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MODELE PRZEZYWALNOSCI BAKTERII POTENCJALNIE
PROBIOTYCZNYCH LACTOBACILLUS CASEI KN291
W FERMENTOWANYM NAPOJU SOJOWYM

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto skonstruowanie prognostycznych modeli wzrostu i przezywalnos$ci bakte-
rii potencjalnie probiotycznych Lactobacillus casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym, przecho-
wywanym w réznych warunkach temperatury.

Skonstruowano nieliniowe modele prognostyczne charakteryzujace si¢ dobrym dopasowaniem i wila-
Sciwo$ciami stochastycznymi ocen parametrow. Modele te w zadowalajacy sposob opisuja zachowanie
bakterii L. casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym i moga shuzy¢ do szacowania (prognozowa-
nia) liczby bakterii w zaleznos$ci od czasu przechowywania.

Fermentowany nap6j sojowy w badanych warunkach przechowywania charakteryzowat si¢ odpowied-
nio duza liczba bakterii potencjalnie probiotycznych L. casei KN291 (okoto 10° jtk/ml), co moze gwaran-
towac¢ efekt prozdrowotny po spozyciu 100 g porcji produktu.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, fermentowany napoj sojowy, probiotyki

Wprowadzenie

Mikrobiologia prognostyczna jest subdyscypling mikrobiologii Zzywnos$ci zajmu-
jaca si¢ opracowywaniem modeli matematycznych opisujacych reakcje drobnoustro-
jow na okre$lone warunki §rodowiskowe oraz weryfikacja ich zastosowania do prze-
widywania wzrostu, przezywalnosci i inaktywacji mikroorganizméw w zywnosci, jak
réwniez do oceny szybkosci ich ujawniania si¢ i niekorzystnego, z punktu widzenia
technologii, dziatania w srodowisku [4, 11]. Laczy ona elementy mikrobiologii, mate-
matyki, statystyki, dostarczajac informacji o zachowaniu si¢ mikroorganizmow
w zywnosci [13].
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Jedno z podstawowych zalozen nowoczesnej mikrobiologii Zywnosci stanowi
stwierdzenie, ze wzrost mikroorganizmow jest funkcja zywnos$ci jako srodowiska.
Gatunki bardziej przystosowane do zycia w takim srodowisku, jakim jest zywnos¢,
beda dominujace. W kazdym S$rodowisku znalez¢é mozna skonczona liczbe czynnikow
wplywajacych na fizjologiczne reakcje mikroorganizmow [6]. Zazwyczaj do modelo-
wania wykorzystuje si¢ techniki regresji liniowej i nieliniowej. Niektore modele i od-
powiednie algorytmy wyznaczania parametrow oraz miary jakosci dopasowania mode-
li do danych omoéwiono np. praca [9]. Nalezy jednak mie¢ swiadomos$¢, ze wszystkie
modele musza by¢ uproszczeniem relacji rzeczywistych, gdyz reprezentuja skompli-
kowany i rozbudowany kompleks biochemicznych proceséw zachodzacych podczas
wzrostu komorki i nie sg w stanie przewidzie¢ wszystkich interakcji, jakie zachodza
pomigdzy komoérka mikroorganizmu a czynnikami srodowiska w produkcie [3].

Rozwo6j mikrobiologii prognostycznej, ukierunkowanej dotychczas na opracowy-
wanie modeli dla drobnoustrojow patogennych, stymuluje pracg nad tworzeniem mo-
deli grup drobnoustrojéw saprofitycznych, drozdzy, plesni, a takze psychrotrofow
i innych specyficznych zanieczyszczen srodowiskowych, co moze by¢ bardzo przydat-
ne w technologii zywnos$ci i w procesach fermentacyjnych [5]. Dopiero niedawno za-
czeto kierowa¢ uwage na reakcje biokinetyczne mikroorganizméw korzystnych dla
zywnosci, takich jak bakterie kwasu mlekowego. W przemysle spozywczym bakterie
kwasu mlekowego dodawane sa celowo jako kultury starterowe do bazowych produk-
tow, takich jak: mleko, migso, warzywa, zboza, aby osiagna¢ stabilny i bezpieczny
produkt koncowy o unikalnych cechach sensorycznych [1].

