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subletolne uszkodzenie termiczne komórek
wegetotywnych metodorni stosowonymi

w przemyśle spożywczym
Okres kiedy uw,ażamo, że surowce spożywc,ze

mogą być przekazyw,ane d,o dalszego prz,etwór-
stwa i obrofu tylko wtedy, g,dy są wolne od ba-
kterii cholrobotwórczych należy do przeszlości.
Od dawna było wiadoffiyffi, że w,arzywa, s,zcze-
gólnie o pędach iada]nvch rosnących w ziemi
mogą na swei powierzchni być zanieczy]szczone
bakteriami chorobotwórczymi, przede łl,szyst-
kim clostrżdżum batulinum, Dalsze badania
ud,owo,dniły, że tuszl<i drobiorve oraz jaja są
w wysolkim procerlcie zam,ieczyszczone patecz-
karni z grupy Salmonella. W rnleku i iego prze-
tw,orach stwierrdzany jest groinkowiec en-tero-
toLksyczrry (4B). }"{ięso zwierząt rzeźnycll bar
dzo łatwo ułega zanie czy|szczeł^irlJ powi erzchn,io-
wemu pałeczkami z grupy Salmonella i dzięki te-
mu są one wykazywanó w Polsce w blisko 100/o

badanych prób kiełb,as suroryvycLr wędzonych,
wędzonek, kiełbas iparzon}ch i rnięsa rnielorrego
(B). Również ryby ,riLie są wolne od teg,o prc-
blemu i u słodkowodnych stwierdzono praktycz-
nie wszystkie niebezpieczne dla człowieka ba-
kter.ie (67). Rlby morskie, s,zczególnie pocho-
dzące z niektórych akwe,nów są zanieczy,szczo-
ne takimi bakterriami choroib,ot-wór,czymi, jak
Iaseczki iadu kiełbasianego (60) ,9pą2 Vżbrżo pa-
rahaemalgtżcus (69).

Is,tniejąca sytuacja powolduje koniecz,ność
zrniany,do,tychczas obowiązujących poglądów.
Obecnie panuie juz zgodn,ość poglądów, że do-
rnii,nująca ilość prz"vpadków zatlruć pokarmo-
wych spowodowan,a jest błędami technołogicz-
nymi. Jeże\i np. w czasie przer,obu użYta zo-
stanie zuniżona ternp,eraćuir"a obróibki +"er:micz-

nej, do tego ,dołączy się niewłaściwy proces
chłodzenia a cykl błędów ,zostanie zamknięty
zbyt wysoką terrlperatura o,br,o,tu, to wtedy są
stwarzane,9,flp,9qliedniie warunlei dla przeżyeia
i bytowania dr,oibnouistroiów gnilny,ch i choro-
iootwórcz5rch. W tej sytuacji za z,dr6Ńje konsu-
menta musi bvć obciązony producent i dvstrybu-
toir. wśród innych do obowiązków organów
u,rzędowego nadzoru porłrirrna nale,żeĆ kontro-
la prawidłowości wdrażanych i stosovranych
parametrółv technologiczn;loh. Zdaniern bowiem
niektórych kieru.n ków przetw-ółlstwa właściwego
musi być zas,tosowanie takich p,arametrów w
czasie przerobu, by flora ,szlrodliwa zginęła,

została uszko,dzona i zredukowana w zas,a,dni-
c:zycłl ilcściach. W ,cza przechowywania i
podczas obrotu muszą ć stworzone iedno-

szereq czynników fizyko-che,mieznvch może
hvć przyczr.ną uszkodzenia lub śmieici komó-
rek rxzegetatywnych, wzglę,dnie najlelp,iej poz-

ponrzeJ

Temperatury subminimalne
Temperatury subminima]ne dla drobn,ołrstro-

iów mezo- i termofilnvch 1eżą leszeze w zakre-
sie temperatur plusowych, dla psychrofili są to
tempera_turv ujemne.

przrrimuje się, że temperatury submininralne
sa przyezyna przeiścia komórek w stan anabio-
zy, Słuszn,ość tego w przypadku za-
rodnj,kórv nie bud.zi ości, r,y odni,esieniu
,do komórek weqetatywnych natomiast t,ak tem-
peratury strbrn-inirnalne p usowe, iak i minuso-
we mogą rórvnie,ż być przyczyną ich uszko-
dzenia a takze śmierci.

Temroeratu,ry subminimalne w zakresie plu-
sowym rnoqą u szere,qu catunków wv,wołvwać
let,al,ny szok. -§zvbkie chłodzenie ] 08/m] komó-

trzvmywaniu zawiesinrl tej bakterii w zbufo-

wraz ze zmnie-iszaniem się jej gestości. Podczas
takiego chłodzenia zawiesiny po,iawiaia się w
środowisku wewnątrzkomórkowe aminokwasy,
ATP i kw. nukleinowy, które, poza ATP, po do-
daniu c]_o świeżej zawiesiny, niezależnie od l'ej
sestoścj działaią na nią ochronnie podczds chło-
dzenia. Podobne właściwości ochronne posiada
także wprowadzona do środowiska saeharoza i
jonv magnezu oraz wapnia (58).

