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Combined effect of high pressure and other antimicrobial factors on inactivation of microorganisms

Summary

High pressure can be used as an alternative for inactivation of microorganisms to traditional, thermal
methods. A high pressure technique has been already applied in the food industry, primarily to preserve acidic
food products such as fruit juices and jams. However, this method does not guarantee a complete inactivation
of microorganisms at moderate temperature in food with pH close to neutral. Therefore the possibility of using
high pressure in connection with other antimicrobial factors has been studied, mainly with lysozyme, bacterio-
cins and CO,. High pressure increases the bacteriostatic effect of bacteriocins on different vegetative cells of
gram-negative and gram-positive bacteria and vice versa, the bacteriocins enhance the sensitivity of micro-
organisms to high pressure. Such increased inactivation of bacteria occurs also when the cells are treated by
high pressure in the presence of pediocin AcH, but the degree of inactivation significantly depends on the
species of microoganisms. A synergistic lethal effect in relation to gram-positive bacteria as well as to gram-
-negative bacteria has been observed due to the combined action of high pressure and lysozyme; however, the
reduction in the number of viable cells was not higher than 1-2 log cycles. For inactivation of bacteria, bacterial
spores, and fungi, treatment with CO, under pressure can be used. An increase in temperature and pressure
favors the penetration of CO, through the cell membranes and lowers the internal pH, thereby inactivating the
key enzymes participating in cell metabolism and in regulating processes. High pressure and ionizing radiation

can be used to reduce the irradiation dose and thus prevent undesirable changes of food components.
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Wysokie ci$nienie moze by¢ wykorzystane do inak-
tywacji mikroorganizméw jako alternatywna metoda
do dotychczas stosowanych do tego celu tradycyjnych
termicznych technik. Wplyw wysokiego ci$nienia na
komorki drobnoustrojoéw jest ztozony, a efekt dziata-
nia ci$nienia zalezy od wielu czynnikéw, w tym od
wlasciwosci drobnoustrojow. Bakterie Gram-dodatnie
1 komorki znajdujace si¢ w stacjonarnej fazie wzrostu
sa bardziej oporne na dziatanie podwyzszonego cisnie-
nia niz bakterie Gram-ujemne i komorki bedace w lo-
garytmicznej fazie wzrostu. Roznice we wrazliwosci
pojawiaja si¢ juz takze pomigdzy szczepami w obrg-
bie tego samego gatunku. Stopien maktywaCJl mikro-
orgamzmow pod wptywem wysokiego ciSnienia zale-
zy rdwniez od jego wielkosci i czasu dziatania, tem-
peratury, w ktorej odbywa sig proces, a takze od pH
1 sktadu chemicznego srodowiska, w ktorym znajduja
si¢ drobnoustroje (2, 19, 27, 31).

Mikroorganizmy poddane dziataniu wysokiego cis-
nienia w zywnosci sa bardziej oporne niz te znajduja-
ce si¢ w buforach. Wynika to z ochronnego efektu bia-

* Praca naukowa finansowana ze $rodkéw budzetowych na nauke w latach
2003-2006 jako projekt badawczy.

tek, polisacharydéw i lipidow, jaki wywieraja te sktad-
niki na komorki mikroorganizm(')w Przezywalno$¢
mlkroorgamzmow w zywnoSci traktowanej wysokim
ci$nieniem wzrasta rowniez w miar¢ obnizania aktyw-
nosci wody, natomiast zwigkszanie kwasowosci pote-
guje bakteriobodjcze dziatanie ci$nienia (2, 24, 26, 30).
Z tego wzgledu technika wysokocisnieniowa jest prak-
tycznie wykorzystywana przede wszystkim do utrwa-
lania zywnos$ci o kwasnym odczynie, m.in. sokow
owocowych 1 dzeméw. Nie gwarantuje ona natomiast
w umiarkowanej temperaturze petnej inaktywacji mi-
kroorganizméw w produktach, ktérych pH jest zbli-
zone do obojgtnego. W zwiazku z tym prowadzone sa
badania nad mozliwos$cia wykorzystanla do tego celu
polaczonego dziatania wysokiego ci$nienia z innymi
czynnikami przeciwdrobnoustojowymi, m.in. z bak-
teriocynami, lizozymem, dwutlenkiem qula badz pro-
mieniowaniem J0n1zujqcym Wysokie ci$nienie po-
przez uszkodzenie $ciany komoérkowej 1 btony cyto-
plazmatycznej zwigksza wrazliwos¢ komoérek na rdz-
ne czynniki chemiczne obecne w §rodowisku, na
ktore mikroorganizmy normalnie nie reaguja w wa-
runkach ci$nienia atmosferycznego (5, 7, 8, 17-19, 21).
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Bakteriocyny