Przyktadami opisanych w literaturze pierwszorzedowych modeli wzrostu bakterii
kwasu mlekowego jest model wykladniczy, model lag-wyktadniczy i modyfikacje
modelu Gompertza, natomiast w§rdd modeli inaktywacji LAB wyrdzni¢ mozna model
inaktywacji log-liniowy i model Weibulla. Przyktady drugorzedowych modeli wzrostu
z jedna zmienng to model Arrheniusa lub Ratkowsky’ego, drugorzegdowym modelem
inaktywacji ze zmienna temperatury jest model Bigelowa. W przypadku wigcej niz
jednej zmiennej przyktadami moga by¢ modele wielomianowe i model gamma. Mode-
lami trzeciorzedowymi sa np. kombinacje modeli pierwszo- i drugorzedowych (model
wzrostu, produkcji kwasu, objetosci buforowej (ang. buffer capacity) opisujace fer-
mentacje prowadzone z udziatem bakterii kwasu mlekowego [17].

Celem niniejszej pracy bylo skonstruowanie prognostycznych modeli wzrostu
i przezywalnos$ci  bakterii potencjalnie probiotycznych Lactobacillus casei KN291
w fermentowanym napoju sojowym przechowywanym w réznych warunkach temperatury.

Material i metody badan

Materialem do badan byt napoj sojowy firmy Polgrunt o smaku naturalnym oraz
szczep bakterii potencjalnie probiotycznych Lactobacillus casei KN291. Do napoju
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dodawano 24-godzinne hodowle bakterii i poddawano procesowi fermentacji w temp.
37 °C przez 6 h, a nastgpnie dojrzewaniu w temp. 15 °C przez 48 h. Optymalne warun-
ki fermentacji i dojrzewania ustalono we wczesniejszych badaniach [15, 16]. Poczat-
kowa liczba bakterii kwasu mlekowego w zafermentowanym napoju sojowym po okre-
sie dojrzewania wynosita $rednio 8,7 log jtk/ml. Po 15 préb fermentowanego napoju
sojowego przechowywano w temperaturze 5, 10, 15 i 20 °C przez 28 dni. W trakcie
przechowywania, co 4 dni, badano liczbg bakterii kwasu mlekowego metoda ptytkowa
na podtozu wybioérczym MRS firmy Biokar Diagnostic. Czas inkubacji plytek wynosit
72 h w temp. 30 °C [8].

Wyniki badan przechowalniczych postuzyty do skonstruowania prognostycznych
modeli opisujacych zachowanie bakterii w funkcji czasu z uwzglgdnieniem temperatu-
ry podczas przechowywania fermentowanego napoju sojowego. Zastosowano funkcje
regresji liniowej i nieliniowej. Przyjgto poziom istotnosci p = 0,05. Obliczen dokonano
w programie TableCurve 2D Firmy SYSTAT Software Inc.

Wiyniki i dyskusja

Napoj sojowy zaszczepiony bakteriami potencjalnie probiotycznymi L. casei
KN291 poddawano fermentacji, a nast¢pnie dojrzewaniu, tak aby poczatkowa liczba
bakterii wynosita 8,67 - 8,72 log jtk/ml. Nastgpnie fermentowany napdj sojowy prze-
chowywano w réznych wartos$ciach temperatury (rys. 1). Stwierdzono, ze liczba bakte-
rii probiotycznych w napoju przechowywanym w temp. 5°C nie zmieniala si¢ istotnie
w ciagu 28 dni przechowywania.
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Rys 1.  Liczba zywych bakterii L. casei KN291 w fermentowanym napoju sojowym w czasie przecho-
wywania w temp. 5, 10, 151 20 °C przez 28 dni.

Fig. 1.  Count of live L. casei KN291 bacteria in fermented soy beverage during 28 day storage at 5, 10,
15 and 20 °C.
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Natomiast liczba bakterii L. casei KN291 podczas 28 dni przechowywania
w temp. 10, 15 i 20 °C zmieniata si¢, poczatkowo zanotowano jej wzrost, a nastgpnie
obnizenie. Im wyzsza temperatura przechowywania tym szybciej bakterie namnazaty
sig, a nastgpnie wczesniej i dynamiczniej zamieraty (rys. 1). Przebieg zmiennosci licz-
by bakterii L. casei KN291 w czasie odbiega istotnie od typowego wzrostu
s-ksztaltnego.

Bardzo wazna jest liczba Zywych bakterii wprowadzona do organizmu, niezbg¢dna
do uzyskania efektu probiotycznego. Wedlug FAO/WHO [2] liczba specyficznej mi-
kroflory w produkcie nie powinna by¢ nizsza niz 10° zywych, aktywnych komorek
w 1 gramie lub 1 cm® produktu, w catym okresie przydatnosci produktu do spozycia.
W celu uzyskania efektu zdrowotnego nalezy spozywaé taki produkt w iloSci nie
mniejszej niz 100 g. Dlatego dobra przezywalnos¢ i aktywnos¢ bakterii probiotycznych
w produkcie sa niezbednymi elementami optymalizacji procesu produkcji zywnosci
probiotycznej [12].

