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ABSTRACT

The growth dynamics of Lactobacillus spp. in sweet water- and milk-based substrates from cooked buckwheat
and amaranth flour were studied in this work. The numbers of lactobacilli were observed during fermentation in 5% CO,
atmosphere at 37 °C and storage (3 weeks at 6 °C). The earned data and estimated growth parameters showed that certain
strains grew well in the milk-based gruels, even water-based amaranth gruel. This was also the case of the species under
study characterized with the fastest growth. Based on the rates, only the strains of Lactobacillus rhamnosus GG and VT1
were able to grow with the values higher than 0.6 log CFU.mI™.h™ that can be expressed as the times to double (ty)
lower than 0.5 h. This was found in both the amaranth and buckwheat milk-based gruels and water-based amaranth gruels
but fermented only by the probiotic GG strain. The 3-week storage tests aimed on survival of the lactobacilli at 6 °C showed
minimal decrease of the counts in buckwheat gruels with the average rates of -0.084 and -0.004 log CFU.ml.d*
in water- and milk-based gruels, respectively. On the other hand in amaranth gruels, the numbers of lactobacilli slightly
increased with the rate of 0.02 log CFU.mlI™.d™, on average. The results of this pilot study pointed out thatthe selection
of suitablelactic acid bacteria should be performed for optimalfermentation of pseudo-cereal substrates. The numbers
of lactobacilli at the end of fermentation were not or very slightly affected by the type of substrateat 6°Cduring three weeks.
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UVOoD

Medzi tradicné fermentované ceredlne pozivatiny
zahfhame obycajne chlieb a kvasené napoje, ako pivo,
saké ainé. Vyvoj potravin podporovany viacerymi
vyskumnymi Stadiami d’alej vychadzal ztohto zakladu,
nakolko ceredlie si 'ahko dostupné, pestuju sa priblizne
na 73 % plochy obrabanej pody. Vyznacuju sa tiez
vysokym obsahom niektorych vitaminov, vlakniny
s prebiotickou funkciou a mineralnych latok. Skutoénost,
ze moOzu obsahovat niektoré antinutricné faktory,
ako kyselinu fytova, niektoré polyfenoly a enzymové
inhibitory, vedie vyskumnikov k snahe obohatit’ tieto
substraty ~ mlickom  aokrem  nutriéného,  zvysit
aj ich fermentaény potencial. Na druhej strane,
so zvySovanim sa incidencie potravinovych alergii
a intolerancii v 'udskej populécii sa vSeobecne vo vyzive
a tiez i pred vyskumnikmi zaoberajicimi sa fermentaciami
potravin objavili d’alSie vhodné substraty, ako napriklad
pseudoceredlie alebo pripadne strukoviny (Kockova
a Valik, 2011; Moroni et al. 2011; Kohajdova et al.,
2011). Napredujuci vyvoj vhodne fermentovanych
vyrobkov vyrobenych na baze tychto substratov, vratane
probiotickych, moZe viest’ nielen k obohateniu stravovania
celiatikov,  potravinovych alergikov  alebo  inak
metabolicky hendikepovanych l'udi, ale aj k vyvazeniu
stravovania zdravych l'udi.

Celiakia patri k jednym z najéastejsie sa vyskytujucich
chronickych ochoreni v zapadnych krajinach. Pred par
desiatkami rokov sa povazovala za relativne zriedkavi
chorobu s vyskytom jedného z 2500 obyvatel'ov (1:2500).
V stcasnosti postihuje svetova populaciu s vyskytom
1:100 az 1:300 (Bai et al., 2007), pricom riziko tohto
ochorenia sa zvySuje tym, ze sa moZze objavit’ kedykol'vek
v priebehu Zivota (Adams, 2007). Celiakia je znama

aj ako glutén senzitivna enteropatia. Toto ochorenie
je  charakterizované  sekundarnou  malabsorpciou,
kedy sa desStruuje Crevny epitel, zmenSuje sa Crevna
resorpéna plocha, a tym dochéadza k malabsorpcii vsetkych
stuCasti potravy (Turcéani a Maasova, 2002). Klinicka
i histologickd naprava stavu pacienta s celiakiou nastava
pri striktnej bezlepkovej diéte (Krajéirova, 2007).

