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Streszczenie

Potwierdzono zdolnos¢ osmiu wybranych szczepow Alicyclobacillus acidoterrestris do
wzrostu w soku jabtkowym. Zmg¢tnienie soku obserwowano po 2-11 dniach inkubacji
w temperaturze 45°C, w zaleznosci od poziomu inokulum i szczepu. Nietypowy zapach
»dojrzatego sera” pojawial si¢ tacznie ze wzrostem bakterii lub kilka dni pdzniej. Dwa
szczepy A. acidoterrestris powodowaty zepsucie (zmegtnienie i nietypowy zapach) po
szesnastu dniach inkubacji w 25°C.

W soku jabtkowym wzbogaconym kwasem wanilinowym badane szczepy wytwarzaly
gwajakol w ilosciach wykrywanych sensorycznie i technika HPLC po dwoch dniach
inkubacji w temperaturze 45°C. W soku jabtkowym z dodatkiem kwasu wanilinowego
inkubowanym w temperaturze 25 °C wzrost dwoch szczepow A. acidoterrestris obserwowano
dopiero po dziesieciu i trzydziestu czterech dniach inkubacji w temperaturze 25°C, natomiast

gwajakol wytwarzany byl w tych warunkach tylko przez jeden z badanych szczepow.
Stowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, sok jabtkowy, gwajakol, kwas wanilinowy

ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS - GROWTH AND PRODUCTION
OF ODOUR COMPOUNDS IN APPLE JUICE

Summary
The ability of growth of eight chosen Alicyclobacillus acidoterrestris strains in apple
juice was confirmed. Haze formation in the juice was observed after 2-11 days of incubation
at 45°C, depending on the inoculum level and strain. Unusual “mature cheese” odour

appeared during the bacterial growth or several days later. Two A. acidoterrestris strains
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caused spoilage (turbidity and unusual odour) after sixteen days incubation at 25°C.

Tested strains produced guaiacol in apple juice enriched with vanillic acid, in amounts
that can be detected sensorically and with HPLC method, after two days of incubation at
45°C. Growth of two A. acidoterrestris strains, after ten and thirty four days incubation, at
25°C, apple juice enriched with vanillic acid was observed, whereas guaiacol was produced at
this conditions only by one of tested strains.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, apple juice, guaiacol, vanillic acid

WPROWADZENIE

W 1982 roku stwierdzono pierwszy przypadek zepsucia aseptycznie pakowanego soku
jabtkowego przez kwasolubne, termofilne bakterie przetrwalnikujace [Cerny i in. 1984].
Bakterie te zostaly wprowadzone do nomenklatury w roku 1992, jako nowy rodzaj
Alicyclobacillus [Wisotzkey i in. 1992]. Niekorzystne zmiany sensoryczne sokOw i napojow
spowodowane sa wytwarzanymi przez bakterie Alicyclobacillus zwigzkami nadajacymi tym
produktom zapach okres§lany jako medyczny, dezynfekcyjny, dymny. Zwigzki te to przede
wszystkim 2-metoksyfenol (gwajakol) oraz 2,6-dibromofenol i 2,6-dichlorofenol [Pettipher
I in. 1997; Baumgart i in. 1997; Borlinghaus, Engel 1997; Orr i in. 2000; Jensen, Whitfield
2003; Gocmen i in. 2005; Niwa 2005]. Sa to zwigzki o stosunkowo silnym zapachu. W soku
jablkowym prog wyczuwalnosci wechowej gwajakolu, wg réznych Zrédel, wynosit
0,57 pg/dm? [Siegmund, Péllinger-Zierler 2006], 0,91 ug/dm? [Eisle, Semon 2005] i 2 pg/dm?®
[Pettipher i in. 1997], a prog rozpoznania: 2 pg/dm® [Siegmund, Péllinger-Zierler 2006] lub
2,23 pg/dm?® [Orr i in. 2000].

