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Streszczenie

Utrwalanie biomasy bakterii z gatunku Lactobacillus plantarum w procesie obejmujacym
mieszanie bakterii z wilgotnymi no$nikami, takimi jak ziemniaczana skrobia rozpuszczalna,
glukoza, laktoza i sacharoza, a nast¢gpnie granulowanie i suszenie w suszarce fluidyzacyjnej
powoduje znaczne ostabienie komodrek bakterii, co skutkuje szybkim obnizaniem si¢
aktywnos$ci biologicznej preparatéw w trakcie ich przechowywania. Dodatek substancji
ochronnych — sorbitolu i betainy do biomasy przed zmieszaniem jej z nosnikami nie eliminuje
efektu letalnego w trakcie przechowywania, a korzystnym efektem dziatania tych substancji
jest jedynie podwyzszenie przezywalnosci w czasie dehydratacji o okoto 30%. Przezywalnos¢
komorek bakterii w czasie 12 miesigcy przechowywania jest nadal niska — na poziomie
znacznie nizszym niz 10%.

Stwierdzono, ze modyfikacja technologii, polegajaca na oddzielnym przygotowaniu
granulowanego nosnika o okreslonym sktadzie, a nastgpnie nanoszeniu na niego biomasy
w trakcie procesu fluidyzacji w temperaturze 30-33°C, powoduje niewielkg poprawe
przezywalnosci bakterii w czasie dehydratacji ale znaczaco podwyzsza przezywalno$¢
bakterii w czasie przechowywania preparatow. Liczba bakterii w preparatach wykonywanych
dwuetapowo zmniejszata si¢ o niecale 20% w czasie 3 miesiecy przechowywania
w warunkach chiodniczych (temperatura 8°C), podczas gdy w preparatach zawierajacych
substancje ochronne, ale wykonywanych jednoetapowo, po tym samym okresie
przechowywania liczba bakterii malata o ponad 80%.

Stowa kluczowe: Lactobacillus plantarum, suszenie fluidyzacyjne, przezywalnos¢
bakterii
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SURVIVABILITY OF LACTOBACILLUS PLANTARUM K DURING FLUIDIZED
BED DRYING AND STORAGE

Summary

Preservation of biomass of bacteria from Lactobacillus plantarum species in the process,
which covers mixing the bacteria with wet carriers such as soluble potato starch, glucose,
lactose and saccharose and then, their granulation and drying in fluidized bed dryer causes a
considerable depletion of bacterial cells what, in consequence, results in a quick decrease of
biological activity of the preparations during their storage. The addition of protective
substances — sorbitol and betaine — to biomass before its mixing with the carriers does not
eliminate the lethal effect during the storage; one favourable effect of the influence of the
mentioned substances results only in the rise of survivability by ca. 30% during hydration.
The survival rate of bacterial cells during 12 months of storage remains still low, i.e. it is
found on the level lower than 10%.

It was found that modification of technology, consisting in separate performance of
granulated carrier with a specified composition and then, carrying the biomass over it during
the fluidization process at temperature of 30-33°C, causes a small improvement of
survivability of bacteria during hydration but a considerable rise of the survivability during
the storage of the preparations. The number of bacteria in the preparations, performed in two
stages was decreased by less than 20% during 3 months of storage under refrigeration
conditions (temperature of 8°C) whereas in the preparations containing the protective
substances, but produced in one stage, the number of bacterial cells was decreased by more
than 80% after the same period of storage.

Key words: Lactobacillus plantarum, fluidized bed drying, survivability of bacteria

WSTEP

W Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego opracowano technologie
produkcji grupy preparatow probiotycznych i do kiszenia pasz. Sg to preparaty wytwarzane
pod postaciag suchych granulatow, ktorych aktywnym skladnikiem sa kultury bakterii
pozostajace w stanie anabiozy. Jednym z podstawowych parametrow determinujacych
warto$¢ tych preparatow jako produktow handlowych jest ich trwatos¢, ktorej wskaznikiem
jest aktywno$¢ biologiczna niezmienna lub zmniejszajaca si¢ w niewielkim stopniu, w jak

