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Prezivanie Lactobacillus acidophilus
na tepelne opracovanej fazuli (Phaseolus vulgaris L.)

ELENA PANGHYOVA - BRIGITA GLONCAKOVA

SUHRN. Sledoval sa vplyv tepelne spracovanej fazule (Phaseolus vulgaris 1L.) ako nosi-
¢a na viabilitu buniek baktérii mliecneho kysnutia Lactobacillus acidophilus 982067
pri roznych skladovacich podmienkach. Zistilo sa, Ze bunky L. acidophilus zostavaju
viabiln€ na nosici v priebehu 6 mesiacov, pricom viabilita neklesla pri teplote skladovania
4 °C a -18 °C pod hranicu 1.105 KTJ.g-1. Poznatky z experimentov s viabilitou inkorpo-
rovanych buniek uvedeného kmena sa overili v redlnom systéme - v ndtierkach. Viabilita
buniek sledovaného kmena pri teplote 4 °C pocas 7 dnf a pri teplote skladovania —18 °C
pocas 20 tyzdnov neklesla pod ur¢enu hranicu.

KIUCOVE SLOVA: baktérie mliecneho kysnutia; Lactobacillus acidophilus; fazula; viabilita;
nosic

Baktérie mlie¢neho kysnutia sa vyuZivaju pri vyrobe roznych tradi¢nych
fermentovanych mlie¢nych produktov. V sucasnosti je snahou vyrdbat
fermentované produkty, ktorych podstatou sui fermentované obilniny,
fermentované ovocné a zeleninové Stavy a inkorporovat zivé mlie¢ne bak-
térie do krémov, praskovych mliek a mrazenych dezertov. Existuje viac
ako 50 typov rdéznych potravinarskych produktov obsahujucich probio-
tikd, ktoré sa ponukaji predovSetkym na japonskom trhu. V Eurdpe su
probiotikd velmi obltubené, ale ich konzumdcia vychddza predovSetkym
z bohatej ponuky produktov mlie¢neho charakteru [1]. Probiotické bakté-
rie osidluji v trdviacom trakte oblast hrubého ¢reva, kde splfiajii mnohé
zdravotné funkcie. Zakladnymi substratmi pre rast baktérii v hrubom creve
su nestravitelné sacharidy zo stravy, ide predovsetkym o rezistentny Skrob,
pektiny, gumy, oligosacharidy, alkoholické cukry [2-4]. Tieto substrdty
nepodliehajd Stiepeniu v prostredi Zalidka ani pdsobeniu enzymov v ten-
kom ¢reve. Fermentdciou nestrdvitelnych sacharidov baktériami mlie¢neho
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kysnutia vznikaju mastné kyseliny s kratkym retazcom (octovd, propionova,
butdnovd) [5], ktoré su potencidlnym zdrojom energie pre bunky ¢revného
epitelu. Preferovand je najmé kyselina butdnovd, ktord kryje az 70 % cel-
kovej energie pre epitel hrubého ¢reva a predpoklada sa, Ze ma dolezitd
funkciu pre prevenciu rakoviny hrubého ¢reva [6]. Uvedenej charakterizacii
vyhovuje skupina sacharidov nachddzajucich sa v strukovindch. Zo skupiny
oligosacharidov su najvyznamnejSie rafindza a stachyoza, ktorych obsah sa
pohybuje v strukovindch od 0,2 % do 4,3 % [7]. Sic¢asne strukoviny obsahuju
priblizne 20-30 % rezistentného Skrobu v susine [8, 9]. Mastné kyseliny vzni-
kajuce fermentdciou rezistentného Skrobu sa absorbuju do krvného riecista

a ovplyviiujui metabolizmus lipidov a glukozy.

Rezistentny Skrob definoval ENGLYST [10] ako sumu Skrobov a produktov
degraddcie Skrobu, ktoré sa neabsorbuju v tenkom ¢reve. Charakterizuje ho
v troch roznych skupinéch ako:

RS1 - fyzikdlna prekdzka zabranujuica pristupu pankreatickej amyldzy (napr.
v nenaru$enych rastlinnych Struktirach), intenzivnym mletim a Zuva-
nim sa $krob stdva pristupnejSim (strukoviny).