Sposrod aktualnie znanych dwudziestu gatunkéw bakterii z rodzaju Alicyclobacillus
[www.bacterio.cict.fr] cztery: Alicyclobacillus acidoterrestris, Alicyclobacillus herbarius,
Alicyclobacillus acidiphilus oraz niektore szczepy z gatunku Alicyclobacillus hesperidum sg
zdolne do wytwarzania gwajakolu. W zepsutych sokach i napojach owocowych zawarto$é
gwajakolu rzedu od kilku do kilkudziesigciu ug/dm3 byta oznaczana za pomoca
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS), po uprzedniej ekstrakcji
rozpuszczalnikami organicznymi lub na mikrowtoknach (SPME) [Pettipher i in. 1997; Orr
i in. 2000]. Nie wykazano jednoznacznie korelacji pomiedzy liczbg komorek a iloscig

wytwarzanego gwajakolu. Analityka zwigzkow zapachowych wytwarzanych przez bakterie
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Alicyclobacillus stale si¢ rozwija — stosowane sg takie techniki jak potaczenie chromatografii
gazowej z olfaktometryczng detekcja eluatow (GC-O) i spektometrig mas — GC-MS [Gocman
11n. 2005; Danyluk i in. 2011] czy tzw. ,,elektroniczny nos” [Gobi i in. 2010].

Zgodnie ze szlakiem syntezy zaproponowanym przez Niwe i Kawamoto (2003),
gwajakol powstaje z kwasu ferulowego, poprzez waniling i kwas wanilinowy. Zwigzki te
wystepuja naturalnie w sokach owocowych. Reakcja przebiega pod wptywem dekarboksylazy
kwasu wanilinowego, enzymu ktérego indukcja nastepuje w obecnosci kwasu wanilinowego
[Niwa, Kawamoto 2003]. W warunkach suplementacji kwasem wanilinowym wytwarzane
ilosci gwajakolu, rzedu od kilku do kilkudziesicciu mg/dm® moga by¢ oznaczane
bezposrednio w soku technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) lub po
przeprowadzeniu gwajakolu w zwiagzek barwny tetragwajakol — spektrofotometrycznie,
a nawet wzrokowo [Niwa, Kawamoto 2003; Bahgeci, Acar 2007; Smit 2009]. Ostatnie
badania Witthuhn i in. (2011) wykazaty, ze szczep A. acidoterrestris FB2 wytwarzat gwajakol
z waniliny i kwasu wanilinowego, natomiast nie wytwarzat gwajakolu z kwasu ferulowego.
Minimalna zawarto$¢ waniliny lub kwasu wanilinowego w soku, na poziomie 10 mg/l, jest
czynnikiem niezb¢dnym do wytworzenia takich ilo$ci gwajakolu, ktore beda wyczuwalne
wechowo.

Celem pracy byla ocena zdolno$ci wybranych szczepdéw bakterii Alicyclobacillus
acidoterrestris do wytwarzania gwajakolu w pozywce, w soku jablkowym i w soku

jablkowym z dodatkiem kwasu wanilinowego.

MATERIAL I METODY BADAN

Szczepy bakterii
Do badan zastosowano osiem szczepow A. acidoterrestris wyizolowanych w IBPRS
[Sokotowska i in. 2010a]:
1) szczep TO-29/4/02 wyizolowany w 2002 r. z zageszczonego soku jabtkowego,
2) szczep TO-117/02 wyizolowany w 2002 r. z zageszczonego soku jabtkowego,
3) szczep TO-57/01/04 szczep wyizolowany w 2004 r. z emulsji do produkcji napojow,
4) szczep TO-224/1/05 wyizolowany w 2005 r. z zageszczonego soku jabtkowego,
5) szczep U-44/25/06 wyizolowany w 2006 r. z zaggszczonego soku jabtkowego,
6) szczep TO-41/06 wyizolowany w 2006 r. z napoju pomaranczowego,
7) szczep TO-169/06 wyizolowany w 2006 r. z zageszczonego soku jabtkowego,
8) szczep TO-27/2/07 wyizolowany w 2007 r. z zageszczonego soku pomaranczowego.

Izolacje szczepow Alicyclobacillus sp. przeprowadzono metoda z przednamnazaniem
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w pozywce plynnej i/lub metoda filtracji membranowej, wg IFU Method No 12. Szczepy
zidentyfikowano do gatunku A. acidoterrestris na podstawie ich zdolnosci do wytwarzania

kwasu z erytritolu [Baumgart 2003].

