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Streszczenie

Celem pracy byto poréwnanie i ocena réznych metod sterylizacji termicznej Srodowiska na podstawie
inaktywacji obecnych w nim spor Geobacillus stearothermophilus.

Spory Geobacillus stearothermophilus ATCC 10149 zawieszano w 5 % roztworze tryptonu oraz bufo-
rze cytrynianowym. Obrobke cieplng wykonywano w kapilarach szklanych, uwzgledniajac warianty jed-
no- i dwuetapowe. W wariancie jednoetapowym stosowano proces sterylizacji w temp. 125 °C. W warian-
cie dwuetapowym dodatkowo wprowadzono wstepng obrobke termiczng (115 °C przez 6 min), a nastgpnie
wykonywano sterylizacje w 125 °C.

W jednoetapowym wariancie badan wykazano, ze przy wyzszej temperaturze (125 °C) zastosowanie
niskiego pH (4,0) srodowiska poddawanego sterylizacji zawsze przyspiesza proces inaktywacji zawieszo-
nych wnim przetrwalnikéw, jednak moze wystapi¢ ogonowanie na krzywych przezycia co wymusza
znaczne wydtuzenie czasu sterylizacji. Na podstawie przebiegoéw inaktywacji spor w procesie sterylizacji
realizowanej réznymi metodami wykazano, ze zastosowanie wstepnej obrobki cieplnej zawsze eliminuje
garb wystepujacy w poczatkowym etapie na krzywej przezycia. Przy czym w zadnym przypadku nie
stwierdzono catkowitego wyeliminowania ogonowania, pojawiajacego si¢ na tych krzywych. Stwierdzo-
no, ze wprowadzenie wstepnej obrobki cieplnej przed gtéwnym procesem sterylizacji nie jest korzystne,
poniewaz nie powoduje ona odpowiedniego skrocenia czasu sterylizacji medium w 125 °C. Przeszkoda,
ktora nie pozwala na znaczne skrocenie czasu sterylizacji sa wyjatkowo cieptooporne komorki obecne
w populacji spor. Komorki te, aby przejs¢ w stan zaktywowany, wymagaja dluzszego czasu dzialania
podwyzszonej temperatury niz pozostale spory obecne w populacji, nawet po zastosowaniu wstepnej
obrobki cieplnej.
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Wprowadzenie

Termiczne metody utrwalania zywno$ci skutecznie niszczg mikroflore w niej
obecna 1 z tego powodu sg najczesciej stosowane w praktyce przemystowej. Przy czym
obréobka cieplna produktow moze powodowac¢ nadmierng degradacje sktadnikow labil-
nych. Przyczyng nadmiernej degradacji sktadnikow zywnosci jest najczeSciej zastoso-
wanie zbyt ostrych warunkow sterylizacji, w wigkszo$ci przypadkoéw za dhugiego cza-
su sterylizacji. Z tego wzgledu wcigz poszukuje si¢ nowych rozwigzan technologicz-
nych pozwalajacych na zmniejszenie niekorzystnych zmian zachodzacych w §rodowi-
sku podczas jego utrwalania.

Najbardziej oporne na niszczace dzialanie temperatury sg przetrwalniki wytwa-
rzane przez bakterie termofilne, do ktorych nalezy Geobacillus stearothermophilus.
Uwaza si¢, ze mozna je wykorzystywa¢ jako wskazniki biologiczne, pomocne przy
ustalaniu optymalnych parametrow termiczne;j sterylizacji mediow [7].

