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1. Wstep

ainteresowanie wplywem wysokiego cisnienia na czasteczki biotogiczne
Zsiega poczatku obecnego stutecia, jednakze od kitku lat obserwuje sie

renesans tych badann gtéwnie ze wzgtedu na moztiwosci zastosowania wys
kiego cisnienia w biotechnologii. Jednym z powodoéw dla ktérych prowadzono
badania zwigzane z wysokim cisnieniem byta che¢ poznania mechanizmoéw
adaptacji organizmow do zycia na duzych giebokosciach (1). Wiadomo, ze
btisko 70% powierzchni kuli ziemskiej zajmujg morza i oceany. Na ich dnie
panuje cisnienie okoto 380 baréw czyti w przyblizeniu 375 atmosfer (1 bar
= 0,987 atm. = 0,1 MPa) i znacznie rézni sie od cisnienia atmosferycznego
(1 atm. = 1,013 bara). Najwyzsze cis$nienia spotykane na dnie Rowu Filipin-
skiego siega 1200 baréw.

Ostatnio duze zainteresowanie dotyczy zastosowan wysokiego cisSnienia do
konserwacji zywnosci. W opracowaniu tym chcielibySmy skoncentrowac sie
na podsumowaniu obserwowanych efektéw wysokocisnieniowych w biologii
molekularnej i omowieniu zastosowan wysokiego ci$nienia w biotechnologii,
gtéwnie w produkcji zywnosci.

2. Wplyw wysokiego cisnienia na strukture i funkcje
biologicznie aktywnych czgsteczek

NatyAvna struktura makroczasteczek biotogicznych (wykazujgca aktywnosé
biologiczng) w roztworze jest wynikiem delikatnej rownowagi miedzy stabili-
zujacymi oddziatywaniami wewnatrzczasteczkowymi, a innymi, czesto desta-
bilizujagcymi, oddzial3Twaniami z rozpuszczalnikiem (2). Maja one charakter
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niekowalencyjny: sa funkcjg temperatury i cis$nienia. Zmiany warunkow S$ro-
dowiska, takie jak wysokie stezenie soli lub zmiana pH, majg wptyw na stru-
kture i stabilno$¢ danej czasteczki. Moga one powodowac¢ odwracalne lub
nieodwracalne zmiany konformacyjne makroczasteczek, a takze agregacje.
W wiekszo$ci przypadkéw podwyzszenie temperatury powoduje rozerwanie
wigzan kowalencyjnych, hydrolize tancucha peptydowego lub deaminacje, na-
tomiast nieodwracalne przemiany strukturalne wywotane cisnieniem przebie-
gaja zwykle bez rozerwania wigzan kowalencyjnych. Przy cidnieniach 1-2
kbaréw, przejscia konformacyjne biatek maja charakter odwracalny i przeja-
wiaja sie gldwnie zmiang aktywnosci enzymatycznej w wyniku zmiany od-
dziatywan miedzyczasteczkowych oraz miedzy podjednostkami. Przy cisnie-
niach powyzej 3 kbaréw, zmiany strukturalne (gtéwnie nieodwracalne) cha-
rakteryzuja sie najczesciej utratg aktywnosci enzyméw. Konsekwencje wptywu
cisnienia na strukture przestrzenna biatek mozna sSledzi¢ przy uzyciu takich
technik eksperymentalnych jak: elektroforeza (3), magnetyczny rezonans ja-
drowy (4), spektroskopia Ramana (5) i spektroskopia w podczerwieni (6).
W przypadku biatek, zastosowanie tych metod pozwala nie tylko na analize
zmian konformacyjnych taricucha polipeptydowego, ale réwniez na Sledzenie
oddziat}wan tancuchéw bocznych z roztworem i innymi makroczgsteczkami.

