Zastosowanie wysokiego cisnienia
w technologii zywnosci i medycynie

Agnieszka Wandel”

Izabela Gensler”®

Sylwester Porowski

Janusz Jurczak”

Jan Barciszewskd""

~nstytut Chemii Bioorganicznej
Polska Akademia Nauk

Poznan

~Centrum Badann Wysokocisnieniowych
Polska Akademia Nauk
Warszawa

~Instytut Chemii Organicznej
Polska Akademia Nauk
Warszawa

1. Wstep

ierwsze doniesienia 0 wykorzystaniu wysokiego ci$nienia w przemysle spo-
szwczym pojawity sie pod koniec XIX w., kiedy to podjeto proby cisnie-

niowej sterylizacji mleka. Metode te jednak szerzej zaczeto stosowacé dopiero
w latach osiemdziesiatych naszego stulecia. Potwierdzono negatywny wplyw
wysokiego ci$nienia na mikroorganizmy i na tej podstawie podjeto r6znorodne
préby wykorzystania tej techniki do konserwacji zywnosci. Obecnie na rynku
znajduja sie pierwsze produkty sterylizowane wysokim cisnieniem. Technika
wysokoci$nieniowa pozwala zachowa¢ produktom zywnos$ciowym naturalny
smak, kolor oraz niezmienng zawarto$¢ witamin, ale mechanizm dziatania cis-
nienia nie jest znany.

W artykule tym przedstawimy niektdére zastosowania wysokiego cisnienia
w procesie utrwalania zywnosci i medycynie. Poprzedzone one beda krotkim
omowieniem fizykochemicznych podstaw wpltywu cisnienia na podstawowe
sktadniki komérki.
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2. Wplyw cisnienia na podstawowe skiadniki komorki

Cisnieniem nazywamy wielkos¢ fizyezna bedaeg ilorazem wartosci sity
dziatajacej prostopadle do wycinka powierzchni ograniczajacej dane ciato.

Wysokie cisnienie jest parametrem fizycznym wplywajacym na przebieg
reakcji badz tez na wiasciwosci substratow.

Whplyw cis$nienia na czgsteczki biologiczne opisuja dwie prawidtowosci:

1) prawo Le Chateliera wskazujace, ze system bedacy w rownowadze dazy
do ograniczenia wptywu zaburzajagcego czynnika zewnetrznego,

2) zasada mikroskopowego uporzadkowania wskazuje, ze zwiekszenie cis-
nienia przy stalej temperaturze prowadzi do uporzadkowania czasteczek czyli
obnizenia entropii uktadu.

Z drugiej prawidtowosci wynika, ze temperatura i cisSnienie dziatajg prze-
ciwstawnie. Zazwyczaj temperatura topnienia ciata statego rosnie wraz ze
wzrostem cisnienia (1). Znaczacym wyjatkiem od tej zasady jest zachowanie
wody, ktérej temperatura topnienia obniza sie ze wzrostem cis$nienia. W za-
kresie cisnien do 200 MPa* oraz w temperaturach do -20°C woda znajduje
sie w stanie cieklym. W zwigzku z tym szybka dekompresja powoduje gwal-
towne zamrazanie substancji biologicznych (1).

Wptyw cisnienia i temperatury na czasteczki biologiczne jest rézny. Wy-
soka temperatura w przeciwienistwie do ci$nienia powoduje denaturacje bia-
tek strukturalnych i enzymatycznych glownie na skutek dysocjacji wigzan
kowalencyjnych. Cisnieniowa denaturacja peptydéw zasadniczo nie powoduje
hydrolizy wigzan peptydowych (2).

3. Wplyw wysokiego cisnienia na biatka

struktura przestrzenna biatek w roztworze jest zdeterminowana przez se-
kwencje (struktura pierwszorzedowa) aminokwaséw oraz ich oddziatywanie
z rozpuszczalnikiem (3). W zwigzku z tym wystepowanie okreslonej konfor-
macji uzaleznione jest od warunkéw $Srodowiska (temperatura, cisnienie, pH,
rodzaj rozpuszczalnika) (4).