Ocena zdolno$ci wybranych szczepow A. acidoterrestris do wytwarzania gwajakolu
Wyizolowane z badanych probek szczepy Alicyclobacillus sp. przesiewano na pozywke

YSG—agar. Inkubowano od 24 h do 48 h lub maksymalnie 72 h w temperaturze 45°C + 1°C,
tak aby przetrwalniki nie zdazyly sie uformowaé. Do 2 cm® pozywki Va-YSG-bulion
dodawano komérki Alicyclobacillus sp. do uzyskania koficowej liczebnosci ok. 10° jtk/cm®.
Inkubowano w temperaturze 45°C + 1°C, przez 3—4 godziny. Nastepnie zgodnie z instrukcja
producenta testu Guaiacol Detection Kit (firma Kyokuto Pfarmaceutical Industrial Co., Ltd.
Japan) dodawano 1 cm® 50 mM buforu ftalanowego, 20 ul 1,3-proc. roztworu H,O; i 20 pl
peroksydazy chrzanowej w buforze fosforanowym. Wytwarzanie bragzowego tetra-gwajakolu
obserwowano natychmiast lub w ciggu kilku minut po dodaniu odczynnikéw (producent
dopuszcza odczyt maksymalnie do 10 minut po dodaniu odczynnikow).
Ocena wzrostu A. acidoterrestris w soku jablkowym

Badania potwierdzajace zdolno$¢ do wzrostu 1 psucia soku jablkowego o§miu wybranych
szczepOéw A. acidoterrestris przeprowadzono w temperaturze 25°C + 1°C — odpowiadajacej
warunkom przechowywania sokéw w magazynach i sklepach — oraz w temperaturze 45°C +
1°C — optymalnej dla wzrostu tych bakterii. Do probek klarownego, pasteryzowanego
handlowego soku jabtkowego (zawarto$¢ ekstraktu 11,2%, pH 3,40) z dodatkiem kwasu
wanilinowego w ilosci 100 mg/dm® lub bez tego dodatku wprowadzano zawiesing
przetrwalnikow A. acidoterrestris [Sokotowska i in. 2010] do uzyskania koncowej liczebnosci
10° jtk/cm® lub 10°jtk/cm® soku. Przed inkubacja probki soku poddawano szokowi
termicznemu (80°C + 1°C przez 10 minut) w celu aktywacji przetrwalnikow. Badania
wykonano w dwoch powtorzeniach. Odnotowywano czas (w dniach), po ktérym
w inkubowanych prébkach soku obserwowano zmetnienie i pojawianie si¢ obcego zapachu
w poroéwnaniu z rownolegle inkubowang probka kontrolng (probka soku, do ktorej nie dodano
przetrwalnikow A. acidoterrestris).
Oznaczanie zawartosci gwajakolu w probkach soku jablkowego

Z hodowli, w ktorych stwierdzono wzrost dodanego szczepu i obcy zapach, pobierano
probki o objetosci 2 cm®, w ktorych oznaczano zawarto$é gwajakolu technika HPLC
[Sokotowska i in. 2010].

Szacowanie progu wyczuwalnosci wechowej gwajakolu oraz progu rozpoznania
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wykonano wg PN-ISO 5496.
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WYNIKI | DYSKUSJA

Jak wynika z wieloletnich badan prowadzonych od 2004 roku przez Zaktad Technologii
Przetworow Owocowych i Warzywnych IBPRS, bakterie z rodzaju Alicyclobacillus sp.
obecne byty w ponad 60% przebadanych probek zageszczonych sokow owocowych (glownie
jablkowych). Wiekszo$¢ wyizolowanych szczepow stanowily szczepy 2z gatunku
Alicyclobacillus acidocaldarius. Ponad 200 szczepow zakwalifikowano do gatunku
Alicyclobacillus acidoterrestris na podstawie ich zdolnosci do wytwarzania kwasu
z erytritolu [Baumgart 2003] oraz do wytwarzania gwajakolu w pozywce z kwasem
wanilinowym Va-YSG [Niwa, Kawamoto 2003].

W temperaturze 25°C obserwowano wzrost jedynie dwodch sposrod o$miu badanych
szczepow A. acidoterrestris. Zmetnienie probek soku nastapito po szesnastu dniach inkubacji
szczepu TO-169/06 przy inokulum 5 log jtk/cm® oraz szczepu TO-27/2/07 przy inokulum
3 log jtk/cm? (tabela 7, 8). W prébkach tych stwierdzono obey zapach pojawiajacy sie acznie
z objawami wzrostu. Zapach ten scharakteryzowano jako zapach ,,dojrzatego sera”. Nie
wyczuwano natomiast zapachu dezynfekcyjnego, fenolowego, typowego dla gwajakolu badz
2,6-dibromofenolu i 2,6-dichlorofenolu. Gwajakolu nie wykryto rowniez technika HPLC.
Granica wykrywalnosci tej metody wynosita 90 pg/dm®. Prog wyczuwalnoéci gwajakolu
w soku jabtkowym wynosit 10 ug/dm?’, natomiast prog rozpoznania, w zaleznoSci od
oceniajacego, wynosit od 20 pg/dm?® do 30 pg/dm?.