Whplyw cisnienia na przebieg reakcji mozna opisa¢ za pomocg roéwnania:

51nk
5p T RT

gdzie k oznacza statg szybkosci reakcji, AV" objetos¢ aktywacji, ktdra stanowi
réznice objetosci stanu przejsciowego i stanu poczatkowego, R statg gazowa,
a T temperature bezwzgledng. Z rownania tego wynika, ze kazde zwiekszenie
ci$nienia hydrostatycznego, ktdrego konsekwencjg bedzie zmniejszenie objetosci
przesunie réwnowage w Kierunku bardziej zwartej konformacji (7). Szybkos¢
reakcji enzymatycznej rosnie zatem wraz ze wzrostem cisnienia, w przypadku
gdy zmiana objetosci reakcji jest ujemna, a maleje, gdy jest dodatnia. Zaleznosc
struktury biatek monomerycznych od temperatury i ci$nienia zostata opisana
za pomoca funkcji charakteryzujacej sie eliptycznym przebiegiem (rys. 1). W za-
kresie niskich cidnien temperatura denaturacji rosSnie wraz ze wzrostem cis-
nienia, natomiast pri® wyzszych cisnieniach maleje (7). Podobne zjawisko ob-
serwuje sie rowniez dla polisacharydow i lipidow (8). Stwierdzono, ze helisa a
w biatkach jest bardziej podatna na zmiany cisnienia (nastepujg wieksze zmiany
objetosci) anizeli struktura daszkowa [3 (9). Wykazano rowniez, ze renaturacja
helisy a przebiega sz*bciej anizeli struktury (3 (10).

Woysokie cisnienie powoduje wigksze uporzadkowanie krysztatu i zmniej-
szenie drgan termicznych atomoOw i czasteczek (11). Dlatego tez analiza
rentgenostrukturalna krysztatéw biatek uzyskanych w wamnkach wysokocis-
nieniowych daje nadzieje na rozwigzanie stmktury z wyzszg rozdzielczoscia.

Biatka monomeryczne nie ulegaja denaturacji w cisnieniach nizszych niz
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Rys.l. Krzywa charakteiyzujgca
zmiany strukturalne chymotiypsyno-
genu w zaleznosci od temperatury
i ci$nienia. Od dolnej prawej do gdrnej
lewej czesci rysunku widoczne sg trzy
rézne przejscia, opisywane za pomocg
réwnania AG = AVdp - ASdT. W wyso-
kich temperaturach i przy niskich cis-
nieniach, zaréwno AV jak i AS sa do-
datnie i podwyzszenie temperatury lub
obnizenie cisnienia prowadzi do dena-
turacji biatka. Od momentu, gdy znak
AV ulega zmianie, podwyzszenie tem-
peratury albo podwyzszenie cisnienia
prowadzi do denaturacji. Zmiana zna-
ku AS na ujemny prowadzi do zjawiska
zimnej denaturacji. Cisnienie denatu-
racji obniza sie wraz ze spadkiem tem-
peratury (8). AG — zmiana energii
swobodnej, AV — zmiana objetosci
reakcji, AS — zmiana entropii.

4 kbary. Bialka oligomeryczne ulegajg natomiast dysocjacji pod cisnieniem
mniejszym niz 1,5 kbara, co moze by¢ przyczyng inhibicji wzrostu mikro-
organizméw (12). Zdysocjowane podjednostki moga bowiem ulegaé agregacji
lub wytrgcaniu na skutek zmian konformacyjnych (13). Renaturacja oligome-
row moze byé procesem bardzo wolnym. Mozna zaobserwowaé tu zjawisko
histerezy co oznacza, ze krzywe dysocjacji cisnieniowej w czasie kompresji
i dekompresji nie sg identyczne. Dla biatek monomeiycznych wyrazne zmiany
strukturalne obserwowane sg zwykle przy ci$nieniach wyzszych niz 4 kbary.
Rozplatanie struktury biatka (ang. unfolding) pod wptywem wysokiego cisnienia
jest procesem skomplikowanym i prowadzi do denaturacji (14). Obecnie nie
mozna jeszcze przewidywaé przebiegu zmian konformacyjnych powodowanych
przez cisnienie. Zaleza one bowiem od $cisliwosci biatka i stmktuiy przestrzen-
nej (15). Towarzysza temu zmiany stopnia hydratacji i objetosci. Wigze sie to
z procesami dysocjacji i rozplatania czasteczek biatka (14). Chemiczna mody-
fikacja aminokwasOw i mutacje punktowe moga prowadzi¢ do zmian konfor-
macyjnych i innego zachowania sie¢ biatek pod cisnieniem (16,17).