Oddziatywania hydrofobowe, odgrywajace decydujaca role w utrzymywa-
niu czwartorzedowej struktury biatek, sg wrazliwe na dziatanie wysokiego
cisnienia (4). Polipeptydy przy cisnieniach ponizej 150 MPa ulegaja czesto
degradacji, ktorej towarzyszy zmniejszenie objetosci nawet do 500 ml x moP”
(4). Jednak wiele struktur czwartorzedowych biatek jest niewraizliwych na
dziatanie wysokiego cis$nienia albo zachodzi agregacja podjednostek po ich
uprzedniej dysocjacji. Przy cisnieniach powyzej 200 MPa, zmiany struktury
trzeciorzedowej biatek mogg mie¢ charakter odwTacalny. Proces ten zalezy

*Jednostka cisnienia jest Pascal. Cisnienie jest réwne ! Pascal (Pa), gdy na ptaszczyzne
0 polu ! metra kwadratowego (m ) dziata prostopadle sita 1| Newtona. Cisnienie wyrazane jest
niekiedy w innych jednostkach, ktére pozostaja w nastepujacych zaleznosciach: IPa = 10" Bar
= 0,986923 X 10" atm = 0,101972 kG/m~ | MPa = 10® Pa, | GPa = 10® Pa,
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od szybkosci kompresji (4). Zmiany struktury drugorzedowej zachodzace przy
bardzo wysokich cisnieniach sg nieodwracalne. Ich szybko$¢ zalezy od obec-
nosci koenzymow lub ligandéw stabilizujacych enzymy (4). Nie zawsze de-
naturacja cisnieniowa powoduje wzrost objetosci (5). Stwierdzono, ze niekie-
dy cisnienie prowadzi do spadku objetosci na skutek elektrostrykcji, czyli
ekspozycji wiekszej ilosci grup jonowych biatka, ktérych solwatacja powoduje
skrocenie odlegtosci miedzyczasteczkowych, a w konsekwencji zmniejszenie
objetosci (5).

Niektoére biatka, na przyktad cholinoesteraza, przy cisnieniach ponizej 150
MPa tworzg forme przejsciowg (ang. molten globule state), w ktorej zniszczone
zostaty oddziatywania hydrofobowe, ale nie wigzania jonowe (6). Po odjeciu
ci$nienia, struktura biatka moze powréci¢ do formy natywnej (6).

W proteolizie, ktéra zaszta pod cisnieniem 200 MPa wykazano, ze rozpad
biatek zalezy od ich budowy. Kazeina i biatka soi ulegaty proteolizie nieza-
leznie od wielkosci zastosowanego cisnienia. Natomiast biatka tetrameryczne,
takie jak dehydrogenaza alkoholowa, hemoglobina, a takze monomeryczne
biatko p-laktoglobulina, przy takim cisnieniu ulegaty rozpadowi. Biatka glo-
bulame zawierajgce wigzania dwusiarczkowe (rybonukleaza A, lizoz3on, a-la-
ktoglobulina) ulegaty denaturacji dopiero przy cisnieniu 700-800 MPa (7).

4. Wpltyw wysokiego cisnienia na kwasy nukleinowe

Znane sg trzy gtéwne formy strukturalne kwaséw nukleinowych: A, B i Z.
DNA najczesciej wystepuje w konformacji B, natomiast RNA w konformacji
A (8). Lewoskretng forme Z tworza sekwencje skiladajgce sie z kolejno po
sobie nastepujgcych puiyn i pirymidyn, znajdujgce sie w wysokim stezeniu
soli (4 M NaCl ) lub etanolu (70%) (9).

Przy cisnieniu 600 MPa w ciggu 18 godzin, indukowane jest przejscie
konformacyjne polimeru poli- (dGdC) x poli (dGdC) z prawoskretnej formy B
do lewoskretnej formy Z (10). Metodg pomiaru przejs¢ konformacyjnych byta
spektroskopia dichroizmu kotowego (CD). Obserwowano ujemny efekt Cot-
tona przy 295 nm charakterystyczny dla konformacji Z-DNA. Efekt ten jest
catkowicie odwracalny po 5 godzinach w temperaturze pokojowej przy cis-
nieniu atmosferycznym (10). W przypadku RNA, do wywotania przejscia kon-
formacyjnego A Z oproécz cisnienia (600 MPa) konieczna jest obecno$¢ wy-
sokiego stezenia soli (5M NaCl). W widmie dichroizmu kotowego obserwuje
sie wowczas dodatni efekt Cottona przy 295 nm, charakterystyczny dla Z-
RNA (11). Kompleksy RNA-DNA nie tworza konformacji Z pod wpltywem cis-
nienia (12).

