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Streszczenie

Biomasa drozdzy Yarrowia lipolytica stanowi bogate zrodlo tatwo strawnych biatek
oraz licznych witamin, co powoduje, ze moze by¢ z powodzeniem wykorzystywana jako
warto$ciowy dodatek do pasz, zarowno w postaci ciektej, jak i suchej. Niestety produkty
ciekte bardzo szybko ulegaja procesom psucia mikrobiologicznego. Celem badan byta ocena
mozliwosci  zastosowania wybranych substancji chemicznych do poprawy jakosci
mikrobiologicznej wysokobiatkowych produktow ciektych produkowanych z biomasy
Yarrowia lipolytica. Badania wykonano, korzystajac z metody statystycznej opartej na
planach dla mieszanin. Jako$¢ mikrobiologiczng oceniano na podstawie wynikéw posiewow
w kierunku ustalenia ogolnej liczby bakterii mezofilnych, drozdzy, plesni, a takze bakterii
z grupy coli oraz Salmonella sp. Badania przechowalnicze prowadzono w temperaturze 4°C
oraz 25°C. W charakterze substancji konserwujacych zastosowano benzoesan sodu oraz
sorbinian potasu.

W probie kontrolnej, bez dodatku substancji konserwujacych nie stwierdzono
obecno$ci drozdzy, plesni oraz bakterii z grupy coli oraz Salmonella sp. Wysoka byta
natomiast $rednia liczba mezofilnych drobnoustrojow tlenowych, ktéra wynosita 2,01+0,04
logio jtk/ml. Ich liczba rosta w trakcie przechowywania i po 10 dniach wynosita odpowiednio
2,17+£0,15 i 2,3440,25 log;o jtk/ml dla prob przechowywanych w temperaturze 4°C i 25°C.
Zastosowanie konserwantow pozwolilo na obnizenie liczebnosci bakterii w trakcie
przechowywania, przy czym najwigkszy wptyw na redukcj¢ liczby komorek bakterii miat
benzoesan sodu. Optymalne st¢zenie benzoesan sodu w gotowym produkcie wynosito

2500 mg/l. Zastosowanie tego srodka konserwujgcego przyczynito si¢ do znaczacej poprawy
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jakosci 1 bezpieczenstwa produktu, co zostato potwierdzone podczas badan walidacyjnych
trwajacych 30 dni.
Stlowa kluczowe: stabilno$¢ mikrobiologiczna, benzoesan sodu, Yarrowia lipolytica,

kawitacja

IMPROVEMENT OF MICROBIOLOGICAL STABILITY OF INNOVATIVE
DIETARY SUPPLEMENT BASED ON THE BIOMASS OF YARROWIA LIPOLYTICA

Summary

Yarrowia lipolytica biomass constitutes a rich source of easily digestible proteins and
numerous vitamins, which makes it a valuable additive for both liquid and dry feeds.
Unfortunately, the liquid products acquired through hydrodynamic cavitation are susceptible
to the growth of undesirable microflora. They are, therefore, characterized by a relatively
short shelf life. The aim of the presented research was to assess the possibility of using
selected chemical substances to stabilize the high-protein liquid products acquired from
Yarrowia lipolytica biomass in terms of improving their microbiological quality. The research
was designed with the use of a statistical method based on mixture designs. Microbiological
stability was assessed using the results of culture tests aimed at calculating the total number of
mesophilic bacteria, yeasts, molds, and bacteria from the coli and Salmonella sp. groups.
Storage tests were performed at temperatures of 4 and 25°C. Sodium benzoate and potassium
sorbate were used as preservatives.

No yeasts, molds, or bacteria from the coli and Salmonella sp. groups were found in
the control sample, which did not contain any preservatives. However, the mean number of
aerobic mesophilic microorganisms was relatively high and amounted to 2,01+0,04 logio
Cfu/ml. Their number was growing during storage and after 10 days it amounted to 2,17+0,15
and 2,34+0,25 logyo Cfu/ml, for storage tests at temperatures of 4°C and 25°C, respectively.
The use of preservatives resulted in a decrease in the numbers of bacteria during storage, with
the highest significance in the reduction of the number of bacterial cells exhibited by sodium
benzoate. The optimum concentration of sodium benzoate in the finished product was
2500 mg/l, regardless of the storage temperature. The use of this preservative contributes to
a significant improvement in the quality and safety of the product, which was also confirmed
by 30-day validation studies.

