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Methods for improving of lactic acid bacteria survival during spray
drying

Summary

Lactic acid bacteria are a group of microorganisms which have been used by
people for centuries. Ever since, attention was drawn to their probiotic proper-
ties, interest in different applications of lactic acid bacteria has been growing
steadily. The need to ensure both high quality and repeatability of production
stimulates the demand for bacterial cultures which are ready to use and which
are characterized by high viability and cell activity. At present, in order to pro-
duce such ready-to-use lactic bacteria cultures, the processes of freezing and
freeze drying are usually employed. However, in their search for possibilities to
reduce the production costs, the researchers have turned their attention to the
process of spray drying. The conditions typical of the process of drying and re-
sulting from the effect of high temperature and rapid dehydration of bacterial
cells are not conducive to viability. However, the use of results of tests explain-
ing mechanisms responsible for the survival of bacterial cells under stress con-
ditions, combined with the application of carriers and auxiliary substances, in-
creases the possibility of applying spray drying effectively in the production of
fixed lactic acid bacteria cultures.
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1. Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej odgrywajg bardzo wazng role
w przemysle spozywczym oraz w zywieniu cztowieka. Sg one za-
liczane do grupy organizmoéw bezpiecznych (GRAS - generally
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recognized as safe) i od wiekdw sg wykorzystywane do produkcji fermentowanych na-
pojéw mlecznych oraz produktéw poddawanych kiszeniu. W ostatnich latach dodat-
kowo wzrasta zainteresowanie ich wiasciwosciami probiotycznymi oraz zdolnoscia
do produkcji bakteriocyn. Substancje te, majgce zazwyczaj charakter biatkowy, mo-
ga wykazywaé antagonistyczne dziatanie przeciwko bakteriom chorobotwdérczym
(1). Cechy te sprawiajg, ze gwattownie wzrosto wykorzystanie bakterii mlekowych
w przemysle spozywczym. Konieczno$¢ produkcji preparatéw bakteryjnych o statej,
wysokiej i gwarantowanej jakosci wymaga doskonalenia metod utrwalania biomas
bakteryjnych gwarantujacych duza zywotnos¢ i aktywnos¢ fermentacyjng komorek
(2,3). Za stosowaniem gotowych, utrwalonych preparatow przemawiajg rowniez wy-
mogi zwigzane z automatyzacjg proceséw technologicznych oraz utrzymaniem hi-
gieny produkcji (4).

2. Suszenie rozpylowe preparatow bakterii mlekowych

Najprostsza forma przechowywania kultur bakteryjnych jest ich mrozenie. Po-
zwala ono na zachowanie wysokiej przezywalnosci komodrek. Preparaty mrozone
muszg jednak by¢ przez caly czas utrzymywane w niskiej temperaturze i odznaczajg
sie znaczng masg objetosciows, co wptywa na wzrost kosztdéw ich przechowywania
i transportu. Fakt ten jestjedng z przyczyn zainteresowania preparatami suszonymi.
Obok liofilizacji suszenie rozpylowe jest metoda, ktéra moze by¢ wykorzystywana
do przemystowej koncentracji biomasy. Za zastosowaniem suszenia rozpytowego
do utrwalania biomasy przemawiajg przede wszystkim znacznie nizsze koszty, kté-
re sg sze$¢ razy nizsze niz koszty liofilizacji (5). Dodatkowym atutem suszenia roz-
pylowego jest mozliwos¢ stosowania procesu na duzg skale oraz niska waga uzyski-
wanego produktu, pozwalajgca na obnizenie kosztéw transportu (2,6).

Pomyst zastosowania tej metody do utrwalania biomasy nalezy datowaé na po-
czatki dwudziestego wieku. Juz pierwsze prowadzone badania dotyczyly stosowa-
nia uzyskanych preparatéw jako starteréw w przemysle mleczarskim (wg 7). Uzyska-
ne wowczas wyniki byly obiecujace, a od czasu tamtych préb, w rezultacie optymali-
zacji procesu, znacznie poprawiono jakos$¢ uzyskiwanych preparatéw. Do dzi$ jed-
nak metoda ta nie doczekata sie petnego wdrozenia. Przyczynami tego sg gtdéwnie
mata przezywalno$¢ kultur bakteryjnych, ich niska stabilno$¢ podczas przechowy-
wania oraz zta zwilzalno$¢ produktu, utrudniajgca rehydratacje (8,9).

