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Streszczenie

Rozw6j nowych technologii przetwérstwa spozywczego oraz pojawianie —si¢
innowacyjnych produktow wiagze si¢ z olbrzymim naciskiem, jaki kladzie si¢ na
bezpieczenstwo zywnos$ci. Dlatego tez stale poszukuje si¢ szybkich i czutych technik
monitorujacych obecnos¢ drobnoustrojow w $rodowisku produkcyjnym i gotowych
produktach spozywczych. Wsérdd dostepnych na rynku testow coraz wigksza popularnosé
zyskuje bioluminescencyjna metoda oznaczania ATP. W artykule przedstawiono
charakterystyke, zastosowanie, zalety i wady tej metody. Pomimo wielu korzysci ptynacych
Z omawianej techniki nie moze ona zastgpi¢ klasycznych metod mikrobiologicznych.
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ATP-BIOLUMINESCENCE - AS ALTERNATIVE DETECTION
METHOD IN FOOD INDUSTRY

Summary

The development of new food processing technologies and the appearance of innovative
food products, is associated simultaneously with a huge emphasis on food safety. Therefore,
continuously looking for a rapid and sensitive techniques for monitoring the presence of
microorganisms in the production environment and finished food products. Among the
available on the market methods ATP-bioluminescence is gaining popularity. The article
presents the characteristics, the use and the advantages and disadvantages of the method.
Despite the many benefits of implementing the ATP-bioluminescence in research, atthe
moment, discussed technique, is not able to replace classical microbiological methods.
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WSTEP

Rozwdj nowych technologii przetworstwa zywno$ci oraz pojawianie si¢ innowacyjnych
produktéow spozywczych wigzg si¢ z olbrzymim naciskiem, jaki kladzie si¢ na
bezpieczenstwo zywnosci. Jednoczes$nie, jak wynika z raportow EFSA, z roku na rok rosnie
liczba odnotowywanych zatru¢ pokarmowych wywolywanych przez nieznane szczepy
patogenow. Dlatego tez stale wdraza si¢ efektywne i rygorystyczne procedury kontroli
higieny produkcji. Producenci branzy spozywczej poszukuja szybkich iczulych metod
monitorujgcych czysto$¢ mikrobiologiczng surowcow, urzadzen i powierzchni produkcyjnych
oraz gotowych produktéw spozywczych. Tradycyjne metody mikrobiologiczne sa
czasochtonne. To powoduje, ze alternatywne metody wykorzystujace reakcje
immunologiczne lub opierajace si¢ Na przemianie materii, a dajace precyzyjny wynik
w krotkim czasie, zyskuja na atrakcyjnosci. Sposrdd szybkich testow mikrobiologicznych
coraz wigkszg popularnos¢ zdobywa bioluminescencyjna metoda oznaczania ATP.
Adenozyno-5-trifosforan (ATP) jest nukleotydem zbudowanym z adeniny, rybozy
i trifosforanu. Wykorzystywany jest przez komorki jako uniwersalny nos$nik energii
niezbednej do przebiegu wielu biochemicznych reakcji endoergicznych. Detekcja tego
zwigzku w $rodowisku $wiadczy o obecnosci zywych organizmow. Istnieje wiele metod
wykrywania ATP, np. wykorzystujacych technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
jednakze najpopularniejsza jest metoda bioluminescencyjnego oznaczania ATP [Shama,
Malik 2013].

Wyjasnienie pojecia

Luminescencja, czyli ,,zimne §wiecenie”, jest to zjawisko emisji fal swietlnych przez
ciala (luminofory), zachodzace pod wpltywem réznych rodzajow energii z pominigciem
energii cieplnej. Istota zjawiska jest wzbudzenie elektronéw pod wpltywem pochtaniania
energii, ktore — powracajac na nizsze orbity — emitujg fotony, czyli czastki $wiatta. Zaleznie
od rodzaju czynnika wzbudzajagcego wyrdznia si¢: fotoluminescencje, elektroluminescencje,
sonoluminescencje¢, krystaloluminescencje, tryboluminescencj¢, termoluminescencje oraz
chemiluminescencjg, ktorej jedng z form jest bioluminescencja. Bioluminescencja jest to
emisja promieniowania $wietlnego przez organizmy zywe (bakterie, grzyby, pierwotniaki,
bezkregowce, ryby). Po raz pierwszy zjawisko bioluminescencji zostato wyjasnione w 1947 r.
przez McElroy. W zaleznosci od organizmu mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje mechanizmow.
W pierwszym, charakterystycznym dla organizmow wyzszych (np. chrzaszczy), lucyferaza
(monomeryczny enzym o masie 61kDa) katalizuje dekarboksylacj¢ oksydatywna