Key words: microbial stability, sodium benzoate, Yarrowia lipolytica, cavitation
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WPROWADZENIE

W ostatnim czasie mamy do czynienia z dynamicznym wzrostem produkcji
zwierzecej, co jest w duzej mierze skorelowane ze wzrostem zamozno$ci spoteczenstw
W krajach rozwijajacych si¢. Narastajacy popyt na produkty migsne oraz mleczne powoduje
konieczno$¢ zwielokrotnienia produkcji pasz zawierajacych dodatek wysokobiatkowych
komponentow. Zapotrzebowanie na tatwo przyswajalne biatko jest bardzo duze, poniewaz
wyprodukowanie 1 kg migsa wymaga od 3 do 10 kg ziarna [Tilman i in. 2002]. Aktualnie
produkcja zwierzg¢ca opiera si¢ gtownie na wykorzystaniu pasz zawierajacych dodatek Sruty
sojowej. Coraz wigkszym zainteresowaniem ze strony przemystu paszowego cieszg si¢ takze
drozdze Y. lipolytica produkowane metodami biotechnologicznymi. Szczep ten posiada
zdolno$¢ intensywnego wzrostu na tluszczach ro$linnych, degumingu oraz frakcji
glicerynowej powstajacej podczas produkcji biodiesla. Biomasa komorkowa stanowi bogate
zrodto tatwo strawnych biatek (41-45%) oraz licznych witamin. W 2009 roku polska firma
Skotan S.A. we wspotpracy z naukowcami z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
opracowata unikalng w skali §wiatowej technologie przemystowej produkcji biomasy drozdzy
paszowych Y. lipolytica [Rymowicz 2009]. W 2010 roku Europejska Federacja Producentow
Pasz (FEFAC) zarejestrowata produkt wystepujacy pod postacia proszku uzyskiwanego na
drodze suszenia rozpytowego [Rywinska i in. 2013]. Niestety w ciggu ostatnich kilku lat cena
glicerolu technicznego, stanowigcego gldéwny surowiec w procesie produkcji wspomnianych
drozdzy, znacznie wzrosta. W 2010 roku wynosita okoto 90 euro/tong¢, podczas gdy aktualnie
wynosi ponad 280 euro/tong. W rezultacie zdecydowano si¢ na daleko idace modyfikacje
technologii opracowanej w 2009 roku. Zrezygnowano z energochlonnego procesu suszenia
i produkt w postaci proszku zastgpiono preparatem w postaci ptynnej. W celu inaktywacji
komorek drozdzy zastosowano innowacyjng metod¢ oparta na procesie kawitacji
hydrodynamicznej, ktéra umozliwia skuteczng dezintegracje komorek. Niestety produkt
uzyskiwany po procesie kawitacji hydrodynamicznej, ze wzgledu na wysoka zawartos¢ tatwo
przyswajalnych sktadnikow odzywczych, charakteryzuje si¢ wysoka podatnoscia na
zakazenia mikrobiologiczne. Zachowuje stabilno§¢ w warunkach chiodniczych jedynie przez
okres kilku dni, co z praktycznego punktu widzenia znacznie utrudnia jego transport oraz
zmusza koncowych odbiorcow do kosztownych modernizacji pomieszczen magazynowych
znajdujgcych sie¢ w otoczeniu chlewni czy obor. Dlatego celem prezentowanej pracy byto
wyznaczenie optymalnej dawki substancji  konserwujacych, pozwalajacych na
przechowywanie plynnego preparatu przez minimum 10 dni w temperaturze 25°C.

W charakterze substancji konserwujacych wykorzystano benzoesan sodu oraz sorbinian
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potasu, zwigzki chemiczne powszechnie wykorzystywane w przemysle spozywczym do
stabilizacji roznego rodzaju produktow [Lennerz i in. 2015]. Ich cechg charakterystyczng jest
bardzo szerokie spektrum dziatania. Poza tym substancje te nie wplywajg na barwe oraz smak
gotowego produktu [Alnoman i in. 2015]. Badania zaplanowano, korzystajac z metody
statystycznej opartej na planach dla mieszanin. Stabilno$¢ mikrobiologiczng oceniano na

podstawie wynikow posiewow na podtoze selektywne.

