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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie mozliwos$ci zastosowania bakterii potencjalnie probiotycznych Lactoba-
cillus johnsonii K4 lub Lactobacillus casei O12 do produkcji napoju miodowego akceptowanego senso-
rycznie i zawierajacego zywe mikroorganizmy. Materialem do badan byly napoje miodowe przygotowane
z miodu wielokwiatowego i wody wodociagowej (12,05 g/100 ml). Napoje poddano 2-, 3-, 4- i 5-dniowej
fermentacji monokultura bakterii (po inokulacji ok. 7 log jtk/cm®) w temp. 30 i 37 °C. Srednia liczb bakte-
rii po fermentacji zawierata si¢ w przedziale 6,75 + 8,14 log jtk/cm®. Wzrost bakterii byt zalezny od
szczepu, czasu i temperatury fermentacji (p < 0,05). Te same czynniki istotnie wptynety na $rednie warto-
sci pH we wszystkich probach w kolejnych dniach fermentacji i miescity si¢ w granicach 4,6 ~ 4.8
(p < 0,05). Czas fermentacji byt czynnikiem statystycznie istotnie wplywajacym na ocen¢ sensoryczna
(p < 0,05). Najwyzsze noty w ocenie sensorycznej przyznano probkom fermentowanym szczepem Lb.
casei O12 przez 2 dni w temp. 37 °C. Wybrane bakterie z rodzaju Lactobacillus mozna zastosowa¢ do
wytwarzania innowacyjnego napoju o pozadanych cechach sensorycznych. Na tym etapie badan produkt
nie moze by¢ nazwany probiotycznym, jednak jako$¢ sensoryczna i zakres przezywalnosci szczepdw
predysponuje do dalszej oceny ich wlasciwosci probiotycznych.

Stowa kluczowe: napdj miodowy, probiotyk, fermentacja, Lactobacillus

Wprowadzenie

Dazeniem nowoczesnego konsumenta jest poprawa jakosci zycia, m.in. przez od-
powiednio skomponowang dietg, ktéra umozliwi dtugotrwate utrzymanie organizmu
w dobrym zdrowiu i sprawnosci fizycznej. Poprawa swiadomosci dotyczacej zdrowego
trybu zycia, jak rowniez naukowo udowodniony wplyw diety na prewencje i tagodze-
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nie dolegliwosci wielu chordb, wptynely na wyodrebnienie oddzielnej kategorii zyw-
nosci nazwanej zywnos$cig funkcjonalng [11, 16]. Do tej grupy zalicza si¢ produkty
spozywcze wzbogacone w probiotyki, ktore definiuje si¢ jako zywe mikroorganizmy,
ktére po podaniu w odpowiednich ilosciach przynosza korzysci zdrowotne gospoda-
rzowi [5].

Miodem nazywa si¢ stodka substancje, produkowang przez pszczoly Apis mellife-
ra z wydzielin zywych czesci roslin, nektaru kwiatowego lub wydzielin owadéw wy-
sysajacych zywe czesci roslin, ktore pszczoly zbieraja, przerabiaja, taczg z wydzieli-
nami swoich gruczoldw, odwadniajg, magazynuja i pozostawiaja do dojrzewania
w plastrach [4]. Midd dostarcza cennych sktadnikow budulcowych, energetycznych
oraz regulujagcych i dzigki temu poprawia zarowno psychiczng, jak i fizyczng kondycje
spozywajacych go osob. Wykazuje rowniez dziatanie terapeutyczne i profilaktyczne
w wielu schorzeniach [14].

Rynek napojow funkcjonalnych jest rozwijajacym si¢ sektorem przemystu spo-
zywczego. Poza produkcja tradycyjnych napojow prowadzi si¢ innowacyjne badania
majace na celu rozwoj probiotycznych fermentowanych napojow bezmlecznych z roz-
nych substratoéw, w tym mleka sojowego, serwatki, zb6z, sokow warzywnych i owo-
cowych [15].

Wyrdznia si¢ trzy grupy kryteriow uwzglednianych podczas poszukiwania szcze-
pow probiotycznych: (i) wymagania ogdlne, np. pochodzenie, bezpieczenstwo; (ii)
wymagania technologiczne, np. wzrost i przezywalnos¢ w produkcie; (iii) dzialanie
dobroczynne [8].

