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DOROTA ZIELINSKA

DOBOR SZCZEPOW BAKTERII LACTOBACILLUS 1 USTALENIE
WARUNKOW FERMENTACJI NAPOJU SOJOWEGO

Streszczenie

Celem badan bylo opracowanie sposobu fermentacji napoju sojowego, o wlasciwosciach
probiotycznych, dobér warunkéw fermentacji oraz okre$lenie liczby zywych bakterii podczas 16 dni
przechowywania fermentowanego napoju sojowego w temp. 10°C. Oceniono ponadto cechy sensoryczne
produktu.

Nap6j sojowy szczepiono dziesigcioma réznymi kulturami bakterii potencjalnie probiotycznych
w liczbie 7,5x107 jtk/ml i poddawano fermentacji: w temp. 32°C przez 9 godz. lub w temp. 37°C przez
6 godz. Stwierdzono, ze lepsze warunki fermentacji zapewnia 6-godzinny proces w temp. 37°C.
Wykazano, ze pomigdzy pigcioma napojami sojowymi, fermentowanymi wcze$niej wybranymi
szczepami, nie ma istotnych statystycznie réznic pod wzglgdem smakowitosci. Liczba bakterii w napoju
sojowym zaszczepionym Lactobacillus casei KN291, fermentowanym przez 6 godz. w temp. 37°C i
przechowywanym w temp. 10°C, wzrastata z 8,87 log jtk/ml tuz po fermentacji do 9,29 log jtk/ml po 12
dniach, iutrzymywata si¢ na stalym poziomie do 16. dnia. W tym czasie jako$¢ sensoryczna napoju
pogorszyta sig, wzrosta intensywnos¢ smaku kwasnego i gorzkiego oraz niekorzystnie zmienita sig
konsystencja.

Stowa kluczowe: bakterie probiotyczne, napdj sojowy, zywnos¢ fermentowana

Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ intensywny rozwdj produkcji nowych rodzajéw
zywnosci fermentowanej i to zaréwno pochodzenia zwierzgcego, jak i roslinnego. Do
fermentacji surowcoéw pochodzenia roslinnego mozna stosowaé specjalnie
wyselekcjonowane, o potwierdzonych naukowo wtasciwosciach probiotycznych,
szczepy bakterii fermentacji mlekowej, gléwnie z rodzaju Lactobacillus oraz
Bifidobacterium [5].

W celu wywierania efektu prozdrowotnego produkty probiotyczne powinny
zawiera¢ duza liczbe zywych komérek bakterii, rzedu 10’-10° jtk/cm’(g) produktu.
Opisane, najwazniejsze efekty zdrowotne szczepéw probiotycznych to: modulacja
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systemu immunologicznego, utrzymywanie réwnowagi mikroflory jelitowej, redukcja
aktywnosci enzymow fekalnych, dziatanie antynowotworowe, zapobieganie
biegunkom ,,podréznych”, rotawirusowym i innym, dzialanie antycholesterolowe,
zmniejszenie defektu laktazowego [7].

Zastosowanie bakterii, spetniajacych powyzsze wymagania, do fermentacji
produktéw roslinnych moze poszerzy¢ liste szeroko dostepnych produktéw
spozywczych z udzialem probiotykéw oraz poprawi¢ warto$¢ odzywceza i
dietetyczna zywnosci fermentowanej. Warzywne produkty fermentowane, w postaci
sokow czy satatek moga stanowi¢ alternatywe¢ uzupetnienia mikroflory przewodu
pokarmowego dla ludzi nietolerujacych laktozy i bialek mleka, u ktérych rozwéj i
obecno$¢ bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym zostaly zachwiane
poprzez dzialanie ré6znych czynnikéw [3].

