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Santrauka. Darbo tikslas buvo nustatyti pienartig§¢iy bakteriju Lactobacillus plantarum ir Lactobacillus fermentum
amziaus, koncentravimo btido ir apsauginiy terpiy jtaka gyvybingumui po liofilizacijos.

Buvo tiriamos 18 ir 48 val. amziaus L. plantarum ir L. fermentum mikroorganizmy kulttros, koncentruotos dviem
budais—centrifuguojant ir nupilant kultivavimo terpg¢ nuo savaime nusédusiy mikroorganizmy. Nuosédos suspenduotos
skirtingos sudéties apsauginémis terpémis (Nr. 1, 2, 3, 4 ir 5) santykiu 1:3. Apsauginiy terpiy sudétyje buvo neriebus
pienas, ivairGis angliavandeniai ir kiti komponentai. Kultiiros liofilizuotos liofilizatoriumi GT-2 (Leybold-Heraeus,
Vokietija). Gyvybingy mikroorganizmy kiekis nustatytas skai¢iuojant ant MRS (Oxoid) agaro iSaugusias kolonijas.

Nustatyta, kad L. fermentum gyvybingumas priklauso nuo ju amziaus. Po liofilizacijos visose tirtose terpése
gyvybingy 18 val. amziaus L. fermentum mikroorganizmy buvo 6% (p>0,1) — 32% (p<0,01) daugiau nei 48 val.
amziaus mikroorganizmy. Tuo tarpu L. plantarum mikroorganizmy amzius itakos gyvybingumui neturéjo.
Mikroorganizmy koncentravimo biidas nedaré itakos nei L. fermentum, nei L. plantarum gyvybingumui, taciau
liofilizuoty mikroorganizmy gyvybingumas priklausé nuo apsauginiy terpiu sudéties. Terpéje Nr. 5, kuria sudaré pienas,
sacharoze, laktozé, peptonas ir askorbo riigstis, gyvybingu mikroorganizmy isliko 18% (p<0,05) — 35% (p<0,01)
daugiau nei kitose tirtose terpése.

[Sanalizavus gautus rezultatus galima daryti iSvada, kad norint liofilizacijos metu iSsaugoti daugiau gyvybingy
mikroorganizmy, biitina atsizvelgti i ju amziy ir apsauginés terpés sudéti.

Raktazodziai: liofilizacija, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, amzius, gyvybingumas,
centrifugavimas, apsaugines terpés.

THE IMPACT OF SOME FACTORS ON THE VIABILITY OF LACTOBACILLUS
PLANTARUM AND LACTOBACILLUS FERMENTUM STRAINS DURING THE PROCESS
OF LYOPHILIZATION

Summary. The present study was designed to assess the impact of different protective media, the method of
concentration and the age of the lactate-fermenting bacteria Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum on
their viability during the lyophilization.

The cultures of L. plantarum and L. fermentum of 18 and 48 hour age were studied. For the concentration of these
cultures the following methods were used: centrifugation and removal of the cultivative medium from the
spontaneously precipitated microorganisms. The precipitates were suspended 1:3 with the protective media (No. 1, 2, 3,
4 and 5), containing skimmed milk, various carbohydrates and other ingredients. The number of viable microorganisms
was studied on rigid nutritive medium - MRS agar (Liofilchem-Italy). The lyophilyzer GT-2 (Leybold-Heraeus,
Germany) was used for the lyophilization.

It was defined that the viability of L. fermentum strain depends on their age. The number of viable microorganisms
L. fermentum in 18 hour age culture was from 6% (p>0.1) to 32% (p<0.01) higher than in 48 hour age culture after the
lyophilization in all media tested, although the age of L.plantarum strain had no impact on their viability. The methods
of concentration used for the cultures of L. fermentum and L. plantarum strains had no effect on their viability.
However, the viability of studied microorganism strains during lyophilization depends on the composition of protective
media used. The number of viable microorganisms in the media No. 5, which contained milk, saccharose, lactose,
ascorbic acid and peptone, was from 18% (p<0.05) to 35% (p<0.01) higher than in other studied media.