Celem pracy byto okreslenie mozliwos$ci zastosowania bakterii potencjalnie pro-
biotycznych Lactobacillus johnsonii K4 lub Lactobacillus casei O12 do produkcji na-
poju miodowego akceptowanego sensorycznie i zawierajacego zywe mikroorganizmy.

Material i metody badan

Materiatem do badan byl napdj miodowy przygotowany samodzielnie z miodu
wielokwiatowego 1 wody wodociagowej. Miod zakupiono w jednym z lokalnych skle-
pow. Zgodnie z deklaracjg producenta byta to mieszanka miodéw pochodzaca z pasiek
panstw cztonkowskich Unii Europejskiej, jak i z pasiek nieeuropejskich. Miod byt
konfekcjonowany przez firme¢ ,,HUZAR” Sp. z 0.0. pod marka ,,Ztota Pasieka”, spe-
cjalnie dla sieci sklepow Biedronka (Jeronimo Martins Polska S.A.).

Do badan wykorzystano dwa potencjalnie probiotyczne szczepy fermentacji mle-
kowej — Lb. casei O12, wyizolowany z ukwaszonych ogorkdéw i Lb. johnsonii K4,
wyizolowany z kiszonej kapusty [19].

Do badan przygotowano 8 wariantdw napoju miodowego, ktore réznity si¢ doda-
nym szczepem bakterii, temperaturg i czasem fermentacji. Nap6j miodowy bez dodat-
ku bakterii stanowil préb¢ kontrolng.



JAKOSC SENSORYCZNA I PRZEZYWALNOSC POTENCJALNIE PROBIOTYCZNYCH SZCZEPOW ... 89

Wodg¢ wodociggowa doprowadzano do wrzenia, po czym przelewano do steryl-
nych stoi i studzono do temperatury ok. 40 °C. Nastepnie rozpuszczano w niej miod,
aby stezenie sacharydéw wynosito 10 %, tj. 12,05 g miodu w 100 cm’ wody.

Kultury macierzyste (Lb. casei O12 1 Lb. johnsonii K4) przechowywano w stanie
zamrozonym w temp. -80 °C w 20-procentowym glicerolu (m/v). Oczko ezy rozmro-
zonej kultury macierzystej przenoszono do 5 ml bulionu MRS (Merck, Polska), inku-
bowano 24 h w temp. 37 °C. Nastegpnie 1 cm’ uzyskanej hodowli przenoszono do 9 cm’
bulionu MRS i inkubowano kolejne 24 h w temp. 37 °C. W wyniku tej procedury uzy-
skano liczbe bakterii na poziomie 8 + 9 log jtk/cm’. Uzyskang hodowle wirowano
5 min przy 1000 obr./min. Po usunieciu supernatantu do probéwki dodawano 10 cm’
jatowej wody. Do 100 cm’ napoju miodowego dodawano niezwtocznie 1 cm’ monokul-
tury i uzyskiwano liczbe bakterii na poziomie $rednio 7,02 log jtk/cm’. Mieszaning
poddawano 2-, 3-, 4- i 5-dniowej fermentacji w temp. 30 1 37 °C. Fermentacje wyko-
nywano w dwoch wariantach: w pierwszym napdj miodowy fermentowano 2 i 4 dni,
w drugim—3 1 5 dni.

Po fermentacji okreslano liczbe bakterii, mierzono poziom pH oraz przeprowa-
dzano oceng sensoryczng napojow. Proces fermentacji wykonano w trzech powtorze-
niach.

Liczbe bakterii fermentacji mlekowej oznaczano metoda ptytkowa, wglebna.
W dniu posiewu fermentowany napdj miodowy mieszano przez 2 min, pobierano
1 em’ i dodawano do 9 cm’ sterylnej wody peptonowej (Biokar, Polska). Wykonywano
szereg rozcienczen dziesietnych od 10" do 10°. Nastepnie z rozcienczenia 107 i 10
przenoszono po 0,1 cm’® zawiesiny na plytki Petriego (w dwoch powtérzeniach), zale-
wano agarem MRS (Merck, Niemcy) i doktadnie mieszano. Po zestaleniu si¢ pozywki
ptytki inkubowano w temp. 37 °C przez 48 h i liczono typowe kolonie.