Przy wyjaśnieniu na poziomie molekularnym wpł5r-
wu niskich temperatur na urvalnianie ptzez mikroor-
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ganizmy wewnątrzkomórkowych roztworów przyjmu-
je się możIiwość istrienia trzech podstawowych me-
chanizmów, z którydn każdy mógłby oddziaływać
oddzielnie lub w dowolnych kombinacjach z pozosta-
łymi (15):

a) pierwszy z rozlvażanych związany jest z inakty-
wacją w niskich temperaturach określonych białek
permeaz. Wydaje się jednak, że możliwości działania
tego mechanizmu ogranicza wielokrotnie wykazyrxłana
zdeżlość między rninimalną temperaturą rozmnaża-
nia drobnoustrojów a składem chemicznym środowi-
ska,

b) drugim możliwym mechanizmem mógłby być de-
ficyt energii koniecznej do aktywnego transportu roz-
trvorów. Deficyt ATP jest Wzy tyrn mało prawdopo-
dobny, ponieważ w temperatulach niższych od mini-
malnych nie ustaje oddycha:rie drobnoustrojów, choć
równocześnie w tych samych rłlarunkach związek ten
pojawia się rv środowisku otaczającym komórkę. Naj-
większe ilości ATP stwierdza się po pół godzinie trzy-
mania populacji Aerobacter aerogenes w temp. 0o. Po
tym czasie zanika on do ilości ślado,1vych w wyniku
albo resorpcji, adsorpcji albo biodegradacji (59),

c) za najbardziej prarvdopodobną przyczynę p|zyj-
muje się występowanie zmian w budowie molekular-
nej błony cytoplazmatycznej, W temperaturach submi-
nimalnych krzepną lipidy zarvarte w biomembranach
i wtedy zgodnie z ,,modelem płynnej mozaiki" drobiny
białka pły,"r,ające lv półpłynnej warstwie lipidowej
błony cl,toplazmatycznej zostają urieruchomione. Do
unieruchomionych drobin należą również białka per-
meaz,

Największa wrażliwość na szok zimny rr.ystępuje u
,*óżnych gatunków bakterii rv populacji znajdującej
się w fazie wzrostu logarytmicznego. Jest ona silniej
w5,rażo:ra u komórek rvyrosłych na podłożach che-
micznie zdefiniowanych. Wymieranie populacji Pseud,o-
lnonas sp. jest tym większe, im prostszy pod r,vzglę-
dem składu chemicznego był płyn zawieszający (16).

Komórki E. coli będące rv fazie wzrostu logarytmicz-
nego po przeniesieniu do środor.vsika o tempe,raturze
nieco niższej od minimalnej przestają się dzielić, Mimo
to gęstość optyczna populacji loś:rie w 6,yniku two-
rzenia się postaci nitkowatych, dochodzących do
300 ,ił długości. Jest to wynikiem dalej trtvającego
procesu syntezy DNA, RNA, ł:iałka i glikopeptydu.
Komórki olbrzymie przeniesione do 30o szybko t.ł,o-
rzą przegrody międzykomórlrowe, w rvyniku czego
powstają pojedyncze, krótkie komórki (25, 54).

Temperattrry ujemne

Obserwacja u d,robnoustro.jów zjarvisk zacl1o-
dzących w ujemnych temperatlrrach subłrrini-
malnych i ltsia]anie przyczyn ich powstawania
jest utrudnione. Wynika to z braku możliwości
wykonania rożnycłl .badań komórki w stanie
zamrożonyrrr i konieczn,oŚci stwier,dzania skut-
ków zamrozenia dopiero po tozmrożeniu, Efekt
mł:ożenia i tozmrażania oceniany jest więc
łącznie,.

Mrożąc i rozmrażając populację drobnoustro-
jów stwierdzoT|o, że w poró\Ąmaniu z wyjściową
IicZba komórek po r,ozrnrlożenitr jest n-rniejsza.
Z powyższego wyprowadzono wniosek, że za-
biegi te Lącznie powodują śmierć części popula-
cji. Initensywność obumierania komórek zależy
o,d gatunku i lpolstaci drobrroustroju, składu
chemicznego śro,dowiska, w którym są one za-
mrazane a także od szybkośoi i końcowej tem-
perratury mrozenia i rozmrazania,

Pocl rn,zglęc-lern lł,,r,ażlirvości na terrrperlltuly s,.rbnri-
nimalne minusolve, drobnoustroje można podzielić ra
4 grupy;
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a) przeżywające rozmaite warunki mrożenia i roz-
mrażania a do tej grlpy zaliczane są przede wszystkim
zarodki bakteryjne. Rórvnież szereg gatunków wege-
taty,wnych komórek bakteryjnych jest niewrażIiwych
i zwykle po:rad 500/o, a często nawet g09o mikrokoków,
paciorkowców i gronkowców przeżywa nawet długie
okresy przetrzymywania !v stanie zamrożonym
(4, 32, 66).

b) niewrażliwe na proces zamrażania, wymierające
natomiast w czasie przetrzymywania w stanie zamro-
Zonym,

c) wrażIiwe na proces zamrażania i wymierające w
czasie przetrzymywania r,v starie zarlrożonym,

d) ginące w czasie mrożenia praktycznie niezależnie
od warun]<ó,"v środorviskowych (17).