Przetrwalniki Geobacillus stearothermophilus moga wystgpowac¢ w roéznych sta-
nach fizjologicznych, ktére okreslane sg jako stan zaktywowany, uspiony (spoczynko-
wy) 1 gleboko uspiony. Shull i wsp. [11] stwierdzili, Zze cala populacja przetrwalnikow
sktada si¢ zarowno z u$pionych, jak i zaktywowanych podpopulacji, oraz ze tylko spo-
ry zaktywowane mogg ulegac destrukcji. Spory w stanie spoczynku (u$pione) general-
nie nie stanowig zagrozenia dla jakosci produktow zywnosciowych, w ktorych sa
obecne, o ile nie wykietkujg. Proces, w ktorym nastepuje przerwanie stanu uspienia
przetrwalnika i przeprowadzenie go w stan zaktywowany nazywany jest procesem
aktywacji. Proces ten powoduje zwigkszenie wrazliwosci przetrwalnikow na czynniki
letalne i jest potrzebny do zainicjowania ich kietkowania i wzrostu. Aktywacje spor
przeprowadzano réznymi metodami: cieplnie, w rownomolowym roztworze wapnia
i kwasu dipikolinowego, stosujac niskie pH, czynniki chemiczne np. alkohol etylowy,
substancje redukujace np. merkaptoetanol czy promieniowanie jonizujace [7]. Parame-
try wymagane do termicznego zaktywowania przetrwalnikow, tj. temperatura i czas jej
dziatania uzaleznione sg nie tylko od rodzaju, ale rowniez od gatunku bakterii. Niekto-
re przetrwalniki, np. wytwarzane przez Bacillus megaterium aktywuja si¢ w temp.
60 °C, natomiast wytwarzane przez Geobacillus stearothermophilus wymagaja 115 °C
[4].

Shull i Ernst [12] wykazali, ze procesy cieplnej aktywacji przetrwalnikow Geoba-
cillus stearothermophilus na skutek przetrzymywania ich w podwyzszonej temperatu-
rze, odpowiadaja za wystgpienie garba/ramienia (ang. shoulder) na ich krzywych prze-
zycia. W populacji przetrwalnikdéw moga wystgpowacé rowniez komoérki skrajnie opor-
ne na temperature, ktorych stan fizjologiczny nazywany jest ,,glebokim” lub ,,super”
uspionym. Uznaje si¢, ze opdznienie czasu aktywacji wyjatkowo cieptoopornych
osobnikéw powoduje ogonowanie na krzywej przezycia spor i wydtuzenie czasu po-
trzebnego do uzyskania jalowego §rodowiska. Nieliniowy przebieg krzywych $mierci
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cieplnej przetrwalnikow jest wynikiem obecnosci w ich populacji osobnikow o rdéznej
wrazliwo$ci cieplnej. Z badan wlasnych [3], jak i innych autorow [10] wiadomo, ze
w takim przypadku przebieg krzywych przezycia zalezy od poczatkowego stezenia
przetrwalnikow bedacych w okreslonym stanie fizjologicznym (udziatu spor zaktywo-
wanych, uspionych i ,,gleboko” uspionych) oraz szybkosci procesow aktywacji spor
uspionych i ,,gleboko” uspionych, a takze destrukcji spor zaktywowanych.

W literaturze przedmiotu istnieje rozbiezny poglad odno$nie wplywu wystgpienia
garba 1 ogonowania na krzywej przezycia przetrwalnikdw na parametry opisujace po-
ziom ich cieptoopornosci. Wielu autorow, mimo ze wykazalo wystgpienie takich eta-
poOw na krzywych §mierci cieplnej, nie uwzglednia ich w dalszej analizie procesu inak-
tywacji spor. Przykladowo Mazas i wsp. [6] wykazali, ze na licznych krzywych $mier-
ci cieplnej spor Bacillus cereus wystegpowat ,,garb” i ,,ogon”. Przy czym przy opraco-
wywaniu wynikéw badan uwzgledniano jedynie prostoliniowe odcinki krzywych prze-
zycia, z ktorych wyznaczano warto$ci czasu dziesigciokrotnej redukcji. Lynch i Potter
[5] rozpoczynali analize¢ przezywalno$ci cieplnej spor bakteryjnych po 150 s prowa-
dzenia obrobki cieplnej w celu uniknigcia nieliniowego trendu krzywych $mierci. Te-
jedor i wsp. [13] przeprowadzali wcze$niejsza aktywacje cieplna badanej populacji
spor, zeby wyeliminowa¢ garb w poczatkowym okresie krzywych przezycia spor Geo-
bacillus stearothermophilus. Niektorzy autorzy uznaja nieliniowe przebiegi krzywych
$mierci cieplnej spor bakteryjnych. Peleg [8] uwaza, ze przy wykreslaniu krzywych
przezycia niedopuszczalne jest pomijanie punktow eksperymentalnych. Podobnie Cou-
vert 1 wsp. [1] twierdza, ze w przypadku nieliniowego przebiegu krzywej przezycia
spor, odczytywanie wartosci D z odcinka przebiegajacego wedtug reakcji I rzedu do
okreslenia cieptoopornosci mikroorganizmow jest nieodpowiednie i obarczone duzym
btedem.