Wzbudzaja one ciagle duze zainteresowanie jako
naturalne substancje hamujace rozw6j mikroorganiz-
moéw. Bakteriocyny sa zwiazkami biatkowymi o ma-
sie czasteczkowej od kilku do kilkudziesigciu kDa,
wytwarzanymi przez wiele gatunkow bakterii. Wigk-
szo$¢ z nich dziala jedynie na bakterie blisko spokrew-
nione z wytwarzajacymi je organizmami. Niemniej
jednak, niektore bakteriocyny sa zdolne takze do an-
tagonistycznego oddzialywania na bakterie niespo-
krewnione z tymi, ktore je syntetyzuja (17, 18).

Wigkszo$¢ bakteriocyn nie dziata na bakterie Gram-
-ujemne, drozdze 1 plesnie. Wykazano, ze wysokie cis-
nienie poszerza spektrum dziatania bakteriocyn w sto-
sunku do r6znych bakterii wegetatywnych 1 odwrot-
nie, bakteriocyny powoduja wzrost wrazliwosci mi-
kroorganizméw na dzialanie wysokiego cisnienia (13,
17, 18).

Najlepiej poznana bakteriocyna jest nizyna, ktdra
wytwarzaja szczepy Lactococcus lactis subsp. lactis.
Bakteriocyna ta skutecznie niszczy wiele gatunkow
bakterii Gram-dodatnich i dziata jak kationowe zwiazki
powierzchniowo czynne. Uszkadza ona blong komor-
kowa mikroorganizméw i w ten sposéb prowadzi do
utraty przez nie znacznych ilo$ci jonow potasu, kwa-
su glutaminowego, lizyny oraz ATP. Nizyna nie wy-
kazuje dziatania przeciwdrobnoustrojowego wobec
bakterii Gram-ujemnych i drozdzy. Dodatek niziny do
zawiesiny bakteryjnej zwigksza jednakze efekt letal-
ny wysokiego ci$nienia zar6wno wobec bakterii Gram-
-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, przede wszystkim
jednak wowczas, gdy proces jest prowadzony w tem-
peraturze ponizej15°C (33). Na przyktad potaczo-
ne dziatanie ci$nienia 200 MPa 1 nizyny w st¢zeniu
0,5 ng/ml na szczep Lactobacillus plantarum w temp.
10°C zmniejsza liczbg komorek o ok. 5 rzedow wiel-
kosci, podczas gdy samo ci$nienie nie wywiera zad-
nego wplywu na przezywalnos¢ tych bakterii, a sama
nizyna powoduje obnizenie liczby komorek jedynie
o ok. 0,5 rzedu wielkosci (33). Dane te wskazuja na
znaczacy efekt synergiczny, gdy te dwa czynniki sto-
sowane sa tacznie. Wykazano rowniez, ze inaktywa-
cja drobnoustrojow na skutek dziatania wysokiego cis-
nienia i dodatku nizyny jest wigksza w pH 4-5 niz
w pH 6-7 (30).

Spotegowany efekt letalny wystepuje rowniez
w przypadku potaczonego dziatania ci$nienia i pedio-
cyny AcH, przy czym zalezy on znaczaco od gatunku
bakterii. Komorki Staphylococcus aureus oraz Leuco-
nostoc mesenteroides w obecno$ci pediocyny AcH
w stgzeniu powyzej 3000 AU/ml nie byly wykrywane
po 5 min. dziatania ci$nienia 345 MPa w 25 i 50°C.
W tych warunkach stopien inaktywacji bakterii E. coli,
Lactobacillus sake, Listeria monocytogenes byt mniej-
szy 1 wynosit tylko odpowiednio o ok. 0,5; 1,11 2,1
rzedu wielkosci wigcej w poréwnaniu z efektem, ja-
kie wywotywato dzialanie samego ci$nienia. Wyzszy
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poziom inaktywacji uzyskano przy uzyciu wysokiego
ci$nienia oraz mieszaniny nizyny i pediocyny AcH
(19).

Skuteczno$¢ polaczonego dziatania wysokiego cis-
nienia i bakteriocyn jest mniejsza w produktach zyw-
nosciowych, co jest spowodowane ochronnym dziata-
niem biatek, lipidow i innych sktadnikow odzywczych
oraz wiazaniem si¢ przeciwdrobnoustrojowych sub-
stancji z tymi sktadnikami (11).