Stucasny trh poskytuje viac moznosti bezlepkového
stravovania ako tomu bolo pred niekol'’kymi rokmi. Je vSak
aj nad’alej nutné, aby sa pozornost potravinarskeho
priemyslu obratila na vyvoj novych funkénych potravin,
ktoré su vhodné pre bezlepkovi diétu. Z nutriéného
hladiska s zaujimavé nahrady redlnych ceredlii — tzv.
pseudoceredliami, ktoré mozu spestrit’ jedalny listok.
V nasej S$tidii sme sa konkrétne zamerali na pohanku
a amarant. Fermentacia tychto pseudoceralii probiotikami
moze priniest’ novy trend vo vyvoji funkénych potravin.
Probiotikda maju vedecky dokazany pozitivny vplyv
na organizmus ¢loveka. St to mono- alebo zmesné kultary
zivych organizmov, ktoré po aplikacii prospesne
ovplyviiuju hostitel'a zlepSenim vlastnosti jeho vlastnej
mikroflory ~ (Nevoral, 2005). Hlavaymi kmenmi
s probiotickymi charakteristikami sa Lb. acidophilus,
Bifidobacterium spp., a Lb. casei (Shah, 2007).

Baktérie mlie¢neho kysnutia (BMK) musia spinat
niekol’ko kritérii, aby mohli byt pouzité ako probiotika.
Nesmu byt patogénne, ani toxické, musia byt geneticky
stabilné a spravne taxonomicky identifikované (Mercenier
et al., 2003; Prado et al., 2008). Musia odolat’ tranzitu
cez gastrointestinalny trakt, t. j. nizkej hodnote pH,
pritomnosti kyseliny chlorovodikovej, proteolytickych
enzymov a najmd lyzozymu, ktory spdsobuje lyzu
niektorych baktérii. V zazivacom trakte musia d’alej znasat
zI¢ové kyseliny a nizke povrchové napitie. Vyznamnym
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selekénym faktorom, ktory probiotické baktérie musia
prekonat, je peristaltika Criev a rychlost, ktorou prechadza
potrava traviacim traktom. Musia byt humanneho pévodu.
Probiotikum musi vykazovat’ prospesny efekt pre hostitel’a
a stabilizovat’ ¢revnu mikrofléru. Probiotickd baktéria
musi byt schopnd adherovat na intestindlne bunky
a kolonizovat’ lumen traktu, kde sucastou jej pozitivneho
pOsobenia  je  produkcia  antimikrébnych  latok
proti patogénom. V probiotickom produkte musi byt
zachovany vel’ky pocet buniek a ich viabilita. To znamena,
ze v Case konciacej trvanlivosti alebo najneskorsej
spotreby musia byt pritomné v koncentraciach
viac ako 10° KTJ.ml™. Iba v tejto a vysSej koncentracii
maju v ¢reve pozadovany ucinok (Gorner a Valik, 2004;
Parvez et al., 2006; Mattila-Sandholm et al., 2009).

Zakladny mechanizmus posobenia probiotickych baktérii
je spojeny so znizenim pH v suvislosti s tvorbou
organickych kyselin, s vlastnou ¢innostou metabolitov
alebo so syntézou antimikrobialnych latok. Okrem toho,
prichytenie probiotik na ¢revné epitelové bunky a nasledna
docasna kolonizéacia ¢reva, ma pravdepodobne zasadny
vyznam pre ich priaznivy Géinok na zdravie (Forestier
et al., 2001; Buriti et al., 2004).

Cielom prace bolo sledovat’ dynamiku rastu vybranych
kmenov/izolatov BMK v rastlinnom substrate
pocas 8 az 10 hodinovej fermentacie pri 37 °C a nasledne
pocas uchovavania hotového produktu pri 6 °C.

