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1. Wprowadzenie

odczas sterylizacji produktow spozywczych, jak réwniez srodowisk fermen-

tacyjnych, najwieksze trudnosci w uzyskiwaniu ich jatowosci stwarzajg

cieptoopome formy przetrwalne bakterii. Sg one wytwarzane m.in. w cyklu

rozwojowym bakterii nalezacych do rodzajow Bacillus i Clostridium. Do ga-
tunkéw wytwarzajacych spory o szczegblnie wysokiej cieptoopomosci nalezg
B. theimoacidurans, B. stearothermophilus oraz C. sporogenes i C. botulinum
typu A'i B (1). Spory bakteryjne sa postaciami przetrwalnymi komorek o r6z-
nym stanie fizjologicznym. Spora w stanie spoczynkowym jest komorka zdolng
do wyrastania w prostych podiozach odziAvczych. Uwaza sie, ze spora znaj-
duje sie w stadium uspienia (2-4), gdy do kietkowania sg niezbedne spe-
cjalne, korzystne warunki $rodowiskowe. Poziom uspienia przetrwalnika de-
cyduje o stopniu jego wrazliwosci na czynniki fizyczne i chemiczne (5,6).

Do samoczynnego kietkowania zdotne sg tylko spory znajdujgce sie w sta-
nie spoczimkowym. Kietkowanie spor uspionych jest moztiwe dopiero po ich
aktywacji, ktérg wywotujg rozne zwigzki chemiczne typu substancji odzyw-
C2ych oraz pozaodzywczych, a takze enzymy i czynniki fizyczne (7 - 16, 25).
Aktywacja spor jest procesem odwracalnym. Przetrzymywanie przetrwalnikéw
w Srodowisku uniemozliwiajgcym ich wykietkowanie (np. w wodzie) powoduje
ponowne przejécie w stan uspienia (17- 19).

Wsrod aktywatorow fizycznych najefektywniejszag jest obrdobka termiczna
(20-23, 27). Zzaleznie od gatunku bakterii przetrwatnikujgcych aktywacja
jest osiggaiia w réznej temperaturze, najczeSciej w zakresie 65- 120°C
(23,24). SzczegOlnie istotna jest aktywacja w temperaturze powyzej 100°C;
towarzyszy jej wowczas rownoczesna destrukcja czesci spor (22,25 - 27). Dla
B. stearothermophilus maksymalna aktywacje spor osiggano w temperaturze
110- 115°C. Jednakze doktadnie wykonana analiza danych zrdédtowych wy-
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kazata brak w literaturze informacji pozwalajacych przewidzie¢ stopien i ki-
netyke termicznej aktywacji oraz wptywu tej aktywacji na kinetyke destrukcji
przetrwalnikéw. Znajomo$¢ warunkoéw i Kinetyki termicznej aktywacji oraz
destrukcji przetrwalnikdw jest niezbedna dla wyznaczenia optymalnych pa-
rametrow sterylizacji podtozy fermentacyjnych i produktéw spozywczych.

Przewidujemy, ze fatwiej (stosujac tagodniejsze warunki) bedzie mozna zni-
szczy¢ spory w stanie spoczynkowym. Mozliwo$¢ zastosowania tagodniejszych
warunkow sterylizacji pozwala na zmniejszenie degradacji podtoza podczas
jego wyjatawiania. Z tych powod6éw poznanie procesu aktywacji przetrwalni-
kéw ma duze znaczenie, zaréwno teoretyczne jak i praktyczne.

Celem pracy byta ocena ro6znych metod wyzwalajgcych aktywacje prze-
trwalnikow B. stearothermophilus oraz oznaczenie efektoéw i warunkéw obrobki
cieplnej (temperatury, czasu jej dziatania) pozwalajgcych na uzyskanie ma-
ksymalnej aktywacji przetrwalnikéw zawieszonych w wodzie.

2. Metodyka badan

2.1. Pozyskiwanie i przechowywanie materiatu biologicznego

Badania prowadzono dla Bacillus stearothermophilus ATCC 10149.

