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JAN ICIEK, ILONA BLASZCZYK, AGNIESZKA PAPIEWSKA

INAKTYWACJA SPOR GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS
W OBECNOSCI WYBRANYCH KWASOW ORGANICZNYCH

Streszczenie

W pracy podjeto analize wptywu kwasu cytrynowego lub octowego na termiczna inaktywacjg spor
Geobacillus stearothermophilus. Przetrwalniki zawieszano w roztworze tryptonu lub w soku z burakéw
¢wiktowych. Roztwor tryptonu (naturalne pH - 7,1) zakwaszano kwasem organicznym do wartosci pH:
6,0; 5,0 i 4,0, natomiast sok z burakoéw ¢wiklowych (naturalne pH - 5,8) do pH: 5,0 i 4,0. Termiczna
sterylizacje prowadzono w zakresie temperatury 115-125°C.

Stwierdzono, ze w roztworze tryptonu wpltyw obu kwasow na szybkos$¢ inaktywacji przetrwalnikow
jest podobny, natomiast w soku z burakow ¢wiklowych ma znaczenie rodzaj kwasu. Obecno$¢ kwasu
octowego oddziatywata silniej niz kwasu cytrynowego.

Potwierdzono, ze czgsto wystepuje trojetapowy charakter krzywych przezycia spor Geobacillus ste-
arothermophilus obecnych w $rodowiskach, co powoduje, ze wyznaczenie czasu ich dziesigciokrotnej
redukc;ji jest utrudnione.

Stowa kluczowe: sterylizacja termiczna, Geobacillus stearothermophilus, kwasy organiczne

Wprowadzenie

Konsumenci wymagaja od producentéw zywnosci o przedtuzonym terminie przy-
datnosci do spozycia i wygodnej w uzyciu. W celu otrzymania produktéw spehniaja-
cych te cechy odpowiednia metoda utrwalania jest proces sterylizacji termicznej. Nowe
metody utrwalania zywnosci, takie jak: promieniowanie jonizujace, wysokie ci$nienie,
pulsujace pole elektryczne wysokiego napigcia, ultradzwigki nie zastapia metody ciepl-
nej. Wymienione metody moga znalez¢ zastosowanie jedynie do uzyskania efektu pa-
steryzacji ograniczonej grupy produktow zywnosciowych.

Sterylizacja cieplna pozwala na zniszczenie przetrwalnych form mikroorgani-
zmow, ktore stwarzaja najwigksze trudnosci w uzyskaniu jatowych produktow. Do
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wyjatkowo opornych na dziatanie temperatury naleza przetrwalniki termofilnych bak-
terii Geobacillus stearothermophilus 1 dlatego jest to najczgsciej stosowany organizm
testowy przy doborze warunkoéw termicznej sterylizacji zywnosci [1, 7, 8, 9, 10]. Inak-
tywacja wysoce cieptoopornych spor Geobacillus stearothermophilus zapewnia efek-
tywne przeprowadzenie procesu sterylizacji, co z kolei gwarantuje bezpieczenstwo
mikrobiologiczne zywnosci poddanej obrobee cieplne;.

Przebieg termicznej inaktywacji populacji drobnoustrojow jest procesem zlozo-
nym. Na jego szybko$¢ wplywaja parametry obrobki cieplnej (temperatura, czas) oraz
sktad surowca utrwalanego metoda cieplna. Niektore sktadniki srodowiska poddanego
dzialaniu wysokiej temperatury moga modyfikowaé przebieg procesu inaktywacji
drobnoustrojow. Szczegblnie wazna jest analiza mozliwosci wykorzystania substancji,
ktoére wplywaja na obnizenie cieptoopornosci spor, powodujac przyspieszenie ich de-
strukcji. Takie sktadniki mozna wykorzysta¢ w celu zmniejszenia dawki ciepta i ogra-
niczenia negatywnych zmian $rodowiska, wywotanych dzialaniem wysokiej tempera-
tury.

