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Streszczenie

Doswiadczenia przechowalnicze trwaly 12 miesiecy. Po 12 miesigcach prowadzenia
eksperymentu wystgpily znaczne rdéznice w przebiegu krzywych przezywalnosci. Dotyczy to
zarOwno testowanych szczepow, jak 1 metod ich utrwalania oraz warunkdéw przechowywania.
Niezaleznie od szczepu 1 zastosowane] metody przechowywania, preparaty wykonane
z zastosowaniem suszenia fluidyzacyjnego charakteryzujg si¢ nizszg przezywalnoS$cig bakterii
w poréwnaniu z preparatami uzyskanymi poprzez liofilizacje. Przezywalno$¢ bakterii
w liofilizatach wynosita od 17,9% do 92,0% po 12 miesigcach przechowywania (suszenie

metoda fluidyzacji 4,5% do 1,1%).

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 2
Summary

Storage experience lasted 12 months. After twelve months of the experiment there were
significant differences in the course of the survival curves of bacteria. This applies to both
strains tested and methods for their preservation and storage conditions. Preparations made
using the fluidized drying had worse survival of the cells compared to the formulations
obtained by freeze-drying, regardless of the strain and the storage conditions. Survival of
freeze-dried bacteria was between 17.9% and 92.0% after 12 months of storage (fluidized bed
drying method 1.1 to 4.5%).

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

W pierwszej czesci artykulu opisano doswiadczenia obejmujace hodowle bakterii
w skali pottechnicznej, prowadzone w celu uzyskania odpowiedniej ilosci biomasy bakterii do
doswiadczen, z ktorej nast¢pnie uzyskano materiat badawczy w postaci liofilizatow oraz
preparatow wykonanych technikg suszenia fluidyzacyjnego (stanowigcych materiat
poréwnawczy). Okreslono réwniez przezywalno$¢ bakterii w preparatach wykonanych

obiema technikami dehydratacji.
Tres¢ drugiej czgsci tego artykulu zawiera opis dalszych doswiadczen, polegajacych na

przechowywaniu preparatow w ré6znych warunkach, oraz wynikajace z nich wnioski.

Badania zmian aktywnoS$ci biologicznej preparatow w czasie przechowywania
w réznych warunkach

Doswiadczenia trwaly 12 miesigcy. Schemat do$wiadczen przedstawiono w tabeli 1.
w pierwszej czesci artykutu; probki z kazdego wariantu eksperymentu pobierano w odstepach
miesigcznych (w okresie od 8. do 12. miesigca co 2 miesigce). Poczatkowa liczba bakterii
w preparatach suszonych fluidyzacyjnie wynosita od 1,23:10'° do 6,0-10'° jtk/g, za$
w preparatach poddanych suszeniu sublimacyjnemu od 1,79-10'' do 3,1-10" jtk/g.
Ze wzgledu na r6zne wartosci poczatkowe bezposrednie poréwnanie wynikdw posiewoOw
uzyskiwanych systematycznie w czasie trwania doswiadczen przechowalniczych byloby wiec
niecelowe. Dlatego dla scharakteryzowania post¢pujagcych zmian poshuizono si¢
przezywalnoscig. Wyniki kazdego wariantu doswiadczenia przedstawiono na oddzielnych
wykresach oznaczonych numerami od 2 do 13. Wyniki dotyczace konkretnej metody
dehydratacji oraz sposobu przechowywania pogrupowano po trzy, z ktérych kazdy dotyczyt
innego badanego szczepu bakterii, w celu umozliwienia tatwiejszej oceny roznic w przebiegu
krzywych utraty aktywnos$ci biologicznej w czasie przechowywania. Wartosci liczbowe
przedstawione na wykresach to przezywalnos¢ bakterii w danym momencie doswiadczenia,
liczona jako stosunek aktualnej liczby bakterii do ich liczby poczatkowej (bezposrednio po
suszeniu), wyrazony w procentach. Krzywe oznaczone na wykresach symbolem ,,A” dotycza
przechowywania w temperaturze pokojowej, zas oznaczone symbolem ,,®” odnoszg si¢ do
chlodniczej temperatury przechowywania.