W ostatnich latach, m in. w Instytucie Biotechnologii Zywnosci (UWM w
Olsztynie), podjeto préby fermentowania sokéw i satatek warzywnych bakteriami
probiotycznymi, stosujac szczepy z rodzaju Lactobacillus 1 Bifidobacterium [8].
Innymi interesujacymi produktami sa fermentowane napoje z soi i ryzu, cechujace si¢
bezposrednio po wytworzeniu wysoka liczebnoscia bakterii kwasu mlekowego [14].

Soja jest waznym surowcem spozywczym, szeroko wykorzystywanym w wielu
krajach 1 na r6znych kontynentach. Przyktadowo indonezyjskie tempe, chinskie sufu
czy indyjskie kinema to sojowe produkty fermentowane. Tempe i sufu to produkty
fermentacji wywotanej przez plesnie (Rhizopus oligosporus, Actinomucor elegans).
Kinema to produkt fermentowany przez bakterie Bacillus subtilis. Proces fermentacji
prowadzi do uwolnienia aminokwaséw i syntezy witamin z grupy B. Antyodzywcze
czynniki, takie jak: inhibitory trypsyny, fityniany, hemaglutyniny, oligosacharydy,
zostaja inaktywowane przez wysoka temperatur¢ (inhibitory trypsyny), lub przez
enzymy (fityniany, oligosacharydy) [9].

Zaobserwowano, ze po fermentacji produkty sojowe traca swoje wilasciwosci
alergenne, np. sos sojowy fermentowany, w poréwnaniu z niefermentowana maczka
sojowa, wykazuje o 70-90% nizsza alergenno$¢ [4]. Stwierdzono réwniez, ze
fermentacja soi poprawia przyswajalno$¢ genisteiny, biatka, ktére ma wtasciwosci
przeciwutleniajace, co wptywa zaréwno na regulacj¢ gospodarki lipidowej, jak i na
zmniejszenie ryzyka zachorowan na nowotwory [2]. Wlasciwosci biatek soi,
w szczegllnosci genisteiny, polegajace na regulacji gestosci kosci, sa przedmiotem
badan wielu uczonych. Przypuszcza sig, ze mogaq mie¢ duze znaczenie w walce z
osteoporozg [6].

Zastosowanie bakterii mlekowych do produkcji fermentowanego napoju
sojowego moze stanowi¢ nowe wyzwanie dla producentéw zywnosci.

Celem niniejszych badan byto opracowanie sposobu fermentacji napoju sojowego
o wlasciwos$ciach potencjalnie probiotycznych, z uwzglednieniem cech sensorycznych,
wyboér wiasciwych warunkéw fermentacji oraz okreSlenie przezywalnosci bakterii w
fermentowanym napoju sojowym.
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Material i metody badan

Materialem do badan byt napdj sojowy naturalny firmy Polgrunt. Zastosowano 10
szczepOw bakterii o wlasciwos$ciach potencjalnie probiotycznych, z kolekcji szczepow
Politechniki t.6dzkiej, z rodzaju Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus casei. Do
napoju dodawano 24-godzinne hodowle bakterii, tak aby po zaszczepieniu liczba
komérek wynosita 7,5 log jtk/cm’ i poddawano procesowi fermentacji przez 6 lub
9 godz. w temp. 32°C lub 37°C. W celu dokonania wyboru najbardziej odpowiedniego
szczepu oraz wilasciwych warunkéw fermentacji zastosowano oceng sensoryczna —
metod¢ szeregowania, w ktérej brato udzial kazdorazowo od 28 do 45 oséb.
Przeprowadzano 2-3 powtdrzenia oceny [1]. Oceniajacy mieli za zadanie uszeregowac
préobki napoju pod wzgledem preferencji smakowitosci. Analizg¢ statystyczna
wykonano przy uzyciu testu Friedmana [12], przy poziomie istotnosci o = 0,05.