najdtuzszym czasie od momentu wyprodukowania.
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Wszystkie procesy fizyko-chemiczne zachodzace podczas dehydratacji nie pozostajg bez
wplywu na aktywno$¢ biologiczng komorek bakterii, zarowno bezposrednio po zakonczeniu
suszenia jak i w trakcie przechowywania preparatow. Sktad preparatéw w duzej mierze
uzalezniony jest od ich funkcji aplikacyjnej oraz od sposobu dozowania, tzn. od tego czy
preparaty przeznaczone sg do kiszenia pasz czy majg by¢ stosowane jako probiotyki dla
okreslonych grup zwierzat. Z przeznaczeniem preparatow wigze si¢ potrzeba ich dobrej lub
powolnej rozpuszczalnosci, natomiast ze sposobu dozowania (Stosowanie wodnych
roztworow przetrzymywanych przez wiele godzin w trakcie sporzadzania kiszonek) wynika
konieczno$¢ stabilno$ci wodnych zawiesin nierozpuszczalnych sktadnikow preparatow.
Uzyskanie dobrej rozpuszczalno$ci preparatOow wymusza zastosowanie nos$nikow
rozpuszczalnych, a potrzeba szybkiego wznowienia przez drobnoustroje funkcji zyciowych,
niemal bezposrednio po ich uwodnieniu, determinuje zastosowanie mono- badz
polisacharydéw - substratow tatwo metabolizowanych przez bakterie fermentacji mlekowej.
Z kolei wymogi technologiczne procesu produkcji preparatow narzucaja konieczno$¢ uzycia
substancji mogacych, w mieszaninie sktadnikow, peli¢ role substancji ,,strukturalnych”,
ktore w trakcie procesu mieszania wilgotnej biomasy ze wszystkimi komponentami
uniemozliwiajag ptynigcie uzyskanej pasty 1 jednocze$nie zapewniaja powstawanie cech
korzystnych w trakcie procesu granulacji. W opracowanej technologii takg role spetnia
skrobia rozpuszczalna, bedgca polisacharydem czg¢éciowo metabolizowanym przez bakterie,
a jednoczesnie dobrze tolerowanym przez wszystkie grupy zwierzat, dla ktorych
przeznaczone s3 probiotyki opracowane w IBPRS. Jednak obecnos$¢ cukrow (glukozy,
sacharozy), zastosowanych w preparatach jako nos$niki, powoduje powstawanie duzego
cisnienia osmotycznego w wilgotnych preparatach i w konsekwencji prowadzi do duzej
$miertelnos$ci komorek bakterii.

Jednym z istotnych probleméw przemystu biotechnologicznego jest otrzymywanie
stabilnych preparatow kultur bakteryjnych jak najnizszym kosztem. Zywe mikroorganizmy
naleza do najbardziej ztozonych uktadow heterogenicznych poddawanych suszeniu, z czego
wynika zlozonos$¢ probleméw zwigzanych z utrwalaniem biomasy bakteryjne;.

Biomasa bakterii fermentacji mlekowej, wydzielona z ptynu pohodowlanego, zawiera
w wigkszosci zywe komorki bakterii. Jednak pomimo przechowywania takiej biomasy
W obnizonej temperaturze (okoto 8°C) po pewnym czasie zywotno$¢ populacji znacznie si¢
zmniejsza, co stwierdzono na podstawie wlasnych badan (dane niepublikowane) oraz
potwierdzaja inne zrodta [Miiller, 1990]. Konieczno$¢ obecnosci wody w zywych komorkach

wynika z faktu, ze jest ona sktadnikiem struktur komorkowych, rozpuszczalnikiem enzymow,
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substancji pokarmowych, krystaloidow 1 koloidow [Jasinski, Kilarski, 1987]. Wywotany
procesem suszenia ruch ciepta i masy w ukladzie o poczatkowo pelnej aktywnos$ci
biologicznej, jakim sa komorki bakterii (w ktorych woda stanowi 75-85% objetosci)
wydzielone z plynu pohodowlanego bezposrednio po zakonczeniu hodowli, narusza
pierwotny stan ustalony, a zmiany zachodzgce w wyniku obnizania wilgotno$ci ustajg dopiero
W momencie osiagni¢cia przez organizm i $rodowisko rownowagi termodynamiczne;.
Transport ciepta i masy w komorce, a takze pomiedzy komorka i otoczeniem, przebiega
W sposob specyficzny, poniewaz towarzyszga mu przemiany fizykochemiczne i1 biologiczne,
typowe dla danego szczepu oraz fazy wzrostu, w jakiej si¢ on znajduje [Chmiel, 1994].
W czasie odwadniania organizm traci wod¢ wolng, aktywng biologicznie, a pozostaje w nim
woda nieaktywna biologicznie, zwigzana w postaci otoczek grup polarnych substancji
stanowigcych szkielet Zelu protoplazmy. W wodzie nieaktywnej nie rozpuszczaja si¢
substancje znajdujace si¢ w przestrzeniach wolnych struktury zelowej 1 jest to jedna
z przyczyn zatrzymania przemian biochemicznych. Przemiana biatek protoplazmy
Z hydrozolu w hydrozel, post¢pujaca w miar¢ odprowadzania wody z komorki, prowadzi do
zahamowania funkcji zyciowych uktadow, w stopniu uzaleznionym od ilo$ci pozostawione;j
wody [Kudra, Strumitto, 1998]. W nowym stanie ustalonym - anabiozie, ktéory mozna
zdefiniowa¢ jako stan okresowego, odwracalnego zatrzymania funkcji Zyciowych,
a nazywanym inaczej stanem zycia utajonego, wszelkie procesy zyciowe odbywajg si¢
w minimalnym stopniu, natomiast w przypadku zaistnienia odpowiednich warunkéw ich
intensywno$¢ moze wzrosna¢ do normalnego poziomu [Nicklin i in., 2004].

