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Substancje o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym jako sktadniki
biodegradowalnych folii z polimeréw naturalnych

Streszczenie — Artykut stanowi przeglad literaturowy dotyczacy substancji dodawanych do folii
wytworzonych z biodegradowalnych polimeréw naturalnych, przeznaczonych do pakowania
zywnosci, w celu nadania im wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Omdéwiono czynniki prze-
ciwdrobnoustrojowe bedace skladnikami folii z naturalnych polimerdéw, takie jak: kwasy orga-
niczne, enzymy i bakteriobiocyny a takze, dodawane do opakowan otrzymywanych z polimeréw
syntetycznych, biobdjcze srebro w postaci nanoczastek lub koloidu. Scharakteryzowano tez, wy-
kazujacy dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, naturalny polisacharyd chitozan wykorzystywany
do produkgji opakowan zywnosci.

Stowa kluczowe: kwasy organiczne, enzymy, srebro, chitozan, wtasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowe, folie biodegradowalne.

ACTIVE ANTIMICROBIAL AGENTS AS COMPONENTS FOR NATURALLY OCCURRING BIO-
DEGRADABLE POLYMERS

Summary — This paper constitutes a review of the literature on compounds added to the films
made from naturally occurring biodegradable polymers in order to obtain antimicrobial proper-
ties in applications as food packaging materials. The activity in packaging materials of antimicro-
bial agents such as organic acids, enzymes and bacteriocins as components of films from naturally
occurring polymers as well as of antimicrobial silver added to synthetic polymers in the form of
nanoparticles and colloids has been discussed. Characteristic of the activity of the natural polysac-
charide chitosan used in the packaging of foodstuff was also presented.

Key words: organic acids, enzymes, silver, chitosan, antimicrobial properties, biodegradable films.

Opakowania zywnosci nie tylko stanowia fizyczna ba- ~ warunki wewnatrz opakowania przedtuzajac tym samym
riere chronigcg produkt przed negatywnymi czynnikami  trwalo$¢ produktu i zapewniajac utrzymanie jego dobrej
$rodowiska, ale moga takze spelniac szereg dodatkowych  jakosci podczas przechowywania [1—6]. Materialy opako-
funkgji. Opakowania takie, zwane opakowaniami aktyw- waniowe bedac nosnikami substancji przeciwdrobnous-
nymi, oddzialuja na zapakowany produkt lub zmieniaja  trojowych, zapachowych, barwnikéw, witamin lub prze-
I ciwutleniaczy polepszaja wlasciwosci sensoryczne oraz
* Autor do korespondengji; e-mail: ilona.kolodziejska@pg.gda.pl uzupelniaja wartos¢ zywieniowa opakowanego produktu.



628

POLIMERY 2010, 55, nr 9

Jednym z najwigkszych zagrozen zdrowotnych i
trwatosci pakowanej zywnosci sa drobnoustroje. Dlatego
tez wciaz prowadzi si¢ badania skupione na poszukiwa-
niu nowych substancji ograniczajacych rozwdj mikroor-
ganizmow. Przeciwdrobnoustrojowe czynniki powinny
si¢ zalicza¢ do substancji uznanych za bezpieczne (Gene-
rally Recognised As Safe — GRAS). Moga by¢ one zaréwno
naturalne, jak i syntetyczne. W przypadku biodegrado-
walnych opakowan substancje do nich wprowadzane
w celu nadania im wtasciwos$ci przeciwdrobnoustrojo-
wych nie moga zmniejsza¢ podatnosci na degradacje za-
chodzaca pod wplywem czynnikéw biologicznych
[7—16].

Opakowania o wtasciwosciach przeciwdrobnoustro-
jowych uzyskuje sie w wyniku wprowadzenia do matry-
cy polimerowej substancji o biologicznej aktywnosci, na
drodze ich adsorpgji lub immobilizacji za pomoca wigzan
kowalencyjnych lub jonowych. Jednoczesnie realizuje si¢
badania nad opracowaniem technologii produkcji bio-
degradowalnych opakowan opartych na wykazujacych
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe polimerach, takich
jak np. chitozan [13, 15, 17]. Ponizszy przeglad literaturo-
wy przedstawia aktualny stan wiedzy na temat skutecz-
nosci oraz mechanizmu dziatania przeciwdrobnoustro-
jowych substancji, ktére moga by¢ wykorzystane do
otrzymywania aktywnych opakowan z polimeréw natu-
ralnych.