MATERIAL A METODY
Mikroorganizmy

V ramci prace sme sledovali rast nasledovnych
8 kmenov/izolatov BMK:

Lb. acidophilus 145je komerény kmeni od firmy
Christian aHansen a bol poskytnuty spolo¢nostou
Rajo a.s., Bratislava.

Lb. rhamnosus GG je zbierkovy kmen od finskych
mikrobiologov Ouwehanda a Salminena. Poskytla ho
Dr. Laukova z Veterinarneho ustavu v Kosiciach.

Lb. rhamnosus VTI1 izolovany =z tatarskej omacky
je zaradeny do Zbierky mikroorganizmov Ustavu
technologie mléka a tukit VSCHT v Prahe. Poskytla ho
Doc. M. Plockova, PhD.

Kmen Lb. paracasei subsp. paracasei 1753
je zbierkovym kmetiom z Masarykovej univerzity v Brne.

Lb. helveticus X A/2, Lb. paracasei VII B/10, Lb. casei
VIl B/6, Lb. plantarum 1l A/5 su izolaty zrezortnej

zbierky agropotravinarskych mikroorganizmov
Vyskumného ustavu  potravinarskeho v Bratislave,
Oddelenie = mikrobiolégie, = molekularnej  biologie

a biotechnoldgie.
Cisté kultary laktobacilov boli uchovavané v MRS
bujone (Merck, Darmstadt, Nemecko) pri 5+ 1 °C.

Startovacia kultiira

Z 24 hodinovej Cistej kultury BMK sa ziskala Startovacia
kultara, ktora sa scentrifugovala pri 6000 g 5 minut.
Nasledne bola premyta sterilnou destilovanou vodou
a opdtovne centrifugovana pri rovnakych podmienkach.
Po premyti sa zlial supernatant, pelet buniek
sa  rozsuspendoval v sterilnej  destilovanej  vode
v povodnom objeme, priCom sme dodrziavali postup
uvedeny Angelovom et. al. (2006).

Priprava ceredlnej kaSe

Ceredlna kasa bola pripravovana  z celozrnngj
pohankovej alebo amarantovej muky (Mlyn Zrno, Sigov),
mlieka alebo vody asacharozy (2 %). Pridavok
pohénkovej muky bol 8 % v pripade mlie¢nej kaSe a 12 %
pri priprave vodnych ka$i aamarantovej 14 %
(mlieénakasa) a20 % (vodnakaSa). Tieto pridavky
sa ukazali ako najvhodnejSie z hladiska stability kasi.
Po navazeni zloziek bola kasa na vodnej baze tepelne
osetrena pri 100 °C pocas 20 minat. Pri priprave
mlieénych kasi nasledovala po vareni aj sterilizacia.
Po ochladnuti boli kaSe anaerébne inkubovanépri 37 °C
pocas 8 az 10 hodin.

Fermentdcia a uskladnenie

Fermentacia sa zaCala po naockovani kase 5 %
Startovacej kultury a realizovala sa po dobu 8 — 10 hodin
anaerobne pri 37 °C, pricom sa kazdé dve hodiny
vySetroval rast BMK. Okrem toho sa sledoval pokles pH
kazdé styri hodiny. Po skonceni fermentacného procesu
sa kaSa uchovavala pri 6 °C asledovalo sa prezivanie
BMK a pokles pH pocas troch tyzdiov.

Stanovenie celkového poétu BMK

Predpokladané celkové pocty laktobacilov
sme stanovovali na MRS agare (Merck, Darmstadt,
Nemecko) zried'ovacou kultivaénou metédou podl'a normy
STN ISO 15214. Naockované Petriho misky so stuhnutym
MRS agarom sme kultivovali anaerdbne
pri teplote 37 £ 1 °C po dobu 48 az 72 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dynamiku rastu jednotlivych laktobacilov sme sledovali
Vv cerealnych kasiach  pripravenych z celozrnnej
pohankovej alebo amarantovej muiiky, sachardzy a mlieka,
resp. vody. Tieto muky sme zvolili hlavne kvoli tomu,
ze su vhodné pre vyzivu celiatikov vdaka vysokej
nutri¢nej hodnote a predstavuji nahradu cerealnych muk,
ktoré su pri bezlepkovej diéte prisne zakazané (Sterr
et. al, 2009). Vodna pohankova kasa bola zvolena
ako alternativa pre T'udi trpiacich laktézovou intoleranciou,
resp. alergiou na mlie¢ne proteiny.

