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TERMICZNA INAKTYWACJA PRZETRWALNIKOW
BACILLUS STEAROTHERMOPHILUS W OBECNOSCI NaCl

Streszczenie

Celem badan bylo wykonanie analizy procesu inaktywacji termicznej spor bakteryjnych w obecnosci
NaCl, z wyrdznieniem zjawiska aktywacji spor uépionych i destrukcji spor zaktywowanych.

Badano wplyw réznych stezen chlorku sodu na cieploopornosé spor bakterii Bacillus stearother-
mophilus (ATCC 10149). Spory byly ogrzewane w roztworach wodnych NaCl o stgzeniach 0-6%,
w trzech zakresach temperatury (110-121°C).

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, ze obecnos¢ NaCl w analizowanym S$rodowisku
zwigksza wrazliwo$¢ spor bakteryjnych na ogrzewanie i istotnie wplywa na proces inaktywacji przetrwal-
nikéw. Zaobserwowano, Ze wraz ze wzrostem stgzenia NaCl w §rodowisku, przy tej samej temperaturze,
czas potrzebny do osiagnigcia zatozonej czystosci mikrobiologicznej ulega skroceniu.

Stowa Kluczowe: przezywalnoéé przetrwalnikdw, Bacillus stearothermophilus, inaktywacja termiczna.

Wstep

Utrwalanie Zywnosci stosuje sie w celu otrzymywania produktéw bezpiecznych i
stabilnych pod wzgledem mikrobiologicznym. Procesy te realizowane sa poprzez inak-
tywacje lub hamowanie wzrostu niepozadanych mikroorganizméw. Znanych jest wiele
metod utrwalania produktow spozywczych m.in.: obrobka termiczna, suszenie, chlo-
dzenie czy dodatek chemicznych $§rodkéw konserwujacych.

Jedna z bardziej powszechnych metod utrwalania, stosowanych juz od wielu lat w
technologii zywnosci, jest sterylizacja. Uzyskanie jalowego §rodowiska podczas ob-
robki termicznej, przy jednocze$nie minimalnej jego degradaciji, zalezy glownie od
dawki energii cieplnej, ktora jest uzalezniona od rodzaju, ilosci oraz stanu fizjologicz-
nego drobnoustrojow, a w szczegdlnosci spor bakteryjnych wystepujacych w danym
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srodowisku. Wynika to z faktu, ze wladnie formy przetrwalne bakterii, szczeg6lnie
odporne na dzialanie wysokiej temperatury, stwarzaja najwigksze trudnosci w uzyska-
niu jatowego produktu [1, 4, 11].

W zaleznosci od tego czy przetrwalnik znajduje si¢ w stanie zaktywowanym,
uspionym czy ,,super uspionym”, charakteryzuje si¢ roznym poziomem wrazliwosci na
dziatanie wysokiej temperatury [6]. Mimo to czgsto spotykany jest opis procesu prze-
biegu inaktywacji przetrwalnikow za pomoca modelu klasycznego, uwzgledniajacego
obecnos¢ jedynie spor zaktywowanych w populacji przetrwalnikow, [2, 3, 14, 17]. W
rzeczywisto$ci, najnowsze dane do§wiadczalne rzadko potwierdzaja takie uproszcze-
nie, szczegolnie w poczatkowym i koncowym okresie procesu sterylizacji termicznej
przetrwalnikow [5, 7, 8, 18].

Poza istotnym znaczeniem stanu fizjologicznego przetrwalnikow, cieptoopornosé
ich w duzym stopniu zalezy réwniez od sktadu chemicznego §rodowiska, w ktorym
spory sa ogrzewane, np.: od réznych poziomdéw pH Srodowiska oraz obecnosci soli
mineralnych, thuszczédw, biatek czy weglowodandéw [9, 11, 12, 16].

Poniewaz NaCl jest bardzo powszechnym dodatkiem do produktow spozyw-
czych, a termofilne spory bakteryjne sg czgsto przyczyng pogorszenia jakosci lub psu-
cia si¢ zywno$ci, podjgto badania nad potaczonym wpltywem NaCl i temperatury na
przezywalno$¢ spor bakterii Bacillus stearothermophilus (jako najbardziej cieptoopor-
nych form przetrwalnych). Mimo, Ze wielu badaczy uwzglednito w swych pracach
wpltyw NaCl na inaktywacj¢ drobnoustrojow, to badania te prowadzone byty na spo-
rach poddanych procesowi wczeséniejszej aktywacji [15, 16]. Zakladano wowczas
obecno$¢ jedynie spor bakteryjnych w aktywnym stadium fizjologicznym, nie analizu-
Jjac tym samym wplywu soli na przebieg procesu aktywacji przetrwalnikéw uspionych.

