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S t r e s z c z e n i e

W pracy zbadano skuteczność antylisteryjnego działania diwercyny stosowanej w połączeniu z 
NaCl, kwasem mlekowym, kwasem cytrynowym, azotanem(V) sódu i benzoesanem sodu. Przeprowadzo
ne badania wykazały, że 1-2% NaCl obniża aktywność bakteriocyny w stosunku do bakterii Listeria 
monocytogenes, natomiast 5-10% NaCl zwiększa ją. Ustalono również, że kwas mlekowy i cytrynowy, 
stosowane w stężeniu powodującym obniżenie pH do poziomu ok. 4,5, ograniczają zdolność diwercyny 
do oddziaływania na L. monocytogenes. Stwierdzono również, że mieszanina złożona z 200 AU/ml 
diwercyny i 1000-2000 mg/l benzoesanu sodu silniej ogranicza rozwój badanych bakterii niż pojedyncze 
jej składniki. Stosowanie NaCl w stężeniu powyżej 5% oraz 1000-2000 mg/l benzoesanu sodu w 
połączeniu z diwercyną powinno pozwolić na lepsze zabezpieczenie żywności przed rozwojem 
patogennych bakterii z rodzaju Listeria.

Słowa kluczowe: bakteriocyny, diwercyną, Listeria monocytogenes, bioutrwalanie.

Wprowadzenie

W ostatnich latach coraz częściej dochodzi do zakażeń żywności bakteriami cho
robotwórczymi. W ich zapobieganiu zasadniczą rolę odgrywa wczesne wykrywanie 
źródeł zagrożenia poprzez dokładną kontrolę sanitarną surowców, a następnie zabez
pieczenie gotowych produktów przed ich wtórnym zakażeniem. Do zakażeń żywności 
dochodzi najczęściej poza zakładem przetwórczym. Dlatego też bardzo ważna jest 
aktywna ochrona gotowych produktów. Funkcję tę dobrze spełniają zdolne do syntezy 
bakteriocyn bakterie fermentacji mlekowej (LAB), powszechnie uznawane za bez
pieczne (GRAS) [1,4].

Wiele bakteriocyn wytwarzanych przez LAB wykazuje antagonistyczną aktyw
ność w stosunku do patogennych bakterii z rodzaju Listeria [16]. Bakterie te często
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rozwijają się w mało kwaśnych produktach mlecznych, mięsnych, rybnych oraz owo- 
cowo-warzywnych [10, 11, 12, 13, 22]. W ostatnich latach przeprowadzono wiele 
badań mających na celu opracowanie efektywnej metody inaktywacji Listeria sp. Ba
dania te jak dotąd nie przyniosły spodziewanych rezultatów. W związku z tym, że 
liczne bakteriocyny syntezowane przez LAB są zdolne do bakteriobójczego działania 
na bakterie Listeria sp., istnieje możliwość wykorzystania ich aktywności do ograni
czania rozwoju tych niepożądanych bakterii.

Jedną z bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji mlekowej jest di- 
wercyna. Bakteriocyna ta charakteryzuje się wartościowymi z technologicznego punk
tu widzenia właściwościami fizykochemicznymi oraz istotnym spektrum aktywności 
antybakteryjnej. Jest termostabilnym białkiem o masie cząsteczkowej 4223 Da, całko
wicie bezpiecznym dla organizmu człowieka. Działa bakteriobójczo na Listeria mono
cytogenes, Listeria innocua, Enterococcus faecalis oraz niektóre szczepy bakterii Clo
stridium tyrobutiricum i Camobacterium piscicola. Diwercyna nie jest aktywna w 
stosunku do bakterii fermentacji mlekowej stosowanych jako kultury starterowe w 
wielu branżach przemysłu spożywczego, stąd też istnieje możliwość wprowadzania jej 
do wielu fermentowanych produktów żywnościowych [19, 23]. Aktywność diwercyny 
w stosunku do bakterii z rodzaju Listeria zasługuje na szczególną uwagę, zwłaszcza w 
świetle alarmujących raportów donoszących o licznych zakażeniach żywności tymi 
bakteriami. Właściwości diwercyny czynią ją ważnym związkiem poprawiającym 
bezpieczeństwo mikrobiologiczne żywności. Korzyści płynące z możliwości praktycz
nego wykorzystania aktywności biologicznej diwercyny w przemyśle mleczarskim, 
mięsnym, rybnym oraz owocowo-warzywnym stały się bodźcem do podjęcia badań o 
charakterze aplikacyjnym.