Przyczyna pomijania zjawiska ogonowania przy opracowaniu wynikow przez
niektorych autorow jest prawdopodobnie niski poziom stezenia przetrwalnikow,
przy ktorym jest ono czegsto obserwowane. Uwaza si¢, ze zjawisko ogonowania wyste-
puje na granicy btedu oznaczen i dlatego nie bierze si¢ go pod uwage w dalszym opra-
cowaniu wynikow badan. Wedlug autorow tej publikacji zjawisko ogonowania nie
moze by¢ lekcewazone, poniewaz nawet mate stezenie przetrwalnikéw pozostatych
przy zyciu w produkcie po obrobce cieplnej moze stanowi¢ zagrozenie dla jego jako-
$ci.

Wyniki analiz przebiegu krzywych przezycia cieptoopornych spor w zaleznosci
od réznych warunkow obrobki cieplnej sg przydatne przy poszukiwaniu mozliwosci
ich ztagodzenia. Wyeliminowanie zjawiska ogonowania na krzywych przezycia po-
zwolitoby na skrocenie czasu sterylizacji sSrodowisk, a tym samym na uzyskanie jato-
wych srodowisk lepszej jakosci.
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Proces aktywowania przetrwalnikow (przeprowadzanie ich w stan zaktywowany)
przez zastosowanie podwyzszonej temperatury przed gldéwnym procesem sterylizacji
stosowalo wielu autorow [np. 13, 14]. W ten sposob eliminowano garb wystepujacy
w poczatkowym okresie krzywej $mierci cieplnej spor. Przy czym w literaturze brak
jest informacji dotyczacych wptywu aktywowania termicznego przetrwalnikow na
przebieg ich inaktywacji w procesie sterylizacji termicznej, szczegolnie na eliminacje
zjawiska ogonowania na krzywej przezycia spor.

Celem pracy byto poréwnanie réznych metod wyjalawiania $rodowiska,
ze szczegblnym uwzglednieniem wptywu zakwaszania §rodowiska oraz zastosowania
dodatkowej obrobki cieplnej na przebieg destrukeji spor Geobacillus stearothermophi-
lus.

Material i metody badan

Materiatem biologicznym stosowanym w badaniach byl szczep Geobacillus stea-
rothermophilus ATCC 10149 z American Type Culture Collection. Metodyke otrzy-
mywania przetrwalnikow opisano w publikacji [2].

W celu przeprowadzenia analizy przezywalnosci przetrwalnikow badanego
szczepu zawieszano je w 5 % roztworze tryptonu lub buforze cytrynianowym. Tego
typu $rodowiska sa czgsto wykorzystywane jako roztwory modelowe w badaniach
dotyczacych cieptoopornosci mikroorganizméw. Stosowano roztwor tryptonu o jego
naturalnej wartosci pH 7,1 oraz obnizanej do 4,0 kwasem cytrynowym. Przezywalnos¢
spor Geobacillus stearothermophilus analizowano zawieszajac je w buforze cytrynia-
nowym o pH 4,0 i 5,0. W niektorych przypadkach zastosowano dodatek NaCl.

Eksperymenty prowadzono w kapilarach szklanych (§rednica zewngtrzna 1,4 mm,
$rednica wewnetrzna 0,8 mm, dlugo$¢ 200 mm). Po napetnieniu kapilary analizowang
zawiesing oba jej konce zatapiano w ptomieniu palnika. Obrobke cieplng prowadzono
w wariancie jedno- i dwuetapowym. W pierwszym stosowano jedynie proces steryliza-
cji w temp. 125°C. W drugim dodatkowo przed wiasciwg sterylizacja stosowano
wstepng obrobke termiczng (115 °C przez 6 min).