Pre ilustraciu je na obr. 1 a2 znazorneny priebeh
rastovych &iar kmena Lb. acidophilus 145 v pohankovej
mlie¢nej avodnej kasi. V tabulke 1 je uvedeny prehlad
rastovych rychlosti jednotlivych laktobacilov v zavislosti
od substratu.

Vo vSeobecnosti vicSina  sledovanych  kmefiov
laktobacilov dosiahla vysSie koncentracie pri raste
v mlie¢nej kasi pocas fermentacie pri 37 °C, kde nadobudli
maximalne hodnoty 10° az 10° KTJ.ml™* v priebehu
8 az 10 h. Znac¢ne nizSie poCty boli zaznamenané pocas
fermentacie a skladovania vodnych ka$i, ¢o naznacCuje
niz§i rast a stabilitu probiotickych kultir v tychto
produktoch. Vodna kasa pravdepodobne obsahovala oproti
mlie¢nej menej Specifickych nutrientov potrebnych pre
rast laktobacilov. Laktobacily podl'a Charalampopoulosa
et al. (2002) a Curryho a Crowa (2011) vyzaduja pre
svoj rast fermentovatelné sacharidy, aminokyseliny,
peptidy, mastné estery, soli, derivaty nukleovych kyselin,
a vitaminy, najmd B skupiny a mineralne latky, priGom
tieto naroky sa liSia v z&vislosti od kmena.
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Obr. 1Dynamika rastu Lb. acidophilus 145 v pohankovej
mliecnej kasi pocas fermentacie
¢ - pri 37 °C; a uskladnenia m - pri 6 °C; o0 - zmena pH
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Obr. 2 Dynamika rastu Lb. acidophilus 145 v pohankovej
vodnej kasi pocas fermentacie
¢ - pri 37 °C; a uskladnenia m - pri 6 °C; o0 - zmena pH

hodnoty hodnoty
Tab. 1 Rastova rychlost [log KTJ.mlI>.h™] BMK v zavislosti od substratu
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pohanka + voda 0,126 0,268 0,16 0,463 0,154 0,235 0,212 0,347
pohanka + mlieko 0,912 0,731 0,272 0,264 0,219 0,219 0,515 0,226
amarant + voda 0,636 0,513 0,28 0,416 0,2601 0,213 0,485 0,311
amarant + mlieko 0,69 0,69 0,543 0,431 0,227 0,223
Najvyssiu rastova rychlost’ (Gr = 0,912 log KTJ.mI™.h™) v mlieénej faze wudrZiavala na stabilnej hodnote
pocas fermentacie pohankovej mlieénej kaSe dosiahol 102 KTJml®, ale vo vodnej doslo k vyraznému
Lb. rhamnosus GG. Valik et al. (2008) zaznamenali odumieraniu rychlostou - 0,025 log KTJml™h?

v UHT mlieku pri 35 °C rastovi rychlost kmena GG
028 % niz8iu ako v pohankovej kaSi, o naznacuje,
ze zlozenie pohanky (obsah vitaminov alebo inych
zloziek) podporuje rast laktobacila. Kmen GG zaroven
rastol 086 % rychlejSie v mliecnej kasi, Vv porovnani
s vodnou. Pri porovnani rychlosti rastu Lb. rhamnosus GG
vo vodnom prostredi amarantového a pohankového
produktu bol zaznamenany az 80 %-ny rozdiel,
kde sa ako vhodnejsi substrat ukazal amarant.
Pravdepodobne preto, ze amarant ma vysoky obsah
proteinov, aminokyselin a je bohaty na mineralne latky
a vitaminy (Moroni et al., 2011). Lb. acidophilus 145
preukazal vtomto médiu priblizne dvojnasobne vyssie
rastové rychlosti v porovnani s pohankovym, v oboch
fazach.