Celem badań opisanych w niniejszej pracy było określenie skuteczności antyliste- 
ryjnego działania mieszanin diwercyny z tradycyjnymi konserwantami żywności.

Materiał i metody badań

Mikroorganizmy

Do produkcji diwercyny stosowano bakterie Camobacterium divergens AS7, wy
izolowane w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Akademii Rolniczej w Pozna
niu. Bakterie te namnażano w warunkach względnie beztlenowych w temp. 30°C, na 
pożywce MRS, którą zmodyfikowano poprzez usunięcie Tweenu 80. Składniki orga
niczne pożywki pochodziły z BTL Łódź, natomiast sole mineralne z POCh Gliwice.

Jako mikroorganizm wskaźnikowy do oznaczania aktywności diwercyny stoso
wano bakterie Listeria monocytogenes Scott A. Baterie te hodowano w bulionie TS 
(Trypcase Soy broth, bioMerieux) z dodatkiem 0,6% ekstraktu drożdżowego 
(TSBYE), w warunkach względnie beztlenowych, w temp. 30°C.
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Oba szczepy bakteryjne przechowywano w postaci zawiesiny z dodatkiem 50% 
(v/v) glicerolu w temp. -70°C.

Diwercyna

Diwercyna została otrzymana według technologii opracowanej przez autorów 
[22, 23, 24], W badaniach stosowano jej wodne roztwory o aktywności 819 200 
AU/ml. Roztwory te przechowywano w temp. -20°C i łagodnie rozmrażano w temp. 
pokojowej.

Wpływ diwercyny i tradycyjnych konserwantów na rozwój bakterii L. monocytogenes

Do pożywki TS o pH 6,5 zaszczepionej 104jtk/ml 24-godzinnych kultur L. mono
cytogenes wprowadzano 1, 2, 5, 7 i 10% (m/v) NaCl, 30% roztwór kwasu mlekowego i 
cytrynowego w ilości pozwalającej na obniżenie pH pożywki do poziomu w zakresie 
od 4,5 do 6,0 (A = 0,5), 20, 40, 60 i 400 mg/l azotanu(V) sodu, 100, 500, 1000 i 2000 
mg/l benzoesanu sodu, 200 AU/ml diwercyny oraz mieszaniny złożone z wymienio
nych konserwantów oraz diwercyny. Próby poddane działaniu badanych czynników 
antybakteryjnych inkubowano przez 96 h w optymalnej temperaturze działania diwer
cyny, tj. w 10°C. Podczas inkubacji oznaczano liczebność żywych komórek L. mono
cytogenes. Kontrole stanowiły próby pozbawione dodatków.

Oznaczanie liczby żywych komórek

Liczebność żywych komórek bakterii L. monocytogenes oznaczano klasyczną za
lewową metodą płytkową na pożywce Listeria Selective Agar (Oxford formation, 
Oxoid). Wyniki pomiarów podawano w jtk w przeliczeniu na ml pożywki.

Wyniki i dyskusja

W pracy przedstawiono wyniki badań nad jednoczesnym stosowaniem diwercyny 
i tradycyjnych konserwantów żywności. Oceniono w jaki sposób ich obecność w śro
dowisku wpływa na aktywność diwercyny względem bakterii L. monocytogenes. Tra
dycyjne konserwanty żywności stosowano w ilościach zgodnych z normami, natomiast 
diwercynę w stężeniu 200 AU/ml.