Wybrany optymalny szczep i ustalone warunki fermentacji zostaty zastosowane
do produkcji napoju sojowego poddanego probom przechowalniczym w temp. 10°C
przez 16 dni. Oznaczano liczbe bakterii kwasu mlekowego oraz pH bezposrednio po
fermentacji, a nastgpnie co 4 dni.

Liczbe bakterii kwasu mlekowego okreslano metoda wgtebna, stosujac podtoze
wybiércze — agar MRS firmy Biokar Diagnostic. Na ptytki Petriego wlewano po 1 cm’
z trzech kolejnych rozcienczefn, w dwéch powtérzeniach. Prébki inkubowano przez 72
godz. w temp. 30°C [13]. Pomiary pH dokonywano aparatem ELMETRON CP551,
z uwzglednieniem temperatury napoju.

Wyniki badan przechowalniczych postuzyly do przeprowadzenia jedno-
czynnikowej analizy wariancji. Hipoteza pierwotna brzmiata, Ze liczba bakterii
podczas przechowywania nie zmieni si¢ istotnie, czyli, Ze nie istnieje zwiazek
(korelacja) miedzy liczba bakterii a czasem przechowywania.

W trakcie przechowywania pobierano préoby do oceny sensorycznej napoju
sojowego: bezposrednio po fermentacji, po 7 dniach przechowywania oraz napoju
sojowego niefermentowanego. Zastosowano metod¢ profilowa [11], przy czym
dokonano wyboru wyréznikéw jakosci i przeszkolono panel os6éb oceniajacych.
Zdefiniowano cztery wyrézniki zapachu (waniliowy, stodki, fermentacji mlekowej,
mleczny), trzy wyrdzniki konsystencji (ggstos$¢, gltadkose, lepkose), pie¢ wyrdéznikéw
smaku (fermentacji mlekowej, kwasny, stodki, gorzki, maczny) oraz jako$¢ ogdlna.

Analizg statystyczng wykonano stosujac analiz¢ wariancji jednoczynnikowej oraz
test Tukey’a.

Whiyniki i dyskusja

W pierwszym etapie badan przeprowadzono trzy do§wiadczenia w celu wybrania
najbardziej odpowiedniego szczepu do fermentacji oraz najlepszych warunkéw
fermentacji napoju sojowego. W wyniku pierwszego doswiadczenia stwierdzono, ze



292 Dorota Zielinska

istnieja istotne réznice w akceptowalno$ci sensorycznej napoju  sojowego
fermentowanego przy uzyciu dziesigciu réznych szczepdéw bakterii potencjalnie
probiotycznych (rys. 1). Wykazano, ze jako$¢ sensoryczna napoju sojowego
zaszczepionego hodowla szczepéw zakodowanych jako 1 1 10 (Lactobacillus
acidophilus Bauer, Lactobacillus acidophilus B) jest istotnie gorsza. Natomiast jako$¢
sensoryczna napojow fermentowanych z wykorzystaniem pozostatych szczepéw nie
r6zni si¢ migdzy soba statystycznie istotnie. Do dalszych doswiadczen zdecydowano
pozostawi¢ 5 szczepdéw, przy uzyciu ktérych otrzymano napoje o najlepszej
smakowito$ci ($rednia rangowa powyzej 6,0).

10,0 - B /- L acidophilus Bauer
9,0
B 2- L casei BN
8,0 b

B 3- L casei Bif 3/IV

B 4- L acidophilus Cz1

B 5- L acidophilus CH-2

Srednia rangowa
Mean of rank

B 6- L casei KNE 1

B 7- L acidophilus CH-5

B 8- L casei Bif J/1I1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kod szczepu W 9- L casei KN 291

Strain code

B /0- L acidophilus B
Objasnienia:/ Explanatory notes:
a; b — warto$ci $rednie oznaczone tymi samymi indeksami nie réznia si¢ migdzy soba statystycznie
istotnie (o0 = 0,05) / mean values denoted by the same superscripts do not differ statistically significantly
from each other (o = 0,05).