Reakcje enzymatyczne w umiarkowanych cisnieniach (< 1,2 kbara) zwykle
ulegaja przyspieszeniu. Zwiekszenie szybkosci reakcji pod cisnieniem jest
szczegoblnie widoczne w przypadku tiypsyny i termolizyny (18). W pierwszym
przypadku obserwuje sie ok. dwukrotny wzrost szybkosci reakcji przy 1000
barach, a w drugim 1,5-krotny wzrost przy cisnieniu 400 baréw. Przyktady
wplywu cisnienia na strukture i funkcje réznych biatek zilustrowano w tab.l.
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Tabela 1
Zmiany struktury i funkcji réznych biatek pod wptywem cisnienia

Enzym/biatko Cisnienie Obserwacje
miozyna > 3 kbary agregacja i utrata aktywnosci ATPazowej
lybonukleaza a 3,5 i 8,5 kbarow odwracalna denaturacja, helisa a i struktura (3
ulegajg zniszczeniu
lipooksygenaza 6 kbaréw deaktywacja po 1 min w 40°C
C)Tochrom c < 11,4 kbara brak obserwowanych zmian
insulina 9,6 kbara zniszczenie struktury helisy a
lizozym 6,7 kbara helisa a i struktura (3 nie ulegaja zmianom

Whptyw eisnienia na stabilnos¢ kompleksow nukleinowe-biatkowyeh jest
rozny, np. wirus mozaiki tytoniu pod wptywem wysokiego cisnienia ulega
dezintegracji w przeciwienstwie do wirusa z6ttej mozaiki rzepy, ktory jest sta-
bilny w tych warunkach (7). Rybosomy bakteryjne (kompleksy FdMA-biatko)
ulegaja dysocjacji na podjednostki. Prowadzi to do inhibicji biosyntezy biatka
pod cisnieniem (12). Rybosomy w obecnosci mRNA nie ulegajg dysocjacji
w zakresie cisniern do 1000 bardw i w przeciwienstwie do badanych wczesniej
wolnych rybosomoéw sg aktywne w biosyntezie biatka (19). W roztworach zbli-
zonych do fizjologicznych nie obserwuje sie rozpadu rybosomow, chociciz w ni-
skim stezeniu magnezu nastepuje dysocjacja kompleksu posttranslokacyjnego
(20). Przypuszcza sie, ze gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za inhibicje
procesu biosyntezy biatka jest zmniejszenie objetosci molowej (kompresja) ry-
bosoméw pod cisnieniem (20).

Whplyw cisnienia na kwasy nukleinowe jest inny niz na biatka. Przy tych
samych cisnieniach polimeryzacja DNA u E. coli pozostaje niezakiécona na-
tomiast synteza biatka nie nastepuje (21). Z prowadzonych wczesniej badan
cisnieniowych kwaséw nukleinowych wynika, ze nie ulegajg one zadnym
zmianom w wysokich cisnieniach. Struktura DNA ze spermy tososia pod cis-
nieniem 10 kbaroéw w temp. 60°C w ciggu 1 godz. nie zmienia sie (22). ROw-
niez DNA z Bacillus subtilis przy takim samym cisnieniu i pH 4,8 - 9,9 (23)
nie ulega zmianom. W ciggu kilku ostatnich lat zmiany strukturalne kwaséw
nukleinowych (24 - 27) oraz modyfikacja oddziatywania biatko:kwas nuklei-
nowy (28 - 30) pod wplywem wysokiego cisnienia staty sie tematem badaw-
c2ym autorow tego opracowania. Zastosowanie cisnienia 6 kbarow w ciggu
18 godz. powoduje przejscie konformacyjne polimeru poli (dGdC) poli (dGdC)
z prawoskretnej formy B do lewoskretnej formy Z charakteryzujace sie
wyrazna zmiang widma dichroizmu kotowego (24). Obserwuje sie ujemny efekt
Cottona przy 295 nm, charakterystyczny dla Z-DNA o sekwencji nastepuja-
cych po sobie puryn i pirymidyri. Z kolei poli (dA) poli (dT) pod wptywem
wysokiego cisnienia (100-2000 baréw) utega denaturacji przy wyzszej tempe-
raturze anizeli przy normalnym cisnieniu (27). Obnizenie specyficznosci tra-
wienia DNA przez endonukleaze Eco Rl wywotane wysokim cisnieniem, jak
sie wydaje, spowodowane jest zmiang konformacji DNA (29,30). Kwasy rybo-
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nukleinowe (RNA) ulegaja zmianom konformacyjnym w warunkach nieco in-
nych niz DNA. Oprocz wysokiego cisnienia konieczne jest tu zastosowanie
5M roztworu NaCl (25,26). W widmie dichroizmu kotowego obserwuje sie
wowczas charakterystyczny dla Z-RNA dodatni efekt Cottona przy 280 nm
(31). Czasteczki tRNA i 5S rRNA reagujg na podwyzszenie ciSnienia zmianami
konformacji przejawiajacymi sie niewielkimi r6znicami w widmach dichroizmu
kotowego (25,26,28).