The analysis of the results leads to the conclusion, that in order to save as many as possible viable microorganisms
during the process of lyophilization it is necessary to pay attention to the age of microorganisms and the composition of
protective media.

Keywords: lyophilization, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, age, viability, centrifugation,
protective media.

Ivadas. Naudingi mikroorganizmai biologiskai ir kt., 2001; danuneBckas u np., 2003; JlamuHcKaiite,
aktyviy medziagy producentai dél visuotinio poveikio  babonoc, 2003; Manuk, ITanun, 2001; HecuucnseB u
makroorganizmui vis dazniau pritaikomi maisto, vaisty  ap.,1998; Copokynosa, u ap., 1997) Dauguma naudingy
pramonéje, pasSary gamyboje (Bakutis, Rutkoviené, 2000;  mikroorganizmy, skirtingai nei patogeniniai, yra jautriis
Jatkauskas ir kt., 2003; Klaenhammer, 2000; Sederevicius  ivairiems aplinkos veiksniams (ITo3meeB, IlokpoBckwid,
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1999) Nuo susidariusiy salygu priklauso ju gyvybingumo
ir savybiy i§likimas.

Siekiant  maksimaliai  i$saugoti  pageidaujamy
mikroorganizmy gyvybinguma ir savybes, biitina
nustatyti optimalias ilgalaikio saugojimo salygas. Tac¢iau

po kiekvieno konservavimo budo gali pakisti
mikroorganizmy  gyvybingumas, antibiotinés  ir
biocheminés savybés (Eropos, 1989, Ilo3nees,

[Moxposckwuii, 1999).

Pastaruoju metu maisto bei farmacingje pramonéje
naudojamos ivairios komercinés liofilizuotos kultaros.
Liofilizuoty mikroorganizmy kolekcijy gyvybingumas ir
kitos savybés gali islikti nepakitusios 25 metus ir ilgiau.
Taip paruostus mikroorganizmus patogu naudoti,
iSvengiama kontaminacijos paSaline mikroflora, juos
atgaivinus i§ anabiozés biisenos maksimaliai i§saugomos
svarbiausios pageidaujamos savybés. Liofilizuota kultiira
gerai tirpsta vandenyje, greitai atsistato jos savybés.
Taciau liofilizacijos metu mikroorganizmams daro jtaka
ivairlis neigiami veiksniai — Saldymas, dZiovinimas,
kintantis osmosinis slégis ir elektrolity koncentracija. Dél
to neatsparios mikroorganizmy raSys, neturincios
apsauginiy medziagy, pakinta, t. y. sumazéja ne tik ju
gyvybingumas, bet suardoma ir lasteliy struktiira (Eropos,
1989; Mamuk, Ilammn, 2001).  Liofilizuojamy
mikroorganizmy  atsparumui  padidinti  naudojamos
apsauginés  terpés, kuriomis prie§ liofilizuojant
mikroorganizmai suspenduojami (banuukopa, 1982).
Sudétiniai tokiy terpiy komponentai daznai yra neriebus
pienas, augalinés kilmés agaras, Zelatina, kraujo serumai,
angliavandeniy tirpalai, baltymy hidrolizés produktai,
mikroelementai (TriSic-Milanovic, Rordzic, 2001).

Darbo tikslas — nustatyti liofilizuoty pienartigs¢iy
bakteriju Lactobacillus plantarum ir Lactobacillus
fermentum amziaus, koncentravimo budo ir apsauginiy
terpiy itaka ju gyvybingumui.