KWASY ORGANICZNE

Kwasy organiczne od wielu juz lat stosuje si¢ do kon-
serwowania zywnosci. Niektore z nich moga by¢ wpro-
wadzane do produktéw zywnosciowych celowo, np.:
kwas octowy, sorbowy, p-aminobenzoesowy, lub tez
moga tworzy¢ sie w produkcie w wyniku fermentacji
pod wplywem mikroorganizméw, np. kwas mlekowy,
propionowy badz cytrynowy. WHO (Swiatowa Organi-
zacja Zdrowia) uznala te substancje za bezpieczne, moz-
na je tez wykorzystac jako czynnik przeciwdrobnoustro-
jowy w materialach opakowaniowych. Sirugusa i Dick-
son [18] wykazali, ze folie z alginianu wapnia zawiera-
jace kwas octowy i mlekowy zmniejszaly liczbe bakterii
Listeria monocytogenes lub E. coli O157:H7 inokulowanych
na powierzchni miesa bydlecego o ok. 2 rzedy wielkosci.
Kwasy sorbowy i p-aminobenzoesowy obecne w jadal-
nych foliach z kazeiny réwniez skutecznie hamowaty
wzrost na podiozu agarowym 4 szczepoéw L. monocytoge-
nes, 3 szczepow E. coli O157:H7 oraz 5 szczepow S. Typhi-
murium.

Mechanizm dziatania kwaséw organicznych polega
na ich zdolnosci do penetracji bton komérkowych bakte-
rii. Niezdysocjowane czasteczki kwasu dysocjuja wew-
natrz komorki obnizajac w ten sposob pH cytoplazmy do
poziomu nizszego niz granica tolerancji. Proces usuwa-
nia protonow z wnetrza komorki wymagajacy duzych
nakladow energii powoduje zaburzenie metabolizmu
i w konsekwencji $mier¢ komorki [19]. Aktywno$é bakte-

riobojcza kwasdéw rosnie wraz ze zmniejszajacym sie
stopniem dysocjacji [20].

Kwasy organiczne wprowadzone do foli z natural-
nych polimeréw powoli przenikaja ze struktury folii do
produktu, a efektywnos¢ ich bakteriobdjczego/bakterio-
statycznego dziatania zalezy od pH i aktywnosci wody
zawartej w zywnosci, gdyz parametry te wplywaja na
stopien dysocjacji. Omawiana efektywno$¢ zalezy row-
niez od temperatury. Ouattaraiin. [21] wykazali, Zze obni-
Zenie temperatury znacznie zmniejsza migracje kwaséw
octowego i propionowego z folii chitozanowych do sro-
dowiska. Przeciwdrobnoustrojowe folie z bialek soi z do-
datkiem kwasu jabtkowego sa przedmiotem patentu [22].

ENZYMY I BAKTERIOCYNY

Do wytwarzania opakowan aktywnych mozna takze
wykorzystac inne substancje o dziataniu przeciwdrobno-
ustrojowym, np. enzymy: lizozym, oksydaze glukozowa
lub peroksydaze [8, 10, 23, 24]. Immobilizacje enzymow
w wyniku tworzenia sie wigzan jonowych lub kowalen-
cyjnych warunkuje obecnos¢ odpowiednich grup funk-
cyjnych na powierzchni polimeru. Sposréd wymienio-
nych enzymdéw najszerzej stosowany jest lizozym.
W przemysle spozywczym uzywa sie go m.in. w techno-
logii produkgji seréw dojrzewajacych jako czynnik ha-
mujacy wzrost bakterii fermentacji kwasu mastowego,
natomiast w przemysle farmaceutycznym i w medycynie
stanowi on skiadnik aktywny preparatow wykorzysty-
wanych w terapii i profilaktyce zakazen bakteryjnych.