Trudno$ci zwigzane ze zwilzalnoscig dotyczg wszystkich produktéw suszonych
rozpytowo. jest to w duzej mierze zwigzane z bardzo matymi rozmiarami czgstek,
wahajgcymi sie zazwyczaj w zakresie 10-100 pm. Problem ten moze by¢ eliminowa-
ny lub ograniczany dzieki zastosowaniu aglomeracji, np. przez granulacje w ztozu
fluidalnym, czyli zwilzanie unoszonego nadmuchem powietrza materiatu. Produkty
poddane aglomeracji, w poréwnaniu do wyjsciowego produktu suszonego rozpy-
towo, odznaczajg sie znacznie lepsza rozpuszczalnoscia i dyspersyjnoscig w roztwo-
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rach wodnych. Ponadto sg mniej podatne na zbrylanie podczas przechowywania
(10,11).

Problemy niedostatecznej przezywalnosci i stabilnosci podczas przechowywania
preparatdw suszonych rozpylowo zwigzane sg z licznymi czynnikami i stanowig
Zrodto zainteresowania wielu badaczy. Gtéwnymi aspektami, ktdre nalezy rozpatry-
wac w tym przypadku, sa faza wzrostu drobnoustrojow, zageszczenie sktadnikéw cy-
toplazmy spowodowane odparowaniem wody, dziatanie temperatury i cisnienia os-
motycznego podczas procesu oraz warunki rehydratacji. Czynniki te moga powodo-
wac uszkodzenia struktur komérkowych, a zwlaszcza btony cytoplazmatycznej (6).

Analizujac uszkodzenia komdrek powstajace w procesie suszenia rozpytowego,
nalezy wyodrebni¢ dwie podstawowe ich grupy: uszkodzenia zwigzane z dziataniem
temperatury i z odwodnieniem. Zwigzana z oddziatywaniem temperatury inaktywa-
cja termiczna powodowana jest gtéwnie przez denaturacje DNA, RNA oraz biatek.
Uszkodzenia btony cytoplazmatycznej, prowadzace do utraty przez komorke turgo-
ru, uwazane sg za jedng z podstawowych przyczyn inaktywacji dehydratacyjnej
(12). Podczas suszenia biomasy, wraz ze zmniejszaniem sie ilosci wody zawartej
w komorkach, wzrasta stezenie rozpuszczonych substancji (13). Oznacza to wzrost
cisnienia osmotycznego wewnagtrz komorki i moze prowadzi¢ do plazmolizy oraz
wysalania biatek. Zmiany te czesto sg nieodwracalne i powodujg $Smier¢ komdrki.
Mimo ze inaktywacja termiczna moze by¢ znacznie redukowana przez optymaliza-
cje procesu, to inaktywacja dehydratacyjna stanowi gtéwny problem przy stosowa-
niu konwekcyjnych metod suszenia (12). W przypadku suszenia rozpytowego wyste-
pujg oba typy inaktywacji. Cze$¢ zmian zachodzacych w komdrkach i mechanizméw
za nie odpowiedzialnych jest podobna. Dowiedziono jednak, ze procesy te rdéznig
sie zasadniczo (14). Wynikiem tego sg odrebne uszkodzenia wywotane dziataniem
temperatury i odwadnianiem komorki. Powoduje to, ze badania nad przezywalno-
Scig komdrek w procesie suszenia rozpytowego maja charakter ztozony, a uzyskiwa-
ne wyniki moga by¢ trudne do interpretacji. Postep w badaniach dokonany w ostat-
nich fatach oraz wzrost wiedzy z zakresu osmoregulacji pozwalajg coraz skuteczniej
zapobiega¢ obumieraniu komdrek podczas suszenia i przechowywania.

3. Metody oceny jakosci preparatow suszonych rozpytowo

Ze wzgledow technologicznych preparaty kultur starterowych powinny wykazy-
wac duzg zdolno$¢ do szybkiego inicjowania fermentacji oraz odznaczac sie odpo-
wiednig produktywnoscig pozadanych metabolitow (3,6,9).

