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Geobacillus stearothermophilus spory sudygimo stimuliatoriy
jvertinimas
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Istirtas cheminiy ir fizikiniy veiksniy poveikis Geobacillus stearothermophilus spory sudygimui agaro
terpéje.

Tyrimams panaudotos Sios cheminés medziagos: angliavandeniai, aminoriigStys, neorganinés druskos,
adenozinas ir lizocimas. Nustatyta, kad ty pac¢iy angliavandeniy jvairios koncentracijos terpéje turéjo skirtinga
itaka sporu sudygimui. G. stearothermophilus spory sudygima skatino 1 % laktozés, 1 % tirpaus krakmolo ir
0,5-1,0 % sacharozés. [vairios aminoriigstys skirtingai veiké G. stearothermophilus spory sudygima. Cisteino
koncentracijos 0,01-0,2 % neskatino spory sudygimo, o 0,03 % DL-arginino koncentracija tur¢jo didziausia
poveiki. Nustatyta, kad 0,03 % L-alanino ir DL-alanino koncentracijos turé¢jo skirtinga itaka sporuy sudygimui:
0,03 % L-alaninas spory iSaugima skatino, o 0,03 % DL-alaninas spory sudygimui neturéjo jtakos. IStyrus
neorganiniy drusky poveiki spory sudygimui nustatyta, kad spory iSaugima daugiau negu 50 % lyginant su
kontroliniu variantu stimuliavo 0,4 % KH,POy, 0,2 % K,HPO,, 0,03-0,05 % NaHCO; bei 0,03 % NaNO..
Nustatyta, kad 0,005-0,04 % ZnSO, ir CoSO, koncentracijos bei 0,01-0,04 % MnSO, ir CuSO,
koncentracijos neigiamai veiké G. stearothermophilus spory metabolizma, ir jos nesudygo. Spory sudygimui
itakos neturéjo 0,005-0,03 % FeSO,4 bei 0,01-0,2 % K,SO, ir NaCl, nes, ipylus i terpe iy medziagy, spory
sudygo maziau lyginant su kontroliniu variantu.

Tiriant fizikinio veiksnio — terminio apdorojimo poveiki G. stearothermophilus spory sudygimui,
nustatyta, kad spory sudygimas yra optimalus, kai spory suspensija kaitinama 5 min 70 °C temperatiiroje, po
to atvésinama ledo voneléje.

Parinktos medziagos, skatinanios G. stearothermophilus spory dygima. Sios medziagos gali pagausinti ir
pagerinti terpés, naudojamos preparato inhibitoriams piene nustatyti gamyboje, sudéti.

Raktazodziai: Geobacillus stearothermophilus, sporos, cheminiai ir fizikiniai veiksniai, skatintojai, spory
skaiCius.

Ivadas

Spory susidarymas - nattralus fiziologinis
procesas, taCiau jis nebiitinas sporiniy bakteriju
gyvavimo etapas. Sporos yra Zymiai atsparesnés
negu vegetatyvinés lastelés aukstai temperatiirai,
spinduliuotei, jvairioms cheminéms medziagoms,
i8dzitvimui [1].

Sporos atsparios kai kuriy junginiy poveikiui dél
dangaly, kurie suformuoja apsaugini barjera, ir
molekulés negali prasiskverbti { sporos Serdi. Be to,
pati sporos Serdis yra santykinai nepralaidi
hidrofiliniams junginiams, bet, pavyzdziui, suirus
dangalams ar pakitus dangaly struktiirai dél
mutacijy, sporos pradeda iSskirti proteolitinius
fermentus ir spory peptidoglikanas tampa pralaidus.

