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Cwiczenie 3

Temat: Wplyw wybranych czynnikow fizycznych i chemicznych na rozwaj
mikroorganizmow wystepujacych w zywnosci (temperatura, pH
srodowiska, dezynfektanty, konserwanty)

1. Podstawy: wzrost, przezycie, zahamowanie i inaktywacja

Wazrost oznacza zwickszanie liczby komorek zdolnych do podziatu, a nie tylko wzrost biomasy
lub aktywno$ci metabolicznej. Krzywa wzrostu populacji obejmuje faze adaptacji (lag), fazg
wyktadnicza, stacjonarng oraz faze spadku liczby komorek hodowalnych. Stres technologiczny moze
wydluza¢ lag bez zmiany maksymalnej szybkosci wzrostu albo zmniejsza¢ t¢ szybko$¢ bez
natychmiastowej $mierci komorek.

Dziatanie bakteriostatyczne hamuje namnazanie w okreslonych warunkach, natomiast
bakteriobodjcze zmniejsza liczbe zywych komorek. Sterylizacja oznacza proces zwalidowany
w odniesieniu do wymaganego poziomu zapewnienia sterylnosci; pasteryzacja ma ograniczy¢ okreslone
zagrozenia 1 mikroflore psujaca, ale nie gwarantuje eliminacji wszystkich przetrwalnikow.

Wynik posiewu jest miarg hodowalnosci w zastosowanych warunkach, nie bezposrednim
pomiarem wszystkich komoérek zywych. Komorki subletalnie uszkodzone moga nie tworzy¢ kolonii na
podtozach selektywnych, a po regeneracji odzyskac zdolno$¢ wzrostu. Zjawisko VBNC (viable but non-
culturable) dodatkowo komplikuje interpretacje wynikow. Kluczowa zasada mikrobiologii zywnosci:
efekt czynnika jest funkcja dawki, czasu, rodzaju drobnoustroju i whasciwosci produktu. Ta sama
temperatura lub warto$¢ pH nie daje identycznego wyniku w bulionie laboratoryjnym, mig¢sie, mleku i
kwasnym soku.

2. Temperatura jako czynnik wzrostu i inaktywacji

2.1. Dlaczego temperatura wplywa na komorke?

Temperatura reguluje szybko$¢ reakcji enzymatycznych, ptynnos¢ btony cytoplazmatyczne;,
stabilno$¢ biatek i kwasow nukleinowych oraz transport substancji. Przy obnizeniu temperatury spada
dynamika przemian metabolicznych i dyfuzja przez btone; przy przegrzaniu dochodzi do destabilizacji
struktur bialkowych, zaburzen przepuszczalnosci bton i uszkodzen wielocelowych.

Dla kazdego szczepu okresla si¢ temperature minimalna, optymalna i maksymalng wzrostu.
Granice te opisujg namnazanie, nie przezywalno$c¢: bakteria moze przezy¢ temperature, w ktorej nie jest
w stanie si¢ dzieli¢. Nie nalezy rowniez utozsamia¢ optimum wzrostu z maksimum termoopornosci.

Grupa fizjologiczna Charakterystyka Znaczenie w ZywnosSci
Psychrofile Optimum zwykle <15°C Srodowiska stale zimne; rzadziej
glowna mikroflora Zywnosci
Psychrotrofy Moga rosngé w temperaturach Listeria monocytogenes, Yersinia
chtodniczych, optimum czgsto enterocolitica, Pseudomonas spp.
WyZsze
Mezofile Optimum zazwyczaj 20—45°C Wigkszosé patogenow
zywnosciowych
Termofile Optimum zwykle >45°C Mikroflora termofilna i wybrane
przetrwalnikujace
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2.2. Chlodzenie i zamrazanie

Chtodzenie jest przede wszystkim metoda hamowania wzrostu, a nie metoda wyjalawiania.
Psychrotrof L. monocytogenes moze namnaza¢ si¢ w chtodzie, zwlaszcza w zywnos$ci gotowej do
spozycia o dlugim terminie trwato$ci. Pseudomonas spp. powoduja psucie chtodzonych produktéw
biatkowych 1 moga wytwarza¢ enzymy zewnatrzkomoérkowe zachowujace aktywno$¢ po obrdbce
cieplne;j.