W procesach koncentracji biomasy (suszenie rozpytowe, liofilizacja czy zamra-
zanie) komorki narazone sa, 0 czym byla juz mowa, na szereg czynnikéw streso-
wych, mogacych uszkadza¢ ich strukture. Niezbedne zatem sa metody weryfikacji
jakosci otrzymywanych preparatow, pozwalajace na okreslenie stopnia uszkodzenia
komorek. W dostepnej literaturze spotka¢ mozna proby stosowania wielu technik.
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zmierzajacych gtownie do okreslenia integralnosci Sciany komoérkowej i przepusz-
czalnosci btony cytoplazmatycznej oraz stopnia uszkodzenia DNA (7,14). Z powo-
dzeniem moga by¢ stosowane techniki bazujace na biologii molekularnej, mikrosko-
pii, zwhaszcza fluorescencyjnej, ale takze proste testy hodowlane.

Jednym z wyznacznikéw odzwierciedlajacych stopien uszkodzenia $ciany komor-
kowej i blony cytoptazmatycznej jest wrazliwos¢ komorek na NaCl. Oznaczenie tego
parametru jest przykladem zastosowania metod hodowlanych (6,9). Wraz ze wzro-
stem stopnia uszkodzenia, Sciana komorkowa z btong cytoplazmatyczng przestajg
stanowic efektywna bariere dla soli, ktéra, wnikajac do wnetrza, inaktywuje komor-
ke (2). Poza tym zdolno$¢ do wzrostu w Srodowisku o podwyzszonym stezeniu NaCl
jest, w przypadku szczepOw fermentacji mlekowej czesto cechg pozadang ze wzgle-
doéw technologicznych. W badaniach prowadzonych z wykorzystaniem Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, po procesie suszenia rozpytowego stwierdzono wzrost
wrazliwosci komérek na NaCl. Swiadczy to o uszkodzeniu btony cytoplazmatycznej
w trakcie suszenia (6). ROwniez w preparatach suszonych komaorek Lactococcus lactis
i Lactobacillus curvatus obserwowano wzrost wrazliwosci na NaCl. Zjawisko to miato
jednak charakter przejsciowy i po 72 h hodowli komérki przestawaty wykazywac
wrazliwos¢, co autorzy ttumacza regeneracjg uszkodzen powstatych w procesie su-
szenia (9). Do oceny stopnia uszkodzenia $ciany komdrkowej oraz btony cytoplazma-
tycznej stosowano réwniez DNazy. Metoda ta polega na inkubacji komdrek w roz-
tworze aktywnej DNazy i p6zniejszym pomiarze ilosci produktow rozkiadu DNA,
przy zatozeniu, ze enzym moze wnikaé i hydrolizowa¢ DNA jedynie w komaérkach
uszkodzonych (14). Na podobnej zasadzie opiera sie testowanie wrazliwosci komo-
rek na lizozym oraz niektdre antybiotyki, np. penicyling. Wzrost wrazliwosci inter-
pretowany jest tu jako pojawienie sie uszkodzen Sciany komorkowej (7).

Wsrod metod oceny jakosci otrzymywanych preparatéw spotkaé mozna réwniez
oznaczanie aktywnosci p-galaktozydazy, zwykle metodg opartg na rozktadzie ONPG
(o-nitrofenylo-P-D-galaktopiranozydu). Rowniez pomiar ilosci jonéw potasu oraz
biatek przedostajacych sie do supernatantu moze dostarcza¢ informacji o stopniu
uszkodzenia btony cytoplazmatycznej (6,14).

Gardiner i in. (2) z powodzeniem zastosowali do oceny przezywalnosci suszo-
nych rozpytowo komdrek bakterii z rodzaju Lactobacillus konfokalng mikroskopie
fluorescencyjng. Metoda ta jest szybka i skuteczna, a zastosowanie selektywnych
barwnikéw fluorescencyjnych pozwala na uzyskanie dodatkowych informacji o sta-
nie fizjologicznym komorki.

