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Summary

The need for the rapid and precise identification methods of food pathogens and spoilage microorganisms
requires the elaboration of new techniques of microbial diagnosis. This article presents the newest methods
of determining food biocontaminants with particular consideration given to immunological and genetic
techniques (genomics) as some of the instrumental techniques (MALDI-TOF-MS, GC-MS, GC-FID) which
classify microorganisms in respect to their specific chemical cell constituents, i.e. the fingerprint rule (proteomics,

lipomics).
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Analiza zywno$ci pod wzglgdem obecnosci mikro-
organizmow patogennych i saprofitycznych jest jednym
z podstawowych narzedzi kontroli bezpieczenstwa i ja-
kos$ci produktow spozywczych. Sprostanie standardom
Unii Europejskiej z zakresu zapewniania bezpieczen-
stwa zywnosci, opracowanym w Biatej Ksiedze w spra-
wie bezpieczenstwa zywnosci, 2000, oraz wymogom
monitoringu oraz zarzadzania ryzykiem w tancuchu zyw-
nosciowym (Rozporzadzenie 178/2002 Parlamentu
Europejskiego 1 Rady), zmusza do opracowywania no-
wych, szybkich i pewnych metod identyfikacji zagro-
zen biologicznych.

Dotychczas najczgsciej stosowane w technologii zyw-
nosci metody identyfikacji mikroorganizméw opieraja
si¢ na czasochtonnych i pracochtonnych technikach po-
siewu, tj. zliczaniu kolonii mikroorganizmow wzrasta-
jacych na nieselektywnych i selektywnych podtozach.
Przetworstwo surowcow spozywczych opiera si¢ glow-
nie na fizycznych i chemicznych metodach utrwalania
zywnosci (obnizanie pH srodowiska, stosowanie wyso-
kich/niskich temperatur i ci$nienia, obnizanie aktywnos-
ci wody, dodatek substancji chemicznych i antybioty-
kéw). Niekorzystne warunki srodowiskowe stymuluja
mikroorganizmy do nabywania oporno$ci. Stwarza to
zagrozenie w zapewnianiu bezpieczenstwa zywnosci.
Badania naukowe potwierdzaja, Zze niektore patogeny
zywnosci (np. z rodzaju Campylobacter) posiadaja zdol-
no$¢ do tworzenia form nie dajacych wzrostu kolonii,
mimo zachowanej aktywnosci metabolicznej, tzw.
VBNC - viable but not culturable (8). Proces przecho-
dzenia komoérek w taki stan, regulowany na poziomie
zmian genetycznych, jest prawdopodobnie jednym

z mechanizmoéw nabywania opornosci przez mikroor-
ganizmy pod wplywem stresowych warunkow wzrostu.
Biorac pod uwage powyzszy fakt, wiarygodno$¢ trady-
cyjnych metod posiewu staje si¢ kwestia dyskusyjna.
Zaobserwowano ponadto, ze optymalizacja sktadnikow
podtoza oraz warunkow inkubacji nie zwigksza istotnie
poziomu szybkiej regeneracji uszkodzonych komorek
(3).

Przedstawione argumenty przemawiaja za koniecz-
noscia stosowania w przemysle spozywczym takich
metod diagnostycznych, ktore precyzyjnie oceniaja ry-
zyko obecnosci niepozadanej mikroflory w krotkim cza-
sie. Badania mikrobiologiczne powinny rozpoczynac si¢
od kontroli surowcow, nastepnie przej$¢ w kontrolg pro-
cesu produkcyjnego i systemu utrzymywania higieny
linii technologicznej oraz opakowan, a docelowo anali-
zy gotowego produktu. Procedury musza wiarygodnie
oceni¢ jako§¢ mikrobiologiczna produktu, zanim trafi on
na rynek. Jest to jednocze$nie reahzaCJa zatozen syste-
mu HACCP 1 weryfikacja poprawnosci jego dziatania.

