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MIKROORGANIZMU KULTURU ATSPARUMO UZSALDYMO SALYGOMS
PRIKLAUSOMYBE NUO TERPES SUDETIES IR LAIKYMO TEMPERATUROS

Antanas Sarkinas
KTU Maisto institutas, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas; el. paStas: direktorius@Imai.lt

Santrauka. Vertinant apsauginés terpés sudéties ir laikymo temperatiiros itaka lasteliy gyvybingumui buvo tiriamos
kultaros Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus,
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876).
Paruosti apsauginés terpés variantai: atstatytas sausas liesas pienas su 20, 30 ir 40 procenty glicerino bei
smegeny—Sirdies sultinys su 20, 30 ir 40 procenty glicerino. Bandytos minus 72°C ir minus 18°C temperatiiroje.

Kultiroms saugoti tinkamesné yra minus 72°C temperatiira, taciau atskiry mikroorganizmy riiSiy atsparumas
laikymo salygoms nevienodas. Abiejose temperatirose licka daugiausia S. typhimutrium gyvuy lasteliy, tinkamos ir visy
varianty terpés, tik minus 18°C temperatiiroje daugiau lasteliy ztina smegeny—Sirdies sultinyje. S. aureus atsparumas
saugojimo salygoms yra vidutinis. Blogiausiai issilaiko B. cereus, kuriy bandymo pabaigoje kartais lieka tik dalys
procento. Si kultiira isiskiria ir ry$kesniu Zemesnés temperatiiros poreikiu.

Pagal gautus rezultatus palankiau galima vertinti terpg lieso pieno pagrindu, glicerino koncentracija turi mazai
itakos.

Pienartigscéiy bakteriju S. thermophilus, L. bulgaricus, L. lactis kultiros iSsilaiké geriau, ju gyvybinguma uZtikrino
abi laikymo temperatiiros ir visi apsauginés terpés variantai.

Didesni pienariig§iy bakterijuy atsparuma saugant uzSaldytas patvirtina ir ilgesnio eksperimento rezultatai.
Lactococcus lactis subsp. lactis ir Lactococcus lactis subsp. cremoris uzsaldytos padermés atstatytame liesame piene su
10 proc. glicerino buvo saugomos minus 18°C temperatiroje trejus metus. 65 Lactococcus lactis padermés islaikée
gyvybinguma visa $i laika. Lasteliy skaicius atSildytoje terpéje svyravo nuo deSimciy tikstanciy iki milijony, daugeliu
atvejy sieké Simtus tukstanciy ir daugiau. 79 proc. kultiiry iSliko pakankamai aktyvios ir suraugino piena per 18 val.
Padermiy aktyvumas atsistaté jau persodinus pirma karta, visas pienas suriigo per 18 val. Morfologinés savybés siek
tiek svyravo, bet isliko budingos — vyravo diplokokai. Lactococcus lactis subsp. cremoris uzsaldytos 55 padermés liko
aktyvios, gyvy lasteliy skaiCius svyravo nuo Simty tiikstanciy iki milijony, tik dalies padermiy sumazéjo iki deSimciy
tokstanciy, bet ir jy aktyvumas atsistaté po pirmo persodinimo steriliame piene. Morfologinés savybés stabilios,
mikroskopiniuose preparatuose vyravo diplokokai, buvo ilgesniy ir trumpesniy grandinéliy, monokoky.

RaktazZodziai: pienarfig§tés bakterijos, saugojimas, Saldymas, gyvybingumas.

DEPENDENCY OF THE RESISTANCE OF MICROORGANISM CULTURES UNDER
FROZEN STORAGE ON THE MEDIUM COMPOSITION AND STORAGE TEMPERATURE

Antanas Sarkinas
Food institute of Kaunas University of Technology, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas, Lithuania,
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Summary. In assessing the impact of the protective medium composition and storage temperature on the vitality of
cells, the cultures of Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus, Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), and Bacillus cereus
(ATCC 10876) were studied. samples of protective medium were prepared, i.e. reconstituted dried_skim milk with 20%,
30% and 40% glycerin and brain-heart infusion with 20%, 30% and 40% glycerin. The samples were tested at -18°C
and -72°C.

It is more appropriate to store cultures at -72°C, however, the resistance of different microorganism species to
storage conditions varies. At both temperatures major cells of S. typhimutrium survive in all the media samples, only at
-18°C more cells tend to die in the brain-heart infusion. The resistance of S. aureus to storage conditions is average. The
resistance of B. cereus is the weakest: at the end of the experiment only percentiles of the culture remain in the samples.
This culture is also characterized as requiring lower temperature conditions.

Results show that the skim milk based medium is more advantageous while the concentration of glycerin is less
effective.