Przetrwalniki bakteryjne otrzymywano w dwustopniowej procedurze na-
mnazania wg metody Kim i Naylor (28), stosujac ptynne podioze presporula-
cyjne o skladzie: 1% tryptone (Difco), 0,5% yeast extract (Difco) oraz 0,2%
K2HPO4 (pH podtoza wynosito 7,2) oraz podtoze sporulacyjne zawierajace 0,3%
bacto-beef extract (Difco), 0,5% bacto-peptone (Difco), 0,4% yeast extract (Dif-
co) oraz 10 ppm MnCI2 x 4H20 i 2% agaru, (pH podtoza 7,2).

Hodowle prespomlacyjng prowadzono w temperaturze 55°C przez 24 go-
dziny w warstwie podtoza o grubosci 1 cm. Przetrwalniki bakteryjne otrzy-
mywano w hodowli powierzchniowej, stosujgc poditoze sporulacyjne i ptytki
Petriego o $rednicy 15 cm. Posiane ptytki inkubowano przez 48 godzin w tem-
peraturze 55°C. Warunki te zapewniaty maksymalnag wydajnos¢ przetrwalni-
kow (29). Biomase bakterii zmywano z powierzchni ptytek jalowag wodag de-
stylowana, otrzymujgc zawiesine o gestosci ok. 10 kom/cm”. Dla zabicia
form wegetatywnych ogrzewano jg w temperaturze 80°C przez 10 minut.

Do badan zawiesine rozcienczano do gestosci okoto 10® spor/cm® (wyzna-
czong metodg mikroskopowa).

Liczba przetrwalnikow spoczynkowych, zdolnych do wzrostu w postaci ko-
lonii, w przygotowanej zawiesinie wynosita ok. 100 kom/cm® (wyznaczona
metodg ptytkowa).

2.2. Aktywowanie przetrwalnikéw

Jako Czynniki aktinvujgce przetrwalniki B. stearothermophilus ATCC 10149
zastosowano: mechaniczne wytrzasanie, traktowanie lizozymem oraz dziatanie
cieptem (15,16,24).
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Aktywacje przetrwalnikéw B. stearothermophilus wykonano w nastepuja-
cych wariantach doswiadczen:

1) zawiesine przetrwalnikow o objetosci 30 cm” wytrzgsano w czasie 10 mi-
nut z 5,5 g szklanych kuleczek o $rednicy 2 mm,

2) zawiesing przetrwalnikéw inkubowano z lizozidmiem, rozpuszczonym
w buforze fosforanowym o pH 7,4, w temperaturze 40°C w czasie 2 i 10 minut
stosujac dawke enzymu wynoszacg 1,5 pg/cm”?,

3) zawiesing przetrwalnikéw umieszczong w zatopionych kapilarach lub
rurkach szklanych ogrzewano w tazni olejowej.

Liczbe przetrwalnikéw, ktére w wyniku dziatania zastosowanych czynnikéw
zostaty zaktywowane, kontrolowano metodg ptytkowg wykonujgc wysiewy
z odpowiednich rozcienczen do podioza regeneracyjnego (28). Stosowane pod-
toze zawierato: 0,3% beef extract (Difco), 0,5% tiyptone (Difco), 0,4% yeast
extract (Difco), 0,1% glukozy oraz purpure bromokrezolowg jako indykator
pH. Posiewy inkubowano w temperaturze 55°C przez 48 godzin. Zaktywowane
przetrwalniki (zdolne do kietkowania) wytwarzaty z6tte kolonie otoczone stre-
fami wskazujgcymi na ich kwaszace whasciwosci. Wyniki pomiaréw podawano
jako liczbe przetrwalnikow zdolnych do wzrostu w postaci kolonii (j.t.k./cm”;
J.t.k. — jednostki tworzace kolonie).

Kontrole stopnia aktywacji termicznej przetrwalnikéw prowadzono w zato-
pionych rurkach szklanych w zakresie temperatury 90°C - 125°C oraz w za-
topionych kapilarach szklanych w temperaturze od 90°C do 132°C. Wymiary
rurek: Srednica zewnetrzna 7,45 mm, grubo$¢ Scianki 1,15 mm, diugos¢ ok.
12 cm. Wymiary kapilar: $rednica zewnetrzna 1,48 mm, grubos$¢ Scianki
0,32 mm, dtugos¢ ok. 20 cm.

