie w okre-
sie przydatnosci do spozycia. Wielu autoréw zaleca spozywanie odpowiednio duzej
liczby zywych bakterii probiotycznych. W definicji probiotykéw nie podaje si¢ do-
ktadnej liczby bakterii, ktora wywiera efekt zdrowotny, jednak zaleca si¢ spozywanie
co najmniej 6 log do 9 log dziennie, aby go wywotac [8, 11, 16].

Mikrobiologiczny model prognostyczny jest wyrazeniem matematycznym opisu-
jacym wzrost, przezywalno$¢, inaktywacje¢ lub zmiany biochemiczne mikroorgani-
zmow w zywnosci. Modele pierwszorzegdowe opisuja zmiany liczby bakterii w czasie,
pod wpltywem okreslonych warunkéw srodowiska i kultury bakteryjnej. Dane empi-
ryczne opisujace zmiany liczby drobnoustrojow sa dopasowywane do funkcji takich,
jak: funkcja liniowa, logistyczna, funkcja Gompertza [12].

W przypadku pierwszorzedowego modelu liniowego (funkcja regresji liniowe;j)
statystycznie istotne oszacowanie (p < 0,05) uzyskano jedynie odno$nie zmian zacho-
dzacych w produkcie przechowywanym w temp. 5°C, wspétczynnik determinacji r* =
0,68. Dane uzyskane w soku marchwiowym przechowywanym w temp. 10 i 15°C nie
pozwolity statystycznie istotnie oszacowaé wzrostu i przezywalno$ci L. acidophilus
CH-2 (p > 0,05).
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Tabela l
Liczba bakterii Lactobacillus acidophilus CH-2 w fermentowanym soku marchwiowym,
przechowywanym w temp. 5, 10 1 15°C, przez 32 dni.
Lactobacillus acidophilus CH-2 count in fermented carrot juice stored at a temperature of 5, 10 and 15°C,
during a period of 32 days.

Temperatura Dzief przechowywama 0 4 8 12 16 20 24 23 0
Temperature Day of storing
Liczba powtérzen 18 |21 |23 17 |22 18 19 |24 |2
Number of repeats
5°C Srednia arytmetyezna | o | g o5 | 905 | 895 | 895 | 895 | 8.87 | 8.90 | 8.86
Arithmetic mean
Odehylenie standardowe | 1 16 | 023 | 0,10 | 0,10 | 006 | 0.06 | 0.11 | 0,07
Standard deviation
Liczba powtérzen 12 12 12 12 12 11 12 11 12
Number of repeats
10°C Srednia arytmetyezna | ¢ o0 | go¢ | 899 | 903 | 898 | 8.90 | 897 | 891 | 895
Arithmetic mean
Odehylenie standardowe | 3| 05 | 004 | 0,08 | 007 | 015 | 0.04 | 0.10 | 0,04
Standard deviation
Liczba powtbrzen 6 |18 |18 |18 |18 |17 |20 |20 |20
Number of repeats
15°C Srednia arytmetyczna | ¢ o7 | g5 | 916 | 9.06 | 9,03 | 9.02 | 899 | 890 | 8.84
Arithmetic mean
Odehylenie standardowe | oo | 06 | 007 | 0,06 | 0,04 | 0,06 | 0,06 | 0,09 | 0,07
Standard deviation

Wsrdd zastosowanych pierwszorzegdowych modeli nieliniowych (funkcja wy-
ktadnicza, logistyczna i Gompertza) najlepsze dopasowanie uzyskano stosujac funkcje
logistyczna i Gompertza. Wspotczynnik determinaciji r* = 0,70 wskazuje na umiarko-
wanie dobre dopasowanie danych eksperymentalnych do modelu. Na rys. 1. przedsta-
wiono wykresy krzywych Gompertza i logistycznych zmiany liczby bakterii L. aci-
dophilus CH-2 w soku marchwiowym przechowywanym w temp. 5 i 15°C przez 32
dni. W probach przechowywanych w temp. 10°C uzyskane statystyki nie objas$niaty
zmienno$ci zmiennej (czasu przechowywania) w zadowalajacy sposob. Wartosé
wspolczynnika determinacii byta nizsza od r* = 0,30.