Medziaga ir metodai. Tyrimai atlikti LVA
Virskinimo fiziologijos ir patologijos mokslinio centro
Mikrobiologijos laboratorijoje su dviem laktobacily L.
plantarum ir L. fermentum padermémis. 18 ir 48 val.
amziaus laktobacily biomasé gauta padermes kultivuojant

1 lentelé. Apsauginiy terpiy sudétis

MRS selektyviniame sultinyje (Liofilchem, Italija)
optimalioje augimo temperatiiroje (SedereviCius ir kt.,
2001). Laboratorine centrifuga MLW — T62 (Vokietija)
4000 aps./min. mikroorganizmai koncentruotil0 min
Kitas  mikroorganizmy koncentavimo  budas
kultivavimo terpés nupylimas nuo savaime nusédusiy
mikroorganizmy. Abiem koncentravimo budais gautos
mikroorganizmy nuosédos suspenduotos apsauginémis
terpémis Nr. 1, 2, 3, 4 ir 5 santykiu 1:3. Apsauginiy terpiy
sudétis pateikta 1 lenteléje.

Gautos bakterijy suspensijos iSpilstytos i sterilius
flakonus ir uzSaldytos Saldiklyje (Gorenje, Vokietija) —
40°C temperatiiroje. Flakonai po 12 val. buvo sudéti |
liofilizatoriy ~ GT-2  (Leybold-Heraeus,  Vokietija),
mikroorganizmy liofilizacija pradéta —40°C
temperatiiroje, baigta po 24 val. +35°C temperatiiroje.

Gyvybingy  mikroorganizmy  kiekis  nustatytas
skai¢iuojant ant MRS (Oxoid) agaro iSaugusias kolonijas.
Ju kiekis iSreikstas kolonijas sudaranciais vienetais 1 ml
mikroorganizmy  suspensijos  (KSV/ml).  Kultury
suspensijos skiestos klasikiniu biidu iki 10", Gyvybingy
mikroorganizmy procentas apskaiCiuotas palyginus
i8likusiy liofilizuoty gyvybingy mikroorganizmy kieki su
pradiniu, nustatytu mikroorganizmus  suspendavus
apsauginémis terpémis. Tiriant liofilizuoty
mikroorganizmy gyvybinguma, kultira buvo rehidratuota
steriliu +20°C temperatiiros distiliuotu vandeniu iki

pradinio tario. Sterilus distiliuotas vanduo
mikroorganizmy reaktyvacijai naudotas, kad
liofilizuotuose  produktuose nepadidéty elektrolity

koncentracija (Eropos, 1989).

Tyrimy rezultatai apskaiciuoti i§ 3 analogisky meéginiy
ir apdoroti statistinés analizés metodu Win Excel
programa. (Juozaitiené, Kerzieng, 2001).

Tyrimo rezultatai. L. fermentum pienarigsciy
bakterijy gyvybingumo tyrimo rezultatai patekti 2 ir 3
lenteléje, L plantarum — 4 ir 5 lenteléje.

[vairiose apsauginése terpése pries liofilizacija atskiry
amziaus  grupiy = mikroorganizmy,  koncentruoty
centrifugavimo ir nupylimo budu, kiekis kito nezymiai
(p>0,1).

. . Terpiy sudétis, %

Terpiy komponentai Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5
Pienas 83,5 83,5 83,5 96,5 88,8
Laktozé - 10 - 5 5
Sacharozé 10 - - - 5
Gliukozé - - 10 - -
Peptonas - - - - 1
Glicerolis - - - 1 -
Kalcio karbonatas - - - 1 -
Askorbo riigstis - - - - 0,2
Natrio acetatas 5 5 5 - -
Zelatina 1,5 1,5 1,5 1,5 -

Pries liofilizacija suspenduoty apsauginémis terpémis
18 wval. amziaus L .fermentum ir L. plantarum
mikroorganizmy, koncentruoty centrifugavimo biidu,
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buvo atitinkamai 9% ir 11% daugiau nei naudojant
nupylimo btuda. 48 wval. amziaus centrifuguoty
mikroorganizmy atitinkamai buvo 30% ir 11% daugiau,
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nei nuo jy nupylus kultivavimo terpg.