Metody diagnostyki mikrobiologicznej

Zapewnianie jakosci 1 wiarygodnosci wynikow ana-
liz mikrobiologicznych na poziomie migdzynarodowym
pociaga za soba konieczno$¢ akredytacji laboratoriow,
walidacj¢ metod, stosowanie standardéw wewnetrznych
1 automatyzacj¢ technik analitycznych, dzigki czemu
wyniki staja si¢ obiektywne i powtarzalne. Powtarzal-
no$¢ wynikow jest czynnikiem gwarantujacym popraw-
nos$¢ metody.

Zautomatyzowane lub manualne metody oznaczania
mikroorganizméw w zywnosci powinny charakteryzo-
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wac sig takimi atrybutami, jak m.in. szybkos$¢ oznacze-
nia z jednoczesng gwarancja doktadnosci wyniku (mi-
nimalna liczba falszywie negatywnych oraz fatszywie
pozytywnych wynikow), zalezna od czutosci 1 precyzji
metody. Testy diagnostyczne powinny by¢ proste w wy-
konaniu, mozliwe do bezposredniej integracji z syste-
mem monitoringu procesu przetworczego, a stosowane
w nich odczynniki fatwo dostgpne 1 stabilne podczas
przechowywania.

Techniki fluorescencyjne i luminescencyjne. Szybki
postep w rozwoju nauk zwigzanych z biotechnologia
(biochemii, biofizyki, chemii, immunologii, genetyki)
wplywa na stosowanie ich osiagnie¢ w analityce zyw-
nosci. Zwiqksza si¢ zainteresowanie metodami wyko-
1Zystuj qcyml nie tylko zdolno$¢ namnazania si¢ mikro-
organizmow, ale ich kryterla identyfikacyjne (4). Kryte-
ria te opieraja si¢ najczesciej na wiedzy o podstawo-
wych, niezbednych do przezycia, wymaganiach mikro-
organizmow.

Techniki fluorescencyjne bazuja, migdzy innymi, na
obecnosci nienaruszonej blony cytoplazmatycznej zy-
wych komorek, ktoéra jest bariera migdzy cytoplazma
a Srodowiskiem zewnatrzkomérkowym. Mierzona jest
spojnos¢ membrany na podstawie wybarwiania sig¢
sktadnikow wewnatrzkomérkowych pod wpltywem
okreslonych barwnikow (propionian jodu, bromek ety-
dyny, DAPI), np. DNA, przy czym proces wybarwiania
si¢ zachodzi tylko w komorkach uszkodzonych.

Fluoroscencyjnie analizowane sg rowniez specyficz-
ne enzymy, gdzie substrat enzymu polaczony z odpo-
wiednim barwnikiem, np. fluoresceina, produkty bio-
syntezy wewnatrzkomorkowe;j, jak bialka, lipidy, poli-
sacharydy, kwasy nukleinowe, w tym rRNA (FISH —
fluorescence in situ hybrydyzatlon) (8). Metoda FISH
znaJdUJe zastosowanie podczas detekcji mlkroorganl-
zmoOw na poziomie taksonomicznym przy uzyciu spe-
cyficznych fluorescencyjnych oligonukleotydéw rRNA
1 fluorescencyjnych antygenéw (11). Do pomiaru licz-
by komorek znaczonych fluorescencyjnie wykorzysty-
wane sa najczgsciej optyczne sensory, jak mikroskopy
fluorescencyjne czy cytometry przeplywowe.

W ostatnim 15-leciu obserwowany jest znaczny
wzrost zainteresowania cytometria przeptywowa. Idea
oznaczenia jest pomiar pochlaniania wiazki $wiatla la-
serowego przez znaczone fluorochromem sktadniki ko-
morki. Techniki optyczne potaczone z fluorymetria daja
odpowiedz odnosnie do stanu fizjologicznego nawet po-
jedynczej komorki, rozrézniaja komorki martwe od zy-
wych, a facznie z metodami separacji immunologiczne;j
drobnoustrojéw — daja wynik ilo§ciowo specyficzny.
Czuto$¢ tych technik jest bardzo wysoka, np. mozliwos¢
identyfikacji 10? komoérek drozdzy i 10°-10° komorek
bakterii w 1 ml probki (11). Pewnego rodzaju ograni-
czeniem sa koszty przyrzadéw pomiarowych.

