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Streszczenie

Alicyclobacillus  acidoterrestris ~ jest ~ gram-dodatnig,  przetrwalnikujaca,
termoacidofilng bakterig, powodujaca zepsucie sokow owocowych, warzywnych 1 konserw
owocowych. Przetrwalniki tych bakterii majg zdolno$¢ przezywania w typowych warunkach
stosowanych przy pasteryzacji, ktora dodatkowo je aktywuje do kieltkowania 1 wzrostu.
W pracy podjeto probe oceny dynamiki kietkowania przetrwalnikéw Alicyclobacillus
acidoterrestris pod wptywem zastosowania innowacyjnej metody do utrwalania Zzywno$ci —
wysokiego ci$nienia hydrostatycznego.

Zbadano wptyw ci$nienia hydrostatycznego 200, 300, 400 i 500 MPa,
w temperaturach 4, 20 i 50°C, w czasie 5, 10 i 15 min na dynamike kietkowania
przetrwalnikow szczepu Alicyclobacillus acidoterrestris w odtworzonym soku jabtkowym.
Do oszacowania udziatu skietkowanych przetrwalnikow po procesie ci$nieniowania
zastosowano metode oznaczania wartoSCi gestosci optycznej przy dlugosci fali 660 nm
(ODeeo).

Zastosowane w pracy parametry wysokiego ci$nienia hydrostatycznego, a przede
wszystkim czas i temperatura miaty wplyw na dynamike kietkowania przetrwalnikow
Alicyclobacillus acidoterrestris.

Stowa Kkluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, wysokie ci$nienie hydrostatyczne,

przetrwalniki, kietkowanie, gesto$¢ optyczna
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IMPACT OF HIGH HYDROSTATIC PRESSURE ON THE DYNAMICS
OF GERMINATION OF ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS
SPORES IN APPLE JUICE

Summary

Alicyclobacillus  acidoterrestris is a gram-positive, sporeforming and
thermoacidophilic, bacteria, causing spoilage of fruit juices, vegetables and canned fruit.
The spores of these bacteria have the ability to survive in the typical conditions used for
pasteurization, which also enables them to germinate and grow. The study attempts to assess
the dynamics of germination of spores of Alicyclobacillus acidoterrestris subjected to
innovative methods of food preservation — high hydrostatic pressure treatment.

The effect of hydrostatic pressure 200, 300,400 and 500 MPa at temperatures 4, 20
and 50°C for 5, 10 and 15 min on the dynamics germination of Alicyclobacillus
acidoterrestris spores in the reconstituted apple juice was studied. To estimate the share
of germinated spores after the pressurization process, the method of determining the optical
density at a wavelength of 660 nm (ODsggp) Was used.

Hydrostatic pressure parameters used in this work, mainly time and temperature,
affected the dynamics of germination of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in the
reconstituted apple juice.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, high hydrostatic pressure, spore germination,
optical density
WSTEP

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus sg termofilne, kwasolubne i przetrwalnikujace,
dlatego tez stanowig bardzo istotny i wcigz aktualny problem, gldwnie w przetworstwie
owocowo-warzywnym. Ponadto badania wskazuja, iz przetrwalniki bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus majg zdolno$¢ przezywania w typowych warunkach stosowanych przy
pasteryzacji sokow owocowych [Bahceci i Acar 2007; Baumgart i Menje 2000; Maldonado
I in. 2008; Sokotowska i in. 2008]. Jedng z kluczowych negatywnych cech Alicyclobacillus
jest  wytwarzanie pewnych  zwigzkéw, m.in.  2-metoksyfenolu  (gwajakol),
2,6-dibromofenolu i 2,6-dichlorofenolu, ktére sa powodem niekorzystnych zmian
organoleptycznych gléwnie sokdéw 1 napojow, nadajagc im zapach tzw. dezynfekcyjny,
dymny. Aktualnie znanych jest 20 gatunkéw bakterii z rodzaju Alicyclobacillus, jednakze
badania wskazuja, iz cztery: A. acidoterrestris, A. herbarius, A. acidiacidophilus oraz
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niektore szczepy z gatunku A. hesperidum mogg wytwarza¢ gwajakol [Groenewald i in.
2009; Niwa i Kawamoto 2003; Niwa 2005; Orr i in. 2000; Pettipher i in. 1997].