tRNA poddany dziataniu wysokiego cisnienia (6 kbaréw) w obecnosci ami-
nokwasu ulega reakcji aminoacylacji bez udziatu syntetazy aminoacylo-tRNA.
Wydaje sie, ze za przebieg tej reakcji odpowiedzialna jest zmiana konformacji
tRNA. Mozna przypuszczac, ze wysokie cisnienie powoduje obnizenie bariery
energetycznej i w ten sposéb katalizuje reakcje aminoacylacji bez udziatu ATP
jako zroédia energii (28). Zalezno$¢ zmian temperatury topnienia od cisnienia
wykorzystano w badaniach stabilnosci oligonukleotyddw i stwierdzono, ze mo-
lowa zmiana objetosci reakcji zalezy takze od promienia jonowego kationu
obecnego w roztworze (32).

Mechanizm przemian konformacyjnych kwasow nukleinowych pod wpty-
wem wysokiego ci$nienia nie jest dotychczas znany. Mozna przypuszczac, ze
gtéwnym czynnikiem powodujacym przejscie konfoirnacyjne zaréwno kwasow
nukteinowych jak i biatek sg oddziat}rwania z rozpuszczalnikiem przede wszy-
stkim wodg, a takze zmiana hydratacji tych makroczasteczek. Dalsza analiza
tego mechanizmu jest utrudniona poniewaz obecnie brak jest precyzyjnej in-
formacji na temat struktury samej wody pod wptywem ciénienia. Scisliwo$é
wody wynosi 4% przy cisnieniu 1 kbara i 15% przy 6 kbarach (33). Prawdo-
podobnie, w warunkach wysokiego ci$nienia oddziatywania czgsteczek wody
pomiedzy sobg dominujg nad oddziatywaniami z makroczgsteczkyg (34).

3. Mozliwosci zastosowania wysokiego cisnienia
w biotechnologii

Zmiany struktury oraz inaktywacja biatek i enzyméw pod wpltywem cis-
nienia wskazujg na mozliwosci praktycznego wykorzystania tego procesu. Ba-
dania wplywu wysokiego cisnienia na zywnos$¢ (mleko, mieso i ich mikroflore)
prowadzono juz pod koniec XIX w. Stwierdzono woéweczas, ze pod cisnieniem
rzedu 7 kbaréw przez 10 min w mleku nastepuje obnizenie liczby bakterii
z 10" do 10" komoérek w jednym mililitrze (deaktdrwacja mikroorganizmow).
Mieso poddane dziataniu wysokiego cisnienia pozostawato wolne od ,,zanie-
czyszczen mikroorganizmami” przez trzy tygodnie. Stwierdzono rowniez, ze
cisnienie rzedu szesciu kbaréw powoduje catkowitg koagulacje albuminy jajka
kurzego spowodowang jego denaturacjg. Owoce zachowywaty sterytnos¢ przez
5 lat po potraktowaniu wysokim cisnieniem. Na podstawie tych obserwacji
przyjeto, ze dziatanie cisnienia wywotuje skutki podobne do efektéw powodo-
wanych przez wysokag temperature (35).
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w temperaturze pokojowej (lub nizszej) wysokie cisnienie nie powoduje
zmian smaku i zapachu, a barwa zywnosci moze ulega¢ modyfikacji. Ze wzgle-
du na duzg wrazliwos¢ mioglobiny na dziatanie ci$nienia surowe mieso moze
np. traci¢ jasnoczerwony kolor przy cisnieniu wyzszym niz 3 kbary (33). Akty-
wacja polifenylooksydazy w niektorych owocach pod cisnieniem powoduje ich
tatwe brgzowienie (36). Karoteny, chlorofil i antocyjany nie sg wrazliwe na
Zmiany cisnienia.