Do detekcji mikroorganizméw w Zywnosci stosowa-
ne sa rowniez metody opierajace si¢ na pomiarze lumi-
nescencji, np. ATP (adenozyno-5-trifosforan) — biolu-
minescencja w kompleksie z lucyferaza, metody znako-
wania czynnikami luminescencyjnymi lub stosujace sub-
straty o takich wiasciwosciach. ATP-bioluminescencja
wykorzystywana jest przede wszystkim do szybkiej oce-
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ny stanu higieny linii technologicznych, np. czystosci
powierzchni produkcyjnych. Mierzona jest wowczas
ogolna ilo§¢ ATP pochodzenia mikrobiologicznego, jak
1 z pozostatosci organicznych (15). Jednakze taki po-
miar nie okresla jednoznacznie aktywnos$ci metabolicz-
nej mikroorganizméw w badanej probie.

I na koniec, do najprostszych sposobow mozna zali-
czy¢ wprowadzone udoskonalenia zliczania kolonii na
roznicujacych podlozach, polegajace na automatyzacji
liczenia, a to dzigki dodawaniu do podtéz sktadnikow
umozliwiajacych m.in. pomiary fluorymetryczne.

Szybkie testy zmian metabolicznych. Opracowano
wiele zestawOw pozwalajacych na szybka identyfikacje
mikroorganizméw patogennych i saprofitycznych pod
wzgledem charakterystycznych cech morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych. Zestawy te (kity) sa
zminiaturyzowane, proste w wykonaniu i daja wynik
w krotkim czasie (6). Znane sa m.in. testy API (Biome-
rieux), BBL Minitek system (Becton Dickinson Micro-
biological Systems), Biolog system (Biolog). Opieraja
si¢ gtéwnie na reakcjach chemicznych i biochemicznych
przeprowadzanych na gotowych podtozach wzrosto-
wych z dodatkiem odpowiednich odczynnikow. Wyko-
rzystywana jest przy tym specyficzno$¢ przemian roz-
nych zrodet wegla przez mikroorganizmy oraz specyfi-
ka innych szlakow metabolicznych.

Istnieja rozwiazana w pelni zautomatyzowane. Jed-
nakze uzycie do analizy zywnoS$ci rozwiazah tworzo-
nych gtownie na potrzeby mikrobiologii klinicznej moze
stwarza¢ trudnosci, wynlkajqce ze ztozonosci sktadni-
kéw matrycy zywnos$ciowej i ich interferencji ze sktad-
nikami testow. Konieczna jest zatem adaptacja tych
testow 1 stosowanie szczepoéw referencyjnych (6).

Pomiary zmian fizycznych w podlozu wzrostowym.
Dostepne sa zautomatyzowane metody mierzace zmia-
ny fizyczne zachodzace w medium wzrostowym pod
wplywem rozwoju drobnoustrojow (przemian anabo-
licznych 1 katabolicznych). Przyktadem moze by¢ po-
miar impedancji, opierajacy si¢ na zmianie przewod-
nosci (opornos$ci) elektrycznej medium. System stoso-
wany jest do okreslania ogo6lnej liczby drobnoustrojow.
Nie jest mozliwa jego aplikacja do badan prob z mala
zawarto$cia drobnoustrojow, ponadto istnieje prawdo-
podobienstwo wpltywu matrycy zywnosciowej na pra-
widlowy przebieg oznaczenia (2).

Kolejnym przyktadem jest analiza zmian ggstosci
optycznej podloza, na ktorej opieraja si¢ pomiary turbi-
dymetryczne. W tym przypadku wielkos¢ zmian skore-
lowana jest z ogolna liczba drobnoustrojow (15).

Biosensory

W ostatnich latach zauwazalny jest rozwo6j metod, kto-
rych narzgdziami analitycznymi sa biosensory reaguja-
ce ze specyficzng sobie substancja obecna w srodowis-
ku reakcji. Wiele naturalnie wystgpujacych czasteczek
zwanych b10receptoram1 posiada wlasciwosci ,,bioroz-
poznawalno$ci”. Naleza do nich: antygeny, enzymy, re-
ceptory komorkowe, kwasy nukleinowe, ktore stanowia
podstawg projektowania biosensoréw (20).