Celem badan bylo ustalenie ilosciowego wptywu NaCl na kinetykg termicznej in-
aktywacji spor bakterii Bacillus stearothermophilus, z wyrdznieniem procesu aktywa-
cji spor uspionych i destrukeji spor zaktywowanych.

Material i metody badan

W badaniach stosowano szczepy bakterii Bacillus stearothermophilus z kolekcji
American Type Culture Collection 10149. Przetrwalniki bakteryjne otrzymywano w
dwustopniowej procedurze namnazania, opracowanej przez Kima i Naylora [10].

Inaktywacji termicznej poddano roztwér wodny zawierajacy spory bakteryjne,
znajdujace si¢ w rdéznych stanach fizjologicznych. Badania eksperymentalne realizo-
wano w szklanych kapilarach.

Zawiesing przetrwalnikow rozcienczano do gestosci okolto 10%cm’, po czym
poddawano ja szokowi termicznemu (80°C przez 10 min) w celu zniszczenia form
wegetatywnych. Tak przygotowana zawiesing spor w roztworze wodnym NaCl o ste-
Zeniach 0-6% napetniano kapilary, ktore po zatopieniu ogrzewano do 30 min w tazni
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olejowej, w temp. 110°C i 115°C oraz do 10 min w temp. 121°C. Probki po wyjgciu z
tazni olejowej natychmiast ozigbiano do ok. 20°C. Liczbe przetrwalnikow bakteryj-
nych po sterylizacji kontrolowano metoda ptytkowsa [13], wykonujac posiewy z odpo-
wiednich rozcienczen do podtoza regeneracyjnego [10]. Posiewy inkubowano w temp.
55°C przez 48 godz. Ocene stopnia przezycia przetrwalnikow w danej temperaturze
okreslano po przetrzymaniu w przedziatach czasowych (od 1 min do 30 min), wykonu-
jac po 4 do 7 rownolegtych posiewdow z kazdej probki i danego czasu ogrzewania.
Wyniki pomiardw podano jako liczbg przetrwalnikéw zdolnych do wzrostu w postaci
kolonii (jtk/cm’).

Wyniki i dyskusja

Na podstawie wykonanych badan potwierdzono doniesienia literaturowe [16], ze
obecno$¢ NaCl w analizowanym S$rodowisku wplywa na przebieg krzywej przezycia
spor bakterii Bacillus stearothermophilus, zmniejszajac ich cieplooporno$é, a tym
samym skracajac czas inaktywacji.

Ponadto zaobserwowano, ze dodatek soli nie tylko wptynal na sam proces inak-
tywacji spor zaktywowanych, ale rowniez na proces aktywacji spor uspionych, co w
pracach innych badaczy zostalo pominigte (analizowano proces inaktywacji spor
uprzednio zaktywowanych) [15]. Tak wigc na podstawie badan wiasnych stwierdzono,
ze juz w warunkach pasteryzacji (80°C, 10 min) dodatek NaCl do wodnej zawiesiny
spor powodowat ich aktywacj¢ (rys. 1). Jednakze na tym etapie analizy samo st¢zenie
soli nie miato duzego znaczenia.
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Rys. 1. Aktywacja spor bakterii Bacillus stearothermophilus w temp. 80°C w zaleznosci od steZenia
NaCl.

Fig. 1.  Activation of Bacillus stearothermophilus spores heated at 80°C, depending on the concentra-
tion of NaCl.



112 Magdalena Molska

Potwierdzono réwniez, ze w zawiesinie spor bakteryjnych w wodzie, w miarg
przedtuzania czasu obrobki cieplnej, stezenie spor zaktywowanych rosto, co uwidocz-
nione zostato na rys. 2.
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Rys. 2. Zmiany iloci zywych spor Bacillus stearothermophilus zawieszonych w wodzie, ogrzewanych
w temp. 110, 1151 121°C.

Fig.2. Changes of the amount of live Bacillus stearothermophilus spores suspended in water, heated at
110, 1151 121°C.

Thumaczy si¢ to przewaga procesu aktywacji spor uspionych nad procesem de-
strukcji spor zaktywowanych w poczatkowym okresie obrobki cieplnej zawiesiny.
Dalsze przediuzenie czasu sterylizacji powodowato spadek stgZenia spor uspionych, w
efekcie malata szybko$¢ procesu aktywacji.

W zaleznosci od zastosowanej temperatury sterylizacji, przebieg przezycia spor
zawieszonych w wodzie byt inny. W 110°C zaréwno proces aktywacji, jak i destrukcji,
przebiegal powoli. Natomiast podczas ogrzewania w 115°C maksymalne st¢zenie spor
wystgpowalo po 2 min procesu, a w temp. 121°C juz po 20 s ogrzewania. Réwniez
proces destrukcji wraz ze wzrostem temperatury przebiegal znacznie szybciej.