4. Mozliwosci poprawy przezywalnosci bakterii w preparatach suszonych
rozpytowo

Niezbednym warunkiem otrzymania preparatu suszonych komorek bakteryjnych
0 wysokiej przezywalnosci i aktywnosci jest wiasciwy dobor parametréw procesu.
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Mimo ze temperatura wlotowa suszacego powietrza moze przekraczaé nawet
200°C, komdrki przezywaja. Intensywnie parujgca woda, pobierajgc z otoczenia
energie niezbedng na pokrycie ciepta parowania, schtadza powierzchnie produktu.
Suszony produkt ogrzewa sie dopiero, wtedy gdy jako proszek opuszcza komore
suszarni, a jego temperatura jest wowczas réwna temperaturze powietrza wyloto-
wego (8,11,15). Dlatego, najwazniejszym z parametrow decydujacych o przezywal-
nosci jest temperatura powietrza wylotowego (16,17). Na podstawie dostepnej lite-
ratury mozna okresli¢, ze dla wiekszosci szczepow bakterii fermentacji mlekowej
wartosc¢ tej temperatury miesci sie w zakresie od 60 do 85°C (2,6,18). Istnieja jednak
doniesienia, ze takze wzrost temperatury wlotowej wptywa na spadek przezywalno-
$ci komorek (9). Cennych informacji utatwiajacych dobdr temperatur suszenia moze
dostarczy¢ okre$lenie termotolerancji szczepu (2). Parametr ten nalezy wszakze
traktowac jedynie pomocniczo, gdyz na inaktywacje komorek podczas suszenia roz-
pytowego, oprécz temperatury, wptywa réwniez odwodnienie, wigzane ze wspo-
mniang wczesniej inaktywacja dehydratacyjna. Trzeba jednak pamietac, ze inakty-
wacja termiczna ma znaczny udziat w grupie czynnikdw letalnych dziatajacych na
komorki podczas suszenia. Wrazliwo$¢ termiczna jest cechg indywidualng kazdego
szczepu bakterii i czesto kilka szczepow nawet bardzo blisko spokrewnionych ze
sobg moze odznacza¢ sie zréznicowang wrazliwoscig (19).

Przezywalno$¢ podczas suszenia oraz stabilno$¢ szczepionek podczas przecho-
wywania udaje sie poprawi¢ stosujac dodatki substancji o charakterze ochronnym.
Nalezag do nich m.in. kwas askorbinowy, glutaminian sodu, ekstrakt drozdzowy,
odtluszczone mleko, maltodekstryny i skrobia. Istniejg rowniez doniesienia, ze bak-
terie mlekowe z powodzeniem suszono w jogurcie (17,20).

Substancje pomocnicze, ze wzgledu na mechanizm ich ochronnego dziatania,
mozna podzieli¢ na kilka grup. Wsrdd nich wyr6zni¢ mozna takie polimery orga-
niczne jak: maltodekstryny o niskim réwnowazniku glukozowym (DE ~ 5-10), skro-
bia rozpuszczalna, guma arabska, zelatyna i biatka mleka. Substancje te, petnigc
role nosnika, moga przez oddziatywania na poziomie molekularnym chroni¢ struk-
tury komaérkowe oraz wchodzace w ich sktad biopolimery przed denaturacjg i usz-
kodzeniami. Mozliwe, Ze istotny wplyw na stopien uszkodzenia komorek podczas
suszenia rozpylowego majg réwniez wiasciwosci materiatu nosnego, decydujace
o0 ksztatcie, rozmiarze i strukturze czastek (aglomeratow) powstajacych podczas su-
szenia. Parametry te determinujg rozktad temperatury oraz dynamike jej zmian pod-
czas stygniecia proszku (2,12,18,19).