Bioragc pod uwage wiasciwosci fizyczne koloidu, materiaty mikrobiologiczne nalezy
zakwalifikowa¢ do ciat koloidalnych o strukturze kapilarno-porowatej, z wszystkimi
postaciami zwigzania wody z materialem. Struktura ptynu komoérkowego ciagle si¢ zmienia,
co wynika z ruchliwo$ci wody. Woda odgrywa istotng rolg¢ w stabilizacji konformacji biatek,
a dzieki oddziatywaniu wody, bialka 1 thuszcze tacza si¢ tworzac lipoproteidy [Tutowa, Kuc,
1991]. Pod wplywem podwyzszone] temperatury w czg¢sci uwodnionej pekaja wigzania
wodorowe 1 zachodza zmiany w konfiguracji bialek. Szczeg6lnie wazng role odgrywa woda
W membranach, ktére moga powstawaé tylko w s$rodowisku wodnym, a woda stanowi
30-50% ich masy, przy czym 25-30% wody w membranach wystepujew postaci Scisle
zwigzane] z innymi czgsteczkami. Przepuszczalno$¢ membran naturalnych dla wody jest
duza, ale transport wody w uktadach biologicznych jest niezwykle powolny i catkowicie
zalezny od gradientu st¢zenia i ci$nienia oraz praw dyfuzyjnego oddziatywania z innymi

sktadnikami. Odwadnianie powoduje nie tylko usuwanie wody ze $rodowiska, w ktorym
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przebiegajg reakcje biochemiczne, lecz takze wpltywa na gl¢bokie zmiany strukturalne na
poziomie biopolimeréw, membran i organdw, w istotnym stopniu zmieniajac ich opornos$¢ na
dziatanie czynnikéw zewnetrznych. Niskie 1 wysokie temperatury, promieniowanie, zmiany
cisnienia, lepkosci 1 pH $rodowiska oraz inne czynniki fizyczne powodujg uszkodzenie
protoplazmatycznej struktury komoérek i1 wywolujg zaburzenia w procesach przemiany
mogace doprowadzi¢ do zamierania tych komorek. Zamieranie mikroorganizmoéw moze
zachodzi¢ na skutek naruszenia struktury $ciany komorkowej, denaturacji termicznej biatek
komorkowych, zmian stezenia substancji rozpuszczalnych w poszczegolnych czesciach
uktadu lub wzrostu lepkosci §rodowiska, a w konsekwencji hamowania procesoOw wymiany
w uktadzie, az do ich catkowitego przerwania.

W procesach przemystowych drobnoustroje wprowadza si¢ w stan anabiozy gtownie
W celu przedtuzenia ich aktywnosci biologicznej i biochemicznej, jednak w rzeczywistosci
anabioza wywoluje w cze$ci populacji komorek efekt letalny, ktorego przyczyng moze byé
miedzy innymi destrukcja i deformacja btony komodrkowej Iub denaturacja biatka
komoérkowego [Bayrock, Ingledew, 1997]. Biomaterialy czule na dziatanie wysokiej
temperatury musza by¢ suszone z zastosowaniem takich technik, ktére nie powoduja
obnizenia aktywnos$ci biologicznej i biochemicznej, zapewniajac jednocze$nie obnizenie
zawartosci 1 aktywnos$ci wody. Techniki prowadzace do uzyskania odwodnionego
biomateriatu wysokiej jakosci sg bardzo zrdznicowane. Oprdécz wyboru wilasciwe] metody
suszenia bardzo istotne jest roOwniez zastosowanie dodatku membranoaktywnych czynnikéw
regulacyjnych, takich jak: weglowodany, hydrokoloidy, serwatka czy mleko w proszku
[Abadias 1 in., 2001]. Stwierdzono roéwniez, ze korzystny efekt w postaci zwigkszenia
przezywalno$ci drobnoustrojow w czasie procesu odwadniania mozna uzyska¢ poprzez
zastosowanie immobilizacji komorek, np. w alginianie wapnia [ Turker, Hamamci, 1998].

W  produkowanych w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
preparatach probiotycznych i do kiszenia pasz jako wypekniacze stosowane sg cukry, takie jak
glukoza, laktoza czy sacharoza. Doktadny mechanizm uczestniczenia cukrow w utrzymaniu
integralnosci odwodnionych biomaterialéw jak dotad nie zostal catkowicie wyjasniony, ale
postawiono dwie hipotezy. Wedlug pierwszej z nich podczas procesu odwadniania cukry
tacza si¢ z biatkami i zastepujac czasteczki wody powoduja utrzymanie struktury biatek nie
pozwalajac na ich denaturacj¢ [Saleki-Gerhardt 1 in., 1995]. Na podstawie tej teorii mozna
wnioskowaé, ze wiekszo$¢ mono-, di- i trisacharydow mozna zastosowa¢ do ochrony
wrazliwych materialow przed negatywnymi skutkami suszenia. Praktyka pokazuje jednak,