Pomiar pH wykonywano po 3 i 5 dniach fermentacji. Przed pomiarem proby po-
zostawiano w temp. 20 + 2 °C, aby wyrdwnac rdznice temperaturowe podczas fermen-
tacji. Pomiar pH wykonywano metodg potencjometryczng za pomocg aparatu Elmetron
CP501 (Elmetron Sp.j., Polska).

Do przeprowadzenia semikonsumenckiej analizy sensorycznej wykorzystano
9-stopniowg skal¢ hedoniczng. Zadanie oceniajgcego polegato na wpisaniu kodu prob-
ki w odpowiednim miejscu na karcie odpowiedzi, sprobowaniu napoju miodowego
1 przyporzadkowaniu mu jednego z dziewigciu okreslen podanych na karcie, zgodnie
z wrazeniem sensorycznym, jakie wywotala oceniania probka. Okreslenia byty naste-
pujace: 1 — wyjatkowo niepozadana, 2 — bardzo niepozadana, 3 — niepozadana, 4 —
nieco niepozadana, 5 — ani pozadana, ani niepozadana, 6 — nieco pozadana, 7 — poz3a-
dana, 8 — bardzo pozadana, 9 — wyjatkowo pozadana. Osobami oceniajacymi byli stu-
denci oraz pracownicy Szkoty Gléwniej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
Ocena byla przeprowadzana bezposrednio po procesie fermentacji, przy czym po fer-
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mentacji 2-dniowej wykonano 50 ocen, po 3-dniowej — 30 ocen, a po 4-dniowej — 53
oceny. Proby po 5-dniowej fermentacji nie byly poddawane ocenie ze wzgledu na dys-
kwalifikujacy zapach napojow.

Analize statystyczng wynikow wykonano w programie Statistica 12.0. Obliczono
wartosci srednie, odchylenia standardowe i zastosowano test £ — dla prob niezaleznych
1 wieloczynnikowa analize¢ wariancji ANOVA. Do porownania $rednich post-hoc wy-
korzystano test Bonferroniego. Roéznice uznawano za statystycznie istotng przy
p <0,05.

Wyniki i dyskusja

Zgodnie z definicjg probiotykéw [5] ich korzystny wplyw na zdrowie cztowieka
wymaga stosowania go w okreslonej liczbie. Dziatanie probiotyczne jest zwigzane ze
szczepem i efektami zdrowotnymi (poszczegdlne efekty moga wymagac roznej liczby
probiotyku). Jednocze$nie wiadomo, ze to nie moze by¢ mata dawka mikroorgani-
zmow [1]. Do tej pory podjeto kilka prob zdefiniowania tej dawki i pierwsze wytyczne
byly okreslane na poziomie 6 + 8 log jtk/g produktu w czasie konsumpcji. Odpowiada
to dawce 8 + 10 log jtk/100 g produktu [10]. Wielkos¢ dawki zalezy jednak od szczepu
probiotycznego i mozliwa jest do ustalenia wylacznie na podstawie badan klinicznych
[17].

Zielinska i wsp. [19] potwierdzaja, ze szczepy wyizolowane z produktow fermen-
towanych, takich jak kiszona kapusta (Lb. johnsonii K4) lub ogorki (Lb. casei O12) sa
zdolne do przezywania w warunkach panujacych w przewodzie pokarmowym oraz
adhezji do $ciany jelita. Wtasciwosci te pozwalajg zaliczy¢ szczepy do potencjalnych
probiotykow.

Po fermentacji napoju miodowego S$rednia liczba bakterii byla zréznicowana
w zaleznosci od szczepu oraz czasu i temperatury fermentacji. W napoju fermentowa-
nym Lb. casei O12 najwicksza liczbe bakterii (8,14 log jtk/cm®) stwierdzono po 3
dniach procesu w temp. 30 °C. Natomiast fermentacja w 37 °C skutkowata maksymal-
nym stgzeniem tych bakterii juz po 2 dobach i wynosita 7,56 log jtk/cm’. W kolejnych
dniach procesu obserwowano jednak zamieranie tych mikroorganizmoéw. Podczas fer-
mentacji napoju miodowego szczepem Lb. johnsonii K4 w temp. 30 °C, najwicksza
liczbe komoérek, tj. 7,80 log jtk/cm® stwierdzono po 2 dniach procesu. Podwyzszenie
temperatury fermentacji do 37 °C skutkowato maksymalnym st¢zeniem komorek, tj.
7,73 log jtk/em® po 5 dniach procesu (rys. 1A i 1B). Zatem porcja 100 ml tego napoju
dostarczataby ok. 10 log jtk zywych bakterii 1 spetniata kryterium wymaganej liczby
bakterii w zywnosci probiotycznej [6].
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mean count of bacteria, line segments indicate standard deviations; n = 3.

