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1.Wprowadzenie

atowos¢ surowcow i produktéw spozywczych, a takze Srodowisk fermen-

tacyjnych decyduje o mozliwosci ich przechowywania oraz wykorzystania

w procesach biotechnologicznych. Efekt wyjatawiania mozna uzyska¢ sto-
sujac metody sterylizacji termicznej badz metody mechaniczne, takie jak
filtracja czy tez baktofugacja. Do sterylizacji zywnosci oraz Srodowisk fer-
mentacyjnych najczesciej sg stosowane metody termiczne.

Obrobka termiczna oddziatuje jednakze niszczaco nie tylko na drobnou-
stroje, lecz réwniez na sktadniki chemiczne podiozy. Uzyskanie warunkow
pozwatajacych zniszczyé drobnoustroje zanieczyszczajace Srodowisko, przy
jednoczesn}mi zachowaniu jego pierwotnych wiasciwosci odzywczych, wymaga
zastosowania odpowiedniej temperatury i Sciste okre$lonego czasu jej dziata-
nia. Parametry te dla kazdego procesu technologicznego muszg by¢ wyzna-
czane ind)widualnie. Dla doboru wiasciwych warunkéw obrobki termicznej
konieczna jest znajomo$¢ kinetyki destrukcji drobnoustrojow oraz degradacji
sktadnikow chemicznych sterylizowanych $rodowisk. Badania takie bardzo
utatwia znajomosc¢ fizjologii drobnoustrojow, a szczegoélnie bakterii przetrwal-
nikujacych oraz zakresu ich opornosci na wysoka temperature w zaleznosci
od skladu chemicznego i natury fizycznej wyjcitawianych $rodowisk.

Celem prezentowanego przegladu literatury jest analiza czynnikéw wa-
runkujacych cieptoopomos¢ przetr*walnikoéw bakteryjnych w aspekcie opty-
malizacji warunkéw sterylizacji termicznej.

2. Sporogeneza i sporulacja
Zdolno$¢ tworzenia przetrwalnikdw jest charakterystyczna dla bakterii na-
lezacych miedzy innymi do rodzajéw Bacillus i Clostridium. Jest to cecha

kodowana genetycznie, spowodowana aktywacja genéw odpowiedzialnych za
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te forme procesu réznicowania (15, 35, 38). Przetrwalniki sg wytwarzane
w normalnym cyklu zyciowym tych bakterii, szczegdlnie intensywnie gdy wy-
stepuje niedobdr fatwo pr~swajalnych skitadnikoéw pokarmowych (C, N, P)
oraz nagromadzenie produktow przemiany materii (11, 15, 22, 39).

Czynnikami stymulujacymi sporulacje sa ponadto temperatura i pH $ro-
dowiska o wartosciach zblizonych do optymalnych dla komorki wegetatyw-
nej, a takze obecnos¢ w podtozu wzrostowym jondw manganu w itosci mniej-
szej niz 30 ppm oraz nieznaczna, ok. 0,05% zawartos¢ glukozy (18, 34, 42).
Stopien sporulacji Bacillus stearothermophilus moze by¢ podwyzszony przez
odpowiednie natlenienie $rodowiska hodowlamego (31, 35).

Sporulacja jest procesem ziozonym. Obejmuje zmiany morfologiczne ko-
morki, synteze nowych struktur oraz specyficzne przemiany biochemiczne
(33, 35). W procesie sporulacji wyrdznia sie stadia morfologiczne obejmujace
kolejno; tworzenie prespoiy, rozwdj zewnetrznych oston przetrwalnika oraz
dojrzewanie przetrwalnika (15, 21, 33).