38



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2014 t. 69 nr 2-4

D-lucyferyny (LH;), ktéra jest przeksztalcana w oksylucyferyne (P). Do zajScia reakcji
niezbedna jest obecnos¢ ATP, ktéry ulega rozpadowi do adenozynomonofosforanu (AMP)
I pirofosforanu (PPi) oraz jonow metali na +2 stopniu utlenienia (np. jondw magnezu,
manganu, zelaza, niklu, cynku lub kobaltu) [Shama, Malik 2013]. Reakcji towarzyszy
wydzielenie energii $wietlnej, a schematyczny jej przebieg przedstawiono ponizej:

LHE+ATP+UESP+AMP+PPi+CUE+hv

W drugim, spotykanym u bakterii, lucyferyne stanowi alifatyczny aldenyd R-CHO. CyklI
bioluminescencji rozpoczyna si¢ od zredukowania FMN (flawinomononukleotydu) do
FMNH?2, ktory nastepnie tworzy kompleks z lucyferaza. Dalej w obecnosci tlenu dochodzi do
utlenienia lucyferyny R-CHO do kwasu R-COOH oraz utlenienia FMNH2 z powrotem do
FMN, co powoduje aktywacje enzymu lucyferazy. Wzbudzona lucyferaza, wracajac do

poprzedniego stanu, wydziela foton. Schematyczny przebieg reakcji przedstawiono ponize;:
FMNH; + RCHO + 0, - FMN + H,0 +RCOOH + hv

Bioluminescencja u bakterii moze by¢ rowniez regulowana poprzez zjawisko
autoindukcji lub quorum sensing. Po raz pierwszy zjawisko to zostato odkryte w komodrkach
bakterii Vibrio fischeri. Zdolno$¢ do luminescencji jest zwigzana z aktywnos$ciag kompleksu
enzymatycznego lucyferazy, syntetyzowanego w komorkach, pod kontrola operonu
luxCDABE. Za regulacj¢ procesu bioluminescencji odpowiedzialne s3 dwa biatka
regulatorowe LuxI oraz LuxR, z ktorych pierwsze kontroluje synteze autoinduktora, a drugie
odpowiedzialne jest za przylaczenie autoinduktora do operonu lucyferazy i indukcje
transkrypcji strukturalnego genu lucyferazy [Nunes-Halldorson, Duran 2003].

Z chemicznego punktu widzenia lucyferyna i lucyferaza réznych gatunkow moga by¢
zupetnie odmiennymi zwigzkami, wykazujacymi jednak podobne wtasciwosci 1 dziatajacymi
w podobny sposob. Aby reakcje te mogly zajs¢ w sposob prawidlowy, potrzebuja nie tylko
substratow, lecz takze odpowiednich warunkow (pH i temperatura).

Zawarto$s¢ ATP w komoérkach organizmow

Zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem ATP w probee analizowanej metoda bioluminescencyjng
a wielko$cig emitowanego $wiatta jest liniowa. Nalezy jednak podkresli¢, ze zawartos¢ ATP
W komorkach organizméw oznaczanych tym testem zalezy od wielu czynnikéw, miedzy
innymi od rodzaju drobnoustroju, wielkosci komorki, fazy wzrostu, stanu fizjologicznego, jak
réwniez od uszkodzen subletalnych [Vogel i in. 2013]. Komorki drozdzy, zarodnikow ples$ni

oraz alg zawieraja wiecej ATP niz komorki bakterii, podczas gdy spory bakterii posiadaja