Rys. 1. Srednia liczba bakterii Lb. casei O12 (A) i Lb. johnsonii K4 (B) w napojach miodowych fermen-
towanych w temp. 30 lub 37 °C

Fig. 1. Mean number of Lb. casei O12 (A) and Lb. johnsonii K4 (B) in honey beverages fermented at
30 or37°C

Najwigksza liczbg bakterii stwierdzono w napoju fermentowanym 3 dni w temp.
30 °C przez szczep Lb. casei O12. Najmniej tych bakterii byto natomiast w produkcie
fermentowanym przez 5 dni w temp. 37 °C, takze przez szczep Lb. casei O12. Zaob-
serwowany wzrost i przezywalnos¢ badanych szczepdw Lactobacillus spetnia kryte-
rium technologiczne stawiane probiotykom.
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Na podstawie analizy wariancji wykazano, ze na liczbg¢ bakterii wptyw miaty
temperatura i czas fermentacji oraz zastosowany szczep bakterii (p < 0,05). Porowna-
nie $rednich post-hoc za pomocg testu Bonferroniego ujawnito, ze statystycznie istot-
nie mniej bakterii bytlo w probkach fermentowanych 5 dni. Statystycznie istotne obni-
zenie liczby bakterii Lb. casei O12 stwierdzano po fermentacji préb w temp. 37 °C
oraz po przedtuzeniu czasu procesu do 4 i 5 dni. Natomiast podczas fermentacji napoju
miodowego szczepem Lb. johnsonii K4 w temp. 37 °C i 5-dniowy czas fermentacji
byly czynnikami ograniczajacymi rozwdj bakterii (p < 0,05).

Warto$¢ pH wszystkich prob poddanych fermentacji obnizyta si¢ statystycznie
istotnie w poréwnaniu z proba kontrolna (p < 0,05). Srednia warto$¢ pH we wszystkich
probach w kolejnych dniach fermentacji miescita si¢ w granicach 4,6 + 4,8 (tab. 1).

Obnizenie warto$ci pH w produktach poddanych fermentacji mlekowe;j jest natu-
ralnym zjawiskiem, ktore odnotowano takze w innych badaniach. Kun i wsp. [12] fer-
mentowali r6znymi szczepami z rodzaju Bifidobacterium sok marchwiowy, w ktorym
nastgpito obnizenie wartosci pH z 6,4 do 4,5. Szydlowska i Kotozyn-Krajewska [18]
prowadzity badania przecierow z dyni i wykazaty, ze w zalezno$ci od czasu i tempera-
tury fermentacji, uzytego szczepu i dodatku inuliny wartos¢ pH w tym produkcie
zmniejszyta si¢ o 1,79 + 2,12 jednostki. Lapinska [13] w fermentowanym napoju mio-
dowym roéwniez zaobserwowata obnizenie pH. Srednia warto$é pH wszystkich prob
napojow miodowych fermentowanych bakteriami fermentacji mlekowej obnizyta si¢
z 6,2 do ok. 3,65. Istotny wplyw na wartos¢ pH miato stg¢zenie cukru i zastosowany
szczep podczas procesu fermentacji (p < 0,05).