W sokach jabtkowych inkubowanych w temperaturze 45°C pierwsze objawy Wzrostu
A. acidoterrestris obserwowano juz po dwoch dniach inkubacji (szczep TO-224/1/05, przy
wprowadzonym  inokulum przetrwalnikéw 5 log jtk/cm® oraz szczepy TO-117/02
i U-44/25/06, zardwno przy inokulum 3 log jtk/cm?® jak i przy inokulum 5 log jtk/cm?) (tabela
2, 4, 5). Poczatkowo obserwowano zmegtnienie, a nastgpnie w czgsci probek powstawanie
osadu. Najwolniej rosnagcym w tych warunkach szczepem A. acidoterrestris byt TO-169/06.
Objawy wzrostu w soku jabtkowym zaobserwowano po 11 dniach inkubacji w temperaturze
45°C przy obu poziomach liczebnosci inokulum (tabela 7). Nie stwierdzono natomiast
zmetnienia soku jabtkowego po dwudziestu dniach inkubacji, po zaszczepieniu
przetrwalnikami szczepu TO-224/1/05 w liczbie 3 log jtk/cm® (tabela 4). Zmetnienie soku
jabtkowego mozliwe do zaobserwowania wizualnie bylo zwigzane z osiggni¢ciem liczebnosci
A. acidoterrestris ok. 6 log jtk/cm?®,

W probkach soku inkubowanych w temperaturze 45°C wyczuwano obcy zapach
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»dojrzatego sera” pojawiajacy si¢ tacznie z objawami wzrostu lub kilka dni pdzniej. Nie
wyczuwano natomiast zapachu dezynfekcyjnego, fenolowego. Gwajakolu nie wykryto
réwniez technikg HPLC (tabele 1-8).

W literaturze dostepne sg publikacje [Pettipher i in. 1997; Komitopoulou i in. 1999; Orr i
in. 2000; Walls i Chuyate 2000] dotyczace psucia si¢ sokow i powstawania dezynfekcyjnego
zapachu. Jednakze stwierdzane w cytowanych pracach ilosci gwajakolu rzedu od kilku do
kilkudziesigciu pg/dm3 byly oznaczane technikg GC-MS 1 byly ponizej granicy
wykrywalnosci zastosowanej W niniejszej pracy techniki HPLC. W pracy Pettipher
I in. (1997) wykazano, ze wykrywalne sensorycznie i chromatograficznie (GC-MS) ilosci
gwajakolu tworzyly si¢ po 6 dniach inkubacji szczepu A. acidoterrestris DSM 2498 w soku
jabtkowym, w temperaturze 44°C i 35°C oraz po 10 dniach inkubacji w temperaturze 25°C.
Zawarto$é gwajakolu wynosita odpowiednio 32,3, 17,3 i 11,6 pg/dm® soku. Wedtug autoréw
niezb¢dnym warunkiem wytwarzania gwajakolu bylo namnozenie komoérek co najmniej rzgdu
10° jtk/cm®, przy czym nie stwierdzono korelacji pomiedzy liczba komorek a iloscia
wytwarzanego gwajakolu. Podobnie w naszych wczeséniejszych badaniach [Sokotowska i in.
2010] nie stwierdzono korelacji pomiedzy liczebnoscia komorek A. acidoterrestris DSM
2598, A. acidiphilus DSM14558 oraz A. herbarius DSM 13609 a iloscig wytwarzanego
gwajakolu. Z kolei w badaniach Komitopoulou i in. (1999), dotyczacych wzrostu
przetrwalnikow A. acidoterrestris Z CRA 7182 migdzy innymi w soku jabtkowym,
pojawianie si¢ dezynfekcyjnego zapachu obserwowano po czterech dniach inkubacji
w temperaturze 30°C, po osiagnieciu poziomu namnozenia 5 log jtk/cm®. Natomiast
w temperaturze 25°C dezynfekcyjny zapach stwierdzano po 8 dniach inkubacji i osiggnigciu
poziomu namnozenia 4-5 log jtk/cm®.

