
'rt:::-i.ri strains
t-:.rlilE:

:. .-. ;.:ir:rcously f-errncntcd veBelables

: : ::'':::e :.i! strains of Lactobacillus
,. .-: : i.ri tnd Pt'dioctx:cus porvulus.
.- - . -.:': \1-R S. They prodtlce a Inixture
:-. '. . r ul tlre strSins rcduces rtitrlttcs
: .:- .:.. *liort oivegctatrles to produce

3 ulletin PV (Bratisliiva) Rod.32(12), 1993, d.3 -4, s.257 -262

Priprava zmrazenych a lyofilizovanych kultrir bakt6rii
pre kvasenie zeleniny

RENATA RADOSOVSKA . ToUAS KUCHTA

Srjlrrn. Sledovalo sa preZivanie bakteririlnycli kLrltrir pre kvasenie zeleniny (Lactobacillus
pentostts, Pcdiococcus pftrvulrr,r) pri dlhodoltorn usklad ncni v lyotilizovanej a zrnrazenej forrnc.
Osveddiia sa lyofilizicil v i0 (it, roztoku suicrtJlio ociitii'nendho rrilieka. Pri zriu azuvanf sa ako
iryoprotektanty osvedbili -\5 1c sacllar6za alct-.o 30 %, bet iiin y:re l,.pen.tosus a 2C Vo glycetol
alebo 30 Vobetainpre P.porvulus.

V predchddzajfice.i pnici Ii] bolci izolovanich niekolko kmeiov bakt6rif
z rodov Lactobacillus a Pediococcus, vhodnych na kvasenie zeleniny.
Vzhl'adom niI to, Ze pripravend fersrvd 5tu'tovacie kultfry pomerne rfchlo
.riicajf viabilitu, zamerala sa prilca na spOsoby pripravy dlhodobo sklado-
;atefnich koncentrovanych kiritfrr'. Na tento friel sa pouZfva rozpra5ovacie
iu5enie, lyofiliziicia a zrrlrazovanie [2,31. PredbeZn6 pokusy ukrizali nfzke
:reZfvanie na5ich kultirr bakt6rii pr-i ich roz-pra5ovacom su5eni (B.Glondri-
..:rrv:i, osobnd ozniirnenie),6o je v sfrlacle so skfisenosdami infch [2,3]. Preto

'r tisilie sfrsuedilo na postlrpy zr.nrazovania a lyofiliziicie,
Spolodnfrn klokorn oboch postlrpov je zinlazovanie. Je zn{+nte, 2e

:ri zrnrazovani Zivych buniek, resp. pli ich ndslednorn rozrnrazovani, mOZe

:ojsf k ileverzibihijrn ztnertiinr v bnnkovych Stluktfrrach. DOsleclkorn tak6-
-.cto po5kodeniaie smrtbunkv lesp. je.i znii.eni rnetaboiickd aktivira po roz-
;rrazenf [4]. Do urfitei rniery moZno poKkodeniu zabrdnif pouZitfrn
. hodnyl'ch kryoprotektantov. Pre blkteriiilne kultfry sa najleplie vfsledky

Ing. Ren6ta R.adoicrvskd, RNDr. Trrrnrii Kuchtr, CSc., Vfskrrrrnf.'6srav po[avinfuskv,
pracovisko Modra, Stclinikoua 4-5, 900 0l lvlodrl.

75',7



dosial dosiahli s glycerolorn [5-7], sacluu6zou [6,8], lakt6zou [8], trehal6-
zou [9], resp. zmrazovanitn v mlieku [5,10].

Pri lyofiliz6cii sa bakteriillna biornasa suspenduje vo vhodnom roztoku,
zmraziasuSf vo viikuu. Mieru preZivania baktdrif, ktor'6je inik nfzka, moZno

zvf5if pouZitim vhodnych protektantov. Dobrf ochranny 66inok pri lyofili-
zdcii je znfmy pri 10 7o roztoku su5en6lio odtullnen6ho rnlieka, pripadne

doplnenom d'alifini protektentrni - Zelatfnou [11], kyselinou askorbovou

[12] alebo adonitolom t131. '

Vych6d zaj tic zo sp omen utich p u bl i kov an f c h ridaj ov, zisten ych prevaZne

pre mlieEne bakt6rie, optirnalizovala se prfprava zrnrazenych a lyofilizo-
vanych koncentrovanych kultfr baktdrii na kvasenie zeleniny.