Tabela 1. Wartos¢ pH fermentowanych napojow w zaleznosci od temperatury i czasu fermentacji
Table 1.  pH value of fermented beverages depending on temperature and fermentation time

Temperatura Czas fermentacji [dni]
Szczep fermentacji Proba kontrolna Fermentation time [days]
Strain Fermentation Control sample
temperature [°C] 3 3
) 30 6,70+ 0,10 4,904+ 0,15 4,804+ 0,15
Lb. casei O12 5 5
37 6,60" £ 0,12 4,70* £ 0,10 4,50+ 0,10
) - 30 6,70°+£0,15 4,70A° + 0,15 4,70+ 0,10
Lb. johnsonii K4 - 5 -5
37 6,60+ 0,10 4,60 +£0,15 4,70 £ 0,15

Objasnienia / Explanatory notes:

a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami (matymi w rzedach, duzymi w kolumnach) rézna si¢
statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values denoted by different letters (lowercase in rows, uppercase in
columns) differ statistically significantly (p <0.05); n = 3.

Ocena semikonsumencka przeprowadzana jest w celu okreslenia upodoban kon-
sumentoéw 1 sprawdzenia stopnia pozadalnosci produktow poddawanych ocenie. Prefe-



JAKOSC SENSORYCZNA I PRZEZYWALNOSC POTENCJALNIE PROBIOTYCZNYCH SZCZEPOW ... 93

rencje konsumentéw uzaleznione sg od atrakcyjno$ci sensorycznej, wartosci odzyw-
czej oraz bezpieczenstwa stosowania wybieranych produktow [2, 3].

Ocenie semikonsumenckiej poddano tylko proby napojéw miodowych otrzyma-
nych po 2, 3 1 4 dniach fermentacji. W napojach miodowych po 5-dniowej fermentacji
stwierdzono dyskwalifikujace cechy sensoryczne.

Na podstawie analizy wariancji wykazano, ze sposroéd trzech czynnikow (tj.
szczepu, temperatury i czasu fermentacji) na wynik oceny sensorycznej istotny wptyw
miat czas fermentacji (p < 0,05). Dodatkowo istotna byta interakcja szczep * tempera-
tura oraz temperatura X czas fermentacji. Oznacza to, ze pozadalnos¢ produktéow fer-
mentowanych w obrebie jednego szczepu jest warunkowana temperaturg fermentacji.
Natomiast efekt glowny ,,temperatura” byl warunkowany czasem fermentacji. W uzy-
skanych danych stwierdzono zmian¢ wplywu temperatury na pozadalnos¢. Po 2 dniach
fermentacji wyzej oceniono produkty fermentowane w temp. 37 °C. Wydtuzenie fer-
mentacji o kolejne dni spowodowato zmiang, tj. wyzsza oceng sensoryczng przypisano
produktom fermentowanym w temp. 30 °C. Poréwnanie $rednich post-hoc za pomoca
testu Bonferroniego dowiodto, Ze statystycznie istotnie wyzej ocenione zostaty proby
fermentowane w ciggu 2 dni przez Lb. casei O12 w temp. 37 °C. Statystycznie istotnie
nizej ocenione byly proby fermentowane w ciagu 3 i 4 dni przez Lb. johnsonii K4
w temp. 37 °C oraz przez Lb. casei O12 w temp. 30 °C przez 3 dni (p < 0,05) — tab. 2.

Tabela 2.  Srednie wyniki oceny semikonsumenckiej fermentowanych napojéw w zaleznosci od tempera-
tury i czasu fermentacji

Table 2.  Mean results of semi-consumer evaluation of fermented beverages depending on temperature
and fermentation time

Temperatura fermentacji Czas fermentacji [dni]
Szczep . L
. Fermentation temperature Fermentation time [days]
Strain o
[°C] 2 3 4
. 30 5,24 £2,10 4,27 +2,36 5,06" +2,60%
Lb. casei O12 = =
37 5,96 +1,95 5.23+£2,53 4,83 £2.28
30 5,24 +1,84 5,53+£1,74 5,40+ 1,97
Lb. johnsonii K4 = =
37 5,50£2,22 3,937 +£2,03 4,30 £2,06
Préba kontrolna / Control sample 5,04 +£2,10 5,16 +£2,12 6,09 +1,97
- N=150 N =30 N=353

Objasnienia / Explanatory notes:
* — wartosci $rednie oznaczone gwiazdka sa statystycznie istotnie rézne od proby kontrolnej (p < 0,05) /
mean values denoted by asterisk differ statistically significantly from control sample (p < 0.05).