Rys. 1. Ocena sensoryczna napoju sojowego fermentowanego przez 9 godz. w temp. 32°C z uzyciem 10
szczepOw bakterii probiotycznych (n = 2); metoda szeregowania.

Fig. 1.  Sensory evaluation of a soya drink being 9 hrs fermented using 10 probiotic bacteria strains at a
temperature of 32°C (n = 2); a succession method was applied.

W wyniku drugiego do$wiadczenia wskazano temp. 37°C i okres 6 godz. jako
wlasciwe warunki fermentacji (rys. 2). Stwierdzono, ze jako$¢ sensoryczna napojow
sojowych fermentowanych w temp. 37°C szczepami zakodowanymi: 4, 5 i 6
(Lactobacillus acidophilus Cz 1, Lactobacillus acidophilus CH-2, Lactobacillus casei
KNEI) byta istotnie wyzsza od jako$ci napojéw fermentowanych tymi samymi
szczepami w temp. 32°C. Jako$¢ sensoryczna napojow sojowych fermentowanych
w temp. 37°C szczepami zakodowanymi: 7 i 9 (Lactobacillus acidophilus CH-5,
Lactobacillus casei KN 291) nie réznila si¢ statystycznie od jako$ci napojow
fermentowanych tymi samymi szczepami w temp. 32°C. W dalszych do§wiadczeniach
zdecydowano przeprowadza¢ fermentacje napoju sojowego przez 6 godz. w temp.
37°C.
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Srednia rangowa
Mean of rank

.
/37°CI6 godz.
32°C/9 godz.

Kod szczepu
Strain code

Objasnienia:/ Explanatory notes:

- oznaczenia kodu szczepéw takie jak na rys. 1./ strain code marks are the same like on fig. 1

a-d — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi indeksami nie réznig si¢ mi¢dzy sobg statystycznie istotnie
(o0 = 0,05) / mean values denoted by the same superscripts do not differ statistically significantly from
each other (o0 = 0,05)

Rys. 2. Ocena sensoryczna napoju sojowego fermentowanego w réznych warunkach, z uzyciem 5
szczepOw bakterii probiotycznych; metoda szeregowania (n = 2).

Fig.2.  Sensory evaluation of a soya drink fermented using with 5 probiotic bacteria strains under
varying fermentation conditions; a succession method was applied (n = 2).

W kolejnym doswiadczeniu (n = 3), wykazano, ze nie ma statystycznie istotnych
réznic pomigdzy jako$cia sensoryczna pigciu napojow sojowych fermentowanych
w temp. 37°C przez 6 godz., z wykorzystaniem wcze$niej wybranych szczepow
(rys. 3).

Do dalszych badan wybrano szczep Lactobacillus casei KN291. Nap6j sojowy
poddawano fermentacji w temp. 37°C przez 6 godz. i przechowywano 16 dni w temp.
10°C. Stwierdzono, ze w czasie przechowywania nastgpowal ciagly wzrost liczby
zywych bakterii do 12. dnia (rys. 4), przy réwnoczesnym spadku pH, a nastepnie
liczba bakterii utrzymywata si¢ na statym poziomie (tab. 1). Istotny wzrost liczby
bakterii zaobserwowano 4. dnia przechowywania (z 8,88 log jtk/ml tuz po fermentacji
do 9,19 log jtk/ml). Po 16 dniach przechowywania fermentowanego napoju sojowego
liczba zywych bakterii Lactobacillus wynosita 9,28 log jtk/ml.
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Rys. 3. Ocena sensoryczna fermentowanego napoju sojowego w temp. 37°C przez 6 godz., z uzyciem 5
szczepéw bakterii probiotycznych (n=3); metoda szeregowania.