Po 12 miesigcach przechowywania w warunkach chlodniczych liczba bakterii
w preparatach suszonych fluidyzacyjnie wahata sie od 4,6:10° do 1,1-10® jtk/g, natomiast
przechowywanych w temperaturze pokojowej — od 2,2:10° do 9,0-107 jtk/g.

W preparatach liofilizowanych 1 przechowywanych w warunkach chlodniczych liczba bakterii
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wynosita od 6,0-10'° do 2,9-10" jtk/g, a przechowywanych w temperaturze pokojowej od
2,0-10° do 3,9-10' jtk/g.

Pierwsza grupa wykresow (rysunki 2-4) dotyczy suszenia fluidyzacyjnego oraz
przechowywania preparatbw w powietrzu w polietylenowych pojemniczkach. Wyniki te
stanowig materiat pordwnawczy, poniewaz ta metoda 1 w takich warunkach otrzymywano,
a nastgpnie przechowywano, preparaty przed rozpoczeciem niniejszych badan. Metoda ta nie
dawata zadowalajacych wynikow w trakcie dluzszego przechowywania preparatow.

W przypadku wszystkich badanych szczepé6w nastepowata dos$¢ szybka utrata aktywnosci
zawierajacych je preparatOw w czasie pierwszych szeSciu miesigcy przechowywania do
poziomu 28,5+10,1%, czyli o rzad wielkosci, w przypadku przechowywania w warunkach
chlodniczych oraz do poziomu 5,9+3,2% poczatkowej liczby bakterii w przypadku
przechowywania w temperaturze pokojowej, czyli o dwa rzedy wielkosci mniej.
Odpowiednio po 12 miesigcach przechowywania w warunkach chlodniczych przezywalnos¢
wynosita 4,5 do 1,1%, czyli obnizala si¢ o 2 rzedy wielkosci, a w przypadku przechowywania
w temperaturze pokojowej spadata do 0,8+0,009%, czyli obnizata si¢ 0 od 3 do 5 rzedoéw
wielkos$ci, w zaleznos$ci od badanego szczepu.

Stosunkowo najlepsze wyniki uzyskano dla szczepu Lactobacillus buchneri KKP 2047,
szczegdlnie w przypadku przechowywania w temperaturze pokojowej — obnizenie
przezywalno$ci o 3 rzedy wielkosci liczby bakterii, podczas gdy w przypadku szczepu
Lactobacillus plantarum K KKP 593 1 Lactobacillus plantarum C KKP 788 odpowiednio
obnizenie przezywalnosci wynosito 4 1 5 rzgdoéw wielkosci, w stosunku do ich poczatkowe;
liczby.

Niewielki wptyw na wyniki miato zastosowanie, do tych samych probek co poprzednio,
opakowan prézniowych — woreczkow polietylenowych barierowych, powlekanych folig
aluminiowa (rysunki 5-7). Krzywe na wykresach mialy przebieg zblizony do
przedstawionych na rysunkach 2-4, szczegdlnie do 6 miesigca przechowywania. Po tym
okresie zaczely wystgpowaé wyrazniejsze réznice, na niekorzys$¢ tej metody. W przypadku
przechowywania preparatow w temperaturze chtodniczej przez 12 miesigcy przezywalnose
wynosita od 3,1% do 0,07%, czyli nastepowal spadek mierzonego parametru o 2 do 4 rzedow
wielkosci, a w przypadku przechowywania w temperaturze pokojowej przezywalnosé
wynosita od 0,02% do 0,002%, czyli spadek liczby bakterii wynosit od 4 do 5 rzedow
wielkosci. Podobnie jak poprzednio stosunkowo najlepsze wyniki uzyskano w przypadku
szczepu Lactobacillus buchneri KKP 2047, a najgorsze w przypadku szczepu Lactobacillus