Zabiegiem czg¢sto wykorzystywanym w przemysle zywno$ciowym, ktory utatwia
proces termicznego niszczenia mikroorganizmow, jest dokwaszenie §rodowiska pod-
dawanego utrwalaniu. Obnizenie wartosci pH Zywnosci pozwala na zmniejszenie daw-
ki ciepta, z jednoczesnym zachowaniem efektu skutecznej sterylizacji. Przyspieszenie
inaktywacji mikroorganizméw spowodowane spadkiem wartosci pH medium podda-
nego dziataniu podwyzszonej temperatury wykazano zar6wno w srodowiskach mode-
lowych (bufory [6] i roztworach tryptonu z dodatkiem kwasu [5]), jak i w specjalnie
sporzadzonych mieszankach. Sktad tych mieszanin korelowat ze sktadem chemicznym
wybranych produktow spozywczych [1, 7, 8, 9, 10].

W literaturze przedmiotu spotyka si¢ opinig, ze rowniez rodzaj kwasu znajdujace-
go sig¢ w sterylizowanym $rodowisku nie pozostaje bez znaczenia. Lynch i Potter [7]
okreslili wptyw typu kwasu na tempo termicznej inaktywacji spor Bacillus coagulans
zawieszonych w mieszance migsnej dokwaszonej roznymi kwasami. Analizy prowa-
dzili w temperaturze 105°C. Autorzy uporzadkowali wplyw kwasow uzytych do do-
kwaszenia wedtug nastepujacej kolejnosci: octowy > mlekowy > jabtkowy > cytryno-
wy. Wplyw kwasow na przebieg termicznej inaktywacji przetrwalnikow podczas stery-
lizacji zywno$ci jest oceniany najczesciej na podstawie czasu dziesigciokrotnej reduk-
cji komorek danej populacji [5, 7]. Parametr ten, okreslajacy cieptoopornos¢ spor bak-
teryjnych, wyznaczany jest z prostoliniowego odcinka krzywej ich $mierci cieplne;.
Autorzy prezentowanych badan uwazaja, ze w przypadku krzywoliniowych przebie-
gow krzywych przezycia, parametr ten nie jest wystarczajacy. Ztozony charakter
krzywych $mierci cieplnej jest efektem termicznej inaktywacji populacji spor zawiera-
jacej osobniki o ré6znym poziomie cieptoopornosci [3]. W takim przypadku wyznacza-
nie czasu sterylizacji jedynie na podstawie czasu dziesigciokrotnej redukcji jest bledne.
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W literaturze brak jest opinii dotyczacych wptywu sktadu §rodowiska na dziatanie
kwaséw w procesie termicznej inaktywacji cieploopornych spor bakterii z jednocze-
snym uwzglednieniem wystgpowania w populacji osobnikow o réznorodnej wrazliwo-
sci termicznej. Wpltyw kwasow na inaktywacje przetrwalnikéw jest oczywisty, ale
jednocze$nie nie jest poznane ich oddziatywanie na etap aktywacji spor uspionych i na
op6zniong aktywacjeg spor ,,gteboko uspionych” nazywana ,,ogonowaniem” krzywych
przezycia.

Wyznaczono nastgpujace cele badan:

— analiza wptywu $rodowiska na oddzialywanie kwaséw organicznych na termiczna
inaktywacjg cieploopornych przetrwalnikow, z uwzglednieniem wszystkich zjawisk
zachodzacych w tym procesie, szczegolnie poszukiwano warunkow eliminujacych
zjawisko ,,ogonowania” na krzywej przezycia spor Geobacillus stearothermophilus,

— poréwnanie wplywu dwoch kwasow organicznych na przebieg termicznej inakty-
wacji przetrwalnikow,

— wykazanie, ze parametr D nie jest w pelni wystarczajacym narzgdziem do ustalania
warunkow sterylizacji.

Materialy i metody badan

Materialem biologicznym stosowanym w badaniach byt szczep Geobacillus ste-
arothermophilus ATCC 10149. Przetrwalniki otrzymano stosujac procedurg opisana
przez Kim i Naylor [4], uzyskujac zawiesing o ggstosci 10° przetrwalnikow w 1 cm’.
Formy wegetatywne komorek niszczono przez ogrzewanie zawiesiny w temp. 80°C
przez 10 min. Tak otrzymang zawiesing przetrwalnikow przechowywano w temp. 4°C
przez okres prowadzenia eksperymentow.