Stwierdzono, że 200 AU/ml diwercyny w warunkach chłodniczych wykazywało 
wyraźną aktywność względem bakterii L. monocytogenes (rys. 1). W ciągu 1 h inku
bacji nastąpiła redukcja liczebności ich komórek z poziomu 104 do 2,2-102 jtk/ml, a 
następnie przez 95 h powstrzymanie ich namnażania. Na wzrost bakterii L. monocyto
genes nie wpłynęła natomiast obecność NaCl w stężeniu od 1 do 5%. Rozwój tych 
bakterii został nieznacznie ograniczony dopiero w środowisku zawierającym 7-10% 
NaCl (rys. 1).
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_____ Czas inkubacji/Incubatioii time [h]_____________
— kontrola/control —■—D ś r  7% NaCl —X—10%NaCl

Objaśnienia:
kontrola -  próba bez dodatku czynników antybakteryjnych, D -  próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny, 
NaCl -  próba z dodatkiem NaCl
control -  sample without antibacterial substances addition, D -  sample contained 200 AU/ml divercin, 
NaCl -  sample contained NaCl

Rys. 1. Wpływ diwercyny i NaCl na wzrost L. monocytogenes.
Fig. 1. Effect of divercin and NaCl on the L. monocytogenes growth.

Ustalono jednak, że NaCl wywarł silny wpływ na efektywność działania diwer
cyny. Stężenie 1-2% NaCl wyraźnie obniżyło aktywność badanej bakteriocyny. 
Stwierdzono, że w środowisku zawierającym 1-2% NaCl diwercyna po 48 h inkubacji 
traciła swoje antylisteryjne właściwości, w konsekwencji czego liczebność komórek L. 
monocytogenes zaczynała się zwiększać i po 98 h inkubacji osiągnęła poziom 3,2-105 
(rys. 2). Z danych opublikowanych przez innych autorów wynika, że obecność NaCl 
może mieć negatywny wpływ również na skuteczność działania innych bakteriocyn. 
Przykładowo, nizyna stosowana w połączeniu z 1-5% NaCl jest mniej aktywna w 
stosunku do spor bakterii Bacillus licheniformis [2], NaCl działa również ochronnie na 
niektóre wegetatywne formy bakterii. De Martinis i wsp. [6] zaobserwowali, że Liste
ria monocytogenes w środowisku o pH 5,5-6,5, w którym koncentracja NaCl wynosi 
od 2 do 3,5%, jest bardziej odporna na działanie podwyższonej temperatury. Na pod
stawie przeprowadzonych badań autorzy sugerują, że NaCl redukuje aktywność bakte
riocyn lub adsorbuje się na powierzchni komórek, utrudniając tym samym bakteriocy- 
nom wniknięcie do ich wnętrza.
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Czas inkubacji/Incubation time [h]

D —■ — l%NaCl+D —A— 2%NaCI+D —X— 5%NaCl+D —3K— 7%NaCl+D —• — 10%NaCl+D

Objaśnienia:
D - próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny, NaCl+ D - próba z dodatkiem NaCl i diwercyny 
D - sample contained 200AU/ml divercin, NaCl+D - sample contained both NaCl and divercin addition

Rys. 2. Wpływ diwercyny i mieszaniny złożonej z NaCl i diwercyny na wzrost L. monocytogenes. 
Fig. 2. Effect of divercin and combination of NaCl and divercin on the L. monocytogenes growth.

Czas inkubacji/Incubation tim e [h]

—♦—kontrola/control —■— D - -A—pH 4,5 x  pH 5,0

Objaśnienia:
kwasy mlekowy i cytrynowy przy pH 5,5 i 6,0 nie wpływały na wzrost L. monocytogenes
lactic and citric acid at pH 5,5 i 6,0 hadn’t any effect on the L. monocytogenes growth
kontrola - próba bez dodatku czynników antybakteryjnych, D - próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny,
pH - próba z dodatkiem kwasu mlekowego lub cytrynowego
control - sample without antibacterial substances addition, D - sample contained 200AU/ml divercin, pH - 
sample contained lactic or citric acid

Rys. 3. Wpływ diwercyny i kwasu mlekowego lub cytrynowego na wzrost L. monocytogenes.
Fig. 3. Effect of divercin and lactic or citric acid on the L. monocytogenes growth.
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Wyniki przeprowadzonych badań wskazują również na to, że układ złożony z di- 
wercyny i 5-10% NaCl posiadał silniejsze właściwości antylisteiyjne niż każdy z jego 
składników stosowany oddzielnie (rys. 2). Wykazano, że mieszanina 200 AU/ml di- 
wercyny i 5-10% NaCl, w ciągu 48 h inkubacji powodowała całkowitą inaktywację 
bakterii L. monocytogenes. Z danych literaturowych wynika, że obecność NaCl w śro
dowisku niektórych bakteriocyn może zwiększyć skuteczność ich antybakteryjnego 
działania [5], Harris i wsp. [9] stwierdzili, że NaCl w stężeniu 2 i 3,5% poprawia efek
tywność antylisteryjnego działania nizyny. Związek ten w stężeniu 3 i 4% wpływa w 
podobny sposób także na efektywność działania bakteriocyn wytwarzanych przez Lac
tobacillus lactis 11454, Pediococcus pentosaceus 43200, 43201 oraz Lactobacillus 
plantarum BN w stosunku do spor Clostridium botulinum [17]. Dodatek 3% NaCl 
zwiększa również skuteczność działania sakacyny P względem L. ivanovii [8].