plantarum K KKP 593.
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Rys. 2. Przezywalno$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii Lactobacillus
plantarum K KXP 593 w czasie przechowywania w buteleczkach, w
temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 2. Survivability of Lactobacillus plantarum K KKP 593 bacteria,
dried
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Rys. 3. Przezywalno$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii Lactobacillus
plantarum C KKP 788 w czasie przechowywania w buteleczkach, w
temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 3. Survivability of Lactobacillus plantarum C KKP 788 bacteria,
dried
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Rys. 4. Przezywalno$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii
Lactobacillus buchneriKKP 2047 w czasie przechowywania w
buteleczkach, w temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 4. Survivability of Lactobacillus buchneri KKP 2047 bacteria,
dried by
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Rys. 5. Przezywalno$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii
Lactobacillus plantarum K KKP 593 w czasie przechowywania w
saszetkach (proznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach
chtodniczych
Fig. 5. Survivability of Lactobacillus plantarum K KKP 593 bacteri
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Rys. 6. Przezywalnos$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii
Lactobacillus plantarum C KKP 788 w czasie przechowywania w
saszetkach (proznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach
chtodniczych
Fig. 6. Survivability of Lactobacillus plantarum C KKP 788 bacteri
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Rys. 7. Przezywalno$¢ suszonych fluidyzacyjnie bakterii
Lactobacillus buchneriKKP 2047 w czasie przechowywania w
saszetkach (préznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach

chtodniczych
Fig. 7. Survivability of Lactobacillus buchneri KKP 2047 bacteria, d
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Rys. 8. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
plantarum K KKP 593 w czasie przechowywania w buteleczkach, w
temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 8. Survivability of lyophilized Lactobacillus plantarumK
KKP 593 bacteria duri
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Rys. 9. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
plantarum C KKP 788 w czasie przechowywania w buteleczkach, w
temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 9. Survivability of lyophilized Lactobacillus plantarum C
KKP 788 bacteria duri
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Rys. 10. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
buchneriKKP 2047 w czasie przechowywania w buteleczkach, w
temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 10. Survivability of lyophilized Lactobacillus buchneri KKP
2047 bacteria durin

30



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2017 t. 72 nr 4

100
901
N3 80
5 70
g 60
= 50
g. 40 T 5
3 Aee_
; ;8 -=-A--temperatura pokojowa 21&1:\
10 —@— warunki chlodnicze
0
0 1 2 3 4 5 6 7 3 9o 10 11 12
czas przechowywania, miesiace
Rys. 11. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
plantarum K KKP 593 w czasie przechowywania w saszetkach
(préznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 11. Survivability of lyophilized Lactobacillus plantarumK
KKP 593 bac
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Rys. 12. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
plantarum C KKP 788 w czasie przechowywania w saszetkach
(préznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 12. Survivability of lyophilized Lactobacillus plantarum C
KKP 788bac
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Rys. 13. Przezywalno$¢ liofilizowanych bakterii Lactobacillus
buchneri KKP 2047 w czasie przechowywania w saszetkach
(préznia), w temperaturze pokojowej i w warunkach chtodniczych
Fig. 13. Survivability of lyophilized Lactobacillus buchneri
KKP 2047 bacteri

31



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2017 t. 72 nr 4

Zastosowanie metody suszenia sublimacyjnego pozwolilo uzyska¢ znacznie lepsze
wyniki.  Przezywalno$¢ bakterii liofilizowanych, a nastgpnie przechowywanych
w polietylenowych pojemniczkach (rysunki 8—10) obnizata si¢ znacznie wolniej niz w czasie
wczesniej opisanych eksperymentdw dotyczacych suszenia fluidyzacyjnego. W przypadku
szczepu bakterii Lactobacillus plantarum K KKP 593 po 12 miesigcach przechowywania
w warunkach chtodniczych wynosita ona 58,9%, dla szczepu Lactobacillus plantarum C KKP
788 wynosita 78,4%, a dla szczepu Lactobacillus buchneri KKP 2047 — 21,8%, czyli nastgpit
spadek aktywnosci, wyrazonej jako przezywalnos¢, jedynie o 1 rzad wielkosci. Rowniez
w przypadku przechowywania liofilizatbw w temperaturze pokojowej uzyskano znacznie
lepsze wyniki od danych do$wiadczalnych dotyczacych preparatéw suszonych fluidyzacyjnie.
Podwyzszenie przezywalnosci bakterii w preparatach dotyczy przede wszystkim pierwszych
6 miesiecy przechowywania, ktore to wyniki mozna uzna¢ za bardzo dobre. Uzyskana
przezywalnos¢ to 59,8% w przypadku szczepu Lactobacillus plantarum K KKP 593, 72,5% —
dla szczepu Lactobacillus plantarum C KKP 788 oraz 25% — dla szczepu Lactobacillus
buchneri KKP 2047. Kolejne 6 miesiecy przechowywania spowodowalo dalszy spadek
przezywalno$ci bakterii, ktora obnizyta si¢ do 23,2% w przypadku szczepu Lactobacillus
plantarum K KKP 593, 12,6% — dla szczepu Lactobacillus plantarum C KKP 788 (w sumie
spadek przezywalnosci o 1 rzad wielkos$ci) oraz 0,03% — dla szczepu Lactobacillus buchneri
KKP 2047 (spadek przezywalnosci o 4 rzedy wielkosci). Przedstawione wyniki wskazuja, ze
suszony sublimacyjnie szczep Lactobacillus buchneri KKP 2047 gorzej znosi
przechowywanie w temperaturze pokojowej w poroOwnaniu ze szczepami Lactobacillus
plantarum K KKP 593 oraz Lactobacillus plantarum C KKP 788, szczegdlnie w okresie od
6.do 12. miesigca przechowywania w temperaturze pokojowej (spadek o trzy rzedy
wielkosci). W tym okresie podczas przechowywania w temperaturze pokojowej uzyskano
nawet gorszy wynik niz w przypadku suszenia fluidyzacyjnego.