The resistence of lactic acid bacteria cultures (S. thermophilus, L. bulgaricus, and L. lactis) was found to be better;
the vitality of the cultures was ensured by both temperatures (-18°C and -72°C) in the different samples of protective
medium.

A higher resistance of lactic acid bacteria under frozen storage has been proved by the results of a longer
experiment. The strains of Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris frozen in
reconstituted skim milk with 10% of glycerin were stored at -18°C for three years. During this period 65 strains of
Lactococcus lactis retained their vitality, the number of cells in the defrosted medium varied between ten thousands to
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millions, reaching in most cases hundreds of thousands and even more. 79% of the cultures retained sufficient vitality
and promoted milk fermentation within 18 hours. The activity of the strains restored immediately upon the first
resowing and the entire milk fermented in 18 hours. The morphological characteristics (of the strains?) varied to a small
extent retaining characteristic properties with the predominance of dyplococcus. The 55 frozen strains of Lactococcus
lactis subsp. cremoris remained active, the number of vital cells varying from hundreds thousands to millions; only that
of few strains decreased to ten thousands, but even their activity restored upon the first resowing in a sterile milk. The
morphological characteristics of strains were found to be stabile, with dyplococus predominating in microscopic

preparations and longer and shorter chains, monococos.

Keywords: lactic acid bacteria, frozen storage, vitality.

Ivadas. PienartigStes bakterijas naudojant pramonéje
butinas kultiry aktyvumas ir ju savybiy stabilumas
prekiaujant, saugant ir naudojant preparatus, todél nuolat
tobulinama  apsauginés terpés sudétis, Saldymo,
liofilizavimo, dZiovinimo rezimas. Liofilizuoty kultary
gyvybingumas priklauso tiek nuo terpés sudéties, tiek ir
nuo rehitratacijos salygy (Carvalho et al., 2004). Atlikus
tyrimus optimizuoti Brevibacterium linens,
Corynebacterium casei, Microbacterium gubbeenense
liofilizavimo 5 proc. laktozés tirpale parametrai. Pavyko
gauti sausa kultira, kurios aktyvumas siirio brendimo
metu nebuvo mazesnis uz skystoje terpéje auginty kulttry
(Bockelmann et al.,, 2004). Lactobacillus plantarum
maksimaly gyvybinguma iSdziovintuose bandiniuose
galima uztikrinti kazeino priedais granulése. Tyrimai
atlikti vandens-glicerino sistemoje, i§ pradziy laikant joje
iki 50 min., véliau — iki 30 min. vykstant dziovinimo
procesui. Terpés a,, pakeitimas kazeino milteliy priedais
pasiteisina. Esant a,, 0,55 gyvybingumas siekia 70 proc, o
esant a, 0,64 gyvybingumas tik 2,1 proc.
Simtaprocentinj gyvybinguma pavyksta pasiekti, kai a,,
0,2 (Mille et al., 2004). Kultiros jogurto raugui,
inkapsuliuotos kalcio alginate ar i§riigy baltymuose, buvo
liofilizuotos, stebétas ju gyvybingumas laikymo metu ir
paciame jogurte. Saugant geriau iSlieka kalcio alginate
inkapsuliuotos kultros. Keturias savaites saugant 4°C
temperatiiroje jogurta, liofilizuoty laisvy kultiiry skaicius
sumazéjo 2,7-3,7 log., inkapsuliuotos kalcio alginate
kultiros sumazéjo atitinkamai 1,7 ir 2,3 log.
Inkapsuliuotos iSrigy baltymuose kultiiros sumazéjo 2,0
ir 2,4 log. Liofilizuotos laisvos lastelés gyvybinguma
geriau islaiké saugant 4°C temperatiiros jogurte, nei minus
20°C temperatiiroje (Kailasapahaty, Sureeta B.S., 2004).
Liofilizacija antagonistines savybes gali sustiprinti
(Oberauskas et al., 2004).

Lactococcus lactis ssp. diacetylactis atsparumas
Saldymui-at$ildymui priklauso nuo augimo fazés, terpés,
temperatiiros. UzSaldyti geriausia stacionarinéje augimo
fazéje. Plazmidziy tyrimai nepatvirtino juy itakos
atsparumui saugojimo salygoms (Lee Kibeom, 2004).