Podczas zamrazania dochodzi do tworzenia krysztalow lodu, wzrostu stgzenia substancji
rozpuszczonych w niezamarznigtej fazie i zmian osmotycznych. Cze¢s¢ komorek ginie lub zostaje
uszkodzona, lecz wiele przezywa przez dhugi czas. Rozmrazanie moze umozliwic regeneracje komorek,
dlatego zamrozenie produktu nie zastepuje kontroli higienicznej.

Adaptacja do zimna obejmuje zmiang udziatu nienasyconych kwaséw tluszczowych w btonie,
produkcje biatek szoku zimna oraz reorganizacje translacji. W praktyce znaczenie ma takze historia
temperatury: komorki wcze$niej zaadaptowane moga reagowac inaczej niz populacja poddana nagtemu
ochtodzeniu.

2.3. Ogrzewanie: pasteryzacja, sterylizacja i przetrwalniki

Wilgotne ciepto zwykle inaktywuje mikroorganizmy skuteczniej niz suche przy porownywalne;j
temperaturze, poniewaz ulatwia denaturacje biatek. W pasteryzacji celem jest osiagniecie wymaganej
redukcji okreslonych mikroorganizméw, nie catkowita jalowos¢. W sterylizacji termicznej uwzglednia
si¢ najoporniejsze formy, zwlaszcza endospory.

Przetrwalniki Bacillus i Clostridium maja odwodniony rdzen, ostony ochronne, dipikolinian
wapnia i biatka chronigce DNA. Ich termooporno$¢ zalezy od gatunku, szczepu, warunkow sporulacji
i matrycy. Niewlasciwe chtodzenie po obrobce moze pozwoli¢ przetrwalnikom na kietkowanie
1 namnazanie.

Niektore toksyny moga pozosta¢ aktywne mimo zabicia komoérek. Przyktadem jest cereulid,
cieplostabilna toksyna wymiotna Bacillus cereus. Dlatego ocena bezpieczenstwa produktu nie moze
ogranicza¢ si¢ do koncowe;j liczby komorek.

2.4. Kinetyka Smierci cieplnej: D, z, F

Wartos¢ D to czas w okreslonej temperaturze T wymagany do obnizenia liczby drobnoustrojow
o jeden rzad wielkoSci (90%) przy zatozeniu log-liniowej inaktywacji. Nie oznacza ona ,liczby
redukcji” — trzy redukcje logarytmiczne odpowiadaja 3 x Dy, jesli model log-liniowy jest adekwatny.
Wartos¢ z oznacza wzrost temperatury potrzebny do dziesigciokrotnego skrocenia D. Parametr F jest
rownowaznym czasem dzialania cieplnego w temperaturze odniesienia przy okreslonej wartosci z. Fo
odnosi si¢ zwyczajowo do 121,1°C i z = 10°C; nie jest uniwersalng miarg skuteczno$ci wobec
wszystkich mikroorganizmow.

Przyklad: dla D7 = 2 min, modelowa redukcja 5 log wymaga 10 min utrzymania produktu
w 70°C. W rzeczywistym procesie trzeba uwzgledni¢ czas nagrzewania, najzimniejszy punkt,
zmienno$¢ opornos$ci i ewentualne odchylenia od przebiegu log-liniowego.
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Schemat modelowej inaktywacji: D = 2 min (dane ilustracyjne)

4 6 8 10
Czas ogrzewania [min]

o
N

Ryc. 1. Model log-liniowy. W praktyce obserwuje si¢ rOwniez ramiona i ogony krzywych przezycia.

