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Streszczenie
Celem pracy bylo okreslenie wplywu warunkoéw przechowywania biomasy wybranych

szczepOw bakterii z rodzaju Lactobacillus na aktywnos$¢ biologiczng preparatow.

Na tym etapie pracy przeprowadzono hodowle testowanych szczepdéw LAB (z gatunku
Lactobacillus plantarum oraz Lactobacillus buchneri) w skali poltechnicznej. Otrzymang
biomas¢ bakterii podzielono na dwie cz¢éci. Jedng suszono technika fluidyzacji, a druga
liofilizowano. Preparaty suszone fluidyzacyjnie stanowity material porownawczy. W celu
sprawdzenia jako$ci uzyskanych biopreparatow wykonano posiewy mikrobiologiczne, po
czym okreslono przezywalno$¢ bakterii. Przezywalno$¢ bakterii suszonych technikg
fluidyzacji wahata si¢ w granicach 68,9% do 76,3%, a procesu liofilizacji wynosita od 94,7%
do 99,8% w zalezno$ci od szczepu bakterii. Otrzymane preparaty stanowily materiat do
dalszych badan.

Stowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, liofilizacja bakterii, do$wiadczenia

przechowalnicze

STUDIES OF STORAGE FREEZE-DRIED LACTIC ACID BACTERIA STRAINS

USED IN THE PRODUCTION OF BIOPREPARATIONS TO ENSILE FEED AND
PROBIOTICS FOR ANIMALS. PART 1.
Summary
The aim of the study was to determine the effect of storage conditions of the biomass of
selected bacteria strains of the genus Lactobacillus on the biological activity of the
preparations.
At this stage of work, lactic acid bacteria (Lactobacillus plantarum and Lactobacillus

buchneri) were grown on a semi-technical scale. The obtained biomass of the bacteria was
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divided into two parts. One was fluidized bed drying and the other lyophilized. Fluidized bed
drying formulations were comparative sample. In order to check the quality of the obtained
biopreparations, the number of live bacteria was determined and the survival of the bacteria
was calculated. The survival of fluidized bed drying bacteria fluctuated between 68.9% and
76.3%, and the lyophilization process ranged from 94.7% to 99.8%, depending on the
bacterial strain. The obtained formulations were the material for further investigation.

Key words: lactic acid bacteria, freeze-drying bacteria, storage experiments

WPROWADZENIE
W przemysle biotechnologicznym na catym $wiecie mikroorganizmy odgrywaja

bardzo wazng role, wynikajaca z mozliwosci ich szerokich zastosowan. Z punktu widzenia
praktycznych zastosowan istotne jest, aby wlasciwosci drobnoustrojow byly stale,
a otrzymywane z ich udzialem produkty powtarzalne, charakteryzujace si¢ aktywnoscig
niezmienng w okreslonym czasie — np. roku. Z tego powodu biotechnolodzy przescigaja si¢
w opracowywaniu oraz modyfikowaniu juz istniejagcych metod skutecznego utrwalania
szczepow bakterii. Posrod wielu metod zdecydowanie najbardziej skuteczng 1 majacag wiele
zalet jest liofilizacja. W obrebie suszenia sublimacyjnego mikroorganizméw, w celu
podwyzszenia ich przezywalnosci, powszechnie stosowany jest dodatek do biomasy
odpowiednio dobranych substancji ochronnych. Poszczegdlne substancje moga jednak
wywiera¢ odmienny efekt w zaleznosci od szczepu bakterii. Nie mniej istotny jest tez dobor
odpowiednich warunkéw przechowywania, zapewniajacych jak najmniejsza utratg
aktywnos$ci w czasie [Miyamoto 1 in. 2000; Porter 1 in. 2007].

W Zakladzie Technologii Fermentacji Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego (ZF IBPRS) wytwarzane sg biopreparaty
stosowane w rolnictwie do konserwowania pasz oraz jako probiotyki dla zwierzat, a takze
preparaty do konserwowania surowcoéw dla biogazowni oraz preparaty spozywcze do
zakiszania warzyw 1 inicjowania fermentacji zakwasoéw piekarskich. Do niedawna w procesie
technologicznym stosowana byla technika fluidyzacji, charakteryzujaca si¢ wieloma
korzystnymi parametrami, w tym niewielkim zuzyciem energii w poréwnaniu z innymi
technikami suszenia, np. z technikg sublimacyjng. Konkurencyjno$¢ metody suszenia
fluidyzacyjnego w porOwnaniu z innymi metodami konwekcyjnymi polega glownie na
najlepszym stosunku uzyskiwanej intensywnos$ci suszenia do kosztow przetlaczania gazu
[Skoneczna, Ciesielczyk 2010].