Do ostatniej grupy rrależą tylko nieliczne gatunki;
w zasadzLe wszystkie posiadające znaczenie lv prze-
myśle spożywczym należą do trzech pierwszych grup.

Czynniki chroniące bakterie przed śmiercią mogą
byc produkowane przez poptrlację, mogą także wyni-
kać ze skiadu chernicznego środowiska. Podobnie jak
w temperaturach subminimalnycl-t plusowych, w trakcie
mrożenia gęstej populacji bakterii wydzielają one do
środowiska substancje wewnętrzkomórkowe, które
działają ochronnie. Określo,no je mianem ,,czynników
ochronn),ch", a iclr rola polega na trłatwianiu przej_
śoia komórkom do stanu pełnej sprarvności fizjolo-
gicznej, Jeżeli popuJ.acja jest mniej gęsta, ich stęże-
llie w środowisku jest za riskie dla r,vy,wołania tego
efektu (16).

Do zwlązanych ze środowiskiem substancji chemicz-
nych działający,ch ochronnie podczas mrożenia i prze-
cho\^/y\Ą,ania zaltczane są zlviązki lł,ysokocząsteczkowe
jak koloidy, białka mleka, żelatyna, mieszaniny kom-
plekso.,ve w posta'ci wyciągów mięsnych oraz niektóre
związki niskocząsteczkowe jak glicerol, sacharoza, glu-
koza, ),aktoza a także amidy dwumetylowe kwasórv
mrówkowego i octorł,ego i amid jedrometylorvy k,ł,asu
octowego.

\Mpływ szybkości mrożenia i warunków przechorvy-
,,t,arria na przeżyt anie bakterii jest różny u mezofili
i psyclrrofili. Najwyższy procent mezofili ginie przy
rnr.ożeniu ltlolnym \,v temp. do -10o, na psychrofile
natomiast barciziej szkodliwy wpływ r,vylviera mroże-
nie szybkie i lvolne rozmrażanje (ll),

Przyczyna bójczego działan-ia zirnna wobec
drobnoustrojów nie zostaŁa do dziś jedn,oznacz-
nie określona. Aktualnie istnieją dwie teorie
Llsiłujące wyjaśnić,zjawisko śm,ierci chłodnicze,j.
Teoria stalsz,a, któ,ra nie została jednak od-
rzucona, przyjmuje jako przyczynę meohanicz-
ne uszkodzenie komórki. Może ono być powo-
dowane przez kryształy 1odu, trłlorzące się pod-
czas mrożenia w środorvis]ku otaczającyrn ko-
mórkę, względnie w jej wnętrzu, Za znacze-
niem kryształów zewnątrzkomórkowych prze-
nawiałoby największe wyrn]ieIanie komórek
w- końcowych s,tadiach krystalizacji lodu a bez-
pcśred,nią przyczyną śmier,ci w tym pr,zypadku
rriiałoby być ich miażdżenie. Tworzenie się kry-
ształów ]^Iewnątłzkomórrkowych _obserwowano
u szeregu drcbnoustrojów i ich działanie letal-
ne sprowadzono d,o mozliwości przebijania e]e-
mentów morfotycznych, plze,de wszystkim bło-
ny cytoplazmatycznej.

Przeciwstawny pogląd zakłada, ze nechaniz,m
tego zjawiska oparty jest na powstającej rożni-
cy ciśnień osmotycznych między wnętrzem
komórki a otaczającym śro,dowiskiem lub na-
ruszeniem szczelności błon komórkowych. Pier-
wszy z tych nrechaniznrów jest n-rclzliwy dzię-
ki szybkiej krystalizacji wody łv śr-odo,wisku
i wytwarzałliu się wskutek tego ciśnienia hy-
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czasiE mrozenia swoje właściwości i zanlrożo-
ne a potem tozmrożone E. colż ulega-ją lizie prod wpływern i tryptofańu,
a ]^,ięc en,zymów nieaktywnych w stosunku ,do
norm,alnych komórek tej grupy (30).

tzenie się kryształów lł,ewnątrzkomórkowych
przy mrozeniu decydującą
r,o1ę odgrywa o Iuh zagę-
szczenie rozŁw,o ie dzi,ałają
od siebie niezależnie i addytywnie a prawdopo-
dobnie efekt końcowy jest skutkiem ich sy-
nergiZmu.