3. Odczyn Srodowiska (pH)

3.1. pH zewne¢trzne a homeostaza komorkowa

pH jest ujemnym logarytmem aktywno$ci jondw wodorowych. Bakterie utrzymuja pH
cytoplazmy w zakresie umozliwiajacym dziatanie enzymow, nawet gdy pH produktu rozni si¢ od tego
zakresu. Zakwaszenie otoczenia zwigksza koszt energetyczny utrzymania homeostazy: komorka
aktywuje transport protonéw, systemy dekarboksylaz aminokwasowych, biatka odpowiedzi kwasowej
i mechanizmy naprawcze.

Wysokie pH rowniez destabilizuje gradient protonowy i transport blonowy. Zakres tolerancji
jest cecha szczepozalezng. Drozdze i plesnie czesto dobrze radza sobie w Srodowiskach kwasnych, co
tlumaczy ich udzial w psuciu sokow, przetworéw owocowych i produktéw fermentowanych.

3.2. Kwasy organiczne: dlaczego samo pH nie wystarcza?

Stabe kwasy organiczne w postaci niezdysocjowanej tatwiej przenikaja przez blone.
W cytoplazmie o wyzszym pH dysocjuja, uwalniajac protony i aniony. Prowadzi to do zakwaszenia
wnetrza komorki, zuzycia ATP na przywracanie homeostazy oraz zaburzen enzymatycznych
i transportowych.

Proporcja postaci niezdysocjowanej zalezy od pH i pKa: udziat HA = 1/[1 + 10"(pH — pKa)].
Dwa produkty o tym samym pH moga wigc rdzni¢ si¢ aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowg w
zaleznosci od rodzaju i catkowitego stgzenia kwasu, pojemnosci buforowej oraz sktadu matrycy.

Fermentacja mlekowa dziata nie tylko przez spadek pH, ale takze przez akumulacj¢ kwasow
organicznych, konkurencje o substraty i niekiedy produkcj¢ bakteriocyn. Wrazliwo$¢ patogendéw na
kwasy jest zalezna od wcze$niejszej adaptacji i moze zmieniaé si¢ pod wptywem stresow krzyzowych.

Produkt (przyklad) Typowy charakter srodowiska Gléwna uwaga mikrobiologiczna

Mieko Bliskie obojetnemu Wysoka dostepnos¢ sktadnikow;
wymaga chlodzenia/obrobki

Jogurt Kwasne Zakwaszenie  ogranicza  wiele
bakterii, ale nie wszystkie drozdze

Sok owocowy Kwasne Istotne  drozdze, plesnie i
kwasotolerancyjne bakterie

Mieso Swieze Zwykle lekko kwasne pH zalezy od przemian

poubojowych i gatunku migsa
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4. Dezynfektanty i higiena Srodowiska produkcji

4.1. Mycie, dezynfekcja, antyseptyka, sterylizacja

Mycie usuwa zabrudzenia i znaczng cz¢$¢ mikroorganizmow przez oddzialywanie mechaniczne
i chemiczne. Dezynfekcja ogranicza lub inaktywuje okreslone mikroorganizmy na powierzchniach do
poziomu przewidzianego zastosowaniem preparatu. Antyseptyki stosuje si¢ na zywych tkankach.
Sterylizacja ma inny, znacznie bardziej rygorystyczny cel niz rutynowa dezynfekcja.

Najczestsza przyczyng nieskutecznej dezynfekcji jest pominigcie mycia, niecodpowiedni czas
kontaktu, bledne stezenie, niewtasciwa temperatura, obecnos¢ resztek organicznych albo niezgodnosé
preparatu z powierzchnig. Deklaracje skuteczno$ci nalezy odczytywaé z etykiety i dokumentacji
preparatu, a nie przenosi¢ dowolnie mi¢dzy zastosowaniami.