ze efekt poprawy stabilno$ci biomateriatow (enzymoéw, liposomow, lekow i drobnoustrojow)
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suszonych zréznymi weglowodanami jest zroznicowany. Wiadomo np., ze obecno$é
sacharozy i sorbitolu wptywa korzystnie na aktywno$¢ biologiczng preparatow, chronigc
uktad enzymatyczny komoérek przed utlenianiem [Smirnoff, Cumbes, 1989]. Jednak sorbitol
charakteryzuje si¢ niekorzystnym dziataniem w warunkach obnizania temperatury do wartosci
—2 °C. Wielu badaczy stwierdza, ze spoérod weglowodandw najefektywniejsze dzialanie
ochronne wykazuje trehaloza, maltoza i laktoza, a nastgpnie sacharoza, glukoza, fruktoza
i sorbitol [Leslie i in., 1995; Diniz-Mendes i in., 1999; Cardona i in., 2002]. Ustalono, ze przy
zastosowaniu suszenia prozniowego oraz liofilizacji biomasy bakterii z gatunku Lactobacillus
plantarum dodatek weglowodandéw jest wrecz niezbedny (Augustynowicz, Szaraniec
I Kaszycki, 2004). Wyniki innych badan sugeruja, ze np. dodatek laktozy, sacharozy lub
adonitolu powoduje wzrost przezywalnosci Lactobacillus plantarum w czasie liofilizacji,
w zakresie od okoto 1 do 34-86 % [Morihci, 1974; Kilara, Shanani i Das, 1976; Font de
Valdez i in., 1985; Champagne i in., 1991]. Suszenie preparatow bakteryjnych z dodatkiem
sorbitolu powoduje nawet wzrost przezywalnos$ci do poziomu znacznie przekraczajacego 90%
[Leviense, Riet K-van’t, 1994].

Alternatywny punkt widzenia, dotyczacy pozytywnego wptywu cukrow na labilne uktady
biologiczne, wiaze si¢ ze sktonnoscig cukrow do przechodzenia w amorficzny stan szklisty.
Taka forma, sama w sobie, w wystarczajagcym stopniu stabilizuje suszony material. Granica
pomiedzy ruchomym i stabilnym stanem ukladu jest $ciSle zwigzana ze stgzeniem cukru
[Slade, Levine, 1995].

Ciekawych informacji na temat ochronnego dziatania rdéznych substancji dostarczaja
badania nad bakteriami bytujacymi w ekstremalnych warunkach. Przykladowo badania
piezopsychrofilnej bakterii Colwellia psychroerythraea 34H, ktorej DNA zostat catkowicie
zsekwencjonowany w 2005 roku, pozwolily na identyfikacje biatek najistotniejszych dla
przezycia komorek. Badania te dostarczyly tez cennych informacji dotyczacych
specyficznych substancji umozliwiajgcych przezycie w warunkach niskich temperatur,
wysokich ci$nien 1 niedoboru substancji odzywczych w $§rodowisku. Do substancji tych
naleza migdzy innymi betaina i karnityna [Turkiewicz, 2006]. Wymieniona tutaj betaina
nalezy do bardziej znanych substancji ochronnych — osmoregulacyjnych, ktére oprécz
umozliwienia komorkom utrzymywania odpowiedniego cisnienia turgoru podczas stresu
osmotycznego, wptywaja pozytywnie na stabilizacj¢ blon komoérkowych 1 struktury biatek
[Rudolph iin., 1986; Kets, de Bont 1994; Powatowski i in., 2002].

W S$wietle do§wiadczen, wykonywanych systematycznie w Instytucie Biotechnologii

Przemyshu Rolno-Spozywczego, oraz wynikow prac innych badaczy mozna stwierdzic,
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ze dodatek cukrow stosownych w opracowanej technologii produkcji biopreparatow moze
stwarza¢ rowniez pewne niekorzystne implikacje zwigzane z przezywalno$cig bakterii
I stabilnoscig preparatow [Miecznikowski, Lenart, 2010]. W odwadnianych mieszaninach
sktadnikow biopreparatow nastepuje rekrystalizacja cukrow, w efekcie ktorej zachodzi
prawdopodobnie uszkodzenie czeSci komorek i pogorszenie stanu fizjologicznego calej ich
populacji. Skala tego zjawiska nie jest jeszcze znana, a sformutowana teza wymaga
weryfikacji 1 opracowania sposobow zapobiegania temu procesowi. Niepublikowane wyniki
badan prowadzonych w IBPRS wskazujg, ze dodatek hydrokoloidéw polisacharydowych
moze pozytywnie oddzialywa¢ na stabilno§¢ produkowanych preparatow. Wykonane
doswiadczenia dotycza zastosowania gumy ksantanowej. Lancuch gléwny czasteczki gumy
ksantanowej zbudowany jest z jednostek D-glukozy potaczonych wigzaniami f (1-4) tak
samo jak to ma miejsce w tancuchu celulozy. Mniej wigcej przy co trzeciej jednostce
D-glukozy od tancucha gtéwnego odchodzg krotkie odgatezienia boczne, zbudowane z dwoch
jednostek D-mannozy i jednej czasteczki kwasu glukuronowego. Taka budowa sprawia, ze
tancuchy gumy ksantanowej sg raczej sztywne, co zapewnia im niezwykla stabilno$é¢
i opornos¢ na temperaturg, kwasy i zasady. Wiele mikroorganizmoéw wytwarza w sposob
naturalny powloki zbudowane z polisacharydow w celu odizolowania si¢ od innych
organizméw lub zachowania odpowiedniej wilgotnosci w niesprzyjajacych warunkach.
Powloki te tworza dookota mikroorganizmu warstwe zelu lub, przy niedostatku wody, $cisle
przylegajacy film, ktéry zabezpiecza komoérke przed wysuszeniem oraz umozliwia ponowng
rehydratacj¢ [Kowalski, Sikora, 2004]. Wykorzystanie przez analogi¢ takich naturalnych
zjawisk wystepujacych w przyrodzie moze zaowocowac oczekiwanymi rezultatami w postaci
podwyzszenia stabilno$ci biopreparatow, jednak teza ta wymaga eksperymentalnego

potwierdzenia.
CEL PRACY
Celem pracy bylo okreslenie wptywu zastosowanych no$nikéw i substancji ochronnych

oraz sposobu nanoszenia biomasy na no$nik na przezywalno$¢ bakterii w czasie suszenia

fluidyzacyjnego i przechowywania w warunkach chtodniczych.
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MATERIAL I METODY BADAN