Biosensory immunologiczne. Sensory immunolo-
giczne opieraja si¢ na charakterystycznym wiazaniu typu
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antygen—przeciwcialo, ktore jest kompleksem specyficz-
nym. Czutos$¢ techniki zalezy od stopnia powinowac-
twa antygenu do przeciwciata, od sil wigzacych oba
sktadniki oraz od warto$ciowosci przeciwciata, tj. od
liczby wiazan, ktore moze utworzy¢ przeciwciato z an-
tygenami (2). Wyr6znia si¢ dwie klasy oznaczen immu-
nologicznych: homogeniczne 1 heterogeniczne. W pierw-
szym typie nie stosuje si¢ markerowego potaczenia:
antygen—przeciwcialo, gdyz nie zachodzi koniecznos¢
rozdzielania przeciwciat skoniugowanych od niezwia-
zanych z antygenem. Do oznaczen heterogemcznych
konieczne jest znakowanie antygendw, np. enzymami
lub barwnikami fluorescencyjnymi oraz oddzielanie
przeciwcial niepotaczonych od tworzacych kompleksy
z antygenami. Przyktadowymi rozwigzaniami immuno-
analizy homogenicznej sg lateksowe testy aglutynacyj-
ne, skonstruowane z czastek lateksu, pokrytych warstwa
przeciwciat. Stosowane sa do identyfikacji serologicz-
nej czystych kultur drobnoustrojéw. W obecnosci od-
powiedniego substratu przebieg reakcji w uktadzie
pomiarowym jest tatwy do obserwacji, gdyz zachodzi
widoczna aglutynacja. Wymieni¢ mozna takze testy
immunodyfuzyjne, w ktérych na matrycg zelowa wzbo-
gacona przeciwcialami nanosi si¢ probke, a obecnos¢
antygenow wywotuje w zelu strat. Testem heterogenicz-
nym jest ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays).
Czulos¢ testow ELISA (10*-10° jednostek/ml) zmusza
czesto do wstgpnego namnazania badanych drobnoustro-
jow w probkach o matej ich zawartosci. Testy te nie daja
odpowiedzi odnosnie do zywotnosci drobnoustroju.

Obiecujacy jest rozwdj produkcji zminiaturyzowa-
nych immunosensoréw w formie mikrochipow i mikro-
macierzy.

Omawiajac metody immunologiczne nalezy wspom-
nie¢ o0 mozliwo$ci wykorzystania wiazan typu przeciw-
ciatlo—antygen jako sposobu fizycznej koncentracji 1 se-
paracji specyficznych mikroorganizméw (z miesza-
niny ré6znych drobnoustrojow) na matrycy materiatow
pochodzenia organicznego. Stosuje si¢ w tym celu, np.
izolacj¢ immunomagnetyczna na kulkach paramagne-
tycznych pokrytych warstwa przeciwciat. Daje to moz-
liwo$¢ pominigcia dtugotrwatego etapu namnazania
drobnoustrojoéw przed ich identyfikacja dowolnymi tech-
nikami.

Testy genetyczne (oparte glownie na badaniu
DNA). Ostatnie dziesigciolecia mozemy nazwacé era
metod molekularnej identyfikacji materiatow biologicz-
nych, roéznicujacych je genotypowo (genomics), np.
w przypadku drobnoustrojéw na poziomie gatunku, ro-
dzaju, szczepu. Postgp techniczny umozliwit podanie
kompletnych informacji genetycznych (sekwencji DNA)
szeregu mikroorganizmow.