Czasteczka tRNA poddana dziataniu cisnienia (600 MPa) w obecnosci ami-
nokwasu (fenyloalaniny) ulega reakcji aminoacylacji bez udziatu syntetazy
aminoacylo-tRNA i ATP (13). Mechanizm tej reakcji nie jest znany. Reakcja
aminoacylacji moze przebiega¢ bez udzialu ATP (13). Prawdopodobnie pod-
czas tej reakcji zmienia sie konformacja ramienia aminokwasowego tRNA,
co pozwata na zwigzanie specyficznego aminokwasu przy koncowej adeno-
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zynie (13). Wykorzystujgc test biosyntezy biatka in vitro pokazano, ze produkt
cisnieniowej aminoacylacji jest biologicznie akt}rwny (14).

Zaproponowano hipoteze wskazujaca, ze gtownym czynnikiem powoduja-
cym przejscie konformacyjne kwaséw nukteinowych jest zmiana hydratacji.
W przeprowadzonej analizie struktury krystalograficznej oligodeoksyrybonu-
kleotydow wykazano, ze w formie B kazda grupa fosforanowa w tancuchu
fosfocukrowym jest hydratowana przez czasteczki wody, podczas gdy w for-
mach A i Z odlegtosci miedzy atomami tlenu grup fosforanowych sa krétsze
i czgsteczki wody tworzg mostek mied/* dwoma sasiednimi grupami fosfo-
ranowymi (8). Grupa 2’-hydroksylowa rybozy zaangazowana jest w tworzenie
sieci wigzan wodorowych, co dodatkowo stabilizuje strukture RNA. Wysokie
cis$nienie zmienia zarowno objetos¢ molowag kwasu nukleinowego, jak i ota-
czajagcej go wody. Ostatnio przedstawiono model struktury wody, wediug
ktérego czasteczki wystepujg w formie tetrameru lub oktamem (15). Jeden
mol wody w formie tetramerycznej zajmuje objetos¢ 17 cm”, podczas gdy
w formie oktameiycznej 16,6 cm” (15). Roéznica miedzy tymi dwoma stru-
kturami pod cisnieniem atmosferycznym wynosi okoto 8%, a pod ci$nieniem
100 MPa okoto 20% (16). Przypuszcza sie, ze wysokie ci$nienie powoduje
zmniejszenie objetosci czgsteczek wody na skutek skracania wigzan wodo-
rowych (17), oraz indukuje obnizenie objetosci molowej wody poprzez przej-
scie z formy tetramerycznej do oktameiycznej. Ostatnio model ten jest po-
pierany poprzez stwierdzenie, ze wysokie cisnienie i wysokie stezenie soli
wywotuja podobng zmiane struktury wody (18).

5. Wplyw wysokiego cisnienia na rybosomy

Jednym z proceséw, ktory jest bardzo wrazliwy na zmiany cidnienia jest
biosynteza biatka. Wykazano, ze pod odpowiednim cisnieniem hydrostatycz-
nym nastepuje dysocjacja wolnych rybosomoéw na podjednostki. Stwierdzono,
ze proces ten jest odpowiedzialny za inhibicje biosyntezy biatka i w naste-
pstwie tego wzrostu komorki (19). Jednak rybosomy charakteryzujace sie
zwigzanymi podjednostkami (ang. tight couple) nie ulegajg zadnym zmianom
do cisnienia wielkosci 100 MPa. Ich odpornos¢ na dziatanie cisnienia jest
zalezna od stezenia jondw magnezu. Obnizenie stezenia Mg™+ do wielkosci
1-3 mM prowadzi do inhibicji biosyntezy biatka przy okoto 70 MPa (20).
Szczegbétowy mechanizm dezaktywacji rybosoméw nie jest znany. Jednak naj-
bardziej wraizliwy na cisnienie jest kompleks posttranslokacyjny (21). Fun-
kcjonalne stany pre- i posttranslokacyjny réznig sie wyraznie w specyficz-
nosci wiazania tRNA (21). Przejécie ze stanu pre- do posttranslokacyjnego
wymaga luznego ,,upakowania” elementdéw str*ukturalnych w sasiedztwie aktyw-
nych skladnikéw. Wysokie cisnienie moze zatem zmniejsza¢ zdolnos¢ rybo-
soméw do przejscia stanu pre- do posttranslokacyjnego (22).
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6. Wplyw wysokiego cisnienia na bionnembrany i konnorki

Przy cisnieniu 100 MPa zachodzg zmiany w biomembranach: tranzycja
podwdjnej warstwy lipidowej, zaburzenia funkcji fizjologicznych, na przykiad
zaburzenia transportu jonéw, interakcje pomiedzy biomembranami i anaste-
tykami (23).