W suszeniu fluidyzacyjnym (oprocz wibrofluidyzacyjnego) stan zawieszenia
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suszonego materialu uzyskuje si¢ w efekcie przeptywu powietrza z okreslong predkoscia
przez zloze ziarnistego materialu. Metoda ta jest szczegoOlnie korzystna w przypadku
materiatow termolabilnych, poniewaz proces przebiega w stosunkowo niskiej temperaturze,
a czas jego trwania réwniez nie jest dlugi. W technologii opracowanej w IBPRS preparaty
otrzymywane t3 metoda zachowywaly dos$¢ dobrze aktywno$¢ w czasie przechowywania
przez 8—10 miesiecy w warunkach chlodniczych, natomiast w temperaturze pokojowej po 10
miesigcach przechowywania ich aktywno$¢ biologiczna spadata do poziomu zblizonego do
3%. Nie jest zadowalajace z handlowego punktu widzenia, albowiem w warunkach
dystrybucji preparaty te sg przetrzymywane cze¢sto w warunkach innych niz zalecana
temperatura chlodnicza, wigc tracg aktywno$¢ biologiczng w jeszcze wyzszym stopniu.
Potrzeba wyeliminowania tych niekorzystnych zjawisk stanowita genez¢ podjecia niniejszych
badan, w ramach ktérych poszukiwano metody zapewniajacej zachowanie aktywnos$ci
biologicznej preparatow rowniez w czasie przechowywania w temperaturze pokojowej. Na
podstawie analizy omowionych ponizej danych literaturowych oczekiwano, ze taka metoda
okaze si¢ suszenie sublimacyjne.

Suszenie sublimacyjne jest procesem technologicznym znajdujacym liczne
zastosowania. Metoda ta uznawana jest za dogodng do utrwalania zarowno bakterii, drozdzy,
jak 1 zarodnikujacych grzybow [Abadias 1 in. 2001]. Liofilizacja uwazana jest za efektywna
metod¢ utrwalania [Bednarski 1990] szczepow przemystowych [Libudzisz 1 in. 2009],
umozliwiajaca dlugotrwate ich przechowywanie, a takze sposob zardéwno konserwowania
zywnosci, jak 1 wytwarzania zywnosci typu ,,instant” z mi¢sa, warzyw 1 owocoOw [Kawata 1 in.
1993]. Suszenie sublimacyjne jest réwniez stosowane do utrwalania kwiatow, sypkich
farmaceutykow, wyrobow medycznych, kosmetykow, srodkdw chemicznych, barwnikéw oraz
enzymow [Liu 11in. 2007].

W przypadku utrwalania bioproduktow bardzo istotne jest szybkie obnizenie
zawartosci wody, co skutkuje zmniejszeniem szybkosci reakcji biochemicznych
zachodzacych  w $rodowisku  wodnym [Dziugan 2009]. Odwodnione komorki
mikroorganizmoéw osiggaja stan nazywany anabiozg. Stan ten oznacza okresowe oraz
odwracalne zatrzymanie funkcji zyciowych [Bednarski 2003]. W przypadku zaistnienia
sprzyjajacych warunkéw funkcje zyciowe moga zosta¢ przywrdcone na normalnym poziomie.
Obnizona zawarto$¢ wody w liofilizacie stanowi warunek dobrej zywotno$ci utrwalonej
kultury oraz zachowania jej cech technologicznych na wyjSciowym poziomie, ochrania
rowniez substancje biatkowe przed degradacja [Libudzisz 1 in. 2009].

W procesach biotechnologicznych prowadzonych z uzyciem drobnoustrojow wazne
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jest, aby procesy te byly wydajne, a ich rezultaty powtarzalne. Warunki te mozna spetnic,
zapewniajac stabilno$¢ oraz czysto$¢ mikrobiologiczng szczepdw przemystowych. Idealna
metoda utrwalania oraz przechowywania powinna umozliwi¢, przez jak najdtuzszy czas,
zachowanie na najwyzszym poziomie wszystkich cech biologiczno-technologicznych [Chmiel
1998]. Ponadto metoda przechowalnicza powinna zapewnia¢ maksymalng przezywalnos$¢
komorek, ogranicza¢ liczbe komorek uszkodzonych, zapobiega¢ mutacjom spontanicznym
i selekcji komoérek mniej przydatnych w procesie technologicznym oraz minimalizowac
przypadkowe zanieczyszczenie innymi mikroorganizmami [Libudzisz 1 in. 2009]. Warto
pamigtac, ze ze wzgledu na duza réznorodnos¢ sposobow przechowywania oraz réznorodnos¢
utrwalanych materialow nie ma jednej uniwersalnej metody, ktora bedzie skuteczna
we wszystkich przypadkach. Uzasadnione jest opracowanie metody przechowalniczej pod
katem okreslnego szczepu przemystowego oraz konkretnego procesu biotechnologicznego
[Bednarski 2007]. Dla cennych szczepow najbardziej pozadane sa metody minimalizujace
pasazowanie oraz ograniczajace procesy metaboliczne. Warunki te zapewniaja: zamrazanie,
suszenie konwekcyjne oraz liofilizacja [Libudzisz 1 in. 2009].