Walls i Chuyate (2000) obserwowaty kietkowanie 1 wzrost przetrwalnikow
Alicyclobacillus acidoterrestris w soku jabtkowym (11,6°Brix, pH 3,47) po 1-2 tygodniach
inkubacji w 35°C przy inokulum 1 log jtk/cm® - 4 log jtk/cm® soku. W badanych probkach
stwierdzano obecno$¢ ,,medycznego” zapachu i osad. Wzrostu nie stwierdzono podczas
12-tygodniowej inkubacji soku jablkowego w temperaturze 20°C i 23°C. W badaniach Chen
I in. (2006) zmg¢tnienie soku jabtkowego zanieczyszczonego komorkami wegetatywnymi
19 szczepéw A. acidoterrestris w ilosci 100 jtk/cm® obserwowano juz po czterech dniach
inkubacji w 37°C. Tylko jeden z badanych szczepéw powodowal zmetnienie po pieciu dniach
inkubacji. Od pigtego dnia inkubacji obserwowano pojawianie si¢ osadu (trzy szczepy)
i dezynfekcyjnego zapachu (dwa szczepy). Po 12 dniach inkubacji wszystkie szczepy

wytwarzaly dezynfekcyjny zapach, ktorego intensywno$¢ byta proporcjonalna do ilosci
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osadu.

Zapach ,,serowy” stwierdzono w sokach ananasowym i mango po 14 dniach inkubacji
probek zaszczepionych A. acidoterrestris [Danyluk i in. 2011]. Kwasy 2-metylomastowy
i 3-metylomastowy oraz metyl-3(metyltio)-propionian i etyl-3(metyltio)-propionian zostaty
zidentyfikowane jako odpowiedzialne za ten zapach. Wedlug autorow szczepy
A. acidoterrestris moga posiada¢ system enzymow umozliwiajacy im wytwarzanie zwigzkow
zapachowych innych niz gwajakol 1 halogenowane fenole.

W przeciwienstwie do wigkszosci cytowanych powyzej pozycji literaturowych
W niniejszej pracy nie stwierdzono sensorycznie powstawania dezynfekcyjnego zapachu
w soku jablkowym w czasie inkubacji osmiu szczepow A. acidoterrestris w temperaturach
25°C i 45°C. Przyczyna niepojawiania si¢ dezynfekcyjnego zapachu w sokach jabtkowych
(produkowanych z zageszczonych sokéw), pomimo obserwowanego wzrostu komorek
A. acidoterrestris, moze by¢, oprocz braku aktywnosci dekarboksylazy wanilinowej, brak
wystarczajacej ilosci substratow do wytworzenia gwajakolu (kwasu ferulowego, waniliny
i kwasu wanilinowego) oraz maskowanie zwigzkami o intensywnym zapachu dojrzatego sera.

Druga serie doswiadczen przeprowadzono, dodajac do soku jabtkowego 100 mg/dm?
kwasu wanilinowego, indukujgcego syntez¢ dekarboksylazy wanilinowej, enzymu
niezb¢dnego do wytworzenia gwajakolu z kwasu ferulowego poprzez waniling 1 kwas
wanilinowy [Niwa 2005].

W temperaturze 25°C obserwowano objawy wzrostu dwoch szczepow z gatunku
A. acidoterrestris w soku jablkowym z dodatkiem kwasu wanilinowego. Zmetnienie probek
nastapito po 10 dniach inkubacji szczepu TO-169/06 przy inokulum 5 log jtk/cm?® (tabela 7)
oraz po 34 dniach inkubacji szczepu TO-27/2/07 przy inokulum 5 log jtk/cm® (tabela 8).
Zmetnieniu soku jabtkowego w temperaturze 25°C towarzyszyt dezynfekcyjny zapach tylko
w hodowli jednego szczepu - TO-27/2/07, a technika HPLC stwierdzono zawarto$¢ 2,92 mg
gwajakolu/dm? soku (tabela 8).

W temperaturze 45°C objawy wzrostu szczepow A. acidoterrestris w postaci zmetnienia
soku z dodatkiem kwasu wanilinowego pojawiaty si¢ pomigdzy drugim (szczep TO-224/1/05
przy wprowadzonym inokulum przetrwalnikow 5 log jtk/cm?®, tab. 4) a 16. dniem (TO-169/06
przy inokulum 3 log jtk/cm®, tabela 7) inkubacji. Nie stwierdzono natomiast, podobnie jak
w doswiadczeniu bez dodatku kwasu wanilinowego, zmetnienia soku jabtkowego po
dwudziestu dniach inkubacji, po zaszczepieniu przetrwalnikami szczepu TO-224/1/05 przy
inokulum 3 log jtk/cm? (tabela 4).