Badany mikroorganizm to Lactobacillus plantarum K - KKP/593/p — szczep
wyizolowany z S$rodowiska naturalnego w Zakladzie Technologii Fermentacji Instytutu
Biotechnologii  Przemystu  Rolno-Spozywczego, charakteryzujacy si¢  zdolnoscig
syntetyzowania zewnatrzkomérkowych enzymow amylolitycznych oraz wysoka dynamika
syntezy kwasu mlekowego.

Biomasa bakterii Lactobacillus plantarum K po zakonczeniu hodowli byta wydzielana
Z ptynu pohodowlanego poprzez wirowanie w wirdwce okresowej Jouan, przy 8661 obr/s
I wspotczynniku zwielokrotnienia przyspieszenia ziemskiego okoto 13 000 - g, ktory, przy
odpowiednio dobranym czasie przebywania ptynu pohodowlanego w rotorze wirdwki,
wystarcza do wydzielenia komorek bakterii z ptynu. Srednia liczba bakterii w biomasie po
wirowaniu wynosita 2,3-10' j.t.k./g.

W pracy przebadano siedem nos$nikow biomasy bakterii o roznych sktadach. W sktad

no$nikéw wchodzily nastepujace substancje: skrobia rozpuszczalna, laktoza, sacharoza
(w postaci cukru pudru), glukoza, maltodekstryna niskoscukrzona oraz granulowane mleko
w proszku. Jako substancje ochronne stosowano betaing 1 sorbitol. Do$wiadczenie
przeprowadzono w czterech wariantach: preparat bez dodatku substancji ochronnej — wariant
kontrolny oraz badanie wptywu substancji ochronnej — dodatek samego sorbitolu, samej
betainy oraz obu substancji tgcznie. Substancje ochronne najpierw mieszano dokladnie
Z biomasg, po czym biomas¢ mieszano z nos$nikami i granulowano, a nast¢pnie uzyskany
granulat suszono fluidyzacyjnie. W otrzymanych biopreparatach oznaczano liczbg bakterii —
bezposrednio po suszeniu oraz po 1, 2, 3, 6 1 12 miesigcach przechowywania w warunkach
chlodniczych, w temperaturze okoto 8°C.
W doswiadczeniach stosunek masy biomasy bakterii do masy no$nikow wynosit od 1 :
13,5, do 1 : 27, z tym, Ze niezaleznie od sktadu no$nikow w kazdym z nich byla skrobia
rozpuszczalna. Otrzymywane preparaty miaty posta¢ granulatdéw wykonywanych przy uzyciu
sit o otworkach 1,5 x 1,5 mm.

Suszenie biopreparatow wykonywano w laboratoryjnej suszarce fluidyzacyjnej
0 dziataniu okresowym. Temperatura powietrza suszacego wynosita 33-35 °C, a czas suszenia

wynosit 20 minut.
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Kontrole powtarzalnosci przebiegu wszystkich doswiadczen wykonywano poprzez
prowadzenie nast¢pujacych pomiardw parametrOw procesu suszenia: oznaczanie zawarto$ci
suchej masy w preparatach, pomiary przeplywu powietrza, pomiary temperatury wewnatrz
zloza fluidalnego oraz pomiary wilgotno$ci powietrza.

Aktywno$¢ Dbiologiczng preparatow bezposrednio po suszeniu i w trakcie
przechowywania okres$lano poprzez oznaczanie liczby bakterii fermentacji mlekowe;,
wyrazanej liczba jednostek tworzacych kolonie (j.t.k./g), dokonywane metoda posiewdw na
podiozu statym - MRS.

Przezywalno$¢ bakterii w czasie suszenia i przechowywania, wyrazang w procentach,
okreslano jako stosunek liczby bakterii oznaczonej w wysuszonym preparacie do poczatkowe;j
liczby bakterii w wilgotnym preparacie przed suszeniem. W obliczeniach uwzgledniano
zmiang wilgotnosci preparatu w czasie suszenia oraz rozny stosunek masy sktadnika
biologicznego do masy no$nikow, w =zaleznosci od wariantu przeprowadzanego

doswiadczenia.