Liofilizacja charakteryzuje si¢ wieloma zaletami, ktore czynig ja niemal idealng
metodg utrwalania 1 przygotowywania do dlugotrwatego przechowywania szczepow
przemystowych. Szczepy utrwalone ta metoda nawet po dlugoletnim przechowywaniu
zachowuja cechy biochemiczne, morfologiczne i immunologiczne komoérek wyjsciowych
[Libudzisz, Kowal i in. 2009]. Ws$rdd zalet wymienia si¢ rowniez zabezpieczenie przed
zanieczyszczeniami oraz zakazeniami podczas przechowywania, stosunkowo duza
przezywalno$¢ oraz tatwos$¢ dystrybucji [Abadias 1 in. 2001]. Ponadto utrwalone
liofilizacyjnie szczepy sa stabilne w temperaturze pokojowej, a ich odtworzenie jest latwe
przez dodanie odpowiedniego medium. W odniesieniu do przemystu wazna jest tez redukcja
wagi gotowych produktoéw, mozliwos$¢ tatwego zachowania sterylnosci oraz uzyskiwania
produktéw w opakowaniach jednostkowych [Ciurzynska, Lenart 2011].

Oprécz licznych zalet liofilizacja ma réwniez wady. Przede wszystkim jako wade
wymienia si¢ efekt letalny tego procesu, czyli zmniejszenie przezywalnosci komorek [Morgan
1 in. 2006). Kolejng wada, szczegdlnie istotng w przypadku stosowania tej metody na duza
skale, jest konieczno$¢ uzywania specjalnej, kosztownej aparatury [Bednarski 2007] oraz
duze zapotrzebowanie energetyczne. Analiza zapotrzebowania na energi¢ wykazala, ze
podstawowa energia potrzebna do usuni¢cia 1 kg wody jest dwa razy wieksza w przypadku
liofilizacji w poréwnaniu z konwencjonalnymi metodami suszenia, a prawie potowa energii

przeznaczona jest na etap sublimacji [Ratti 2001]. Podczas liofilizacji bakterie poddawane sa
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procesowl zamrazania 1 suszenia, cO naraza je na stres zwigzany z wysokim st¢zeniem
substancji rozpuszczonych, zmianami pH, niskimi temperaturami, formowaniem krysztatlow
lodu oraz usuwaniem wody. Proces ten moze powodowac zniszczenie blony komorkowe;,
denaturacj¢ bialek 1 DNA oraz obnizenie przezywalnosci komoérek [Zhao, Zhang 2005].
Dalsza konsekwencjg tych czynnikow jest wzrost wrazliwosci na kontakt z powietrzem oraz
zmniejszenie zdolnosci do reprodukcji [De Giulio 1 in. 2005]. Dodatkowo istniejg doniesienia
o przypadkach mutacji drobnoustrojow zabezpieczanych tag metoda, co budzi zastrzezenia
1 deprecjonuje skuteczno$¢ liofilizacji [Bednarski 2003].

Przezywalno$¢ komorek bakterii poddanych liofilizacji zalezy od wielu czynnikow,
miedzy innymi majg na nig wptyw: substancje ochronne, poczatkowa liczebno$¢ komorek,
stan fizjologiczny bakterii, temperatura oraz czas zamrazania, parametry procesu liofilizacji,
warunki rehydratacji [Schoug 1 in. 2006], wiek hodowli oraz szczep bakterii [Baati i in. 2000].
Uznaje si¢, ze wigkszg przezywalno$¢ mozna uzyskac, stosujac zawiesing komorek o duzej
gestosci pobrang z wcezesne] fazy stacjonarnej [Libudzisz 1 in. 2009]. Poza wczesng faza
stacjonarng wzrostu mikroorganizmow rowniez pdzna faza logarytmiczna jest powszechnie
stosowana w przypadku liofilizacji. Generalnie uznaje si¢, ze miode kultury bakterii sg
bardziej wrazliwe na suszenie sublimacyjne niz kultury pobrane z fazy pdznej logarytmicznej
czy stacjonarnej [Saarela 1 in. 2005]. Zaobserwowano rowniez, ze na przezywalnos¢ suszenia
sublimacyjnego ma wptyw rozmiar komorek: enterokoki sg bardziej oporne niz wigksze
pafeczki. Dodatkowo bakterie Gram-dodatnie sg bardziej oporne niz bakterie Gram-ujemne
[Carvalho 1 in. 2004]. Na etapie przechowywania natomiast bardzo wazna jest aktywnos$¢
wody, bowiem wraz z wzrostem ay zwigksza si¢ liczba uszkodzonych komorek [Passot 1 in.
2012].

