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UZzSaldyty mikroorganizmy kultiury iSlaikymo salygy parinkimas
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KTU Maisto institutas, Taikos pr. 92, LT-51180 Kaunas; direktorius@Imai.lt

Vertinant apsauginés terpés sudéties ir laikymo temperatiiros jtaka gramteigiamu ir gramneigiamuy
bakterijy lasteliy gyvybingumui tirtos Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876) bakteriju kultliros. Paruosti apsauginés terpés variantai:
regeneruotas nugriebtas pienas su 20, 30 ir 40 % glicerino bei smegeny ir Sirdies sultinys su 20, 30 ir 40 %
glicerino. Kulttiros laikytos minus 72 °C ir minus 18 °C temperatiirose.

Kultiroms saugoti tinkamesné yra minus 72 °C temperatira, tacCiau jvairiy rusiy mikroorganizmy
atsparumas laikymo salygoms nevienodas. Abieju temperatiiry salygomis lieka daugiausia gramneigiamy
S. typhimurium gyvy lasteliy. S. aureus gyvybingumas vidutinis, B. cereus po mety kartais neaptinkama, kitur
licka tik dalys procento. PienartigsCiy bakteriju S.thermophilus, L. bulgaricus, L. lactis kultiros issilaiké
gerai, gyvybinguma uztikrino abi laikymo temperatiiros ir visi apsauginés terpés variantai.

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ir Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
paracitrovorus uzsaldytos padermés regeneruotame nugriebtame piene su 10 % glicerino buvo saugomos
minus 18 °C temperatiiroje 3—5 metus. 22 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis padermés
iSlaiké gyvybinguma 3 metus. Lasteliy skaicius atSildytoje terpéje svyravo nuo Simty tukstanciy iki milijony.
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus uzsaldyta 10 padermiy, po 5 mety jos liko aktyvios,
sterily piena suraugino per 2—4 paras, gyvu lasteliy skai¢ius svyravo nuo tiikstanciy iki milijony. Morfologinés
savybés stabilios, mikroskopiniuose preparatuose vyravo diplokokai, buvo trumpy grandinéliy. Kita grupé
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus i§ 16 padermiy uz8aldyta i$laikyta 4 metus. Kultiros
liko buidingo aktyvumo, sterily piena suraugino per 2—4 paras, gyvy lasteliy skaicius svyravo iki milijonuy.

RaktazZodziai: PienartigStés bakterijos, Saldymas, gyvybingumas.

Ivadas

Saugant kolekcines mikroorganizmy kulttras
visy pirma siekiama iSlaikyti jy stabilias savybes ir
uztikrinti grynuma. Gerai iSsilaiko tiek uzSaldytos,
tiek ir liofilizuotos kulttiros, bet abiem atvejais svarbi
apsauginés terpés sudétis, o Saldant dar ir
temperatiira. Paprastai palankesné laikymui yra
zemesné, minus 70 °C temperatiira, nors tai priklauso
ir nuo rusiniy savitumy, daugelis kultiry gerai
iSsilaiko ir 20 °C temperatiroje, gyvybingos islieka
metus ir daugiau [1, 2].

Vertinant kultiiry grynuma tikrinamas ne tik
uzterStumas pasalinémis lastelémis, pastaruoju metu
taikomi metodai leidzia aptikti ir lizogenines lasteles
(su neaktyviais profagais), kurios tam tikromis
salygomis  gali  tapti  bakteriofago  Saltiniu.
Patikrintoje Stretococcus thermophilus kolekcijoje
lasteliy su profagais buvo rasta nedaug [3].

Konstruojant  apsaugines terpes bandomos
ivairios medziagos. Vertinant apsauginés terpés
variantus buvo lyginami sacharozés, trehalozés,
nugriebto pieno bei sacharozés + nugriebto pieno,
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trehalozés + nugriebto pieno, trehalozés + sacharozés
+ nugriebto pieno, trehalozés + sacharozés tirpalai.
Distiliuotame vandenyje ztna 99 % lasteliy,
trehalozé gyvybinguma padidina, o trehalozés +
sacharozés + nugriebto pieno tirpalas leidzia pasiekti
85 % lasteliy gyvybinguma po liofilizavimo ir
iSlaikymo, drégmés likutis neturi virSyti 2,8-5,6 %
[4]. Cukraus, maltodekstrino, nugriebto pieno efektas
lasteliy gyvybingumui yra svarus, iSlikusiy lasteliy
skaiCius terpéje be apsauginiy medziagy yra 0,01 %,
su jomis padidéja iki 7,8 %, Sios medziagos
stabilizuoja lastelés membranines struktiiras [5].