WYNIKI I DYSKUSJA

W  pierwszym etapie pracy przeprowadzono doswiadczenia majace na celu
stwierdzenie czy czas przebywania komorek bakterii w rotorze wirdwki wplywa na
aktywno$¢ biologiczng uzyskiwanej biomasy. Doswiadczenie wykonano w trzech
powtorzeniach. Wirowaniu poddawano cztery probki ptynu pohodowlanego, a wyniki

zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Aktywnos¢ biomasy bakterii uzyskanej po wirowaniu w réznych warunkach

Activity of bacterial biomass, obtained after centrifugation in different conditions

Czas wirowania, min Liczba bakterii, j.t.k./g
15 2,0 10"
90 3,4- 10"
180 1,1- 10"
270 3,5-10"

W przebadanym przedziale czasu nie stwierdzono wplywu czasu wirowania na

przezywalno$¢ komorek bakterii.
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Wymog dobrej rozpuszczalno$ci preparatow bakterii  fermentacji  mlekowe;j
determinuje rodzaj substancji, ktore moga by¢ wykorzystywane jako no$niki komorek
bakteryjnych. Rodzaj no$nikow uzalezniony jest réwniez od stosowanej metody
przygotowania preparatow do suszenia oraz techniki samego procesu suszenia. W przypadku
suszenia fluidyzacyjnego granulowanych preparatéw bakteryjnych stwierdzono, ze ze
wzgledu na dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, tatwa dostgpnos$¢ na rynku i stosunkowo niska
cen¢ oraz wymagania pokarmowe bakterii fermentacji mlekowej, najodpowiedniejszymi
no$nikami sg substancje z grupy sacharydow. Jednak substancje te majg takze wady, do
ktérych nalezy wlasnie rozpuszczalno$¢ — wymagana w momencie aplikacji preparatow
w postaci wodnych zawiesin i niekorzystna w trakcie mieszania wilgotnej biomasy
z nosnikami, a nast¢pnie granulowania otrzymanej mieszaniny przed suszeniem. Sacharydy
rozpuszczalne w kontakcie z §rodowiskiem wodnym ulegaja czeSciowemu uptynnieniu badz
catkowitemu rozpuszczeniu. Niezaleznie od stopnia uwodnienia cukry w trakcie suszenia
konwekcyjnego ulegaja rekrystalizacji. Proces ten w niekorzystnych warunkach moze
powodowa¢ uszkadzanie bton komorkowych bakterii, a zatem znaczne ostabienie badz
usmiercanie komorek. W celu przebadania rzeczywistego wplywu tego zjawiska na
aktywno$¢ biologiczng biomasy w czasie suszenia i przechowywania sporzadzono preparaty
0 roznych sktadach nos$nikow, po czym poréwnywano przezywalnos¢ bakterii w tych
preparatach, w procesie suszenia oraz przechowywania przez okres 12 miesigcy,
w warunkach chtodniczych. Wyniki tych doswiadczen przedstawiono na rysunku 1.

Najwyzsza liczba bakterii bezposrednio po zakonczeniu suszenia - 6,3-10° jtk/g,
charakteryzowal si¢ preparat zawierajacy jako nosniki mieszaning skrobi rozpuszczalne;j,
sacharozy, laktozy i glukozy, za$ najnizszg liczbg bakterii — 5 ,5-108 jtk/g charakteryzowat si¢
preparat, w ktorym jako nos$niki wykorzystano skrobi¢ i maltodekstryng. Po 12 miesigcach
przechowywania najwicksza liczbe bakterii (2,5-10° jtk/g) oznaczono w preparacie
zawierajacym jako no$niki skrobi¢ rozpuszczalng, sacharozg, laktoze 1 glukoze, a najnizsza
liczbe bakterii (3,5:10° jtk/g) oznaczono w preparacie, w ktorym jako nosniki uzyto skrobie
i glukoze. Przezywalno$¢, definiowana jako stosunek oznaczonej liczby bakterii
W wysuszonym preparacie do poczatkowej liczby bakterii w wilgotnym preparacie przed
suszeniem przedstawiono na rysunku 2. W obliczeniach uwzgledniano zmiang wilgotno$ci
preparatu w czasie suszenia.

Sposrdd przebadanych preparatow najwyzsza przezywalno$cig w procesie suszenia,
wynoszaca 75,8%, charakteryzowal si¢ preparat zawierajacy jako nos$niki skrobie

rozpuszczalng, sacharoze, laktozg i glukoze; stwierdzono réwniez dobra przezywalnosé
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W preparacie zawierajagcym skrobi¢ i sacharoze oraz skrobie i laktoz¢ — odpowiednio 69,2%
1 61,5%. Najgorzej proces suszenia przetrwaty komorki bakterii w preparacie zawierajagcym

skrobi¢ 1 maltodekstryne — przezywalno$¢ wynosita jedynie 3,5%.