Jednym z krytycznych parametrow liofilizacji jest temperatura zamrazania (szybko$¢
chlodzenia). Jesli chtodzenie jest powolne, woda ma czas by wyptyna¢ z komoérki w procesie
osmozy 1 krysztaty lodu formujg si¢ zewnatrzkomorkowo. W miare powstawania krysztatow
woda jest usuwana ze Srodowiska pozakomorkowego, wzrasta stezenie substancji
rozpuszczonych 1 w rezultacie wystgpuje brak rownowagi osmotycznej [Zhao, Zhang 2005].
Natomiast podczas szybkiego chlodzenia mozna unikng¢ wzrostu stgzenia substancji
rozpuszczonych oraz nadmiernego uszkodzenia komorek [Meng i in. 2008].

Liofilizacja, jako bardzo zlozony proces, wigze si¢ z wieloma zagrozeniami dla
suszonych bioproduktow. Badacze podaja, ze poprawe przezywalnosci oraz zachowanie
aktywno$ci mozna uzyska¢, wplywajac na parametry procesu lub przez modyfikacje

chemiczne badz fizyczne komorek przed procesem [Kanmani 1 in. 2011]. Z tego wzgledu
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prowadzone s3 liczne badania nad mozliwo$cig zminimalizowania niekorzystnych efektow.
Jednym z proponowanych rozwigzan jest poddawanie bakterii, podczas lub po hodowli,
stresowi osmotycznemu. Dzigki temu zabiegowi nastepuje wzrost wewnatrzkomérkowego
stezenia kompatybilnych substancji rozpuszczonych (osmoprotektantow — substancji, ktore
zapobiegajac utracie wody z komorki, jednoczesnie nie wpltywaja na metabolizm
mikroorganizmu nawet przy wysokim stezeniu w cytoplazmie), ktore zapewniaja wigksza
opornos¢ na suszenie. Poszczegdlne gatunki bakterii fermentacji mlekowej moga gromadzi¢
rozne substancje, takie jak betaina, karnityna lub asparaginian [Bergenholtz 1 in. 2012].
Kompatybilne substancje rozpuszczone to mate organiczne czgsteczki, ktore maja wiele
istotnych cech, m.in. sg rozpuszczalne 1 mogg by¢ akumulowane, na wysokim poziomie,
w cytoplazmie komorek narazonych na stres. Czasteczki te sa przewaznie obojetne
chemicznie, a specyficzny system transportu dostgpny w blonie cytoplazmatycznej umozliwia
ich kontrolowang akumulacje [Carvalho 1 in. 2004]. Badacze tego zjawiska nie sg zgodni co
do jego znaczenia. Istnieja doniesienia, ze moze ono mie¢ negatywny wplyw na blony
komorkowe, a jego skuteczno$¢ jest kwestionowana. Inni badacze uwazaja, ze kumulowanie
substancji jest naturalnym krokiem przy produkcji kultur starterowych, czynigcym je bardziej
odpornymi na przetwarzanie przemystowe [Bergenholtz 1 in. 2012]. W niektorych
doniesieniach zwracano uwage na wptyw sktadu podloza hodowlanego na przezywalnos¢
drobnoustrojow w procesie suszenia sublimacyjnego. Przykladowo w badaniach
obejmujacych testowanie przydatnosci podlozy serwatkowych i1 stodowych, réznigcych si¢
zawartos$cig cukroéw, zwigzkdw mineralnych oraz czynnikow wzrostowych, do hodowli
5 szczepdw drozdzy serowarskich [Polomska 1 in. 2007] stwierdzono wplyw skladu tych
podlozy zarowno na dynamike przyrostu biomasy, jak 1 na przezywalnos¢ w procesie
liofilizacji, jednak zwigzana byta ona rowniez z badanym szczepem. Generalnie w przypadku
4 z 5 badanych szczepow podloze stodowe mialo korzystniejszy wpltyw na przezywalnos¢
drozdzy w procesie dehydracji.