Ivertintas apsauginiy angliavandeniy
efektyvumas  Streptococcus  salivarius  subsp.
thermophilus, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus lasteliu
gyvybingumui po uzSaldymo ir liofilizavimo.
Trehalozés, maltozés, sacharozés, gliukozés ir
laktozés 32 % tirpalai 4 °C temperatiiroje iSlaiko
kultirqy  gyvybinguma.  Efektyviausias  buvo
trehalozés poveikis, ji sumazina ir streso veiksniy
itaka kult@iroms [6].
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Miltu terpéje be apsauginiy medziagy iSlicka
60 % mieliy ir 80 % pienartig§¢iy bakterijy lasteliy, o
8 % sacharozeés ir 0,5 % CaCO; pridéjimas 1 terpe
sutrumpina Saldymo trukme, padidina gyvybinguma
iki 100 % esant Saldymo greiciui 1,5 °C per minutg
[7].

Apsauginés medziagos, atgaivinimo terpés
sudétis, Saldymo  temperatira  turi  jtakos
gyvybingumui, atskiroms mikroorganizmy rasims
biuidinga tam tikra specifika. 4,0 % mieliy ekstrakto ir
2,5 % natrio glutamato terpéje leidzia pasiekti
maksimaly 67,8 % Lactobacillus brevis islikima.
Atgaivinimo terpé efektyviausia, kai joje yra 10 %
sacharozés. Saldyti minus 65 °C temperatiiroje reikia
greitai, o minus 20 °C temperatiiroje 1étai [8].

Mikroskopiniy  grybu sporos, i$dziovintos
krakmolo granulése, saugotos vertinant
gyvybinguma po 1, 3 ir 6 ménesiu. Gyvybingumas
priklauso nuo terpés vandens aktyvumo ir glicerino
priedy, ji padidina sacharozé, natrio glutamatas,
nugriebto pieno milteliai, lasteliu koncentracija
itakos neturi [9]. Optimizuojant dZiovinimo procesa
norint pasiekti maksimaly mieliy gyvybinguma i
granules buvo dedama kvie¢iy milty. Vandens
glicerino sistemoje {vertintas mieliy atsparumas
osmosiniam stresui, 0 duomenys pritaikyti procesui
optimizuoti. Mielés yra atsparios osmosiniam stresui,
preparaty gyvybingumas pakankamai geras, kai
preparato a,, 0,38, o laikymo temperatiira mazesné uz
8 °C[10].

Sukonstruoti ir apsauginiy medziagu komplektai,
galima {sigyti ju ivairiy rinkiniy. Palyginus keleto i$
ju efektyvuma nustatyta, kad ,,Unipectine RS 150*
pridéjus i terpg 2,5 %, L. casei gyvybingumas iSauga
7 %. ,,Raftilose P95 taip pat veikia teigiamai [11].
Kulttiry gyvybinguma apie 20 % padidina adaptacija
prie§ uzSaldyma laikant kultoras 14 h 10°C
temperatiiroje. Minus 20 °C temperatiiroje saugant
kultiiras pienartigs¢iy bakterijy gyvybingumas siekia
94,5 %, mieliy — 75 % po 126 dieny [12]. Kad
temperatiirinio Soko sumazinimas padidina lasteliu
gyvybinguma, nurodo ir kiti autoriai. ISlaikius
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
4, 15, 25, 37 °C temperatiirose ir esant pradiniam
lasteliy skaigiui 2,27-10'", gyvybingumas siekeé
38,8 %, nepaveikty lasteliy — tik 21,9 %. Geriausi
rezultatai gauti po iSlaikymo 4 °C temperatiiroje [13].

Tyrimy objektai ir metodai

Darbas buvo atliekamas su KTU Maisto instituto
Mikrobiologijos laboratorijoje saugoma pienarigsciy
bakterijy ir kity mikroorganizmy kolekcija, kultiiros
palaikomos periodiskai persodinant steriliame piene
ir apsauginéje uzsaldymo terpéje.