—m— skrobia Nosnik

—e— skrobia + sacharoza

—a— skrobia + glukoza

—O— skrobia + laktoza

—x— skrobia + maltodekstryna
—O0— skrobia + mleko granulowane

1.00E+09 A A A S krob|a+sacharoza+glukoza+Iaktoza

1,00E+10

1,00E+08 oo g Mo N

T,00EHQ7 oo N e

liczba bakterii w preparacie, j.t.k./g

1,00E+06 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

czas, miesigce

Rysunek 1. Liczba bakterii w preparatach bezposrednio po suszeniu oraz w czasie
przechowywania, w zaleznoSci od sktadu nosnika
The number of bacteria in preparations, directly after drying and during

storage period, depending on the composition of the carrier

Najwyzsza przezywalnoscia po 12 miesigcach przechowywania (3,0%) charakteryzowat si¢
preparat zawierajacy skrobi¢ rozpuszczalng, sacharoze, laktoze i1 glukoze jako nosniki,
a najnizszg przezywalnos$¢ stwierdzono w przypadku preparatu wykonanego z zastosowaniem
skrobi 1 glukozy (0,04%). Generalnie nalezy stwierdzi¢, ze we wszystkich preparatach
przezywalno$¢ komorek bakterii, juz po trzech miesigcach przechowywania w warunkach
chtodniczych, byta bardzo niska — w najlepszym, podanym wyzej preparacie wynosita jedynie

11%, co prawdopodobnie oznacza, ze wigkszo$¢ komorek, przezywajacych proces suszenia
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prowadzony w warunkach wykonywanego eksperymentu, jest na tyle ostabiona, ze obumiera

bardzo szybko w czasie przechowywania.

100,0 —8— skrobia Nosnik
—e— skrobia + sacharoza
N —a— skrobia + glukoza
i —O— skrobia + laktoza
—x— skrobia + maltodekstryna
—O— skrobia + mleko granulowane
10,0 N\ Do —8— skrobia + sacharoza + glukoza + laktoza
< ]
:E“ 3
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'cM:s 4
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S| 1,04
Q ]
= ]
Qo
g ]
2 1
@] _
g
<
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0] ]
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Rysunek 2. Przezywalno$¢ bakterii w czasie suszenia i przechowywania przez 12
miesiecy

Survivability of bacterial during drying and storage for 12 months

Do dalszych badan wytypowano preparat zawierajacy jako no$niki: skrobig
rozpuszczalng, sacharoze, laktoze i glukoze. Jako substancje ochronne stosowano betaine
i sorbitol. Doswiadczenie przeprowadzono w czterech wariantach: preparat bez dodatku
substancji ochronnej, z dodatkiem sorbitolu, betainy oraz obu substancji lacznie. Wyniki
przedstawiono na rysunku 3.

Bezposrednio po procesie suszenia liczba bakterii w preparatach byla nastepujaca: proba
kontrolna — 4,4-10° jtk/g, preparat z dodatkiem betainy — 5,4-10° jtk/g, preparat z dodatkiem
sorbitolu — 5,9-10° jtk/g, preparat z dodatkiem betainy i sorbitolu — 7,1-10° jtk/g, co
odpowiadato przezywalno$ci bakterii na poziomie: 53,6, 65,8, 71,9, 86,5 %. Po 12 miesigcach
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przechowywania preparatow liczba bakterii byta nastepujaca: proba kontrolna — 3,1-10® jtk/g,
preparat z dodatkiem betainy — 3,9-10° jtk/g, preparat z dodatkiem sorbitolu — 4,3-10° jtk/g,
preparat z dodatkiem betainy i sorbitolu — 4,7-10° jtk/g, co odpowiadato przezywalnosci
bakterii na poziomie: 3,78, 4,75, 5,24, 5,73%.

1,00E+10 —&— wariant kontrolny
—e— preparat z dodatkiem betainy
—a— preparat z dodatkiem sorbitolu
—O— preparat z dodatkiem betainy i sorbitolu
2
X
o
<
;5;_ 1,00E+09
o
=
8
=
8
8
2
1,00E+08 T . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14
czas, miesigce

Rysunek 3. Liczba bakterii w preparatach bezposrednio po suszeniu oraz w czasie
przechowywania, w zaleznos$ci od dodanej substancji ochronnej
The number of bacteria in preparations, directly after drying during

storage, depending on the added protective substance

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw mozna bylo stwierdzi¢, ze zaréwno dodatek
betainy jak i sorbitolu ma pewien wplyw na poprawe¢ przezywalnosci bakterii, szczegolnie
W samym procesie suszenia — w najlepszym wariancie, w ktorym do biomasy dodawano
mieszaning betainy z sorbitolem przezywalno$¢ wzrosta z okolo 53% do ponad 86%.
Natomiast poprawa przezywalno$ci w trakcie przechowywania, uzyskana na skutek dodatku

badanych substancji ochronnych bezposrednio do odwirowanej biomasy, byta niewielka;
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zaroOwno w wariancie kontrolnym jak i w najkorzystniejszym wariancie doswiadczenia
Z dodatkiem substancji ochronnej przezywalno$¢ po 12 miesigcach przechowywania obnizata
si¢ znacznie ponizej 10%.