Kolejna grupa wykresoéw (rysunki 11-13) ilustruje wyniki dotyczace preparatow
liofilizowanych 1 ich przechowywania w opakowaniach proézniowych — barierowych
woreczkach polietylenowych. Wykreslone krzywe zmian przezywalno$ci bakterii w czasie
przechowywania, zarbwno w warunkach chlodniczych, jak 1 w temperaturze pokojowej,
miaty zblizony przebieg do otrzymanych w przypadku przechowywania preparatow
w powietrzu w polietylenowych pojemniczkach, a koncowe wyniki, tzn. po 12 miesigcach
przechowywania, nieznacznie r6znity si¢ od siebie, w wigkszosci na niekorzys¢
przechowywania preparatow w prozni w woreczkach barierowych. Po 12 miesigcach

przechowywania w warunkach chtodniczych przezywalno$¢ bakterii wahata si¢ w granicach
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od 17,9% do 92,0% ich liczby poczatkowej, czyli nastepowat spadek o 1 rzad wielkosci,
a w temperaturze pokojowej w granicach od 0,007% do 22,47%, czyli spadek przezywalnosci
wynosit od 1 do 5 rzedow wielkosci.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze w przypadku preparatow
otrzymywanych metoda suszenia fluidyzacyjnego zmiana warunkow przechowywania, tzn.
przechowywanie w powietrzu bagdz w atmosferze prézni, nie miala istotnego wpltywu na
uzyskiwane przezywalnosci bakterii w preparatach po 12 miesigcach przechowywania.
Mozna nawet stwierdzi¢, ze preparaty przechowywane w prozni przechowywaly sie
nieznacznie gorzej w poroOwnaniu z przechowywanymi w powietrzu.

Zastosowanie suszenia sublimacyjnego, prowadzonego z wykorzystaniem parametrow
opracowanych we wczesniejszych pracach badawczych, znacznie poprawilo przezywalnos$¢
bakterii w czasie przechowywania przez 12 miesigcy. W przypadku przechowywania
w warunkach chlodniczych uzyskano znaczaca popraweg przezywalnosci wszystkich trzech
badanych szczepow bakterii, niezaleznie od zastosowanych opakowan, czyli atmosfery,
w jakiej przechowywano preparaty. W przypadku temperatury pokojowej istotng poprawe
przezywalnos$ci po 6 miesigcach przechowywania uzyskano w przypadku wszystkich
badanych szczepdéw bakterii, niezaleznie od zastosowanych opakowan. Po 12 miesigcach
przechowywania poprawa nastgpita natomiast w przypadku dwoch szczepow — Lactobacillus
plantarum K KKP 593 1 Lactobacillus plantarum C KKP 788, w stosunku do preparatow
otrzymanych droga suszenia fluidyzacyjnego. W przypadku szczepu Lactobacillus buchneri
KKP 2047, w okresie od 6. do 12. miesigca przechowywania, nastgpowat istotny spadek
przezywalno$ci — o jeden rzad wielkosci wigkszy niz w przypadku preparatow suszonych