Rurki badz kapilary po zatopieniu umieszczano w tazni olejowej i ogrze-
wano w czasie do 10, 40 lub 120 minut w temperaturze: 132°C, 125°C,
120°C, 115°C, 110°C, 105°C, 100°C, 95°C oraz 90°C.

Ocene stopnia przezycia bakterii prowadzono w 8 - 9 prébach dla kazdej
temperatury, wykonujac 8-10 roéwnolegtych wysiewdéw dla danego czasu
ogrzewania.

3. Omowienie wynikow

3.1. Dobdr czynnika aktywujacego przetrwalniki

Populacja przetrwalnikéw (N) stanowi mieszanine spor w stanie spoczyn-
kowsrm (Ng) oraz spor uspionych (N - Ng) wymagajacych wstepnej aktywacji,
po ktdrej sa one dopiero zdolne do wzrostu w postaci kolonii.

W celu aktywacji przetrwalnikéw B. stearothermophilus ATCC 10149 za-
stosowano lizoz3rm, wytrzasanie z peretkami oraz obrobke tenniczna.

Stwierdzono, ze najskuteczniejszym czynnikiem aktywujacym jest tempera-
tura dziatajgca w okreslonym czasie. Po ogrzewaniu w rairkach w 120°C ilos¢
przetrwalnikow zdolnych do wzrostu w postaci kolonii zwieksza sie 7,8 razy.
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W kapilarach natomiast uzyskany stopien aktywacji wynosi 13,1 w tempe-
raturze 115°C (rys. 1). Tak jak podaje Keyman i wsp. (18) mechanizm polega
na cieplnej aktywacji enzymow, ktore nie sg aktywne w sporze uspionej.
Ogrzewanie udostepnia ponadto
substancje potrzebne do ich
kietkowania, np. L-alaning lub
inaktywuje inhibitoiy tego
procesu (18).

Po traktowaniu przetrwal-
nikow lizozymem przez 2 mi-
nuty uzyskano tylko 1,3-krot-
ne zwigkszenie stopnia zakty-
wowanych spor. Po wydtuze-
niu czasu dziatania enzymu
do 10 minut, stwierdzono usz-
kodzenie komérek i praktycz-
ny zanik efektu aktywacji
(N/No = 1.05). Gould i Hit-
chins (30) wykazali, ze pod
wptywem lizo*ymu nastepowa-
ta takze liza przetrwalnikow

Clostridium bifermentans.
Traktowanie spor szklany-
Rys. 1. Stopien aktywacji (N/NJ przetrwalnikéw  mi kuleczkami pobudza prze-

B. stearothermophilus ATCC 10149: t Iniki d t ledwi
1) 10 min wytrzasania: rwalnikl do wzrostu zaleawie

2) stezenie lizozymu: 1,5 pg/lcm”; czas dziatania: 1,25 razy (rys. 1).

Na podstawie uzyskanych
wynikéw wida¢ wyraznie, ze

3)  lrurki (120°C), [H] kapilary (115°C). najskuteczniejszym aktywato-

rem przetrwalnikéw B. stearo-
thermophilus jest temperatura. Jednakze w czasie przechowywania zaktywo-
wanych przetrwalnikéw w temperaturze pokojowej w zawiesinie wodnej po-
nownie przechodza one w stan uspienia (rys. 2). Staty stopien aktywacji za-
chowujg jedynie do ok. 40 minut przechowywania w tych warunkach. Po 90
minutach zaobserwowano zjawisko ponownego usypiania przetrwalnikoéw. Li-
czba aktywnych spor zmalata od 5,73 x 10® do 4,97 x 10® kom/cm®. Po 24
godzinach przetrzymywania w temperaturze pokojowej 4,03 x 10® kom/cm®
nie utracito zdolnosci do wzrostu w postaci kolonii (rys. 2).

Podobne wyniki uzyskat w swoich badaniach Keyman (18), ktéry wykazat,
ze utrzymanie przetrwalnikow B. cereus w stanie aktywacji (bez ponownego
usypiania) byto mozliwe tylko podczas ich przechowywania w stanie zamro-
zonym w temperaturze -20°C.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalsi*ych badan wybrano obrdbke
termiczng zapewniajgca najwyzszg aktywacje przetrwalnikéw. Aby wyelimino-
wac btad spowodowany ponownym usypianiem spor, analizy mikrobiologiczne

2 min i 10 min
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Rys. 2. Kinetyka usypiania zaktywowanych przetrwalnikéw B. stearothermophilus ATCC
10149 w temperaturze pokojowej.