Najskuteczniejsza 1 najczesciej stosowang metoda zabezpieczania bakterii w procesie
liofilizacji jest dodatek substancji ochronnych do zamrazanej suspensji [Bednarski 2003].
Podczas procesu liofilizacji dodawane substancje, poza regulacja osmotyczng, muszg rowniez
ochrania¢ blong¢ komodrkowa oraz sktadniki komorki przed zamrazaniem, odwodnieniem
1 wysoka temperaturg [Santivarangkna 1 in. 2008]. Do $rodkoéw ochronnych stosowanych przy
suszeniu sublimacyjnym zalicza si¢: adonitol, betaning, glicerol, laktoze, odtluszczone mleko,
dimetylosulfotlenek [Zayed, Roos 2004], zelatyng, gume¢ ksantanowa, maltodekstryne
[Champagne 1 in. 1996], trehalozg, biatko serwatkowe, sacharoze, dekstran, glikol
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polietylenowy [Meng 1 in. 2008]. Uznaje si¢, ze skuteczna substancja ochronna powinna
chroni¢ komorki podczas mrozenia, tatwo ulega¢ suszeniu oraz tworzy¢ stelaz zapewniajacy
stabilno$¢ 1 latwos$¢ rehydratacji [Zhao, Zhang 2005]. Substancje ochronne mozna
klasyfikowa¢ wedtug roznych kryteriow. Pierwsze kryterium wynika z masy czasteczkowej —
czasteczki o wysokiej badz niskiej masie czasteczkowej. Bardziej tradycyjny podzial
zwigzany jest z czasem wnikania do komorki, tzn. na substancje szybko wnikajace (metanol,
etanol, glikol etylenowy, glikol propylenowy, dimetylosulfotlenek (DMSO) oraz wnikajace
wolniej (glicerol). Dodatkowo wyr6znia si¢ podziat na substancje przenikajace tylko $ciane
komorkowa (mono- i disacharydy, aminokwasy, polimery o matej masie czgsteczkowej);
przenikajace jednoczes$nie $cian¢ komorkowa 1 blong komorkowa (glicerol, DMSO) oraz
nieprzenikajgce ani Sciany komorkowej, ani blony komdrkowej (polimery o wysokiej masie
czasteczkowej — biatka, polisacharydy) [Hubalek 2003]. Natomiast Morgan
z wspolpracownikami dzieli substancje ochronne na dwie gléwne kategorie: amorficzne
formujace stan szklisty oraz eutektyczne krystalizujace sole [Morgan 1 in. 2006].

W zalezno$ci od wilasciwosci substancji aktywnej inny jest mechanizm dziatania
ochronnego, np. zwiazki przenikajace zardwno blong, jak 1 §ciang komoérkowa sprawiaja, ze
blona komodrkowa staje si¢ bardziej elastyczna oraz wigze wode, co chroni przed nadmiernym
odwodnieniem, redukuje toksyczne dziatanie soli oraz zapobiega tworzeniu si¢ krysztalow
lodu wewnatrz komorek. Zwiazki przenikajace tylko §ciang komorkowa indukujg plazmolize
komorek przed zamarzaniem, gromadzac si¢ miedzy Sciang komorkowa a blong komorkowa,
dziatajg jak warstwa buforowa przeciwko powstawaniu krysztatdéw lodu — w ten sposob
zapewniaja mechaniczng ochrong blony. Z kolei zwigzki nieprzenikajace ani $ciany, ani blony
komorkowej sa adsorbowane na powierzchni mikroorganizmow, gdzie tworzg lepka warstwe.
W ten sposoéb hamujg wzrost krysztaldéw lodu przez zwigkszanie lepkosci roztworu oraz
zachowywanie amorficznej struktury krysztaldw w bliskim sgsiedztwie komorek [Carvalho
iin. 2004].

Wplyw poszczegdlnych czynnikow fizycznych na przezywalnos¢ mikroorganizmow
nie jest jednoznaczny. Naukowcy sa zgodni jedynie, ze dodatek substancji ochronnych
poprawia zachowawczos$¢ procesu oraz zwicksza przezywalno$¢ mikroorganizméw. Uznaje
sie, ze substancje ochronne przeciwdzialaja mechanizmom inaktywujagcym komorki,
mianowicie: zwigkszaniu stezenia elektrolitow oraz krystalizacji lodu w ich wnetrzu
[Bednarski 2003].