Dzialajge odpowiednio cisnieniem réwnym 50, 100, 300 i 500 MPa na
tkanki jelitowe, komorki watroby, komorki miesni gtadkieh, miesnia sercowego
i miesni szkieletowyeh myszy, biatka ulegly degradaeji, natomiast lipidy i gli-
kogen pozostaty nie naruszone. Dopiero pr'y cisnieniu rzedu 600 MPa cza-
steczki glikogenu ulegaty rozerwaniu (24). Zauwazono tez, ze komoérki watroby,
nerek, zwlaszcza kapatocytow i tubutin, ktére wezesniej uleglty zniszczeniu pod
wptywem wysokiego cisnienia, mozna za pomocga tego samego eisnienia utrwa-
ta¢ z dodatkiem 30% sacharozy lub buforu fosforanowego i sacharozy (25).
Wysokie cisnienie powoduje tez degradaeje innyeh organelli komorkowych.
Przy ci$nieniu 50 MPa dezorganizacji ulegaja mikrotubule i aparat mitotyczny.
Pod tym samym cisnieniem, degradacji ulega aparat Golgiego. Przy 100 MPa
zaczynaja pecznie¢ mitoehondria, a degradacji ulegaja granule glikogenowe.
Pr"y 150 MPa degradaeji ulega natomiast retikulum sarkoplazmatyczne, a przy
200 MPa zmiany zachodza w membranie jadrowej (26).

Pod wptywem wysokiego cisnienia zmienia sie podatnos¢ niektérych
zwigzkéw na dziatanie enzyméw. Na przykitad skrobia poddana cisnieniu
100-600 MPa przez 1 godzine w temperaturze 45°C staje sie bardziej wrazliwa
na a, P i glukoamylazy (27).

7. Zastosowanie wysokiego cisnienia w technologii zywnosci

Do utrwalania produktéw spozywczyeh stosowane sa r6zne metody fily-
czne, chemiczne i biologiezne, potaczone z nadaniem im swoistych cech zy-
wieniowych i sensorycznych (28). Jednym z rzadko obeenie stosowanyeh
czynnikéw fizycznych jest eisnienie hydrostatyczne. Jego wptyw na organi-
zmy zywe i biatka znany jest od ponad 100 lat. W 1895 r. pokazano, ze
bakterie Escherichia coli i Staphyloccocus aureus ulegajg inaktywacji przy
cisnieniu 290 MPa (28). Juz w 1899 r. wykazano, ze mikroilora mleka przy
ci$nieniu 680 MPa w ciggu 10 minut ulegta redukcji z 10™crn™ do 107-
10N cm” (28). Mieso sterytizowane pod cisnieniem rzedu 550 MPa w eiggu
1 godziny i temperaturze 52°C nie ulegatlo zakazeniu mikrobiologieznemu
podczas trzytygodniowego przechowywania (28).

Pod wzgledem wrazliwosci na wysokie ei$nienie mikroorganizmy podzie-
lono na trzy grupy: 1) wrazliwe na cisnienie — bakterie Gram (-), ktére
ulegaja inaktywacji przy cisnieniu 300 MPa i wyzszym, 2) grzyby, ktdre ule-
gaja inaktywacji przy cisnieniu 400 MPa i wyzszym, 3) organizmy odporne
na cisnienie — bakterie Gram (+), ktdre ulegaja inaktywaeji pod cisnieniem
600 MPa i wyzszym (29). Dotychczasowe badania warunkéw inakt}wacji cis-
nieniowej niektérych mikroorganizméw przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1

Agnieszka Wandel i inni

Warunki inaktywacji niektérych mikroorganizméw

Mikroorganizm

bakterie Gram (-)
Pseudomonas Jluorescens
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella bareilly
Acetobacter aceti