UZzSaldant minus 18 °C temperatiiroje vartota
apsauginé terpé i§ regeneruoto i§ milteliy pieno su

10% glicerino. Sioje terpéje 10 ml talpos
buteliukuose uzSaldytos padermés ir ju miSiniai
laikyti nuo vieneriy iki penkeriy mety. AtSildytos
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
ir Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
paracitrovorus kultiiros buvo séjamos | sterily piena,
ribiniy skiedimy metodu nustatytas gyvy lasteliy
skaicCius, vertintas atgaivintu kultiry aktyvumas,
gyvybingumas pagal surigimo laika, grynumas bei
morfologiniai pozZymiai mikroskopuojant. Tada buvo
pakartotinai persodintos | sterilu piena ir vél
uzSaldytos minus 72 °C temperatiros apsauginéje
terpéje

Vertinant apsauginés terpés sudéties ir laikymo
temperatiiros itaka lasteliy gyvybingumui tirtos
kultiros Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 10876), Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus. Paruosti apsauginés
terpés variantai: regeneruotas nugriebtas pienas su
20, 30 ir 40 % glicerino bei smegeny ir Sirdies
sultinys su 20, 30 ir 40 % glicerino. Kultiiros 18 h
augintos optimalioje temperatiiroje: S. typhimurium,
S. aureus, B. cereus — ant nuozulnaus agaro,
L. lactis, L. bulgaricus, S. thermophilus — steriliame
piene. Kilpelé kulttiros iS sterilaus pieno idéta i 10 ml
apsauginés terpés, gerai sumaiSyta ir iSpilstyta po
1 ml { 2 ml talpos plastikinius mégintuvélius. Kilpelé
kultiiros nuo nuozulnaus agaro iSmaisyta skiediklyje,
1 ml suspensijos ipilta i 10 ml apsauginés terpés,
gerai sumaiSyta ir iSpilstyta po 1 ml { 2 ml talpos
plastikinius mégintuvélius. Nustacius pradinj lasteliy
skaiciy bandiniai lygiagreciai uzsaldyti minus 18 °C
ir minus 72 °C temperatiiroje. I§likusiy gyvu lasteliy,
iSlaikyty skirtingose terpése ir temperatiirose,
skai¢ius nustatytas po 12 ménesiy, S. typhimurium,
S. aureus, B. cereus séjant | léksteles, L. lactis,
L. bulgaricus, S. thermophilus —1i sterily piena.

Rezultatai ir jy aptarimas

Metus iSlaikius uzsaldytas S. aureus kultras
lasteliy skaicius sumazéjo visuose terpés variantuose
(1 lentelé¢), jos sudétis neturéjo didelés itakos
gyvybingumui, lasteliy skai¢ius labiausiai priklauso
nuo laikymo  temperatiiros, minus 72 °C
temperatiiroje i$licka keliolika—keliasdesimt karty
daugiau gyvy mikroorganizmy negu minus 18 °C
temperatiroje, kur gyvybingumas siekia tik 1-2 %.
Smegeny ir Sirdies sultinyje gyvy lasteliy daugéja
didéjant terpéje glicerino kiekiui, skirtumas siekia
2 kartus, taCiau nugriebto pieno terpéje glicerino
kiekio efektas atvirksStinis — esant maksimaliai 40 %
glicerino koncentracijai gyvuy S. aureus lasteliy
iSlieka 3 kartus maziau.
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1 lentelé. S. aureus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés
sudéties. Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje (4,3£1,5)-10

Gywvy lasteliy skai¢ius
Minus 18 °C Minus 72 °C . o
Terpés sudétis Likutis, Likutis, I I\:Iri:rl:ts s7uzm(i:r;us
KSV/ml proc. nuo KSV/ml proc. nuo e o .
.. . 18 °C, kartai
pradinio sk. pradinio sk.
1. Smegeny ir Sirdies 5 (1,1£0,2)-10
sultinys su 20 % glicerino (5,1£1,5)-10 1.2 ’ 25,58 22
2. Smegeny ir Sirdies 5 (1,1£0,3)-10
sultinys su 30 % glicerino (8,0+2,1)-10 1.9 ’ 25,58 14
3. Smegeny ir Sirdies 6 (1,3+0,2)-10
sultinys su 40 % glicerino (1,1+0,3)-10 2,6 ’ 30,23 12
Vs FOrIER S TGN B E S R S I P 15
g.()l:l/:lggrllii‘z‘;islé)lenas su (8,742.9)-10° 2.0 (1,31(3,4). 10 30,23 15
Zblt);?ggrlliz‘z‘;?rslflenas su (3.2£0,9)-10° 0,74 (1, 1i9,3)- 10 25.58 35

Minus 72 °C temperatiiroje metus iSlaikytuose
bandiniuose gyvy lasteliy lieka 25-30 % nuo
pradinio skaiCiaus. Smegeny ir Sirdies sultinyje
daugiausiai gyvu lasteliy lieka terpéje su 40 %
glicerino, o lieso pieno terpéje su 20 % glicerino.