Podobny przebieg mialy zmiany w ilo$ci spor przezywajacych w obecnosci soli,
w temp. 115 i 121°C. Jednakze dodatek NaCl powodowat wyrazniejszy proces akty-
wacji spor uspionych i bardziej intensywny proces destrukcji spor zaktywowanych
(rys. 3).

Natomiast ogrzewanie zawiesiny spor w obecnosci NaCl w niskiej temperaturze
sterylizacji (110°C) spowodowato zmiany w ilo$ci przezywajacych przetrwalnikow
(rys. 4).
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Rys. 3.

Fig. 3.

Rys. 4.

Fig. 4.
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Zmiany ilosci spor Bacillus stearothermophilus przezywajacych ogrzewanie w temp. 121°C, w

obecnosci roznych stgzen NaCl. ,

Changes in the amount of Bacillus stearothermophilus spores, heated at 121°C in the presence

of NaCl at different concentrations.
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Changes of the amount of live Bacillus stearothermophilus spores, heated at 110°C in the pres-

ence of NaCl at different concentrations.

W tym przypadku dodatek NaCl w stgZeniach od 0,5 do 3% spowodowat, ze w
pierwszym okresie ogrzewania zjawisko destrukcji wystapito wczesniej. Przedtuzenie
czasu ogrzewania spowodowalo aktywacjg¢ spor uspionych i w efekcie przewage pro-
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cesu aktywacji nad procesem destrukcji. St¢zenie spor w zawiesinie rosto, a po osia-
gnigciu maksymalnej warto$ci (w tym momencie szybkosci proceséw aktywacji i de-
strukcji byly takie same) dalsze ogrzewanie powodowato powolny spadek ilosci zy-
wych spor, w wyniku przewagi procesu destrukcji nad procesem aktywacji spor.

Dotychczasowe wyniki wskazujg na mozliwo§¢ wyznaczenia, w dalszym etapie
badan, wspoétczynnikow kinetycznych procesu aktywacji i destrukcji termicznej spor
bakteryjnych z uwzglednieniem wptywu NaClL

Umozliwitoby to wykreslenie krzywych przezycia wiarygodnie oddajacych prze-
bieg inaktywacji przetrwalnikow. Dlatego tez, punkty do$wiadczalne na obecnym
etapie badan nie zostaty opisane za pomocg krzywych (byloby to tylko domystem co
do ich faktycznego przebiegu).

Whnioski

1. Przezycie spor bakterii Bacillus stearothermophilus miato przebieg dwufazowy,
gdyz mozna bylo wyrézni¢ zaréwno zjawisko aktywacji jak i destrukcji prze-
trwalnikow. ‘

2. Obecnos¢ NaCl w analizowanym $rodowisku zwigkszala wrazliwos$¢ spor bakte-
ryjnych na ogrzewanie.

3. W pierwszej fazie procesu sterylizacji, wraz ze wzrostem stezenia NaCl w badanej
zawiesinie, stopien uépienia spor bakteryjnych zmalat, co uwidocznilo si¢ wzro-
stem stgzenia spor zaktywowanych.

4. Dzialanie aktywujace soli (w zastosowanym zakresie st¢zen) zostalo zaobserwo-
wane juz w temperaturze pasteryzacji.

5. Na przebieg procesu inaktywacji przetrwalnikow duzy wplyw miata takze tempe-
ratura. Wraz ze wzrostem temperatury czas aktywowania przetrwalnikow, jak i ich
destrukcji, ulegt skréceniu.

6. Znajomo$¢ przebiegu termicznej inaktywacji przetrwalnikow umozliwi wlasciwy
dobor warunkow sterylizacji mediow w przeptywie, procesu stosowanego w licz-
nych technologiach przemyshu spozywczego i farmaceutycznego.
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THERMAL INACTIVATION OF BACILLUS STEAROTHERMOPHILUS
SPORES IN THE PRESENCE OF NaCl

Summary

The aim of this study was to analyse thermal inactivation of bacterial spores in the presence of NaCl,
with reference to the activation of latent spores and destruction of activated spores.

The effect of different concentrations of sodium chloride on thermal resistance of bacterial spores of
Bacillus stearothermophilus (ATCC 10149) was investigated. The spores were heated at different tem-
peratures (110-121°C) in aqueous NaCl solutions at concentrations ranging from 0 to 6%.

On the basis of the experiments it was found that the presence of NaCl in the analysed medium in-
creased the sensibility of bacterial spores to heating and affected significantly the process of spore inacti-
vation.

It was observed that with an increase of NaCl concentration in the medium, at the same temperature,
the time required to achieve the desired microbiological purity was shortened.

Key words: survival of spores, Baciilus stearothermophifus, thermal inactivation.