39



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2014 t. 69 nr 2-4

znacznie mniejszg ilos¢ tego zwigzku niz komorki wegetatywne. Ponadto komorki
drobnoustrojow izolowane z naturalnych S$rodowisk zawieraja mniej ATP w pordwnaniu
Z komérkami hodowanymi w warunkach laboratoryjnych. Przyktadowe wartosci ATP

oznaczone w komoérkach bakterii, drozdzy oraz zarodnikéw plesni przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zawarto$¢ ATP w komorkach mikroorganizméw [Shama, Malik 2013]
The ATP content in microbial cells

Mikroorganizm ATP [mol na komorke]
Escherichia coli (w czystych pomieszczeniach) 2,5x10"
Campylobacter jejuni 3,4x10"-4,1x107®
Listeria monocytogenes (hodowla laboratoryjna) 3,4 x10*
Pseudomonas paucimobilis (hodowla laboratoryjna) 3,2x10"-4,4x10"°
Mycobacterium tuberculosis 0,6 x10™%- 3,4 x10™®
Saccharomyces cerevisiae (hodowla laboratoryjna) 1,4 x10%°- 4,4 x10™"'
basidiospory Paecilomyces farinosus 3,0x10™®

Zastosowanie bioluminescencyjnej metody oznaczania ATP w przemysle spozywczym
Bioluminescencyjna metoda detekcji ATP z powodzeniem stosowana jest do monitoringu
jakos$ci mikrobiologicznej produktéw: w przemysle mleczarskim, migsnym, browarniczym,
napojow i sokoéw [Costa i in. 2006; Dostalek, Branyik 2005; Yue, Bai 2013; Vilar i in. 2008].
W mleku oznacza si¢ nie tylko obecno$¢ bakterii, lecz takze komorek somatycznych
$wiadczacych o zapaleniu wymienia [Dostalek, Branyik 2005]. Jednakze jednym
z wazniejszych zastosowan bioluminescencyjnego pomiaru ATP jest wykorzystanie go
w monitoringu czystosci powierzchni produkcyjnych [Luick i in. 2013]. Wielko$¢ emisji
Swiatla, mierzona za pomocg lumenometru, jest podstawg pomiaru, ktorego wynik we
wzglednych jednostkach $wietlnych (ang. relative light unit, RLU) otrzymuje si¢ po kilku
sekundach. Komercyjnie dostepne luminometry sa w stanie wykry¢ mniej niz 0,1 pg ATP
(10" g), co odpowiada 100 komoérkom bakterii. Catkowita ilos¢ ATP obecnego na badane;j
powierzchni jest ekstrahowana metodg wymazu specjalnymi pidérami, a po wprowadzeniu
gotowych odczynnikoéw niezbednych do zajScia reakcji bioluminescencji, dokonuje si¢
odczytu. Ze wzglgdu na brak norm okreslajacych maksymalny dopuszczalny poziom
zanieczyszczen mikrobiologicznych, kazdy zaktad produkcyjny, na podstawie przynajmniej
kilkudziesigciu wynikow pomiaréw ATP uzyskanych metoda bioluminescencji, powinien

ustanowi¢ wlasne poziomy graniczne. Jednocze$nie =zaleca si¢ uwzglednienie tla
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interferujacego w oznaczenie, a wynikajgcego z odmiennosci przetwarzanych surowcow,
rodzaju powierzchni produkcyjnych itp. Przy przekroczeniu prawidlowo wyznaczonego
limitu nalezy podja¢ odpowiednie dziatania naprawcze lub korygujace. Lewis [2008]
W swojej publikacji za warto$¢ $§wiadczacg o czystosci powierzchni przyjmuje 250 RLU.
Natomiast ISSA (The Worldwide Cleaning Industry Association) limit ten uzaleznia od
urzadzenia pomiarowego. Wedlug jej wytycznych dobrze umyte stoliki kawiarniane nie
powinny przekracza¢ wartosci 4951 RLU, mierzonej na luminometrze NovaLUM (Charm
Sciences, INC, Lawrence, MA), a na pozostatych dwoch aparatach Uni-Lite NG (3M) oraz
Hygiena SystemSure Plus zaleca si¢, aby wartosci RLU wynosity odpowiednio <141 i <9.
Brak spojnosci w wytycznych moze spowodowaé bledng interpretacj¢ wyniku [Vogel i in.
2013].