Wplyw szczepu i zawartosci sacharydow (8 i 10 %) na pozadalno$¢ sensoryczng
fermentowanego napoju miodowego oceniono w badaniu Lapinskiej [13]. Najwyzej
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oceniono napoje miodowe zawierajace 10 % sacharydow, fermentowane w temp. 32
137 °C z udziatem szczepu Lb. acidophilus CH-2.

Wsréd wynikow badan dostepnych w literaturze, dotyczacych zastosowania mio-
du i probiotykéw, mozna zacytowaé badania Fiorda i wsp. [7]. Napdj probiotyczny
otrzymany przez ww. autorOw na bazie hydrolizatu sojowego, siary bydlgcej, miodu
oraz ziaren kefirowych i zawierajacy potencjalnie probiotyczne szczepy (Lb. statsu-
mensis, Leuconostoc mesenteroides, Bacillus megaterium, Saccharomyces cerevisiae
1 Lachancea fermentati) wykazywat dziatanie ochronne DNA i wtasciwo$ci antyoksy-
dacyjne. Kantachote i wsp. [9] wyprodukowali napoj funkcjonalny z tzw. mleka koko-
sowego z dodatkiem potencjalnie probiotycznego Lb. plantarum DW12. Zwigkszone
korzys$ci zdrowotne napoju byly zwigzane z wytwarzaniem przez probiotyk kwasu
y-aminomastowego (GABA), witaminy Bj,, przeciwutleniaczy i zwigzkoéw przeciw-
bakteryjnych. Dodatek miodu zwigkszyt akceptowalno$¢ sensoryczng napoju.

Whioski

1. Potencjalnie probiotyczne bakterie przezywaty w napoju miodowym maksymalnie
w liczbie 8,14 log jtk/cm’. Zatem spehity istotne kryterium technologiczne sta-
wiane probiotykom.

2. W trzech wariantach fermentacja dtuzsza niz 3 dni skutkowata zamieraniem komo-
rek w produkcie.

3. Na podstawie prawidtowego przebiegu procesu fermentacji i korzystnej oceny
sensorycznej produktu wskazane jest stosowanie do produkcji szczepu Lactobacil-
lus casei O12 oraz prowadzenie fermentacji przez 2 dni w temp. 37 °C.

4. Istnieje koniecznos¢ doboru szczepu i warunkéw fermentacji innowacyjnego napo-
ju o pozadanych cechach sensorycznych. Porcja ok. 100 ml bedzie dostarcza¢ ok.
10 log jtk zywych potencjalnie probiotycznych mikroorganizméw. Na tym etapie
badan produkt nie moze by¢ nazwany probiotycznym, jednak jako$¢ sensoryczna
1 zakres przezywalno$ci szczepow predysponuje do dalszej oceny ich wlasciwosci
probiotycznych.
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SENSORY QUALITY AND VIABILITY OF POTENTIALLY PROBIOTIC STRAINS OF
LACTOBACILLUS IN FERMENTED HONEY BEVERAGE

Summary

The objective of the research study was to determine the possibility of using potentially probiotic
strains of Lactobacillus johnsonii K4 and Lactobacillus casei O12 to manufacture a honey beverage hav-
ing a appropriate sensory quality and containing viable microorganisms. The research material consisted
of honey beverages made of multifloral honey and tap water (12.05 g/100 ml). The beverages were fer-
mented for 2, 3, 4 and 5 days with a bacterial monoculture (after inoculation of approx. 7 log cfu/ml) at
a temperature of 30 and 37 °C. The average count of bacteria ranged from 6.75 to 8.14 log cfu/ml. The
growth of bacteria depended on the strain, the time and the temperature of fermentation (p < 0.05). The
same factors significantly impacted the mean pH values of all the samples on the subsequent days of fer-
mentation; those pH values ranged between 4.6 and 4.8 (p < 0.05). The fermentation time was a factor to
statistically significantly impact the sensory evaluation (p < 0.05). The samples fermented with a Lb. casei
012 strain for 2 days at 37 °C were given the highest scores in the sensory evaluation. The selected bacte-
ria of the Lactobacillus species can be used to manufacture an innovative beverage having desirable senso-
ry qualities. At this stage of the research, the product cannot be called probiotic; however, the sensory
quality and the range of viability of the strains predispose them to continue evaluation of their probiotic
properties.

Key words: honey beverage, probiotic, fermentation, Lactobacillus
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