Proces sporulacji najdoktadniej zostat zbadany dia bakterii rodzaju Bacil-
lus. Po zakohczeniu wzrostu wyktadniczego i procesu replikacji DNA, komorka
wchodzi w swoiste stadium sporulacji w tzw. ,.etap zerowy”. Nie podlega dal-
szemu podziatowi, lecz przestawia sie na proces réznicowania. Indukowane
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Rys. 1. Cykl rozwojowy i stadia przetrwalnikowania Bacillus sp. (wg 33).
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Is. 2. Zmiany morfologiczne w procesie sporulacji (wg 35).

sg wowczas enzymy cyklu Krebsa, a powstajacy acetylo-CoA, po catkowitsmi
utlenieniu do CO2 i H20, dostarcza komorce energie niezbedna dla procesu
sporulacji (19, 23).

Kolejne stadia tworzenia przetrwalnikéw przedstawiono na rys. 1 i 2.

W | stadium sporulacji membrana cytoplazmatyczna lekko wpukla sie do
whnetrza komérki. W formowaniu przestony uczestniczg mezosomy zwigzane
z membrang cytoplazmatyczna.

n stadium morfologiczne stanowi specyficzny etap sporulacji. W tym cza-
sie DNA dzieli sie na dwie czesci dajgc: genofor sporangium oraz genofor
prespory — zlokalizowany w poblizu bieguna komorki. Ultrastruktura po-
wstatych genoforéw odpowiada strukturze nukleoidu komérek znajdujacych
sie w stadium zerowsmi. Wraz z pogiebiajacg sie inwaginacjg membrany cyto-
plazmatycznej nastepuje podziat komorki na prespore i sporangium.

W 11l stadium sporulacji, po wirtworzeniu asymetrycznej przestony, kon-
czy sie formowanie otoczenia genoforow. DNA prespoiy wraz z czescig cyto-
plazmy zostaje otoczony podwdjng membrana, ktéra catkowicie wydziela pre-
spore na obszarze sporangium (lys. 2 i 3). Genofor skupiony w centrum
protoplastu prespory skiada sie z luzno utozonych wibkienek DNA o diugosci
2-5 nm, podobnie jak w komorkach wegetatywnych (2).
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Rys. 3. Schemat powstawania przetrwalnika (wg 21).

Sciana komorkowa

korteks zawierajacy
peczniejacy peptydoglikan

F~s. 4. Budowa przetrwalnika (wg 21).

W IV i V stadium sporulacji sg wytwarzane koncentryczne, zewnetrzne
ostony (rys. 3 i 4);

1) korteks — specyficzna, bezpostaciowa ostona o grubosci okoto 0,1 pm,
zlokalizowana pomiedzy $ciang komérkowa a wewnetrzng ostong prespoiy,

2) $ciana komdérkowa otaczajgca btone cytoptazmatyczng przetrwalnika,

3) wewnetrzna i zewnetrzna ostona endospory zawierajgca czesto blaszko-
wate struktury.
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4) egzosporium — najbardziej zewnetrzna warstwa przylegajgca do prze-
trwalntka lub u niektérych gatunkéw BaciUiis po uwolnieniu przetrwalnika
pozostajgca w formie pustego woreczka (33).

W V stadium sporulacji materiat jadrowy znajduje sie w poblizu mem-
brany przetrwalnika. Genofor jest bardziej uporzadkowany niz w 111 stadium.

W VI stadium sporulacji przetrwalnik dojrzewa. W jego ostonach zachodzg
charagkterystyczne przemiany, z ktérymi wigze sie swoista oporno$¢ na nie-
korzystne czynniki $Srodowiskowe. Przetrwalnik staje sie nieprzepuszczalny
dla rozcienczonych barwnikéw zasadowych, silnie zatamuje $wiatto i odznacza
sie cieptoopomoscig. W tym czasie ustajg przemiany metaboliczne, co w kon-
sekwencji prowadzi do stanu anabiozy. Dojrzewajacy przetrwalnik zawiera
prawie homogenng cytoplazme z nukleoidem umieszczonym w poblizu mem-
brany cytoplazmatycznej.

vn etap sporulacji jest zakonczony lizg sporangium i uwolnieniem
przetrwalnika.

