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Zintegrowana metoda dezintegracji mikroorganizméw
w cieczach o podwyzszonej lepkosci

Wstep

Obecnos¢ form przetrwalnikowych bakterii Alicylobacillus acidoter-
restris w koncentratach owocowych stanowi istotny problem dla zakta-
dow produkcyjnych przemystu owocowo-warzywnego. Wystgpowanie
tych mikroorganizmow w koncentratach jest efektem zakazen wtornych,
do ktorych dochodzi podczas sktadowania koncentratoéw w niehermety-
zowanych zbiornikach magazynowych. Skazony koncentrat owocowy
jest produktem niepelnowarto$ciowym o obnizonej wartosci rynkowej,
za$ produkty metabolizmu bakterii Alicylobacillus acidoterrestris po-
woduja obnizenie jako$ci wyrobow gotowych (sokow i napojow owo-
cowych). Powoduje to konieczno$¢ poszukiwania efektywnych metod
dezintegracji form przetrwalnikowych mikroorganizméw obecnych
w koncentratach sokéw owocowych.

Termoacidofilna charakterystyka bakterii 4. acidoterrestris jest przy-
czyna ich odpornosci wobec procesu pasteryzacji [1]. Proces obrobki
termicznej moze zniszczy¢ formy wegetatywne, jednak nie powoduje
catkowitej eliminacji termoodpornych spor. Powszechnie stosowana
metoda przemystowa usuwania skazen wtérnych z produktow jest fil-
tracja aseptyczna. Jednak ze wzgledu na wysoka lepkos¢ koncentratu
rozwiazanie to cechuje mata wydajnos¢ i duze zuzycie energii.

Alternatywnymi metodami eliminacji mikroorganizmow sa zastoso-
wanie pradu elektrycznego (PEF) i ultradzwigkow (US). W przypadku
dezintegracji ultradzwigkowej glownym czynnikiem destrukcyjnym
wobec mikroorganizmoéw jest zjawisko kawitacji akustycznej, nato-
miast w metodzie PEF zjawisko elektroporacji. W wyniku przeprowa-
dzonych badan dos$wiadczalnych wykazano jednak, ze przy zastoso-
waniu pradu elektrycznego i ultradzwickow jako pojedynczych metod
eliminacji form przetrwalnikowych w roztworach ciektych uzyskuje sig
niezadowalajaco niska efektywnos¢ procesu [2—4]. W celu zwigkszenia
tej efektywno$ci w niniejszej pracy proponuje si¢ polaczenie obu spo-
sobow eliminacji jako zintegrowana metodg dezintegracji mikroorgani-
zmow, ktora mozna stosowac takze dla cieczy o podwyzszonej lepkoscei.
Dodatkowa zaleta prezentowanej metody jest mozliwos¢ jej zastoso-
wania w warunkach przemystowej jako proces ciagly. W pracy zba-
dano wpltyw warunkéw prowadzenia procesu, jak rowniez kolejnosci
zastosowania obu metod na przezywalno$¢ mikroorganizméw. Ponadto
uzyskane wyniki umozliwiaja identyfikacj¢ elementarnych mechani-
zmow dezintegracji mikroorganizmdéw na skutek potaczonego oddzia-
tywania pradu elektrycznego i fal ultradzwigkowych.

Badania doswiadczalne

Medium modelowym w przeprowadzonych badaniach byt koncentrat
jablkowy zawierajacy formy przetrwalnikowe A. acidoterrestris. Bada-
nia wykonano przy statej mocy (0,33 kW) oraz czasie oddziatywania
fal ultradzwigkowych wynoszacym 10 min. Warto$ci te zostaty ograni-
czone ze wzgledu na koniecznos$¢ ograniczenia niepozadanego wzrostu
temperatury koncentratu. Dezintegracjg¢ z zastosowaniem impulséw
elektrycznych przeprowadzono przy réoznych wartosciach natgzen pola
elektrycznego (500 V/em, 833,3 V/em, 2500 V/em) i ilosci impulsow
elektrycznych (500 1 2000 impulséw). Napigcie impulsu elektrycznego
wynosito 250 V, czas trwania impulsu to 2000 ps, a przerwa pomig-
dzy impulsami trwata 2 s. Badania przeprowadzono przy zastosowaniu
dwoch mozliwych sekwencji obu metod eliminacji mikroorganizméw,
co przedstawiono schematycznie na rys. 1. W pierwszym wariancie
ciecz byla najpierw poddawana oddziatlywaniu ultradzwigkow, a na-
stgpnie pradu elektrycznego. W drugim wariancie kolejnos¢ ta byta
odwrotna.
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Rys. 1. Schemat przeprowadzonych badan eliminacji spor A. acidoterretstris z kon-
centratu soku jablkowego