Spory atsparuma kar$¢iui lemia daugelis
veiksniy. Susidarant sporoms aukstesnéje

temperatiiroje, tos pacios padermés bakteriju spory
atsparumas karSc¢iui biina didesnis. Manoma, kad tai
lemia spory Serdies vandens kiekio sumazéjimas
susidarant sporoms aukStesnéje temperatiiroje [1].
Mazas vandens kiekis sporos Serdyje lemia didesni
spory atsparuma kar$¢iui, kadangi jis stabilizuoja
makromolekuliy  denattracija  kartu  ribojant
molekuliy judéjima [2]. Organinés riigstys, gliukono-
delta-laktonas, NaCl, kurio terpéje yra maZziau negu
0,5 mol/l, sumazina spory atsparuma karsciui [3].
Suteikus sporoms atitinkama stimula, jos
sudygsta ir suaktyvéja ju metabolitinés reakcijos.
Spory sudygimo aktyvacija jvairioms bakteriju
rusims Siek tiek skiriasi [1]. Spora suaktyvéja tada,
kai ji gauna atitinkama cheminj signala. Tam tikros
sporogeniS$kyjy bakterijy riiSys turi specialius
receptorius, kurie pranesa apie aplinkoje esancius
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energijos Saltinius, pvz., L-alanina, adenozing ir kt.
Jungti su efektoriais aktyvina sporoje esantis
autolizinas, pvz., lizocimas, kuris greitai suardo
kortekso peptidoglikana. Daugelis veiksniy skatina
sporyu sudygima: pH bei tam tikros cheminés
medziagos, temperatira, terpés sudétis, spory
koncentracija. Kaip vyksta skatinimo procesas néra
aisku, tik zinoma, kad kai kurioms bakterijy rasims
§is procesas yra griZztamas.

Spory sudygimo skatinimas daugeliui rusiy gali
biti sukeltas panaudojus tam tikrus junginius, pvz.,
nukleozidus, amino rugstis, cukrus, druskas,
dipikoling rtigsti ir ilgy grandiniy alkilaminus. Kai
kuriy bakterijy rusiy sporos sudygti gali buti
skatinamos neorganinémis druskomis — mangano,
gelezies, magnio. Tikslus mechanizmas, kodél Sie
junginiai skatina spory sudygima, néra aiSkus [1].
Efektyviausi spory sudygimo stimuliatoriai —
angliavandeniai, amino riig§tys ir neorganiniai jonai.
IS angliavandeniy spory iSaugimui bitiniausia
gliukozé. Tikslus  angliavandeniy  poveikio
mechanizmas iki $io laiko néra tiksliai nustatytas,
neaiskus ir dabar. Angliavandeniy priedai
0,0083 mol/l  fosfatiniame  buferyje (pH 7,1)
stimulivoja  Bacillus  stearothermophilus NCA
1518 spory sudygima: monosacharidai — 0,001 mol/l
ir 0,1 mol/l gliukozés, 0,01 mol/l fruktozés
koncentracija; disacharidai — 0,1 mol/l sacharozés
koncentracija; polisacharidai — 2 % dekstrino ir 2 %
krakmolo koncentracija [4]. Teigiama tirpaus
krakmolo jtaka nustatyta ir anksciau [5].

Bacillus  subtilis spory sudygima geriausiai
skatina cheminiai veiksniai — alanino, asparagino,
gliukozés, fruktozes ir kalio jony derinys [6, 7]. Kiti
autoriai [8] spory sudygimui skatinti vartojo
50 mmol/l kalio fosfato buferinj tirpala (pH 7) su
10 mmol/l L-alanino ar 50 mmol/l kalio fosfato
buferini tirpala (pH 7) su 10 mmol/l L-asparagino,
10 mmol/l D-gliukozés ir 10 mmol/l D-fruktozés.
Neveikliy B. subtilis spory sudygima gali paskatinti
medziagy apykaitoje nedalyvaujan¢ios medziagos
santykiu 1:1 — kalcio chelatas ir dipikoliné riigstis
(DPR) [9]. Paprastai DPR reikalinga anabiozés
bukléje esanciy spory stabilumui, tuo tarpu sporos,
kuriose Sios riigsSties truksta, tampa nestabilios ir
greitai sudygsta [2]. Atskilus DPR, suyra sporos
apvalkalélis. Vykstant Siam procesui, sporos
branduolyje vandens kiekis padidéja iki tokio, koks
yra vegetatyvingje lasteléje. Tokie poky¢iai pakeicia
vidinés priessporés membranos pralaiduma ir dél to
sporos gali sudygti Zymiai greiciau [10].

Tyrinéti B. subtilis mutantai, kuriy sporos
specifiskai reaguoja i skatinancius sudygima agentus.
Tokie tyrimai suteiké informacijos apie geny klaseg,
vadinama ger genais. Siy geny turin¢ios sporos
reaguoja | vieng ar kelias, bet ne | visas sudygima
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skatinanc¢ias medziagas. Ger genai yra ekspresuojami
formuojantis prieSsporei spory susidarymo metu.
Daugelis $iy geny buvo klonuoti ir nustatyta ju seka
[11]. Ger geny produktai gali suformuoti kompleksa
vidinéje prie§sporés membranoje, kuris veikia kaip
skatinantis sudygima baltymas [12], bet tai yra tik
spéjamas modelinis variantas [1].