Wszystkie opisane wyzej czynniki majgce wplyw na przezywalnos¢ w procesie

liofilizacji moga rowniez rzutowa¢ na przezywalno$¢ w czasie przechowywania kultur
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utrwalonych sublimacyjnie. Wplyw na efekt letalny w czasie przechowywania moze miec
nawet sucha masa biomasy poddanej liofilizacji. Bozoglu 1 wspdlpracownicy wykazali, ze
wraz ze wzrostem gestosci suspensji poddawanej dehydratacji ro$nie przezywalno$¢ komorek
bakterii fermentacji mlekowej. Przezywalno$¢ mikroorganizméw w okresie przechowywania
po liofilizacji byla zwigkszona przez obecnos¢ martwych mikroorganizmow, ktore
zmniejszaly powierzchni¢ mig¢dzyfazowa migdzy zywymi komoérkami 1 Srodowiskiem
zewnetrznym. Wynikiem tej pracy jest tez obserwacja, ze Streptococcus thermophilus jest
gatunkiem bardziej odpornym na suszenie sublimacyjne niz Lactobacillus bulgaricus.
Stwierdzono tez, ze przechowywanie w prozni lub w atmosferze azotu dawato lepsze efekty
niz przechowywanie w powietrzu. Stabe wskazniki przezywalno$ci w powietrzu przypisano
procesom dyfuzji tlenu do komoérek przez wysuszong powierzchni¢ migedzyfazowa [Bozoglu
iin. 1987].

Miyamoto przebadal 10 gatunkéw mikroorganizméw: drozdzy i bakterii Gram-
ujemnych 1 Gram-dodatnich poddanych liofilizacji 1 przechowywanych nastepnie przez 10 lat
w warunkach prozni w temperaturze 5°C. Stwierdzil znaczne roznice w przezywalnosci,
zarOwno w czasie procesu liofilizacji (od 10% do 80%), jak 1 przechowywania (od 10% do
niemal 100%) [Miyamoto 1 in. 2000].

Porter 1 wsp. przeprowadzili obszerne badania dotyczace wpltywu na przezywalnos¢
bakterii z gatunku Campylobacter jejuni takich czynnikow jak: wiek kultury hodowlanej,
zastosowane krioprotektanty, warunki przechowywania 1 warunki rehydratacji. Stwierdzono,
ze najlepsze efekty wystepuja w przypadku poddawania suszeniu kultury miode; —
jednodniowej; za najskuteczniejszy krioprotektant sposrdd przebadanych uznano trehaloze;
zaroOwno w temperaturze chlodniczej (4°C), jak 1 pokojowej (25°C), C. jejuni przezywaty
lepiej w przypadku przechowywania w prozni niz w atmosferze azotu, ktory z koleir dawat
lepsze efekty niz przechowywanie w powietrzu. Po przechowywaniu przez miesiac
w temperaturze 4°C 1 25°C zaobserwowano niewielkie roznice pomiedzy przechowywaniem
w roznych atmosferach, jednak po 2 i 3 miesigcach przechowywania roznice stawaty sie
wicksze. Na przyklad roznica pomiedzy przezywalnoscia mikroorganizméw w obecnosci
powietrza 1 w atmosferze prozni w temperaturze 25°C w ciggu 3 miesiecy wynosita 1 rzad
wielkos$ci, natomiast podczas przechowywania w temperaturze 4°C przez 3 miesigce rdéznice
nie byly znaczace [Porter 1 in. 2007]. W dostepnych danych literaturowych nie znaleziono
wynikow badan dotyczacych bezposredniego wptywu zastosowanych rodzajow opakowan na
aktywno$¢ biologiczng preparatow bakterii, jednak istnieja dane dotyczace atmosfery,

w jakiej przechowuje si¢ bakterie [Porter 1 in. 2007]. Dane takie mozna powigza¢ w sposob
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posredni z zastosowanymi opakowaniami, gdyz np. do przechowywania w atmosferze prozni
konieczne jest zastosowanie opakowan catkowicie szczelnych, takich jak woreczki barierowe,
a nie nadaja si¢ do tego polietylenowe stoiczki z zatrzaskanymi wieczkami.

Konieczne bylo zatem przeprowadzenie badan umozliwiajagcych wystarczajaco
doktadne okreslenie trwalosci przechowalniczej preparatow bakteryjnych otrzymywanych
w ZF IBPRS.

CEL 1 ZAKRES PRACY

Celem pracy bylo okreslenie wplywu warunkow przechowywania zliofilizowanej
biomasy wybranych szczepdéw bakterii z rodzaju Lactobacillus na aktywnos$¢ biologiczng
preparatow.

Zakres pracy obejmowat:

- roéwnolegle wytworzenie w skali poOlprzemystowej partii liofilizowanych oraz
utrwalanych technika fluidyzacji (jako material pordéwnawczy) preparatow trzech
szczepOw bakterii (z gatunku Lactobacillus plantarum oraz Lactobacillus buchneri)
do badan zmian aktywnosci biologicznej w czasie przechowywania w rdéznych
warunkach 1 opakowaniach,

- doswiadczenia przechowalnicze (badanie zmian aktywnosci biologicznej w czasie 12
miesi¢cy przechowywania preparatow),

- poroéwnanie wynikoOw badan preparatow otrzymanych testowang metodg utrwalania
bakterii (liofilizacja) oraz metoda odniesienia (suszenie fluidyzacyjne),

- dobdr optymalnych warunkow przechowywania biopreparatow otrzymywanych

opracowang wczesniej metodg liofilizacji.