Tirta trijy kultivavimo temperatiry — 30°C, 37°C,
42°C — ir trijy terpés pH - 4,5; 5,0; 6,0 itaka
gyvybingumui, wuzSaldzius pagal riebiyju rogsciy
kompozicija. Krioatsparumas vertintas pagal rtgsties
gamybos aktyvuma po uzsaldymo ir laikymo minus 20°C
temperatiiroje. Augintos 30°C temperatiiroje pH 5 terpéje
lastelés iSliko aktyvios po uzSaldymo, iSlaikyty
aktyvumas nezymiai sumazéja. Augintos  42°C
temperatiiroje esant pH 4,5, lastelés buvo maziausiai
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atsparios Saldymui. Krioatsparumas susijgs su riebiyju
rugsciy santykiu membranose. Jei uzSaldymui atsparumas
didesnis, daugiau yra nesociyjy riig§¢iy ir maziau soCiyjy.
Saugojimo metu geriau islieka lastelés, turinCios daugiau
cikliniy C19:0 rOgsciy. Maziausias krioatsparumas
nustatytas po kultivavimo esant pH 4,5 ir mazam C18:2
rugsciy kiekiui ( Wang et al., 2005).

Tiriant Zarnyno bifidobakterijy kultliry ir probiotiniy
produkty atsparuma minus 135°C temperatiirai, nustatytas
teigiamas sacharozés ir lieso pieno poveikis. Po
uzsaldymo lieka daugiau gyvy lasteliy nei po liofilizacijos
(Modesto et al., 2004). Saldant kai kuriuos produktus
naudojamos apsauginés medziagos — trehaloze, sorbitolis,
natrio laktatas. Juy parinkimas turi jtakos ir paSalinés
mikrofloros iSlikimui saugojimo metu ( Jittinindana et al.,
2005).

Kultiroms saugoti daZzniausiai buvo taikomi
liofilizacijos ir uzsaldymo metodai. Kadangi uzsaldZius
licka daugiau gyvy lasteliy, miisy tyrimo tikslas buvo
i$saugoti pienariigSiy bakterijy kolekcija, parinkti
pienartig§¢iy bakterijy uzSaldymo salygas, sudarant
palankios sudéties apsauging terpe lieso pieno ir
smegeny-Sirdies sultinio pagrindu, ivertinti laktokoky
gyvybinguma po treju mety laikymo minus 18°C
temperatiiroje.

Tyrimy objektai ir metodai. Darbas buvo atlickamas
su KTU Maisto instituto Mikrobiologijos laboratorijoje
saugoma pienartigciy bakterijy ir kity mikroorganizmy
kolekcija, kultiras palaikant periodiniy persodinimy
steriliame piene ir apsauginéje uzsaldymo terpéje.

Uzsaldant minus 18°C temperatiiroje buvo naudojama
apsauginé terpé i$ atgaminto sauso pieno su 10 proc.
glicerino. Sioje terpéje 10 ml talpos buteliukuose
uzsaldytos padermés ir ju miSiniai buvo laikyti nuo
vieneriy iki treju mety. AtSildytos po treju mety
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris kultiros buvo séjamos i sterily piena, ribiniy
skiedimy metodu nustatomas gyvy lasteliy skaicius,
vertinamas atgaivinty kultiiry aktyvumas, gyvybingumas
pagal surtigimo laika, grynumas bei morfologiniai
pozymiai mikroskopuojant. Tada pakartotinai buvo
persodintos | sterily piena ir vél uzsaldytos minus 72°C
temperatiiros apsaugingje terpéje.

Vertinant apsauginés terpés sudéties ir laikymo
temperatiiros itaka lasteliu gyvybingumui buvo tiriamos
kultiros Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus
(ATCC 10876), Lactococcus lactis subsp. lactis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
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Streptococcus thermophilus. Paruosti apsauginés terpés
variantai: atstatytas sausas liesas pienas su 20, 30 ir 40
proc. glicerino ir smegeny-Sirdies sultinys su 20, 30 ir 40
proc. glicerino. Kultiros 18 val. augintos optimalioje
temperatiiroje: S. typhimurium, S. aureus, B. cereus — ant
nuozulnaus agaro, L. lactis, L. bulgaricus, S. thermophilus
— steriliame piene. Kilpelé kultiiros i$ sterilaus pieno jdéta
1 10 ml apsauginés terpés, gerai sumaisyta ir i$pilstyta po
1 ml { 2 ml talpos plastikinius mégintuvélius. Kilpelé
kulttiros nuo nuozulnaus agaro iSmaiSyta skiediklyje, 1 ml
suspensijos jpilta { 10 ml apsauginés terpés, gerai
sumaiSyta ir iSpilstyta po 1 ml { 2 ml talpos plastikinius
mégintuvélius.  NustaCius pradini lasteliy  skaiciy
bandiniai lygiagreciai uzsaldyti minus 18°C ir minus 72°C
temperatiiroje.  ISlikusiy  gyvy lasteliy, iSlaikyty
skirtingose terpése ir temperatiirose, skaiCius nustatytas
po 5 ménesiy, S. typhimurium, S. aureus, B. cereus séjant

i léksteles, L. lactis, L. bulgaricus, S. thermophilus — {
sterily piena.