Czas inkubacji/Incubation time [h]

D pH 4,5+D - ś r -  pH 5,0+D

Objaśnienia:
kwasy mlekowy i cytrynowy przy pH 5,5 i 6,0 nie wpływały na aktywność diwercyny względem L. mo
nocytogenes
lactic and citric acid at pH 5,5 i 6,0 hadn’t any effect on the divercin activity against L. monocytogenes.
D - próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny, pH+D - próba z dodatkiem kwasu mlekowego lub cytry
nowego i diwercyny
D - sample contained 200 AU/ml divercin, pH+D - sample contained both lactic or citric acid and divercin 
addition.

Rys. 4. Wpływ diwercyny i mieszaniny złożonej z kwasu mlekowego lub cytrynowego i diwercyny na 
wzrost L. monocytogenes.

Fig. 4. Effect of divercin and combination of lactic or citric acid and diwercin on the L. monocytogenes 
growth.
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Przyczyny korzystnego wpływu NaCl na efektywność anybakteryjnego działania bak- 
teriocyn nie są w pełni znane. Można więc jedynie przypuszczać, że NaCl redukuje 
aktywność wody pożywki i wpływa na strukturę białek cytoplazmatycznych powodu
jąc częściową permeabilizację błon.

Wyniki badań nad wpływem NaCl na aktywność diwercyny sugerują, że dzięki 
jednoczesnemu stosowaniu diwercyny i 5-10% NaCl możliwe będzie lepsze zabezpie
czenie produktów żywnościowych przed rozwojem bakterii z rodzaju Listeria. Biorąc 
jednocześnie pod uwagę fakt, że kombinacja 1-2% NaCl i 200 AU/ml diwercyny sła
biej redukowała liczebność badanych bakterii niż pojedyncze składniki tego układu, 
stwierdzono, że diwercyna nie powinna być stosowana do utrwalania produktów o 
niskiej zawartości NaCl.

Zaobserwowano również, że zakwaszenie środowiska do pH od 4,5 do 5,0 za 
pomocą kwasu mlekowego lub cytrynowego ograniczało intensywność wzrostu L. 
monocytogenes. Antagonistyczny wpływ badanych kwasów na wzrost L. monocytoge
nes był jednak znacznie mniejszy niż diwercyny (rys. 3).

W środowisku o pH 4,5-5,0, diwercyna działała jednak słabiej niż w środowisku 
o odczynie neutralnym (kontrola, rys. 4).

0 1 6 24 48 72 96
Czas inkubacji/Incubation time [h]

—♦ — kontrola/control —■ — D —A— 60mg/l —X—400mg/l

Objaśnienia:
mniejsze stężenia azotanu(V) sodu nie wpływały na wzrost L. monocytogenes
lower sodium nitrate concentrations hadn’t any effect on the L. monocytogenes growth
kontrola -  próba bez dodatku czynników antybakteryjnych, D -  próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny,
60 i 400 mg/l -  próba z dodatkiem 60 i 400 mg/l azotanu(V) sodu
control -  sample without antibacterial substances addition, D -  sample contained 200 AU/ml divercin, 60 
and 400 mg/1 -  sample contained 60 and 400 mg/1 sodium nitrate