Obecnie najpowszechniej stosowana technika gene-
tyczna wspomagajaca identyfikowanie jest amplifika-
cja DNA metoda PCR — reakcja faficuchowa polimera-
zy. Metoda polega na transkrypcyjnym powielaniu spe-
cyficznych fragmentéw nici DNA lub RNA (500-3000
par nukleotydéw) w cyklu reakcji z zastosowaniem od-
powiednich sekwencji starterowych i enzymow polime-
raz. Molekularne techniki identyfikacji mikroorganiz-
mow w zywnosci opisuje doktadnie Osek i wsp. (14).
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Czuto$¢ metody PCR zalezy od liczby kopii powie-
lonych fragmentéw DNA, wieku kultury drobnoustro-
jow, sposobu lizy komoérki. Metoda PCR nie odroznia
materiatu genetycznego komorek zywych od martwych.
W tym celu oznacza¢ mozna np. mRNA, jednakze for-
ma ta jest bardzo labilna i stad trudna do detekcji. Roz-
woj metod genetycznych powinien dazy¢ do proby ilos-
ciowego oznaczania drobnoustrojow réznych gatunkow
jednoczesnie (2).

Inny rodzaj testoéw genetycznych to sekwencjonowa-
nie DNA chromosomalnego lub plazmidowego z wy-
korzystaniem enzymdw restrykcyjnych i elektroforetycz-
nym rozdziale fragmentow na Zelach (restriction lenght
fragment polymorphisms). Fragmenty te, po przeniesie-
niu na membrang s3 poddawane hybrydyzacp ze zna-
czona sonda kwasu nukleinowego. Otrzymuje si¢ wOw-
czas obraz prazkow specyficzny dla badanego gatunku
lub szczepu. Kolejny przyktad to sekwencjonowanie 16S
tDNA 1 16S-23S rRNA, jako wewnatrzgenowych re-
giondw rdzniacych sig w1elk0501q 1 sekwencja nawet
wsrod blisko spokrewnionych taksonomicznie grup (1).
Stosuje si¢ wowczas rowniez hybrydyzacjg sond DNA
lub RNA z komplementarnym fragmentem kwasu nu-
kleinowego badanego drobnoustroju, rowniez z zasto-
sowaniem DNA Microarray Technology (genom chip),
tj. technologii macierzowej. Radioaktywne i fluorescen-
cyjne markery pozwalaja w tej metodzie na detekcjg

hybryd (6).

Instrumentalna analiza
sktadu komponentow komérkowych

Drobnoustroje identyfikuje si¢ rowniez technikami
opartymi na analizie sktadu biomarkeréw, m.in. biatek
komorkowych, komorkowych kwaséw tluszczowych
1ich estrow metylowych czy polarnych lipidowych kom-
ponentéw blony komoérkowej. Chemiczna analiza me-
tabolitow moze stuzy¢ do klasyfikacji taksonomicznej,
nie jest ona jednak jeszcze czgsto stosowana w analizie
mikrobiologicznej zywnosci. Sktad jakosciowy zwiaz-
kow chemicznych wchodzacych w sklad organelli ko-
moérkowych, ich budowa oraz wzajemne stosunki ilos-
ciowe daja mozliwo$¢ charakterystyki drobnoustrojow
na zasadzie ,,odcisku palca”. W komorkach bakterii,
drozdzy i innych drobnoustrojéw biomarkery komor-
kowe wystepuja w niewielkich ilosciach, stad ich ozna-
czanie musi by¢ dokonywane w bardzo doktadnych urza-
dzeniach pomiarowych. Nowoczesna, instrumentalna
analiza metabolitow jest bardzo czula, szybka i ekono-
miczna pod wzglgdem wykorzystywanych odczynnikow
chemicznych. Mozliwos¢ stosowania takich rozwiazan
w rutynowych badaniach spotyka si¢ z coraz wigkszym
zainteresowaniem (7, 23). Najczgsciej analiza instru-
mentalna komoérkowych zwiazkow strukturalnych sto-
sowana jest w mikrobiologii srodowiskowe;.

Na tym tle niezbedne jest opracowywanie baz danych
(bibliotek) z charakterystyka taksonomiczna szczepow
referencyjnych uwzgledniajaca wybrane komponen-
ty komoérkowe, np. profile kwaséw thuszczowych czy
biatek.