Model powierzchni odpowiedzi (drugorzedowy) jest to rOwnanie regresji, ktore
moze zawiera¢ skladniki liniowe (x), kwadratowe (x%), szeScienne (x°), odwrotne 1/x
oraz interakcje tych sktadowych. Czesto stosuje si¢ logarytmowanie danych zrodto-
wych, ktore utatwia dopasowanie modelu do danych [17]. Zaleta tych modeli jest ta-
twos$¢ stosowania, jednak ze wzgledu na zawarte w nich liczne parametry moga sta¢ si¢
nieczytelne. Dlatego nalezy ze szczegdlna uwaga analizowaé uzyskane modele czy
wiarygodnie przewiduja wzrost mikroorganizmow [19].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

* L. acidophilus CH-2 count in the fermented carrot juice stored at a temperature of 5°C;
** L. acidophilus CH-2 count in the fermented carrot juice stored at a temperature of 15°C.

Rys. 1.

Krzywa Gompertza (A i C) i krzywa logistyczna (B i D) zmiany liczby bakterii L. acidophilus

CH-2 w soku marchwiowym przechowywanym w temp. 5°C (A i B) 15°C (C i D) przez 32 dni.

Fig. 1.

Gompertz curve (A and C) and logistic curve (B and D) of the change in the L. acidophilus CH-

2 bacteria count in the carrot juice stored for 32 days at a temperature of 5°C (A and B) and of

15°C (C and D).
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A B
Liczba bakterii L.acidophilus CH-2 w soku owy Liczba bakterii L acidophilus CH-2 w soku marchwiowym
z=a+by+EXVCUMK(c d.e) z=a+by+S1GX[c,d e)
1#=0,58758441 DF Adj r'=0.48530022 FitStdErm=0,040653064 Fatat=7 8360623 =0 SB006568 DF Ad r7=045233846 FtSidEn=0043550291 Fstat=7 8135113
a=8, 73 b=0.0058608917 c=0.13250442 =B 8119955 b=0 0058616035 ¢=0.14382576
d=24.748313 e=-4 7743301 =23 243622 =3 B24165

C

Liczba bakterii L acidophilus CH-2 w soku marchwiowym
z=a+heoxd+dy
r2=0,60608304 DF Adj r?=0.53550648 FRSwEm=0047444806 Fstat=11.840504
a=8.0375357 b=0.0044305538
£=-0.00026576044 d=0,0058608817

Objasnienia: / Explanatory notes:
* L. acidophilus CH-2 count in the fermented carrot juice

Rys. 2. Model powierzchni odpowiedzi Gompertza (A), logistyczny (B) i wielomianowy (C) zmiany
liczby bakterii L. acidophilus CH-2 w soku marchwiowym.

Fig. 2.  Surface Model of the Gompertz response (A), and logistic (B) & polynomial (C) surface models
of the change in L. acidophilus CH-2 bacteria count in the carrot juice.

W przeprowadzonym doswiadczeniu, na podstawie otrzymanych danych ekspe-
rymentalnych, skonstruowano modele powierzchni odpowiedzi Gompertza, modele
powierzchni odpowiedzi logistyczne i modele wielomianowe wzrostu i przezywalnosci
bakterii L. acidophilus CH-2 w fermentowanym soku marchwiowym. W modelach, na
osi z przedstawiono logarytm dziesietny jednostek tworzacych kolonie (jtk) w cm’
produktu, jako funkcje czasu (0$ x) i temperatury przechowywania (o$ y) fermentowa-
nego soku marchwiowego. Na rys. 2. zamieszczono modele powierzchni odpowiedzi
Gompertza (r* = 0,58), logistyczny (r*= 0,58) i wielomianowy (r* = 0,60) zmiany liczby
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bakterii L. acidophilus CH-2 w soku marchwiowym. Modele skonstruowano na pod-
stawie wynikow badan wiasnych. W tab. 2. przedstawiono natomiast szczegotowe
wyniki estymacji, obejmujace nie tylko miary jako§¢ modeli i oceny parametrow, ale
takze ich bledy $rednie szacunku i statystyki t-Studenta, pozwalajace oceni¢ staty-
styczna istotnos$¢ otrzymanych ocen parametrow.

Wigkszo$¢ ocen parametrow statystycznie istotnie rozni si¢ od zera na poziomie
istotno$ci 0,05 (p < 0,05) (wskazuje na to tez wysoka wartos¢ statystyki F), co ozna-
cza, ze w wigkszo$ci parametry zostaly dostatecznie precyzyjnie oszacowane, aby miec¢
do nich zaufanie. To z kolei oznacza takze, ze zmienne wystgpujace w modelu (czas
i temperatura) wywieraja istotny wpltyw na zmienna zalezna (log liczby drobnoustro-
jow). Niestety niezbyt duza warto$¢ wspotczynnika determinacji r* wskazuje na umiar-
kowany stopien wyjasnienia zmienno$ci zmiennej zaleznej przez model.