3. Budowa chemiczna przetnvalnikow

Sktad chemiczny przetrwalnikdw znacznie rézni sie od sktadu chemicznego
form wegetat}wnych. Przetrwalniki zawierajg o ok. 40% wiecej biatka i pra-
wie 4-krotnie mniej weglowodanéw. J3-hydroksymaslan mogacy stanowié
w komorkach wegetatywnych do 28,5% s.m. nie wystepuje w przetrwalni-
kach. Charakterystyczna dla przetrwalnikéw jest natomiast obecno$¢ dipi-
kolinianu wapnia w ilosciach $rednio 15% s.m. (tab. 1).

Tabela 1

Sk#ad chemiczny komérek wegetatywnych i przetrwalnikéw bacillus megaterium (wg 43)

Skiadniki Komorki wegetatywne Przetrwalniki
(% s.m.) (% s.m.)
J5-hydroksymaslan 28,5 0
weglowodany 18,2 4,84
biatka (N x 6,25) 39,4 68,0
dipikolinian Ca brak 15,0
popi6t 9,1 8,0

Otaczajgce przetrwalnik ostony stanowig okoto 50% objetosci i 40 - 60%
s.m. (28, 30). Zbudowane sg z 2 lub 3 warstw, ktorych podstawowymi sktad-
nikami chemicznymi sg biatka. Zaleznie od gatunku bakterii zawarto$¢ bia-
tek moze wahac sie od 35% (u Bacillus megateriurn) (30) do 80% (u Bacillus
licheniformis) (4). Ostony skiadajg sie ponadto z 1 -3% popiotu, 0,3 - 2,8%
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fosforu oraz zmiennych, od 0,9 do 7,2%0, ilosci lipidow (33). Biatka oston
zawierajg az 20,2 pg S (cystyna + cysteina)/mg N, a zatem podobne ilosci
jsLk keratyna wiosow czy wetny. Sciana komoérkowa form wegetatywnych
zawiera zaledwie 10 pg S (cysteina + cystyna)/mg N (28). Ostony sg odporne
na wiele substancji chemicznych, takich jcik: 8 M mocznik, 8 M LiBr, 2 M
CaCl2, 98% kwas mréowkowy, 5% kwas tréjchlorooctowy, jak réwniez na sub-
stancje powierzchniowo czdmne. Ta odporno$¢ wskazuje na obecno$¢ w ich
strukturach stosunkowo stabilnych wiazan kowalencyjnych (44).

Ostony przetrwalnikéw sg ponadto odporne na dziatanie wielu enzymow
proteolitycznych, lipolitycznych, lizozymu i fosfatazy (20, 28, 37, 44).

Warstwa korowa (korteks) przetrwalnikdw, stanowigca najgrubsza ostone,
zbudowana jest gtownie z peptydoglikanu, w skiad ktérego wchodzg zazwyczaj
kwas diaminopimelinowy oraz kwas glutaminowy, alanina i acetyloheksozo-
amina (tab. 2).

Tabela 2
Ski#ad peptydoglikanu korteksu bakterii z rodzaju bacillus (wg 33)

Zawartos¢ (proporcje molowe)

Skiadniki BacUliis Bacillus Bacillus Bacillus
stearothermo- - L
- megaterium subtilis coagulans
philus
kwas a,
o . 1 1 1 1

e-diamino-pimellnowy
kwas glutaminowy 0,82 091 -118 1 0,98
alanina 2.6 2,2-3,1 2.4 25
heksozoaminy 1.9 2,1 2,4 nd
glicyna 0.08 0.2 0,26 0,03 - 0,05