Minus 18 °C temperatiiroje gyvuy B. cereus
lasteliu po mety islaikymo beveik nelieka visuose
terpés variantuose (2 lentelé), o viename — smegenuy
ir Sirdies sultinyje su 30 % glicerino ju visai
neaptikta.

Sioje terpéje ir minus 18 °C temperatiroje
nustatytas maziausias islikusiy lasteliy skaicius.
Terpéje smegeny ir Sirdies sultinio pagrindu su
visomis glicerino koncentracijomis lieka mazai gyvy
lasteliy, nugriebto pieno terpéje rezultatai geresni —
lieka 10-30 % pradinio skai¢iaus gyvuy lasteliy.

Gramneigiamoms kultiiroms priklausanti
S. typhimurium  labiausiai atspari  Saldymui ir
pasizymi  geresniu  gyvybingumu,  abiejose

temperatiirose ir visuose terpés variantuose iSlieka
daugiau gyvu lasteliu. Terpéje smegeny ir Sirdies
sultinio pagrindu minus 18 °C temperatiiroje
gyvybingumas siekia 35-48 % ir atsilieka nuo
rezultaty nugriebto pieno terpéje, kur gyvybingumas
sieckia 50-70 %. Dar geresni rezultatai gaunami
minus 72 °C temperatiiroje, kur gyvybingumas
didesnis visuose terpés variantuose iki 2 karty,
lyginant su minus 18 °C temperatira, bei siekia
70-90 % nuo pradinio skaiciaus. Nustatyta, kad
krioatsparumas priklauso nuo nesodiyju riebaly
rigsciy santykio lastelés membranose Jei uzsaldymui
atsparumas didesnis, daugiau yra neso¢iyju rugsciy ir
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maziau so€iyjy. Saugojimo metu geriau iSlieka
lastelés, turincios daugiau cikliniy C19:0 rugsciy [1].
Tai galéty paaiskinti ir geresni gramneigiamu
mikroorganizmy atsparuma Saldymui, nes ju
membranose daugiau lipidy, kuriy beveik néra
gramteigiamose lastelése.

Nepaisant priklausymo gramteigiamoms
bakterijoms, pienariigS§tés bakterijos (4—6 lentelés)
pasizymi geru krioatsparumu ir iSlicka gyvybingos
saugojimo metu. UZSaldytos tuose paciuose terpés
variantuose S. thermophilus, L. bulgaricus, L. lactis
kultdiros issilaiko gerai ir lasteliy skai¢ius po mety
svyruoja pradiniame lygyje. Sunku tiksliau ivertinti
gyvybingumo tyrimy rezultatus dél naudojamo
tikétiniausio skaiCiaus metodo, bet augimas iki
7 skiedinio rodo pakankamai dideli lasteliy skaiciy.

Gera pienariig§¢iy bakteriju gyvybinguma po
uzSaldymo ir ilgalaikio saugojimo patvirtina ir
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
ir Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
paracitrovorus kultiry, iSlaikyty minus 18 °C
temperatiiroje 3—5 metus, tyrimo duomenys. Greta
gyvu lasteliy skaiciaus kultiry aktyvumas buvo
apibiidinamas ir pieno surauginimo trukme po
atgaivinimo ir pirmo persodinimo. Nustatyta, kad
L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis lasteliy
skaiCius po atgaivinimo liko pradiniame lygyje ir
sické 10°—10°, pienas buvo suraugintas maZiau nei
per para, o po pirmo persodinimo — per 18 h,
mikroskopinis vaizdas btidingas (7 lentelé).