Kolejng grupe stanowiag niskoczasteczkowe substancje organiczne, zaliczane
w wiekszosci do grona substancji osmoregulacyjnych i osmoochronnych. Niekiedy
dodawane sg one w postaci naturalnych mieszanin, takich jak ekstrakt drozdzowy
badz mleko, bedacych bogatymi Zrédtami betainy (w mleku: 2,3 mg L*%), choliny
(w mleku: 797 mg D’), karnityny (w mleku: 10-17 mg L ) (21). W badaniach prowa-
dzonych nad réznymi gatunkami bakterii, w tym bakteriami fermentacji mlekowej,
wykazano, ze podwyzszone cisnienie osmotyczne, a w wielu przypadkach réwniez
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podwyzszona temperatura, powoduje wzrost stezenia tych substancji w cytoplaz-
mie (13,22-24). Stwierdzono, ze ich gromadzenie moze zachodzi¢ na drodze synte-
zy wewnatrzkomaorkowej lub przez pobranie z otoczenia, do czego komorki wyko-
rzystujg specyficzne mechanizmy transportu przez bione cytoplazmatyczng (25).
W wielu badaniach potwierdzono, ze substancje te biorg udziat w osmoregulacji,
pozwatajac komdrce aktywnie reagowac¢ na zmiany ciSnienia osmotycznego w oto-
czeniu. Sprawne podniesienie stezenia tych substancji wewnatrz komérki umozli-
wia jej utrzymanie whasciwego cisnienia turgoru, zapobiegajac tym samym plazmoli-
zie (26). Poza tym substancje osmoregulacyjne odgrywajg istotng role w stabilizacji
biatek oraz w zabezpieczaniu integralnosci bton komdérkowych (27). Wptywaja one
réwniez ochronnie na zachowanie aktywnosci enzymow. Jest to mozliwe dzigki pre-
ferencyjnemu otaczaniu przez substancje osmoregulacyjne czasteczek makromole-
kut takich jak biatka, sprzyjajace utrzymaniu ich ptaszcza hydratacyjnego (28). Do-
wiedziono tez, ze mechanizmy i substancje zwigzane z osmoregulacjg moga brac¢
takze udziat w ochronie komorki przed niekorzystnym oddziatywaniem Srodowiska,
innym niz wzrost tub spadek cisnienia osmotycznego. W literaturze opisane sg
przyktady, gdzie komorki bakteryjne poddane dziataniu podwyzszonego cishienia
osmotycznego wykazywaty wzrost tolerancji na niskie i wysokie temperatury
(29,30). Zabieg taki zwieksza réwniez zdolnos¢ przetrwania komérek w warunkach
dalszego wzrostu cisnienia osmotycznego (26). Prawdopodobnie proces suszenia
rozpytowego jest zbyt szybki i gwattowny, aby komorki zdotaty uruchomi¢ mechaniz-
my syntezy badZz pobierania substancji osmoregutacyjnych. Dlatego tez korzystne
jest ich wczesniejsze przygotowanie, polegajace na oddziatywaniu odpowiednimi
dawkami czynnika stresowego (13). Dla przykfadu, przetrzymanie komérek bakterii
Lactobacillus paracasei w 0,3 M roztworze NaCl przez 30 minut spowodowato
16-krotny wzrost przezywalnosci podczas suszenia w poréwnaniu z prébg kontrol-
ng. Zabieg ten spowodowat jednoczes$nie ponad 300-krotny wzrost termoopornosci
(18) (patrz: tab.). W przeprowadzonych eksperymentach potwierdzono wzrost prze-
zywalnosci podczas suszenia, w wyniku zastosowania zabiegéw polegajacych na od-
dziatywaniu podwyzszonym cisnieniem osmotycznym. Istniejg dowody, ze przezy-
walno$¢ komorek bakterii poddawanych suszeniu znaczaco rosnie, gdy komorki
zgromadzity wczesniej w swym wnetrzu substancje osmoregulacyjne, np. betaine,
jest ona najwazniejsza substancjg osmoregulacyjng znajdowang u bakterii mleko-
wych poddanych stresowi osmotycznemu (24). Dla przyktadu Lactobacillus plantarum
hodowane w pozywce z dodatkiem 0,6 M NaCl i w obecno$ci betainy wykazaty
wzrost przezywalnosci podczas suszenia (13). Autorzy doktadnie zbadali wptyw
podwyzszonego cishienia osmotycznego oraz betainy na wzrost i przezywalno$¢
Lactobacillus plantarum, opracowujac w tym celu specjalne podtoze pozbawione be-
tainy. Poza wzrostem tolerancyjnosci na czynniki stresowe, w tym zwigzane z susze-
niem, u bakterii hodowanych przy podwyzszonym cisnieniu osmotycznym zaobser-
wowano, ze w przypadku zastosowania podtoza z dodatkiem betainy, zwieksza sie
ich tempo wzrostu i koncowe zageszczenie komorek, w poréwnaniu do hodowli na

134 PRACE PRZEGLADOWE



Metody zwigkszania przezywalnos$ci bakterii mlekowych poddawanych suszeniu rozpytowemu

podiozu bez betainy. Kets i de Bont (13) sugerujg rowniez, ze szczepy bakterii mle-
kowych zdolne do wzrostu w warunkach wyzszego zasolenia gromadzg wyzsze ste-
Zenia substancji osmoregulacyjnych i sg tym samym lepiej zabezpieczone przed su-
szeniem. Pozwala to uznaé suszenie rozpylowe za efektywng i bezpieczng metode
ich utrwalania. Przytoczone wyniki badan potwierdzaja celowo$¢ stosowania pod-
Wyzszonego cisnienia osmotycznego w potgczeniu z substancjami osmoregulacyjny-
mi. Autorzy omawianych publikacji podkreslajg jednak koniecznos$¢ doswiadczalne-
go doboru stezenia soli stosowanej do podniesienia cisnienia osmotycznego. Jest to
zwiazane ze zréznicowang halotolerancyjnosciag poszczegolnych szczepow bakterii
mlekowych.