Korteks, podobnie jak ostony, jest odporny na dziaicinie wielu enzymow
i substancji chemicznych (45). Sciana komoérkowa przetrwalnikéw stano-
wiaca zewnetrzng btone protoplastu jest zbudowana z peptydoglikanu i po
wykietkowaniu przetrwalnika staje sie sciang komérkowg formy wegetatyw-
nej. Protoplast przetrwalnika jest miejscem lokalizacji aparatu genetycznego
komorki, RNA oraz licznych enzyméw, w tym unikatowej syntetazy kwasu
dipikolinowego. Rozpuszczalna frakcja protoplastu zawiera od 10 do 26%
kwasu dipikolinowego (45). Zawartos¢ DNA w przetrwalniku stanowi okoto
1% s.m., a zatem podobnie jak w komoérce wegetatsrwnej. Zawarto$¢ RNA jest
natomiast w przetrwalniku od 15 do 50% nizsza (33). Jest to przyczima pod-
wyzszenia proporcji DNA do RNA od 0,2 do 0,8, zaleznie od gatunku bakterii.
W komorkach wegetatywnych relacje te siegajg 0,05-0,4 (36). RNA prze-
trwalnika wystepuje w postaci rRNA (okoto 65%) i tRNA (okoto 35%). W doj-
rzatych przetrwalnikach nie stwierdza sie obecnosci mRNA (3).
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Przetrwalniki ponadto gromadzg znaczne ilosci jonéw, z ktorych szcze-
golnie istotne sgjony Ca2+, wystepujace z kwasem dipikolinowym w stosun-
ku molowym 1:1.

4. Cieptoopornos¢ przetrwalnikow bakteryjnych

Przetrwalniki bakteryjne sa wyjatkowo odporne na warunki Srodowiskowe,
promieniowanie UV czy dziatanie substancji chemicznych. Najbcirdziej czutym
miernikiem stopnia odpornosci przetrwalnikow jest jednak ich cieptoopornosgé.
Do tej pory nie ma w petni precyzyjnego wyjasnienia mechanizmoéw powo-
dujacych zwiekszenie opornosci przy przejsciu komorki ze stadium wegeta-
tywnego do formy przetrwalnej, jak i przyczim duzego zakresu stopnia cie-
ptoopomosci réznych gatunkow i szczepdw bakterii (16).

Wegetatywne komorki bakterii Clostridium botulinum typ E ging juz w tem-
peraturze 45°C, podczas gdy dla Bacillus stearothermophilus optymalna tem-
peratura rozwoju wynosi 50 - 55°C, a maksymalna ok. 75°C. Znacznie dra-
styczniej rézni sie cieptooporno$¢ przetrwalnikéw tych bakterii. W Srodowi-
sku o aktywnosci wodnej 0,9- 1,0 wairto$¢ czasu dec3mialnej redukcji (D)
w temperaturze 110°C jest dla przetrwalnikow Bacillus stearothermophilus
0 ok. 90 000 razy wyzsza niz dla Clostridium botulinum E (33). Zazwyczaj
gatunki termofilne tworzg przetrwalniki o wyzszej cieptoopomosci niz gatunki
bakterii mezofilnych.

WSsrod  teorii wyjasniajacych zasady cieptoopomosci przetrwalnikéw ba-
kteryjnych obecnie najwigksze uznanie zyskuje hipoteza kurczliwosci korte-
ksu. Wspotdecydujacimii czynnikami jest obecno$¢ w cytoplazmie dipikolinia-
nu wapnia oraz specyficznych cieptoopomych biatek enzymatycznych.

Zgodnie z tg teorig stan fizyczny, a wiec obkurczanie i rozprezanie sie
warstwy korowej reguluje zawartoscig wody w protoplascie. Skiad polimem
peptydoglikanu warstwy korowej z wieloma gmpami karboksylowymi, jego
rozgatezienie i usieciowanie nadaja mu charakter typowego jonowymieniacza
zdolnego do pecznienia i obkurczania sie (16, 20, 33). Rdznice w cieptoopor-
nosci pomiedzy poszczegolnymi drobnoustrojami wynikajg zatem z odmiennej
budowy chemicznej peptydoglikanu. Potwierdzeniem tej teorii jest Scista za-
lezno$¢ pomiedzy zawartoscig kwasu diaminopimelinowego i stosunkiem
Mg/Ca a cieptoopomoscig drobnoustrojow (rys. 5).