Liczbg przezywajacych komoérek (N) okreslano za pomoca metody plytkowej
na podlozu regeneracyjnym [3], wykonujac od 4 do 6 powtorzen dla kazdego czasu
ogrzewania. Ptytki inkubowano w temp. 55 °C przez 48 h.

Wyniki analiz przedstawiono na rysunkach w skali pétlogarytmicznej jako zalez-
no$¢ liczby komérek (N) od czasu prowadzenia obrobki cieplne;.

Wyniki i dyskusja

W wyniku sterylizacji wykonanej metoda jednoetapowsa, w zakresie temperatury
115 — 125 °C wykazano, ze wystapienie zjawiska ogonowania na krzywej $mierci cie-
plej spor jest najczgstsze w trakcie procesu sterylizacji prowadzonego w wysokiej tem-
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peraturze (125 °C) i przy obnizonej wartosci pH srodowiska. Przy czym Mwangi [7]
nie wykazala obecnosci zjawiska ogonowania na krzywych $mierci cieplnej spor Geo-
bacillus stearothermophilus, pomimo ze zastosowala temperaturg¢ 150 °C. Autorka
prowadzita eksperymenty, zawieszajac przetrwalniki w wodzie peptonowej, ktorej
warto$¢ pH bliska jest oboj¢tnej. W badaniach wtasnych roéwniez wykazano, ze zasto-
sowanie wyzszej temperatury sterylizacji i obojetnego odczynu wyjatawianego $rodo-
wiska eliminuje ogonowanie na krzywej przezycia przetrwalnikow (rys. 1 ,,47).

o«

E g N pH4,0
23 71 & pH7,1
7 7z M . ¢ N<1 jtk/ml
g0 &0 6- [ ] N <1 cfu/ml
-2 e .
5 -
| L 2
4
3 *
2 -
L 2
1 -
5 n
i ¢
0 i L L L L { L L L L { L L L L t L L L { L L L L { L L L L { L L L L { L L L L { LA L
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Czas [s]
Time [s]

Rys. 1. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus w jednoetapowej metodzie sterylizacji.
Fig. 1. Survival curves of Geobacillus stearothermophilus spores under one-stage method of steriliza-
tion.

W literaturze przedmiotu nie okre$lono jednoznacznie zakresu st¢zenia przetrwal-
nikow przezywajacych w procesie sterylizacji, ktore powoduja ogonowanie na ich
krzywej przezycia. Stezenia przetrwalnikéw zdolnych do kietkowania i wzrostu, uzy-
skane w koncowym okresie prowadzenia procesu sterylizacji, czesto ksztaltujg si¢ na
bardzo niskim poziomie. W przypadku spor wytwarzanych przez Geobacillus stea-
rothermophilus moga to by¢ wartosci na poziomie kilku lub kilkunastu kolonii w jed-
nym mililitrze §rodowiska poddanego obrébce cieplnej. Przezywalnos¢ spor w konco-
wym etapie prowadzenia procesu sterylizacji oznaczana jest metodg wysiewdw bezpo-
srednich, w zwigzku z czym unika si¢ btedu rozcienczania proby. Tak uzyskane wyniki
dowodzg, ze jesli zjawisko ogonowania na krzywych przezycia spor wystepuje, to
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najczesciej przy bardzo matych ich stezeniach w srodowisku i nie jest to blad oznacze-
nia.

Na rys. 1. przedstawiono krzywe przezycia przetrwalnikow zawieszonych
w Srodowisku modelowym, tj. roztworze tryptonu o wartosci pH 7,1 i 4,0. Obnizenie
pH srodowiska do 4,0 kwasem cytrynowym powodowato skrocenie catkowitego czasu
procesu inaktywacji spor. Przy czym mozna przypuszczaé, ze w tym przypadku istnie-
je mozliwos¢ dodatkowego skrocenia czasu obrobki termicznej srodowiska na skutek
wyeliminowania zjawiska ogonowania pojawiajacego si¢ na krzywej przezycia spor.
Wystgpienie garba w poczatkowym etapie krzywych przezycia spor Geobacillus stea-
rothermophilus (rys. 1) tlumaczy si¢ przewagag proceséw aktywacji spor u$pionych
nad procesami destrukcji spor zaktywowanych lub réwnowaga mi¢dzy tymi procesami.