Fig. 3. Sensory evaluation of a soya drink being 6 hours fermented using 5 probiotic bacteria strains at a
temperature of 37°C (n=3); a succession method was applied

Tabela 1

Warto$ci Srednie liczby bakterii L. casei KN291 [log jtk/ml] i pH w trakcie przechowywania
fermentowanego napoju sojowego.
Mean values of CFU L. casei KN291 strains [log cfu/ml] and pH while storing the fermented soya drink.

Dni przechowywania Wartosci $rednie [log jtk/ml] Wartosci $rednie pH
Storage days Mean Vahies [log cfu/ml] Meari values pH
x+SD x+SD
0 8,88 £0,210 5,5%0,07
4 9,19 £0,297 4,8£0,05
8 9,14£0,213 4,6 £0,02
12 9,29 +0,113 4,3£0,02
16 9,28 £0,127 4,240,02

Objasnienia:/ Explanatory notes:
X — warto$¢ $rednia / mean value; SD — odchylenie standardowe / standard deviation.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji odrzucono hipotezg pierwotna,
poniewaz p = 0,00001 i p < 0,05. Oznacza to, Ze istnieje zwiazek pomigdzy czasem
przechowywania w temp. 10°C a liczba bakterii potencjalnie probiotycznych w napoju
sojowym.

W badaniach satatek warzywnych, przeprowadzonych przez Warminska-Radyko
i Laniewska-Moroz [15] w Instytucie Biotechnologii Zywno$ci AR-T w Olsztynie,
uzyskano odmienne wyniki: spadek liczby bakterii Lactobacillus acidophilus o dwa
rzedy logarytmiczne podczas przechowywania przez 14 dni w temp. 8°C.

Z badan przeprowadzonych na mleku zaszczepionym bifidobakteriami i
przechowywanym w réznych warunkach (tj. temp. 5, 18, 30°C) wynika, ze im wyzsza
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jest temperatura przechowywania, tym szybciej zmniejsza si¢ liczba bakterii z rodzaju
Bifidobacterium, przy jednoczesnym pogorszeniu jakosci ogdlnej [10].

Analiza zmian smaku napoju sojowego fermentowanego podczas
przechowywania wykazata, ze dtuzszy czas przechowywania wplywat na zwigkszenie
intensywno$ci wyczuwania smaku gorzkiego, kwasnego oraz zmniejszenie
intensywnos$ci wyczuwania smaku stodkiego (rys. 5). Przechowywanie napoju w temp.
10°C przez 7 dni wplyneto réwniez na zmiang konsystencji. Napdj stat si¢ mniej
gtadki, pojawito si¢ uczucie niejednorodno$ci w ocenie, co moze by¢ powodem
dyskwalifikacji napoju. Jako$¢ ogélna napoju fermentowanego przechowywanego
przez 7 dni zostala oceniona na poziomie 4,32 pkt, co jest ocena istotnie nizsza
w poréwnaniu z jako$cia napoju fermentowanego $wiezego, nieprzechowywanego,
(ogblna ocena -5,67 pkt) (rys. 5).

10 ~ napdj sojowy
niefermentowa
K ny/ non
fermented soy
beverage

== napdj sojowy
fermentowany
Swiezy/ fresch
fermented soy
beverage

Ocena sensoryczna [pkt]
Sensory analisys [score]

== napdj SOjowy

fermentowany
0 T T przechowywany
& & ¢ & & & & & & & & F 7 dni/
ny‘bo‘ \\5 & N %\& & & E & \\S N %\0‘ & a 7 day stored,
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45% ‘%& & 6\’—}‘0
& & e ; ¥
6&& &\% Wyrézniki jakosci N
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Objasnienia: / Explanatory notes:
z — zapach / smell; s — smak / taste

Rys. 5. Jakos¢ sensoryczna napojow sojowych oceniana metoda profilowania.
Fig. 5. Sensory quality of soya drink assess using a method of profiling.