2 lentelé. B. cereus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés
sudéties. Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje (6,3+1,9)-10°

Gyvu lasteliy skaicius
Minus 18 °C Minus 72 °C Minus
72 °C,
Terpés sudétis Likutis, Likutis, lyginant
KSV/ml proc. nuo KSV/ml proc. nuo su minus
pradinio sk. pradinio sk. 18°C,
kartai
1. Smegeny ir Sirdies sultinys su 20 % (2,0£0.5)-10" 0.32-10° (172£0,4)-10° 27 85000
glicerino T i T ’
2. Smegeny ir Sirdies sultinys su 30 % 4
alicerino 0,0 - (5,7+1,5)-10 0,9 57000
3. Smegeny ir Sirdies sultinys su 40 % (2,040.3)-10' 03210 (7.61.7)-10° 12 38000
glicerino T ’ T ’
4. Nugriebtas pienas su 20 % glicerino (3,0£0,7)-10° | 0,48-10° | (5,6£0,9)-10° 8,9 1870
5. Nugriebtas pienas su 30 % glicerino (4,7+1,2)-10 0,75-10° | (1,9£0,3)-10° 30,1 4050
6. Nugriebtas pienas su 40 % glicerino (1,5£0,2)-10° | 0,24-10° | (6,4+3,5)-10° 10,1 4270

3 lentelé. S. typhimurium lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés
terpés sudéties. Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje (8,3+2,7)-10’

Gywvy lasteliy skaiCius
Minus 18 °C Minus 72 °C Minus
72 °C,
Terpés sudétis Likutis, Likutis, lyginant
KSV/ml proc. nuo KSV/ml proc. nuo su minus
pradinio sk. pradinio sk. | 18°C,
kartai
— - 5
1..Sm.egenq ir Sirdies sultinys su 20 % (2,9£0,7)-10" 35.1 (6,120,9)-10" 735 2.1
glicerino
— - 5
2..Sm§genq ir Sirdies sultinys su 30 % (4.041.2)107 482 (7.541,5)107 90.4 1.8
glicerino
— - 5
3..Sm§genq ir Sirdies sultinys su 40 % (3.420.3)107 40.1 (5.840.5)-107 70,0 17
glicerino
4. Nugriebtas pienas su 20 % glicerino | (4,0+0,7)-10’ 48,2 (6,4+1,2)-107 77,1 1,6
5. Nugriebtas pienas su 30 % glicerino | (6,0+1,3)-10’ 72,3 (6,1£0,5)-10° 73,5 1,0
6. Nugriebtas pienas su 40 % glicerino | (6,240,5)-10’ 74,7 (6,8+1,2)-107 81,9 1,1

4 lentelé. S. thermophilus lasteliy gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés
terpés sudéties. Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje (6,6+2,1)-10

Terpés sudétis

Gywvuy lasteliy skaiCius
Minus 18 °C Minus 72 °C
KSV/ml KSV/ml

1. Smegeny ir Sirdies sultinys su 20 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(2,5+0,0)-10°

2. Smegeny ir Sirdies sultinys su 30 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(2,5+0,0)-107

3. Smegeny ir Sirdies sultinys su 40 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(2,5+0,0)-107

4. Nugriebtas pienas su 20 % glicerino

(2,5+0,0)10’

(2,5+0,0)-107

5. Nugriebtas pienas su 30 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(6,0+0,0)-10°

6. Nugriebtas pienas su 40 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(6,0£0,0)-107




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

Terpés sudétis

Gywvy lasteliy skaicius, KSV/ml

Minus 18 °C

Minus 72 °C

1. Smegeny ir Sirdies sultinys su 20 % glicerino

(6,0+0,0)-10°

(2,5+0,0)-10°

2. Smegeny ir Sirdies sultinys su 30 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(2,5+0,0)-10°

3. Smegeny ir Sirdies sultinys su 40 % glicerino

(2,5+0,0)-107

(2,5+0,0)-10°

4. Nugriebtas pienas su 20 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(2,5+0,0)-107

5. Nugriebtas pienas su 30 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(6,0+0,0)-107

6. Nugriebtas pienas su 40 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(6,0£0,0)-10°

6 lentelé. L. lactis lasteliu gyvybingumas priklausomai nuo saugojimo temperatiiros ir apsauginés terpés
sudéties. Lasteliy skai¢ius bandymo pradzioje (6,622,1)-10°