Rezultatai ir jy aptarimas. Vertinant S. aureus
atsparuma saugojimo salygoms nustatyta, kad lasteliy
skai¢ius bandymo pradzioje buvo (4,3£1,5) 10, likusiy
gyvy lasteliu kiekis svyravo nuo 4 iki beveik 50 proc.
Minus 18°C temperatiiroje zuvo daugiau kulttiros lasteliy,
daugiau gyvu isliko minus 72°C temperatiiroje (1 lentelé).
Lygindami terpés sudéties jtaka matome, kad tiek liesas
pienas, tiek ir smegeny-Sirdies sultinys uZztikrina panaSy
gyvybinguma, palankiausios salygos — smegenu-Sirdies
sultinyje su 30 proc. glicerino, kur minus 72°C
temperatiiroje lieka 48,83 proc. gyvy lasteliy. Minus 18°C
temperatiiroje Sios terpés taip pat lieka daugiau kultiros
lasteliy. Visy varianty terpése bent keleta karty daugiau
gyvy lasteliy lieka saugant kultiras minus 72°C
temperatiiroje.

1 lentelé. S. aureus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés

sudéties
Gyvu lasteliy skaicius
Minus 18 °C Minus 72 °C -72°C
Eil. . .. i
Nr. | Terpés sudétis Likutis nuo Likutis nuo lyg;ﬁam
KSV/ml pradinio KSV/ml pradinio sk., _18°C
sk., proc. proc. Kartai
Smegeny-Sirdies sultinys su 6 6
1 20% glicerino (3,7£3,5)-10 4,4 (7,843,5)-10 18,0 2,1
Smegeny-Sirdies sultinys su 6 7
2 30% glicerino (8,0+3,5)-10 18,6 (2,1£3,5)-10 48,83 2,62
Smegeny-Sirdies sultinys su 6 7
3 40% glicerino (2,8+3,5)-10 6,51 (1,643,5)-10 37,2 5,7
4 Liesas pienas su 20% glicerino | (3,0£3,5)-10° 6,97 (1,7£3,5)-107 39,53 5,66
5 Liesas pienas su 30% glicerino | (2,13,5)-10° 4,88 (1,4£3,5)-107 32,56 6,66
6 Liesas pienas su 40% glicerino | (6,2+3,5)-10° 14,41 (1,7£3,5)-10’ 39,53 27,41

2 lentelé. B. cereus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés

sudéties
Gyvu lasteliy skaicius
Minus 18 °C Minus 72 °C —72°C
Ilflllr1 Terpés sudetis Likutis Likutis nuo Iyginant
: su
KSV/ml o, KSV/ml pradinio sk., 0
pradinio -18 °C,
sk., proc. proc. kartai
Smegeny-Sirdies sultinys su 3 5
1 20% glicerino (1,0+£3,5)-10 0,015 (2,5+3,5)-10 3,96 250
Smegeny-Sirdies sultinys su ) 4
2 30% elicerino (1,0+£3,5)-10 0,0015 (5,3+3,5)-10 0,84 530
Smegeny-Sirdies sultinys su 0 5
3 40% glicerino (5,0+3,5)-10 0,0009 (1,1£3,5)-10 1,74 22000
4 Liesas pienas su 20% glicerino (6,6+3,5)-10° 0,11 (6,5+3,5)-10° 10,32 98
5 Liesas pienas su 30% glicerino (3,0+£3,5)-10° 47,61 (5,5+3,5)-10° 87,30 1,8
6 Liesas pienas su 40% glicerino (6,1£3,5)-10° 0,096 (8,4+3,5)-10° 13,33 137

Bandyta apsauginé terpé ir laikymo temperatiiros
maziau palankios B. cereus gyvybingumui (2 lentelé).
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Sios kultiiros lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje sieké
(6,3+1,9) 10°, bandymo metu sumazéjo iki keliy
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tukstandiy karty. Siai kultirai labiau tinka Zemesné
temperatiira. Visy varianty terpése nuo keliu iki keliy
Simty karty daugiau gyvy lasteliy lieka saugant kulttiras
minus 72°C temperatiiroje. B. cereus palankiausia terpé
yra liesas pienas su 30 proc. glicerino, nes jame minus
18°C ir minus 72°C temperatiiroje liko atitinkamai 46,71
ir 87,3 proc. gyvuy lasteliy.