Na podstawie zebranych danych doswiadczalnych skonstruowano pierwszorze-
dowe modele liniowe i nieliniowe opisujace zmiany liczby bakterii w czasie. Modele
regresji liniowej nie opisywaly z odpowiednia dokladnoscia zachowania bakterii L.
casei KN291 w napoju sojowym w czasie przechowywania.

Roéwniez pierwszorzedowe réwnania nieliniowe, powszechnie stosowane do opi-
sywania przezywalno$ci bakterii w czasie takie jak krzywa Gompertza czy logistyczna
oraz modyfikacje tych modeli, nie pozwolity w zadowalajacy sposob opisa¢ wzrost
i przezywalno$¢ L. casei KN291 w napoju sojowym w ciagu 28 dni przechowywania.
Poszukiwania odpowiedniego modelu doprowadzity do skonstruowania modeli nieli-
niowych o postaci:
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z addytywnymi zaktéceniami losowymi.

Modele te wykazaly zadowalajaca jako$¢ dopasowania i akceptowane wilasciwo-
$ci stochastycznych ocen parametréw (tab. 1).

Analiza wspdlczynnikoéw determinacji uzyskanych modeli $wiadczy o dobrym
(w przypadku temperatury przechowywania 10 i 15 °C) i umiarkowanym (w przypad-
ku temperatury 5 i 20 °C) dopasowaniu danych do zastosowanych funkcji. Wysoka
warto$¢ statystyki F wskazuje, ze oceny parametrow asymptotycznie istotnie rdéznia si¢
od zera, sa zatem dostatecznie precyzyjnie oszacowane, aby mie¢ do nich zaufanie.
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Tabela l
Statystyki funkcji nieliniowych przezywalnosci bakterii L. casei KN291 w napoju sojowym wzgledem
czasu przechowywania.
Statistics of non-linear survival functions of L. casei KN291 bacteria in the soy beverage depending on
the storage time.

Temp. przechowywania Funkcja . .
) r DF Adj r? Fit Std Err F
Storage temp. [°C] Function
s (1) 0,6853 0,4493 0,0196 5,4442
) 0,6877 0,4535 0,0195 5,5054
10 H 0,9261 0,8706 0,0490 31,3140
2) 0,9304 0,8782 0,0475 33,4169
s (1) 0,8414 0,7224 0,1560 13,2620
) 0,8000 0,6501 0,1751 10,0026
20 (1) 0,7786 0,6126 0,3113 8,7924
) 0,7223 0,5140 0,3486 6,5028

W badaniach Trzaskowskiej i wsp. [14], sposrod zastosowanych pierwszorzgdo-
wych modeli nieliniowych opisujacych zmiang liczby bakterii probiotycznych L. aci-
dophilus w fermentowanym soku marchwiowym, najlepsze dopasowanie uzyskano
stosujac funkcje logistyczna i Gompertza (r*= 0,70).

Na rys. 2. przedstawiono wartosci zaobserwowane i oszacowane modeli (1) i (2),
przedstawiajacych przezywalnos¢ drobnoustrojow w napoju sojowym w temp. 10 °C
przez 28 dni.

Rownie nietypowy przebieg krzywej przezywalnosci zaobserwowali hiszpanscy
naukowcy [7], ktorzy badali wzrost planktonu (Brachionus plicatilis) na pozywce
z 1 bez obecnosci bakterii probiotycznych. W pracy zastosowano trzy modele: uogoél-
niony logistyczny, logistyczno-logistyczny i logistyczny - modyfikacja Gompertza.
Najlepiej dopasowanymi modelami opisujacymi wzrost planktonu byly modele logi-
styczno-logistyczny (r* = 0,9946) i uogéIniony logistyczny (1 = 0,9942).

Modele skonstruowane w niniejszej pracy uwzgledniaja jedna zmienna — czas,
ktory jest mierzonym wskaznikiem zachowania si¢ bakterii. Przez ekstrapolacje mozna
prognozowac przezywalno$¢ bakterii w warunkach, ktére nie byty mierzone [10].

Za pomoca otrzymanego modelu (1) obliczono liczbg bakterii L. casei KN291
w poszczegdlnych dniach przechowywania napoju sojowego i poréwnano oszacowane
dane z danymi uzyskanymi w do$wiadczeniu laboratoryjnym (tab. 2). Zmiennos$¢ licz-
by bakterii L. casei KN291 w badanym napoju sojowym jest wyjasniona w 68 — 92 %
zmienno$cia czasu, w zaleznosci od temperatury przechowywania. Przez ekstrapolacje
oszacowano liczbg bakterii w nie mierzonym 32. dniu przechowywania, w odniesieniu
do temp. 5, 10 151 20 °C.