MATERIAL I METODY BADAN

Mikroorganizm oraz sklad pozywki hodowlanej

W badaniach stosowano szczep Y. lipolytica YL-A101 pochodzacy z kolekcji
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W procesie produkcji biomasy zastosowano
pozywke o skladzie opisanym w patencie US 2011/0111090 Al [Baszczok i Rymowicz
2011]. Zrodtem wegla byt glicerol odpadowy powstajacy podczas produkcji biodiesla.
Proces produkcji cieklego suplementu diety

Pierwszym etapem produkcji suplementu w postaci ptynnej byla hodowla szczepu
Y. lipolytica YL-A101 w bioreaktorze o pojemnosci catkowitej 15 m®. Hodowle prowadzono
w warunkach tlenowych, w temperaturze 30+1°C, przy pH rownym 3,5. Hodowl¢ natleniano
z szybkoscig 1,5 vvm, co pozwolito na utrzymanie statego poziomu nasycenia pozywki
tlenem (20%). W podanych warunkach hodowli produktywnos¢ biomasy wynosita okoto
2,5 g/Ixh [Baszczok i Rymowicz 2011]. Po procesic hodowli zawiesing komorek
przepompowywano do zbiornika magazynowego. W kolejnym etapie biomas¢ poddawano
procesowi dezintegracji, majagcemu na celu inaktywacje komorek oraz fragmentacj¢ ich
pozostatosci. Proces ten prowadzono za pomocg hydrodynamicznego kawitatora
przeplywowego o dziataniu cigglym (Unister Plus, Polska). Kawitator byl wyposazony
w wysokocisnieniowg pompe ttokowa oraz glowice kawitacyjng. Cisnienie robocze podczas
kawitacji wynosito 8,2 MPa, natomiast liczba pasazy zawiesiny przez glowice kawitacyjng
byla rowna 18. Zawiesing komorek przed procesem kawitacji podgrzewano na wymienniku
ciepla typu rura w rurze do temperatury 72+2°C. Po zakonczeniu procesu kawitacji zawiesing
chtodzono do temperatury 10°C i przepompowywano do zbiornika magazynowego
zasilajacego lini¢ do rozlewu produktu w worki polietylenowe o pojemnosci 2 |, ktore byty
wyposazone w szczelnie zamkniety korek oraz septe wykonang z gumy silikonowej.
Zbiorniki magazynowe oraz linia do rozlewu nie byly aseptyczne. Tak przygotowany produkt
wykorzystywano do dalszych badan, majacych na celu optymalizacje sktadu mieszaniny

konserwujace;j.
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Planowanie oraz wykonanie eksperymentow

Cechg charakterystyczng planow eksperymentu dla mieszanin jest wystepowanie
warunku sumowalno$ci czynnikoéw oraz liniowych ograniczen natozonych na wartosci tych
czynnikéw. W praktyce oznacza to, ze w danym wariancie eksperymentu poszczegolne
poziomy czynnikow stanowig utamki, ktorych suma zawsze roéwna si¢ 1 [Cox i Reid 2000].
W celu okreslenia wplywu poszczegdlnych substancji konserwujacych na stabilnosé
mikrobiologiczng produktu zastosowano D-optymalny plan dwuczynnikowy, ktory zaktadat
wykonanie 15 eksperymentoéw (tabela 1). Minimalne oraz maksymalne poziomy czynnikow
zastosowane w badaniach ksztaltowaly si¢ nastepujaco: benzoesan sodu (0—2500 mg/l) oraz
sorbinianu potasu (0-2500 mg/l).

Tabela 1. Stezenia sktadnikow w mieszaninach konserwujacych przygotowanych zgodnie
z planem dla mieszanin wraz wynikami eksperymentow w postaci logio jtk/ml
Z ogoblnej liczby bakterii mezofilnych
Component concentrations in the preservative mixtures prepared in accordance
with mixture designs and experiment results expressed as log;o Cfu/ml from the total
number of mesophilic bacteria