Nustatyta, kad spory populiacijos sudygimas yra
inicijuojamas zymiai grei¢iau negu pavieniy spory
[13]. Bacillus megaterium sporos sudygsta greiciau,
kuo yra didesnis spory skai¢ius 1 ml suspensijos
(buvo tirta nuo 10° iki 10° KSV/ml) [14], nes
stipresné tarplasteliné saveika skatina sudygima.

Bendras visy rusiy bakteriju spory sudygima
skatinantis veiksnys yra spory suspensijos terminis
apdorojimas: 10 min 80 °C [15], 30 min 100 °C [16]
ar 1 s 115°C[15].

Nepaisant sporu neaktyvumo, suteikus joms
atitinkama stimula — dazniausiai i terpe pridéjus
maistiniy medziagy — sporos gali sudygti, augti ir vél
daugintis. Sudygusios sporos praranda savo unikalias
savybes: iSskiria DPR, suyra apvalkalélis bei
smulkiis rugstyje tirpiis baltymai. Sporos aktyvuma
praranda vos sudygusios. Tada egzogeniniais bei
endogeniniais junginiais aktyvinami metabolizmo
procesai bei inicijuojama makromolekuliy sintezeé.

Sudygusios sporos virsta auganciomis
vegetatyvinémis lastelémis.

Geobacillus  stearothermophilus  spory yra
preparaty, skirty inhibitoriams piene nustatyti,
sudétyje. Spory sudygimo greitis gali turéti jtakos
preparato kokybei.

Darbo tikslas — jvertinti = Geobacillus
stearothermophilus B 469 spory sudygimo

cheminius ir fizikinius skatintojus, turint tiksla
pagerinti preparato inhibitoriams piene nustatyti
sudéti.

Tyrimy objektai ir metodai

Tyrimo objektai — Geobacillus stearothermo-
philus sporos, cheminiai ir fizikiniai veiksniai.

Darbas  atliktas KTU  Maisto instituto
Mikrobiologijos laboratorijoje. Tyrimams naudota
spory suspensija ruoita pagal [ST 1195612-99:2000'
i§ Geobacillus stearothermophilus® B 469 padermés,
gautos i§ NIZO (Nyderlandai) mégintuvéliuose ant
nuozulniai sustanginto mitybos agaro. Gauta kulttira
kilpele perkeliama { mnauja mégintuvéli ir
inkubuojama 18 h (63,5+£0,5) °C temperatiiroje
aerobinémis salygomis. Po inkubacijos i mégintuvéli

'IST 1195612-99:2000 Bacillus stearothermophilus
varietas calidolactis spory suspensija. Bendrieji
reikalavimai.

? Senas pavadinimas Bacillus stearothermophilus varietas
calidolactis.



su Sviezia kultiira ant nuozulniai sustanginto agaro
ipilama 5 ml fiziologinio tirpalo, ir kultira
suspenduojama kilpele. 0,2 ml suspensijos pipete
ipilama | Petri lékStele su sporuliacijos terpe ir
iSskirstoma glaistikliu. Lékstelés inkubuojamos 18 h
(63,5+0,5) °C temperatiroje. Gauta suspensija
pas€¢jama i§ naujo, ir §i procedira kartojama dar
karta, kad kultiira augty pakankamai gerai. Tada
perséjama | daugiau Petri 1éksteliy tam, kad bity
gauta pakankamai suspensijos. Po inkubavimo ant
kiekvienos Iékstelés uzpilama po 10 ml fiziologinio
tirpalo ir surenkama visa gauta bakteriné medziaga
nuo visy uzséty leéksteliy. Spory suspensija du kartus
centrifuguojama nuo 2000 iki 3000 min™ grei¢iu,
praplaunant fiziologiniu tirpalu. Gauta spory
suspensija kaitinama (80+1) °C vandens voneléje
10 min ir atvésinama. RuoSiami septyni skiediniai, ir
107, 10° bei 107 skiediniai séjami i leksteles su
terpe. Inkubuojama nuo 18 iki 24 h (63,5+0,5) °C
temperatiiroje. Po inkubacijos atrenkamos tinkamos
kolonijoms skaiciuoti 1€kstelés (t. y., kuriose iSaugo
nuo 10 iki 300 kolonijy) ir nustatomas kolonijas
sudaranciy vienety skai¢ius 1 ml suspensijos.