W ocenie sensorycznej wykazano, ze napoje fermentowane w poréwnaniu z
niefermentowanym charakteryzowaly si¢ innymi cechami sensorycznymmi. Przede
wszystkim napdj niefermentowany miat inna konsystencjg¢: mniejsza gestosé i lepkos¢.
Gesto$¢ oceniono na poziomie 1,67 pkt, lepkos¢ na poziomie 2,3 pkt w skali 10-
punktowej, co w poréwnaniu z ocena napojéow fermentowanych stanowito
statystycznie istotng réznicg. Gegsto$¢ napoju fermentowanego nieprzechowywanego
oceniono na poziomie 6,94 pkt, lepkos¢ na poziomie 6,21 pkt. Kolejna rdéznica
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sensoryczna, wynikajaca z procesu fermentacji, byl smak napojéw. Napdj
niefermentowany charakteryzowat si¢ wysoka intensywnoscia smaku stodkiego, mata
smaku kwasnego, gorzkiego i smaku charakterystycznego dla fermentacji mlekowej, w
poréwnaniu  z napojami fermentowanymi. Jako$§¢ ogdlna napoju sojowego
niefermentowanego oceniono na poziomie 6,70 pkt.

Mleczny i waniliowy zapach napoju byt bardziej intensywny w przypadku
napojéw: niefermentowanego i $wiezo fermentowanego w poréwnaniu z napojem
fermentowanym przechowywanym 7 dni. Napdj przechowywany miat zdecydowanie
mniej intensywny zapach stodki oraz istotnie bardziej wyczuwalny zapach
charakterystyczny dla fermentacji mlekowe;.

Whioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badan wybrano temp. 37°C i okres 6 godz. jako
wiasciwe warunki fermentacji napoju sojowego, niezaleznie od zastosowanego
szczepu bakterii (Lactobacillus acidophilus CzIl, CH-2, CH-5 i Lactobacillus
casei KNEI, KN291).

2. Po 7 dniach przechowywania w temp. 10°C napoju sojowego fermentowanego
szczepem Lactobacillus casei KN 291, nastgpuje pogorszenie jego cech
sensorycznych, co jest prawdopodobnie zwiazane ze wzrostem liczby bakterii
i obnizeniem wartosci pH.

3. Wykazano, ze mozliwe jest otrzymanie fermentowanego napoju sojowego o
akceptowanej jakosci  sensorycznej, ale nalezy opracowaé¢ warunki
przechowywania, umozliwiajace stabilizacj¢ cech jakosSciowych.

Praca wykonana pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Danuty Kotozyn-Krajewskiej
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SELECTING SUITABLE BACTERIAL STRAINS OF LACTOBACILLUS AND IDENTIFYING
SOYA DRINK FERMENTATION CONDITIONS

Summary

The objective of this study was: to develop a special soya drink fermentation technique in order to
obtain a soya drink with special probiotic properties, to identify and select fermentation conditions, and to
determine the number of live bacteria during a 16 day period of storing the fermented soya drink at
a temperature of 10°C. Furthermore, sensory qualities of the product were evaluated.

The soya drink was inoculated using ten different, potentially probiotic bacterial strains, their initial
number being 7,5x10 cfu/ml; next, the drink was fermented at a temperature of 32°C during 9 hours or at
37°C during 6 hours. It was stated that the better fermentation conditions were created when the
fermentation time was 6 hours, and the fermentation temperature was 37°C. It was proved that there were
no statistically significant differences regarding the palatability of the product. The number of bacteria in
the soya drink inoculated using Lactobacillus casei KN291, fermented during 6 hrs at a temperature of
37°C, and stored at a temperature of 10°C, increased from the initial number of 8,87 log cfu/ml just after
the fermentation process accomplished to 9,29 log cfu/ml on the 12™ day, and remained at the same level
until the 16™ day. During this period, the sensory quality of the soya drink worsened, the intensity of sour
and bitter taste increased, and consistency of the dink unfavourably changed.

Key words: probiotics, soya drink, fermented food