Vibrio parahaemoliticus

Campylobacter Jejuni
Xanthomonas campestris
Bakterie Gram (+)
Bacillus subtilis-spory
Bacillus cereus-spory
Bacillus coagulans-spory
Bacillus licheniformis-spory
Bacillus stearothermophilus-spory
Clostridium sporogenes
Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Streptococcus Cp22B
Streptococcus lactis
Grzyby

Penicillium uerrucosum
Rhizopus oryzae
Cladosporium sphaerospermum
Fusarium oxysporum
Zygosaccharomyces rouxii
Saccharomyces cerevisiae
Candida utilis

Warunki sterylizacji

ci$nienie
(MPa)

400
400
400
200
200
200
150
>300
300

400
900
900
800
800
800
400
>600
400
200

400
400
400
400
500
400
>400

czas
(min)

10
20
20
20
20
5
15

20
10

10
20

10
20

10
10
10
10
30
20

temperatura  Literatura

(C)

45 (30)
-20 (31)
-20 (31)
-20 (31)
-20 (31)
0 (32)
0
(29)
5 (33)
-20 (31)
20 (34)
70 (34)
60 (34)
70 (34)
80 (34)
-20 (31)
(29)
45 (30)
-20 (31)
45 (30)
45 (35)
45 (35)
45 (35)
25 (24)
-20 (30)
(36)

Komorki Escherichia coli rosngce pod cisnieniem 10-30 MPa ulegaja elon-
gacji, przy czym ich maksymalne wydtuzanie zachodzi pod cisnieniem 20
MPa, przy jednoczesnej inkubacji w 4% roztworze etanolu (37). Wysokie cis-
nienie powoduje tez zmiane hydrofobowosei powierzchni scian komérkowych.
Zaobserwowano to umieszczajge komoérki w dwéch fazach: wodnej i olejowej
(n-heksadekan). W zalezno$ci od stosowanego cisnienia komorki albo pozo-
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stawaty w fazie wodnej, albo przechodzity do fazy olejowej. Przejscie do fazy
olejowej swiadczy o zwiekszeniu hydrofobowosci powierzchni komoérek. Hy-
drofobowos¢ powierzchni komérek Escherichia coli wzrastata do cis$nienia
okoto 10 MPa, a poézniej obnizata sie (37). Formy wegetatywne mikroorgani-
zmoéw sg bardziej wrazliwe na dziatanie ci$nienia, natomiast spory form prze-
trwalnikowych moga wytrzymacé bardzo wysokie cisnienie i mozna je znisz-
czy¢ tylko w fazie kietkowania (38). W przypadku Bacillus subtilis stosowanie
umiarkowanego cis$nienia moze indukowac proces kietkowania (38). Wowczas
do otaczajgcego medium uwalniany jest kwas dipikolinowy (DPA), zwigzek
charakterystyczny dla spor oraz aminokwasy, takie jak glutamina, glicyna,
walina i leucyna. Uwalnianie kwasu dipikolinowego zachodzi pod ci$nieniem
50 MPa i jest maksymalne przy 110 MPa, natomiast uwalnianie aminokwa-
sOw jest najintensywniejsze pod cisnieniem 100 MPa (38).

Zaobserwowano, ze inaktywacja drozdzy pod cisnieniem zachodzi wytgcz-
nie w czystej wodzie, a dodatek NaCl lub glukozy wywotuje skutek odwrotny
do wywotanego cisnieniem (39). Inaktywacja ta spowodowana jest degradacja
membrany jadrowej (40). Wptyw cidnienia na strukture jadra zaobserwowano
w 14, 60, 80, i 92% komoérek przy cisnieniu odpowiednio 100, 200, 300
i 400 MPa w temperaturze pokojowej, a przy 500 MPa jadro ulegto catkowitej
degradacji we wszystkich komoérkach (41).

Przemystowe szczepy Saccharomyces cerevisiae wykazujg roznag wrazli-
wos$¢ na wysokie cisnienie, ktora zalezy od fazy wzrostu kultury, jej jakosci
oraz wielkosci komoérek (42). Komorki drozdzy znajdujace sie w fazie stacjo-
narnej wzrostu sg bardziej odporne na cisnienie, anizeli komorki drozdzy
znajdujace sie w fazie logarytmicznej (42). Ponadto komorki mate sa bardziej
odporne niz komoérki duze (42).