Paruosta G. stearothermophilus spory suspensija,
kurioje spory skai¢ius buvo 1,3-10° KSV/ml.
Suspensija buvo iSpilstyta i kiuvetes po 1 ml ir
laikyta minus 18 °C temperatiroje. Tyrimams 20 °C
temperatiiros vandens voneléje buvo atSildomas
reikiamas kiekis suspensijos. ISaugusiy spory
skaiCius nustatytas lékSteliy metodu, séjant i terpe
bendram mikroorganizmy skaiCiui nustatyti (angl.
PCA — Plate count agar), i kurios sudéti ieina mieliy
ekstraktas, gliukoz¢ ir triptonas (pagal LST EN ISO
4833:2003).

Siekiant nustatyti G. stearothermophilus spory
sudygimo stimuliatorius, spory sudygimui skatinti
buvo naudojamos cheminés medziagos —
neorganinés druskos, amino rugstys,
angliavandeniai, fermentas lizocimas, nukleozidas
adenozinas ir fizikinis veiksnys — terminis
apdorojimas. Cheminiy medZziagy tirpalai buvo
ruosiami steriliame distiliuotame vandenyje ir supilti
i iki 50-55 °C temperatiros atvésinta terpe po
sterilizavimo. Remiantis  literatiros  Saltiniais,
parinktos  tokios = medziagu  koncentracijos:
angliavandeniy 0,1-1,0 %, aminoriigséiy 0,01—
0,20 %, neorganiniy drusky 0,005-0,400 %,
lizocimo 5-75 pg/ml, adenozino 0,005-0,010 mol/l.

Tiriant karscio itaka spory sudygimui, pagaminta
spory suspensija kaitinta 70, 80, 90 ir 100 °C
temperattiroje nuo 5 iki 20 min, po to atvésinta ledo
voneléje ir paruosus skiedinius fiziologiniame tirpale
sporos pasétos i mitybos agara. Po 18 h inkubacijos
63,5°C temperatiros termostate apskaiCiuotas
iSaugusiy kolonijuy skaiCius, kuris palygintas su
kontroliniu variantu.

Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Naudojant jvairias chemines medziagas spory
sudygimui skatinti, tiriamyju medziagy skirtingy
koncentracijy tirpalai ipilti i iStirpinta po
sterilizavimo mitybos terpg spory skaiciui nustatyti.
Spory skaicius, iSauggs mitybos terpéje be prieduy,
buvo kontrolinis — 1,3-10° KSV/ml. Dviejy
nepriklausomo mikrobiologinio tyrimo rezultaty,
gauty taikant ta pati metoda ir ta pacia iranga tiriant
tapacius méginius, absoliutus skirtumas ne daugiau
kaip 5 % atveju gali biti didesnis kaip 30 % nuo
maZesnio rezultato’. Remiantis tuo, buvo laikoma,
kad istirtos medziagos turéjo itakos spory iSaugimui,
kai spory skaiCius buvo didesnis uz kontrolinio
varianto 50 %.

Ipylus { terpg nuo 0,1 iki 1,0 % koncentracijos
angliavandeniy ir palyginus iSaugusiu koloniju
skaiciy su kontroliniu, nustatyta, kad spory sudygima
skatino 1 % laktozés, 1 % tirpaus krakmolo ir
daugiau kaip 0,5 % sacharozés, kuriy ipylus i terpe
sudygo atitinkamai 69, 51 ir 85-131 % spory
daugiau lyginant su kontroliniu. Didinant sacharozés
koncentracija atitinkamai didéjo ir sudygusiuy spory
skaicius — kai sacharozés koncentracija 0,5, 0,75 ir
1 %, sudygo 85, 115 ir 131 % daugiau spory lyginant
su  kontroliniu.  Kiti  jvairiy = koncentracijy
angliavandeniai neturéjo reikSmingos itakos sporu
sudygimui. Maltozé ir gliukozé nestimuliavo
G. stearothermophilus spory sudygimo, o 0,5 % ir
1 % maltozés bei 0,5 % gliukozés koncentracija
netgi Siek tiek ji stabdé (1 pav.).