MATERIAL I METODY BADAN

Badane mikroorganizmy

- Lactobacillus plantarum K KKP/593/p — szczep bakterii otrzymany metoda selekc;ji
w Zakladzie Technologii Fermentacji Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego, charakteryzujacy si¢ zdolnoscig syntetyzowania zewnatrzkomérkowych
enzymOw amylolitycznych oraz silnym zakwaszaniem Srodowiska. Stosowany jest jako
podstawowy sktadnik biologiczny preparatéw stymulujacych proces kiszenia pasz, zwtaszcza
zawierajacych weglowodany skrobiowe. Preparaty komponowane z zastosowaniem tego
szczepu umozliwiajg wykonywanie kiszonek paszowych z takich roslin jak: trawy, lucerna,
koniczyna, kukurydza (ziarno 1 cate ro$liny), inne zboza, surowe ziemniaki oraz produktow

odpadowych przemystu rolno-spozywczego, takich jak: wystodki buraczane 1 wywar

47



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2017 t. 72 nr 3

gorzelniczy. Szczep Lactobacillus plantarum K KKP/593/p charakteryzuje si¢ rdéwniez
wlasciwosciami  probiotycznymi. W wyniku badan dotyczacych antybakteryjnych
wiasciwosci tego szczepu (warunki mikroareobowe) stwierdzono, ze wykazuje on zdolnos$ci
do hamowania rozwoju bakterii chorobotwodrczych, izolowanych z przewodu pokarmowego
chorych zwierzat.

- Lactobacillus buchneri A KKP 2047p — szczep bakterii otrzymany metodg selekcji
w Zaktadzie Technologii Fermentacji Instytutu Biotechnologii Przemyslu Rolno-
Spozywczego charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do syntezy 1,2-propanodiolu i niespotykanej
dla tego gatunku bakterii zdolnosci do jego metabolizowania 1 syntezy kwasu propionowego.
Jest to heterofermentatywny szczep bakterii szczegdlnie predystynowany do sporzadzania
kiszonek przeznaczonych dla biogazowni.

- Lactobacillus plantarum C KKP 788/p — szczep bakterii otrzymany metoda selekcji
w Zaktadzie Technologii Fermentacji Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do syntetyzowania enzymow: a-amylazy,
ksylanazy 1 endo-1,4-betaglukanazy. Preparaty komponowane z zastosowaniem tego szczepu
umozliwiajg wykonywanie kiszonek paszowych z takich roslin jak: trawy, lucerna, koniczyna,
kukurydza (ziarno i cale rosliny), inne zboza oraz produktow odpadowych przemystu rolno-

spozywczego, takich jak: wystodki buraczane 1 wywar gorzelniczy.

Stosowany nosnik
Mileko w proszku granulowane odtluszczone (SM Gostyn, Polska).

Stosowana substancja ochronna
Glicerol (POCH, Polska).
Otrzymywanie materiatlu do badan
Hodowle bakterii prowadzono w fermentorach New Brunswick, o calkowitej pojemnosci
150 11 1500 1, przez 24 h w temperaturze 35°C 1 przy pH 5,8 (regulowane przy uzyciu wody
amoniakalnej 12,5%).
Namnozong biomas¢ oddzielano od ptynu pohodowlanego przy uzyciu wirowki firmy
Cepa Z 101 o dziataniu poiciagtym, przy predkosci 14 000 obrotéw/min.
Liofilizacja prébek
Dehydratacja metoda sublimacyjng (Biowet, Pulawy) — liofilizator pottechniczny,
w komorze krystalizatora o temperaturze roboczej -55°C, przez okoto 48 godzin.
Doswiadczenia prowadzono z wykorzystaniem liofilizatora, w ktérym mozliwe jest

przeprowadzenie wszystkich trzech etapow procesu suszenia sublimacyjnego: zamrazania,
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gldbwnego suszenia oraz dosuszenia; na dowolnym etapie procesu mozna kontrolowaé
temperature produktu, temperatur¢ kondensatora lodu oraz warto$¢ cisnienia. Koncowa
wilgotnos$¢ preparatow 2—3%.
Suszenie fluidyzacyjne