Atspariausios laikymo salygoms buvo S. typhimurium
(3 lentelé). Gyvu lasteliy skaicius bandymo pradzioje

sieké (8,3+2,7) 107, bandymo pabaigoje liko nuo 40 iki 80
proc. Daugiau gyvy lasteliy iSliko minus 72°C
temperatiiroje. S. typhimurium palankesné $i temperatira,
tinkamesnis terpés pagrindas yra liesas pienas. Tai ypac
pastebima minus 18°C temperatiiroje, ta¢iau saugojimo
temperatiiros itaka zymiai mazesné, daugeliu atveju
lasteliy skaic¢ius minus 72°C temperatiroje didesnis ne
daugiau kaip du kartus. Taigi S. typhimurium labiausiai
atspari Saldymui.

3 lentelé. S. typhimurium lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés

terpés sudéties

Gyvu lasteliy skaicius
Minus 18 °C Minus 72 °C —72 °C
Eil. . i lyginant
Nr. Terpés sudétis Likutis nuo Likutis nuo yg;llllan
KSV/ml pradinio KSV/ml pradinio _18°C
sk., proc. sk., proc. Kartai ’
Smegeny-Sirdies sultinys su 7 7
1 20% glicerino (3,3+3,5)-10 39,75 (7,04£3,5)-10 84,33 2,12
Smegeny-Sirdies sultinys su 7 7
2 30% glicerino (3,7£3,5)-10 44,57 (6,5+3,5)-10 78,31 1,75
Smegeny-Sirdies sultinys su 7 7
3 40% glicerino (5,8+3,5)-10 69,87 (6,0+£3,5)-10 72,29 1,03
4 Liesas pienas su 20% glicerino (6,7£3,5)-10 80,72 (6,4£3,5)-107 77,10 0,95
5 Liesas pienas su 30% glicerino (6,1£3,5)-10’ 73,49 (1,9£3,5)-10° 83,13 1,13
6 Liesas pienas su 40% glicerino (5,7£3,5)-10 68,67 (6,8+3,5)-107 81,92 1,19

4 lentelé. S. thermophilus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiros ir apsauginés

terpés sudéties

Eil Gywvy lasteliy skaicius
Np. | Terpes sudetis Minus 18 °C Minus 72 °C
KSV/ml KSV/ml

1 Smegeny-§irdies sultinys su 20% glicerino (7,0£0,0)-10’ (1,0+3,4)-10’
2 Smegeny-irdies sultinys su 30% glicerino (4,0£0,0)-10° (3,0£1,3)-10°
3 Smegeny-sirdies sultinys su 40% glicerino (9,0£0,0)-10’ (1,5£0,5)-10°
4 Liesas pienas su 20% glicerino (1,0£3,4)-10° (7,0£0,0)-10’
5 Liesas pienas su 30% glicerino (3,0£1,3)-10’ (7,0£0,0)-10’
6 Liesas pienas su 40% glicerino (6,6£2,1)-10’ (6,6£2,1)-10’

Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje — (6,6+2,1)-107

5 lentelé. L. bulgaricus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés

sudéties
Eil Gywvy lasteliy skaiCius
N | Terpes sudetis Minus 18 °C Minus 72 °C
' KSV/ml KSV/ml

Smegeny-Sirdies sultinys su 20% glicerino

(7,0£0,0)-10’

(6,6+2,1)-10°

Smegeny-Sirdies sultinys su 30% glicerino

(6,6+2,1)-10°

(9,040,0)-10°

Smegeny-Sirdies sultinys su 40% glicerino

(1,5+0,5)-10°

(7,0£0,0)-107

Liesas pienas su 20% glicerino

(4,0+0,0)-10°

(1,5+0,5)-10°

Liesas pienas su 30% glicerino

(7,0£0,0)-107

(6,6+2,1)-10°

N[NNI —

Liesas pienas su 40% glicerino

(7,0£0,0)-107

(9,0+0,0)-107

Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje — (9,0+0,0)-10°
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6 lentelé. L. lactis lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés

sudéties
) Gyvu lasteliy skaicius
Elrl Terpés sudétis Minus 18 °C Minus 72 °C
' KSV/ml KSV/ml
1 Smegeny-sirdies sultinys su 20% glicerino (1,0£3,4)-10 (1,5+0,5)-10’
2 Smegeny-Sirdies sultinys su 30% glicerino (9,0£0,0)-10° (4,0£0,0)-10°
3 Smegeny-Sirdies sultinys su 40% glicerino (6,6£2,1)-10° (1,5+0,5)-107
4 Liesas pienas su 20% glicerino (4,0+0,0)-107 (4,0+0,0)-107
5 Liesas pienas su 30% glicerino (1,0+3,4)-107 (1,0£0,3)-10°
6 Liesas pienas su 40% glicerino (6,6£2,1)-10° (9,0£0,0)-10°

Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje — (6,6+2,1)-10°

PienariigStés bakterijos (4—6 lentelés) tiriamose
apsauginése terpése iSlicka gyvybingos, atsparios
saugojimo salygoms. Laikant penkis ménesius lasteliy
skai¢ius beveik nepakinta. Taikytas ribiniy praskiedimy
metodas néra tikslus, todél sunku palyginti skirtingy
terpiy ir temperatiiry itaka kulttry gyvybingumui. Taciau
ir S8is metodas pakankamai gerai iliustruoja S.
thermophilus, L. bulgaricus, L. lactis atsparuma laikymo
salygoms. Lasteliy skaicius lieka pradinio lygio visy
varianty terpése. Vadinasi, terpés yra palankios saugoti, ir
sudéties svyravimai jtakos nedaré. Negalima iSskirti ir
temperatiiros poveikio, nes lastelés lieka gyvos ir minus
18°C, ir minus 72°C temperatiiroje. Vadinasi, pienariig§tés
bakterijos iSlicka atsparesnés, kai saugomos uzsaldytos,

nei kitos tirtos bakterijos, tarp kuriy atsparesnés yra S.
typhimurium.

Didesni pienartigs¢iuy bakterijy atsparuma saugant
uzSaldzius patvirtina ir ilgesnio eksperimento rezultatai.
Lactococcus lactis subsp. lactis ir Lactococcus lactis
subsp. cremoris uzsaldytos padermés atstatytame liesame
piene su 10 proc. glicerino buvo saugomos minus 18°C
temperatiiroje. Tyrimas truko trejus metus periodiskai
ivertinant kultliry gyvybinguma pagal gyvy lasteliy
skaiCiy ir aktyvuma, surauginimo laikg, morfologines
savybes. 7 lenteléje matome, kad 65 Lactococcus lactis
padermés iSliko gyvybingos visa $i laikotarpi, lasteliy
skaiCius svyravo nuo deSiméiy tikstanciy iki milijony,
daugeliu atvejy sieké Simtus tiikstanciy ir daugiau.

7 lentelé. L. lactis padermiy, i$laikyty 3 metus minus 18°C temperatiiroje, savybés atgaivinus

Surtig. laikas
Eil. Padermé Surtigimo laikas | Gyvuy lasteliy skaicius Mikroskopinis vaizdas po pirmo
Nr. po atgaivinimo po atSildymo, 1ml po atgaivinimo persodinimo,
val.
1 47/3 36 10° diplokokai 18
2 117/28 36 10° diplokokai, monokokai 18
3 141/22 18 10° diplokokai, monokokai 18
4 C128 18 10° diplokokai, monokokai 18
5 C791 18 10° diplokokai 18
6 142/23 18 10° diplokokai 18
7 140/3 24 10° diplokokai, trumpos grand. 18
8 C140/5 18 10’ diplokokai, trumpos grand. 18
9 40/22 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
10 M601 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
11 21/2 18 10° diplokokai, monokokai 18
12 C140/21 24 10° diplokokai, monokokai 18
13 Al147 36 10 diplokokai, trumpos grand. 18
14 C140/2 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
15 40/154 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
16 M60I1 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
17 40/58 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
18 C79 18 10° diplokok., monok. tr. grand. 18
19 2/55 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
20 17279 18 10° diplokokai, monokokai 18
21 11140/1 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
22 142/21 18 10° diplokokai 18
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23 C132 18 10° diplokokai 18
24 B14 18 10° diplokokai, monokokai 18
25 Al153 18 10 diplokokai, trumpos grand. 18
26 73/13 36 10* diplokokai 18
27 R264 18 10° diplokokai, yra monokoky 18
28 A50 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
29 67/84 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
30 A307 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
31 A234 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
32 73/23 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
33 17275 36 10° diplokokai, trumpos grand. 18
34 7/7 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
35 67/66 18 10° diplokokai 18
36 117/48 24 10° diplokokai 18
37 117/17 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
38 T219 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
39 40/1 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
40 7259 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
41 N19 18 10° diplokokai 18
42 7261 18 10° diplokokai, trumpos grand 18
43 C127 18 10° diplokokai 18
44 C1501 24 10° diplokokai 18
45 47/8 18 10° diplokokai 18
46 73/11 18 10° diplokokai 18
47 R27 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
48 R12 24 10 diplokokai, trumpos grand. 18
49 47/54 18 10° diplokokai, yra grandinélés 18
50 72761 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
51 7252 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
52 40/13 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
53 72151 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
54 40/118 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
55 7264 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
56 67/110 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
57 Al152 19 10° diplokokai, trumpos grand. 18
58 124/33 36 10* diplokokai 18
59 T215 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
60 141/4 36 10 diplokokai, trumpos grand. 18
61 R32 24 10 diplokokai, trumpos grand. 18
62 40/76 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
63 73/39 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
64 Al45 18 10° diplokokai 18
65 C140/3 24 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18