Po liofilizacijos 18 wval. amziaus gyvybingy L.
fermentum mikroorganizmy, koncentruoty centrifuguojant
terpése Nr. 3, 4 ir 5, buvo atitinkamai 24,6% (p<001),
1,5% (p>0,1) ir 5,1% (p>0,1) daugiau, nei nuo jy nupylus
kultivavimo terpe (1 ir 2 pav.). Tuo tarpu terpése Nr. 1 ir
2 atitinkamai nustatyta 2,1% (p>0,1) ir 1,4% (p>0,1)
daugiau gyvybingy mikroorganizmy nupylus nuo ju

kultivavimo terpg. 48 val. amziaus L fermentum,
koncentruotiems centrifuguojant apsauginése terpése Nr.
1, 2, 4 ir 5 nustatyta, atitinkamai 3,7% (p>0,1), 0,1%
(p>0,1), 2,0% (p>0,1) ir 4,6% (p>0,1) daugiau gyvybingu
mikroorganizmy, nei nuo juy nupilant kultivavimo terpe.
Terpéje Nr. 3 gyvybingy mikroorganizmy buvo 2,5%
(p>0,1) daugiau kai nuo jy nupilta kultivavimo terpé.

2 lentelé. L .fermentum kiekio tyrimo rezultatai prieS liofilizuojant

Bakterijy kiekis, x10° KSV/ml
Terpés Centrifugavimo biidas Nupylimo biidas
18 val. amZius 48 val. amzius 18 val. amZius 48 val. amZius
Nr. 1 132,348,9 134,3£1,5 118,3+1,8 96,0£6,5
Nr. 2 131,3+1,8 134,7+4,3 122,045,8 92,7£3,5
Nr.3 130,0£2,1 136,3£1,8 121,04£5,3 95,7£2,0
Nr. 4 132,345,2 133,0+6,0 123,043,1 95,043,2
Nr. 5 130,0+2,6 134,0+1,4 120,3£3,6 93,3+1,5
3 lentel¢ Liofilizuoty L. fermentum kiekio tyrimo rezultatai
Bakterijy kiekis, x10° KSV/ml
Terpés Centrifugavimo biidas Nupylimo biidas
18 val. amZius 48 val. amzius 18 val. amZius 48 val. amZius
Nr. 1 64,3£2,9 60,0+6,7 60,0£11,0 39,3+2,7
Nr. 2 85,3+2,9 57,2429 81,0+14,7 42,3£1,8
Nr. 3 105,049,4 48,2432 68,0+2,4 36,7+2,2
Nr. 4 95,3+4,0 71,3147 86,714,3 49,0£2,5
Nr. 5 97,3£2,2 84,329 84,0+5,7 31,7854

s

o0
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2 3

Apsaugmés terpés Hr.

WL fermentm I8 val

B L fermenmm 8 val

W L. plantarum I8 val

O L. plantarum F8 val

1 pav. 18 ir 48 val. amziaus liofilizuoty laktobacily gyvybingumas koncentravus centrifugavimo budu

Po liofilizacijos 18 val. amziaus L. plantarum,
koncentruotiems centrifuguojant, apsauginése terpése Nr.
1, 3, 4 ir 5 nustatyta atitinkamai 15,5% (p<0,01), 1,9%,
(p>0,1), 7,6% (p>0,1) ir 9,6% (p<0,01) daugiau
gyvybingy mikroorganizmy, nei nuo juy nupylus
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kultivavimo terpg. Terpéje Nr. 2 nustatyta 5,1% (p>0,1)
daugiau gyvybingy mikroorganizmy nuo ju nupylus
kultivavimo terpe (1 ir 2 pav.). 48 val. amziaus L
.plantarum, koncentruotiems centrifuguojant, visose
apsauginése terpése nustatyta atitinkamai 0,6% (p>0,1),
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3,1% (p>0,1), 2,5% (p>0,1); 5% (p>0,1) ir 12,8% (p>0,1)
daugiau gyvybingy mikroorganizmy, nei nuo jy nupylus
kultivavimo terpg.