Tabela 2
Wiyniki estymacji modeli powierzchni odpowiedzi Gompertza (A), logistyczny (B) i wielomianowy (C)
zmiany liczby bakterii L. acidophilus CH-2 w soku marchwiowym.
Estimation results of the surface model of the Gompertz response (A), and of the logistic (B) & polynomi-
al (C) surface models of the change in L. acidophilus CH-2 bacteria count in the carrot juice.

A
Model powierzchni odpowiedzi Gompertza z=a+by+EXVCUMX(c,d,e)/ Gompertz model
EXVCUMX(c,d,e)=c*exp(-exp(-(x-d)/e))
I Adjustowany r? Dopasowanie bledu Warto$¢ F
standardowego
r DF Adj Fit standard Error F-value
0,5876 0,4894 0,0497 7,8361
Parametr Warto$¢ Bfad standardowy Warto$¢ t 95% granica ufno$ci P>t|
Parmeter Value Standard Error t-value 95% Confidence Limits P>t
a 8,8237 0,0422 209,2206 8,7362 89111 0,000
b 0,0059 0,0023 2,5019 0,0010 0,0107 0,020
c 0,1325 0,0441 3,0056 0,0411 0,2239 0,007
d 24,7493 3,4693 7,1338 17,5544 31,9443 0,000
e -4,7743 3,6895 -1,2940 -12,4259 28773 0,209
Zrodto Suma kwadratow Stopnie Srednia kwadratowa Statystyka F | P>F
swobody
Source Sum of Squares DF Mean Square F Statistic P>F
Regresja 0,0774 4 0,0194 7,84 0,000
Regression
Blad 0,0543 22 0,0025
Error
Suma 0,1317 26
Total
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B
Logistic z=a+by+SIGX(c,d,e)/ Logistic model
SIGX(c,d,e)=c*(1/(1+exp(-(x-d)/e)))
? Adjustowany r* Dopasowanie bledu Wartos¢ F
standardowego
g DF Adj r? Fit standard Error F-value
0,5900 0,4923 0,0496 79135
Parametr Warto$¢ Btad standardowy Warto$c t 95% granica ufhosci P>t|
Parmeter Value Standard Error t-value 95% Confidence Limits P>t
a 38,8120 0,0676 130,3156 8,6718 8,9522 0,0000
b 0,0059 0,0023 2,5094 0,0010 0,0107 0,0200
c 0,1438 0,0727 1,9776 -0,0070 0,2947 0,0606
d 23,2486 4,6861 49611 13,5302 32,9671 0,0001
e -3,8224 3,6806 -1,0385 -11,4556 3,8108 0,3103
Zrodlo Suma kwadratow Stopnie Srednia kwadratowa StatystykaF | P>F
swobody
Source Sum of Squares DF Mean Square F Statistic P>F
Regresja 0,0777 4 0,0194 7,9135 0,000
Regression
Btad 0,0540 22 0,0025
Error
Suma 0,1317 26
Total
C
Powierzchnia wielomianowa/ Polynomial surfaces
I Adjustowany r? Dopasowanie biedu Wartos¢ F
standardowego
s DF Adj r? Fit standard Error F-value
0,6070 0,5355 0,0474 11,8406
Parametr Wartos¢ Btad standardowy Wartos¢ t 95% granica ufnosci P>t|
Parmeter Value Standard Error t-value 95% Confidence Limits P>t
a 8,9375 0,0316 283,2107 8,8723 9,0028 0,0000
b 0,0044 0,0032 1,3656 -0,0023 0,0111 0,1853
¢ -0,0003 0,0001 -2,7243 -0,0005 -0,0001 0,0121
d 0,0059 0,0022 2,6205 0,0012 0,0105 0,0153
e 8,9375 0,0316 2832107 8,8723 9,0028 0,0000
Zrodto Suma kwadratow Stopnie Srednia kwadratowa Statystyka F | P>F
swobody
Source Sum of Squares DF Mean Square F Statistic P>F
Regresja 0,0518 3 0,0023 0,000 0,000
Regression
Btad 0,1317 23 0,0057
Error
Suma 0,1835 26
Total
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W tab. 3. zestawiono oszacowana, obliczona za pomoca skonstruowanego modelu
powierzchni odpowiedzi liczbg bakterii L4z (O) oraz dane eksperymentalne (E) uzy-
skane w przeprowadzonym do$wiadczeniu przechowalniczym. W $wietle powyzszych
uwag o jakosci oszacowanych modeli, dane oszacowane wydaja si¢ wiarygodne w
badanym i niezbadanym czasie (dzien 36.) i temperaturze (20°C) przechowywania.