Ograniczenia metody

Na wynik pomiaru moze wptywaé¢ ATP ,,wewnetrzny” lub ,,somatyczny”, ktérego zrodto
stanowig pozostatosci organiczne, np. roslinne, zwierzece lub ludzkie. Dlatego tez zaleca si¢
zastosowanie wstepnej obrobki analizowanych probek, polegajacej na lizie komorek
somatycznych 1 inkubacji z enzymem apyraza inaktywujacym somatyczny ATP. Dopiero po
takiej procedurze mozna dokona¢ wlasciwego oznaczenia. Innym sposobem uniknigcia
interferencji zwigzane] z wystepowaniem somatycznego ATP moze by¢ fizyczna separacja
mikroorganizméw od komoérek somatycznych na drodze np. filtracji lub wirowania.

Kolejnym istotnym ograniczeniem metody jest zjawisko wygaszania emitowanego
$wiatla przez niektore substancje zawarte w badanych probkach, czyli tzw. quenching. Moze
mu rowniez towarzyszy¢ inhibicja lucyferazy przez niektore substancje. Badania Fujinami
i in. [2004] wykazaty, ze w hodowlach Escherichia coli (o stezeniu 10” jtk/ml) z dodatkiem
chlorku sodu i serum albuminy wotowej w ilosci 0,5% obserwowano spadek luminescencji
0 odpowiednio 42,0% i 68,3%. Natomiast dodatek sacharozy w ilosci 2% powodowal wzrost
emisji $wiatla do 144,2%.

W tabeli 2 przedstawiono przyktadowe wyniki kontroli czystosci powierzchni urzadzen
produkcyjnych. Oceng¢ przeprowadzono dwiema metodami: klasyczng — ptytkowa oraz
bioluminescencji ATP. Wymazy z powierzchni ograniczonej szablonem analizowane byty za
pomoca bioluminometru HY-LITE®2 firmy Merck oraz wysiewane na plytki w celu
okreslenia ogodlnej liczby drobnoustrojow. Plytki inkubowano w temperaturze 30°C przez
72 h w celu okreslenia ogdlnej liczby drobnoustrojow [PN-ISO 4833:2004]. Wyniki stanowig

srednig z trzech wymazow.
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Tabela 2. Wartosci RLU umytych powierzchni produkcyjnych
RLU values of production surfaces after cleaning

Badana powierzchnia Bioluminescencja Ogolna -liczbazbakterii
[RLU] [tk/cm?]
Stot zasypowy 250 10
Pasteryzator 1 13 15
Pasteryzator 2 21 41
Pasteryzator 3 8 21
Mieszadto 57 5
Nabierak 44 0
Pojemnik 48 28

W warunkach laboratoryjnych, dysponujac czysta hodowla, w ktorej komoérki wystepuja
w jednakowym stanie fizjologicznym, obserwuje si¢ pomi¢dzy logarytmicznymi warto$ciami
RLU i jtk wysoka korelacje rzedu R?= 0,9806. [Caprita i in. 2006]. Natomiast w warunkach
naturalnych wspoétczynnik ten osigga duzo nizsza warto$¢. W badaniach Czaczyk i in. [2001]
na mieszaninie drobnoustrojéw odpowiedzialnych za procesy kompostowania, ktora
stanowity mezofile, termofile, drozdze oraz plesnie, omawiany wspolczynnik korelacji R?
wynosit ponizej 0,3.

WNIOSKI

Metoda bioluminescencyjna oznaczania ATP jest szybka, nicinwazyjna, wysoce czula,
prosta w wykonaniu 1 stosunkowo tania. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie jest to metoda do
ilo§ciowego oznaczania liczby bakterii w badanych probkach i pomimo jej duzej popularnosci

nie moze zastapi¢ klasycznych metod mikrobiologicznych.
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