W celu eliminacji zjawiska ogonowania na krzywej przezycia spor zawieszanych
w $rodowisku o wartosci pH 4,0 i 5,0 wprowadzono dwuetapowa metodg sterylizacji.
Dodatkowa obrobka termiczna, zastosowana bezposrednio przed wlasciwym procesem
sterylizacji, miata na celu aktywacje spor uspionych i ,,gleboko” uspionych. Parametry
procesu aktywowania przetrwalnikow (temperature i czas jej dziatania) ustalono na
podstawie wlasnych danych dos$wiadczalnych oraz danych literaturowych. Tejedor
i wsp. [13] oraz Wandling i wsp. [14] aktywowali przetrwalniki przez 15 min w temp.
100 °C, Wescott wsp. [15] w 105 °C roéwniez przez 15 min, Rodrigo i wsp. [9] zasto-
sowali taki sam czas, ale wyzszg temperature 110 °C.

Na rys. 2 - 5 wykreslono w skali potlogarytmicznej krzywe przezycia spor Geo-
bacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 125 °C, w réznych srodowi-
skach, zarowno populacji spor poddanej, jak i niepoddanej wczesniejszemu ogrzewa-
niu w temp. 115 °C przez 6 min.

Czas sterylizacji w temp. 125 °C wymagany do wysterylizowania srodowiska
(bufor cytrynianowy o pH 4,0 i pH 5,0 a takze o pH 5,0 z dodatkiem 1 % NaCl)
w wariancie dwuetapowym byt krotszy o 30 - 40 % w stosunku do czasu sterylizacji
prowadzonej wedlug wariantu jednoetapowego (rys. 2, 4, 5). Przy czym skrocenie
czasu sterylizacji w temp. 125 °C w wariancie dwuetapowym powinno by¢ znacznie
wigksze, aby bylo to rozwigzanie korzystne, pozwalajgce na uzyskanie lepszej jakos$ci
srodowiska.

W przypadku przetrwalnikow zawieszonych w buforze cytrynianowym o pH 4,0
z dodatkiem 1 % NaCl ich stezenie po wczesniejszej obrobee cieplnej zmniejszyto si¢ az
o cztery jednostki logarytmiczne (rys. 3 ,,8”). Pomimo tak niskiego poczatkowego steze-
nia przetrwalnikdw czas inaktywacji calej populacji w temp. w 125 °C, w wariancie
dwuetapowym, byl poréwnywalny z czasem sterylizacji w eksperymencie jednoetapo-
wym. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono, ze wykonanie sterylizacji w spo-
sob dwuetapowy eliminuje garb na krzywych przezycia spor. Przy czym w zadnym
przypadku nie zaobserwowano calkowitego wyeliminowania zjawiska ogonowania.
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Rys. 2. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 125 °C
w buforze cytrynianowym o pH 4,0.
Fig. 2. Survival curves of Geobacillus stearothermophilus spores kept at 125 °C in citrate buffer of pH

4.0.
. 8
}E. % @ wariant jednoetapowy
= ‘E 7 s o one-stage varinat
z
o0 %‘j 4 @ wariant dwuetapowy
S35 67 N two-stage variant
5
4
30 L 2
L
2 1 ¢ ¢
¢ . s
1 L] 2
e ¢
0 T T T Y ' Lo
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
-1
Czas [s]
Time [s]

Rys. 3. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 125 °C
w buforze cytrynianowym o pH 4,0 z udziatem NaCl (1 g/100 ml).

Fig. 3. Survival curves of Geobacillus stearothermophilus spores kept at 125 °C in a citrate buffer of
pH 4.0 with NaCl (1 g/100 ml).
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Rys. 4. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 125 °C
w buforze cytrynianowym o pH 5,0.
Fig. 4.  Survival curves of Geobacillus stearothermophilus spores kept at 125 °C in citrate buffer of pH
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Rys. 5. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus przetrzymywanych w temp. 125 °C
w buforze cytrynianowym o pH 5,0 z udziatem NaCl (1 g/100 ml).