Rys. 5. Wpływ diwercyny i azotanu(V) sodu na wzrost L. monocytogenes.
Fig. 5. Effect of divercin and sodium nitrate on the L.monocytogenes growth.
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Wyniki te różnią się od opublikowanych przez innych autorów. Wielu z nich 
stwierdziło, że kwas mlekowy, octowy, cytrynowy, sorbowy oraz ich sole sodowe 
mogą poprawić skuteczność działania bakteriocyn. Przykładowo, antylisteryjną ak
tywność pediocyny w kiełbasach wzmaga kwas mlekowy wytwarzany podczas fer
mentacji [7]. Oscroft i wsp. [18] stwierdzili, że kombinacja nizyny i kwasów organicz
nych znacznie silniej hamuje kiełkowanie spor bakterii Clostridium sporogenes uszko
dzonych przez obróbkę termiczną niż sama bakteriocyna. Bawarycyna MN jest bar
dziej aktywna w stosunku do Listeria monocytogenes w obecności kwasu mlekowego 
[15]. Pucci i wsp. [20] stwierdzili, że także pediocyna PA-1 i kwas mlekowy działają 
synergistycznie na L. monocytogenes. W podobny sposób działa mieszanina nizyny z 
sorbinianem sodu. W bulionie THI zaszczepionym Listeria, inkubowanym w temp. 
4°C, redukcja liczebności tych bakterii wynosi 4,5 cyklu logarytmicznego, podczas 
gdy sama nizyna ogranicza ich liczebność tylko o 2,5 cyklu logarytmicznego, a sorbi- 
nian jedynie o 0,5 cyklu logarytmicznego [3].
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C zas in k u b ac ji/In cu b a tio n  tim e [h]

-60m g/l+ D ■400m g/l+ D

Objaśnienia:
mniejsze stężenia azotanu(V) sodu nie wpływały na aktywność diwercyny wzglądem L. monocytogenes 
lower sodium nitrate concentrations hadn’t any effect on the activity against L. monocytogenes 
D -  próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny, 60 i 400 mg/l+D -  próba z dodatkiem 60 i 400 mg/1 azota- 
nu(V) sodu i diwercyny
D -  sample contained 200 AU/ml divercin, 60 and 400 mg/l+D -  sample contained both 60 and 400 mg/1 
sodium nitrate and divercin addition

Rys. 6. Wpływ diwercyny i mieszaniny złożonej z azotanu(V) sodu i diwercyny na wzrost L. monocyto
genes.

Fig. 6. Effect of divercin and combination of sodium nitrate and divercin on the L. monocytogenes 
growth.
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W literaturze są również wzmianki wskazujące na to, że Listeria hodowana w \yarun- 
kach stresowych staje się bardziej odporna na działanie czynników fizykochemicznych 
[14]. Wyniki przeprowadzonych badań potwierdzają to spostrzeżenie. Wykazały one 
bowiem jednoznacznie, że komórki Listeria zaadaptowane do wzrostu w środowisku o 
niskim pH były bardziej odporne na działanie diwercyny.

W badaniach nad wpływem azotanu(V) sodu na rozwój bakterii Listeria wykazano, 
że związek ten wywierał niewielki wpływ zarówno na rozwój L. monocytogenes (rys. 5), 
jak i na aktywność diwercyny względem tych bakterii (rys. 6). W literaturze są informa
cje wskazujące na to, że azotany mogą mieć korzystny wpływ na skuteczność antybakte- 
ryjnego działania bakteriocyn. Ganzle i wsp. [8] stwierdzili, że azotany(V) w synergi- 
styczny sposób wpływają na aktywność sakacyny P w stosunku do L. ivanovii. W śro
dowisku o pH 5,4 zwiększają one jej zdolność do oddziaływania na ten drobnoustrój.

I

■a
>

C zas inkubacji/Incubation  tim e [h] 

■ kontrola/contro l ■  D A — 1000m g/l ■ -2000m g/l

Objaśnienia:
mniejsze stężenia benzoesanu sodu nie wpływały na wzrost L. monocytogenes
lower sodium benzoate concentrations hadn’t any effect on the L. monocytogenes growth
kontrola - próba bez dodatku czynników antybakteryjnych, D -  próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny,
1000 i 2000 mg/l -  próba z dodatkiem 1000 i 2000 mg/l benzoesanu sodu
control - sample without antibacterial substances addition, D -  sample contained 200 AU/ml divercin, 
1000 and 2000 mg/1 -  sample contained both 1000 and 2000 mg/1 sodium benzoate and divercin addition

Rys. 7. Wpływ diwercyny i benzoesanu sodu na wzrost L. monocytogenes.
Fig. 7. Effect of divercin and sodium benzoate on the L. monocytogenes growth.