MODELE PRZEZYWALNOSCI BAKTERII POTENCJALNIE PROBIOTYCZNYCH... 131

A

Przezywalno$¢ bakterii probiotycznych
12=0.92606613 DF Adj r2=0.87061572 FitStdErr=0.048961943 Fstat=31.314
a=9.1402212 b=-39.29939
©=79.292021
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B

Przezywalno$¢ bakterii probiotycznych
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a, b, ¢ — parametry funkcji / parameters of function

Rys. 2. Funkcje nieliniowe (A i B) zmiany liczby bakterii L. casei KN291 w napoju sojowym w czasie

przechowywania w temp. 10°C przez 28 dni.

Non-linear functions (A and B) of change in the L. casei KN291 bacteria count in the soy bever-
age, stored at 10°C during 28 days.

Fig. 2.

W celu prognozowania liczby bakterii w warunkach innych niz badane wartos$ci
temperatury przechowywania, skonstruowane zostana drugorzgdowe modele po-
wierzchni odpowiedzi, w ktorych zmiennymi niezaleznymi beda czas i temperatura
przechowywania. Modele te pozwola na bardziej precyzyjne szacowanie liczby bakte-
rii w produkcie podczas przechowywania w réznych warunkach temperatury i czasu.
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chowywanym w temperaturze 5, 10, 151 20 °C przez 28 i 32 dni.

Listing of empirical and estimated data of the L. casei KN291 bacteria count in the soy beverage, stored at

5,10, 15, and 20°C during 28 and 32 days.

Tabela 2
Zestawienie danych empirycznych i oszacowanej liczby bakterii L. casei KN291 w napoju sojowym prze-

Temperatura / Temperature

Dzief
Day 5°C 10°C 15°C 20°C
E (0] E (0] E (0] E (0]

0 8,6764 8,6817 8,6975 8,7043 8,7069 8,7732 8,7265 8,9261
4 8,7105 8,6935 8,9570 8,9108 9,2915 9,2086 9,7090 9,4539
8 8,6954 8,6982 8,9755 9,0462 9,4516 9,4308 9,7824 9,6568
12 8,6724 8,6962 9,1532 9,1198 9,5058 9,4847 9,8296 9,6192
16 8,6982 8,6879 9,1072 9,1401 9,5161 9,4074 9,0031 9,4075
20 8,6680 8,6736 9,1456 9,1143 8,9539 9,2292 8,8132 9,0730
24 8,6792 8,6537 9,0775 9,0491 8,9405 8,9748 8,6400 8,6556
28 8,6132 8,6284 8,9215 8,9504 8,8085 8,6645 8,4827 8,1858
32 - 8,5983 - 38,8233 - 38,3147 - 7,6868

Objasnienia: / Explanatory notes:
E — dane eksperymentalne / experimental data; O — dane oszacowane / estimated data.

Whioski

1. Skonstruowane nieliniowe modele prognostyczne charakteryzuja si¢ dobrym dopa-
sowaniem i1 wlasciwosciami stochastycznymi ocen parametréw. Modele te w za-
dowalajacy sposob opisuja wzrost i przezywalno$¢ bakterii L. casei KN291 w fer-
mentowanym napoju sojowym i moga stuzy¢ do szacowania liczby bakterii w za-
leznosci od czasu przechowywania.

2. Fermentowany napdj sojowy w badanych warunkach przechowywania charaktery-
zowat si¢ odpowiednio duza liczba bakterii potencjalnie probiotycznych L. casei
KN291 (okoto 107 jtk/ml), co moze gwarantowaé efekt prozdrowotny po spozyciu
100 g porcji produktu.

Praca byta prezentowana podczas XIII Ogolnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry
Naukowej PTT. 7, LodZz, 28 - 29 maja 2008 r.
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SURVIVAL MODELS OF POTENTIALLY PROBIOTIC LACTOBACILLUS CASEI KN291
BACTERIA IN A FERMENTED SOY BEVERAGE

Summary

The objective of the study was to develop predictive models of growth and survival of potentially pro-

biotic Lactobacillus casei KN291 bacteria in a fermented soy beverage stored at different temperatures.

Non-linear predictive models were developed and they were characterized by proper adjustment and

good stochastic properties of the parameters assessed. The models developed satisfactorily describe the
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behaviour of L. casei KN291 bacteria in the fermented soy beverage and can be used to assess (predict)
the storing time-depending bacteria count.

The fermented soy beverage stored under the storage conditions studied was characterized by the ade-
quately large count of potentially probiotic L. casei KN291 bacteria (approx. 10° cfu/ml) and this fact can
guarantee a pro-health effect when eating a 100 g portion of the product.

Key words: predictive microbiology, fermented soy beverage, probiotics
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