Grupa Gléwne cele molekularne Ograniczenia

Alkohole Denaturacja bialek, zaburzenia Slabe dzialanie wobec endospor;
bton szybkie odparowanie

Zwiazki chloru Utlenianie  biatek, lipidow i Wrazliwos¢ na obcigzenie
kwaséw nukleinowych organiczne; zgodnos$¢ materialowa

Nadtlenek wodoru / kwas Utleniajace uszkodzenia Wymagaja wlasciwego stezenia,

nadoctowy wielocelowe czasu i procedur BHP

Czwartorzedowe sole amoniowe  Uszkodzenie blon i zaburzenie Ograniczone spektrum, m.in.
przepuszczalnosci wobec spor; wpltyw zabrudzen

Aldehydy Alkilacja / sieciowanie biatek i Istotne ograniczenia

kwaséw nukleinowych

toksykologiczne i proceduralne

4.2. Biofilm, tolerancja i ocena skutecznoS$ci

Biofilm to zorganizowana spoteczno$¢ komoérek zwigzanych z powierzchnig i macierza
zewnatrzkomorkowa. Macierz moze ogranicza¢ penetracj¢ substancji czynnej, a wolniej rosnace
komorki w glebszych warstwach wykazuja inng wrazliwos¢ niz komorki planktonowe. Szczegolne
znaczenie majg odptywy, uszczelki, trudno dostgpne ztgcza i powierzchnie o mikrouszkodzeniach.

Tolerancja na biocyd nie jest automatycznie rownoznaczna z dziedziczng opornoscia. Mozliwe
sa adaptacja fenotypowa, selekcja wariantow i mechanizmy transportu zewnetrznego. Wnioski o
oporno$ci krzyzowej na antybiotyki wymagaja osobnych badan; nie nalezy zaklada¢, ze kazda
ekspozycja subletalna wywotuje taki efekt.

Badania zawiesinowe oceniaja dzialanie w warunkach kontrolowanych, a badania no$nikowe
lepiej odzwierciedlajg dziatanie na powierzchni. W praktyce ocenia si¢ redukcje logarytmiczna, stosuje
neutralizator pozostatosci preparatu i odpowiednie kontrole. W Europie istotna jest rodzina norm EN
14885 oraz normy szczegdtowe odpowiednie dla zastosowania.

5. Konserwanty chemiczne stosowane w Zywnosci

5.1. Zasady skutecznego konserwowania

Konserwant jest sktadnikiem celowo dodanym do zywnosci, aby ograniczyé wzrost
niepozadanej mikroflory w przewidzianym okresie trwato$ci. Skuteczno$¢ zalezy od dawki, pH,
aktywno$ci wody, rodzaju produktu i mikroorganizmu. Konserwant nie naprawia zaniedban
higienicznych ani nie zastgpuje walidacji trwalosci.

Nalezy rozroznia¢ nazwe zwigzku, jego forme¢ chemiczng oraz dopuszczone zastosowanie
prawne. Zakres i maksymalne poziomy stosowania dodatkéw w UE wynikajg z aktualnych przepiséw
i warunkow dla konkretnych kategorii zywno$ci; nie mozna uzna¢ danej substancji za dopuszczong do
kazdego produktu.
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Substancja / grupa Dominujacy mechanizm Przykladowe zastosowanie

Sorbiniany / kwas sorbowy Hamowanie enzymow Wybrane produkty kwasne,
i metabolizmu, szczeg6lnie wyroby piekarskie, sery
drozdzy i plesni

Benzoesany / kwas benzoesowy Posta¢ niezdysocjowana zaburza Wybrane kwasne napoje
homeostaze¢ i metabolizm 1 przetwory

Propioniany / kwas propionowy = Hamowanie plesni i wybranych Wybrane wyroby piekarskie
bakterii

Azotyny Hamowanie okreslonych szlakéw  Wybrane peklowane produkty
metabolicznych, istotne wobec C.  migsne
botulinum