Doswiadczenia przeprowadzone we wczesniejszych etapach pracy wykazaty, ze
stosowane dotychczas metody utrwalania biomasy pod postacig granulowanych, suszonych
fluidyzacyjnie biopreparatéw nie daty zadowalajacych wynikéw. Wprawdzie uzyskiwano
dos$¢ dobra przezywalno$¢ w procesie suszenia, jednak aktywno$¢ biologiczna wytwarzanych
preparatow obnizata si¢ bardzo szybko w czasie przechowywania, co z aplikacyjnego punktu
widzenia stanowito powazny problem i obnizato atrakcyjno$¢ preparatow jako produktow
handlowych. Podjeto zatem probe modyfikacji badanego procesu wytwarzania biopreparatéw,
polegajaca na podzieleniu procesu technologicznego na dwa etapy. W pierwszym etapie
wykonywano suszony granulowany no$nik, ktory zawieral substancje wspomagajace zarowno
podjecie procesow zyciowych przez komorki bakterii w roztworach roboczych preparatéw,
sporzadzanych przed zaaplikowaniem ich do zakiszanej paszy, jak i intensyfikujacy rozwdj
komoérek Dbakteryjnych w  $rodowisku roslinnym ubogim w cukry fermentujace,
W poczatkowym okresie zakiszania. Drugi etap procesu technologicznego stanowilo
natryskiwanie biomasy na no$nik, prowadzone w ztozu fluidalnym, w temperaturze 30-33°C.
Takie postepowanie eliminowato negatywny wplyw stresu osmotycznego na przezywalnos¢
bakterii. Stres osmotyczny zwigzany byt z okresowym przebywaniem komorek bakterii
w $rodowisku czeSciowo uptynnionych cukrow. Wprowadzenie dwuetapowego cyklu
wytwarzania biopreparatow eliminowalo rowniez ewentualne uszkodzenia $ciany
komorkowe] mogace wystepowa¢ na skutek rekrystalizacji cukréw w czasie procesu
dehydratacji. Wykonano posiewy preparatow bezposrednio po suszeniu oraz po 1, 2 i 3
miesigcach przechowywania w warunkach chlodniczych (temperatura 8°C). Doswiadczenie
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Wyniki zamieszczono w tabeli 2.

Bezposrednio po suszeniu liczba zywych komdrek w preparatach wynosita przecigtnie 8,7 10°
jtk./g, co odpowiadato przezywalnosci bakterii na poziomie 89,5%. Po trzech miesigcach
przechowywania w warunkach chtodniczych preparaty charakteryzowaty si¢ przecietng liczba
komorek bakterii wynoszaca 7,0-10° jtk./g, co odpowiadalo przezywalnosci srednio na
poziomie 71,4%. Powyzsze dane wskazuja, ze W ciggu trzech miesiecy przechowywania
liczba komorek w preparatach obnizata si¢ o niecate 20 %. Natomiast w najlepszym wariancie
doswiadczenia dotyczacego procesu jednoetapowego (jednoczesny dodatek betainy i sorbitolu
jako substancji ochronnych) liczby zywych komoérek bakterii, w czasie 3 miesigcy

przechowywania, obnizata si¢ o 80,4% (rysunek 3).
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Tabela 2. Liczba bakterii w preparatach oraz przezywalno$¢ bakterii w procesie suszenia

I przechowywania w temperaturze 8 °C (dwuetapowy cykl technologiczny)

The number of bacteria in preparations and the survivability of bacteria during

drying process and during the storage at temperature of 8°C (two-stage

technological cycle)

, . Po przechowywaniu przez:
L.p. Badany parametr BeZposredr.nO — — —
po suszeniu 1 miesigc 2 miesigce 3 miesigce
1. 8,7-10° 8,2:10° 7,8:10° 6,2:10°
10° 10° 10° 10°
2. Liczba bakterii, 9,1-10 8,9-10 8,4:10 7,8-10
3. jtk./g 8,4-10° 8,0-10° 7,5-10° 6,9-10°
érednia 8,7:10° 8,4-10° 7,9-10° 7,0-10°
1 89,2 84,1 80,0 63,6
2, . y 93,3 91,3 86,1 80,0
Przezywalnos¢,
3, % 86,1 82,0 76,9 70,7
$rednia 89,5 85,8 81,0 71,4

Roéwnolegle z badaniami

dotyczacymi przechowywania preparatow bakteryjnych

w warunkach chtodniczych przechowywano te same preparaty w temperaturze pokojowe;.

Badania te nie daty pozytywnych wynikow, tzn. przezywalnos¢ bakterii we wszystkich

badanych probkach byta bardzo niska 1 wynosita srednio okoto 10%.

WNIOSKI

1. Wirowanie biomasy przy wspotczynniku zwielokrotnienia przyspieszenia ziemskiego

13000-g nie wplywa letalnie na komorki bakterii do 270 min trwania procesu.

2. Sposréd przebadanych

nosnikow

najkorzystniejsze

wyniki,

odniesione do

przezywalno$ci bakterii, uzyskano w preparacie zawierajagcym jako no$niki skrobig
rozpuszczalng, sacharoze, laktoze 1 glukoze, jednak przezywalnos¢ bakterii w czasie
przechowywania preparatow przez 12 miesigcy byta niska — ponizej 4 %.

Dodatek substancji ochronnych — sorbitolu i betainy nie mial istotnego wplywu na

podwyzszenie przezywalno$ci komorek bakterii w czasie przechowywania.
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10.

11.

4. Modyfikacja technologii, polegajagca na nanoszeniu biomasy w ztozu fluidalnym na
gotowy, granulowany no$nik, spowodowata kilku procentowy wzrost przezywalnosci
w czasie dehydratacji oraz wzrost przezywalno$ci w czasie przechowywania przez

3 miesigce o okoto 60 %.
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