Skala rzeczywista [mg/l] Skala standaryzowana [-]  Liczba komorek logyo jtk/ml

Lp. Benzoesan Sorbinian Benzoesan Sorbinian temp.=4°C temp.=25°C
1 2500 0 1 0 1,362 1,919
2 1666,7 833,33 0,667 0,333 1,778 1,954
3 0 2500 0 1 2,041 2,130
4 1250 1250 0,5 0,5 1,845 2,000
5 625 1875 0,25 0,75 1,987 2,021
6 2500 0 1 0 1,398 1,903
7 833,3 1666,67 0,333 0,667 1,903 1,991
8 0 2500 0 1 2,079 2,146
9 1250 1250 0,5 0,5 1,778 1,954
10 2500 0 1 0 1,447 1,934
11 1250 1250 0,5 0,5 1,740 1,973
12 0 2500 0 1 2,061 2,079
13 1875 625 0,75 0,25 1,740 1,954
14 2500 0 1 0 1,477 1,968
15 0 2500 0 1 2,079 2,114

Konserwanty wchodzace w sktad danej mieszaniny (tabela 1) rozpuszczano w wodzie

destylowanej, a nastepnie filtrowano przez filtr o $rednicy porow 0,22 um (Millipore, USA).
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Konserwanty wprowadzono do workow zawierajacych cieklty produkt w warunkach
aseptycznych. Worki przemywano z zewnatrz 75% (v/v) roztworem etanolu, a nast¢pnie
umieszczano je w komorze laminarnej (Holten, Denmark). Konserwanty wprowadzano przez
septe za pomoca jatowej strzykawki wyposazone] w jatowg igle. Po wymieszaniu worki
przenoszono do komér klimatycznych, w ktorych w zaleznoséci od wariantu doswiadczenia
panowata temperatura 4°C lub 25°C (Philips, Holandia). Worki przechowywano bez dostgpu
Swiatla przez 10 dni. Po uptywie tego czasu przeprowadzano analizy mikrobiologiczne.
Kazdy z eksperymentow wykonywano w trzech powtdrzeniach. Probg¢ kontrolng stanowity
worki z produktem bez dodatku konserwantow.
Analizy mikrobiologiczne

Probki do badan mikrobiologicznych zostaly przygotowane zgodnie z zaleceniami
polskich norm dotyczacych badan mikrobiologicznych zywnos$ci oraz pasz [PN-EN ISO
6887-1:2000; PN-EN 1SO 7218:2008]. Catkowita liczb¢ mezofilnych bakterii tlenowych
oznaczono wedlug normy PN-EN 1SO 4833-2:2013-12. Catkowitg liczbg grzybow oraz plesni
oznaczono zgodnie z normg PN-ISO 21527-1:2009. Bakterie Escherichia coli oznaczono
wedhug normy PN-1SO 4831:1998. Oznaczenie obecnosci pateczek z rodzaju Salmonella spp.
wykonano wedtug normy PN-EN ISO 6579:2003. Wyniki wyrazono jako logso jtk/ml.
Analiza danych oraz optymalizacja skladu mieszaniny konserwujacej

Dane uzyskane podczas badan mikrobiologicznych wykorzystano do wyznaczenia

modelu regresji w postaci rownania Scheffégo:

g g-1 g
Y=Zﬁixi+ZZﬁfjxixj (1)
i=1 i<j J

gdzie: Y to zmienna zalezna natomiast  to wspotczynniki modelu regresji. Model sktada si¢
zq efektow liniowych (5 x, 1= 12...9) iQ=q(q- 1)2 efektow kwadratowych
o charakterze interakcji (G xi X, 1< i <j < q). Wnioskowanie statystyczne wykonano przy
a =0,05. Jako$¢ modelu oceniano na podstawie poprawionego wspotczynnika determinacji
(Popr.-R?) oraz warto$ci prawdopodobiefistwa p. Na podstawie modelu regresji wyznaczono
optymalny sktad mieszaniny konserwujacej, ktory pozwala skutecznie ograniczy¢ rozwdj
obcej mikroflory w produkcie podczas jego przechowywania. W celu weryfikacji
poprawnosci przeprowadzonych obliczen wykonano badania walidacyjne, ktore trwaty 30
dni. Uzyskane dane poréwnano z warto$ciami przewidywanymi za pomocg modeli regres;ji.
W badaniach wykorzystano oprogramowanie Design-Expert 9 (Stat-Ease, USA) oraz Origin
2015 Pro (OriginLab, USA).