Lizozym

Wedlug Duringa i in. [25] dwojakie dziatanie lizozy-
mu na komorki mikroorganizmoéw zalezy od postaci
w jakiej si¢ znajduje: natywnej lub zdenaturowanej.
Niezdenaturowany lizozym przejawia aktywno$¢ enzy-
matyczng polegajaca na oddziatywaniu z peptydoglika-
nem, ktore prowadzi do lizy $ciany komodrkowej lub,
w przypadku komorek w fazie podziatu, do hamowania
jej biosyntezy. Bakterie gramujemne z reguly s odporne
na dziatanie tego enzymu, poniewaz warstwa peptydo-
glikanu, bedacego substratem dla lizozymu, jest w nich
ostonieta zewnetrzna btona zbudowang z biatek, lipo-
polisacharydow (LPS) i hydrofobowych peptydow.
Zniszczenie badz rozluznienie tej zewnetrznej warstwy,
np. przez kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) lub
przez proteinazy, zazwyczaj czyni bakterie gramujemne
wrazliwe na dzialanie lizozymu. Przeciwdrobnoustrojo-
wa, nieenzymatyczna aktywno$¢ lizozymu ujawnia sie
natomiast po jego denaturacji. Zmiany strukturalne en-
zymu zachodzace podczas cieplnej denaturacji wplywaja
nawet na zwiekszenie jego bakteriobojczego dziatania
[25, 26]. Przeciwdrobnoustrojowa aktywnos$¢ zdenaturo-
wanego lizozymu wiaze si¢ z amfipatycznym charakte-
rem jednego z czterech peptydéw (o 4), znajdujacych sie
w C-konicu jego czasteczki. Dzigki zmianom konforma-
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cyjnym fragment ten wnika do wnetrza bton, gdzie do-
datnio naladowane reszty jego aminokwasow oddziatly-
waja z ujemnie natadowanymi sktadnikami bton. W kon-
sekwencji przebiegajace reakcje prowadza do uszkodze-
nia bton biologicznych i $mierci komorki.

Lizozym immobilizowany w foliach zaréwno z octanu
celulozy, jak i z polimerow naturalnych (np. zein z kukury-
dzy) umieszczonych w wodnej zawiesinie komorek Micro-
coccus lysodeikticus powodowat ich catkowita inaktywacje
[8, 27, 28]. Obecnos¢ lizozymu w ilosci 10—133 mg/g folii
z biatek (zein) kukurydzy i bialek sojowych, hamowata
wzrost bakterii Lactobacillus plantarum, bez wpltywu na inne
wiasciwosci funkcjonalne tych folii. Badane folie nie wyka-
zywaly podobnego dziatania wobec gramujemnych bakte-
rii Escherichia coli, w przypadku ktérych byly aktywne do-
piero po wilaczeniu w ich strukture EDTA [10].

Z przestawionych danych wynika, iz lizozym immo-
bilizowany w foliach z polimeréw naturalnych moze
skutecznie hamowac wzrost bakterii, efekt zas zalezy od
sposobu otrzymywania materialéw opakowaniowych
[29]. Ze wzgledu jednak na r6zna wrazliwos$¢ mikroorga-
nizméw na dzialanie lizozymu badaniami powinno sig
obja¢ szersza grupe mikroorganizmoéw, zwlaszcza pato-
genow i drobnoustrojéw powodujacych psucie produk-
tow zywnosciowych. Na aktywnos¢ enzymu dodatkowo
moga wplywac skladniki zywnosci, pH, sila jonowa
i temperatura przechowywania, zatem przed wprowa-
dzeniem omawianych opakowan do zywnosci nalezy
sprawdzi¢ skutecznos$¢ przeciwdrobnoustrojowego
dziatania folii w uktadach modelowych. Niestety w dos-
tepnej literaturze doniesienia o tego typu badaniach sa
nieliczne i niepetne.

Laktoperoksydaza

Innym przeciwdrobnoustrojowym enzymem, o po-
tencjalnym zastosowaniu w charakterze sktadnika ak-
tywnych folii opakowaniowych z polimeréw natural-
nych jest laktoperoksydaza (LP). Stanowi ona jeden z na-
turalnych enzymoéw mleka i charakteryzuje sig szerokim
spektrum przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci. Sposob
oddzialywania LP na komoérki mikroorganizmow jest
catkowicie odmienny niz bakteriocyn badz lizozymu.
Laktoperoksydaza katalizuje reakcje utleniania tiocyja-
nianéw (SCN") nadtlenkami prowadzaca do nietrwa-
tych, reaktywnych zwigzkéw (np. OSCN"), ktore utlenia-
ja nastepnie wiele aktywnych biologicznie czasteczek.
Inaktywacja mikroorganizmoéw za pomoca laktoper-
oksydazy jest prawdopodobnie spowodowana utlenia-
niem enzymow i innych biatek zawierajacych grupy tio-
lowe, w tym takze znajdujacych sie w btonach komérko-
wych. W wyniku strukturalnych zmian zachodzacych
w btonie cytoplazmatycznej nastepuje wyciek z komorki,
np. jonéw K*, ATP oraz zahamowanie transportu sktad-
nikéw odzywczych, takich jak glukoza i aminokwasy. Ze
wzgledu na to, iz do aktywacji laktoperoksydazy jest
niezbedna obecno$¢ nadtlenku wodoru i tiocyjanianow

wystepujacych w mleku, a niewystepujacych w innych
produktach, zastosowanie opakowan z tym enzymem
moze by¢ ograniczone. Koniecznos¢ uzycia tych niezbed-
nych do aktywacji enzymu zwiazkéw w opakowaniach
zawierajacych laktoperoksydaze zwieksza bowiem ryzy-
ko przekroczenia ich dopuszczalnego stezenia w pro-
dukcie [30].