W celu zbadania przezywalno$ci przetrwalnikow badanego szczepu zawieszano je
w 5% roztworze tryptonu o znacznych wlasciwosciach buforujacych oraz w soku
z burakow ¢wiktowych. Poczatkowa wartos¢ pH roztworu tryptonu i soku z burakow
¢wiktowych wynosita odpowiednio 7,1 oraz 5,8. W zalezno$ci od wymaganego w eks-
perymencie poziomu pH, roztwor tryptonu zakwaszono kwasem cytrynowym lub kwa-
sem octowym do warto$ci pH: 6,0; 5,0 i 4,0 natomiast sok z burakow ¢wiktowych do
pH: 5,014,0.

Obrobke cieplna realizowano w kapilarach szklanych, w zakresie temp. 110-
125°C.

Liczbg przezywajacych spor (N) oznaczano metoda ptytkowa na pozywce regene-
racyjnej, wykonujac jednocze$nie od 4 do 6 posiewow w poszczegdlnych punktach
czasowych ogrzewania.
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Wyniki i dyskusja

Wykonane eksperymenty potwierdzity, ze sktad srodowiska, w ktérym zawieszo-
no przetrwalniki wywieral bardzo istotny wptyw na przebieg ich inaktywacji. Na pod-
stawie krzywych przezycia wykreslonych w skali potlogarytmicznej stwierdzono, ze
roztwor tryptonu powoduje opdznienie procesu destrukcji przetrwalnikow w porowna-
niu ze srodowiskiem soku z burakow ¢wikltowych. Porownywalny poziom spor prze-
zywajacych w temp. 125°C przy wartosci pH 4,0 (kwas octowy) uzyskano w przypad-
ku analiz przeprowadzonych w soku buraczanym w czasie prawie dwukrotnie krot-
szym w porownaniu z probami wykonanymi z uzyciem roztworu tryptonu (rys. 1).
Takie wydhuzenie procesu inaktywacji przetrwalnikow zawieszonych w roztworze
tryptonu bylo najprawdopodobniej wynikiem znacznej ilosci substancji biatkowych
obecnych w tym $rodowisku, dziatajacych ochronnie na przezycie mikroorganizmow
podczas sterylizacji.
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Rys. 1. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus w temp. 125°C w §rodowiskach zakwa-

szonych kwasem octowym do pH 4,0.
Fig. 1. Survivor curves for Geobacillus stearothermophilus spores at the temperature 125°C in the
media acidified with acetic acid to pH 4,0.

Szybszy przebieg procesu inaktywacji spor w dokwaszonym soku z burakow
¢wiklowych w porownaniu z zakwaszonym roztworem tryptonu (np. 125°C, pH 4,0)
dowodzi, ze niezbedna jest weryfikacja wynikow badan w $srodowisku naturalnym.
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W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze sktad Srodowiska, w ktorym
obecne sa przetrwalniki wywiera wptyw na charakter krzywej $mierci cieplnej. Trdje-
tapowy przebieg krzywych przezycia zaobserwowano szczeg6lnie w przypadku analiz
przeprowadzonych w roztworze tryptonu (rys. 1). Na analizowany proces sktadaja sig:
aktywacja przetrwalnikow w stanie u$pienia, destrukcja osobnikow juz zaktywowa-
nych oraz opdzniona inaktywacja spor glteboko uspionych tzw. ,,ogonowanie” krzy-
wych przezycia (ang. curve tailing).

Ztozony (krzywoliniowy) przebieg inaktywacji przetrwalnikow powoduje, ze zna-
jomos¢ jedynie czasu ich dziesigciokrotnej redukcji moze nie by¢ wystarczajaca do
ustalenia prawidtowych warunkow sterylizacji wymaganych do uzyskania skuteczno-
$ci tego procesu.

Zaobserwowano, ze zastosowanie kwasu octowego lub cytrynowego powodowato
podobny przebieg termicznej inaktywacji spor bakterii Geobacillus stearothermophilus
w $rodowisku modelowym, ktorym byt roztwor tryptonu w zakresie temp. 115-125°C
i przy roznej wartosci pH 6,0; 5,0 14,0 (rys. 2).
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Rys. 2. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 121°C
W roztworze tryptonu o réznym poziomie pH.