Tabela

Przyktadowe zestawienie wynikéw przezywalnosci uzyskanych podczas suszenia rozpytowego niektérych ga-
tunkéw bakterii mlekowych

Bakterie poddane suszeniu Zasm;;‘;;iz;ﬁ?:i;?;e?yi{;:og‘; celu Przei;(/;:;ilnoéc' Literatura
1 2 3 4
Lactobacillus acidophilus suszenie w roztworze odttuszczonego mleka w proszku 0,3-8 (15)
Lactobacillus acidophilus suszenie w odttuszczonym mleku 0,4-18 (15)
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus  (brak danych) 19,5 (15)
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus suszenie w jogurcie; temperatura wylotowa 60°C 22,1 7
suszenie w jogurcie; temperatura wylotowa 75°C 13,7
Lactobacillus halotolerans IM NaCl w pozywce podczas hodowli 37 (24)
IM NaCl i 2 niM betainy w pozywce podczas hodowli 55
Lactobacillus paracasei przetrzymanie w 52°C przez 15 min 24 (18)
bez adaptacji termicznej 43
przetrzymanie w 0,3 M NaCl przez 30 min 335
bez zabiegu adaptacji osmotycznej 8,3
Lactobacillus plantarmn dodatek natywnej skrobi ziemniaczanej 31 (15)
Lactobacillus plantarum bez dodatkéw 43 (24)
I M NaCl w pozywce podczas hodowli 11,7
2 niM betainy w pozywce podczas hodowli 19
1 M NaCl i 2 niM betainy w pozywce podczas ho- 26
dowli
Lactobacillus pseudoplantarum maltodekstryna -t- laktoza 14,7 (16)
Lactococcus ladis ssp. cremoris maltodekstryna -1- laktoza 2,95 (16)
Lactococcus lactis ssp. cremoris suszenie w roztworze odttuszczonego mlekaw proszku 18 (15)
Lactococcus lactis ssp. lactis suszenie w roztworze odttuszczonego mleka w proszku 53-63 (15)
Lactococcus lactis ssp. lactis (brak danych) 22 (15)
Lactococcus lactis ssp. thermophilus (brak danych) 45 (15)
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2 3 4

Lactococciis lactis ssp. thermopbilus ~ suszenie w jogurcie; temperatura wylotowa 60°C 69,5 17)
suszenie w jogurcie; temperatura wylotowa 75°C 51,6
Bifidobacterium longum suszenie w 10% roztworze odttuszczonego mleka 82,6 (19)
suszenie w 10% roztworze gumy arabskiej 41
suszenie w 10% roztworze skrobi rozpuszczalnej 29
suszenie w 10% roztworze zelatyny 63,7
Bifidobacterium infantis suszenie w 10% roztworze odtluszczonego mleka 16 (19)
suszenie w 10% roztworze gumy arabskiej 2,15
suszenie w 10% roztworze skrobi rozpuszczalnej 0,92
suszenie w 10% roztworze zelatyny 13

Zabiegiem wykorzystywanym w prébach zwiekszenia przezywalnosci komérek
podczas suszenia rozpytowego jest réwniez szok termiczny poprzedzajacy susze-
nie. W badaniach prowadzonych przez Teixeire i in. (6) komorki przetrzymano
przez 30 min w temperaturze 50°C (optymalna temperatura wzrostu szczepu wyno-
sita 37°C). Stwierdzono statystycznie istotny wptyw tego zabiegu na przezywalno$é
suszonych rozpylowo komorek bakterii znajdujacych sie w logarytmicznej fazie
wzrostu, jednoczesnie nie zaohserwowano wptywu tego zabiegu na przezywalnos¢
komorek w stacjonarnej fazie wzrostu. Nalezy jednak zaznaczyc¢, ze komorki bakte-
rii w stacjonarnej fazie wzrostu juz w probie kontrolnej wykazywaty przezywalno$¢
wyzszg niz komorki suszone w logarytmicznej fazie wzrostu po poddaniu szokowi
termicznemu (6). W innych badaniach, w ktérych wykorzystano szczep Lactobacillus
paracasei, zabieg adaptacji termicznej, polegajacy na przetrzymaniu w podwyzszo-
nej temperaturze w odttuszczonym mileku, spowodowat 700-krotny wzrost termo-
tolerancji i 18-krotny wzrost przezywalno$ci podczas suszenia (18). Przykiady te po-
twierdzaja, ze bakterie aktywnie reagujg na zmiany w otoczeniu, zmieniajac swoj
metabolizm tak, by zwiekszy¢ opornos¢ (31). Wzbudzanie opornosci moze by¢
zwigzane z aktywacjg systemOw, ktore mozna zaliczy¢ do dwdch kategorii. Pierw-
sza dotyczy specyficznych systemow indukowanych subletalng dawka chemicznego
lub fizycznego czynnika stresowego, pozwalajacych przetrwaé poZniejsze oddzia-
tywanie wiekszych dawek tego samego czynnika. Druga kategoria obejmuje systemy
pozwalajgce komorce znies¢ liczne stresy srodowiskowe, przy czym aktywacja tych
systemdw nie wymaga wczesniejszej ekspozycji na dany czynnik stresowy (31-33).
W wielu przypadkach trudno jednoznacznie stwierdzi¢, ktdry z systemdéw bierze
udziat w ochronie komorki, zwiaszcza, jezeli na komorke oddziatuje caty zespot
czynnikow stresowych, jak ma to miejsce przy suszeniu rozpytlowym. Przeprowa-
dzone badania pozwalaja jednak przypuszczaé, ze istnieje wiele mozliwosci popra-
wy przezywalno$ci bakterii podczas suszenia.
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Metody zwigkszania przezywalnos$ci bakterii mlekowych poddawanych suszeniu rozpytowemu