10
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WYNIKI

Ocena jakosci mikrobiologicznej proby kontrolnej

Technologia produkcji cieklego suplementu diety na bazie drozdzy Y. lipolytica sktada
si¢ z kilku etapow (rysunek 1). Analiza instalacji produkcyjnej wskazala istnienie dwoch
krytycznych punktow kontrolnych, ktére mogly by¢ potencjalnym zrodlem wtornych
zanieczyszczen mikrobiologicznych na linii produkcyjnej. Pierwszym z nich byta instalacja
do hydrodynamicznej kawitacji, ktorej zadaniem byta dezintegracja komorek drozdzowych.
Ewentualna praca tego urzgdzenia przy parametrach innych niz optymalne (nizszej
temperaturze, ci$nieniu kawitacji oraz mniejszej liczbie pasazy) mogla by¢ przyczyng
obnizonej skuteczno$ci procesu. W rezultacie zywe komorki mikroorganizméw obecne
w produkcie byty zdolne do dalszego wzrostu w trakcie jego przechowywania. Kolejnymi
punktami krytycznymi byly zbiorniki magazynowe oraz linia do rozlewu, ktora nie byta
aseptyczna. Majac na uwadze oba punkty kontrolne, ocen¢ jakosci mikrobiologicznej
produktu wykonano bezposrednio po procesie kawitacji hydrodynamicznej oraz po rozlewie
do workéw polietylenowych.
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Rysunek 1. Linia technologiczna do produkcji ciektego suplementu diety
Processing line for the production of the diet supplement
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W pierwszej probie pobranej bezposrednio za glowicg kawitatora nie stwierdzono
obecnosci zadnej z badanych grup mikroorganizmow. Zaréwno komorki drozdzy, jak
I ewentualna obca mikroflora zostaly zatem inaktywowane podczas kawitacji. W drugiej
probie kontrolnej, stanowigcej gotowy produkt po procesie rozlewu do workéw
polietylenowych, nie stwierdzono obecnosci drozdzy, plesni oraz bakterii z grupy coli
i Salmonella sp. Zastrzezenia budzita jedynie dos¢ wysoka liczba mezofilnych
drobnoustrojow tlenowych, ktora wynosita 2,01+0,04 log;o jtk/ml. W trakcie przechowywania
liczebno$¢ tych mikroorganizmow zmieniata si¢, przy czym dynamika tych zmian byta
zalezna od temperatury przechowywania. Zgodnie z oczekiwaniami, najnizsze poziomy
zakazenia notowano w probach przechowywanych w 4°C — po 10 i 30 dniach
przechowywania liczba komorek bakteryjnych wynosita odpowiednio 2,17+0,15 oraz
3,52+0,28 logio jtk/ml. Bardziej znaczace roznice zanotowano w przypadku prob
przechowywanych w 25°C — po 10 i 30 dniach przechowywania liczba komorek bakteryjnych
wynosita odpowiednio 2,34+0,25 16,21+0,15 logip jtk/ml. Zgodnie z obowigzujacymi
dotychczas normami krajowymi dotyczacymi jakos$ci mikrobiologicznej zywno$ci oraz pasz
maksymalna ogdlna liczba mezofilnych bakterii tlenowych nie powinna przekroczy¢ 3x10°
jtk/g (6,47 logyo jtk/g) [PN-EN ISO 7218:2008]. Zatem produkt przechowywany przez 30 dni
w warunkach chtodniczych spetniat te kryteria jakosciowe. Znacznie gorzej ksztattowaly sie
wyniki uzyskane w probach przechowywanych w temperaturze pokojowej. Po uptywie 30 dni
ilo§¢ komorek byta nieznacznie nizsza od gornej granicy okreslonej przez wspomniang norme
krajowa. Nalezy zauwazy¢, ze aktualnie w Unii Europejskiej nie ma jednoznacznie
okreslonych kryteriow dotyczacych maksymalnego dopuszczalnego limitu zanieczyszczen
mikrobiologicznych w paszach [Kwiatek i in. 2008]. Stosowane obecnie kryteria nie
dopuszczajg jedynie obecnosci pateczek Salmonella w 25 g paszy oraz C. perfringens w 1 g
maczki zwierzgcej. Ograniczono takze liczbe bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w maczkach zwierzgcych (przyjmuje si¢, ze w 2 sposrod 5 badanych probek poziom
zanieczyszczenia tymi bakteriami nie moze przekroczy¢ 300 jtk/g). Teoretycznie zatem
produkt mozna by wprowadzi¢ na rynek komercyjny w jego pierwotnej formie (bez dodatku
substancji konserwujacych), przy zatozeniu, ze przestrzegane beda zasady tzw. cigglosci
tancucha chlodniczego. W przeciwnym razie intensywny rozw¢j obcej mikroflory bedzie
przyczyna sukcesywnego obnizania si¢ zawartosci skladnikow odzywczych uwolnionych
Z komorek drozdzy podczas ich dezintegracji. Spetienie tego warunku jest zwykle dos¢
trudne 1 wigze si¢ z dodatkowymi kosztami inwestycyjnymi, zarowno po stronie dystrybutora,