Surowe ryby, mieso, Swieze owoce i soki oraz r6zne ekstrakty zapachowe
mozna konserwowaé za pomocg wysokiego cisnienia bez zmian ich smaku
i zapachu (33).

W prtypadku krojonych sardynek, zastosowanie cisnienia 1-4 kbaréow
przez 30 min powoduje deakt}rwacje lipazy, co chroni je przed akumulacjag
kwasow ttuszczowych. Jednakze nastepuje wzmozone utlenianie lipidéw.

Produkty zywnosciowe zawierajace duzo gazoéw, np. owoce w catosci, na
skutek duzej Scisliwosci gazéw podlegaja nieodwracalnym zmianom pod ci$-
nieniem (33). Obserwowane sg réwniez zmiany morfologiczne, np. kompresje
wakuoli gazowych, oddzielanie btony komérkowej od Sciany komérkowej, mo-
dyfikacje jadra i organelli wewnatrzkomérkowych, wyptyw materiatu we-
whnatrzkomoérkowego na zewnatrz komorki, niszczenie komoérek i tkanek oraz
zwiekszanie wydajnosci niektorych reakcji enzymatycznych. Kawatki owocow
sg jednak znacznie mniej podatne na zmiany cisnienia. Mimo drobnych pek-
nieé¢ skorupki, jajko nie ulega implozji pod dziataniem cisnienia. Jest to spo-
wodowane réwnomiernym rozkiadem cisnienia miedzy porami skorupki
i membrany jajka (33). Wykorzystujac traktowanie jajek wysokim cisnieniem
mozna unikng¢ zakazenia Salmonella typhimurium Traktowanie tych bakterii
cisnieniem 2,5 kbara przez 10 minut w medium redukuje liczbe zdolnych do
zycia bakterii 10 milionéw razy. Nie ma to jednak wpltywu na zywotnosé
Listeria monocytogenes. Jednak podwyzszenie cisnienia do 5 kbarow redukuje
iloS¢ bakterii w medium do niewykiywalnego poziomu. Nalezy jednak pamie-
tac, ze istnieje mozliwos$¢ zaadaptowania sie niektérych mikroorganizméw do
warunkow cisnieniowych w przemystowej sterylizacji zywnosci (33).

Zawiesiny i roztwory biatka podlegajg zelowaniu na skutek dziatania wy-
sokiego cisnienia. Powstate zele czesto wykazujg wiekszg elastycznosé, ale
mniejszg trwato$¢ w poréwnaniu do zeli indukowanych przez temperature (37).

Odwracalna denaturacja wywotana cisnieniem w zakresie 1000-4000
atm. spowodowana zmianami konformacyjnymi oraz procesem dysocjacji
i asocjacji podjednostek moze mie¢ praktyczne zastosowanie w kontroli nie-
ktérych reakcji enzymatycznych. Na przykitad pod wptywem wysokiego cis-
nienia termolizyna preferencyjnie hydrolizuje p-laktoglobuline w mleku; gtéw-
ny czynnik alergizujacy (38).

Cisnienie przyspiesza temperaturowg pasteryzacje zywnosci. Niektére ro-
dzaje termofilnych bakterii, np. Salmonella senftenberg 775 W sg znacznie
mniej odporne na dziatanie cisnienia anizeli temperatury (39). Wysokie
cid$nienie moze réwniez by¢ wykorzystane w celu poprawienia pewnych wia-
Sciwosci zywnosci, jak np. wspomniane usuwanie P-taktoglobuliny z mleka.
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zmiane barwy hemoglobiny, usuwanie zapachu niektérych biatek, rozpusz-
czanie lub modyfikacje niektorych biatek rybich przy uzyciu specyficznych
proteaz. Wplyw cisnienia na niektore rodzaje zywnoSci przedstawiono
w tab. 2.