Wykazano ponadto, ze w sporach nienamszonych korteks w stadium roz-
prezenia stanowi warstwe o gmbosci > 0,2 jim, podczas gdy w stadium ob-
kurczania <0,1 |im (33).

Zaletg tej teorii jest dostarczenie jednolitego W3gasnienia nie tylko wzrostu
opornosci cieplnej przy przejsciu komorki wegetatywnej w przetrwalng, lecz
réwniez réznic w cieptoopomosci poszczegdlnych gatunkéw bakterii.

Bezposrednia funkcja kwasu dipikolinowego nie jest w dalszym ciagu
w petni wyjasniona. Znane sg bowiem szczepy (mutanty), ktérych przetrwal-
niki, pomimo iz nie zawierajg kwasu dipikolinowego, sg w peini odporne na
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kwas diaminopimelinowy (% s.m.)

Rys. 5. Zalezno$¢ cieptoopomosci i ehemicznego sktadu przetrwalnikéw Bacillus sp. (wg 33).

podwyzszong temperature (24). Uwaza sie jednakze, ze zadaniem tego zwigzku
jest ochrona biatek protoplastu przed denaturacjg dzieki tworzeniu usieciowa-
nej zelowej struktury z wapniem (16, 33). Spetnia on ponadto funkcje bufo-
rujace oraz magazynowania jonéw Ca™+. Podczas kietkowania, gdy przetrwal-
niki stajg sie wrazliwe na temperaturg, wapn jest przemieszczany do war-
stwy korowej, gdzie zobojetnia ujemne grupy peptydoglikanu powodujgc ob-
nizenie cisnienia osmotycznego i uwodnienie protoplastu (20).

5. Czynniki warunkujace cieptoopornosc¢ przetrwalnikow

stopieh cieptoopomosci przetrwalnikéw bakteryjnych warunkuja 4 gmpy
czynnikow:

— wiasciwosci szczepu oraz wamnki otrzymywania przetrwalnikow,

— sposéb przechowywania zawiesiny,

— parametry procesu ogrzewania,

— metoda pomiaru ilosci przezywajacych przetrwalnikow.

Do najbardziej cieptoopomych nalezg przetrwalniki bakterii Bacillus ste-
arothermophilus. Dla wiekszosci szczepow tego gatunku wartosci D121 wyno-
szg od 200 - 400 s (5) i sa znacznie wyzsze niz dla innych bakterii z rodzaju
Bacillus i Clostndium (tab. 3). Réwnie duze rdznice cieptoopomosci stwierdza
sie wsrod szczepdw nalezacych do tego samego gatunku.
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Tabela 3
C|EPTX)OPORNOSC PRZETRWALNIKOW BAKTERII Z RODZAJU BACILLUS | CLOSTRIDIUM (WG 5)

Gatunek i szczep Zawieszalnik ‘Di2l (s) Metoda pomiaru

Bacillus stearothermophilus

ATCC 7953 31 kapilary
NCDO 1096 woda 562 kapilary
1518 281 kapilary
FS 7954 50 proces cigglty
FS 1518 bufor 441 kapilary
ATCC 7953 31 ';Zpi'l'gry
NCDO 1096 mleko 181,372 Skalg pi?c') .
FS 1518 132,324 UHT
ATCC 7953 biatka mleka 214
ATCC 7953 biatka soi 218 butelki
FS 1518 ekstrakt sojowy 98
Bacillus subtilis
ATCC 786 woda 19,9 kapilary
ATCC 7060 6,3 kapilary
786 20 kapilary
17 19,9 kapilary
115 mleko 19,9 kapilary
25 19,9 kapilary
ATCC 7060 6,3 kapilary
Bacillus coagulans
WH9 18 kapilary
604 mieko 60 kapilary
604 bufor 100 kapilary
Bacillus cereus mleko 3,8 kapilary
Clostndium sporogenes .
PA 3679 4,3 kapilary
mleko