Ostatnio wykazano, że śmierć pod wpływem mro-
żenia może być natychmiastowa lub opóźniona d,o 24
godzin. Śmierć bezpośrednia E. colż Blr f,lrzy mroże-
niu szybkim_ obejmowała 6896 poputacji, przy mrożeniu
woln).rrr 230h. Przy przetrzyrnywaniu w -20o śmierć
opóźniona wyniosła odpowiednio l70l0 1 7l0l0, Ostatnie
badania wiążą stan błony cytoplaztlaiycznej bakterii
ze zmianami w DNA komórki. Pod wpływem mroże-
nia dochoclzi do degradacji odporviedzialnych za jej
stan segmentów DNA i stwierdzono pełną korelację
nriędzy stopniem uszkodzenia komórki a ilością uszko-
dzonego DNA. Każdy bołviem typ mrożenia po,rvoduje
pewną ilość pojedynczych pęknięć przybtzeżnych DNA
(single strand breaks : SSB) i przy rnrożeniu szybkim
stopień fragmentaryzacji jest wysoki (SSB : B), a przy
mrożeniu wolnym niski (SSB : 2,3). W czasie prze-
trzy-rnywania w temp. -20oC komórek łvo]no zamro-
żonych ich SSB wzrasta z' 2,3 do 11,8 po upływie 24
godzin, podczas gdy u kołnórek mr.ożonych szybko
zmiany te są dużc słabiej zaznaczone (3),

W ten ,sposób wyłania się przyyluszczenie, że śmierć
bakterii jest związana z degradacją DNA i plzebiega
pod wpływem mrożenia na poziomie molekularnym.
Teoria uttaty pl:zez DNA jego funkcjonalnej integral-
ności jest do pogodzenia ze statszymi, przyjmującymi
za przyczynę śmierci zamrażaIriczej uszkodzenie błony
cytoplazmatycznej. Istnienie tych powiązań między
DIrTA a błoną cytoplazmatyczną komórek bakteryjnych
zostało dobrze udokumentowane (3).

Efektem mrożenia nie jest tylko albo ptzeżycie peł-
nosprawn;rclr komórek drobnoustrojów luŁr ich śmierć.
Część spośród przeżywających jest,,metabolitycznie
uszkodzona" a przejawia się to zdolnością d_o tworze-
nia kolonii tylko na podłożach bogatych, przy braku
możliwości tozmnażania na po,dłożach ubogich (4, 36,
4l, 42, 49,57,73). Na tych ostatnich podłożach komórki
uszkodzone nie są w stanie syntetyzować niektórych
podstarvowych metabolitórv.

Badanie uszkodzenia limitorvaniem niektór,ych a_mi-
nokwasów w podłożu pozwalają pt:zypuszczać, że
albo w wyniku mrożenia i zmian przepuszczalności
błon komórrkowych stężenia wewnątrzkomórkowe

neracji danej kornórki. Badania przy użyciu szczepów
E. coli, Aerobacter a,erogenes, Serratla mdrcescens
i Pseudomonos sp, wykazały, że do ich regeneracji ko-
nieczne były różne aminokwasy (31).

Komórki uszkodzone metabolitycznie mrożeniem nie
posiadają zdolności do rozmnażania się na podłożach
z dodatkiem związków selektyrvnych (24, 44). Po roz-
nrożeniu do tłrnętrza uszlcodzonych ko,mór,ek dt,ożdży
mogą wnikać ctłr,yniany i insulina (11), rółvrież
ściany komórek bakteryjnych stają się bardziej prze-
puszczalne dla różnych r.oztworów i nawet jonólv tok-

sycznych. tym ostatniin przypadku przypuszcza się,
że w pod ach umożliwiających ,wzrost komórek

- U komórek uszkodzonych metabolityczlrie lv tem.-
peraturach subminimalnych obserwuje się także zrnia-
ny niektórych podstawowych cech fizjologicznych.
U E. col"ź i Pseud,omonas Jluorescens (5\ oraz Aero-
bacter aerogenes (49) obserwowano wydłużenie czasu
trwania lagfazy. C,zas ania jedrej generacji w okre-
sie wzrostu logarytmicznego może lryć niezmieniony,
jak rł, przypadku E. colź i Ps. fluorescens (5) lub skró-
cony, jak l A, aerogenes (49).

HoC,or,vla gronkowca złocistego w temp. 5oC powo-
duje sukcesywne zwiększanie jego wrażliwości na
chlorek sodowy, zwiększając równocześnie jego zapo-
trzebowanie na śułrstancje odżywcze (2B). Czas i wie-
lokrotność działania iemp. _349 na gronko,wce wpły-
wa na zdolność do p,rodukowania koagulazy i hetno-
Iizyn, U niektórych szczepów utrata zdolności produ-
kolvania koagulazy ,występowała po jednarazowym za-
mrożeniu na 10 do 30 minut; u wszystkich obserwo-
wano to po czterokrotnym zarnrażeniu lub ptzettzyma-
niu gronkowca w stanie zamrożonym przez okres
miesiąca. Część z tych ostatnich traciła również zdoł-
ność produko-wania hemolizyn. W wyniku mrożenia
część szczepórv zmieniała także swoją morfologię i w
preparatach obserworvano pojedyncze ziarenkowce lub
dwoinki o zmienionej barwliwości metodą Grama
(34, 35).