Enzymy przeciwdrobnoustrojowe

Lizozym. Wedtug Diiring i wsp. (4), lizozym dziata
na komorki mikroorganizméw w dwojaki sposob, za-
lezny od tego, w jakiej formie si¢ on znajduje: natyw-
nej lub zdenaturowanej. Aktywno$¢ enzymatyczna
niezdenaturowanego lizozymu polega na oddziatywa-
niu z peptydoglikanem, co prowadzi do lizy lub w przy-
padku komorek w trakcie podziatu do hamowania bio-
syntezy $ciany komorkowej. Bakterie Gram-ujemne sa
z reguly oporne na dziatanie tego enzymu w warun-
kach ci$nienia atmosferycznego, poniewaz warstwa
peptydoglikanu, bedacego substratem dla lizozymu,
jest ostonigta zewnetrzna btona zbudowana z biatek,
lipopolisacharydéw i hydrofobowych peptydow. ansz-
czenie badz rozluznienie tej zewngtrznej warstwy np.
przez EDTA lub proteinazy zazwyczaj czyni bakterie
Gram-ujemne wrazliwe na dziatanie lizozymu. Zwigk-
szenie przepuszczalnosci zewngtrznej btony, pozwa-
lajace na swobodne przenikanie enzymu do warstwy
mureinowej, mozliwe jest rowniez poprzez dziatanie
na komorki podwyzszonym ci$nieniem.

PrzemwdrobnoustrOJ owa, meenzymatyczna aktyw-
nos$¢ lizozymu ujawnia sig po jego czgsSciowej denatu-
racji (4, 20, 22, 25). Jest ona nawet wyzsza od tej, jaka
wykazuje natywny lizozym dziatajacy jako enzym (4,
25). Przeciwdrobnoustrojowe dziatanie zdenaturowa-
nego lizozymu zwiazane jest z amfipatycznym cha-
rakterem jednego z czterech peptydéw (a 4), znajdu-
jacego si¢ w C-koncu czasteczki lizozymu. Dzigki
zmianom konformacyjnym fragment ten wnika do
wngtrza bton, gdzie jego dodatnio naladowane reszty
aminokwasdw reaguja z ujemnie natadowanymi sktad-
nikami tych blon. W konsekwencji reakcje te prowa-
dza do ich uszkodzenia i $mierci komorki.

Zastosowanie wysokiego ci$nienia w obecnosci li-
zozymu zwigksza efekt letalny zaréwno w przypadku
bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, ale
tylko o ok. 1-2 rzedy wielkos$ci (13, 23, 25, 26). Jed-
nakze nie mozna wykluczy¢, ze rozwdj drobnoustro-
jow moze by¢ hamowany podczas ich dalszego prze-
chowywania.

Laktoperoksydaza. Jest to jeden z naturalnych en-
zymdéw mleka o szerokim spektrum przeciwdrobno-
ustrojowej aktywnosci. Sposob jej oddzialywania na
komorki mikroorganizmow jest odmienny niz bakte-
riocyn czy lizozymu. Laktoperoksydaza katalizuje re-
akcje utlenienia tiocyjanianow (SCN") przez nadtlen-
ki w nietrwate, reaktywne zwiazki, np. OSCN, ktore
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nastgpnie utleniaja wiele bioczasteczek. Inaktywacja
mikroorganizméw za pomoca laktoperoksydazy praw-
dopodobnie jest spowodowana utlenianiem enzymow
1 innych bialek posiadajacych odstonigte grupy tiolo-
we, w tym znajdujacych si¢ w blonach komérkowych.
Reakcje te prowadza do zaklocen w prawidlowym
funkcjonowaniu komorki wskutek zmian pH, utraty
jondw K, zahamowania transportu sktadnikow odzyw-
czych, takich jak glukoza i aminokwasy. Stwierdzo-
no, ze laktoperoksydaza w mleku dziata bakteriosta-
tycznie na wiele bakterii, lecz nie powoduje inakty-
wacji E. coli 1 Listeria innocua (12). Z kolei w przy-
padku zastosowania ci$nienia 350 MPa w obecnosci
laktoperoksydazy badane szczepy L. innocua byty in-
aktywowane calkowicie, podczas gdy prawie wszyst-
kie szczepy E. coli przezywaly w tych warunkach.
Zatem efekt dziatania laktoperoksydazy i wysokiego
cisnienia moze zaleze¢ od gatunku mikroorganizmoéw,
a ponadto, jak wykazali Garcia-Graells 1 wsp. (12), od
sktadu srodowiska, jego pH oraz od temperatury.