Obecnie znanych jest zaledwie kilka gatunkéw drozdzy odpornych na bar-
dzo wysokie cisnienie, na przykiad Candida tropicalis. Innym gatunkiem réw-
niez umiarkowanie cisnienioodpornym jest Candida parapsilosis (43). Ina-
ktywacja tego szczepu jest skuteczna dopiero pod cisnieniem 500 MPa w cig-
gu 25 minut lub pod cisnieniem 425 MPa w ciagu 100 minut w temperaturze
34-54°C (43). Najbardziej efektywna jest sterylizacja poprzez dziatanie wyso-
kim cisnieniem i réwnoczesne ogrzewanie, co pozwala miedzy innymi na
skrécenie czasu tego procesu (44). Pod cisnieniem 400 MPa i w temperaturze
50°C uzyskujemy 10" razy wiekszy efekt sterylizacji niz w tym samym cis$-
nieniu i temperaturze 20°C (45).

W procesie sterylizacji zywnosci podjeto nie tylko proby inaktywacji mi-
kroorganizmow wysokim cisnieniem, ale takze wykorzystanie tego czynnika
do degradacji toksycznych skladnikéw zawartych w produktach zywnoscio-
wych. Jednym z nich jest patulina (46). Jest to toksyczny metabolit produ-
kowany przez r6zne gatunki grzybow, miedzy innymi z rodzajéw: Aspergillus,
Penicillium, Byssochlamys. Patulina w duzych ilosciach wystepuje w produ-
ktach owocowych, a zwlaszcza w soku i koncentracie jabtkowym. Duzy i cia-
gle nie rozwiazany problem stanowi utrzymanie jabtek w procesie ich prze-
twarzania w stanie woln3rm od zanieczyszczen i grzyboéw. W wielu krajach
Europy minimalna dawka patuliny w swiezych sokach wynosi 50 gg/kg (46).
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OH

CH20H CH20H

Rys. 1. Schemat rozpadu patuliny pod wysokim ci$nieniem.

Dotychczas stosowana tradycyjna metoda obrobki tego surowca za pomocg
wysokiej temperatury nie daje pozadanych efektéw. Redukcja tego zwigzku
przebiega bardzo wolno i jest mato efektirwna. Bardziej przydatng metoda
w procesie degradacji patuliny, jest wykorzystanie wysokiego ei$nienia. Do-
Swiadczenia prowadzone byly w temperaturze pokojowej i stosowano cisnie-
nia rzedu 300, 500 i 800 MPa przez 1 godzine. W takich warunkach zmniej-
szyta sie zawartos$¢ patuliny w badanych produktach o 16, 20 i 23% w soku
jabtkowym oraz o 62% w koncentracie z poczatkowej liczby 155 ag/kg (46).
Prawdopodobnie nastepuje hydroliza ukiadu laktamowego, w wyniku czego
powstaja dwa produkty przedstawione na rysunku 1.

Innym zwigzkiem niskoczgsteczkowym, ktorego zachowanie badano pod
wptywem wysokiego cisnienia jest aspartam — substytut cukru w produ-
ktach spozywczych dia diabetykéw. Pod wplywem cisnienia 600 MPa w tem-
peraturze 60°C aspartam rozpada sie m. in. na aspartylofenyloalanine i dike-
topiperazyne. Ta ostatnia jest zwigzkiem toksyczn3nn dla cziowieka. Z tego
wynika, ze produktow stodzonych aspartamem nie nalezy sterylizowaé wy-
sokim cisnieniem (47) (rys. 2).

Woysokie cisnienie wpl}rwa réwniez na aktywnos¢ enzymow w produktach
zywnosciowych. Cisnienie powyzej 200 MPa powoduje wzrost aktywnosci poli-
fenylooksydazy m. in. w gruszkach. Efektem dziatania tego enzymu jest ich

COOH
FoocHs + H2NCHCONHCHCH2/\A
H2NCHCONHCHCH?2
CH2COOH CH2COOH
aspartam diketopiperazyna aspartylofenyloalanina

Rys. 2. Schemat rozpadu aspartamu pod wysokim ci$nieniem.
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brazowienie przy dostepie powietrza. Maksymalny wzrost aktywnos$ci eni“ymu
obserwowano pod cisnieniem 600 MPa (48). W przypadku krojonych sardy-
nek zastosowanie cisnienia 100-400 MPa przez 30 minut powoduje deakty-
wacje lipazy, co chroni je przed akumulacjg kwaséw tluszczowych. Jednakze
wystepuje wzmozone utlenianie lipidow (49). Cisnienia 100-600 MPa stoso-
wane przez 10 i 30 minut w temperaturze 23 lub 45°C czeSciowo inaktywujg
peroksydaze i esteraze pektynowa w swiezych sokach cytrusowych (40). Przy
ci$nieniu 600 MPa stosowan3rm przez 10 minut w temperaturze 23°C pozo-
staje tylko 10-20% aktywnosci wyjsciowej esterazy pektynowej (40).