Ftzetrzyrnywanie gronkowca rv temp. -LOoC 
ptzez

2 tygodnie porvoduje podwyższenie jego ciepłoopor-
ności, po dalszych 2 tygodniach ciepłooporność opa-
da poniżej występującej u ko,mórek kontrolnych (72).

Badania mrożonej żyrvności wykazują, że stosowa-
nie nieodpowiednich podłoży jest przyczyną trie wy-
kryr,vania -ń/ niej uszkodzonych metabolitycznie tóżnych
d_robnoustrojórv, w tyrn E. colż i bakterii kolipodob-
nych (50, 51), Choć przy badaniach rutynowych aktual-
nie proponuje się dodawanie do podłoży tryptikazy
]r-rb eksiraktu drożdżor,veEo (4, 57,71), to jednak lep-
sze wyniki uzyskrlje się przy jednogodzinnej preinku-
bacji próbki w bulionie tryprikazowo-sojowym (70)
lub przez hornogenizację próbki z tym bulionem, Go-
dzinna preinkubacja tak przygotowanego materiału w
temp. 25o a następnie p,osielv na podłoże stałe lub
oł<reślenie NPL pozwala ptzy badaniu niektórych pro-
duktów na wykazanie 2O-krotnie większej ilości E. colź
i bakterii kolipodobnych niż innymi metodami (64),

Temperatury wyższe od maksymalnych

Możliwości przeżycia przez drobnoustroie
obróbki termicznej sprawia, że część komórek;
dla których leta]ność procesu była zbyt niska
jest pełnosprawna fizjologicznie. Inne, które
zetknęły się z graniczną ilością ciepła zostają
uszkodzone metabolj cznie.

Komórki pełnosprawne będą się roztlijały
we wszystkich warunkach podobnie jak ko-
mórki, kŁóre z uderzerriem ciepła nie zetknęły
Slę.

Sposób działania uszkadzaiące§o -.^/ysokich

temperatur lnoze być obecnie rozpatrywany
wielopłaszczyznowo. Charakterystycznymi ob-
iawami uszkodzenia komórek wegetatywnych
jest brak ich zdolności do rozmnażania się na
podłoż ach z awiera j ących takie związki selektyw-
ne, jak barwniki, substancje powierzchniowo-
czynl:e czy w wyższych stężeniach NaCl.

Nie trlega wątpliwości, że pod wpływem wy-
sokich tertlpelatur żostają udenatLlrowane białka
wewnątrzkomórkowe. Jednak pogląd przyjmują-
cy to zjawisko za podstawowąpTzyczynę śmierci
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termicznej komórki wegetatywnej jest obecnie
kwestionowany. Koagulacja białka jest zjawi-
skiem generalnym, jako przyczynę śmierci dy-
skutuje się natomiast zmiany subtelniejsze (53).
Gdyby poza tym nieodwracalna zmiana struktu-
ry białka była czynnikiem decydującym, nie
istniałaby mozliwość regeneracji komórek uszko-
dzonych subleta}nie.

Ptzy odzyskiwaniu komórek uszkodzonych
na podłożach umozliwiających powrót do pełnej
sprawności fizjologicznej obserwuje się przed-
łużenie czasu trwania 1agfazy. U Peudomonas
sp. może ona być przedłużona nawet do 48-72
godzin w warunkach optymalnych. U gronkow-
ca wtaz z pogłębianiem się uszkodzenia czas
trwania lagfazy przy odzyskiwaniu ulega sta-
łemu wydłużeniu (29). Podane przykłady wy-
raźnych zmian skłaniają do twierdzenia, że w
takich przypadkach nie jest to Lagfaza, ale czas
regeneracji. Propozycję zastosowania oddzie1-
nego określenia dla zjawiska regeneracji uza-
sadnia się twierdzeniem, że ,,jest to okres po-
wrotu drobnoustrojów z ich subletalnego stanu"
(20).

Wielokrotnie wykazywaną przyczyną istnienia czasu
regeneracji jest uszkodzenie rRNA i mRNA. Stwier-
dzano je różnymi metodami u grorkowców (2, 19, 56),
Salmonella typhimurium (62) i E. colż (53). W przy-
padku S. typh,żmurium pod wpływem działania ciepła
ulega całkowitemu rozpadowi frakcji 23 rRNA. W tym
samym czasie zostaje także całkowicie zniszczona
frakcja 30S RNA, a współczynnik sedymentacji frakcji
50S zostaje obniżony do właś,ciwego dla frakcji 47S.
W czasie regeneracji komórek uszkodzonych w ich
plaźmie nagromadzają się cztery rodzaje frakcji rRNA
o współczynnikach sedymentacji 16, 17, 23 i 24S. Ptzy
odzyskiwaniu w tych samych warunkach pojawiają
się także frakcje 22, 26 i 28S, które są prekursolami
frakcji 30S RNA otaz 3| i 48S jako prekursory frakcji
50s (62).