Bakteriocyny

Duze zainteresowanie ze wzgledu na swoja przeciw-
drobnoustrojowa aktywno$¢ wzbudzaja bakteriocyny —
zwiazki bialkowe o masie molowej od kilku do kilku-
dziesieciu moli/g, wytwarzane przez wiele gatunkow
bakterii. Wigkszos¢ bakteriocyn dziata jedynie na bakte-
rie blisko spokrewnione z organizmami wytwarzajgcymi
dang bakteriocyne, niemniej jednak, niektdre z nich wy-
kazuja takze oddziatywanie antagonistyczne wobec bak-
terii niespokrewnionych z organizmami, ktdre je wytwa-
rzaja [31].

Najlepiej poznana bakteriocyna jest nizyna, wytwa-
rzana przez szczepy Lactococcus lactis subsp. lactis., sku-
tecznie niszczaca wiele gatunkéw bakterii gramdodat-
nich i dziatajaca jak kationowe zwiazki powierzchniowo
czynne. Uszkadzajac btonge komdrkowa mikroorganiz-
moéw prowadzi bowiem do utraty przez nie, m.in. znacz-
nych ilosci jonow potasu oraz ATP. Dodatek nizyny do
folii z polimeréw naturalnych (z zein kukurydzy lub bia-
lek soi) oraz syntetycznych (np. z polietylenu) powodo-
wat zahamowanie wzrostu bakterii L. plantarum, E. coli,
L. monocytogenes i Salmonella Enteritidis [10, 32 —34].

W inaktywacji mikroorganizmow efektywna jest row-
niez pediocyna. Ming i in. [35] wykazali, Ze folie celulo-
zowe z dodatkiem tej bakteriocyny byly efektywniejsze
w dziataniu przeciwdrobnoustrojowym, np. wobec bak-
terii L. monocytogenes niz folie z nizyna. Obecnos¢ pedio-
cyny w opakowaniu skutecznie hamowata wzrost tego
szczepu inokulowanego na powierzchni migsa indycze-
go, $winskiego lub bydlecego, w ciggu 12 dob ich prze-
chowywania w temp. 4 °C.

WYCIAGI Z ROSLIN

Wyciagi z roslin o przeciwdrobnoustrojowym dziata-
niu juz od wiekéw wykorzystywano w medycynie natu-
ralnej jako substancje dezynfekujace. Aktywne zwiazki
znajdujace sie¢ w ekstraktach roslinnych to polifenole —
drugorzedowe metabolity roslin z grupy fenoli zawiera-
jace grupy hydroksylowe przytaczone do pierscienia aro-
matycznego. Polifenole dzielg si¢ na: kwasy fenolowe,
ligniny, stilbeny, flawonoidy i pozostate. Najlepiej pozna-
na grupe stanowia flawonoidy, do ktérych zaliczamy: fla-
wonole (np. quercetin i kaempferol), flawony, izoflawo-
ny, flawanony, antocyjanidyny (pigmenty odpowiedzial-
ne za kolor wigkszosci owocéw) oraz flawanole (np. kate-
chiny). W roslinach pelnia one réznorodne funkcje, m.in.
nadajq barwe kwiatom, owocom i pestkom, chronia rosli-
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ne przed niekorzystnym dziataniem promieniowania
UV, a takze przed inwazja mikroorganizméow. Podczas
ataku mikroorganizméw zwiegksza sig ilos¢ tych zwiaz-
kow w roslinach. Sposob przeciwdrobnoustrojowego
dziatania polifenoli zalezy od ich stezenia w srodowisku.
W przypadku niewielkich stezen polifenole wchodza
w reakcje z biatkami w btonie komoérkowej oraz z lipida-
mi, w wyniku czego btona traci swoéj potprzepuszczalny
charakter. Nastepuje wyciek jonow i innych sktadnikéw
z komorki. Mikroorganizmy majace krdtkotrwaty kon-
takt z tymi zwigzkami uruchamiaja mechanizmy, dzigki
ktérym nabywaja na nie odpornos¢. Diugotrwate dziata-
nie polifenoli lub oddziatywanie ich roztworéw o wigk-
szym stezeniu powoduje natomiast denaturacje biatek,
w tym takze enzymatycznych, i zaburzenia metabolizmu
w komorkach bakterii prowadzace do ich $mierci [36].