Z  nameranych vysledkov ~ vyplyva, Ze  takmer
vo vsetkych produktoch sa po 3 tyzdnovom skladovani
pri 6 °C wudrzali pocty laktobacilov nad hranicou
(10° KTJ.ml?") potrebnou pre pozadovany probioticky
ucinok v trdviacom trakte, dokonca u vicSiny kmetov
sa konecné hodnoty pohybovali v rozmedzi
10" az 10° KTJIml™. Jediny pokles pod spominanu
hrani¢ni koncentraciu sme zaznamenali pre probioticky
produkt fermentovany Lb. acidophilus 145 (obr. 2).
V pohankovom produkte sa koncentracia laktobacila

az na uaroveii 4,0.10° KTJml™ Helland et al. (2004)
sledovali rast Lb. acidophilus La5 v kukuri¢no-ryZovom
pudingu. Pocas 12 h fermentacie vodného pudingu
nezaznamenali vyznamny narast poctov a po ukonceni
21 dni trvajuceho skladovania boli pocty redukované
takmer na nulovi koncentraciu. V rovhakom pudingu
po¢ty Lb. acidophilus 1748 Klesli z koncentracie
10" KTJ.ml™ na konci 12 h fermentcie, na 3 az 4 log
poriadky po ukonceni 21 diového skladovania.

Amarantova kasa sa osvedcila ako stabilnejSie médium
z hladiska prezivania kmena Lb. acidophilus 145 pocas
uchovavania pri 6 °C, kde nastal mierny narast jeho poctov
v mliecnej aj vodnej kasi, dokonca vo vodnej bol narast
vys§i akonecné pocty dosiahli hodnotu tesne
pod 10® KTJ.ml™ (obr. 1).

Vo vSeobecnosti mozno konStatovat, ze koncentracia
laktobacilov v pohankovom produkte sa pocas 21 diiového
skladovania  udrziavala na  stabilnych  hodnotach
10 KTJ.ml? srozdielom 1 log poriadok, v zavislosti
od pouzitého laktobacila. Vynimkou bol uz spominany
Lb. acidophilus 145 alLb. helveticus X A/2, ktorého
koncentracia v mlie¢nej kasi klesla az o 1,5 log poriadku.
NajvysSie pocty na konci obdobia skladovania boli
zaznamenané v pohankovej mliecnej kasi fermentovanej
Lb. casei VII B/6 avamarantovom mlieénom produkte

ro¢nik 5

4/2011



potravinarstvo

fermentovanom Lb. rhamnosus GG a VT1 a tieto sa tesne
priblizili k Grovni 10° KTJ.ml™.

Napriek tvrdeniu, Ze obsah mlieka v kasi viac vyhovuje
spominanym kmefiom, v pripade amarantovej kase neboli
rozdiely v rastovych rychlostiach laktobacilov medzi

Vo vacsine pripravenych pohankovych produktoch doslo
k zmene pH o1 az 2 jednotky, Vv zavislosti od pouzitého
laktobacila. V mlie¢nej kasi, kde pH pokleslo priemerne
01 az 1,5 jednotky, sa konecnd hodnota pohybovala
v rozmedzi 4,5 az 5 a vo vodnom od 4 do 4,5. Amarantova

vodnou a mlieénou fazou produktov také vyrazné. Zistili kasa bola  stabilnej§ia  zhladiska zmeny pH.
sme, 7ze vodna pohankova kasa predstavovala najlepsie Pre prehladnost st rychlosti poklesu pH uvedené
prostredie pre rast Lb. paracasei subsp. paracasei 1754. Vv tabul’ke 2.
Tab. 2 Rychlost’ poklesu pH [h™]
o
; o ~ L
— Ce} 2 m <
8 s = é © = < =
[%} D < = > x
3 3 = = 0 @ = ) £
3 3 = 25 = 2 o =
c c Q 8 — > 8 = I
£ £ S s Y 'S I o Y=
=z = 'S g 8 @ & T T
= = © o g 3] o = S
g g g S S IS S g
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pohanka + voda -0,317 -0,234 -0,42 -0,329 -0,019 -0,025 -0,133 -0,026
pohéanka + mlieko -0,144 -0,114 -0,173 -0,075 -0,01 -0,001 -0,116 -0,003
amarant + voda -0,243 -0,176 -0,006 -0,105 -0,012 -0,015 -0,024 -0,208
amarant + mlieko -0,267 -0,19 -0,005 -0,002 -0,021 -0,172
V pohankovej vodnej kasi fermentovanej kmeiiom  ZAVER