W soku z dodatkiem kwasu wanilinowego zapach dezynfekcyjny stwierdzano
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jednocze$nie z objawami wzrostu, tj. po dwodch dniach inkubacji w temperaturze 45°C
(TO-224/1/05, tabela 4) lub z kilkudniowym opo6znieniem. Badane szczepy z gatunku
A. acidoterrestris wytwarzaly gwajakol w iloSciach od 0,65 mg/dm® soku — szczep
TO-224/1/05 przy inokulum 3 log jtk/cm® soku do 67,60 mg/dm® — szczep TO-57/1/04 przy
inokulum 5 log jtk/cm? (tabele 1-8).

W soku jabtkowym z dodatkiem kwasu wanilinowego stwierdzono wytwarzanie
gwajakolu przez trzy badane szczepy Alicyclobacillus acidoterrestris, mimo iz nie
obserwowano ich wzrostu w postaci zmetnienia. Szczep TO-224/1/05 wytwarzat 0,65 mg
gwajakolu /dm® soku z dodatkiem kwasu wanilinowego, po 20 dniach inkubacji
w temperaturze 45°C przy inokulum 3 log jtk/cm?® (tabela 4).

Po 34 dniach inkubacji w temp. 25°C szczep TO-117/02 wytwarzat gwajakol w ilosci
0,60 mg/dm® soku z dodatkiem kwasu wanilinowego, przy zastosowanym inokulum 5 log
jtk/cm?® (tabela 2), a szczep TO-41/06 0,54 mg przy inokulum 3 log jtk/cm? (tabela 6).

Podobne wyniki, tzn. wytwarzanie gwajakolu bez wzrostu liczebnosci komorek
A. acidoterrestris w stosunku do wprowadzonego inokulum, stwierdzono w pracy Orr i in.
(2000). Sensorycznie wyczuwano obecnos¢ gwajakolu (panel 19-osobowy) w soku
jablkowym po o$miu dniach inkubacji w temperaturze 21°C i 37°C, przy inokulum na
poziomie ok. 10° jtk/cm® zlozonym z mieszaniny pieciu réznych szczepow A. acidoterrestris;
stezenie gwajakolu, oznaczone technika GC-MS, wynosito odpowiednio 8,1 pg/dm® i 11,4
ng/dm®,

Bahgeci i in. (2005) stwierdzili obecnos¢ gwajakolu w stezeniu powyzej 10 mg/dm? juz
po 24 godzinach inkubacji soku jabtkowego, zawierajacego 100 mg/dm® waniliny,
w temperaturze 46°C, przy inokulum przetrwalnikow A. acidoterrestris 5,0 log jtk/cm®. Po
czterech dniach praktycznie cata wanilina zostala przeksztalcona w gwajakol. Koncowe
stezenie gwajakolu po 10 dniach wynosito 59,18 mg/dm3, podczas gdy liczebnos¢ komorek
wzrosta jedynie o jeden cykl logarytmiczny. Wytwarzanie gwajakolu bylo zalezne od st¢zenia
waniliny oraz od liczebnosci przetrwalnikow A. acidoterrestris i temperatury. Krytyczng
wartoscig liczebnosci przetrwalnikow, konieczng do szybkiego wytwarzania gwajakolu
w soku jablkowym, bylo 4 log jtk/cm®, a optymalna temperatura wynosila 46°C.
W temperaturze 25°C, mimo iz obserwowano spadek zawarto$ci waniliny, powstawaty
niewielkie ilosci gwajakolu — ok. 2 mg/dm?®. Takze Smit (2009) wykazata, ze gwajakol byt
wykrywany w soku jabtkowym po osiggnigciu liczebnosci 4-5 log jtk/ml, a optymalna

temperaturg dla jego wytwarzania byto 45°C.
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Tabela 1. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain
Alicyclobacillus acidoterrestris TO-29/4/02
Alicyclobacillus acidoterrestris
Temperatura
mkubac_jl 45°C e
Incubation
Pozywka temperature
Medium Inokulum Gwajakol Gwajakol
[log jtk/cm®] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach  [mg/dm?]
Inoculum Growth Unususal odour | Guaiacol Growth Unususal odour |  Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm?] [mg/dm?]
3,0 + (6) +1(7) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 + (6) +1(7) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jabtkowy
+100 mg/dm® 3,0 +(4) +2(4) 30,62 (4) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
fgg 'ﬁqgjécnff 5,0 +(4) ¥2(4) 38,71 (4) - (34) - (34) nw (34)
vanillic acid

Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! ,,cheese”” odour

2 disinfectant odour

nw — not detected

nb — not tested

Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek
! zapach ,,dojrzatego sera”
2 zapach dezynfekcyjny
nw — nie wykryto
nb — nie badano
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Tabela 2. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain
Alicyclobacillus acidoterrestris TO-117/02
Alicyclobacillus acidoterrestris
;I'empergtura inkubacji 45°C 2590
ncubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtkicm®] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost | Nietypowy zapach | [mg/dm®]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm®] [mg/dm?]
3,0 +(2) +1(2) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 +(2) +1(2) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jabtkowy
+100 mg/dm® 3,0 +(4) +2(4) 31,80 (4) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
o ﬁgj&‘;ﬁ? 5,0 + () 2(4) 36,63 (4) - (34) - (34) 0,6 (34)
vanillic acid

Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwdch probek
! zapach ,,dojrzatego sera”
2 zapach dezynfekcyjny

Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! ,,cheese” odour
2 disinfectant odour

nw — nie wykryto

nb — nie badano

Tabela 3. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym

nw — not detected

nb — not tested
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Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain
Alicyclobacillus acidoterrestris TO-57/1/04
Alicyclobacillus acidoterrestris
Temperatura inkubacji 45°C 250G
Incubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtk/cm®] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm?] [mg/dm?]
3,0 +(5) +(8) nw (8) -(33) - (33) nb
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 + (5) +1(8) nw (8) - (33) - (33) nb
Sok jabtkowy
+ 100 mg/dm?® 3,0 +(4) +2(7) 27,95 (7) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
Apple juice +
100 mg/dm?® 5,0 +(4) +2 (4) 67,60 (5) - (34) - (34) nw (34)
vanillic acid
Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi srednia z dwoch probek Incubation time in days given in the bracket is the average of two
samples
! zapach ,,dojrzatego sera” ! cheese” odour
2 zapach dezynfekcyjny 2 disinfectant odour
nw — nie wykryto nw — not detected
nb — nie badano nb — not tested

Tabela 4. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice
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Szczep / Strain
Alicyclobacillus acidoterrestris TO-224/1/05
Alicyclobacillus acidoterrestris
Temper_atura inkubacji 45°C 2590
Incubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtkicm®] Wzrost | Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm?] [mg/dm?]
3,0 - (20) - (20) nw (20) - (34) - (34) nw (34)
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 +(2) +1(2) nw (13) - (34) - (34) nw (34)
Sok jabtkowy
+100 mg/dm’ 30 - (20) - (20) 0,65 - (34) - (34) nw (34)
kwasu (20)
wanilinowego
Apple juice +
100 majdm? 5,0 +2) 2(7) 25(3;))5 - (34) - (34) nw (34)
vanillic acid
Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! zapach ,,dojrzatego sera” ! cheese” odour
2 zapach dezynfekcyjny 2 disinfectant odour
nw — nie wykryto nw — not detected
nb — nie badano nb — not tested

Tabela 5. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

| Szczep / Strain \ U-44/25/06
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Alicyclobacillus acidoterrestris
Alicyclobacillus acidoterrestris
Temper_atura inkubacji 45°C 2590
Incubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtk/cm®] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm®]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour | Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm®] [mg/dm?]
3,0 +(2) +1(2) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 +(2) +1(2) nw (7) - (22) - (22) nb
Sok jab{kowy3
+ 100 mg/dm 3,0 +(4) +2(4) 32,80 (4) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
Apple juice + )
100 mg/dm® 5,0 +(4) +°(4) 47,84 (4) - (34) - (34) nw (34)
vanillic acid
Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! zapach ,,dojrzatego sera” L cheese” odour
2 zapach dezynfekcyjny 2 disinfectant odour
nw — nie wykryto nw — not detected
nb — nie badano nb — not testedTabela 6. Wzrost Alicyclobacillus

acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain

Alicyclobacillus acidoterrestris T0-41/06
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Alicyclobacillus acidoterrestris