Subletalne uszkodzenie termiczne gronkowców powo-
duje całkowite zniszczenie frakcji 16 i 30S RNA (52,
56) przy ró,,vnoczesnej zmianie helikoidy frakcji 23S
(52).

Powstające pod wpływem wysokich temperatur
zmiany w rRNA komórki wegetatywnej nie sa jedy-
nymi i dlatego nie rnogą być traktowane jako wy-
ląezna ptzyczyna ich uszkodzenia. Obecnie istnieją
podstawy do sądzenia, że uszkodzeniu ulega również
RNA konrórki, które wykazano u gronkorvca złocistego
(2, 26), Aeromonas aerogenes (61) i Streptococcus
faecalis (6). W przypadku ostatniej 2 1pymienionych
bakterii redukcja ilości RNA nie była jednak wprost
proporcjonalna do procentu komórek p,rzeżyu,ających
(6).

Także śeiana komórkowa jest miejscem wrażIirł,ym,
ale u E. coli, nie reaguje ona uszkodzeniem w zakresie
temperatur ;między 50o a 600. Dz ałanie temperatury
między 75o a 1000 zmienia iej rvrażliwość na enzymy
proteolityczne. U gronkorł,ców uszkadzana jest błona
cytoplazmatyczna i także staje się ona przepuszczalna
dla substancji lvewnątrzkomórkowych, w tym również
DNA. U psychrofilnej bakterii Vl,brżo marinus uszko-
dzenie termiczne obserwowane jest już po ogrzaniu
w temperatutze wyższej od 20o. W otaczającym środo-
wisku poja,wia się szereg związk|w wewnątrzko,mór-
kowych, w tym białka, DNA, RNA i aminokwasy
(18).

Istnieją także przypuszczenia, że za uszkodzenia ter-
miczne komórek wegetatynvnych niektórych gatunków
balrterii odpowiedzialna jest rvrażliwość termiczna
DNA. Uzyskiwane jednak do tej pory rvyniki nie udo-
wadniają powyższego jednoznacznie.
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W stanie uszkodzenia terrnicznego zaobserwowano
również u Staph. aureus zmianę aktyw,ności niektó-
rych enzymów. Głównie tyczy to enzymów biorących
udział w cyklu kwasów trójkarboksylowych. Osłabie-
niu ulega aktywność dehydrogenazy butand,iolowej i
rnlekowej, hy,dratazy fumarowej, aldołazy fruktozo-
dwufośforo,,łlej oraz oksydazy NADP (7, 63). Synteza
koagulazy nie jest naruszana i obserwuje się pojawienie
tego związl<u nawet w podłożach, które uniemożliwiają
rozmnażanie się gronkowców uszkodzonych termicznie
(46).

Nie ule§a również zmianie ilość produkoł,l,anej przez
szczep S. auTeus 56 enterotoksyny B (10), wyraźnie
natomiast zmienia się wrażliwość na chlorek so,dowy.
Niezależnie od pH przy 4,00/o NaCl w podłożu lub wię-
cej, ilość odzyskiwanych uszkodzonych gronkowców
jest dużo ,niższa od otrzy,mywanej na podłożach o
mniejszej zawartości NaCl (55).

Pod wpływem subletalnego szoku termicznego ,Sźr.
faecium u komórek nieuszkodzonych zaobserwowano
zwiększenie procentowej zawartości nasycon;rch kw.
tłuszczowych, Przypuszcza się, że wynikająca z tego
z-miana budowy chemicznej błony cytoplazmaiy,cznej
była przyczy,ną stwierdzonego u tego gatunku wzrostu
ciepłooporności i zmniejszenia wrażIiwości na NaCl (14).

Wysokie temperatury mogą również wywołyvrać
uszkodzenia metabołiczne u drożdży. Spośród 10 ba-
danych gatunków u 9 pojawiła się bardzo duża wrażli-
rvość na niskie pH, wyrażająca się wydatny,rn zavłęże-
niem zalgesu umożliwiającego tozrflnażanie (45).

Z powyższego prrzeglądu wynika więc, że
działanie wysokiej temperatury na komórki
wegetatywne róznych gatunków drobnoustro-
jów jest wielokierunkowe. Dokonane obserwa-
cje pozwalają przypuszczać, że wprowadzenie
unitarnej hipotezy przyczyn uszkodzenia tech-
nicznego wszystkich komórek wegetatywnych
wydaje się być niemożliwe.

Odzyskiwanie drobnoustrojów uszkodzonych
iest tylko możliwe po uprzedniej restytucji ko-
mórki. Rozpoczyna się ona od resyntezy i re-
koncentracji związków, które wydostały się po-
za obręb komórki, a potem dopiero ma mieis-
ce resynteza i regeneracja RNA, w tym rRNA.
Zregenerowaniu i uszczelnieniu podlega rów-
niez ściana komórkowa (27).