Poza baza danych Sherlock Microbial Identification
System (Newark, USA) z chemiczna specyfikacja ko-
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morek réznych gatunkéw i szczepow bakterii oraz
drozdzy w mikrobiologii brak jest podobnych Zrodet in-
formacji.

Zadaniem analitykow jest rozw0j systemdéw o wyso-
kiej wydajnosci zbierania danych, ich przekazywania
1 automatycznego przetwarzania, ktére powinny by¢
sprzezone z precyzyjnymi instrumentami analityczny-
mi. Jest to konieczne do szybkiego monitoringu zyw-
nos$ci na zawarto$¢ drobnoustrojow. Komputerowa ana-
liza danych w odniesieniu do metod ,,odcisku palca”
opiera sig¢ na szczegdlowej analizie statystycznej, tj. np.
na szacowaniu indeksu podobiefnstwa, wspolczynnika
korelacji, wspotczynnika odlegtosci Euklidesa czy al-
gorytmie grupowania mikroorganizméw na podstawie
analizy najwazniejszych (pod wzgledem procentowej
zawarto$ci) komponentow sposrod badanych zwiazkow
chemicznych (7, 16), analizie sktadowych gtownych
(PCA — principal component analysis).

Analiza bialek (proteomics). Analiza sktadu biatek
komorkowych okazata si¢ bardzo wiarygodna w klasy-
fikacji mikroorganizmow, daje bowiem informacje od-
nosnie do gatunku i szczepu. Bialka sa bezposrednim
wynikiem ekspresji genomu komoérkowego. Udowod-
niono wysokie podobienstwo migdzy zawartoscia bia-
tek komorki a hybrydyzacja DNA-DNA (7). Klasyczne
metody proteomics (analiza biatek) stuza precyzyjnej
analizie bialek, wykorzystuja wysokorozdzielcza tech-
nik¢ dwuwymiarowej elektroforezy (2D-elektroforeza)
potaczona, np. ze znakowaniem immunologicznym,
sekwencjonowaniem biatek czy analiza aminokwasow.
Pozycja plam frakcji biatkowych na Zelu po 2D-elek-
troforezie moze by¢ przesunigta na skutek np. wymiany
pojedynczego aminokwasu w strukturze pierwszorze-
dowej biatka, dlatego sprzg¢zenie 2D-elektroforezy ze
spektrometriq mas umozliwia bardziej precyzyjna i pew-
na identyfikacje. Ponadto spektrometria mas (MS) umoz-
liwia oznaczanie femtomolowych (10-10) ilo$ci biatek
(12). Jeszcze doktadniejsza identyfikacj¢ uzyskuje sig
po wstepnym, enzymatycznym strawieniu kompleksu
mieszaniny biatkowej, a nast¢pnie separacji peptydow
za pomoca wysokosprawnej chromatografii jonowy-
miennej i przeanalizowaniu koncowych wynikéw z za-
stosowaniem detektora mas.

Spektrometria mas jest wykorzystywana przede
wszystkim do typowych analiz chemicznych. W wyni-
ku rozwoju sposobdéw przygotowania prob (desorpcja
plazma, bombardowanie szybkimi atomami, elektro-
sprej, desorpcja laserowa) mozliwa stala si¢ analiza czas-
teczek o wigkszych cigzarach, bgdacych komponenta-
mi komérkowymi zywych organizmoéow (10). Istnieja
opinie, ze opracowanie desorpcji laserowej z zastoso-
waniem matrycy, na ktorej istnieje mozliwo$¢ wyzna-
czania mas czasteczkowych biatek, glikozydow, lipidow
z probek o femtomolowej zawartosci analitu, jest jedna
z najlepszych obecnie znanych metod analitycznych.
Analizowana probke nanosi si¢ na matryce i poddaje
napromieniowaniu impulsami laserowymi. Molekuty
probki ulegaja jonizacji i desorpcji, tworzac chmurg gazu
jonowego. Jony poddawane sa detekcji w analizatorze
czasu przelotu, gdzie nastgpuje ich separacja, a nastgp-
nie analiza zgodnie z masa czasteczkowa i tadunkiem.
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Wiele wynikow analiz wskazuje na wyjatkowa precyzje
1 skutecznos$¢ tej metody w szybkiej identyfikacji mi-
kroorganizmow.