RS2 -rezistentné $krobové granule (napr. vysokoamylézne kukuri¢né skro-
by, surovy zemiakovy $krob, surové bandny), ktoré slabo zelatinizuju
a hydrolyzuju.

RS3 -retrogradovany Skrob (napr. varené alebo mrazené zemiaky, sterilizo-
vany hrasok a fazula).

V 1. 1995 bol definovany RS4 - Skrob modifikovany chemicky alebo
fyzikdlne teplom [11]. Tieto modifikované skroby sa nachddzajui v spracova-
nych potravindch, ale ich fyziologické efekty nie su dostato¢ne preukdzané.
Mnohé stidie dokazuju, Ze modifikované skroby by mohli mat funkciu ako
rezistentny Skrob. Stupen degraddcie a spOsob substiticie majui podstatny
vplyv na ich fyziologické vlastnosti [12-14].

Material a metddy

Na sledovanie viability biomasy na nosi¢i sa vybrala baktéria mliecneho
kysnutia zo zbierky Laktofléra Praha, s kédovym oznacenim Lactoba-
cillus acidophilus 982067.

Priprava nosica
Ako nosi¢ sa pouzila fazula zakipend v maloobchodnej sieti, upra-
vila sa varenim 10 min pri pretlaku 1,1 kPa. Po vareni sa odfiltrovala
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prebytoc¢nd kvapalina, fazula sa homogenizovala s trojndsobnym mnozstvom
vody pri tlaku 10 MPa na APV homogenizdtore (APV Gaulin, Liibeck,
Nemecko). V uvarenej fazuli bol obsah proteinov 7,5 % a obsah celkového
skrobu 15,7 %.

Priprava inkorporovaného nosica

Na ukotvenie sa pouzila 24h biomasa, kultivovand staticky pri teplo-
te 37°C v kultivatnom médiu MRS (Lactobacillus selektivne médium,
Biomark Laboratories, Pune, India) s 2% sacharézou ako zdrojom uhlika.
Biomasa sa po centrifugdcii a premyti fyziologickym roztokom homogenizo-
vala s nosi¢om s pridavkom trojndsobného mnozstva vody na APV homo-
genizdtore a usuSila v rozpraSovacej suSiarni pri vstupnej teplote 145 °C
a vystupnej teplote 85 °C. VysuSeny produkt sa uskladnil pri teplote —18 °C,
4 °C a 37 °C v uzavretych plastovych vreckdch. Obsah suSiny v produkte bol
97,23 %. Sledovala sa viabilita L. acidophilus a sprievodnej kontamindcie
pocas skladovania.

Priprava inkorporovaného nosica s koreninami

VysuSeny inkorporovany nosi¢ sa zmieSal s koreninami (provensilske
korenie, suSeny cesnak a majordn - vyrobca Méispoma, Zvolen, Slovenska
republika) a uskladnil pri teplotdch —18 °C, 4 °C a pri laboratdrnej teplote
v plastovych vreckach.

Priprava ndtierky

Fazula sa varila 10 min pri pretlaku 1,1 kPa. Po vareni sa zliala prebyto¢nd
voda a fazula sa dvakrat prepasirovala na misovom mlynceku. K 300g
zhomogenizovanej fazule sa pridala premytd biomasa L. acidophilus 982067
a 100g rastlinného tuku Flora (Unilever, Praha, Ceskd republika). Zmes
sa dobre homogenozivala. Obsah suSiny vo fazuli bol 33,8 %.

Metody stanovenia

— stanovenie Skrobu polarometricky metddou podla Ewersa [15],

— stanovenie proteinov metddou podla Kjeldahla [16],

— stanovenie viability L. acidophilus platiiovou metddou zalievanim médi-
om MRS [17],

— stanovenie poctu sprievodnej kontamindcie plathiovou metddou na sla-
dinovej pode (Imuna, Sarisské Michalany) a Zivnom agare ¢. 2 (Imuna,
Sarisské Michalany) [18],

— stanovenie suSiny susenim pri teplote 105 °C do konStantnej hmotnosti
[19].
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Vysledky a diskusia

Cielom prace bolo zistit, akym spdsobom vplyva teplota skladovania
na viabilitu kmena L. acidophilus na nosi€i pripravenom tepelnou tpravou
suSenych fazulovych bobov. Ziskané vysledky sumarizuju tab. 1 a tab. 2.