Mozliwość odzyskania maksymalnej liczby
komórek uszkodzonych istnieje tylko na pod-
łożach optymalnych. Regeneracja trwa kilka
godzin i potem są one zdolne do rł,zrostu rów-
niez na podłozach minirrralnych,

Str. Jaecalżs znajduje optymalne warunki do
rozwoju rv bulionie tryptikazowo-sojowym (9).
Uszkodzony S. a,ureus jest bardzo wrażliwy na
chlorek sodowy, jeżeli jednak w środowisku
znajdą się dostępne dla bakterii substancje od-
żywcze w postaci np. glukozy, mieszaniny ami-
nokwasów i fosforan, wiedy moze dojść do re-
generacji nawet bez rozrnnażania się. Polega na
resyntezie RNA i wtedy wywołana tempera-
lurą wrażliwość na NaCl iest tracona (2't). Przy
odzyskiwaniu tej bakterii wskazuie się rra is-
totną rolę pH pod.łoża, które dla uszkodzonych,
komórek leży przy 6,0 (1).

Uszkodzona S. tEphlmurium ginie w podłożu
SF i w bulionach za,uvierających tetrationat (72).
Jest ona również niezdolna do rozwoju na pod-
łożu Lewina. Na agarze tryptikazc.lwo-sojowym
rozwija się natomiast dobrze wtedy, gdy doda
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się 0,2596 cytrynianu sodowego. Jej regeneracja
jest także wynikiem resyntezy RNA oraz syn-
tezy adenozyny i nowego białka (61). Stwierdzo-
no przy tym, że węgiel wprowadzany do podłoża
w postaci glukozy nie jest wbudowany w skład
powstających białek (47).

uszkodzeniu termicznemu moze ulec bardzo
wysoki procent populacji, który w przypadku
E. colż i bakterii kolipodobnych przekracza
990/o. Nie rosną one wtedy na podłozu VRBA,
z zielenią brylantową i dezoksycholanem (39).

Poniewaz bakterie uszkodzone zachowują się
jak mutanty, a iclr zmienność nie posiada cha-
rakteru auksotroficzllego (3B) istnieje podstawa
do twierdzenia, ze stres wywołuje określone
zmiany w układzie genetycznym komórki, a
znrienione zapotrzeborn,anie pokarnrowe jest
zjawiskiem wtórnym. Za takirn poglądem prze-
mawia obserwacja o nabywaniu przez te bakte-
rie podobnych cech niezależnie od tego, czy
stres został wywołany łvysoką temperatur4, ni-
ską temperaturą, podwyzszonym stężeniem NaCl
czy też naświetlaniem promieniami jonizują-
cymi, a takze możliwość utrzymywania się u-
szkodzenia przez szereg generacji (40).

Uszkodzenie termiczne komórek wegetatyw-
nych posiada duże znaczenie v; przemyśle spo-
żywczym, a szczegóInie wyraźnie rola uszko-
dzonych bakterii psychrofilnych uwypukla się
w przemyśle rnleczarskim (21, 22, 23, 33). Zda-
rza się, że bezpośrednio po pasteryzacji nie
strvierdza się obecności bakterii psychrofilnych
w mleku, a dopiero później ujawnia się ich
szkoCliwe działanie. P rzy czyną niepr.awidłow-ej
oceny mleka bezpośrednio po pasteryzacji jest
badanie skutków obróbki
siew bezpośredni na agar
Na tym podłozu bakterie
dują wystarczająco korzystnych warunków clci
rozwoju i nie ujawniają swej obecności w cza-

wli. Na tym samym pod-
wzrost _występuje po 72

emp. 20" (13).
Jak wynika z powyższego ptzeglącr,u t.lk łv

nie zostaje wykazarra. Efektem |ego są straty
ekonomiczne oraz zachorowania konsumentów.

Aspekt ekotlomiczny zagadnienia rł,iąze się
integralnie z problemem trwałości surowców,
półproduktów i produktu gotołvego. Produkt
zamrożony po rozrnrożeniu 1ub poddany paste-
ryzacji zawiera komórkl uszkodzclne i nieuszko-

dukcie spozywczym i ich aktyrvne włączanie
się do procesu psucia plzysplicszą gtl wyciaLnic.
Zostaje przez to skrócony czas przeznaczony

dla obrotu i zywność trafia do rąk konsumenta
w stanie budzącym po\^,azne wątpliwości, a cza-
sem jest zwracana producentowi jako zepsuta.- Problemem tym pod kątem widzenia zdrowia
ludzkiego zajęło się ostatnio FAO, ogłaszając
raport w sprawie sposobu ustalania standar-
dóvr mikrobiologicznych w zywności (]65). Sze-
roki jego skrót został ostatnio ogłoszony w
Polsce (68). V/ynika z niego, że tylko właści,urre
wstawienie wynragań nrikrobiologicznych w
czasie produkcji oraz ich kontrolowanie przy
użyciu właściwych inetod moze ochronić kon-
sumenta przed zachorowaniem.