SO: / siarczyny Hamowanie enzymow i reakcji Wybrane napoje, wino, produkty
metabolicznych owocowe

Kwas octowy / mleczan Zakwaszanie i dziatanie stabych Marynaty i fermentacja / wybrane
kwasow receptury

5.2. Azotyny i zagrozenie botulinowe

Azotyny w wybranych wyrobach migsnych ograniczajg zagrozenie zwiazane z Clostridium
botulinum, uczestnicza w ksztaltowaniu barwy i1 wlasciwosci sensorycznych. Ich skuteczno$é
wspoltzalezy od pH, soli, obrobki termicznej, temperatury przechowywania i receptury. Jednoczesnie
stosowanie azotynow podlega restrykcjom ze wzgledu na ryzyko tworzenia N-nitrozozwigzkow. Nie
wolno wyprowadza¢ poziomow dodatku z historycznych receptur bez sprawdzenia aktualnych regulacji.
Istotne jest rozroznienie grup fizjologicznych C. botulinum i ich wymagan wzrostowych. Zywno$¢
pakowana prozniowo lub w atmosferze modyfikowane] wymaga szczegélnej analizy zagrozen
beztlenowych; sam brak tlenu nie gwarantuje bezpieczenstwa.

5.3. Sorbiniany, benzoesany, propioniany i siarczyny

Sorbiniany i benzoesany sg na ogot skuteczniejsze w kwasnym srodowisku, gdy wigksza czes$¢
kwasu pozostaje niezdysocjowana. Wzrost drozdzy i plesni jest czestym punktem krytycznym przy
produktach owocowych; jednak gatunki i szczepy ro6znig si¢ wrazliwoscia, a adaptacja moze ograniczac
skuteczno$¢.

Propioniany wykorzystuje si¢ szczeg6lnie do ograniczania plesni w wybranych produktach
piekarskich. SO: i siarczyny oddzialujg na wiele szlakow metabolicznych i majg zastosowania m.in. w
winie oraz przetworstwie owocowym; ich uzycie wymaga roéwniez uwzglednienia wymogow
deklarowania sktadnikow i nadwrazliwosci czgsci konsumentow.

6. Laczne oddzialywanie czynnikow i stres subletalny

Technologia ptotkéw (hurdle technology) polega na zestawieniu kilku umiarkowanych barier:
temperatury, pH, aktywnosci wody, atmosfery, konserwantow i konkurencji mikrobiologicznej. Bariery
moga dziata¢ addytywnie, synergistycznie albo antagonistycznie. Wyniku nie wolno przewidywac
wylacznie przez proste sumowanie pojedynczych redukcji.

Komorki poddane stresowi subletalnemu uruchamiajg systemy ochronne, np. odpowiedz na
stres og6lny, chaperony, systemy antyoksydacyjne i naprawe DNA. Zjawisko tolerancji krzyzowej moze
sprawi¢, ze adaptacja do jednego stresu zmienia wrazliwos$¢ na drugi, lecz kierunek efektu jest zalezny
od organizmu i warunkow.

W Dbadaniach mikrobiologicznych wazne jest rownolegle rozpatrywanie hodowalnosci,
integralnosci bton, aktywno$ci metabolicznej oraz zdolno$ci do odrostu. Cytometria przeptywowa
z barwnikami Zzywotno$ci dostarcza innych informacji niz posiew; rozbiezno$¢ wynikoOw nie musi
oznacza¢ btedu, lecz rozne definicje stanu komorki.



