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Priprava zmrazenych a lyefilizovanych kultir baktérif
pre kvasenie zeleniny

RENATA RADOSOVSKA - TOMAS KUCHTA

Sihrn. Sledovalo sa preZivanie bakteridlnych kultir pre kvasenie zeleniny (Lactobacillus
pentosus, Pediccoccus parvalus) pridihodobom uskladneni v lyofilizovanej a zimrazenej forme.
OsvedCila sa lyofilizécia v 10 % roztoku suSencho odtunendho mlieka. Pri zinrazovan{ sa ako
kryoprotektanty osved€ili 35 % sacharéza alebo 30 % betain pre Lpentosus a 20 % glycero!
alebo 30 % betain pre Pparvidus.

V predchddzajicej prici [1] bolo 1zolovanych niekolko kmenov baktérif
z rodov Lactobacillus a Pediococcus, vhodnych na kvasenie zeleniny.
VzhTadom na to, Ze pripravené Cerstvé Startovacie kultdry pomerne rychlo
strdcaji viabilitu, zamerala sa prica na spésoby pripravy dlhodobo sklado-
vateInych koncentrovanych kultdr. Na tento tiCel sa pouziva rozpraSovacie
sulenie, lyofilizdcia a zmrazovanie [2,3]. PredbeZné pokusy ukdzali nizke
orezivanie naSich kultir baktérii pri ich rozpraSovacom suseni (B.Glon&4-
<ov4, osobné ozndmenie), Co je v sulade so skisenostami inych [2,3]. Preto
sa usilie sastredilo na postupy zmrazovania a lyofilizdcie.

Spolotnym krokom oboch postupov je zmrazovanie. Je zndme, Ze
ori zmrazovani Zivych buniek, resp. pri ich ndslednom rozmrazovani, moze
1djst k ireverzibilnym zmendm v bunkovych Struktiirach. Dosledkom také-
~oto poSkodenia je smrt bunky resp. jej zniZzend metabolickd aktivita po roz-
mrazeni [4]. Do urCite] miery moZno poSkodeniu zabrdnit pouZitim
-hodnych kryoprotektantov. Pre bakteridlne kultdry sa najlepSie vysledky
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dosial dosiahli s glycerolom [5-7], sacharézou [6,8], laktdézou [8], trehals-
zou [9], resp. zmrazovanim v mlieku [5,10].

Pri lyofilizdcii sa bakteridlna biomasa suspenduje vo vhodnom roztoku,
zmrazi a susi vo vdkuu. Mieru prezivania baktérii, ktord je inak nizka, mozno
zvy8it pouzitim vhodnych protektantov. Dobry ochranny G¢inok pri lyofili-
zécii je zndmy pri 10 % roztoku suSeného odtu¢neného mlieka, pripadne
doplnenom dal$imi protektantmi - Zelatinou [11], kyselinou askorbovou
[12] alebo adonitolom [13]. -

Vychddzajic zo spomenutych publikovanych tidajov, zistenych prevazne
pre mlieCne baktérie, optimalizovala sa priprava zmrazenych a lyofilizo-
vanych koncentrovanych kultir baktérii na kvasenie zeleniny.

Material a metody

Pouzili sa kimene Lactebacillus pentosus kal9w a Pediococcus paivulus
kap3i [1], ktoré sa kultivovali v médiu MRS [14] pri 30°C za mieSania 2 Hz
do hustoty kultiry Aseo = 1,0 az 1,2, ak nie je uvedené inak. Biomasa
sa premyla 0,9 % roztokom NaCl a suspendovala v sterilnych roztokoch
protektantov. Ako protektanty sa pouzili: glycerol (Serva), sacharéza (La-
chema), betain (Sigma), adonitol (Sigma), trehaldéza (Sigma), Sunar a od-
tuc¢nené sufené miieko (Promil).

Pre lyofilizdciu sa suspenzie kultdr plnili po 0,5 ml do sklenenych
lyofilizalnych sktmaviek a zmrazili v etanolovom kryostate pri -30°C.
Lyofilizovalo sa v lyofilizdatore Leybold Lyovac GT2 pocas 12 h. Po lyofi-
lizdcii boli vzorky evakuované a zatavené. Pred testovanim preZivania
baktérii boli lyofilizdty rehydrované povodnym mnozstvom pddy MRS
a inkubované 1 h pri 30°C.

Pre zmrazovanie sa suspenzie kultir rozplnili po | ml do plastikovych
skimaviek a zmrazili v etanolovom kryostate pr1 -30°C. Vzorky sa sklado-
vali v mraznicke pri -20°C a pred testovanim prezivania baktéri{ sa rozmra-
zili pri laboratérnej teplote.