Fig. 5. Survival curves of Geobacillus stearothermophilus spores kept at 125 °C in citrate buffer of pH
5.0 with NaCl (1 g/100 ml).
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Wyniki otrzymane w dwuetapowym wariancie sterylizacji Swiadcza o obecnosci

w populacji spor wyjatkowo cieptoopornych osobnikoéw. Komorki te wymagajg sto-
sunkowo dlugiego czasu dziatania podwyzszonej temperatury, aby przej$¢ w stan zak-
tywowany. Aktywacji tych spor nie przyspiesza niskie pH $rodowiska, ani obecnos¢
w nim chlorku sodu.

Whioski

1.

W jednoetapowym wariancie eksperymentu, przy wyzszej temperaturze (125 °C),
zastosowanie niskiego pH (4,0) srodowiska poddawanego sterylizacji przyspiesza
proces inaktywacji zawieszonych w nim przetrwalnikéw, jednak moze wystapic
ogonowanie na krzywych przezycia.

Wprowadzenie dodatkowej obrobki cieplnej srodowiska bezposrednio przed gltow-
ng sterylizacja eliminuje garb wystepujacy na krzywych przezycia, jednak
nie pozwala na calkowite wyeliminowanie zjawiska ogonowania.

Skrocenie czasu sterylizacji w temp. 125 °C, w dwuetapowe]j metodzie sterylizacji,
w odniesieniu do metody jednoetapowej, nie jest wystarczajace, aby uznaé t¢ me-
tode za korzystng dla jakosci srodowiska. Sumaryczna dawka ciepla dostarczona
do srodowiska w trakcie wstepnej obrobki cieplnej oraz procesu sterylizacji powo-
duje obnizenie jakosci Srodowiska.

Sktad badanego srodowiska ma duzy wptyw na kinetyke aktywacji termicznej spor
uspionych oraz mozliwo$ci skrocenia czasu sterylizacji (w 125 °C).

Wykazano, Ze najbardziej cieptooporne spory obecne w populacji, nawet po zasto-
sowaniu dodatkowej obrobki cieplnej, bardzo wolno przechodza w stan zaktywo-
wany.
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THERMAL INACTIVATION OF GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS SPORES UNDER
STERILIZATION PROCESS

Summary

The objective of this study was to compare and assess various thermal sterilization methods of envi-
ronment based on the inactivation of Geobacillus stearothermophilus spores present therein.

Gebacillus stearothermophilus ATCC 10149 spores were suspended in an water tryptone solution
(5 g/ 100 mL) and in a citrate buffer. The spores studied were thermally treated in glass capillary tubes;
two variants of this thermal treatment were considered: one-stage and two-stage variants. Under the one-
stage variant, a sterilization process was applied at 125° C. Under the two-stage variant, a preliminary
thermal treatment (115 °C for 6 minutes) was added and preceded the sterilization process at 125 °C.

During the one-stage variant of the research project, it was proven that at a higher temperature
(125 °C), the application of low pH (4.0) of the medium under sterilization always accelerated the inacti-
vation process of the spores suspended therein; however, a survival curve tailing might occur, thus, forcing
the considerable extension of the duration time of sterilization.

Based on the progressing of spore inactivation processes during the sterilization carried out using differ-
ent methods, it was shown that the use of the preliminary thermal treatment always eliminated a shoulder
occurring on the survival curve at the initial stage of the process. Then again, no event was reported where the
tailing appearing on those survival curves was fully eliminated. It was found that the introduction of a prelim-
inary thermal treatment prior to the main sterilization process was not beneficial since it did not cause the
duration time of sterilizing medium at 125°C to be reduced. An obstacle to hinder any significant sterilization
time reduction are the extraordinarily heat-resistant cells present in the population of spores. Even after the
application of preliminary thermal treatment, a higher temperature should be applied for a longer time in
order to activate those cells compared to other spores present in the population.

Key words: thermal sterilization, Geobacillus stearothermophilus, inactivation of spores
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