(wysiewy) wykon}rwano w czasie nie przekraczajacym 30 minut od zakoncze-
nia procesu obroébki cieplnej.

3.2. Aktywacja termiczna przetrwalnikéw

Dla wyznaczenia kinetyki aktywacji przetrwalnikéw B. stearothemiophiliis
w okreslonej temperaturze poszczegolne probki przetrzymywano w czasie do
10, 40 i 120 minut zaleznie od zastosowanej temperatury tazni olejowej. Efekt
aktywacji oceniano poprzez kontrole zdolnosci przetrwalnikéw do wzrostu
w postaci kolonii. Wyniki badan sg przedstawione w tab. 1 i na rys. 3.

Tak jak wida¢ ogrzewanie zawiesiny przelmalnikéw w niskiej temperaturze
(od 90°C do 105°C) powoduje stabag aktywacje spor. Liczba przetrwalnikow
po ogrzewaniu w kapilarach wzrosta od 4,2 do 9 razy, a w rurkach od 2,9
do 6,5. Podwyzszenie temperatury powyzej 110°C wyraznie wpltywa na przy-
rost ilosSci zaktywowanych przetrwalnikow. Ze wzrostem temperatury rosnie
réwniez réznica w dynamice aktywacji spor w rurkach i kapilarach. Maksy-
malng aktywacje przetrwalnikdw uzyskano w kapilarach dla temperatury 110
- 115°C, a w rurkach dla 115- 125°C. Po ogrzewaniu zawiesiny przetrwalni-
kow w kapilarach wskaznik N/Ng wzrost do ok. 13, a w rurkach szklanych
zaledwie do ok. 8 (rys. 3).
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Tabela 1
Parametry maksymalnej aktywacji cieplnej przetrwalnikoéw
B. STEAROTHERMOPHILUS W RURKACH | KAPILARACH

Temp. Rurki Kapilary
Czas No N N/No Czas No N N/No
. 1on 10® . 10® 106

c min- i tk/em” j.tk/em® - min- i tk/em® j.tk/cm® -
90 60 8,74 2,51 2,87 40 6,09 2,53 4,15
100 20 8,74 5,23 5,98 15 6,09 4,75 7,80
105 15 10,78 7,03 6,51 10 6,09 5,46 8,97
110 10 8,71 5,60 6,43 4 6,09 7,90 12,98
115 4 7,34 5,10 6,95 2 6,09 7,98 13,10
120 2 6,388 5,38 7,82 0,33 6,09 6,30 10,34
125 1 7,47 5,40 7,23 0,50 6,09 3,03 4,98
132 - - - - 0,67 6,09 1,35 2,22

Wysoki stopiern aktywacji spor w kapilarach uzyskiwany w temperaturze
110°C- 115°C wynika zapewne z faktu, ze proces aktywacji przetrwalnikow
B. stearothermophilus rozpoczyna sie w zakresie 100 - 105°C (22,25 - 27),
a destrukcja komdrek zachodzi dopiero w temperaturze powyzej 110°C. Roz-
nice w uzyskanych efektach dla kapilar i rurek mozna wyjasni¢ nieréwno-
miemoscia osiggniecia okre$lonej temperatury w poszczegélnych warstwach
zawiesiny. Dla rurek czas osiggniecia okreslonej temperatury jest znacznie
dtuzszy niz dla kapilar, co zwieksza efekt letalny i w rezultacie obniza
wskaznik N/Ng.

Obnizenie stopnia aktywacji w kapilarach do wartosci 5,0 zanotowanej
w temperaturze 125°C i do 2,2 w temperaturze 132°C mozna przypisaé pro-
cesowi destrukcji przetrwalnikow zachodzacemu réwnolegle z ich aktywacja.

Czas osiggniecia maksymalnej aktywacji spor byt wyraznie zalezny od za-
stosowanej temperatury. Przy ogrzewaniu w 90°C maksymalna aktywacja byfa
obserwowana po 40 minutach, natomiast w temperaturze powyzej 120°C
w czasie krotszym niz 1 minuta.

