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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb sterylizacji pozywki bakteryjnej, w szczegdlnosci pozywki do ho-
dowli bakterii z rodzaju LAB (ang. Lactic acid bacteria — bakterii fermentacji mlekowe;j).

Stale rosnace zainteresowanie zywnoscig prozdrowotng, w tym produktami spozywczymi zawieraja-
cymi bakterie probiotyczne jest powodem, dla ktérego prowadzone sa badania majace na celu wyselekcjo-
nowanie szczepdw bakterii uzytecznych w procesach technologicznych w przemysle spozywczym. Do pro-
biotycznych szczepdw bakteryjnych zaliczy¢ mozna bakterie z grupy LAB, ktdre sa szeroko wykorzystywane
w przemysle spozywczym do produkcji i przetworstwa produktow mlekopochodnych, jak réwniez do fermen-
tacji produktéw pochodzenia roslinnego. Probiotyczne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, do ktérych na-
leza m.in. bakterie z rodzaju Lactobacillus, zdolne sg do przeprowadzania fermentacji sacharydow, w wyniku
ktérej powstaja bardzo pozadane w przemysle spozywczym zwiazki takie jak: kwas mlekowy, kwas octowy,
witaminy z grupy B, NKT o miedzy innymi wiadciwosciach konserwujacych czy antyrodnikowych.

W wyniku prac majacych na celu otrzymanie medium do hodowli bakterii z grupy LAB, alternatywnego
wobec standardowo stosowanego medium MRS, twoércy niniejszego wynalazku opracowali pozywke bakte-
ryjna bedaca roztworem wodnym zawierajacym w swym sktadzie 2% (wag./obj.) proszku serwatkowego, 5%
(wag./obj.) mleka odttuszczonego i 1,2% (wag./obj.) ekstraktu drozdzy. W celu jednorazowe; sterylizacji 1,5
litrowej objetosci przedmiotowej pozywki, twércy z powodzeniem stosowali standardowe ustawienia auto-
klawu, tj. 121°C przez okres 15 minut. Proby dokonania jednorazowej sterylizacji tej samej pozywki w obje-
tosci 40 litrow (8 butli o objetosci 5 litrdw kazda) w takich samych warunkach jak powyzej, doprowadzity do
znacznego obnizenia pH roztworu do wartosci w granicach 6,1-6,2 oraz ciemnej barwy roztworu, co wyklu-
czalo mozliwosé jego zastosowania do przygotowania pozywki na bazie serwatki.

W zwiazku z powyzszym stwierdzono, iz istnieje uzasadniona potrzeba opracowania sposobu stery-
lizacji opracowanej przez tworcow pozywki do wzrostu bakterii z grupy LAB, ktéry pozwoli na skuteczna,
jednorazowa, sterylizacje objetosci 40 litréw przedmiotowej pozywki bez jednoczesnego obnizenia pH roz-
tworu do wartosci ponizej 6,2 oraz przyjecia przez roztwdr barwy ciemne;.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb sterylizacji pozywki bakteryjnej na bazie proszku serwatkowego,
mleka odttuszczonego oraz ekstraktu drozdzy polegajacy na przeprowadzeniu procesu sterylizacji w auto-
klawie, w temp 110°C przez okres 10 min, przy czym przed sterylizacja ogrzewa sie komore autoklawu do
temp 60°C.

Przeprowadzenie sposobu sterylizacji pozywki wediug wynalazku pozwala na otrzymanie sterylnego
roztworu o jasnej barwie i pH zblizonym do 6,3.

PRZYKELAD WYKONANIA:

Przyktad wykonania 1

W celu weryfikacji efektow sposobu sterylizacji wediug wynalazku przygotowano 8 butli o objetosci
5 litrow kazda pozywki bedacej roztworem zawierajacym 2% proszku serwatkowego (ASM Konarzew), 5%
odttuszczonego mleka w proszku (OSM Czarnkow) oraz 1,2% ekstraktu drozdzowego (BTL) rozpuszczo-
nych w wodzie dejonizowanej (przewodnictwo 0,05 uS) o temperaturze pokojowej. Sposab sterylizacji prze-
prowadzono w autoklawie SYSTEC VX150 warunkach przedstawionych w tabeli 1 ponizej:

Tabela 1. Testowane warunki sterylizaciji

Program/ | Temperatura Temp. pH
Typ 5 L P % |Sondy |Czas Czas Czas Czas pozywki
, ustawienie |poczatkowa | : . T
proby ) w nagrzewania | Chlodzenia |sterylizacji [cyklu  |po
autoklawu | autoklawu T
butelce sterylizacji
1
8 - Plyny
(121°C, - 0 1. 1. s 45
stor 15 pokojowa | 199°C | 01:12:00 01:13:20 | 00:15-:00 |02:45:09 6.17
min)
2
8- plyny
(110°C, 0 A0 06 01-0% 10 1%.2
. 10 60°C 213°C| 01:06:00 01:01:05 | 00:10:00 |02:18:36 6.28
min)




PL 240 128 B1 3

W wyniku sterylizacji przeprowadzonej wedtug warunkéw dla préby nr 1 otrzymany ptyn charak-
teryzowat sie pH w granicach 6,1-6.2 oraz ciemng barwg, co wykluczato mozliwo$¢ uzycia go do przy-
gotowania pozywki na bazie serwatki. Po zmodyfikowaniu warunkéw sterylizacji do parametrow przed-
stawionych powyzej dla préby nr 2 uzyskano znaczaca poprawe witasciwosci ptynu po sterylizacji. Miat
on barwe jasna i pH okoto 6.3, co dowodzi stusznosci zaproponowanej modyfikacji.