Wyniki badan do$wiadczalnych

Na rys. 2 przedstawiono wyznaczona doswiadczalnie zaleznos¢ lep-
kosci koncentratu jabtkowego od temperatury. Ze wzglgdow technolo-
gicznych wymagane jest, aby temperatura koncentratu podczas procesu
usuwania mikroorganizmow nie przekraczata 30°C. W tych warunkach
koncentrat wykazuje lepkos¢ o dwa rzedy wyzsza od lepkosci wody, co
W znacznym stopniu utrudnia zastosowanie klasycznego procesu sepa-
racji przy uzyciu filtrow ceramicznych.
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Rys. 2. Zalezno$¢ lepkosci dynamicznej koncentratu soku jabtkowego
od temperatury

Jako miarg stopnia inaktywacji mikroorganizmow zdefiniowano pa-
rametr S w postaci

S=log%, M

gdzie N, oznacza poczatkowa liczbg kolonii, w probce nie poddanej
inaktywacji [CFU/ml], za$ N — liczbg kolonii w probce po procesie in-
aktywacji [CFU/ml]. Na rys. 3 i 4 przedstawiono szczegbétowe wyniki
badan do$wiadczalnych.

Analiza wynikéw badan doswiadczalnych

Analiza uzyskanych wynikow badan doswiadczalnych pozwala
stwierdzi¢, ze potaczenie oddziatywania fal ultradzwigkowych oraz
pradu elektrycznego umozliwia cz¢§ciowa eliminacj¢ form przetrwalni-
kowych A. acidoterrestris z koncentratu soku jabtkowego. Nalezy jed-
nak zauwazy¢, iz wigksza efektywnos¢ inaktywacji mikroorganizméw
uzyskano poddajac koncentrat w pierwszej kolejnosci oddziatywaniu
fal ultradzwigkowych, a nastgpnie pradu elektrycznego (US—PEF).
Najwyzszy stopien inaktywacji bakterii A. acidoterrestris uzyskano
w wyniku zastosowania potaczenia metod US—PEF dla 2000 impul-
soéw 1 najwigkszego natgzenia pola elektrycznego o wartosci 2500 V/em
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Rys. 3. Stopien inaktywacji bakterii 4. acidoterrestris dla r6znych natgzen pola elek-
trycznego i sekwencji metod przy zastosowaniu 500 impulséw elektrycznych
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Rys. 4. Stopien inaktywacji bakterii A. acidoterrestris dla roznych nat¢zen pola elek-
trycznego i sekwencji metod przy zastosowaniu 2000 impulséw elektrycznych

(Rys. 3). Wyniki uzyskane dla 2000 impulsow elektrycznych (Rys. 4)
pozwalaja stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem natgzenia pola elektrycz-
nego rosnie stopien inaktywacji 4. acidoterrestris uzyskany w wyniku
zastosowania zarowno metody US—PEF, jak rowniez PEF—US. Po-
nadto zwigkszenie liczby impulsow z 500 do 2000 przy zastosowaniu
pola elektrycznego o wartosci 2500 V/em (Rys. 3 i 4) pozwala na okoto
2-krotne zwigkszenie stopnia inaktywacji uzyskanego w wyniku pota-
czenia metod w dowolnej kolejnosci. Taki sam efekt mozna uzyskac
poprzez zwigkszenie natgzenia pola elektrycznego z 500 V/em do 2500
V/em przy zachowaniu liczby 2000 impulsow.

Stopien inaktywacji uzyskany w wyniku zastosowania metody
US—PEF niezaleznie od generowanego nat¢zenia pola elektrycznego,
jak 1 liczby impulséw elektrycznych, zawsze byt réwny badz wigkszy
w poréwnaniu do stopnia inaktywacji po zastosowaniu pojedynczych
metod- US lub PEF, przy zachowaniu tych samych parametréw pro-
cesu. Skutecznos$¢ tej metody inaktywacji wynika z potaczenia dwoch
réznych mechanizméow oddziatywania ultradzwigkow i impulséw pola
elektrycznego na komorki bakteryjne.

Wigksza efektywno$¢ procesu uzyskiwana przy zastosowaniu kolej-
nosci metod US—PEF mozna interpretowaé w nastgpujacy sposob. Na
mechanizm dezintegracji ultradzwigkowej mikroorganizméw sktadaja
si¢ dwa efekty. Pierwszym z nich jest rozbijanie agregatow na pojedyn-
cze komorki, drugi to niszczenie komorek znajdujacych si¢ w zawiesi-
nie. Koncowy rezultat inaktywacji bakterii za pomoca ultradzwigkoéw
jest wynikiem konkurencji pomigdzy dwoma opisanymi efektami. Do-
minujacym efektem podczas prowadzenia badan bylo rozbijanie agre-
gatow komorkowych bakterii A. acidoterrestris, a nastgpnie czgsciowa
inaktywacja pojedynczych komorek.

Mechanizm eliminacji mikroorganizmow za pomoca impulsow pra-
du elektrycznego oparty jest gldwnie na teorii elektroporacji dotyczace;j
formowania si¢ porow w btonie komorkowej w wyniku dziatania pola
elektrycznego o duzym napigciu. Prowadzi to do zmian w transporcie
jonowym, pgeznienia komorki 1 jej zniszczenia.