W celu zwiekszenia stabilno$ci kultur w czasie ich przechowywania stosuje sie
rowniez dodatki kwasu askorbinowego i glutaminianu sodu. Substancje te petnia
role przeciwutleniaczy i absorbentéw tlenu (7).

Prowadzone byty takze badania majace za zadanie okre$lenie optymalnych wa-
runkéw rehydratacji suszonych preparatow. Poréwnujac wptyw odttuszczonego
mleka, pozywki MRS (od nazwisk tworcow; de Mann, Rogosa, Sharp), wody dejoni-
zowanej i buforu fosforanowego na przezywalnos¢ uwadnianych komérek, nie
stwierdzono znaczacych réznic w przezywalnosci. Istotne réznice stwierdzono jed-
nak w zaleznosci od szybkos$ci rehydratacji oraz temperatury prowadzenia tego pro-
cesu (6,18). Sugeruje sie, ze ma to zwigzek z szokiem osmotycznym majgcym miej-
sce podczas rehydratacji i mogacym znacznie zmniejsza¢ przezywalno$¢ komorek.

Potwierdzono réwniez, ze zwiekszenie koncentracji kultur poddawanych susze-
niu moze powodowaé wzrost przezywalnosci (2). W celu poprawienia przezywalno-
éci prowadzono poza tym suszenie w roztworach odtluszczonego mleka oraz ser-
watki. Nie zanotowano jednak znaczacych réznic miedzy warto$ciami przezywalno-
$ci uzyskanymi po zastosowaniu wspomnianych substancji ochronnych (9). Jedno-
czes$nie nie zaobserwowano negatywnego wptywu suszenia rozpylowego na pro-
duktywnos¢ metabolitow, takich jak kwas mlekowy oraz bakteriocyny. Peptydy bak-
teriocynowe zachowywaty przy tym wysoka, niezmieniong aktywnos¢ rzedu 32 000
jednostek aktywnosci/g bakteriocyny, oznaczana wobec szczepu wskaznikowego
Bacillus coagLilans (2). Autorzy obserwowali zarazem liniowy spadek przezywalnosci
szczepu Lactobacillus paracasei wraz ze wzrostem temperatury wylotowej. Przezy-
walnos$¢ ta z ponad 90% w temperaturze 70-75°C, spadfa do zaledwie kilku procent
w temperaturze 100-105°C, osiagajac wartos¢ zerowg w temperaturze 120°C (2). Po-
dobne wyniki, potwierdzajace wysoka aktywno$¢ bakteriocyn w suszonych prepara-
tach, uzyskano réwniez w innych opisanych badaniach (1,9). Udato sie to potwier-
dzi¢ zarébwno metodg krytycznych rozcieficzeh w zawiesinach uwodnionych prepa-
ratéw poddanych inkubacji, jak i oznaczajac zdolnos¢ do produkcji bakteriocyn, dla
poszczeg6lnych kolonii wyizolowanych z hodowli ptytkowych bakterii pocho-
dzacych z suszonych preparatéw (9).