Tik septynios padermés, arba 10 proc., neraugino
pieno per viena para. Rauginimo procesas uztruko iki 36
val. Tiek pat kultiry suraugino piena per para, likusios
52, arba 79 proc., i§liko pakankamai aktyvios ir suraugino
piena per 18 val. Padermiy aktyvumas atsistaté jau
persodinus pirma karta: visas pienas suriigo per 18 val.
Morfologinés savybés Siek tiek svyravo, bet isliko

budingos — vyravo diplokokai, buvo ilgesniy ir
trumpesniy grandinéliy, monokokuy.
Lactococcus lactis subsp. cremoris uzSaldytos

padermés atstatytame liesame piene su 10 proc. glicerino
taip pat iSliko gyvybingos (8 lentel¢). IS 55 padermiy per
para pieno nesutrauké 5, 9 padermiy pieno riigimas
uzsitgsé iki paros. Likusios padermés piena raugino ne
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ilgiau kaip 18 val., taigi liko aktyvios, nes gyvy lasteliy
skaiCius svyravo nuo Simty tikstanéiy iki milijony. Ir tik
dalies padermiy sumazéjo deSimtimis tukstanéiy, bet ir ju
aktyvumas atsistaté pirma karta persodinus steriliame
piene.  Morfologinés  savybés  iSliko  stabilios,
mikroskopiniuose preparatuose vyravo diplokokai, buvo
ilgesniy ir trumpesniy grandinéliy, monokokuy.

Aptarimas ir iSvados. Apibendrinant rezultatus
galima teigti, kad kultiroms saugoti tinkamesné yra
minus 72°C temperatiira, taciau atskiry mikroorganizmy
risiy atsparumas laikymo salygoms nevienodas. Abiejose
temperatiirose lieka daugiausia S. typhimutrium gyvy
lasteliy, tinkamos ir visy varianty terpés, tik minus 18°C
temperatiiroje daugiau lasteliy ziiva smegeny-Sirdies
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sultinyje. S. aureus atsparumas saugojimo salygoms yra  pabaigoje atskiry varianty lieka tik dalys procento. Si
vidutinis, blogiausiai iSsilaiko B. cereus. Jy bandymo  kultira iSsiskiria ir Zemesnés temperatiiros poreikiu.

8 lentelé. L. cremoris padermiy, i§laikyty 3 metus minus 18°C temperatiiroje, savybés po atgaivinimo

Eil. Padermé Surtigimo laikas | Gyvuy lasteliy skaicius po Mikroskopinis vaizdas Suriig. laikas po pirmo
Nr. po atgaivinimo atSildymo, 1ml po atgaivinimo persodinimo, val.
1 25/53 18 10° diplokokai 18
2 73/16 36 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grand. 18
3 90/2 18 10° diplokokai 18
4 40/36 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
5 T18/9 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
6 67/95 18 10° diplokokai, yra grand. 18
7 R260/8 18 10° diplokokai, tr., ilgos grand. 18
8 88/91 18 10° ivairaus ilgio grand. 18
9 T206/10 18 10° 18
10 88/234 18 10° jvairaus ilgio grandinélés 18
11 Crl/10 1 18 10° diplokokai 18
12 88/9 18 10° jvairaus ilgio grandinélés 18
13 73/44 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grand. 18
14 24/143 18 10° jvairaus ilgio grandinélés 18
15 40/60 18 10° diplokokai 18
16 73/50 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grand. 18
17 2/54 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
18 40/5 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
19 41/40 20 10° diplokokai, trumpos grand. 18
20 88/218 18 10° jvairaus ilgio grand. 18
21 40/239 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
22 73/64 24 10° diplokokai, trumpos grand. 18
23 40/7 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
24 K8711 36 10° diplokokai, trumpos grand. 24
25 67/116 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
26 61/71 18 10° jvairaus ilgio grand. 18
27 73/38 36 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
28 R260 I 36 10° diplokokai, trumpos grand. 18
29 88/206 18 10° jvairaus ilgio grand. 18
30 40/87 36 10 diplokokai, trumpos grand. 18
31 T221 18 10° diplokokai 18
32 T18 20 10° jvairaus ilgio grand. 18
33 17/6 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandin¢lés 18
34 40/103 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
35 73/5 18 10° diplokokai 18
36 67/96 24 10° diplokokai, trumpos grand. 24
37 Fd8/7 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
38 73/48 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandin¢lés 18
39 73/1 18 10° diplokokai 18
40 40/105 18 10° diplokokai 18
41 73/22 24 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grand. 18
42 A2V 24 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
43 88/214 18 10° ivairaus ilgio grand. 18
44 40/59 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
45 K17/2 18 10° jvairaus ilgio grand. 18
46 90/35 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
47 40/51 24 10° diplokokai, trumpos grand. 18
48 88/226 18 10° diplokokai 18
49 67/114 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
50 73/67 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
51 40/61 18 10° diplokokai, trumpos grand. 18
52 47/15 24 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandin¢lés 18
53 25/57 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandin¢lés 18
54 67/56 18 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
55 40/53 24 10° diplokokai, tr., vid. ilgio grandinélés 18
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Pagal gautus rezultatus sunkiau isskirti tinkamesni
terpés pagrinda. Siek tiek palankiau galima vertinti terpe
lieso pieno pagrindu. Sunku i$skirti ir tinkamiausia
glicerino koncentracija.