ITemper_atura inkubacji 45°C 250G
ncubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtk/cm®] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm°]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour | Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm?] [mg/dm?]
3,0 +(8) +1(13) nw (13) - (33) - (33) nb
Sok jabltkowy
Apple juice
5,0 + (5) +1(8) nw (13) - (33) - (33) nb
Sok jabikowy3
+ 100 mg/dm 3,0 +@3) +2(7) 26,96 (7) - (34) - (34) 0,54 (34)
kwasu
wanilinowego
Apple juice + )
100 mg/dm® 5,0 +(3) +°(7) 26,29 (7) - (34) - (34) nw (34)
vanillic acid

Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek

! zapach ,,dojrzatego

sera”

? zapach dezynfekcyjny

nw — nie wykryto
nb — nie badano

Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples

l »
,,cheese” odour

2 disinfectant odour

nw — not detected

nb — not tested
Tabela 7. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain

Alicyclobacillus acidoterrestris
Alicyclobacillus acidoterrestris

TO-169/06
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Temperatura inkubacji

. 45°C 25°C
Incubation temperature
Pozywka Inokulum Gwajakol Gwajakol
Medium [log jtk/cm?] Wzrost | Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm°]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour | Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm?] [mg/dm?]
3,0 +(11) +1(13) nw (13) - (33) - (33) nb
Sok jabtkowy
Apple juice
5,0 +(10) +(13) nw (13) - (33) +(16) nw (16)
+ (16)
Sok jabtkowy
+ 100 mg/dm’ 3,0 + st (16) +2(16) 28,54 (17) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
Apple juice + )
100 mg/dm® 5,0 +(4) +°(4) 62,90 (5) +(10) - (34) nw (34)
vanillic acid
Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! zapach ,,dojrzatego sera” L cheese” odour
2 zapach dezynfekcyjny 2 disinfectant odour
nw — nie wykryto nw — not detected
nb — nie badano nb — not tested

Tabela 8. Wzrost Alicyclobacillus acidoterrestris i wytwarzanie gwajakolu w soku jabtkowym
Growth of Alicyclobacillus acidoterrestris and production of guaiacol in apple juice

Szczep / Strain
Alicyclobacillus acidoterrestris TO-27/2/07
Alicyclobacillus acidoterrestris

Pozywka Temperatura inkubacji
Medium Incubation temperature

45°C 25°C
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Inokulum Gwajakol Gwajakol
[log jtk/cm®] Wzrost | Nietypowy zapach| [mg/dm?] Wzrost Nietypowy zapach| [mg/dm?]
Inoculum Growth Unususal odour Guaiacol Growth Unususal odour | Guaiacol
[log cfu/cm®] [mg/dm®] [mg/dm®]
-(33)
3.0 + (5) +1(8) nw (8) ( )
Sok jabtkowy +(16) +(16) nw (16)
Apple juice
5,0 + (5) +1(8) nw (8) - (33) - (33) nb
Sok jabikowy3
+ 100 mg/dm 3,0 +(3) +2(6) 26,29 (7) - (34) - (34) nw (34)
kwasu
wanilinowego
Apple juice + ) )
100 mg/dm® 5,0 +(3) +°(6) 26,16 (7) +st (34) +°(34) 2,92 (34)
vanillic acid
Czas inkubacji w dniach podany w nawiasach stanowi $rednig z dwoch probek Incubation time in days given in the bracket is the average of two samples
! zapach ,,dojrzatego sera” L cheese” odour
? zapach dezynfekcyjny 2 disinfectant odour
nw — nie wykryto nw — not detected

nb — nie badano nb — not tested
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no
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WNIOSKI

Niektore z badanych szczepow Alicyclobacillus acidoterrestris byly zdolne do wzrostu
w sokach jabtkowych w trakcie przechowywania w temperaturze 25°C. Wszystkie badane
szczepy byty zdolne do wzrostu w sokach jabtkowych przechowywanych w temperaturze
45°C. Objawom wzrostu towarzyszyt ,,zapach dojrzatego sera”.

Obecnos¢ kwasu wanilinowego w soku jabtkowym indukowala biosyntez¢ gwajakolu
przez jeden szczep Alicyclobacillus acidoterrestris w temperaturze 25°C oraz przez
wszystkie badane szczepy w temperaturze 45°C.
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