Naudojant  aminortigstis spory  sudygimui
skatinti, nustatyta, kad cisteinas ir DL-argininas
turé¢jo nedidele itaka G. stearothermophilus sporu
sudygimui. Tuo tarpu 0,2 % DL-alanino ir 0,03, 0,05
bei 0,2 % L-alanino suaktyvino spory sudygima
daugiau negu 50 %.

Ta pati DL- ir L-alanino koncentracija skirtingai
veiké spory sudygima (2 pav.). 0,01, 0,03 ir 0,05 %
L-alanino koncentracija labiau skatino spory
sudygima negu DL-alaninas, iSskyrus DL-alanino
0,2 % koncentracija. Taip yra todél, kad L-alaninas
labiau saveikauja su sudygusiose sporose esanciais
baltymais ir labiau skatina spory sudygima agaro

terpéje [1].

Istirta 16  neorganiniy  drusky  jvairiy
koncentracijy jtaka spory sudygimo aktyvinimui. Siy
medziagy itaka G. stearothermophilus spory

sudygimui pateikta 3 ir 4 paveiksle. Kadangi sporose
yra nemazai protony, tokiy kaip Ca®, Mg*", Mn*",
Zn**  katijony, kuriems atsiskyrus  pirmomis

3 LST ISO 6730:2005 Pienas. Psichrotrofiniy
mikroorganizmy kolonijas sudaranciy vienety
skai¢iavimas. Koloniju skai¢iavimo 6,5 °C temperatiiroje
metodas (tapatus ISO 6730:2005).
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minutémis po spory sudygimo visiSkai suyra spory  aktyvios, buvo manoma, kad, pridéjus i terpg ivairiy
peptidoglikanas ir sporos tampa metaboliSkai  drusky, tam tikri jonai suaktyvins spory sudygima.
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3 pav. Neorganiniy drusky koncentracijos 0,005-0,040 % itaka G. stearothermophilus
spory sudygimui
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Foncentracija, %

O 0,00%

0,01%

Sporu skaicms, min K5Vl

Meorganinés druskos

0,09%
B 0,05%
5 0,10%
I 0,20%
H0.40%

4 pav. Neorganiniy drusky koncentracijos 0,01-0,40 % itaka G. stearothermophilus
spory sudygimui

I terpe ipylus ivairios koncentracijos fosfaty
tirpaly: Na;PO4-12H,0, KH,PO4, K,HPO, nustatyta,
kad labiausiai sporu sudygima aktyvina 0,4 %
KH,PO, ir 0,2 % K,;HPO,, kuriy itaka spory
sudygimui atitinkamai buvo 69 ir 100 %. Kity
koncentraciju KH,PO, ir K,HPO, drusky tirpalai arba
neturéjo itakos spory sudygimui, arba ji buvo labai
nedidelé. Na;PO4-12H,0 didziausia koncentracija,
skatinanti spory sudygima 46 %, buvo 0,02 %.

Tiriant sulfaty itaka nustatyta, kad ZnSO, ir
CoSO, visiskai inhibuoja spory sudygima ir
sudygusiy spory lasteliy augima, nes panaudojus net
maziausia 0,005 % Siy drusky koncentracija,
nesudygo né viena spora. MnSQ, ir CuSQ, tirpaly
koncentracija, didesné negu 0,01 %, taip pat slopino
spory sudygima. Gali biiti, kad Sios medZziagos
deaktyvuoja fermenty, ,,gaminan¢iy”“ sudygimo
medziagas, veikla, todél spory sudygimas yra
inhibuojamas. Kity sulfaty vienos koncentracijos
skatino spory sudygima nezymiai — esant 0,1 %
MgSO, ir 0,005 % MnSO, koncentracijai terpéje
sudygo atitinkamai 31 ir 38 % spory daugiau
lyginant su kontrole, o kitos koncentracijos neturéjo
itakos — ipylus i agaro terpg ivairiy koncentraciju
K,S0O,, FeSO, drusky tirpaly, spory sudygo maziau
lyginant su kontrole (3 ir 4 pav.).