metodg fluidyzacji, a przechowywanych w analogicznych warunkach.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy nie s3 zgodne z danymi literaturowymi. Dane
zawarte w dostepnej literaturze wskazuja, ze przechowywanie mikroorganizmow
w warunkach pro6zni poprawia przezywalno$¢ w czasie przechowywania w porownaniu
z przechowywaniem w powietrzu, co przypisywane jest np. procesom dyfuzji tlenu do
komorek poprzez wysuszong powierzchni¢ miedzyfazowa [Bozoglu 1 in. 1987]. Porter 1 wsp.
rowniez stwierdzili podobng zalezno$¢ — zarowno w temperaturze chtodniczej (4°C), jak
ipokojowej (25°C) badane przez nich bakterie przezywaly lepiej w przypadku

przechowywania w proézni niz w atmosferze azotu, ktéry z kolei dawal lepsze efekty niz
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przechowywanie w powietrzu. Po przechowywaniu przez 1 miesigc w temperaturze 4°C
125°C zaobserwowano w tych badaniach niewielkie réznice pomiedzy przechowywaniem
w roznych atmosferach, jednak po 2 1 3 miesigcach przechowywania roéznice stawaty si¢
wicksze. Na przyklad réznica pomigdzy przechowywaniem w powietrzu 1 w atmosferze
prozni w temperaturze 25°C w ciggu 3 miesiecy wynosita 1 rzad wielkos$ci, natomiast podczas
przechowywania w temperaturze 4°C przez 3 miesigce roznice nie byly znaczace [Porter 1 in.
2007]. Podobne wyniki uzyskali Yi-Chieh Wang 1 wsp. w badaniach nad przezywalnoS$ciag
bakterii z rodzajow Streptococcus, Lactobacillus 1 Bifidobacterium. Stwierdzono, ze
przechowywanie w warunkach prozni daje lepsze wyniki niz przechowywanie
w polietylenowych opakowaniach zaopatrzonych w osuszacze. Stwierdzono tez, ze istotny
wplyw na przezywalno$¢ bakterii miata temperatura przechowywania — uzyskano lepsze
rezultaty w temperaturze 4°C niz w trakcie przechowywania preparatow bakteryjnych
w temperaturach przekraczajacych 25°C [Yi-Cheh Wang i in. 2004].

Wyniki badan uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze metoda dehydracji opracowana
w wyniku realizacji cyklu prac daje rownie dobre wyniki zarowno w przypadku
przechowywania w prozni, jak 1 w atmosferze powietrza. Mozna to uzna¢ za atut tej metody,
poniewaz daje to wigksze mozliwosci konfekcjonowania preparatow otrzymywanych ta
metodg, a zatem podnosi rowniez ich atrakcyjno$¢ handlowg. Potwierdzil si¢ natomiast
zwigzek przezywalnos$ci z temperaturg przechowywania — w niniejszej pracy rowniez
uzyskiwano lepsze wyniki przezywalnos$ci bakterii w preparatach przechowywanych

w temperaturze chtodniczej niz w temperaturze pokojowe;.

WNIOSKI

1. Opracowana metoda dehydracji przebadanych szczepdéw, stosowanych w biopreparatach
do kiszenia pasz, umozliwia otrzymywanie produktow o trwalo$ci na takim samym
poziomie, jak trwalo$¢ podobnych produktéw firm zachodnich obecnych na krajowym na
rynku; po 12 miesigcach przechowywania w warunkach chlodniczych przezywalnos¢
bakterii wahata si¢ w granicach od 17,9% do 92,0%.

2. Niezaleznie od szczepu bakterii 1 zastosowanej metody przechowywania preparaty
wykonane z zastosowaniem suszenia fluidyzacyjnego charakteryzuja si¢ znacznie gorsza
przezywalnoscig w poroOwnaniu z preparatami uzyskanymi poprzez liofilizacje.

3. Opracowana metoda dehydracji zostala wdrozona w péitechnicznej linii produkcyjnej

biopreparatow ZF IBPRS, co zmniejsza znacznie pracochlonnos$¢ produkeji,
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umozliwiajgc obnizenie ceny sprzedawanych produktdéw, oraz podnosi ich atrakcyjnosé

rynkowga ze wzgledu na poprawe trwalosci w czasie przechowywania przez 12 miesiecy.
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