Liofilizuoty 18 val. amziaus gyvybingu L .fermentum
mikroorganizmy kiekis terpéje Nr. 1 vidutiniskai buvo 6%
(p>0,1), terpéje Nr. 2 — 23% (p<0,01), terpéje Nr. 3 —

32% (p<0,01), terpéje Nr. 4 — 18% (p<0,01) ir terpéje Nr.
5—12% (p>0,1) didesnis nei 48 val. amziaus kulttiros. 18
val. amziaus L. plantarum kiekis terpéje Nr. 1 vidutiniskai
buvo 22% (p>0,1), terpéje Nr. 2 — 7% (p>0,1), terpéje Nr.
3-2% (p>0,1), terpéje Nr. 4 — 3% (p>0,1) ir terpéje Nr. 5
—11% (p>0,1) daugiau nei 48 val. amziaus kultiiros.

a0

3 4 5
Mopddugid darerpdd Mr.

WL fermentum ifval, PL fermentum 8 val

BEL plantarum I8 val, OL plantarum §8 val.

2 pav. 18 ir 48 val. amziaus liofilizuoty laktobacily gyvybingumas koncentravus nupylimo biidu

4 lentelé. L. plantarum Kiekio tyrimo rezultatai pries liofilizuojant

Bakterijy kiekis, x10° KSV/ml
Terpés Centrifugavimo biidas Nupylimo biidas
18 val. amZius 48 val. amzius 18 val. amZius 48 val. amZius
Nr. 1 172,045,3 167,0£2,5 153,344,3 151,342,3
Nr. 2 165,0+3,1 170,0+4,2 149,347,2 154,745,0
Nr. 3 167,743.3 166,0+4,2 154,345,9 151,343,3
Nr. 4 162,0+7,9 165,3£1,6 149,3+2.9 150,0+4,2
Nr. 5 170,347,1 168,3+5,4 156,343,3 147,048,2
5 lentelé. Liofilizuoty L. plantarum kiekio tyrimo rezultatai
Bakterijy kiekis, x10° KSV/ml
Terpés Centrifugavimo biidas Nupylimo biidas
18 val. amzius 48 val. amzius 18 val. amzius 48 val. amzius
Nr. 1 106,6+4,3 55,2425 71,2433 49,249 4
Nr. 2 68,7+7,3 66,4+3,7 69,7178 55,7£1,8
Nr. 3 74,7+4,6 71,0+4,4 65,8+14,2 61,0+4,2
Nr. 4 112,7+10,0 100,7+6,1 92,4£1,9 83,9+10,3
Nr. 5 130,046,5 112,0£6,0 104,6+1,6 92,7+4,6
Tiriant  apsauginiy  terpiy itaka liofilizuoty Aptarimas ir iSvados. Dauguma liofilizuoty
mikroorganizmy gyvybingumui, 18 ir 48 val. amziaus pienarlig8éiy bakterijy iSsaugo gyvybinguma i

gyvybingy L .fermentum ir L. plantarum mikroorganizmy
nustatyta naudojant terpg Nr. 5 buvo 18% (p<0,05) —35%
(p<0,01) daugiau nei terpése Nr. 1, 2, 3 ir 4. Kitos terpés
mikroorganizmy gyvybingumui patikimos jtakos netur¢jo
(p>0.5).
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pagrindines savybes. Mikroorganizmus nuo nepalankiy
veiksniy padeda apsaugoti apsauginése terpése esantys
komponentai, taip pat ir tinkamai  paruosti
mikroorganizmai. Pienariig§¢iy bakterijy, naudojamy
duonos pramonéje, gyvybingumas siekia 63 — 72%.



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 28 (50). 2004

Sudarius mikroorganizmams optimalias salygas, ju gali
i8likti 90% (AconoB u gp. 1998; banukoma, 1982;
Cy6060tuH, Cunopos, 1998).