Lb. acidophilus 145 bola zaznamenana najvy$§ia zmena
pH oproti pociato¢nému stavu, az o 2,5 jednotky
apo ukonfeni  obdobia  skladovania  dosiahlo
pH hodnotu 3,5. Tento fakt mohol prispiet’ k okamzitému
nastupu fazy odumierania Lb. acidophilus 145 po ukonceni
10 h fermentacie. Tento  jav pozorovali
aj Charalampopoulos et al. (2002) a Lonner a Akesson
(1988). Charalampopoulos et al. (2002) sledovali rast
Lb. acidophilus vsladovom médiu, ja¢mennom
apSenicnom extrakte bez akychkol'vek pridavkov.
Kvoli chemickému zloZeniu bolo sladové médium
vhodnejsie ako zvySné dve ceredlie, avSak jacmenny
a pSeni¢ny extrakt vykazovali zna¢ny protektivny efekt
na viabilitu Lb. acidophilus v kyslom prostredi, ked’Ze
laktobacil prejavoval citlivost’ na takéto prostredie. Zistili,
ze limitujicou hodnotou pH pre rast Lb. acidophilus bolo
pH 3,8 a laktobacil vstupil po fermentacii priamo do fazy
odumierania, pravdepodobne v désledku neschopnosti
zniest nizke pH média na konci exponencialnej fazy.
Lonner a Akesson (1988) vo svojej §tadii uréili tto
hodnotu na pH medzi 3,4 az 3,6, ktora zavisela od typu
pouzitého cerealneho substratu.

V amarantovej vodne;j kasi, kde obsah
Lb. acidophilus 145 pocas obdobia skladovania dokonca
narastal, bola kone¢na hodnota pH vplyvom fermentacne;j
¢innosti kmetia Lb. acidophilus 145 026 % vyssia
akov pohanke. Ztoho vyplyva, Ze amarant ma
pravdepodobne svojim zlozenim lepSiu pufrovaciu
schopnost’ nez pohanka.
i78i uchovavania
bola  pozorovana v pohankovej  mliecnej  kasSi
fermentovanej Lb. paracasei VII B/10, s kone¢nou
hodnotou 5,5.

Cielom prace bolo sledovat dynamiku rastu baktérii
mlie¢neho kysnutia v rastlinnom substrate, konkrétne
v pohankovej a amarantovej kasi S rozdielnym zlozenim,
za GCelom ich selekcie pre d’alSie prace zamerané na vyvoj
funkénej potraviny pre celiatikov.

Vicsina testovanych laktobacilov vykazovala dobry rast
v cerealnom produkte, dokonca sa ich obsah pocas 21 dni
skladovania udrziaval nad hranicou 10° KTJ.ml™
K vyraznému odumieraniu doslo len v pohankovej vodnej
kasi fermentovanej Lb. acidophilus 145, kde jeho obsah
po ukonéeni skladovacieho procesu klesol o4 log
poriadky. Pridavok mlieka v kaSovitych pseudocerealnych
substratoch mal pozitivny vplyv na rastové parametre,
stabilitu po¢tov pocas uchovavania a na zmeny pH hodnét,
ktoré boli vyvazené lepSou pufrovacou schopnostou
takéhoto substratu. NajvySSia rastovad rychlost’ bola
zaznamenana  V pohankovom  mliecnom  produkte
fermentovanom Lb. rhamnosus GG. Amarantova kaSa
tvorila  svojim  obsahom  stabilnejSie = médium,
¢o sa odrazilo na zmene pH a prezivani laktobacilov.
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