Tabela 2

Przyk¥ady zastosowan wysokiego cis$nienia w biotechnologii zywnosci

Materiat Warunki Uwagi o wplywie ci$nienia
jaja kurze 4000 atm., nie powoduje zniszczenia skorupki
30 min, 25°C
sok:
cytrynowy 6000 atm., nie powoduje utraty witaminy C,
pomaranczowy 10 min, 47'C trwatos¢ produktu przez co najmniej 5 miesiecy
mandarynkowy
mleko 6800 atm., redukuje zawarto$¢ mikroflory 107- 10® raza
10 min,
temp. pokojowa
4000 atm., op6znia kwasnienie mleka o ok. 24 godz.
1 godz.
migso 1000 - 1500 atm. powoduje zmigkczenie oraz niewielkg utrate
60 min koloru

Zaobserwowano, ze punkt zamarzania wody pod wptywem cis$nienia obniza
sie do -5°C przy 700 barach, -10°C przy 1,25 kbara i -20°C przy 2 kbarach.
Moze to mie¢ istotne znaczenie przy przechowywaniu zywnosci w temperatu-
rach ujemnych bez jej zamrazania (32). Réwniez rozmrazanie pod cisnieniem
trwa znacznie krocej i jest korzystniejsze ze wzgledu na smak i zapach zyw-
nosci.

4. Perspektywy

w 1990 r. na rynek japonski wprowadzono pierwsze produkty spozywcze
sterylizowane przy uzyciu wysokiego cisnienia. Dotyczy to trzech rodzajow
dzeméw (truskawkowego, jabtkowego i kiwi). Majg one naturalny zapach,
smak i kolor. Pojawity sie takze na rynku pierwsze soki pasteryzowane przy
uzyciu wysokiego cisnienia. W przypadku soku grejpfrutowego, zastosowanie
cisnienia pozbawito go gorzkiego smaku (40). Ograniczeniem metody jest brak
odpowiednich urzadzeni. Dostepne obecnie (schematycznie przedstawione na
rys. 2) pozwalajg na poddanie dziataniu cisnienia jedynie niewielkich objetosci
materiatu. Ze wzgledu na niewielkg wydajno$s¢ maszyn technologia ta jest jak
dotychczas dos¢ kosztowna.
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manipulator roztadowujqcy
manipulator tadujacy
rama zabezpieczajgca

pokrywa komory

pojemnik z
przygotowang zywnoscia

komora ci$nieniowa

roztadowywanie komory

Rys. 2. Schemat urzadzenia do pasteryzacji zywnosci pod ci$nieniem. Zapakowane produkty
umieszczane sg na transporterze, a nastepnie automatycznie tadowane do komory ci$nieniowej
wypetnionej woda. Wszelkie materiaty termoplastyczne uzywane w przemysle spozywczym moga
by¢ zastosowane w komorze cisnieniowej. Komora jest zamykana, a wiasciwe cisnienie uzyski-
wane jest za pomocg ruchomego ttoka. Typowa objeto$¢ komory wynosi od 100 do 500 litréw.
Po wymaganym czasie cisnienie jest redukowane, a komora automatycznie roztadowywana.

Wydaje sie, ze sterylizacja ci$nieniowa ma przynajmniej jedng przewage
nad innymi metodami, a mianowicie czystos¢. Ta wilasciwosé bedzie w przy-
sztosci decydowata o jej rozwoju w ocenie spoteczernistwa z punktu widzenia
ekologicznego.

biotechnologia 1 (28) '95
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Application of high pressure in molecular biology and biotechnology
Summary

The application of high pressure for biological macromolecules investigations was an object
of interest already in the beginning of this century. Recently, attention has been paid to this
method because of its possible applications in biotechnology.

In this paper, we summarized the data existing in the literature on the mechanism of high
pressure effects on proteins and nucleic acids. We also reviewed various practical applications
of high pressure, especially in food industry.
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