Wysokie cisnienie moze roéwniez by¢ wykorzystane w celu poprawienia
pewnych wiasciwosci produktéw zywnosciowych. Przykladem moze by¢ wspo-
mniana juz deaktywacja (3-laktoglobuliny w mleku pod cisnieniem 200 MPa
w temperaturze 30°C przez 3 godziny. (3-laktogtobulina stanowi okoto 50%
biatek serwatkowych mleka krowiego. Wywotuje ona bardzo czesto reakcje
alergiczng u niemowlat karmionych mlekiem humanizowanym, dlatego wias-
nie zaleca sie eliminacje tego peptydu z koncentratu biatek serwatkowych
stosowanych do produkcji mieka humanizowanego (50).

W latach dziewiecdziesigtych na rynek japonski wprowadzono pierwsze
produkty spozywcze sterylizowane przy uzyciu wysokiego cisnienia. Sg to
trzy rodzaje dzeméw: truskawkowy, jabtkowy i kiwi oraz soki owocowe, m. in.
grejpfrutowy, cytrynowy, pomaranczowy, jabtkowy i mandarynkowy. Zacho-
wywaty one naturalny smak, zapach i kolor. W zwiazku z tym metode te
probuje sie wykorzystywaé¢ do konserwacji innych produktéw zywnosciowych
(tab. 2).

Produkty zywnosciowe poddane dziataniu wysokiego cisnienia mozna
przechowywa¢ w niskich temperaturach bez ich zamrazania. Zwigzane jest
to z tym, ze punkt zamarzania wody pod wplywem cisnienia obniza sie do
-v5°C przy 70 MPa, -10°C przy 125 MPa i -20°C przy 200 MPa (54). Na
priyktad pomidory, truskawki, surowg wieprzowine i surowg wotowine moz-
na w takich warunkach przechowywac po potraktowaniu cisnieniem 50-200
MPa, co powoduje mate ryzyko szkodliwego efektu mrozenia oraz skazenia
mikrobiologicznego, poniewaz nastepuje inakt3Avacja drobnoustrojow (54).

8. Medyczne wykorzystanie wysokiego ciSnienia

w ostatnich latach coraz wieksza uwage zwraca sie na wykorzystanie
wysokiego cisnienia w medycynie i mozliwos$¢ jego zastosowania do inakty-
wacji wiruséw, pasozytow oraz bakterii wywotujgcych czesto grozne w skut-
kach choroby (55).

AIDS wywotywany jest przez retrowirus zwany HIV [Human Immunodefi-
ciency Virus) z grupy ludzkich wirusow T-limfocytotropowych (56). Stosowa-
nie w profilaktyce medycznej szczepionek, przeciwciat monoklonalnych, in-
hibitorow odwrotnej transkryptazy (AZT, DDI) oraz proteaz, a takze antysen-
sowego DNA nie wywotaty pozadanych skutkéw (57). Dlatego tez zaintereso-
wano sie mozliwoscig wykorzystania wysokiego cisnienia do inaktywacji HIV.
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Tabela 2
Wpiyw cisnienia na niektére produkty zywnosciowe

Materiat Warunki konserwacji Charakterystyka produktu Literatura
dzem 400-600 MPa, 10-30 min trwatos¢ produktu przez 2-3
truskawkowy miesigce w 5°C, 5% utrata (51)