Z tab. 1 vyplyva, ze pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067 v priebe-
hu 6 mesiacov klesal, pricom pri teplote skladovania 37 °C po troch mesia-
coch vo vzorkach nezostali Ziadne viabilné bunky. Pri teplotdch skladovania
4 °C a -18 °C si biologicky komplex (nosi¢ a L. acidophilus) zachoval pocet
viabilnych buniek nad hranicou 105 KTJ.g-1. V pripade pripravy probiotickej
nétierky musf vyrobok spliiaf podmienku tzv. ,terapeutického minima“, to
je 1.10° KTJ na 1g vyrobku. Tito podmienka bola splnend v pripade sklado-
vania pri teplotach 4 °C a —-18 °C, ak povodny pocet zivych buniek L. acido-
philus bol 1010 KTJ.g-1. Pri sledovanych teplotach skladovania nedochddzalo
k rozvoju sprievodnej mikroflory. Celkovy pocet mikroorganizmov, ndrast
ktorych sa sledoval na sladinovej pdde, sa v priebehu skladovania nemenil,
celkovy pocet baktérif vyrastenych na Zivnom agare ¢. 2 klesal (tab. 2).

TaB. 1. Vplyv teploty na viabilitu biologického komplexu L. acidophilus 982067 s fazulou
tepelne opracovanou a s fazulou suSenou v rozpraSovacej susiarni pocas 6 mesiacov.
TaB. 1. Influence of the temperature on the viability of a biological complex of L. acidophi-
lus 982067 with beans treated by heat and beans dried in aspray drier during 6 months.

Doba skladovania Pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067 [KTJ.g'1]?
[mesiac]! 37°C 4°C -18°C
0 2.108 2.108 2.108
1 4.107 1.107 3.108
2 5.105 8.100 7.109
3 1.103 5.100 1.108
4 <1 3.100 5.107
5 <1 7.105 2.107
6 <1 1.105 8.100

Podmienky tepelného spracovania: pretlak 1,1 kPa, 10 min. Podmienky suSenia: rozprasovacia susiaren,
vstupna teplota 145 °C, vystupna teplota 85 °C. Podmienky skladovania: v mnozstvach po 10 g v uzavre-
tych plastovych vreckdch.

Conditions of the heat treatment: pressure 1.1 kPa, 10 min. Conditions of drying: spray drier, input
temperature 145 °C, output temperature 85 °C. Storage conditions: aliquots of 10 g in plastic wraps.
1 - storage duration [month], 2 - count of viable cells [CFU.g"1].
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TaB. 2. Celkovy pocet mikroorganizmov stanoveny pocas skladovania
biologického komplexu (L. acidophilus 982067 a susend fazula).
Tas. 2. Total numbers of microorganisms during the storage of samples
of the biological complex (L. acidophilus 982067 and dried beans).

Doba Celkovy pocet mikroorganizmov [KTJ.g1]?
skladovania 37°C 4°C -18 °C
[mesiac]! SLA ZA SLA ZA SLA ZA
0 3.101 3.100 3.101 3.106 3.10! 3.1006
1 3.101 1.106 5.101 5.104 5.10! 8.105
2 2.101 1.104 5.101 2.103 1.101 5.103
3 1.101 3.103 1.101 6.102 2.101 3.103
4 <1 3.103 2.101 7.101 1.101 1.103
5 <1 3.102 5.101 6.10! 6.101 7.102
6 <1 3.102 1.101 3.101 2.101 1.101

Podmienky tepelného spracovania, suSenia a skladovania: pozri TAB. 1. ZA - celkovy pocet baktérif vyras-
tenych na zivnom agare €. 2, SLA - celkovy pocet kvasiniek a plesni vyrastenych na sladinovom agare.
Conditions of heat treatment, drying and storage: see legend to TAB. 1. ZA - total numbers of bacteria
exhibiting growth on nutrient agar No. 2, SLA - total numbers of moulds and yeasts exhibiting growth
on malt agar. 1 - total numbers of microorganisms [CFU.g1], 2 - storage duration [month].