Dehydratacja metoda fluidyzacji — preparaty doswiadczalne wykonywano, nanoszac
biomas¢ bakterii na granulowane nosniki w trakcie suszenia w zlozu fluidalnym,
w temperaturze nieprzekraczajacej 35°C. Parametry procesu suszenia: wilgotnos¢ wzgledna
powietrza 30-35% (powietrze osuszane przy zastosowaniu osuszacza), temperatura powietrza
wewnatrz ztoza fluidalnego — zmiany narastajagce od wartosci poczatkowej 26-28°C do
koncowej 33-34°C, predkos¢ liniowa powietrza suszacego od 1,5 do 3 m/s w zaleznosci od
wysokosci ztoza (pomiar w pustym aparacie), wilgotno$¢ koncowa preparatdow po wysuszeniu
od 4,5% do 5,5%, czas suszenia 30—35 min.

Metody mikrobiologiczne
Oznaczenie liczby bakterii fermentacji mlekowej (LAB) metoda ptytkowa na podiozu

MRS wedtug normy (PN-EN 15787:2009).
Uklad doswiadczen

Biomasy uzyskane z hodowli trzech testowanych szczepéw podzielono na dwie czesci:
jedna suszono fluidyzacyjnie (materiat poréwnawczy uzyskiwany metoda dotychczas
stosowng w ZTF IBPRS do wytwarzania biopreparatow), a drugag poddawano dehydratacji
sublimacyjnej. Nastepnie wysuszone preparaty pakowano prézniowo w barierowe woreczki
foliowe PA/PE lub sloiczki polietylenowe zaopatrzone w pochlaniacze wilgoci
(przechowywanie w atmosferze powietrza). Probki ze wszystkich wariantow przechowywano
rownolegle w warunkach chtodniczych (10-12°C) lub temperaturze pokojowej (okoto 25°C).
Zastosowanie okreslonych opakowan wigzalo si¢ z testowaniem ro6znych warunkow
przechowywania, poniewaz do przechowywania w atmosferze proézni konieczne jest
zastosowanie opakowan catkowicie szczelnych, jakimi sg woreczki barierowe.

Szczegdlowy schemat do§wiadczenia przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Schemat doswiadczenia przechowalniczego

Schematic of storage experients

Szczep Temperatura Suszenie fluidyzacyjne Liofilizacja
bakterii | przechowywania | buteleczki saszetki buteleczki saszetki
5937 pokojowa X X X X
chtodnicza X X X X
2047 pokojowa X X X X
chlodnicza X X X X
788" pokojowa X X X X
chlodnicza X X X X

Czas przechowywania probek wynosit 12 miesiecy.

WYNIKI
Material biologiczny (biomas¢ bakterii), uzyskany w efekcie hodowli prowadzonych
w skali poltechnicznej, utrwalano opisanymi wcze$niej metodami. W celu sprawdzenia
jakos$ci uzyskanych biopreparatow wykonano posiewy mikrobiologiczne, po czym okre§lono

przezywalno$¢ bakterii, a uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 1.

100 === =pggr-=-= oo oooooooooooooooooo
3° 80 —---m--
g
o e e
S B suszenie
é 40 fluidyzacyjne |-
§ B suszenie

20 sublimacyjne |

0
593 2047 788 szczep bakterii

Rys. 1. Przezywalno$¢ bakterii w czasie dehydratacji prowadzonej
metoda fluidyzacyjng i1 sublimacyjng
Fig. 1. Bacterial survival during dehydration conducted using a
fluidized bed drying and sublimation
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Przezywalnos¢ bakterii suszonych technikg fluidyzacji wahata si¢ w granicach 68,9% do
76,3%, natomiast przezywalnos¢ procesu liofilizacji miescita si¢ w granicach od 94,7% do

99,8%, w zaleznos$ci od szczepu bakterii.

PODSUMOWANIE

W tej czesci artykulu przedstawiono wyniki dotyczace etapu badan polegajacego na
otrzymaniu materialu badawczego, ktéry nastgpnie zostat uzyty w doswiadczeniach
przechowalniczych, trwajacych 12 miesigcy. Stwierdzone roznice w przezywalno$ci bakterii
byty rzgdu kilku procent (max. okoto 6%), wigc uznano, ze uzyskane biopreparaty stanowig
dobry materiat do dalszych badan. Zgodnie z oczekiwaniami przezywalno$¢ procesu
liofilizacji bakterii wszystkich badanych szczepow byta wyzsza od wartosci tego parametru
uzyskiwanej w przypadku suszenia fluidyzacyjnego.

Wyniki obejmujace doswiadczenia przechowalnicze przedstawiono w drugiej czesci

artykutu.

Wykaz pozycji literaturowych w czesci 2 artykutu.
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