jak 1 koncowego odbiorcy. W celu wyeliminowania konieczno$ci stosowania obnizonej
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temperatury podczas transportu oraz sktadowania gotowego produktu zdecydowano si¢ na
zastosowanie substancji konserwujacych.
Wplyw substancji konserwujacych na stabilnos¢ produktu

Jak wskazujg dane zawarte w tabeli 1, liczba bakterii wyrazona za pomoca logso jtk/ml
roznila si¢ istotnie w zaleznosci od sktadu mieszaniny konserwujacej. W przypadku prob
przechowywanych w warunkach chtodniczych, liczba komorek wynosita — w zaleznosci od
wariantu doswiadczenia — od 1,36 do 2,08 logio jtk/ml. Przechowywanie w temperaturze
25°C powodowato, ze poziom zakazenia byl nieznacznie wyzszy, liczba komorek zawierata
si¢ w zakresie od 1,9 do 2,15 log;o jtk/ml. Zastosowane dodatki pozwolity na redukcje liczby
komorek w odniesieniu do proby kontrolnej, jednakze uzyskane rezultaty nie byty tak
spektakularne, jak tego oczekiwano. Aktywno$¢ antymikrobiologiczna stabych kwasoéw
organicznych (kwasu benzoesowego czy sorbowego) oraz ich soli (benzoesanu sodu oraz
sorbinianu potasu) zalezy w bardzo duzym stopniu od pH srodowiska. Generalnie, im nizsze
pH, tym wieksza skutecznos¢ tych substancji [Alnoman 2015]. Wynika to w glownej mierze
ztego, ze w roztworach o pH silnie kwasnym wickszo$¢ reszt pochodzacych od
wspomnianych kwasow wystepuje w formie niezdysocjowanej. Niskie pH oraz charakter
lipofilowy tych czasteczek sprzyja ich swobodnemu przenikaniu przez barierg, jaka stanowi
membrana komorkowa, zawierajacg hydrofobowa warstwe lipidowa. Po zakonczeniu procesu
kawitacji pH produktu wynosito 5,06. W tych warunkach st¢zenie niezdysocjowanej formy
kwasu benzoesowego oraz sorbowego, obliczone na podstawie réwnania Hendersona-
Hasselbalcha, wynositlo odpowiednio 12% oraz 29%. Ilo$¢ czasteczek konserwantow
wnikajaca do wnetrz komorek byta prawdopodobnie niewielka, stad nizsza skutecznos¢ od
pierwotnie zaktadane;j.

Wyniki analizy statystycznej wskazaly, ze oba skladniki mieszaniny konserwujacej

miaty istotny wptyw na koncowa liczbg¢ komorek (tabela 2).
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Tabela 2. Wyniki analizy wariancji

Summary of ANOVA results for mixture design

Temperatura Zrédto SS df MS F p Popr.-R?

Model 0,882 2 0,441  160,4 <0,0001
Efekty gtowne (A, B) 0,862 1 0,862 313,5 <0,0001

4°C Interakcja AxB 0,020 1 0,020 7,38 0,018 0,958
Reszta 0,033 12 0,003
Brak dopasowania 0,018 4 0,005 2,55 0,120
Model 0,080 2 0,040 72,8 <0,0001
Efekty gtowne (A, B) 0,072 1 0,072  130,8 <0,0001

25°C Interakcja AxB 0,008 1 0,008 14,73 0,0024 0,911
Reszta 0,007 12 0,001
Brak dopasowania 0,001 4 0,000 0,240 0,907

Modele regresji wyjasnialy okoto 90% zmiennosci. Ich uzytecznosé¢ do predykcji

liczby komoérek w przestrzeni wyznaczonej przez badane zmienne niezalezne potwierdzono

ostatecznie za pomocg testu braku dopasowania (tabela 2). W obu przypadkach wartos¢

prawdopodobienstwa p byla wigksza od 0,05, co jednoznacznie wskazuje, ze modele

eksperymentalne z zadowalajaca jakoscig opisywaly zwigzek pomiedzy zmiennymi

niezaleznymi i1 zaleznymi, wyrazony za pomocg rOwnan:

10g1g jtk /Ml . _ocy =573 X 107%X; + 8,24 X 107*X, + 5,19 X 108X, X, (2)

10g10 jth /My, _ococy=T,73 X 107%X; + 8,45 X 107X, — 3,27 X 1078X, X, (3)

(temp.=

Poza czynnikami gtownymi istotna statycznie byla takze interakcja pomigdzy

stezeniem benzoesanu sodu i sorbinianu potasu (AXB).
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Rysunek 2. Wykres interakcji benzoesanu sodu i sorbinianu potasu dla produktu
przechowywanego w temperaturze 4°C (a) oraz 25°C (b)
Interaction plot for sodium benzoate and potassium sorbate for products stored
at 4°C (a) and 25°C (b)

Jak pokazano na rysunku 2a i b, zwigkszone st¢zenie benzoesanu sodu w mieszaninie
konserwujacej, z rownoczesnym zmniejszeniem st¢zenia sorbinianu potasu miato pozytywny
wplyw na jej skuteczno$é. Reszty kwasu benzoesowego wewnatrz komorek bakterii ulegaja
jonizacji, co w rezultacie prowadzi do zaburzen w procesie transportu substratow (w tym
takze aminokwasdéw) oraz fosforylacji oksydacyjnej w systemie transportu elektronow.
Na skutek jonizacji czasteczki kwasu nastgpuje takze uwolnienie protonéw wewnatrz
komorki i jej zakwaszenie. W rezultacie zmienia si¢ nie tylko przepuszczalno§¢ membrany
komorkowej, lecz takze intensywno$¢ wybranych przemian metabolicznych (np. w cyklu
Krebsa), co prowadzi do zahamowania wzrostu komoérek [Chipley 2005; Davidson i in. 2013].
Wedtug danych literaturowych minimalne st¢zenie hamujace kwasu benzoesowego (MIC)
w przypadku bakterii zawiera si¢ w zakresie od 50 do 3000 mg/l. Odporno$¢ drozdzy oraz
grzybow na ten zwigzek rowniez jest bardzo zroznicowana. MIC w przypadku Saccharomyses
cerevisie wynosi od 20 do 200 (pH 2,6-4,5), tymczasem skuteczna inhibicja wzrostu szczepu
Zygosaccharomysec baili wymaga zastosowania stgzen w zakresie 1200-4500 mg/l (pH 4,0—

4,8). Sposrod grzybow najwyzsza odporno$¢ na kwas benzoesowy wykazuja gatunki
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Aspergillus parasiticus (> 4000 mg/l, pH 5,5) oraz Aspergillus niger (2000 mg/l, pH 5,0)
[Steels i in. 1999; Davidson i in. 2001; Chipley 2005]. Mniejsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
sorbinianu potasu, w poréwnaniu z aktywnoscig benzoesanu sodu, moze wynikaé z tego, ze
pewne szczepy bakterii nie s3 hamowane przez ten zwigzek, a niektore z nich mogg go nawet
metabolizowa¢ [Sofos 1989]. Zgodnie z danymi literaturowymi sorbinian potasu jest znacznie
bardziej skutecznym inhibitorem wzrostu drozdzy oraz plesni niz bakterii [Sofos 1989;
Skirdal i Eklund 1993; Busta i in. 2005]. Efektywno$¢ dziatania konserwantow takich jak
stabe kwasy organiczne jest zalezna od rodzaju szczepu oraz warunkow srodowiska (pH, sita
jonowa, obecnos¢ surfaktantow). Ten sam szczep moze wykazywaé zréznicowang opornosé
na dany konserwant w zaleznosci od warunkéw $rodowiska, w ktorym bytuje [Busta i in.
2005]. Dlatego kazdorazowo nalezy wykona¢ seri¢ badan optymalizacyjnych, majacych na
celu ustalenie rzeczywistych dawek substancji konserwujacych wymaganych do skutecznego
hamowania wzrostu niepozadanej mikroflory.
Optymalizacja skladu mieszaniny oraz walidacja procesu