Sprievodna kontamindcia baktériami v zdklade v8ak bola pravdepodobne
spOsobend sekunddrnou kontaminéciou z pripravy biologického komplexu,
nakolko celkovy pocet mikroorganizmov stanoveny na Zivnom agare €. 2
po tepelnom opracovani bol 2.103 KTJ.g-1.

Poznatky sa dalej vyuzili pri priprave zdkladu probiotickej fazulovej
natierky, pricom sa sledoval pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067
na nosi¢i s nanesenou kultirou a pridanymi koreninami (provensalske
korenie, suSeny cesnak, majordn) a natierka pripravend z varenej fazule
a rastlinného tuku (tab. 3 a tab. 4).

Viabilita baktérie L. acidophilus klesala v silade s vysledkami uvedenymi
v tab. 1. Pridavok tuku neovplyvnil viabilitu sledovanej baktérie, pocet via-
bilnych buniek klesol z 108 na 105 KTJ.g1. Po rozmrazeni vzorky v labora-
térnych podmienkach bola vzorka homogénna, nedoslo k oddeleniu tukove;j
zlozky. V pripade skladovania nosi¢a s viabilnym kmenom a pridavkom
tuku pri teplote 4 °C nastala po tyZdni sledovania mohutnd kontamindcia
produktu prejavujica sa vyraznymi senzorickymi znakmi znehodnotenia.
Z toho dovodu sa uvadzaju vysledky viability baktérie mliecneho kysnutia
L. acidophilus iba v prvom tyzdni skladovania pri teplote 4 °C.
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TaB. 3. Pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067
na nosici zo susenej fazule a korenin pocas skladovania.
TaB. 3. Numbers of viable cells of L. acidophilus 982067
on a carrier of from dried beans and spices during the storage.

Doba skladovania Pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067 [KTJ.g1]?
[mesiac]! laboratdrna teplota3 4°C -18°C
0 8.109 8.109 8.109
1 2.108 6.108 9.108
2 7.100 3.107 4.108
3 5.104 7.100 3.107
4 2.104 3.100 1.107
5 2.104 2.100 5.106
6 4.104 1.106 8.100

Podmienky tepelného spracovania, susenia a skladovania: pozri TAB. 1. Koreniny pridané po suSeni
nosica.

Conditions of heat treatment, drying and storage: see legend to TaB. 1. Spices were added to the carrier
after drying. 1 - storage duration [month], 2 - counts of viable cells [CFU.g"], 3 - room temperature.

TaB. 4. Pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067
vo fazulovej ndtierke pocas skladovania.
TaB. 4. Numbers of viable cells of L. acidophilus 982067 in the bean spread during storage.

Doba skladovania Pocet viabilnych buniek L. acidophilus 982067 [KTJ.g1]?
[tyzden]! 4°C -18°C
0 6.108 6.108
1 9.107 3.108
4 3.107
8 9.100
12 nestanovovalo sa3 2.100
16 7.105
20 2.105

Podmienky tepelného spracovania, suSenia a skladovania: pozri TAB. 1. Pred stanovenim poctu mikrorga-
nizmov vyrastenych na MRS médiu sa navazok 1 g vzorky riedil fyziologickym roztokom s teplotou 45 °C
z doévodu lepsej homogenizdcie vzorky.

Conditions of heat treatment, drying and storage: see legend to TAB. 1. Prior to the determination
of microorganism counts on MRS medium, an amount of 1 g was diluted by the physiological saline solu-
tion with a temperature of 45 °C to provide a higher homogenity. 1 - storage duration [week], 2 - counts
of viable cells [CFU.g!], 3 - not determined.
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Sumarizdcia ziskanych vysledkov zo skladovania pri teplotdch 4 °C
a-18°Cje na obr. 1.