Potet jednotiek, tvoriacich koldnie (CFU), sa urcil po nariedeni vzoriek
0,9 % roztokom NaCl a naneseni na platne MRS [14]. Platne sa kultivovali
pri 30°C 24 h (kmene z rodu Lactobacillus) alebo 72 h (Pediococcus).
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Vysledky a diskusia

So zdmerom pripravif koncentrované kultiry, ktoré by si uchovali Zivo-
taschopnost poCas dlhej doby skladovania, lyofilizovali sa kultiry v rozto-
koch roznych protektantov. Dobré vysledky sa dosiahli pri suspendovani
kultir v 10 % roztoku suSeného odtu¢neného mlieka. PreZivanie baktéri{
L.pentosus kal9w pri jednotlivych krokoch lyofilizdcie v tomto roztoku
uvddza tab.1. Zmrazenima lyofilizdciou sice dochdza k Ghynu 95 % baktérif,
av3ak pripraveny lyofilizdt je velmi trvanlivy - poCas 3 mesiacov skladova-
nia pri 5°C alebo -20°C sa zachovidva v lyofilizdte 100 % pdvodnych Zivych
paktérif. Podobné vysledky sa ziskali tiez s kmeiom P.parvulus kap3i
' s inymi kmefimi z rodu Lactobacillus (podrobné vysledky sa neuvadzaji).

Tabulka 1. Ubytok Zivych bak(érii L pentosus kal9w poZas jednotlivych krokov lyofilizicie.
Table 1. Survival of L peatosus kalSw during freeze-drying.

Pred zmrazenim | 100 %
Po zmrazeni > 80 %
Po lyofilizdcii ° 5%
Po skladovani 6 mes. pri 5°C* 5%

. - Before freezing, 2 - after freezing, 3 - after drying, 4 - after 6-months storage at 5°C.

Menej vyhodnym ako suSené odtuCnené mlieko sa ukdzal Sunar. Lyofi-
‘zdty pripravené v roztokoch Sunaru boli tazko rehydrovatelné, zrejme
ore vyS¥ obsah tuku. Suspenzie baktérii v 1 moll? a 2 mol.Iglycerole,
© molL.I''a 2 mol.I't sacharéze a v 1 mol.I't a 2 mol.l"! betaine sa ukézali ako
nevhodné pre lyofiliziciu, kedZe sa vzorky vzdy skor roztopili ako dolo
« sublimdcii vody.

ZvySenie prezivania kultir pri lyofilizdcii pridavkom dralSich protektan-
ov do mlieka nebolo tspesné. Pridavok 0,3 mol.I"" adonitolu, trehalézy,
szchardzy ani betainu v3ak prezivanie nezvysil (podrobné vysledky sa neu-
idzaji).

Ubytok Zivych baktérif pri lyofilizdcii zdvisel tieZ od pomeru bakteridlnej
~romasy a suspendacného roztoku protektantu. Zistilo sa, Ze pre dostatoné
-rezivanie je potrebnd hustota buniek aspoil 5.10° mi.

Na zdklade uvedenych vysledkov sa odporica pre dihodobé uchovdvanie
«ultdr baktérii na kvasenie zeleniny tento postup:
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Baktérie sa kultivuji v pdde MRS do zaCiatku staciondrnej fazy, odstrediz
a premyji 0,9 % roztokom NaCl. Biomasa sa suspenduje v sterilnom 10 <
roztoku suSeného odtu¢neného mlieka v pomere 1 objemovy diel biomass
ku 'l az 5 objemovym dielom roztoku. Suspenzie sa naplnia do lyofili-
zatnych nddob, rychlo zmrazia na -30°C a lyofilizuji. Lyofilizdty sa viku-
ovo uzavru a skladujd pri teplote 5°C alebo nizsej.

Lyofilizované kultiry na kvasenie zeleniny, pripravené tymto postupom.
maju trvanlivost porovnatelni s publikovanymi trvanlivostami lyofilizo-
vanych kultdr pre pouzitie v mliekdrstve [11-13].

Kym kultiry lyofilizované v mlieku st vhodné pre dlhodobé skladovanie,
pre praktické pouzitie je obsah suSeného mlieka nevhodny, pretoZe pri priamom
pouziti do ndlevov Saldtov by sa prejavil neZiadicim zdkalom. Pre tento tcel
sa preto vyskuSala priprava zmrazenych kultdr. PreZivanie kultir L.pento-
sus kal9w a P.parvulus kap3i pri zmrazovani a skladovani pri pouZiti réznych
kryoprotektantov uvddzaji tabulky 2. a 3. Ukdzalo sa, Ze pre zmrazovanie
kultdr L.pentosus kal9w je vhodné pouzitie 35 % roztoku sachardzy, alebo
15 % a 30 % roztoku betainu. Podobné vysledky sa dosiahli tiez s inym:
kmerimi z rodu Lactobacillus (podrobné vysledky sa neuvddzaja). Na kryo-
protekciu kultar P.parvulus kap3i sa ukdzal vhodny 20 % roztok glycerolu
a 30 % roztok betainu.