Efektywne stato si¢ rowniez potaczenie spektrome-
trii masowej z piroliza (degradacja masy komorkowe;j
wysoka temperatura), co pozwolilo wyeliminowacé
wstepne przygotowanie probek przed analiza (9).

Analiza lipidéw (lipomics). Badania nad charakte-
rystyka sktadnikéw lipidowych komoérek mikroorga-
nizmow dowodza, ze kwasy tluszczowe, ich estry me-
tylowe czy fosfolipidy membran komdrkowych moga
by¢ istotnym zroédtem informacji w klasyfikacji drob-
noustrojow, zaréwno bakterii, jak i drozdzy czy plesni
i in. Analiza lipidéw staje si¢ przedmiotem zaintereso-
wan i badan analitycznych, dajac, zdaniem wielu auto-
16w, odpowiedz poréwnywalng z metodami opieraja-
cymi si¢ na genetycznych wynikach badan (17).

Ttuszcze obejmuja grupe zwiazkow odgrywajacych
gtéwna rolg w wielu biochemicznych procesach komor-
kowych, stad wazne jest poznanie wptywu zmiennosci
sktadnikow thuszczowych na funkcjonowanie mecha-
nizmow metabolizmu komorkowego (10).

Kwasy thuszczowe wystepuja w komorkach przede
wszystkim w postaci estrow, jako trdjglicerydy, fosfo-
lipidy, glikolipidy, sterole, bedac przede wszystkim
sktadnikami budulcowymi btony i §ciany komorkowej
oraz bton cytoplazmatycznych organelli komoérkowych,
np. mitochondridow, retikulum endoplazmatycznego,
spor, wolnych czasteczek thuszczow (17).

Fosfolipidy sa obecne w membranach zywych komo-
rek, nie wystepuja natomiast jako thuszcze zapasowe,
ulegaja szybkiemu rozktadowi w martwych komorkach,
dlatego ich oznaczanie moze stuzy¢ do okreslania zy-
wotnosci biomasy komoérkowe;.

Analiza estrow metylowych kwaséw ttuszczowych
czy fosfolipidoéw pozwala okresli¢ réznice migdzyga-
tunkowe z profilu tych zwiazkow. Mozliwosci te wyni-
kaja z duzej réznorodnosci strukturalneJ 11p1dow tzn.
wystepowania kwasow tluszczowych o roznej dlugoscei
tancucha weglowego (dla mlkroorgamzmow Zazwyczaj
od C9 do C22), pozycji w1qzan podwdjnych lub ich
braku, wystgpowania izomerdw cis- i trans-, obecnosci
pierscieni cyklicznych oraz rozgalgzien czy tez podstaw-
nikow w tancuchu alifatycznym (7). Przyktadowo,
Gram-dodatnie oraz beztlenowe Gram-ujemne bakterie
zawieraja W przewazajacej ilodci rozgalezione kwasy
thuszczowe, natomiast tlenowe Gram-ujemne szczepy
charakteryzuj a si¢ duza zawartoscia mononienasyconych
kwasow. W komorkach drozdzy stwierdzono natomiast
przewage kwasow C16 1 C18 (13, 17). Poniewaz nie
wszystkie z analizowanych zwiazkdéw sa charakterys-
tyczne tylko dla jednej grupy mikroorganizmoéw, stad,
oprocz jakosciowego sktadu lipidow, wazne sa rowniez
roznice w czgstosci wystgpowania poszczegdlnych
zwiazkdw, ich ilosci oraz wzajemne stosunki ilosciowe
(17).