Dwutlenek wegla

Podwyzszone ci$nienie w atmosferze dwutlenku
wegla mozna stosowac do inaktywacji bakterii i grzy-
boéw oraz do zwigkszania stopnia zniszczenia prze-
trwalnikow. Krzywa inaktywacji pod wptywem pod-
wyzszonego cisnienia i jednoczesnego dziatania CO,,
zarowno w przypadku bakterii wegetatywnych, jak
1 przetrwalnikow przebiega w dwoch fazach. Wezes-
na faza charakteryzuje si¢ powolna inaktywacja wyni-
kajaca z rozpuszczania czasteczek CO, w fosfolipi-
dach blony komoérkowej. W drugiej fazie CO, przeni-
ka réwniez do cytoplazmy, nastgpuje silne zakwasze-
nie srodowiska wewngtrznego komorki, przez co prze-
zywalnosc¢ mlkroorgamzmow drastycznle zmniejsza
sig. Wzrost ci$nienia lub temperatury skraca czas trwa-
nia pierwszej fazy i prowadzi do spotegowania pozio-
mu inaktywacji bakterii w fazie drugiej (1, 5, 7-9, 14,
32). Jest to wynikiem zwigkszenia szybko$ci przeni-
kania gazu do komorek. Ponadto wzrost temperatury
zwigksza ptynnos¢ btony kom(')rkowej , ulatwiajac tym
samym penetracj¢ CO,. Wysokie cisnienie, podwyz-
szajac rozpuszczalnosc CO,, utatwia jego kontakt
z komoérkami bakteryjnymi (5 7,8, 15, 16).

Zakwaszenie komorki wywoluje inaktywach wielu
kluczowych enzymow potrzebnych do prawidtowego
metabolizmu komorki i1 przebiegu procesow regula-
cji, tj. glikolizy, transportu aktywnego jondéw lub prze-
noszenia protondéw (5-7). Stwierdzono takze, ze po
dziataniu CO, pod cisnieniem czg$¢ magnezu i potasu
zostaje uwolniona z komorek do $rodowiska (16).
Z kolei Spilimbergo i wsp. (32) uwazaja, Ze powstaja-
ce wewnatrz komorki jony CO,* reaguja z jonami wap-
nia i magnezu, tworzac nlerozpuszczalne sole, co, we-
dhug autoréw, prowadzi do inaktywacji drobnoustro-
jow. CO, pod zwigkszonym cisnieniem moze rOwniez
ekstrahowa¢ z bton i §cian komorkowych istotne
zwiazki, m.in. fosfolipidy i zwiazki hydrofobowe, za-
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klécajac rownowage w systemie biologicznym i tym
samym powodujqc inaktywacje¢ drobnoustrojéw bez
rozerwania §cian komorkowych (1 5, 16)

Mechanizm prowadzacy do $mierci mikroorganiz-
méw w warunkach podwyzszonego cisnienia i CO,
nie jest jeszcze calkowicie poznany, gdyz samo zakwa-
szenie srodowiska komorki nie zawsze jest odpowie-
dzialne za efekt letalny. Niektore mikroorganizmy,
w tym bakterie kwasu mlekowego, sa zdolne do tole-
rowania niskiego pH przez dtugi czas i do przywraca-
nia homeostazy w komorce (15, 16).

Laczne dzialanie ci$nienia i CO, zwigksza stopien
inaktywacji przetrwalnikow Bacillus subtilis i asko-
spor Byssochlamys fulva w temperaturze 80°C oraz
konidii Aspergillus niger w 50°C. Ponizej tych tem-
peratur ci$nienie i CO, nie wywieraja takiego wptywu
na te formy mikroorganizméw (1). Podwyzszona tem-
peratura jest niezbgdna do aktywacji kietkowania prze-
trwalnikow 1 askospor, w wyniku czego staja si¢ one
wrazliwe na CO, penetrujacy do komorek. Askospory
B. fulva w atmosferze CO, traca zdolno$¢ wytwarza-
nia kwasow organicznych, takich jak kwas fumarowy
lub mlekowy, odpowiedzialnych za ich cieptoopornos¢,
co w konsekwencji jest przyczyna ich inaktywacji.
Krzywa inaktywacji askospor B. fulva ma przebieg
prostoliniowy, a szybkos$¢ inaktywacji wzrasta wraz
ze wzrostem temperatury (1).

Promieniowanie jonizujgce

Celem napromieniowania jest zwigkszenie trwa-
tosci oraz zwigkszenie bezpieczenstwa zdrowotnego
zywno$ci w wyniku zniszczenia szkodnikéw, pasozy-
tow i drobnoustrojow, zarowno patogennych, jak
i powodujacych psucie si¢ Zywnosci.