Tabulka 2. PreZivanie kultir L pentosus kal9w pri zmrazovani v roztokoch
roznych kryoprotektantov.
Table 2. Effect of cryoprotective agents on survival of L pentosus kal9w in frozen cultures

Hustota {CFU/mml|
skl:\dDoO\:":lia | Glycerol 2 Sugl_mrézn 3 Betain®
10% 20 % 35 50 % 15 % 30 %

0 51100 5110t st10P ) st 5108 510
{ mesiac® 2,610 | 29107 3010" 22107 | . 1,010 | 40107
2 mesiace 4,1.10° 3,7.10° 8.0.10° 1010 | 15107 33107
6 mesiacov 5,6.107 1.4.10° 1,5.10°% 2,0.10 6,3.10 1,1.10'
12 mesiacov 0 0 7.9.10° 0 1,9.10° 57.10°

1 - Storage duration, 2 - glycerol, 3 - sucrose, 4 - betaine, 5 - month(s).
g gly (



Tabulka 3. Prezivanie kultdr Pparvulus kap3i pn zmrazovani v roztokoch
rdznych kryoprotektantov,
Table 3. Effect of cryoprotective agents on survival of Pparvalus kap3i i frozen cultures.

Hustota {CFU/ml]
>klugc§)\?aania 1 Glycerol : Sacharéza > Betain *
10% 20 % 35% 50 % 15% 30 %

0 7,2.10° 72.10% 7.2.10% 72.10% 7.2.10% 72100
| mesiac® 2.7.10° 4,0.107 1.2.10 1,0.107 1,1.10° 4.4.10°
2 mesiace 1.1.10° 4.6.10° 2,4.10° 1,6.10° 1.4.10% 8,0.10°
6 mesiacov 0 2.8.10° 1.8.10° | 0 3,2.10° 1.9.10*
12 mesiacov 0 8.4.10° o | 0 0 6,8.10°

| - Storage duration, 2 - glycerol, 3 - sucrose, 4 - betaine, 5 - month(s).

Suspenzie baktérii v tychto roztokoch boli odolné voti 1- aZ 2-ndsobné-
mu rozmrazeniu a opiitovnému zmrazeniu. Viacndsobné rozmrazenie a
»pitovné zimrazenie malo negativny G¢inok na poCet preZivajicich baktérii
podrobné udaje sa neuvddzaju).

Ubytok Zivych baktérii pri zmrazovani zdvisel tieZ od veku kultiry.
Ukdzalo sa, Ze najlepSie preZivaji kultiry z konca exponencidlnej, resp.
zaciatku staciondrnej fazy (Aseo 0,8 az 1.2; podrobné Gdaje sa neuvddzaji).

Na zdklade uvedenych vysledkov sa odporica pripravovat zmrazené
<oncentrované kultiry na kvasenie zeleniny tymto postupom:

Baktérie kultivovat v pdde MRS do zaCiatku staciondrnej fdzy, odstredit
= premyf 0,9 % roztokom NaCl. Biomasu suspendovat v sterilnom roztoku
«<ryoprotektantu v pomere 1 objemovy diel biomasy k 1 objemovému dielu
-oztoku. Ako kryoprotektant pouZif pre kmene z rodu Lactobacillus sacha-
-4zu alebo betain a pre kmene z rodu Pediococcus glycerol alebo betain.
Suspenzie naplnil do zmrazovacich nddob, rychlo zmrazif na -30°C a
2skladnif pri -20°C.

Takto pripravené zmrazené kultiry majd trvanlivost porovnatefni s pub-
kovanymi trvanlivostami zmrazenych kultir pre pouZitie v mliekdrstve
6-8].
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Preparation of frozen and freeze-dried cultures of bacteria
for vegetables fermentation

Summary

Preservation of bacterial starters for vegetables fermentation (Lactobacillus pentosus, Pediococ-

cus parvulus) was studied. Good results were achieved with freeze-drying using 10 % skimmed milk
as protectant. When frozen cultures were being prepared, 35 % sucrose or 30 % betaine were efficient
cryoprotective agents for L.pentosus, while 20 % glycerol or 30 % betaine were efficient with
P.parvulus.
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