Wplyw temperatury na zalecany czas jej oddziatywania oraz maksymalny
stopienn aktywacji spor w rurkach i kapilarach przedstawiono na rys. 4 i 5.

Krzywe nakre$lone na rys. 5 mozna opisa¢ funkcja:

t= Aexp BxT) (U
gdzie:
t czas ogrzewania zawiesiny, min,
T temperatura tazni olejowej, °C,

A B state w réwnaniu 1; wartosci statych A i B podano w tab. 2.
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Rys. 4. Wplyw temperatury na maksymalny stopiert akt3wacji (N/NJ przetrwalnikéw B. ste-
arothermophilus ATCC 10149:

O rurki,

= kapilary.

Tabela 2

Wartosci statych a i b w réwnaniu [i| dla rurek i kapilar

stata Rurki Kapilary
A 2,5 x 10® 55 x 106
B -0,116 -0,13

Wyniki uzyskane w kapilarach, szczegélnie dla temperatury ponizej 115°C,
stanowig wiarygodny materiat badawczy. W tych warunkach czas obrobki
cieplnej kapilar ma nieznaczny wptyw na nieliniowos$¢ zjawiska aktywacji i de-
strukcji.

W wysokiej temperaturze trudno byto okresli¢ doktadny czas maksymalnej
aktywacji w warunkach kapilar, poniewaz wg naszych obserwacji oraz danych
literaturowych (25,31) wynosit on kilka sekund. Ponadto w tych warunkach
procesowi aktjwacji bardzo wyraZnie towarzyszy destrukcja przetrwalnikow
i to jest przyczyng niskich wartosci wskaznika N/Ng. Zatem dla temperatury
powyzej 120°C nalezy zastosowac warunki zapewniajgce bardzo krotkie czasy
ogrzewania i chtodzenia. Takie warunki mozna zrealizowac jedynie w instalacji
przeptywowej. Autorzy sg w trakcie wykon}rwania tych badan, a uzyskane
wyniki beda opublikowane w najblizszym czasie.
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90 100 110 120 130
T[°C]
Rys. 5. Warunki maks3mialnej aktywacji przetrwalnikéw B. stearothermophilus ATCC 10149:
O rurki,
= Kkapilary.

4. Podsumowanie

Podczas stosowania rutynowych warunkow sterylizacji okresowej w tem-
peraturze okoto 12rc przetrwalniki sg aktywowane w czasie znacznie krot-
szym od czasu sterylizacji. Z tych powoddw nie mozna sterowa¢ procesem
destrukcji przetrwalnikéw poprzez modyfikacje parametrow ich akt}rvvacii.
Podwyzszenie temperatury do warunkow procesu UHT (ultra high temperature)
znaczgco przyspiesza zaréwno proces aktywacji jak i destrukcji. Przewidujac,
ze zaktywowane przetrwalniki tatwiej ulegajg destrukcji bedziemy chcieli wy-
korzystaé ten fakt dla ztagodzenia warunkéw obroébki cieplnej podczas stery-
lizacji ciggtej produktéw i podtozy. Dla realizacji takiego celu niezbedna jest
znajomos¢ procesu aktywacji przetrwalnikow.

W pracy sprawdzono trzy metody akt}wacji spor poprzez: wytrzgsanie ze
szklanymi kuleczkami, oddziatywanie lizozymem oraz obrébke cieplng w rur-
kach i kapilarach. Stwierdzono, ze najwiekszy stopien aktywacji daje obrobka
cieplna, szczeg6lnie w kapilarach w temperaturze 110 do 115°C. Przewiduje-
my, ze jeszcze lepszy efekt uzyska sie w instalacji UHT.

Praca zostata wykonana w ramach projektu nr 30097 9101 finansowanego w latach 1991 -
1994 przez Komitet Badarn Naukowych.
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Activation of spores of Bacillus stearothermophilus

Summary

Three methods for the activation of spores of Bacillus stearothermophilus: lysozyme treatment,
shaking with glass pellets and thermal treatment in tubes and capillaries, were verified. It was
found that the highest level of activation was reached during thermal treatment in capillaries
at temperature from 110°C to 115°C. However, a better effect is expected in the UHT (ultra high
temperature) installation.
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