Z obr. 1 vyplyva, Ze viabilita L. acidophilus pri teplote skladovania 4 °C
a-18 °C neklesd pod hodnotu 1.105 KTJ.g'! v suchom zdklade, ¢o pred-
stavuje suchy nosi¢ s nanesenym viabilnym kmenom, pri pévodnom pocte
viabilnych buniek 1010 KTJ.g'! sledovaného komplexu. Pre zachovanie via-
bility komplexu nosia a kmena je vhodnejSia teplota skladovania —18 °C.
Porovnanim poklesu poctu viabilnych buniek v suchom zdklade s poctom
buniek v zdklade s pridanymi koreninami vyplyva, Ze pri teplote sklado-
vania 4 °C sa pridavok korenin vplyval na viabilitu pozitivne. Pokles poctu
viabilnych buniek v suchom zdklade s pridavkom korenin bol z mnoZstva
8.109 KTJ.g'! na 1.106 KTJ.g'L, ¢o je rozdiel 3,2 poriadku a pokles poctu
viabilnych buniek v suchom zdklade bol z 2.1010 KTJ.g-! na 7.10° KTJ.g-1, ¢o
je rozdiel 4,5 poriadku.
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I zéklad s pridanym tukom3, —18 °C [ suchy zaklad s koreninami, —18 °C

W suchy zéklad4, 4 °C B suchy zéklad, -18 °C

[] suchy zaklad s koreninani®, 4 °C

OBR. 1. Vplyv teploty skladovania na viabilitu L. acidophilus 982067
na nosici (tepelne spracovana fazula) a v natierke.

FIG. 1. Influence of storage temperature on the viability
of L. acidophilus 982067 on a carrier (beans treated by heat) and in a spread.
1 - counts of viable cells [CFU.g1], 2 - storage duration [month], 3 - basis with added fat, 4 - dry basis,
5 - dry basis with spices.
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Predpokladdme, Ze tento jav je spdsobeny niektorou zlozkou z aplikova-
nych korenin. Touto zlozkou moéze byt cesnak, ktory md baktericidne a fun-
gicidne vlastnosti a poskytuje aj zdroj sacharidov pre fermentdciu [20]. Tento
vplyv sa bude v budicnosti eSte sledovat.

Zaver

Skladovanim zdkladu natierok na bdze fazule s nanesenym viabilnym
kmenom L. acidophilus 982067 pri teplotach 4 °C a —18 °C sa zistilo, Ze via-
bilita baktérii klesd v priebehu skladovania. Aby sa zabezpecila podmienka
minimélneho poétu viabilnych buniek v 1g vyrobku 1.105 KTJ.g"1 po 6 me-
siacoch skladovania, je potrebné, aby pociatocnd koncentrdcia viabilnych
buniek v jednom grame nosi¢a bola 1.1010 KTJ.g-L. Pripravenu nétierku je
mozné skladovat 6 mesiacov pri teplote —18 °C, alebo pri teplote skladovania
4 °C maximalne 7 dni. Skladovanie suchého zdkladu. t. j. fazula s nanesenym
viabilnym kmenom L. acidophilus, je mozné po dobu 6 mesiacov pri teplote
-18 °C, pri¢om sa predpoklada, ze sa zdklad moZe pouzit ako polotovar pre
pripravu ndtierok na priamu spotrebu po jeho rehydratécii.
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Viability of lactic acid bacteria Lactobacillus acidophilus
in the heat-treated beans (Phaseolus vulgaris L.)

PANGHYOVA, E. - GLONCAKOVA, B.: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 195-203.

SuMMARY. Influence of the heat-treated beans (Phaseolus vulgaris L.) as a carrier, on the via-
bility of cells of a lactic acid bacterium Lactobacillus acidophilus 982067 was studied under
different storage conditions. It was found that cells of L. acidophilus remained viable on
the carrier during 6 months and their viability did not decrease below 1.105 CFU.g-! under
the storage storage temperature of 4 °C or —18 °C. Results of these experiments on the viabi-
lity of the incorporated cells of the given strain were confirmed in a real system, in spreads.
Viability of the cells of the given strain did not decrease below the set limit during 7 days
at 4 °C and during 20 weeks at —18 °C.
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