Fig. 2. Survivor curves for Geobacillus stearothermophilus spores kept at the temperature 121°C in
tryptone solution at different pH level.
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Analiza wplywu typu kwasu na termiczng inaktywacj¢ przetrwalnikow w warun-
kach soku z burkéw ¢wiklowych wykazata, ze kwas octowy powodowat przyspiesze-
nie tego procesu w porownaniu z kwasem cytrynowym (rys. 3).

Na przyktad poddawanie sterylizacji w temp. 115°C soku buraczanego dokwa-
szonego kwasem cytrynowym do pH 4,0 zredukowalo po 8 min procesu liczbg spor do
poziomu 107 jednostek tworzacych kolonie, a w obecnos$ci kwasu octowego do pozio-
mu 10" jtk. W literaturze przedmiotu panuje poglad, ze w zywnosci dokwaszonej roz-
nymi kwasami, czynnikiem odpowiedzialnym za obnizanie cieptoodpornosci spor
Geobacillus stearothermophilus jest niezdysocjowana forma kwasu [7].

Badania wlasne potwierdzily t¢ teze wykazujac wigksza skuteczno$¢ termicznej
inaktywacji przetrwalnikow w przypadku zastosowania kwasu octowego w porowna-
niu z cytrynowym, shuzacych do zakwaszania srodowiska naturalnego.
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Rys. 3. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus w temp. 115°C w soku z burakow ¢wi-
ktowych dokwaszonym kwasem organicznym do pH 4,0.

Fig. 3. Survivor curves for Geobacillus stearothermophilus spores at 115°C in red beet juice acidified
with organic acid to pH 4,0.

Whioski

1. Wyniki badan prowadzonych w srodowiskach modelowych wymagaja weryfikacji
w warunkach srodowisk naturalnych np. w soku z burakoéw ¢wiklowych.

2. Modyfikacja sktadu $rodowiska (np. dokwaszenie soku z burakow ¢wiktowych)
moze utatwia¢ aktywacje spor ,,glgboko uspionych”, co z kolei pozwoli elimino-
wac zjawisko ,,ogonowania” w procesie sterylizacji.
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3. Czas dziesigciokrotnej redukcji wyznaczany z odcinka prostoliniowego trdjetapo-
wych krzywych przezycia przetrwalnikow zawieszonych w roztworze tryptonu
nie odzwierciedla catego ztozonego charakteru przebiegu inaktywacji spor i tym
samym nie moze by¢ podstawa do ustalania warunkéw sterylizacji.

4. Skuteczniejszym dodatkiem jest kwas octowy w pordwnaniu z cytrynowym
w soku z burakéw ¢wiktowych, co potwierdza poglad przedstawiony w literaturze
dotyczacej ulatwienia inaktywacji termicznej spor bakteryjnych pod wptywem nie-
zdysocjowanych czasteczek kwasu.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ra-
mach projektu badawczego Nr 2 PO6T 016 30 realizowanego w latach 2006-2007.

Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogoélnopolskiej Sesji Komitetu Nauk
o Zywnoéci PAN, Gdynia 26-27.1X.2006.
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INACTIVATION OF GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS SPORES IN THE PRESENCE
OF SELECTED ORGANIC ACIDS

Summary

The effect of citric or acetic acid on thermal inactivation of Geobacillus stearothermophilus spores is
analyzed in this study. The spores were suspended in a tryptone solution or in red beet juice. The tryptone
solution (natural pH — 7.1) was acidified with organic acid to the pH values of 6.0, 5.0, 4.0, while the red
beet juice (natural pH — 5.8) to the pH values of 5.0 and 4.0. Thermal processing was performed in glass
capillaries at the temperature ranging from 115 to 125°C.

It was found that the influence of both acids on the rate of spore inactivation in the tryptone solution
was similar, while the type of acid was significant in the red beet juice and the presence of acetic acid had
a stronger effect than citric acid.

It was confirmed that frequently three-stages were observed in the survivor curves for Geobacillus
stearothermophilus present in the media which made the determination of decimal reduction time difficult.

Key words: thermal sterilization, Geobacillus stearothermophilus, organic acids
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