Benzoesan sodu wykazywał natomiast silną aktywność antylisteryjną. Obecność 
1000-2000 mg/l tego związku w środowisku wyraźnie ograniczała intensywność 
wzrostu L. monocytogenes. Wpływ benzoesanu sodu na rozwój badanych bakterii był
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jednak znacznie niniejszy od stwierdzonego w próbach poddanych jedynie działaniu 
diwercyny (rys. 7).

Czas inkubacji/Incubation time [h]

—♦— D —■ —  1000mg/l+D —a — 2000m g/l+D  j

Objaśnienia:
mniejsze stężenia benzoesanu sodu nie wpływały na aktywność diwercyny względem L. monocytogenes. 
lower sodium benzoate concentrations hadn’t any effect on the activity against L. monocytogenes.
D -  próba z dodatkiem 200 AU/ml diwercyny, 1000 i 2000 mg/l+D -  próba z dodatkiem 1000 i 2000 mg/1 
benzoesanu sodu i diwercyny
D -  sample contained 200 AU/ml divercin, 1000 and 2000 mg/l+D -  sample contained both 1000 and 
2000 mg/1 sodium benzoate and divercin addition

Rys. 8. Wpływ diwercyny i mieszaniny złożonej z benzoesanu sodu i diwercyny na wzrost L. monocy
togenes.

Fig. 8. Effect of divercin and combination of sodium benzoate and divercin on the L. monocytogenes 
growth.

Ustalono również, że skuteczność antylisteryjnego działania benzoesanu sodu 
można zwiększyć poprzez zastosowanie go w połączeniu z diwercyną. Jak wynika z 
danych zamieszczonych na rys. 8. mieszanina złożona z 1000-2000 mg/l benzoesanu 
sodu i 200 AU/ml diwercyny w ciągu 24 h inkubacji niszczyła wszystkie komórki 
Listeria występujące w pożywce hodowlanej. Tak dużej bakteriobójczej aktywności 
względem L. monocytogenes nie miała żadna przebadana mieszanina czynników anty- 
bakteiyjnych.

Wnioski

W badaniach nad jednoczesnym stosowaniem diwercyny i tradycyjnych konser
wantów żywności wykazano, że:
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1) mieszaniny złożone z 200 AU/ml diwercyny i 5-10% NaCl, 200 AU/ml diwercy- 
ny i 1000-2000 mg/l benzoesanu sodu silniej ograniczają rozwój L. monocytoge
nes niż każdy z tych składników stosowany oddzielnie.

2) obecność 1-2% NaCl oraz kwasu mlekowego i cytrynowego w stężeniu, które 
pozwala na obniżenie pH do poziomu 4,5-5,0 wpływa negatywnie na antylisteryj- 
ną aktywność diwercyny.

3) mieszanina złożona z 200 AU/ml diwercyny oraz 1000-2000 mg/l benzoesanu 
sodu jest najbardziej aktywna względem L. monocytogenes. W ciągu 24 h powo
duje całkowitą inaktywację tych bakterii.
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COMBINED EFFECT OF DIVERCIN AND TRADITIONAL PRESERVATIVES 
ON LISTERIA MONOCYTOGENES GROWTH

S u m m a r y

Efficacy of divercin in combination with traditional preservatives against Listeria monocytogenes 
Scott A. was examined. The results of investigation show that 1-2% NaCl addition decreased divercin 
activity, whereas 5-10% NaCl addition had synergistic effect on its activity. It was also found that the 
decrease of pH value to 4.5 using lactic acid or citric acid limited divercin bactericidal activity. The activ
ity of divercin is also influenced by other substances. Thus, the presence of 200 AU/ml of divercin com
bined with 1,000-2,000 mg/1 sodium benzoate inhibited Listeria growth greater than these individual 
substances. The combination of divercin and sodium benzoate showed the best antilisterial activity. After 
24 h of incubation a complete inactivation of L. monocytogenes was achieved. It was proved that using 
divercin in combination with 5-10% NaCl and 1,000-2,000 mg/1 sodium benzoate may be better method 
for food protection against Listeria contaminations.
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