Obecnie coraz szerzej prowadzone badania skupiaja
sie na okresleniu skutecznosci polifenoli jako natural-
nych substancji ograniczajacych rozwoj mikroorganiz-
moéow w zywnosci [37, 38] oraz ich wykorzystaniu do
otrzymywania materiatéw opakowaniowych z natural-
nych polimeréw o wtasciwosciach przeciwdrobnoustro-
jowych. Pewnym ograniczeniem jednak w zastosowaniu
takich zwiazkéw do zywnosci oraz opakowan moze by¢
ich zdolnos¢ do zmiany witasciwosci sensorycznych pro-
duktu zywnosciowego.

Do folii z naturalnych polimeréw dodaje sie takze
ekstrakt z grejpfruta zawierajacy duza ilos¢ proantocyja-
nidyn (polimeréw zbudowanych z czasteczek katechin)
oraz flawony i flawanony. Wykazuja one dziatanie bakte-
riobojcze, przeciwwirusowe i przeciwpasozytnicze [16,
17, 39]. Na przyklad folie z alginianu lub karagenu z do-
datkiem ekstraktu z grejpfruta byly aktywne wobec:
M. luteus, Listeria innocua, E. coli, S. aureus [17]. Ku i in.
[40] wykazali, ze wlaczenie samych tylko katechin
w strukture folii otrzymanych z agarozy z czerwonych
glonéw powodowato zmniejszenie liczby komorek E. coli
i L. monocytogenes inokulowanych na powierzchni wedlin
odpowiednio o ok. 1,8 1,4 rzedu wielkosci podczas prze-
chowywania ich w ciggu 5 dob w temp. 4 °C. Wigksza ak-
tywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa miaty folie uzyskane
z mieszaniny agarozy z glonéw i zelatyny z dodatkiem
0,1 % ekstraktu z pestek grejpfruta (zawierajacego gtow-
nie flawony i flawanony), gdyz zmniejszenie liczby ko-
morek E. coli O157:H7 i L. monocytogenes odpowiednio
02,113,3 rzedu wielkosci nastepowato juz po 1 h inkuba-
cji w 37 °C.

Silne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wykazu-
je, takze bedacy wyciagiem roslinnym, olejek czosnkowy
[13, 14]. Substancja aktywna tego olejku jest allicyna —
naturalny antybiotyk. Stwierdzono, ze folie z chitozanu
lub biatek serwatki z dodatkiem olejku czosnkowego
dziatajq bakteriobdjczo na szczepy: Staphylococcus aureus,
L. monocytogenes, Bacillus cereus, E. coli, L. plantarum oraz
Salmonella Enteritidis. Nie zaobserwowano natomiast ta-
kiego efektu w przypadku folii z dodatkiem olejku roz-
marynowego [14].

CHITOZAN

Chitozan to naturalny, nietoksyczny, polikationowy
biopolimer. Jest kopolimerem zbudowanym z reszt
N-acetylo-D-glukozaminy oraz D-glukozaminy, potaczo-
nych wigzaniami $-1,4-glikozydowymi. Chitozan stano-
wi gtowny sktadnik sciany komoérkowej grzybow z klasy
Zygomycetes, np. Absidia, Mucor, Rhizopus, jest rowniez
obecny w strukturach szkieletu zewnetrznego licznych
bezkregowcow, w tym skorupiakow i owaddw. Przemy-
stowo otrzymuje si¢ go na drodze chemicznej N-deacety-
lacji chityny.

Ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe chitozan moze by¢ stosowany w postaci do-
datku do produktu zywnosciowego przediuzajacego
jego trwalos¢ oraz jako skladnik folii opakowanio-
wych [41—46]. Chitozan ijego pochodne wykazuja sil-
ne dzialanie biobdjcze wobec réznych grup mikroor-
ganizmoéw — bakterii, grzybow i wiruséow. W odroéz-
nieniu od innych substancji przeciwdrobnoustrojo-
wych, polimer ten jest aktywny wobec bakterii zarow-
no gramdodatnich, jak i gramujemnych. Wtasciwosci
chitozanu zaleza od jego ciezaru czasteczkowego,
stopnia deacetylacji, stezenia, pH i sktadu srodowiska,
w ktérym sie znajduje [47]. Istnieje kilka teorii doty-
czacych mechanizmu przeciwbakteryjnego dziatania
tego polimeru. Jedna z nich opiera si¢ na zatozeniu, ze
dodatnio natadowane czgsteczki chitozanu tacza sie ze
$ciang komorkowa mikroorganizmow poprzez kwasy
tejchojowe bakterii gramdodatnich lub fosfolipidy
zewnetrznej ostony bakterii gramujemnych, zwigk-
szajac jej przepuszczalnosé, co prowadzi do wycieku
skladnikow wewnatrzkomoérkowych. Chitozan po-
nadto wiaze wode i metale niezbedne do zycia komor-
ki oraz hamuje aktywno$¢ niektérych enzymow [48].
Wedtug Zheng i Zhu [49], polimery o duzym cigzarze
czasteczkowym (wigkszym niz 48 500) tworza na po-
wierzchni komoérek bakteryjnych btone, przez ktérg
sktadniki pokarmowe nie moga przedostac si¢ do ko-
morki. Autorzy ci sugeruja rowniez, ze chitozany o
malym ciezarze czasteczkowym (mniejszym niz 5 000)
moga przenika¢ do wnetrza komorki i oddzialywac
z substancjami o ujemnym tadunku, przez co zaburza-
ja metabolizm. Taki mechanizm, nieuwzgledniajacy
jednoczesnego uszkodzenia btony cytoplazmatycznej
jest jednak mato prawdopodobny ze wzgledu na po-
larny charakter czasteczki chitozanu. Przy pH 7 chito-
zan traci swoje przeciwdrobnoustrojowe wtasciwosci,
w takich warunkach nie przebiega bowiem protono-
wanie jego grup aminowych, maleje takze rozpusz-
czalnos$c¢ [41].

Comaiin. [50] wykazali, ze folie z chitozanu o stopniu
deacetylacji 98 % calkowicie hamowaty wzrost bakterii
L. monocytogenes i S. aureus, na podtozu agarowym pod-
czas inkubacji przez 10 déb w temp. 37 °C, natomiast licz-
ba kolonii Pseudomonas aeruginosa zmniejszyta sie o ok.
75 %. Folie z chitozanu o stopniu deacetylacji 75 % sku-
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tecznie hamowaly wzrost na podtozu agarowym plesni
Penicillium notatum (ATCC 11625) i Rhodotorula rubra
(CBS7014) [50].

Folie chitozanowe byty rowniez aktywne wobec bak-
terii P. aeruginosa inokulowanych na powierzchni sera
ementaler. Po 12 h przechowywania w 37 °C liczba komo-
rek tego szczepu zmniejszyta si¢ o ok. 2,5 rzedu wielko$-
ci. W trakcie dalszego przechowywania, w ciagu 6 dni
mial miejsce wzrost liczby tych bakterii, lecz ich liczba
bylta ok. 2 rzedy wielkosci mniejsza niz w probach bez
chitozanu [50].

SREBRO

Przeciwdrobnoustrojowe wtasciwosci srebra wyko-
rzystywano, m.in. do celéw leczniczych juz w starozytnej
Gredji [51]. W dzisiejszych czasach, w wyniku dynamicz-
nego rozwoju nanotechnologii stato si¢ mozliwe uzyska-
nie nanoczastek srebra o wymiarach rzedu kilku ato-
moéw. Optymalna wielkos¢ czastek nanosrebra ze wzgle-
du na aktywnosc¢ bakteriobdjcza wynosi od 1,5 do 10 nm
[52—54].

Srebro jest jednym z bardziej skutecznych, przeciw-
drobnoustrojowych sktadnikow folii wytwarzanych
z syntetycznych polimerow. Uzywa sig je w postaci nano-
czastek badz w postaci koloidalnej. Warstwa nanosrebra
pokrywa sig, np. wnetrza lodowek i kartonowych opako-
wan sokow, natomiast srebro koloidalne stosuje si¢ jako
dodatek bakteriobojczy do papieru przeznaczonego do
pakowania produktow spozywczych, wytwarzanego
przez Amerykanska firme MicrobeGuard. Metoda pro-
dukgji polega na pokrywaniu powierzchni zwilzonego
papieru jonami Ag". Obecno$¢ srebra ma na celu zaha-
mowanie rozwoju drobnoustrojéw w powierzchniowych
warstwach pakowanego produktu zywnosciowego, co
przedtuza jego trwalos¢ [55].

Brakuje natomiast doniesienn na temat bakteriobdj-
czych wilasciwosci srebra bedacego skladnikiem folii bio-
degradowalnych z naturalnych polimerdéw. Z naszych
nieopublikowanych jeszcze danych wynika, ze aktyw-
nos$¢ przeciwdrobnoustrojowa srebra byta znacznie
mniejsza w inaktywacji bakterii w foliach z Zelatyny ryb-
nej niz w roztworach buforéw.