Terpés sudétis

Gyvy lasteliy skaicius, KSV/ml

Minus 18 °C

Minus 72 °C

1. Smegeny ir Sirdies sultinys su 20 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(6,0£0,0)-10°

2. Smegeny ir Sirdies sultinys su 30 % glicerino

(6,0+0,0)-107

(6,0£0,0)-10°

3. Smegeny ir Sirdies sultinys su 40 % glicerino

(6,0£0,0)-10°

(2,5+0,0)-107

4. Nugriebtas pienas su 20 % glicerino

(6,0+£0,0)-10°

(2,5+0,0)-107

5. Nugriebtas pienas su 30 % glicerino

(6,0+0,0)-10°

(2,5+0,0)-10°

6. Nugriebtas pienas su 40 % glicerino

(2,5+0,0)-10°

(2,5+0,0)-10°

7 lentelé. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis padermiy, islaikyty 3 metus minus 18 °C temperatiroje,

gyvybingumas ir savybés po atgaivinimo

Surtigimo Suriigimo Gywvy lasteliy . .
Eil. Nr. Padermé laikz;gs po laikasg pol s{caiéius po M1kroskop1.n1's ya1zdas po
R L " atgaivinimo
atgaivinimo persodinimo atSildymo Iml

1 dl 481/8 18 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr.
2 dl 563/3 20 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr.
3 dl 635 18 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr.
4 dl 14911 18 18 10° diplokokali, tr. gr.
5 dl 57 20 18 10° diplokokai, tr. gr.
6 dl 405/1 20 18 10° diplokokali, tr. gr.
7 dl 130 20 18 10° diplokokali, tr. gr.
8 dl 55/30 20 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr
9 dl 43/2 20 18 10° diplokokali, tr. gr.
10 dl 405/8 18 18 10° diplokokali, tr. gr.
11 dl 361/2 18 18 10° diplokokai, retai tr. gr.
12 dl 4 20 18 10° diplokokali, tr. gr.
13 dl 391/1 18 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr.
14 dl 768/5 18 18 10° diplokokali, tr., ilg. gr.
15 dl x 18 18 10° diplokokai
16 dl 138 18 18 10° diplokokali, tr. gr.
17 dl 75 18 18 10° diplokokai, tr. gr.
18 dln 18 18 10° diplokokai, tr. gr.
19 dl 448/2 18 18 10° diplokokai, tr. gr.
20 dl 531 18 18 10° diplokokai, tr. gr.
21 dl 1491 20 18 10° diplokokai, tr. gr.
22 dl 378/1 20 18 10° diplokokali, tr. gr.
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L. lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus
padermés iSsiskiria maZesniu aktyvumu, pieng
traukina ilgiau, nors gyvy lasteliy liko panasus
skaicius, taigi ir po uzSaldymo atskiros padermés
piena sutraukina per 2-3 paras, toks aktyvumas
iSliecka ir po pirmo persodinimo steriliame piene

(89 lentelés). Galima pazyméti, kad gyvybingos
i8liko visos uzSaldytos padermés, mikroskopinis
vaizdas budingas. Analogiski rezultatai gauti ir su
kita grupe Sios rasies mikroorganizmy, iSlaikytu
minus 18 °C temperatiiroje 4 metus.

8 lentelé. L. lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus padermiy, i§laikyty 5 metus (uzsaldyta 2001 m.) minus
18 °C temperatiiroje, gyvybingumas ir savybés po atgaivinimo

. . Suriigimo laikas Surtg. laikas Gyvgvliatstehq Mikroskopinis vaizdas
Eil. Nr. Paderme o po skaiius po o
po atga1v1n1m0 1 pers. atsil dymo 1ml po atga1v1n1m0
1 DF 75 46 46 10° diplokokai, tr. gr.
2 24/33 44 44 10° diplokokai, tr. gr.
3 P 22/4 72 72 10° diplokokai, tr. gr.
4 11241 72 72 10° diplokokai, tr. gr.
5 43/1 72 72 10° diplokokai, tr. gr.
6 P22/9 72 72 10° diplokokai, yra grand.
7 11/22 96 96 10° diplokokai, tr. gr.
8 A2/2 96 96 10° diplokokai, tr. gr.
9 A2/7 96 96 10° diplokokai, tr. gr.
10 9/2-25 96 96 10° diplokokai, tr. gr.

9 lentelé. L. lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus padermiy, iSlaikyty 4 metus (uzsaldyta 2002 m.) minus
18 °C temperatiiroje, gyvybingumas ir savybés po atgaivinimo

. . Surtigimo laikas Spruglmo Gyvgv!a(stehq Mikroskopinis vaizdas po
Eil. Nr. Paderme oL laikas po 1 skaicius po S
po atgaivinimo o " atgaivinimo
persodinimo atSildymo 1ml

1 P 23/12 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
2 21/30 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
3 69/75 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
4 P22/44 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
5 24/39 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
6 P22/9 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr..
7 43/7 48 48 10° diplokokai, retai tr. gr.
8 542/16 48 48 10° diplokokai, tr. gr.