W celu wyznaczania optymalnego sktadu mieszaniny konserwujacej wykonano
obliczenia optymalizacyjne metodg simplexu, ktora doskonale sprawdza si¢ podczas
poszukiwania lokalnych minimow funkcji wielu zmiennych [Nelder i Mead 1965]. Zgodnie
Ztymi obliczeniami produkt powinien zawiera¢ w swoim skladzie wylacznie kwas
benzoesowy w stezeniu 2500 mg/l. Nie ma natomiast potrzeby stosowania sorbinianu potasu,
co jest bardzo korzystne, biorac pod uwage koszty produkcji suplementu opartego na
biomasie drozdzy Y. lipolytica. Przewidywana liczba komorek powinna, po 10 dniach
przechowywania, wynosi¢ 1,41+0,13 i 1,93+0,11 logyy jtk/ml odpowiednio dla prob
przechowywanych w temperaturze 4°C oraz 25°C.

W celu weryfikacji uzyskanych danych przeprowadzono badania walidacyjne zgodnie
z nowymi zalozeniami technologicznymi wynikajacymi z optymalizacji oraz z analizy
punktow kontrolnych na linii produkcyjnej. Wedlug nowych wytycznych koncentrat
benzoesanu sodu dodano do homogenatu komorkowego w trakcie procesu kawitacji
hydrodynamicznej, podczas 16 pasazu zawiesiny komoérek przez glowice kawitacyjna.
Produkt przechowywano w temperaturze 4°C oraz 25°C przez 30 dni. Zastosowane
modyfikacje w procesie produkcji pozwolity na ujednolicenie homogenatu komoérkowego
oraz na zmniejszenie stopnia zakazenia obcg mikroflorg podczas rozlewu do opakowan.
Produkt zachowywat stabilno$§¢ w okresie trzykrotnie dluzszym od pierwotnie zaktadanego
(rysunek 3). Liczebnos$¢ komorek bakterii miescita si¢ w przedziale predykcji, wyznaczonym

podczas obliczen optymalizacyjnych, co jednoznacznie potwierdza ich poprawnos¢.
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Rysunek 3. Zmiany w ogolne;j liczbie bakterii mezofilnych podczas 30 dni przechowywania
w temperaturze 4°C (M) i 25°C (A)
Changes in the total number of mesophilic bacteria during 30 days of storage
at temperatures of 4°C (M) and 25°C (M)

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Do badan nad poprawa stabilnosci mikrobiologicznej wybrano benzoesan sodu oraz
sorbinian potasu, poniewaz substancje te sg dopuszczone do stosowania w zZywno$ci oraz
paszach (posiadajg status GRAS). Wzigto rowniez pod uwage tatwos¢ wprowadzania ich do
produktu, brak smaku, zapachu i barwy oraz niski koszt zakupu. Uwzgledniono takze fakt, ze
zwigzki te wystepuja naturalnie w bardzo wielu owocach oraz produktach fermentowanych
[Niku-Paavola i in. 1999; Busta i in. 2005; Chipley 2005]. Zgodnie z obowigzujacymi
regulacjami prawnymi badane konserwanty moga by¢ stosowane w charakterze dodatkéw do
pasz [70/524/EEC; EC 1831/2003; 2004/C 50/01, 2004]. Ponadto Komisja Europejska

wprowadzita w maju 2011 roku regulacje¢ dotyczaca zezwolenia na stosowanie benzoesanu
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sodu jako dodatku paszowego dla prosigt odsadzonych od maciory. Zgodnie z opinig
przygotowang przez ekspertow panelu ds. dodatkow 1 produktow Ilub substancji
wykorzystywanych w paszach (FEEDAP), Europejskiego Urz¢du ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA), benzoesan sodu w stezeniu 4000 mg/kg paszy jest w pelni bezpieczny dla
wskazanego gatunku zwierzat [EFSA Panel 2011]. Badania, ktore stanowity podstawe do
wprowadzenia wspomnianej dyrektywy, wskazuja, ze benzoesan jest szybko wydalany i nie
podlega akumulacji w organizmie. Poza tym poprawia stosunek przyrostu wagi do ilosci
pobranej paszy.

W prezentowanej pracy optymalne st¢zenie benzoesanu sodu w homogenacie komorek
drozdzy Y. lipolytica, stanowigcym suplement diety dla zwierzat gospodarskich, wynosito
2500 mg/l. Wyznaczona dawka optymalna byta zatem znacznie nizsza od dawek okreslonych

w wymienionych wyzej dokumentach Komisji Europejskie;.
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