Clostridium botulinum .
NCTC 3,2 kapilary

Cieptooporno$¢ przetrwalnikéw w duzym stopniu zalezy od chemicznego
sktadu podtoza, w ktérym zachodzi proces sporutacji. Wieksza cieptoopomo-
$cig odznaczajg sie spory wytwarzane w podiozach zawierajgcych dwuwarto-
Sciowe kationy, a szczegdlnie magnez i waph (1, 9). Podobny efekt obserwuje
sie przy odpowiednim stezeniu fosforanéw i kwasow ttuszczowych w podtozu.
Nienasycone kwasy tluszczowe powodujg znaczny wzrost cieplnej opornosci
przetrwalnikéw laseczek beztlenowych Clostridium botulinum (40). Nie tylko
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sktad podioza, ale rowniez temperatura sporulacji wywiera istotny wptyw na
cieptoopomos¢ przetrwalnikéw. Cook i Gilbert (9) zaobserwowali wzrost war-
tosci Dii5 z 12,2 min do 24,4 min dla Bacillus stearothermophilus po zwie-
kszeniu temperatury hodowli bakterii z 50 do 60°C.

Poza czynnikami zewnetrznymi duzy wpltyw na cieptoopomos$¢ komorek
ma réwniez ich dojrzato$¢ fizjologiczna. Mtode komorki, jak réwniez miode
przetrwalniki wykaizujg wiekszg wrazliwo$¢ na ogrzewanie.

Dla badania cieptoopomosci spor pewne znaczenie majg warunki przecho-
wywania przygotowanej zawiesiny. Najczesciej stosuje sie zawiesiny przetrwal-
nikow przechowywcme od 6 tygodni do 6 miesiecy w temperaturze 4°C. Davies
(10) stwierdzit, ze zawiesina przechowywana 6 miesiecy daje bardziej powta-
rzalne wyniki badan w porownaniu ze swiezg zawiesing przetrwalnikow. Jed-
nakze zbyt diugie przechowywanie spor moze obnizy¢ ich opornos¢ ciep-
Ing (8).

Istotne znaczenie wywierajg rowniez parametry obrobki cieplnej. Jednym
z decydujacych czynnikdéw jest sktad chemiczny Srodowiska, w ktérym spory
sg ogrzewane. Marshall i wsp. (32) stwierdzili, ze maksymalna opornos¢ ciep-
Ina przetrwalnikOw wystepuje przy aktjwnosci wodnej srodowiska (a”) wyno-
szacej 0,2 - 0,3, co odpowiada zawartosci wody 5 - 7%. Uwodnienie $srodowi-
ska powoduje wyrazne zwiekszenie wrazliwosci przetrwadnikédw na tempera-
ture, w réznym jednak stopniu dla réznych gatunkoéw (rys. 6). Pobieranie

wody przez spory nastepuje bar-
dzo szybko. Na przyktad prze-
trwalniki ~ Bacillus  megaterium
przeniesione ze $Srodowiska 0 aw =
0,3 do $rodowiska o a™ = 0,9 -
1,0, juz po 20 - 30 s zaczynajg gi-
nag¢ w stopniu charakterystycz-
nym dla tej aktywnosci wodne;j.
Dla poréwnania wartosci Dno wy-
nosza odpowiednio 20 godz (przy
aw = 0,3) i 18 s ( przy aw = 0,9 -
1,0) (33). Niematy wptyw na cie-
ptoopomos¢ przetrwalnikow ba-
kteryjnych w)rvviera obecnos¢ soli
mineralnych w $rodowisku.
Badania Kbhalila i Villota (29)
wykazaly, ze podwyzszenie steze-
nia chlorku sodu z 1% do 6%
zwieksza wrazliwo$¢ przetrwalni-
kéw Bacillus stearothermophilus