9 9/2-25 48 48 10 diplokokai, tr. gr.

10 18/24-1 48 48 10° diplokokai

11 A209 50 48 10° diplokokai, tr. gr.

12 A244 50 50 10° diplokokai, retai tr. gr.
13 A2/2 50 50 10° diplokokai, retai tr. gr.
14 T/22 50 50 10° diplokokai, retai tr. gr.
15 A210 72 72 10° diplokokai

16 A204 98 96 10° diplokokai

Tyrimy apibendrinimas

Saugojimo metu S. aureus Iasteliy skaicius
sumaz¢jo visuose terpés variantuose, minus 18 °C
temperattiroje gyvybingumas siekia tik 1-2 %, minus
72 °C temperatiroje iSlieka keliolika—keliasdeSimt
karty daugiau gyvuy mikroorganizmy, visuose
méginiuose gyvy lasteliy lieka 25-30 % nuo pradinio
skaiCiaus.

Laikymo salygos netinka B. cereus, minus 18 °C
temperatiiroje gyvu B. cereus lasteliy po mety

iSlaikymo beveik nelieka visuose terpés variantuose,
o smegeny ir Sirdies sultinyje su 30 % glicerino ju
visai neaptikta. Sioje terpéje ir minus 72 °C
temperatiiroje nustatytas maziausias iSlikusiy lasteliu
skai¢ius. Terpéje smegeny ir Sirdies sultinio pagrindu
su visomis glicerino koncentracijomis lieka maZzai
gyvu lasteliy, nugriebto pieno terpéje rezultatai
geresni — lieka 10-30 % pradinio skaiciaus gyvuy
lasteliy.

87



S.  typhimurium  gyvybingesnés  abiejose
temperatiirose ir visuose terpés variantuose iSlieka
daugiau gyvy lasteliy. Terpéje smegeny ir Sirdies
sultinio pagrindu minus 18 °C temperatiiroje
gyvybingumas siekia 35-48 %, nugriebto pieno
terpéje gyvybingumas siekia 50—70 %. Minus 72 °C
temperatiiroje visuose terpés variantuose
gyvybingumas didesnis iki 2 karty. Geresni
gramneigiamy mikroorganizmy atsparuma Saldymui
galéty paaiskinti tai, kad ju membranose daugiau
lipidu, kuriy beveik néra gramteigiamose lastelése.

PienariigS§tés  bakterijos  pasizymi geru
krioatsparumu ir i§lieka gyvybingos saugojimo metu.
Visuose terpés variantuose S. thermophilus,
L. bulgaricus, L. lactis kultary lasteliu skaic¢ius po
mety svyruoja pradiniame lygyje, ka rodo augimas
iki 7 skiedinio.

Lactococcus lactis  subsp. lactis  biovar.
diacetylactis ir Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. paracitrovorus kultiiros ne taip aktyviai
raugina pieng. Nustatyta, kad L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis lasteliu skai¢ius iSlaikius
3 metus po atgaivinimo svyravo pradiniame lygyje ir
sické 10°—10°, pienas buvo suraugintas maZiau negu
per para, o po pirmo persodinimo — per 18 h,
mikroskopinis vaizdas biidingas.

L. lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus
padermés iSsiskiria dar maZesniu aktyvumu, piena
traukina ilgiau, nors gyvy lasteliu liko panaSus
skaiCius, taigi ir po uzSaldymo atskiros padermés
piena sutraukina per 2-3 paras, toks aktyvumas
iSlieka ir po pirmojo persodinimo steriliame piene.

ISvados

1. Saugojimo metu S. aureus lasteliy skaicius
sumazéja visuose terpés variantuose, minus
18 °C temperatiiroje gyvybingumas siekia tik 1—
2 %, minus 72 °C temperatiroje gyvy lasteliy
lieka 25-30 % pradinio skai¢iaus. Minus 18 °C
temperatiiroje gyvu B. cereus lasteliy po mety
iSlaikymo beveik neliecka, minus 72 °C
temperattroje liecka 10—30 % pradinio skaiciaus.
S. typhimurium gyvybingesnés, minus 18 °C
temperatiiroje gyvybingumas siekia 35-48 %,
minus 72 °C temperatiiroje visuose terpés
variantuose gyvybingesnés iki 2 karty.