Nanosrebro skutecznie hamuje wzrost i rozwoj bakte-
rii, jednak efektywnos$¢ dziatania zalezy od jego stezenia
w roztworze oraz od rodzaju bakterii i budowy ich $ciany
komorkowej [56—58]. Bakterie gramdodatnie sa bardziej
oporne na dziatanie srebra niz bakterie gramujemne,
a wynika to z r6znicy w budowie ich Sciany komorkowej
[57]. Czesciowe zahamowanie wzrostu bakterii S. aureus
ATCC 25923 miato miejsce dopiero wowczas, gdy steze-
nie srebra wyniosto 100 ug/ml. W przypadku gramujem-
nych szczepow E. coli i Salmonella Typhi taki sam efekt
wystepowal juz przy stezeniu 5 pug/ml.

Wplyw nanosrebra zalezy réwniez od ksztaltu jego
czastek wystepujacych w roztworze [57]. W przypadku
stosowania czastek o tréjkatnym ksztalcie (Scigtym)

w stezeniu 1 pg/ml wzrost populagji E. coli ATCC10536
zostat catkowicie zahamowany. Uzycie nanoczastek sfe-
rycznych pozwolilo na uzyskanie takiego efektu dopiero,
gdy stezenie srebra wynosito 50 pg/ml, natomiast czastki
srebra w ksztalcie pateczek orazjony srebra (AgNO;), na-
wet w stezeniu 100 pg/ml, nie wywieraty istotnego wpty-
wu na te drobnoustroje.

Inng bakteriobdjcza postacia srebra jest srebro koloi-
dalne. Typowy produkt handlowy sktada si¢ w 90 % ze
srebra jonowego i w 10 % z nanoczastek zawieszonych
w dejonizowanej wodzie. Istnieja rozbieznosci dotyczace
efektywnosci dziatania srebra koloidalnego na mikroor-
ganizmy. Réznice w uzyskanych przez réznych autorow
danych, podobnie jak w przypadku nanosrebra, wynika-
ja prawdopodobnie z rozmaitej wrazliwosci mikroorga-
nizmoéw lub z rodzaju stosowanego preparatu srebra ko-
loidalnego, a takze z odmiennych warunkow prowadze-
nia doswiadczen. Dodatkowo sktadniki pozywki moga
dziala¢ ochronnie na komoérki drobnoustrojow, dzieki
czemu srebro dziata mniej efektywnie, a ponadto dostep-
ne sktadniki odzywcze umozliwiajg uruchomienie ewen-
tualnych proceséw naprawczych.

Mechanizm dziatania srebra na mikroorganizmy nie
jest jeszcze doktadnie poznany [53, 56 —58]. Lok i in. [59]
wykazali, Ze zardwno czastki nanosrebra, jak i jony sreb-
ra w podobny sposob oddziatuja na komodrki mikroorga-
nizmoéw, jednak poréownywalny efekt letalny uzyskuje
si¢ w przypadku czastek nanosrebra o stezeniu na pozio-
mie n-molowym a srebra jonowego na poziomie p-molo-
wym. W komoérkach E. coli traktowanych srebrem jono-
wym (12 uM) oraz nanosrebrem (0,8 nM) nastepuje zmia-
na ekspresji biatek. Wytwarzane sa biatka blonowe
OmpA, OmpC, OmpF, OppA, MetQ oraz biatka szoku
termicznego (Hsp): IbpA, IbpB. Te dwa mechanizmy ob-
ronne uruchamiane w komdrkach majacych kontakt ze
srebrem $wiadcza o tym, ze oddzialuje ono na komorki
na dwa, przebiegajace jednoczesnie sposoby [51].

Ekspresja biatek blonowych w komoérkach traktowa-
nych srebrem dowodzi, ze w tych warunkach zachodza
zmiany w btonach komoérkowych. Prawdopodobnie
w przypadku bakterii gramdodatnich jony srebra wigza
sie z grupami fosfodiestrowymi kwasow tejchojowych
oraz grupami karboksylowymi kwasu glutaminowego
[60]. W komorkach bakterii gramujemnych, ktérych scia-
na komorkowa nie zawiera kwasow tejchojowych [61],
jony metali reaguja z ujemnie natadowanymi grupami
lipopolisacharydéw oraz grupami karboksylowymi fan-
cuchéw polipeptydowych zewnetrznej blony [62]. Poza
tym kationy srebra Ag' reaguja z grupami tiolowymi
(-SH) biatek powierzchniowych. Zwiazanie jonéw srebra
ze $ciang komodrkowa lub btonami prowadzi do narusze-
nia tych struktur, utrudniajac wymianeg jonowa z otocze-
niem oraz powodujac wyplyw z wnetrza komorki, istot-
nych w prawidtowym jej funkcjonowaniu, metabolitow
[56, 63].