Sktad ilosciowy kwasdw tluszczowych, fosfolipidow
moze ulega¢ zmianom pod wplywem srodowiska, ak-
tywnos$ci metabolicznej czy wieku drobnoustrojow (10).
Do zapewnienia powtarzalnosci profilu sktadnikow li-
pidowych danego gatunku, szczepu konieczna jest stan-
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daryzacja warunkow wzrostu (tj. sktadu podtoza hodow-
lanego, jego pH i temperatury wzrostu), w ktorych ozna-
czane mikroorganizmy stymulowane sa do syntezy kwa-
sow tluszczowych. Zalezno$¢ migdzy kompozycja lipi-
dow w komorkach bakterii czy drozdzy a ich przyna-
leznoscia taksonomiczna zostata do§wiadczalnie po-
twierdzona (17, 23). Réznice w profilu estrow metylo-
wych kwasow thuszczowych rozdzielanych metoda chro-
matografii gazowej byly wystarczajace do odrdznienia
blisko spokrewnionych bakterii z rodziny Micrococca-
ceae (18).

Najczesciej stosowanymi technikami identyfikacji
1 r6znicowania mikroorganizméw na podstawie sktad-
nikow ttuszczowych w komorce sa: chromatografia ga-
zowa z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC/
FID) lub detektorem mas (GC/MS). Zastosowanie tych
technik wymaga przeprowadzenia estryfikacji lipidow
do ich lotnych estréw metylowych. Procedura zapropo-
nowana przez Sassera (19) polega na zmydleniu tlusz-
czOw, a nastgpnie przeprowadzeniu kwasowej mety-
lacji lipidow. Ekstrakt organiczny FAME (fatty acid
methyl esters — estry metylowe kwasoéw thuszczowych)
poddawany jest analizie chromatograficznej. W powyz-
szej metodzie wysoka temperatura stosowana podczas
zmydlania oraz metylacji moze wptywa¢ na wystepo-
wanie strat bardziej lotnych estrow, tj. pochodnych kwa-
sow krotkotancuchowych. Rowniez niektore komponen-
ty moga ulega¢ modyfikacjom, np. utlenianiu. Stoso-
wanie tagodniejszych metod estryfikacji, np. tagodne;j
metylacji w pH zasadowym, moze ograniczy¢ zaftatszo-
wanie wyniku analizy wspomnianymi stratami kompo-
nentdw czy ich destrukcja.

Do analizy polarnych lipidéw stosowana jest takze
technika HPLC/MS (wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzgzona ze spektrometriag masowa), ktora nie
wymaga przeprowadzania w lotne pochodne analizo-
wanych zwiazkéw — umozliwia ich identyfikacjg in sta-
tu nascendi.

Prowadzone sg takze badania nad zastosowaniem
spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera
(FTIR) do identyfikacji r6znych mikroorganizmow
z zywnoS$ci na podstawie profilu estréw metylowych
kwaséw tluszczowych. Whittaker i wsp. (21) potwier-
dzili mozliwosci réznicowania gatunkow sposrdéd Gram-
-dodatnich i Gram-ujemnych bakterii.

Podsumowanie

Klasyczne techniki identyfikacji mikroorganizméw
stosowane w przemysle spozywczym nie sa odpowied-
nie do prowadzenia szybkich, rutynowych analiz kon-
trolujacych bezpieczenstwo i jakos$¢ zywnosci. Fakt ten
coraz czg$ciej wymusza zastgpowanie tradycyjnej iden-
tyfikacji mikroorganizméw w zZywno$ci nowymi meto-
dami, umozliwiajacymi uzyskanie wiarygodnego wyni-
ku w krotkim czasie. Dzieje sig to dzigki automatyzacji
1 komputeryzacji metod, stosowaniu standardow we-
wngtrznych 1 zewngtrznych oraz zestawianiu odmien-
nych technik analitycznych ze soba. Dalszy rozwoj diag-
nostyki mikrobiologicznej powinien dazy¢ do opraco-
wywania metod szybkiego monitoringu w produkcji
zywnosci (on-line) i w czasie rzeczywistym (real time).
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Instrumentalne techniki analizy chemicznej sktadnikow
komodrkowych sa jedna z najbardziej obiecujacych al-
ternatyw spelniajacych wymagania wysokiej czutosci
1 doktadnos$ci z jednoczesnym szybkim wykonaniem
analizy.
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