Rys. 6. Wplyw aktywnosci wodnej (aw)
na cieptoopomosé przetrwalnikéw Clostri-
dium botulinum (0) oraz Bacillus stearother-
mophilus (m) (wg 33).
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na ogrzewanie. Przy 1% stezeniu NaCl warto$¢ Dioo wynosi 144 min, nato-
miast po wzroscie stezenia do 6% Dioo = H3 min. Podwyzszone stezenie
NaCl powoduje zmiane cisnienia osmotycznego $rodowiska oraz denaturacje
rybosomalnych polipeptydéw, co moze powodowa¢ obnizenie cieptoopomosci
przetrwalnikow. W dostepnej literaturze spotyka sie bardzo rozbiezne infor-
macje na temat wptywu kation6w o réznej wartosciowosci na cieptoopomosc
przetrwalnikow (21, 29).

Thuszcze, biatka i cukry sg substancjami chronigcymi drobnoustroje przed
dziataniem wysokich temperatur. Zawiesiny przetrwalnikow Bacillus subtilis
w bulionie ulegajg zabiciu po 10 min ogrzewania w temperaturze 150°C,
natomiast w tluszczach zwierzecych po 1 godz.

Decydujacy wptyw ma rowniez pH Srodowiska, w ktorym drobnoustroje
sg poddawane dziataniu wysokiej temperatury. Przetiwalniki bakterii sg bar-
dziej oporne na temperature, kiedy warto$¢ pH podtoza jest w poblizu punktu
neutralnego (9, 29). Przy nizszych i wyzszych warto$ciach pH obumieranie
nastepuje szybciej, przy czdrm obnizenie poziomu pH w wieksz3rm stopniu
prowadzi do obumierania komoérek niz podwyzszenie.

Nie wszystkie przetrwalniki sg jednakowo wrazliwe na zmiany pH. Najwie-
ksza cieptoopomos$é spory Bacillus anthracis wykazuja przy pH = 8, a spory
Clostridium perfringens sa najbardziej oporne przy pH = 5 (17, 29).

Na cieptoopomosc¢ przetrwalnikéw bakteryjnych pewien wpfyw wj”era ich
gestos¢ w zawiesinie (17).

Wozrost opornosci przetrwalnikdw w zawiesinach o wyzszej gestosci wynika
prawdopodobnie z wystepowania wiekszej liczby bardziej cieptoopomych ko-
moérek w jednostce objetosci. Uwaza sie ponadto, ze biopolimery wydostajace
sie z zabitych komorek spetniajg funkcje ochronne w stosunku do komérek
zywych.

Bardzo istotnym problemem jest ponadto sposéb pomiam destmkcji prze-
trwalnikdéw. Dotychczas nie opracowano idealnej metody liczenia gingcych
drobnoustrojéw. Efekt dziatania temperatury na przeziwalnos¢ zawiesiny mi-
kroorganizméw moze by¢ tylko oceniany przez pomiar zdolnosci przezywaja-
cych organizméw do rozwoju w odpowiednich podtozach w hodowli ptytkowej.
Metoda ptytkowa nie pozwala jednakze na okre$lenie liczby organizméw w po-
pulacjach, ktére sa zdolne tylko do ograniczonej liczby podziatow.

TYP regeneracyjnego podtoza (7), jak rowniez temperatura inkubacji (36)
majg zatem bardzo istotny wptyw na pomiar ilosci spor uszkodzonych tem-
peraturg. Bogate, kompleksowe podtoze daje wyzszy odzysk komorek, niz pod-
toze ubogie. Niektére przetrwalniki udaje sie pobudzi¢ do kietkowania przez
mechaniczne lub enzymatyczne uszkodzenie zewnetrznych oston, badz dzia-
fanie nieswoistych substancji powierzchniowo-czynnych (41).