witaminy C
wino ryzowe 400 MPa, 25C, 30 min trwato$¢ przez 30 dni
w temperaturze 30°C, (52)
zachowany smak i klarownos$¢é
jaja kurze 400 MPa, 25"C, 30 min nie powoduje zniszczenia 49
skorupki (49)
mleko 680 MPa, temperatura redukuje zawarto$¢
pokojowa, 10 min lub 400 mikroflory 10®-10® razy, 49
MPa, 1 godzina opdznia kwasnienie mleka (49)
0 okoto 24 godziny
mieso 150 MPa, 60 min, 60°C zmiekczenie oraz niewielka 49
utrata koloru (49)
gruszki, 410 MPa, 30 min trwato$¢ produktu przez 5 tat 0
brzoskwinie (40)
pomidory 680 MPa, 60 min, sterylizacja 0
temperatura pokojowa (40)
190-306 MPa, 50-70'C, kazda proba zepsuta
30 min do 24 godzin
groch, fasola, nie specyficzne kazda probka zepsuta 5
buraki ®)
kapusta 300 MPa, 10°C, 6 dni catkowita sterylizacja (53)
soki; cytrynowy, 400 MPa, 40°C trwatos¢ produktu do 3
pomaranczowy, 10-30 min miesiecy, brak utraty (40)
mandarynkowy witaminy C
sok winogronowy
a) czesciowo 510 MPa, 30 min brak sterylizacji, zatrzymana 10
sfermentowany fermentacja (40)
b) Swiezy 170 MPa, 16 godzin brak sterylizacji
sok jabtkowy 408-544 MPa, 30 min brak fermentacji cukréw “0)

612-817 MPa, 120-130 min

Swiezos¢ produktu przez 5 lat

Wirus ten (szczep 1lIB) zostat zawieszony w 10% roztworze surowicy ptodu
cietecego (FCS) i traktowany w warunkach temperatury pokojowej cisnienia-
mi réznej wielkosci przez 10 min (57). Z licznych obserwacji wynika, ze przy
cisnieniu okoto 350 MPa drastycznie maleje liczba zainfekowanych komorek
MT-4 (56).

Badano wptyw wysokiego cisnienia na HSV-1 [herpes simplex virus) i lu-
dzki cytomegalowirus (HCMVj (57). Pod cisnieniem powyzej 300 MPa przez
10 minut w temperaturze 25°C zaobserwowano ograniczona infekcje w zain-
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fekowanych komdrkach (57). W obsenA/"acjach prowadzonych pod mikrosko-
pem elektronowym wykazano, ze wysokie cisnienie uszkadza otoezke wirusa
i uniemozliwia jego wigzanie do komorki (57).

Ostatnio do$¢ powszechnie wystepujaea choroba u ludzi i ssakéw jest wios-
nica {trichinellosi$). Wywotywana jest przez pasozytniczego nicienia — Trichi-
neHa spiralis. Wilosnieg zarazi¢ sie mozna spozywajge surowe mieso Swini,
w ktérym znajdujg sie otorbione tarwy. U cztowieka obecno$¢ okoto mitiona
tarw prowadzi do $mierci (59). Komoérki migsniowe myszy zakazone tym paso-
zytem poddano dziataniu wysokiego eiSnienia i zauwazono, ze 89% farw pod-
danych sterytizacji pod cisnieniem ponizej 125 MPa zachowato swojg aktyw-
nos¢. Ich inaktywacja zachodzita dopiero pod ei$nieniem powyzej 200 MPa (59).

9. Perspektywy

Obecnie, jak sie wydaje, dalsze badania nad wysokim eisnieniem beda
prowadzone w dwodch zasadniczych kierunkach. Jednym z nieh beda badania
podstawowe, majaee na eetu tepsze zrozumienie efektéw i mechanizmow
dziatania wysokiego cisnienia na strukture biotogieznych makroczasteczek
oraz niskoczasteezkowych sktadnikéw komoérki. Drugi ze wspomnianyeh kie-
runkéw bedzie dotyczyt budowy technotogii (aparatury) wysokocisnieniowej
oraz projektowania pitotowyeh instataeji produkcyjnych.

Warto podkrestié, ze podstawowa zaleta stosowania wysokiego eisnienia
zar6wno do sterytizaeji z}wnosci, jak i w medyeynie jest jej technotogiczna
czystos¢. To sprawia, ze metoda ta nabiera eoraz wiekszego znaezenia i cieszy
sie duzym zainteresowaniem.
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Application of high pressure in food technology and medicine
Su mmary

For the first time, high pressure was used for milk sterilization at the beginning of this
century. However, only recently attention has been paid to this method and its possible appli-
cations in food preservation and inactivation of some viruses.

In this review, we summarize high pressure effects on biological macromolecules such as
proteins, nucleic acids, ribosomes and other cell componerrts. We also show examples of practical
application of high pressure in food conservation and medicine.
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