Pienartig§¢iy bakterijy S. thermophilus, L. bulgaricus,
L. lactis kultiros iSsilaiké geriau, ju gyvybingumg
uztikrino abi laikymo temperatiros ir visy varianty
apsauginés terpés. Ju kiekiui nustatyti taikyta tikétiniausio
skaiiaus metodika yra maziau tiksli. Sunku daryti
iSvadas, taciau galima pastebéti, kad lasteliy skaicius liko
pradinio lygio.

Didesni pienartigs¢iy bakterijy atsparuma saugant
uzsaldZius patvirtina ir ilgesnio eksperimento rezultatai.
Lactococcus lactis subsp. lactis ir Lactococcus lactis
subsp. cremoris uz8aldytos padermés atstatytame liesame
piene su 10 proc. glicerino buvo saugomos minus 18°C
temperatiiroje trejus metus. 65 Lactococcus lactis
padermés buvo gyvybingos visa §i laikotarpi, lasteliy
skaiCius atSildytoje terpéje svyravo nuo deSimciy
tokstan¢iy iki milijony, daugeliu atveju sieké Simtus
tokstanciy ir daugiau. 79 proc. kultary isliko pakankamai
aktyvios ir piena suraugino per 18 val. Padermiy
aktyvumas atsistaté jau po pirmo persodinimo, visas
pienas surtigo per 18 val. Morfologinés savybés Siek tiek
svyravo, bet iSliko budingos — vyravo diplokokai.
Lactococcus lactis subsp. cremoris uzSaldytos padermés
liko aktyvios, nes gyvu lasteliy skaiius svyravo nuo
Simty tukstan¢iy iki milijony, ir tik dalies padermiy
sumazéjo deSimtimis tukstanéiy, bet ir jy aktyvumas
atsistat¢ pirma karta persodinus steriliame piene.
Morfologinés savybés buvo stabilios, mikroskopiniuose
preparatuose vyravo diplokokai, buvo ilgesniy ir
trumpesniy grandinéliy, monokokuy.

ISvados:

1. Kultiroms saugoti tinkamesné yra minus 72°C
temperatiira, taciau atskiry mikroorganizmy rasiy
atsparumas laikymo salygoms nevienodas. Abiegjose
temperatiirose daugiausia lieka S. typhimutrium gyvy
lasteliy, jai tinka ir visy varianty terpés. Tik S. aureus
atsparumas saugojimo salygoms yra vidutinis. Blogiausiai
i$silaiko B. cereus, kuriy bandymo pabaigoje atskirais
variantais lieka tik dalys procento. Si kultiira ryskiai
i$siskiria ir Zemesnés temperatiiros poreikiu.

2. Pienarug8¢iu bakteriju S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. lactis kultaros i$silaiké geriau, ju
gyvybinguma uztikrino abi laikymo temperatiiros ir visy
varianty apsaugings terpés.

3. Lactococcus lactis subsp. lactis ir Lactococcus
lactis subsp. cremoris uzsaldytos padermés atstatytame
liecsame piene su 10 proc. glicerino minus 18°C
temperatiiroje gyvybinguma islaiké trejus metus. Lasteliy
skaiCius atSildytoje terpéje svyravo nuo deSimciy
tokstan¢iy iki milijony, daugeliu atveju sieké Simtus
tokstanciy ir daugiau. 79 proc. kulttiry islaiké pakankama
aktyvuma ir suraugino pieng per 18 val. Padermiy
aktyvumas atsistaté jau persodinus pirma karta.
VMS

Padéka.  Autoriai  dékingi fondui,

prisidéjusiam finansuojant tyrimus.
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