Niekiedy stan uspienia przetrwalnikdw mozna przetamaé stosujac cieplng
aktywacje, czyli ogrzanie do temperatuiy 75- 115°C odpowiednio od 60 -
2 min (6, 13, 18).
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6. Podsumowanie

Podczas sterylizacji termicznej zjrwno$ci oraz podtozy fermentacyjnych na-
lezy stosowac takie warunki aby uzyskaC wystarczajgcg jatowos¢ oraz zmi-
nimalizowac destrukcyjny wptyw temperatury na skiad chemiczny i warto$¢
odzywczg podtoza. Z literatury i whkasnych danych do$wiadczalnych (25, 26,
27) wynika, ze najlepsze efekty mozria osiggna¢ stosujac wysokg temperature
(w zakresie 135 - 150°C) i krotki czas jej dziatania (2 - 30 s). Dobér konkret-
nych warunkoéw sterylizacji musi by¢ dla kazdego przirpadku wyznaczony
indywidualnie.

Dla ustalenia odpowiednich warunkéw sterylizacji niezbedna jest znajo-
mos¢ mechanizmdw niszczenia drobnoustrojéw oraz parametrow wplywaja-
cych na ich cieptoopomos$¢. Przedstawiona w pracy analiza materiatu lite-
raturowego pozwala stwierdzié, ze cieptoopomos¢ przetrwatnikow zalezy od
ich stanu fizjologicznego oraz stopnia u$pienia czy tez stadium aktywaciji.
Uzalezniona jest takze istotnie od pH $rodowiska i obecno$ci w nim substancji
ochraniajgcych drobnoustroje przed dziataniem wysokiej temperatury lub uta-
twiajacych jej oddziatywanie. Na podkreSlenie zastuguje fakt istnienia w lite-
raturze rozbieznych opinii dotyczacych wptywu kationdw na cieptoopomosc
przetrwatnikow.

Waznym problemem jest réwniez sprawa aktywacji przetrwatnikéw. Po-
przedzenie procesu sterylizacji fazg aktywacji pozwala ztagodzi¢ warunki ob-
rébki termicznej, niezbedne dla uzyskania jatowosci $rodowiska i w ten spo-
sOb zminimalizowaC destmkcyjne dziatanie temperatury na zawarte w me-
dium skiadniki odzywcze, W Polsce zagadnienia te nie byly dotad doceniane
zarbwno przez teoretykdéw jak i praktykow.

W klasycznych rozwigzaniach, realizacji sterylizacji metoda okresowa,
szczegOlnie szkodliwy jest wydtuzony czas obrébki cieplnej spowodowany diu-
gimi okresami dogrzewania i schtadzania medium do wymaganej technologig
temperatury. Te negatywne efekty nie wystepujg prly zastosowaniu metody
sterylizacji ciggtej.

Precyzyjne uzyskanie i utrzymanie zaleconych parametréw, a takze ich
zindywidualizowany dobér uwzgledniajacy specyficzny skiad i wiasciwosci
podtoza sa mozliwe do zrealizowania jedynie w procesie ciggtym. W tych
wamnkach w znacznie mniejszym stopniu zmienia sie podczas sterylizacji
sktad chemiczny i warto$¢ odzywcza podtoza. Ma to zasadnicze znaczenie dla
przebiegu wielu procesow biosyntezy (27).
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Bacteriae sporogenesis in the aspect of biotechnological processes

Summary

The proeess of thermal sterilization is very important for both: food processing technology

and for many biotechnological processes. It should be carried out in such a way as to efficiently
destroy microorganisms and to restrict the decrease of nutritive value of the sterilized media.
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The paper presents physiological and biochemical conditions of thermal resistance of spores.
Special attention has been paid to environmental factors which either protect or enhance the
thermal destruction of spores.
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