IStyrus chloriduy itaka spory sudygimui nustatyta,
kad KCIl, CaCl, ir NaCl neturéjo jtakos — jvairios Siuy
drusky koncentracijos (0,01-0,20 %) neskatino
G. stearothermophilus spory sudygimo daugiau nei
31 % (3b pav.). Spory sudygima Siek tiek skatino
0,03 ir 0,05 % koncentraciju CoCl, tirpalai, kuriy
ipylus { terpg iSaugo 46 % daugiau spory lyginant su
kontrole. Tuo tarpu kitos neorganinés druskos —

0,05 % NaHCO; ir 0,03 % NaNO, — spory sudygima
stimuliavo net 69 %, o 0,03 % NaHCO; — 54 %
lyginant su kontrole.

Paveikus G. stearothermophilus sporas karSciu
nustatyta, kad sporuy suaktyvinimas jvyko labai
greitai ir buvo griztamas, todél esant kai kurioms

temperatiroms buvo stebima spory sudygimo
deaktyvacija (4 pav.). Tyrimo rezultatai rodo, kad
optimali  temperatira, kuriai esant sudygo

daugiausiai spory, buvo 70°C, iSlaikant spory

suspensija Sioje temperatiroje 5 minutes arba
30 minuciy.

G.  stearothermophilus  bakteriju  spory
sudygimas taip pat buvo skatinamas | terpe
papildomai jpilant lizocimo bei adenozino.
Literatiiros analizé parodé, kad optimaliausia

lizocimo koncentracija, skatinanti spory sudygima,
yra 50 pg/ml, o adenozino optimali koncentracija —
0,01 mol/l.  Skatinant spory sudygima Siomis
medziagomis buvo panaudotos ir  tarpinés
koncentracijos.

Labiausiai  spory  sudygima stimuliavo
lizocimo 5 pg/ml tirpalas, t.y. jo ipylus i terpg
sudygo 77 % daugiau spory lyginant su kontrole.
75 pg/ml lizocimo tirpalas turéjo inhibicini poveiki
(1 lentelé).

Ipylus 1 terpe skirtingy koncentracijy
adenozino nustatyta, kad spory iSaugima 130 %
stimuliavo 0,01 mol/l adenozino tirpalas. Spory
sudygimui skatinti naudotos kitos adenozino tirpaly
koncentracijos reik§mingos itakos spory sudygimui
neturéjo (1 lentelé).

53



,—5: 2

% 1.5

= W==
2, | 7 ==
& 5 10 15 20

Tennimio apdo ojfitno trulané, min

4 pav. Temperattiros itaka G. stearothermophilus spory sudygimui

1 lentelé. Lizocimo ir adenozino jtaka spory sudygimui agaro terpéje

e Priedo koncentracija Spory skaicius, .SP ord SkalCI.auS
Terpés priedai .. padidéjimas lyginant su
agaro terpéje mln KSV/ml
kontrole, proc.
Be priedy (kontrolé) 0,0 pg/ml (M) 1,3+0,18 0
5 pg/ml 2,3+0,06 77
o 10 pg/ml 1,5+0,57 15
Lizocimas 25 ug/ml 1,1£0,01 -15 (sumazéjo)
50 pg/ml 1,2+0,06 -8 (sumaz¢jo)
0,005 M 1,6+0,21 23
0,003 M 1,0+0,01 -38 (sumazéjo)
Adenozinas 0,01 M 3,0+0,01 130
0,013 M 1,9+0,04 46
0,02 M 1,8+0,41 38
Lizocimas + 5 pg/ml
adenozinas 0,01 M 2,4+0,09 84
Nustacius optimalias G. stearothermophilus 5 pg/ml lizocimo tirpalus galima laikyti spory

spory sudygima skatinancias adenozino ir lizocimo
koncentracijas, buvo pabandyta i terpg su sporomis
ipilti 5 pg/ml lizocimo ir 0,01 mol/l adenozino kartu.
Nustatyta, kad Sios medziagos spory sudygima
skatino 84 % lyginant su kontrole (1,3-10°+0,2:10°%).
Adenozinu ir lizocimu buvo bandyta aktyvinti
termiskai paveikty spory sudygima. Nustatyta, kad i
terpg su 70 °C temperattiroje 5 minutes laikyta spory
suspensija pridéjus 5 pug/ml lizocimo, spory sudygo
92 % daugiau lyginant su kontrole. 0,01 mol/l
adenozino tirpalo poveikis termoSoku suaktyvintu
spory sudygimui mazesnis — 85 %, tuo tarpu i terpg
ipylus 0,01 mol/l adenozino ir 5 pg/ml lizocimo
sporu sudygo 108 % daugiau lyginant su kontrole.
Paveikus sporas kars¢iu, tikriausiai, suaktyvéjo ju
metabolitinés reakcijos, todél 0,01 mol/l adenozino ir
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sudygimo stimuliatoriais.