2. Pienariigstés bakterijos pasizymi geru
krioatsparumu ir iSlieka gyvybingos saugojimo
metu. Visuose terpés variantuose S. thermophilus,
L. bulgaricus, L. lactis kulttry lasteliy skaiéius
po mety svyruoja pradiniame lygyje.

3. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis ir Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. paracitrovorus kultiry lasteliy skaicius
iSlaikius 3—5 metus minus 18 °C temperatiiroje
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svyruoja pradiniame lygyje, po atgaivinimo
siekia 10°, pieno rauginimo aktyvumas ir
mikroskopinis vaizdas budingas.
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A. Sarkinas

SELECTION OF FROZEN STORAGE
CONDITIONS FOR MICROORGANISM
CULTURES

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. 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.

The resistance 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.

The strains of Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis ir Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
paracitrovorus frozen in reconstituted skim milk with
10 % of glycerin were stored at -18 °C for three-five years.
During this period 22 strains of Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis retained their vitality, the
number of cells in the defrosted medium varied between
ten thousands to millions.

The 10 and 16 frozen strains of Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. paracitrovorus remained active, the
number of vital cells varying from hundreds thousands to

millions, the cultures retained sufficient vitality and
promoted milk fermentation within 2—4 days. The
morphological characteristics of strains were found to be
stabile, with dyplococus predominating in microscopic
preparations and longer and shorter chains.

Keywords:
vitality.

lactic acid bacteria, frozen storage,

A. HlapkuHac

MOJBOP YCJIOBUI COXPAHEHUSI
3AMOPOXEHHbBIX KYJIbTYP

Pesome
Kyaeryper  Lactococcus lactis  subsp. lactis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,

Streptococcus thermophilus, Salmonella typhimurium
(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus cereus (ATCC 10876) xpaHWwiuch B
3aMOpPO’KEHHOM BHJE C LIENBI0 OLEHKH BIISIHHS COCTaBa
Cpeasl W TeMIepaTypbl XpaHEHHWs. 3alluTHBIE CpPeIsl
TOTOBWJINCH Ha OCHOBE O0E3KHMPEHHOTO MOJIOKa |
OynpoHa Mo3ra u cepana ¢ podasienuem 20, 30 u 40 %
rnunepuHa. KynabTypbl XpaHWINCh NpHU TeMIepaTrypax
Mmunyc 72 °C u munyc 18 °C.

Temneparypa muHyc 72°C Ooniee mnpuromHa s
COXpaHEeHHMsI KyJIbTYp 10 CpaBHEHHIO ¢ MUHYC 18 °C, xoTs
YCTOWYHMBOCTh IITAMMOB pazindaeTcs. boiee ycToiHuMBBI
S. typhimurium, ycroiunBocTs S. aureus cpemHss,
B. cereus myume coxpaHseTcs MpH TeMIEpaType MHHYC
72°C, a mpu muHyc 18 °C B HEKOTOPHIX BapHaHTaX HE
BBDKHBAET.

MomnouHokuciaele  Oakrepun  S.  thermophilus,
L. bulgaricus, L. lactis xopomio coxpaHuiuch B Te4eHHE
rojia BO BCeX BapHaHTaX CPebl MPU 00EUX TeMIlepaTypax.

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
u Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. paracitrovorus
B oOezxupeHHOM Moinoke ¢ 10 % riuuumepuHa mnpH
Temnepatype MuHyc 18 °C coxpaHuWNIHCh B TeUeHHE 3—
5 ner.

22 mrramma Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis coxpaHnmIu KXHM3HECTIOCOOHOCTH B TEUCHHE
3 neT, KOJIMYECTBO KH3HECIIOCOOHBIX KIETOK JOCTUTAJIO
MHJJTHOHOB, OHH OCTaJHCh AKTHBHBIMH W CBEPTHIBAIN
MOJIOKO B TedeHHe 18 dacoB, MOpPQOIOTHIECKUE
0COOEHHOCTH OCTAJIMCh YCTOMYMBBIMU.

3amoposkeHo aBe rpynmsl KyibTyp Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. paracitrovorus o 10 u 16 nrramMmmos,
yepe3 4 W S5 J€T OHM OCTAINCh AaKTHBHBIMH H
JKU3HECTIOCOOHBIMH.
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