) UWM w Olsztynie; Katedra Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Miesa
4 Przedmiot: Mikrobiologia ogdlna i zywnosci, Cwiczenie 3

Czes¢ praktyczna

Kazdy bada jeden szczep. Intensywnosé wzrostu porownywac z probq kontrolng

inkubowang w warunkach optymalnych

1. Badanie wplywu temperatur na wzrost drobnoustrojow: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae
Wykona¢ posiewy badanych szczepow oczkiem ezy do 4 probowek z podiozem bulion
z glukoza o pH 7.0.:
a. inkubacja w temperaturze optymalnej - préba kontrolna
b. pasteryzacja w temp. 80°C przez 15 min. i po ostudzeniu inkubacja w temp. optymalnej
c. pasteryzacja w temp. 63,5°C przez 30 min. 1 po ostudzeniu inkubacja w temp.
optymalne;j
d. inkubacja w temp. 7 °C przez 7 dni.
Po inkubacji sprawdzi¢ wzrost szczepow 1 oceni¢ wrazliwos$¢ szczepow na warunki pasteryzacji
oraz temperatury chtodnicze;.

2. Badanie oddzialywania pH Srodowiska na wzrost drobnoustrojow: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae
Wykonaé¢ posiewy badanych szczepéw oczkiem ezy do 2 proboéwek z podiozem bulion
z glukozg o réznym pH:
a. pH4,5
b. pH9,6
Po posiewie inkubowaé proby w warunkach optymalnych dla danego szczepu. Po inkubacji
sprawdzi¢ wzrost szczepOw 1 oceni¢ wrazliwos¢ na kwasne 1 alkaliczne srodowisko.

3. Badanie oddzialywania NaCl na wzrost drobnoustrojow: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae
Wykona¢ posiewy badanych szczepow oczkiem ezy do 2 probdéwek z podtozem bulion
z glukoza (pH 7.0) o r6znym stezeniu NaCl:
a. 45%
b. 15%
Po posiewie inkubowaé proby w warunkach optymalnych dla danego szczepu. Po inkubacji
sprawdzi¢ wzrost szczepOw i1 oceni¢ wrazliwos$¢ na stezenia soli.

4. Badanie oddzialywania dodatku benzoesanu sodu na wzrost drobnoustrojow:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae
Wykonaé¢ posiewy badanych szczepdw oczkiem ezy do 2 probowek z podlozem bulion
z glukoza z dodatkiem 1% benzoesanu sodu o ré6znym pH:
a. pozywka o pH 7,0 z dodatkiem 1% benzoesanu sodu
b. pozywka o pH 4,5 z dodatkiem 1% benzoesanu sodu
Posiewy inkubowa¢ w warunkach optymalnych dla danego szczepu. Po inkubacji sprawdzi¢
wzrost w obydwu probowkach i oceni¢ wpltyw pH na skuteczno$¢ dziatania benzoesanu sodu.
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5. Badanie wrazliwosci szczepOw na dzialanie sSrodka dezynfekcyjnego Pursept-AF
Wykona¢ posiewy badanych szczepow oczkiem ezy do probowki z podtozem bulion z glukoza

(pH 7.0) z dodatkiem 10% s$rodka dezynfekcyjnego.

Posiewy inkubowa¢ w warunkach optymalnych dla danego szczepu. Po inkubacji sprawdzi¢

wzrost 1 oceni¢ skutecznos$¢ dziatania badanego $rodka.

Warunki inkubacji badanych na éwiczeniach szczepow:

Escherichia coli - 37°C przez 48 godzin,
Bacillus subtilis - 30°C przez 48 godzin,

Staphylococcus aureus - 37°C przez 48 godzin,

Saccharomyces cerevisiae - 25°C przez 96 godzin.

Cwiczenie 4

Odczyta¢ wyniki posiewow, zestawi¢ je w tabelach i zinterpretowac

BADANY SZCZEP

E.coli

B.subtilis

S.aureus

S. cerevisiae

proba kontrolna

temperatura 7°C

pasteryzacja w temp. 80°C

pasteryzacja w temp. 63,5°C

4,5
H
x |P 9,6
Z
E 4,5%
N | NaCl
@) 15%
>
Z
< pH4,5
2 Benzoesan sodu 1% PH 7.0
Pursept-AF
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