Materiiil a met6dy

PouZili sa knrene Lactobttcillus pentosus kal9w a Pediococcus paruulus
kap3i [], ktor€ sa kultivovali v rlddiu MRS [14] pri 30"C z.a mie5ania 2 Hz
do hustoty kultfuy A5oo = 1,0 aL 1,2, ak nie je uveden6 inak. Biomasa
sa premyla 0,9 Vo roztokonr NaCl a snspendovala v sterilnych roztokoch
protektantov. Ako protektanty sa pouZili: glycerol (Serva), sachar'6za (La-
cherna), betain (Signra), adonitol (Sigma). trelial6za (Sigma), Sunal a od-
tudnend su5en6 rnlieko (Prornil).

Pre lyotilizdciu sa suspenzie kult(rr plnili po 0,5 ml do sklenenlch
lyofiliza6nfch skfrnaviek a znuazili v etanolovorx kr'5rostate pri -30'C.
Lyofilizovalo sa v lyofilizdtore Leybold Lyovac GT2 pobas l2 h. Po lyofi-
lizdcii boli vzorky evakuovand a zatuvend. Pred te.stovanirn preZ(vania

baktdrif boli lyofilizdty rehycirovan6 pdvodrrrTrn tlnoZswom pddy MRS
a inkubovan6 1 h pri 30"C.

Pre zmrazovanie sa suspenzie kr-rltfrr rozplnili po I rril do plastikovlich
skrimaviek a zrnrazili v etanolovorn kryostate pri -30"C. Vzorky sa sklado-
vali v mrazniEke pri -20"C a pred testovanfin preZivania bakt6rii sa roztnra-
zili pri laborat6mej teplote.

Podet jednotiek, tvoriacich kol6nie (CFU), sa uriil po nariedenf vzoriek
0,9 Vo roztokom NaCl a nanesenf na plutne MRS [14J. Platne sa kultivovali
pri 30"C 24 h (krnene z roclu htt:toltctc'ilirrs) rlebo 72 h (Pedior:oct'us).
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V-fsledky a diskusia

So zlimerorn pripraviC korrcentrovand kultfiry, ktor6 by si uchovali Zivo-
taschopnosf podas dlhej cloby skladovania, Iyofilizovali sa kultriry v rozro-
koch r6znych protektantov. Dobr6 vjsledky sa closiahli pri suspendovanf
kultfr v lA o/o roztoku su5en6ho ocltubnendho rnlieka. PreZivanie bakt6rif
L.pentosus kal9w pri jednotlivlich krokoclr lyofilizdcie v romto rozroku
'-rviidza txb.1. Znrazenima lyofiliziiciou sfce dochiiza k dhynu 95 Voboktdni,
rviak pripravenf lyofilizdt je velmi trvanlivy - pobas 3 mesiacov skladova-
;ria pri 5"C alebc -20"C sa zachovdva v ly,of ilizitc 100 Vr' pdvodnych Zivvch
r:rlit6rif. Podobn6 vfsledky sl ziskali tieZ s krleironr P.pan,ulus kap3i
. i iny,rni krneiirni z rodu Lar:tobacilllrs (podrobn6 vfsledky sa neuviidzajri).

T'rbulka 1. Llbytok Zivyich blkl6ili l,.p('nti)sus kalgw poils jcdnotlivfch krokov lyofiliz-icie.
Table l. Siin,ival o'i L.pi:rttosu.r kal9* duriiig lictze-drying.

Pred z-rnrazenirn 
I

Ito zrnrilzcni 2

Pt., lyoliliz:icii 3

Po skladovani (r ures. pri -5"C 
I

Bclorc freezing, ? - aftcr lreezin.g, 3 - alter clrying, 4 - riter ('-rnr..rrtlrs strtrage at 5oC.