Stwierdzone właściwclści biologiczne drobncl-
ustrojów zmuszają do podjęcia określonych
dztałań. Stosowanie parametrów technologicz-
nych przerobu żyvrności nie może naCal być
oparte tylko na cechach smakowitości i goto-
wości kulinarnych produktu bez uwzg|ędniania
zagadnień mikrobioiogicznych, Stosowane do-
datki do żywności, a szczegóInie obróbka ter-
nriczna są to zabiegi, które w określony sposób
mod_elują środowisko i wpływają na biologię
drobnoustrojóu,. Zostają wytworzone nowe wa-
runki ekologiczne, w których możliwość wyko-
nylvania funkcji życiowych jest inna niż wy-
kazywana w badaniach klasycznych.

Wąskie ramy opracowania nie pozwalają na
omówienie innych niż temperaŁura czynników
mających wpływ na drobnoustroje występują-
ce w żywności. Biorąc iednak pod uwagę od-
działywanie tak ogólnie znanych, jak skład che-
l-uczny otaczającego środowiska gazowego, B*
produktu. jego pH, redox. stęzenia chlorku so-
dclwego i innych dodatków oraz antagonizm
międzydrobnoustrojowy można stwierdzić, że:

1. problemy ekonomiki produkcji przemysłu
spozywczego oraz ochrony zdrowia konsumenta
stwarzają konieczność włączenia postulatów
rnikrobiologii żyrł,ności do nauki o zywności
oraz ich prak-tycznego stosowania w przemyśle
spożywczym,

2. stosowanje podr.v5zzszonych temperatur
podcza.s obróbki termicznei żywności przy na-
rlłrrvaniu iei gotorvości kulinarrrej jest w kaz-
clym przypadku zabiegiem paster"vzacyjnyrn. Z
powyzszego 1y-7nika konieczność wprowadzenia
paranretrórrr, których poziom wyznaczony na
podstawie badań teoretvcznych spowocluie żą-
clany skutek bakteriobóiczy,

3. kontro]a mikrobiologjczna strrowców,
nrzerobu i gotowego prodrrktu spożywczego
nrusi być prowadzona przy użyciu nowoczes-
n;rch i właściwych metod, które powinno się
wprorvadzać w formie obowiązujących aktórv
prawnych,

4. oCmienność cech morfologicznych i bio-
chemicznych drobnoustrojów rv przerobionei
zvrłrności stanowi podstawę do postulowania
jntensywne€ło rozwoiu badań nad ich biologią
rł, now,vch warunkach ekologicznvch.
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skożenie of lotoksynq Br śrut arcchidowych
i mieszonek poszowych
z zak:ł,aÓu Higieny weterynaryjnej w \ń'al,Szalvie

przerostów wątroby i dróg żółciowych z formo-
waniem się cyst (5).

Edds podaje, ze dawka 3,0 mg/kg aflatoksyny
81 u szczrtra połvoduje zalramowanie syntezy
kwasów nukleinowych, dając zmiany struktu-
ralne neukleotydów zauważalne już w 30 min.
od chwili podania.

Wg danych piśmiennictwa (4, 5) największe
ilości aflatoksyny B, stwierdzono w orzeszkacŁt
ziemnych, leszczynowych, spleśniałym chlebie,
serze, twarogach, śmietanie, majonezie, ryżu,
sorgo. Udolvodniono, że u bydła zywionego pa-
szą skażoną aflatoksyn4 Br w liściach 0,6-
0,9 ng w dawce jednorazowej, mikotoksyna po-
iawlia się w rnlektt po 3-5 c]niach po podaniut
i rł,yclala sit2 ;; ninl l0 dtri od rironr:ntu z,aL)lze-
starria skalnriania (3).

Największe ilości aflatoksynv 81 stwierdzono

PROF|LAKTYKA l HIG|ENA PRODUKCJ|
ZwlERZĘCEJ

MAREK SOKOŁOWSKI, GRAZYNA JURKIEWICZ

Z chwilą u_stalenia przyczyny tzrv. Turkey
Disese X (14), która w 1960 r. w Anglii spowo-
dowała masowe upadki indyków w wyniku za-
trucia aflatoksyrrami, rozpoczęto na szeroką
skalę badania nad pozostałością mikotoksyn w
paszach i komponentach paszowych oraz środ-
kach spozywczych roślinnego i zwierzęcego po-
chodzenia (l, 3, 4, 5). Zafuucie aflatoksynami
powoduje ostrą hepatoksykozę wielu gatunków
zwierząt (2, 70, 13, 15)., Wg Eddsa (5) dawka
DLrn per os aflatoksyny Br dla wybranych ga-
tunków zwierząt wynosi: kaczęta 0,4-0.6 rng/
kg dawka podawana przez 5 dni: królik 0,3
mg/kg; warchlak 0,62 mg/kg; szczur 5,5-7,2
mg/kg; olvca 2,0 mg/kg. Naibardziej wrażliw),m
na c]ziałanie afla1,oJ<s;nn jcst pstrąg. Podarvanie
aflatoksyny B, w iednorazowei dawce 4,p,glkg,
wywołuje u pstrąga powstanie guzowa+"ych
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