Kultivuojant mikroorganizmus MRS sultinyje, L.
plantarum kulturos i$eiga buvo didesné nei L. fermentum,
kuri kultivavimo terpéms jautresné (banukoma, 1982;
Eropos, 1989). Mikrobiologijoje mikroorganizmai daznai
koncentruojami centrifuguojant. Nupylus nuo
mikroorganizmy kultivavimo terpg, tam tikra jos dalis
lieka, todél gaunama 9 — 30% mazesné¢ mikroorganizmy
koncentracija. I§ tyrimy rezultaty matome, kad
liofilizuojant centrifuguota kultiira daugeliu atveju
nustatyta daugiau gyvybingy mikroorganizmy. Manome,
kad kultirose, kurios prie§ spendavimg apsauginémis
terpémis buvo centrifuguotos, galéjo ziti silpni ir pazeisti
mikroorganizmai. Tuo tarpu nupilant apsauging terpe,
mikroorganizmai neigiamai nebuvo paveikti .Palyginus
mikroorganizmy  koncentravimo  biidus,  patikimo
skirtumo tarp gauty gyvybingumo rodikliy nenustatyta.

L.A.Banikova teigia (1982), kad mikroorganizmy
amzius ju gyvybingumui didelés jtakos neturi. Taciau
nustatyta, kad po liofilizacijos 48 val. amziaus gyvybingu
L. fermentum mikroorganizmy buvo nuo 6% iki 32%
maziau (p<0,01), L. plantarum — nuo 7% iki 22% maziau
(p>0,1) nei 18 wval. amziaus kultiry. Daugelis
mokslininky (Campagne, 2001; Eropos, 1989; 3ssirun n
ap., 1981; Jlamunckaiite, baGonoc, 2003; Huxkwurtuw,
1971; Osox, 2003) nurodo, kad geriausiai ilgalaikiam
saugojimui  naudoti  stacionarinés augimo  fazés
mikroorganizmus (18 24val.). Labai jaunuose
mikroorganizmuose vyksta intensyvis metaboliniai
procesai, pasireiskiantys citoplazminés mases didéjimu,
fermenty sistemos aktyvacija. Seni mikroorganizmai taip
pat yra jautriis nepalankiems aplinkos veiksniams.

Mikroorganizmus suspendavus tinkamos sudéties
apsaugine terpe, rasta daugiau gyvybingy
mikroorganizmy. Po liofilizacijos L. fermentum ir L.
plantarum 18 val. ir 48 val. amziaus mikroorganizmy
padermés apsaugingje terpéje Nr. 5 visais tirtais atvejais
buvo 10 — 20% gyvybingesni nei kitose terpése. Tuo tarpu

terpés Nr. 1, 2, 3 ir 4 geru apsauginiu poveikiu
nepasizyméjo.
ISanalizave  gautus  rezultatus  matome, kad

liofilizacijos eigoje norint iSsaugoti daugiau gyvybingu
mikroorganizmy, butina atsizvelgti i mikroorganizmy
amziy ir apsauginés terpés sudéti.

ISvados:

1. L. fermentum gyvybingumas priklausé nuo kultiiros
amziaus: po liofilizacijos visose tirtose terpése gyvybingy
18 val. amziaus L. fermentum mikroorganizmy buvo 6 —
32% daugiau nei 48 val. mikroorganizmu. L .plantarum
mikroorganizmy amzius itakos gyvybingumui neturéjo.

2. Koncentravimo budas itakos L. fermentum ir L
plantarum mikroorganizmy gyvybingumui netur¢jo.

3. Liofilizuoty = mikroorganizmy  gyvybingumas
priklausé nuo apsauginiy terpiy sudéties: terpéje Nr. 5
gyvybinguy mikroorganizmy isliko 18 — 35% daugiau nei
terpése Nr. 1, 2, 3 ir 4.
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