Przyktad wykonania 2

W celu przeprowadzenia weryfikacji skutecznosci sterylizacji ptynu uzyskanego w procesie ste-
rylizacji wedtug warunkéw dla préby nr 2, przygotowano z zastosowaniem standardowych, znanych
specjalistom w dziedzinie, sposobdw, szereg ptytek z nastepujacymi podtozami mikrobiologicznymi:

e MRS - poditoze wybiorcze do namnazania, hodowli, izolacji oraz okreslania liczby bakterii

mlekowych, szczegdlnie z rodzaju Lactobacillus, we wszystkich typach materiatow;

e bulion wzbogacony z 2% glukoza — podtoze uniwersalne do hodowli i namnazania mikroor-
ganizmow o podwyzszonych wymaganiach pokarmowych w tym testowany na: Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus cereus ATCC 10876;

Miller-Hinton agar — nieselektywne medium dla bakterii ttenowych;
RCM - potptynne medium dla bakterii anaerobowych w tym z rodzaju Clostridium;

e VRBG - podtoze z zdicig, czerwienig obojetna, fioletem krystalicznym i glukoza. Podtoze wy-
bidrcze do izolacji i okreslania liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae w produktach zyw-
nosciowych;

e E. coli Chromogenie Medium — podtoze chromogenne do wykrywania i réznicowania E. coli
i bakterii grupy coli w prébkach wody, Zywnosci i innych z Tergitolem 7, ktory jest czynnikiem
selektywnym hamujacym wzrost bakterii Gram-dodatnich i niektérych Gram-ujemnych (Bio-
maxima)

Piytki testowe przygotowano metoda zalewowsa i posiewu powierzchniowego pobierajac préby

z 5 niezaleznie przygotowanych cykli sterylizacji pozywki. W zadnym testowanym wariancie, mimo in-
kubacji trwajgcej 5 dob nie odnotowano wzrostu kolonii bakteryjnych, co potwierdza skutecznos¢ pro-
cesu sterylizacji w zaproponowanych warunkach.

Przyktad wykonania 3

W celu weryfikacji przydatnosci pozywki serwatkowe] sterylizowanej w ustalonych warunkach
w autoklawie SYSTEC VX150 do hodowli szczepu testowego Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
dokonano oznaczenia liczebnos$ci komorek bakterii testowych — metoda hodowlana (jtk/cm?®) — posiew
ilosciowy (pozywka MRS agar, posiew zalewowy, inkubacja 30°C, 72 h, warunki mikroaerofilne), wyko-
nano wedtug ponizej zamieszczonej procedury badawczej.

Procedura badawcza — pomiar ilosci drobnoustrojow:

Na ptytki Petriego naniesiono po1 cm? wybranych kolejnych rozcienczen ptynu z prowadzong
hodowlg bakterii (przygotowano szereg rozciericzen hodowli bakteryjnej w zakresie 10-' — 10", stosujac
0,85% NacCl).

Okreslone podtoze mikrobiologiczne wylano z agarem, przestudzono do temp. 45°C, a roztwory
wymieszano na ptytce.

Inkubacje prowadzono w okreslonych warunkach optymalnych dla wzrostu wybranych grup drob-
noustrojow

Do odczytu wybrano ptytki z 2 kolejnych rozciericzen, na ktérych wyrosto od 30 do 300 kolonii.

Liczbe drobnoustrojow (L) w 1 cm? lub 1 g prébki obliczono wg wzoru: C x d / (N1+ 0,1N2) gdzie

C — suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia

N1 — liczba ptytek z pierwszego liczonego rozciehczenia

N2 — liczba ptytek z drugiego liczonego rozcienczenia

d — wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu (najnizszemu) liczonemu rozcienczeniu
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Wyniki:
Tabela 2. Liczebno$¢ komorek szczepu Lactobacillus acidophilus w zaleznosci od czasu prowadzenia hodowli
na pozywce serwatkowej przygotowanej w oparciu o wyznaczone warunki sterylizacji.

Czas fermentacji | Liczebnosc  komorek  szczepu
[h] LAR [jtk/cm’]

40 cm’ 800cm” | 5000cm’
0 10° 10° 10°
15 78x10° [82x10° |6,5%x 10
20 42x10" [45x10° [38x10°
35 23x 100 [25%x10° [2.8x%x10°

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze wyznaczone warunki sterylizacji nie wptywaja
negatywnie na jakos$¢ otrzymywanego podtoza hodowlanego. Prowadzac hodowle w prezentowanych
warunkach, we wszystkich objetosciach od 40 do 5000 cm? przygotowanej pozywki uzyskano poréwny-
walna gestos¢ hodowli, co stanowito kryterium w ocenie przydatnosci pozywki serwatkowej sterylizowa-
nej w ustalonych warunkach w autoklawie SYSTEC VX150 do hodowli szczepu testowego Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356:

Zastrzezenie patentowe

1. Sposoéb sterylizacji w autoklawie pozywki bakteryjnej, zawierajacej proszek serwatkowy,
mleko odttuszczone oraz ekstrakt drozdzy, znamienny tym, Zze przed procesem sterylizacji
komore autoklawu nagrzewa sie do temp 60°C, a proces sterylizacji przeprowadza sie w temp.
110°C przez okres 10 minut.