\ienej vlihodnyrn alio strlertd ocltuenenri nrlieko sa Lrkiizal Sunar. Lyofi-
ziry pripraven6 v roztokoch Sunanr boli tirZko rehyclrovatelnd, zrejme

::': vyi5f obsah tuku. SLrspenzie bakterii v I nrol.l'l a 2 mol.l lglycerole,

- ::iol.l-la2rnol.llsac:hiu6zeav l rnol.i ta2rnol.l-lbetafnesaukdzali alio
.:vhodn6 pre lyofiliziciu, kedZe sl vzorky vZdy sk6r raztopili ako dollo

'. >ublirnricii vody.
Zvli5enie preZfvania kultrir pri lyofilizdcii pridavkorn dalSich protektan-

: ,r' do rnlieka nebolo frspe5n6. Prfdavok 0,3 nrol.l-l adonitolu, trehal6zy,
.,--hir6zy ani betainu v5ak preZfvanie nezvyiil (podrobn6 vfsledky sa neu-
!Jzaj(r).

ubytok Livych baktdriipri Iyofiliziicii zivisel tieZ od ponreru bakteri{lnej
-'.rn]rsy a suspertciadn6lto roztoku protektantu. Zistilo sa, Ze pre dostatoind
:::Zfvanie je potrebrrii ltustota hruniek aspori -5.10e nrl-1.

.\a ziiklacie uveclenyclr vf sledkov sa odporirla pre dlhodobd uchoviivanie
, -ltfr baktdrjf na kvasenie zeleniny telle postup:
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r3.s

. ::



Bakt6rie sa kultivujfi v p6de MRS do zadiatku stacion;i.rnej fdzy, odstredie
a premyjri 0,9 Vo roztokom NaCl. Biolnasa sa suspenduje v sterilnom 10 ar

roztoku su5en6ho odtudnendho n'rlieka v pomere 1 objemov;i diel biomasl
ku I aZ 5 objemovfm dielorn roztoku. Suspenzie sa naplnia do lyofirli-
zadnfch ni{dob, rfchlo zt:rrazia na -30oC a lyofilizujti. Lyofilizrity sa vdku-
ovo uzavrf a skladujf pri teplote 5"C alebo niZ5ej.

Lyofilizovand kult(rry na kvasenie zeleniny, pripravend tymto postuporn.
majf trvanlivosf porovnatel'n 6 s publikovanyrni trvanlivosfami lyofrlizo-
vanfch kultrir pre pouZitie v mliekdrstve [1 1 - 1 3].

Kfm kultriry lyofilizovan6 v rnlieku sfr vhocln6 pre dlhodob6 skladovanie,
pre praktick6 pouZitie je obsah su5en6ho rnlie.ka nevl'rodn;i, pretoZe pri priamorn
pouiitf do ndlevov Saliitov by sa prcjavil neZiadricirn zdkalom. Pre tento fEel
sa preto vyskriSala priprava zmt'azenych kultf r. PreZfvanie kultfir L.pento-
sns kal9w a P,parvulus kap3i pri ztnrazovani a skladovanf pri pouZitf rdzny,'ch

kryoproteLtantov uvddzajri tabul\y 2. a 3. Ukiizalo sa, Ze pre zmrazovanie

kultfr L.pentosus kal9w.ie vhodn6 pouZitie 35 Vo roztoktr sachar6zy, alebt
15 Vo a 30 7o roztoku betafnu. Podobnd vysledky sa dosiahli tieZ s inlmi
kmefimi z rodu Lactobacillts (poilrobn6 vysledky sa neuvddzajfr). Na kr1'o-
protekciu kultfr P.panulus kap3i sa ukdzll vhodn;i 20 7a roztok glycerolu
a 30 o/o roztok betafnu.

Tabul'ka 2. PreZivaniekultfir/.,/rczro.lrskll9u'pri zrnrazovanf vroztokoch
16znych kryoprotektantov.

Table 2. Effecr of cryoprotective agents on survival of L.pcnlosus kal9w in froz-en cultures
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Doba
skladovanial

Glycerol 2

Husbta ICFU/rnll

ll) o/,' 2A 9o t5 rr- 50 ak 15 V,, 30 c,

0

I rnesiac 5

5I meslace

6 mesiacov 5

12 rncsiacov

-5, t. l0l 3

?,6.Iat2

4,t.lot
5,6.10?