Biatka szoku termicznego powstaja w komorkach
mikroorganizmoéow poddawanych stresowi termicznemu
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lub wéweczas, gdy w komorce nastepuje nadekspresja
biatek heterologicznych. Lok i in. [59] sugeruja, ze by¢
moze komorka identyfikuje czastki nanosrebra jako
cialka wtretowe i uruchamia analogiczny mechanizm
obronny. Poparciem tej tezy sa wyniki badan uzyskane
przez Sondi i Salopek-Sondi [55], ktérzy za pomoca
mikroskopii elektronowej stwierdzili, Zze nanosrebro
»wchodzi” do komorek E. coli. Natomiast jony srebra
transportowane sa do wnetrza komorki i tam silnie wiaza
sie jako migkki kwas, z grupami zaliczanymi do migk-
kich zasad [57, 64]. W efekcie nastepuje utrata zdolnosci
replikacyjnej DNA, zmiana konformacji komoérkowych
biatek strukturalnych oraz inaktywacja enzymow odpo-
wiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie wielu szla-
kéw metabolicznych, m.in.: oksydazy cytochromowej
oraz NADH-dehydrogenazy bursztynianowej, odpowie-
dzialnych za proces oddychania [56; 57; 65—67]. Takie
naruszenie funkgcji i struktury komoérki prowadzi do jej
$mierci.

Z powodu braku, w $cianach komoérek zwierzecych,
biatek o duzej zawartosci reszt cysteiny oraz kwasow tej-
chojowych, kationy srebra nie maja mozliwosci transpor-
tu do wnetrza komorki. Fakt ten wyjasnia wykazywanie
wlasciwosci toksycznych jonédw Ag” tylko wobec komo-
rek bakteryjnych lub wirusow. Dlatego tez, wedtug Hurst
[54], jony srebra, dziatajac wedtug obu opisanych mecha-
nizmoéw sa mniej szkodliwe dla ludzi oraz zwierzat niz
dla mikroorganizmow.

Oprocz pozytywnego i pozadanego wptywu wynika-
jacego z obecnosci srebra, znane sg rdéwniez negatywne
oddziatywania tego metalu na organizm ludzki. Nad-
miar moze np. powodowac nekroze tkanek watroby oraz
chorobe o nazwie Agryja, objawiajaca si¢ przebarwienia-
mi skory w postaci niebieskoszarych plamek oraz wysu-
szeniem bton $luzowych [67]. Odkladanie si¢ srebra
w organizmie moze powodowac rowniez zaburzenia
wzroku oraz inne choroby nerek i watroby [51]. Najwigk-
sze dopuszczalne stezenie srebra w wodzie wedlug
Dz. U. z dnia 6 kwietnia 2007 r. wynosi 0,01 pg/ml.

Srebro nie jest zatem catkowicie bezpieczne dla zdro-
wia czlowieka, w zwigzku z tym jego zastosowanie jako
czynnika przeciwdrobnoustrojowego w opakowaniach
zywnosci powinno by¢ ograniczone. Wprawdzie nano-
srebro nie dyfunduje do srodowiska zywnosci, ale
w przypadku jego utlenienia jony srebra moga przedos-
tawac sie z opakowania do produktu.

PODSUMOWANIE

Z powyzszego przegladu literatury wynika, ze sub-
stancje przeciwdrobnoustrojowe wprowadzane w struk-
ture folii opakowaniowych z naturalnych, biodegrado-
walnych polimeréw moga skutecznie ogranicza¢ wzrost
lub inaktywowac¢ drobnoustroje w zywnosci. Sita ich
przeciwdrobnoustrojowego dziatania zalezy od wielu
czynnikdw: przede wszystkim od stopnia zwigzania sub-
stancji przeciwdrobnoustrojowej z matryca polimerowa

oraz szybkosci uwalniania substancji do sSrodowiska pa-
kowanej zywnosci. Niektore substancje np. bakteriocyny
sa aktywne jedynie wobec waskiej grupy mikroorganiz-
mow i moga znalez¢ zastosowanie tylko w opakowa-
niach wybranych produktéw zywnosciowych. Dlatego
tez, nadal trwajaq poszukiwania substancji o wiekszym
spektrum przeciwdrobnoustrojowego oddziatywania,
a jednoczesnie nie zmieniajagcych wtasciwosci mecha-
nicznych i barierowych opakowan.
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