Nustatyta, kad Geobacillus stearothermophilus
spory sudygima geriausiai stimuliavo 1 % laktozés,
1 % sacharozés, 0,2 % DL-alanino, 0,4 % KH,POy,,
0,2 % K,;HPO,, 0,05 % NaHCO;, 0,03 % NaNO,,
0,2 % L-alanino, 0,02 % Na;PO,4, 0,05 % CoCl,,

0,01 M adenozino ir 5 pg/ml lizocimo. Sios
medziagos gali buti panaudotos  preparato
inhibitoriams piene nustatyti terpés sudéCiai
pagerinti.
ISvados
1. Geobacillus stearothermophilus spory

sudygimas suintensyvéjo, kai mitybos terpé buvo
pagausinta: 1 % laktozés, 1 % tirpaus krakmolo
ir 0,5-1 % koncentracija sacharozés, 0,2 % DL-
alanino, 0,03-0,05 % L-alanino, 0,4 % KH,PO,,



0,2 % K,HPO,4, 0,03-0,05 % NaHCO; bei 0,03
% NaNOz.

2. Geobacillus stearothermophilus spory sudygimo
neveike tirti sulfatai — MgSQ,, ZnSO,;, MnSOy,,
KzSO4, CUSO4‘5H20, COSO4, FCSO4 (0,005—
0,4 % koncentracijos).

3. Geobacillus stearothermophilus spory sudygimo
neveiké arba veiké labai nezymiai tirti chloridai
— CoCl,, CaCl,, KCl, NaCl (0,005-0,4 %
koncentracijos).

4. Sporu sudygima labiausiai skatino 5 pg/ml
lizocimo ir 0,01 mol/l adenozino, nes iSaugusiy
spory skaiCius buvo, atitinkamai, 74 ir 130 %
didesnis uz kontrolg.

5. Termiskai apdoroty spory sudygimas buvo
optimalus, i$laikius spory suspensija 5 min 70 °C
temperatiiroje.

6. TermiSkai apdoroty (5 min 70 °C temperattroje)
spory sudygima 84 %, lyginant su kontrole,

skatino 5 pg/ml lizocimo ir 0,01 mol/l
adenozino.
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Pateikta spaudai 2006-10

J. Salomskieng¢, D. Jurkstaité

EVALUATION OF THE GEOBACILLUS
STEAROTHERMOPHILUS SPORES ACTIVATING
AGENTS

Summary

The impact of chemical and physical factors on the
germination of Geobacillus stearothermophilus spores in
the agar media was studied.

For this purpose chemical agents such as
carbohydrates, amino acids, inorganic salts, adenosine and
lysozyme were used. Spore germination differed at
various concentrations of the same carbohydrate.
G. stearothermophilus spore germination was activated by
a 1 % lactose, 1 % soluble starch and 0.5-1 % sacharose.

Various amino acids differently affected
G. stearothermophilus ~ spore  germination. Cysteine
concentrations (0.01-0.2 %) did not affect spore
germination, but the spore count at DL-arginine

concentrations varying from 0.01 % to 0.2 % was
significantly higher. L-alanine (0.03 %) activated
germination of G. stearothermophilus spores, while
DL-alanine (0.03 %) did not have any impact on the spore
growth. The effects of inorganic salts showed that spore
germination was stimulated more intensively (by 50 %)
compared to control medium by adding 0.4 % KH,PO,,
0.2 % K,HPO,, 0.03-0.05 % NaHCO; and 0.03 %
NaNO,. It was found that concentrations of ZnSO, and
CoSO4 (0.005-0.04 %, resp.) inhibited metabolic
reactions of G. stearothermophilus spores and prevented
from germination. FeSO,4, K,SO,4 and NaCl did not have
any impact on spore germination because significantly
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lower spore counts were obtained on the agar media with
these agents than in control medium.