Tabela 3
Poréwnanie oszacowanej liczby bakterii Lj o5 W soku marchwiowym przechowywanym w temp. 5, 10
i 15°C obliczonej na podstawie modelu powierzchni odpowiedzi Gompertza do uzyskanych danych ekspe-
rymentalnych oraz prognoza L; ,p W soku marchwiowym przechowywanym w temp. 20°C i w 36. dniu
przechowywania.
Comparing the estimated L; 55 bacteria count in the carrot juice stored at a temperature of 5, 10 and 15°C,
calculated on the basis of the surface model of the Gompertz response with the experimental data, and the
prediction of the bacteria count in the carrot juice at a temperature of 20°C and on the 36™ day of storing.

Dzien Temperatura 500 10°C 15°C 205°C
Day Temperature

0 o* 8,9847 9,0140 9,0433 9,0726
E* 9,0144 8,9693 8,9693

4 o 8,9838 9,0131 9,0424 9,0717
E 8,9513 8,9826 9,0489

8 O 8,9816 9,0109 9,0402 9,0695
E 9,0545 8,9890 9,1611

12 (0] 8,9766 9,0059 9,0352 9,0645
E 8,9471 9,0336 9,0633

16 (0] 8,9659 8,9952 9,0245 9,0538
E 8,9479 8,9826 9,0297

20 (0] 8,9445 8,9738 9,0031 9,0324
E 8,9522 8,9020 9,0235

24 (0] 8,9093 8,9386 8,9679 87,9973
E 8,8723 8,9736 8,9938

28 (0] 8,8713 8,9007 8,3000 8,9593
E 8,8977 8,9053 8,9017

32 (0] 8,8643 8,8837 8,9130 8,9423
E 8,8636 8,9456 8,8374

36 (0] 8,8530 8,8823 8,9116 8,9409

Objasnienia: / Explanatory notes:
O* -dane oszacowane / estimated data; E* - dane eksperymentalne / experimental data

Whioski

1. Liczba bakterii Lactobacillus acidophilus CH-2, zastosowanych do fermentacji
soku marchwiowego, utrzymywata si¢ na wysokim poziomie (ok. 10° jtk/cm®)
przez caty badany okres przechowywania, co jest cecha konieczna do uznania pro-
duktu za probiotyczny.
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2.

Na podstawie badan empirycznych liczby bakterii potencjalnie probiotycznych
w soku marchwiowym, przechowywanym w temperaturze 5, 10 i 15°C, skonstru-
owano modele prognostyczne (powierzchni odpowiedzi Gompertza (1* = 0,58), lo-
gistyczny (r* = 0,58) i wielomianowy [r* = 0,60]), ktore w zadowalajacy sposob
opisuja wzrost i przezywalnos$¢ tych bakterii w badanym produkcie. W celu po-
twierdzenia zdolnosci modelu do szacowania wzrostu i przezywalnosci bakterii
w badanym produkcie nalezy przeprowadzi¢ jego weryfikacje.

Praca byta prezentowana podczas VIII Konferencji Naukowej nt. ,, Zywnosé¢ XXI

wieku — Zywnos$¢ a choroby cywilizacyjne”, Krakéw, 21-22 czerwca 2007 r.
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PREDICTING THE GROWTH AND SURVIVAL OF PROBIOTIC BACTERIA IN FERMENTED
CARROT JUICE

Summary

The objective of the research was to construct predictive models of growth and survival of potentially
probiotic bacteria in a fermented carrot juice.

It was found that the count of Lactobacillus acidophilus CH-2 bacteria used in the fermentation proc-
ess of carrot juice remained at the same high level during the entire period of storing.

On the basis of the empirical investigations into the count of potentially probiotic bacteria in the carrot
juice, predictive models were constructed, which satisfactorily described the growth and survival of those
bacteria in the product investigated. The constructed mathematical models of growth and survival of pro-
biotic bacteria of the fermented carrot juice make it possible to estimate shelf life of the product studied in
relation to its storage conditions.

Key words: predictive microbiology, lactic acid bacteria, carrot juice, probiotic