0

-5,1.10r3

2.g.1012

3,7.106

1,4.106

0

5, l.l0r:1

3,0.101I

8.0. t0e

r ,5. 108

'1.9.rc4

.5,1.10r3

2,2J0t2

1,0. i 0r0

2,0.106

0

5, l. 101 
3

1.0.1013

1.5.10r2

6,3.107

1.9- 106

5, r.lo::
.1,0.10'i

3,3.r C-:

1.1.10':

5.7.1C'

I - Stomge duration. 2 - glycerol, 3 - sucrosc, 4 - betrrine, 5 - rnorrth(s).
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Bcrain 
4

5. L l0l3

i.0. l0l3

1 .5. 1012

6,3.10?

5,1 .1 0r 
1

.1,0.1013

3,3.10r 
2

I,l.1010

Tatrrrl'ka 3. lrrcLivlnie kultiir Ppan,rtlrrs kirp3i pri zrnraz-ovani v rtlz.tokoch

16zlryc,lt kryoplrttektrrtiov.
Table 3. Effcct of cryoprrrtr:ctivc lgcr)ts ort sttr"vival ol P.purvulus kirp3i in frozen culturcs.

ilustotl ICFU/rull
Doba

,kla<Iovania 
I

.i
.\.lCltiIi0za

7,2. roB I r,r. tos ?,2. r08 7.2. lolt

z.-t.rc6 I a,o.rot

Suspenzie baktdrif v t;iclrto roztokoch boli odolnd voe i 1- aZ 2-niisobn6-

::u rozmrazeniu a opiitovndrurl znll'llzL-niu. Vilcrrlisobn6 roztruazenie a

..plitovnd zrnrazenie ,nalo negatfvny iri:inok na podet preZivaj(rcich bakt6rif
:odrobn6 6daje sa neuviidzajfr).

Ubytok Livycb. baktdrii pti zrnlazovani ziivisei tieZ od veku kultriry.

- kizalo Sa, Ze najlepiie preZiva.iri krrltfrry z konca e;xponencidlnej, resp.

:-:iiatku stacioniintej flizy (4-1660,8 ai i.2' podrobn6 iidaje sa neuviidzajri).

Na ziiklade uveclellych vfsledkov sa odporfr[a pripravovat zmrazen€,

:..rDcefltroVan6 kultfrry na kvilsellie zeleniny tyrnto posrupom:

Bakt6rie kultivovadv pdde MRS do zai'iatku staciondrnej fiizy, odsredii
., )rernlf 0,9 Vo roztokom NaCl. Biornasu suspeltdovaf v sterilnorn roztokit

:.:r'opfotektantu v potnere 1 objernovy diel bioniasy k !. objenlov6rnu dielu
: rzroku. Ako kryoprotektant pouZif ple krttene z. roclu Lactobacilltts sacha-

: rzrr alebo betafn a pre ktneiie z rodu Pcdiococ'ctls glycerol alebo betafn.

Suspenzie naplnit'do zmrazovacfch niidob, rliclrlo zntrazit na -30oC a

-. kladnid pri -20"C.
Takto pripraven6 znrrazeni kultfrry rra-ifr trvurrlivosr porovnateln(r s pub-

-kovanyrni uvanlivostiuni z-rnnrzenych kult(rr pre pouZitie v rnliekiirstve

r-81.

?,2. r08

1, 1 .106

1,4.104

3,2. r 02

0

?,2.108

4,4.106

8.0.1d

i,9.104

6.8. r02
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Prepar'ation of frozen and freeze-dried cultures of bacteria
for vegelables fernrentation

Sunrrnlry

Preservatior-r of brcterial starters for vegetilbllrs lenncrttalion (Lactobacillus pctilosus, Pediococ-

cus parvulii,s) was studied. Good results were achieved witli freeze-drying using l0 7o skimrned milk
as protectant. When frozen cultures were being preparcd, 35 96 sucrose or 3O o/" betaine were efficient
cryoproiective agents for L.pentosus, whilc 20 9L glycerol or 3Q o/o betrine were efficient with
P.parvulus.
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