Spore activation was influenced by thermal treatment
as a physical factor. It was found that spore germination
was optimal when the spore suspension was treated at
70 °C for 5 min and was immediately plunged into an ice
bath.

Keywords: Geobacillus stearothermophilus spores,
chemical and physical factors, the activators of spore
germination, spore count.

. [Manomckene, . FOpkuraiite

OLEHKA CTUMYJISITOPOB ITPOPACTAHUSA
CIIOP GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS

Pe3iome

B craree mpeacraBlieHbl aHHBIE 10 HW3YYCHUIO
BIMSHUS XUMHUYECKUX H (usnueckux (akTopoB Ha
npopactanue crnop Geobacillus stearothermophilus B
arapus3OBaHHOM cpene.

UccnenoBanue mpoBeNeHO C
CIIEYIOMX  XHMHYECKHX  BELIECTB:  YIJICBOJOB,
AMHMHOKHCIJIOT, HEOPTaHMYECKMX COJel, aJeHO3MHa W
JM30IMMa. Y CTAHOBJICHO, YTO pa3jInuHble KOHIIEHTPAIUU
TEX K€ YIJICBOJIOB B CPElie OKa3alu PAa3IMYHOE BIIUSIHUC
Ha npopacranue crnop. Coxepxanue 1 % makrossl, 1 %

HCII0JIb30BAHUECM

pactBopumoro kpaxmama u 0,5-1,0 % caxapossl
CTUMYJIHPOBAJIO rpopactaHue crop
G. stearothermophilus. Paznuunbie aMHUHOKHUCIIOTBI
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OKa3aly HEOJMHAKOBOE BIMSIHHWE Ha IPOpPACTaHUE CIIOP.
Huctenn B xonnentpanuu 0,01-0,2 % He cTUMynupoBai
npopacTtanus crop, a cogepkanue 0,03 % DL-apruauna
OKa3ajJo HauOoJbllee BIMSHHE Ha MpOpacTaHue CIOp M3
BCEX MCCIENOBaHHBIX KoHIeHTpauuil. ConepxaHue
0,03 % L-anaHuHa cTUMYIMPOBAJIO MPOPACTAHUE CIIOP, a
coaepxkanue 0,03 % DL-anannHa He oka3ajo BIMSHUS Ha
uX npopacTtanue. /13 HeopraHn4eckux coiieit 6osiee Kak Ha
50 % mo cpaBHEHHIO C KOHTPOJEM NPOPACTAHHE CIIOP
ctumymupoBano 0,4 % KH,PO,, 0,2 % K,HPO,, 0,03-
0,05 % NaHCOj3; u 0,03 % NaNO,. Koanenrparuu 0,005—
0,04 % ZnSO4 u CoSO4, 0,01-0,04 % MnSO4 u CuSO,4
OTPHUIIATEIFHO BIHSUIM Ha TMpopacTanue cmop. Ha
npopacTaHMe CHOp TaKKe HEe OKasald  BIMSHUA
koHuentpanusa 0,005-0,04 % FeSO, u koHIEHTpalus
0,01-0,4 % K,SO, u NaCl, Tak kak Ipud MX HAIUYHH B
cpese IpopacTalio  MEHbIIee KOJIWYECTBO CIOp 10
CPaBHEHUIO C KOHTPOJIEM.

IIpn wuccnenoBaHMM  BO3AEHCTBUS  (DU3MUYECKOTO
(akTopa — TepMHUIecKoil 00OpabOTKH — Ha TPOpPACTAHUE
ciop G. stearothermophilus  yCTaHOBIEHO, dYTO
MpOpacTaHue CIOp SBISUIOCH ONTHUMAlIbHBIM, KOTIa
CIIOPOBYIO CYCNEH3MI0 mporpesaiu 5 muH npu 70 °C, a
MOTOM OXJIAXKIAJH B JIEASHOM OaHe.

OnpeneneHsl HaWTy4IIne CTHMYJITOPHI
npopactanus crop G. stearothermophilus, KoTopsie
MOTYT OBITH HCHOJB30BaHbl NPU YIYYIIEHUH CpPEJIbl
mpernapara Jjisi Onpe/e/icHHs HHIMOMPYIONUX BEIIECTB B
MOJIOKE.
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