Prawie wszystkie formy wegetatywne bakterii pa-
togennych sa wrazliwe na promieniowanie. Nawet
niewielkie dawki promieniowania — ok. 3 kGy — sa
wystarczajace do ich zabicia. Jednak przetrwalniki bak-
terii nie sa niszczone w tych warunkach. W celu cal-
kowitej inaktywacji przetrwalnikow konieczne jest
zastosowanie promieniowania od 10 do 50 kGy. Zbyt
duze dawki sterylizacyjne obnizaja jednak jako$¢ na-
promienianych produktow poprzez wywolywanie nie-
korzystnych zmian chemicznych i sensorycznych (10,
29). Poiqczone dziatanie promlemowama 1 wysokle-
go ci$nienia pozwala zmniejszy¢ parametry w porow-
naniu do tych, ktore nalezaloby stosowac w przypad-
ku przeprowadzenia tylko jednego z tych procesow.
W ten sposob pogorszenie cech sensorycznych, przede
wszystkim smaku i zapachu, w utrwalonym produk-
cie moze by¢ zminimalizowane (3, 29). Paul 1 wsp.
(28) stwierdzili, ze bakterie z rodzaju Staphylococcus
wprowadzone do migsa baraniego w liczbie 10*/g zo-
staty zredukowane tylko o 1 rzad wielkosci po zasto-
sowaniu promieniowania 1 kGy lub ci$nienia 200 MPa.
W przypadku facznego zastosowania takiego cisnie-
nia i promieniowania cafa populacja tych bakterii ule-
gala inaktywacji. Dziatanie wysokiego ci$nienia i pro-
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mieniowania wptywato niszczaco takze na przetrwal-
niki Clostridium sporogenes w migsie kurczat. Po pod-
daniu tego migsa tylko dziataniu ci$nienia 690 MPa
przez 20 min. liczba przetrwalnikow zmniejszyta si¢
o ok. 5 rzedow wielkosci. Ci$nienie powyzej 690 MPa
nie powodowato dalszego zwigkszenia stopnia ich in-
aktywacji. Z kolei po dziataniu promieniowania 6 kGy
liczba przetrwalnikoéw zmniejszyta sig o ok. 1,5 rzedu
wielkosci. Zastosowanie promieniowania 6 kGy, a na-
stepnie ci$nienia ok. 690 MPa w temp. 80°C przez
20 min. spowodowato catkowita inaktywacje prze-
trwalnikow. Podobny efekt wystepowat, gdy zawiesi-
ng przetrwalnikow poddano najpierw dziataniu ci$nie-
nia, a nastgpnie promieniowania (3).

Podsumowanie

Zastosowanie wysokiego ci$nienia i innych czynni-
kéw przeciwdrobnoustrojowych pozwala na zwigksze-
nie efektu letalnego wobec mikroorganizmoéw, chociaz
nawet w takich warunkach trudno jest osiagna¢ catko-
wita ich inaktywacj¢ w umiarkowanych temperaturach.
Przy ustalaniu parametr(')w procesu ci$nieniowej in-
aktywacji nalezy mie¢ na uwadze, ze mikroorganizmy
s znacznie mniej wrazliwe na mekorzystne warunki,
gdy znajduja si¢ w srodowisku zywnosci oraz ze na-
wet pomigdzy szczepaml w obrebie jednego gatunku
wystepuje duze zroznicowanie ich wrazliwosci. Z tego
wzgledu rozwazy¢ nalezy wszystkie czynniki mogace
mie¢ wplyw na przezywalno$¢ mikroorganizméw, tj.
zarowno sktad jakosciowy i ilo§ciowy naturalnej mi-
kroflory, jak réwniez sktad i odczyn produktu zyw-
no$ciowego. Istotna jest tez znajomos¢ przezywalnos-
ci drobnoustrojow podczas przechowywania produktu
utrwalonego przy uzyciu polaczonego dziatania cisnie-
nia i innego czynmka przeciwdrobnoustrojowego.
Uszkodzone przez ci$nienie komorki moga bowiem
by¢ szczegdlnie wrazliwe na dziatanie substancji prze-
ciwdrobnoustrojowej réwniez po zakonczonym pro-
cesie i obumiera¢ z czasem przechowywania produk-
tu. Istnieje wigc potencjalna mozliwos¢ doboru takich
warunkow, ktore pozwola na pelna inaktywacje mi-
kroorganizméw w produkcie przy wykorzystaniu
umiarkowanie podwyzszonego ci$nienia i temperatu-
ry oraz optymalnej zawarto$ci substancji przeciwdrob-
noustrojowej.
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