Efekt synergii uzyskany podczas zastosowania metody US—PEF
polega na rozbijaniu agregatow komodrkowych za pomoca fal ultra-
dzwigkowych, a nastgpnie oddzialywaniu impulséw elektrycznych na

odstonigte komorki bakteryjne. Dlatego w przypadku inaktywacji z za-
stosowaniem tej sekwencji stopien inaktywacji mikroorganizmow jest
wyzszy niz w wyniku eliminacji za pomoca pojedynczej metody, w kto-
rej drobnoustroje niszczone sa przez dziatanie jednego mechanizmu.

Dodatkowo podczas prowadzenia procesu moga zachodzi¢ zmiany
strukturalne w komoérkach. W wyniku oddziatywania fal ultradzwigko-
wych nastgpuje mechaniczne uszkodzenie plaszcza ochronnego prze-
trwalnikow, gdyz w chwili przejscia fali ultradzwigkowej przez osrodek
ciekly powstaja regiony o bardzo wysokich warto§ciach temperatur
i ci$nien. Wzrost temperatury koncentratu podczas sonikacji oraz lo-
kalne wysokie wartosci ci$nien wywotuja rowniez przejscie czgsci spor
w formy wegetatywne, ktore to formy sa mniej odporne na procesy
inaktywacji. Plaszcz ochronny i kora otaczajaca rdzen przetrwalnika
uniemozliwiaja dziatanie pola elektrycznego. Przetrwalniki o czg$cio-
wo zniszczonej strukturze podczas dezintegracji ultradzwigkowej, jak
rowniez przetrwalniki przeksztalcone w formy wegetatywne poddane
w drugiej kolejnosci oddziatywaniu impulsow elektrycznych fatwiej
ulegaja zniszczeniu. ROwniez zniszczenie samego ptaszcza ochronne-
go przetrwalnikow utatwia destrukcyjne dziatanie pola elektrycznego.
Ponadto formy wegetatywne powstate w wyniku przeksztalcenia prze-
trwalnikow podczas dezintegracji ultradzwigkowej sa mniej odporne
wobec letalnego dzialania metody PEF niz formy przetrwalnikowe.
Wszystkie opisane czynniki powoduja zwigkszenie efektu inaktywa-
cji spor A. acidoterrestris za pomoca metody US—PEF w pordwnaniu
z zastosowaniem pojedynczych technik eliminacji.

Zastosowanie polaczenia metod w kolejnosci oddziatywanie pradu
elektrycznego, a nastgpnie fal ultradzwigkowych (PEF—US) jest mniej
efektywne w eliminacji A. acidoterrestris w poréwnaniu do metody
US—PEF dla wszystkich badanych natg¢zen pola elektrycznego oraz
liczby impulsow. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze czgsto stopien inakty-
wacji uzyskany po zastosowaniu sekwencji PEF—US zblizony jest do
stopnia inaktywacji otrzymanego po zastosowaniu jedynie ultradzwig-
koéw. Dlatego tez stosowanie tej sekwencji oddziatywan w praktyce nie
jest uzasadnione.

Wynika to z faktu, iz podczas oddziatywania pradu elektrycznego
destrukcji ulegaja pojedyncze komorki bakteryjne, natomiast w mniej-
szym stopniu zachodzi deagregacja ich skupisk (ujemne warto$ci pa-
rametru S obrazuja efekt rozbijania agregatow i wzrostu liczby kolonii
w uktadzie). Nastgpnie w wyniku oddziatywania fal ultradzwigkowych
nastegpuje rozbijanie zawartych w cieczy skupisk bakterii i jednoczes$nie
wzrasta liczba kolonii. Efekt koncowy procesu zalezy od ilo$ci agrega-
tow 1 dominujacego w danym przypadku mechanizmu oddziatywania
fal ultradZzwigkowych — deagregacji lub destrukcji komorek.

Whioski

Wykazano znaczna efektywnos¢ zastosowania kolejnego oddziatywa-
nia procesow dezintegracji mikroorganizmow w sekwencji US—PEF
w eliminacji spor A. acidoterrestris z koncentratu soku jabtkowego.
Stwierdzono takze, ze przy zastosowaniu odwrotnej sekwencji metod
usuwania mikroorganizmow uzyskuje si¢ efekt zblizony do zastosowa-
nia metody pojedynczej. Do zalet przedstawionej metody nalezy mozli-
wos$¢ zastosowana jej w skali przemystowej dla cieczy o podwyzszonej
lepkos$ci. Natomiast istotng wada tej metody jest niekorzystny wzrost
temperatury cieczy podczas dezintegracji ultradzwigkowej. Moze on
powodowac niepozadang zmiang barwy i smaku oraz utratg sktadnikow
odzywczych koncentratu. W zastosowaniach praktycznych konieczne
jest zatem zastosowanie uktadu chtodzacego przetwarzany koncentrat.
Ponadto, uzyskane wyniki umozliwity identyfikacj¢ elementarnych me-
chanizméw dezintegracji mikroorganizméw na skutek potaczonego od-
dziatywania pradu elektrycznego i fal ultradzwigkowych.
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