Waznym parametrem jest takze kinetyka wzrostu komorek w hodowlach za-
szczepianych suszonymi preparatami, jesli chodzi o dtugos¢ fazy adaptacyjnej (tzw.
lagfazy), niektdrzy autorzy dowodza, ze nie ulegta ona wydtuzeniu (2), podczas gdy
w innych przypadkach wydtuzenie fazy adaptacyjnej byto wyraZnie widoczne (9).
W opisywanych pracach nie zaobserwowano istotnych zmian w przebiegu fazy loga-
rytmicznej. Jedynie dla Lactococcus lactis odnotowano obnizenie maksymalnej kon-
centracji komoarek osiaganej przez populacje (9).

Najczesciej zwraca sie jednak uwage na fakt, ze utrzymanie wysokiej przezywal-
nosci zwigzane jest z koniecznoscig przechowywania preparatow w warunkach
chtodniczych (temp 4°C) (1,2,7,34). Niestety, nawet przy przechowywaniu suszo-
nych kultur w temperaturze 4°C, po uptywie 2 miesiecy obserwowano juz znaczny
spadek ich przezywalnosci (9). Istniejg dowody wskazujace, ze zastosowanie przeciw-
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Utleniaczy i absorbentéw tlenu dziatato szkodtiwie na stabilno$¢ kultur podczas
przechowywania. Miato to jednak miejsce jedynie w temperaturze 20°C, natomiast
w nizszych temperaturach dodatki te poprawiaty przezywalno$¢ komérek (7). Row-
niez odttuszczone mieko, ktérego dodatek moze zwiekszac przezywalno$¢ bakterii
W procesie suszenia, dziata korzystnie w trakcie przechowywania, poprawiajac sta-
bilnos¢ preparatéw (2).

Poza temperatura, istotny wptyw na stabilnos$¢ suszonych preparatow podczas
przechowywania ma aktywno$¢ wody (aw), choC nie jest to zalezno$¢ liniowa. W ba-
daniach prowadzonych nad wplywem tego parametru wykazano najlepsza przezy-
walno$¢ przy aw= 0,11 (7). Nalezy jednak pamieta¢, ze w zaleznosci od sktadu che-
micznego suszonego preparatu, zawartos¢ wody odpowiadajgca wspomnianej war-
tosci aw moze by¢ rézna (35). Brak niestety jednoznacznych danych okreslajacych
koncowg zawartos¢ wody w preparatach. W réznych zrédtach podaje sie zakres
tego parametru od 2 do \0%. Nie zawsze jest brany pod uwage rowniez wptyw wit-
gotnosci na stabilno$¢ preparatéw podczas przechowywania. Mozna jednak stwier-
dzi¢, ze wiekszos¢ autoréw uwzgledniajagcych aspekt stabilnosci podczas przecho-
wywania, okresla optymalna koncowa zawartos¢ wody na < 4% (2,6,18,19).

5. Podsumowanie

Przyblizono kierunki badan nad suszeniem rozpytowym oraz perspektywy zasto-
sowania tej metody do wytwarzania na szerokg skale preparatow zawierajacych
zywe komdrki bakterii mlekowych. Przyktady badan prowadzonych na $wiecie
$wiadczag o duzym zainteresowaniu tym problemem. Na podstawie uzyskanych wy-
nikbw mozna stwierdzi¢, ze metoda ta ma znaczny potencjat aplikacyjny. W przy-
padku wielu szczepow udato sie uzyska¢ wysokg przezywalno$¢, poréwnywalng
z prébami liofilizowanymi. Mozliwe jest réwniez utrzymanie na odpowiednim po-
ziomie parametrow takich jak diugos$¢ fazy adaptacyjnej czy produkcja metaboli-
tow, takich jak kwas mlekowy. Na ogdt podczas suszenia nie ulegajg pogorszeniu
rowniez wiasciwosci probiotyczne szczepdw, np. aktywnos$¢ antagonistyczna wo-
bec patogenéw, zwigzana z produkcja bakteriocyn przez bakterie miekowe. Dobre
rezultaty daje zastosowanie nosnikow oraz substancji ochronnych. Niestety, w wiek-
szosci opisanych badan zastosowanie zabiegéw adaptacyjnych, takich jak przetrzy-
manie w podwyzszonej temperaturze czy oddziatywanie podwyzszonym cisnieniem
osmotycznym, wptywato na wzrost przezywalnosci jedynie, wtedy gdy komorki
znajdowaty sie w logarytmicznej fazie wzrostu.
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