Standardowe procedury produkcyjne, nawet w potaczeniu z dodatkowymi metodami
dezynfekcji, czesto nie sg wystarczajgce, aby otrzymaé produkt wolny od przetrwalnikow.
Ponadto gteboko uspione przetrwalniki bakteryjne charakteryzuja sie wysoka odporno$cig
na czynniki stresogenne w $srodowisku, w zwiagzku z czym bardzo trudno jest je zniszczy¢
w produktach spozywczych, nie wptywajac negatywnie na ich jako$¢ i walory odzywcze.
Niestety nawet najbardziej popularne metody fizyczne, czyli chtodzenie, zamrazanie,
pasteryzacja czy suszenie, a takze stosowanie roznego rodzaju srodkow konserwujacych,
np. kwasu benzoesowego uzywanego przy produkcji pulp i przecierow owocowych oraz
kwasu siarkawego w moszczach owocowych oraz przy produkcji sokéw owocowych
przeznaczonych na syropy, nie sg skuteczne w inaktywacji przetrwalnikow. Dlatego tez
nalezy szuka¢ nowych alternatywnych metod, takich jak np. stosowanie wysokich cisnien
hydrostatycznych [Paidhungat i in. 2002; Skapska i in. 2012; Sokotowska i in. 2012].
Nowoczesne technologie utrwalania zywno$ci bazuja na koncepcji ,,minimalnego
przetwarzania”. Badania wskazuja, iz metoda wysokiego ci$nienia hydrostatycznego HPP
(ang. High Pressure Processing) jest innowacyjna ze wzgledu na minimalne przetwarzanie
zywnos$ci. Pozwala to na uzyskanie wysokiej jakoSci zdrowotnej i trwatosci produktow,
atakze zachowanie naturalnych waloréw odzywczych 1 sensorycznych w poréwnaniu
z produktami utrwalonymi metodami klasycznymi. Warunkiem jest jednak zastosowanie
odpowiednich parametrow procesu.

Dane literaturowe wskazuja, iz w etapie cyklu rozwojowego przetrwalnikoéw
nazywanego kietkowaniem znaczaco zwigksza si¢ ich wrazliwo$¢ na dezaktywacje
czynnikami fizycznymi lub chemicznymi, a aktywno$¢ metaboliczna utrzymuje si¢ jeszcze
na niezmienionym (niewykrywalnym) poziomie [Pontius i in. 1998; Setlow 2003].
W warunkach naturalnych czynnikiem pobudzajgcym powr6dt do formy wegetatywnej jest
dostepno$¢ substancji odzywczych, np. L-alaniny [Terano i in. 2005], i biochemicznych —
adenozyny, tyrozyny [lreland i Hanna 2002], ale moze by¢ on takze inicjowany przez inne
czynniki, m.in. zastosowanie wysokich cisnien hydrostatycznych [Vercammen i in. 2011].
Zjawisko to stwarza mozliwo$¢ niszczenia przetrwalnikéw bakteryjnych w tagodniejszych
warunkach i tym samym chroni produkt przed niekorzystnymi zmianami oraz umozliwia
oszczedno$¢ energii [Sokotowska i in. 2013].

Celem pracy byla ocena wplywu wysokiego cisnienia hydrostatycznego na

kietkowanie przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris w odtworzonym soku
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jablkowym (11,2°Brix, pH 3,4), a takze obserwacja dynamiki tego procesu po zastosowaniu
HHP z wykorzystaniem metody pomiaru gesto$ci optycznej przy dlugosci fali 660 nm
(ODes0).

MATERIAL I METODY BADAN

Badania  przeprowadzono z  wykorzystaniem  przetrwalnikdbw  szczepu
Alicyclobacillus acidoterrestris wyizolowanego z zageszczonego soku jabtkowego (szczep
oznakowany TO-117/02), ktory charakteryzuje si¢ najwigkszg opornoscig na HHP sposrod
8 innych szczepoéw badanych w IBPRS [Skapska i in. 2012]. Szczep Alicyclobacillus zostat
wyizolowany wedlug metody zalecanej przez Internationale Fruchtsaft Union [IFU
Method]. Na podstawie zdolno$ci do wytwarzania kwasu z erytritolu [Baumgart 2003;
Baumgart i in. 2000], a takze do produkowania gwajakolu w pozywce YSG z kwasem
wanilinowym [Niwa 2005; Niwa i Kawamoto 2003; Niwa i Kuriyama 2003] szczep
zakwalifikowano do gatunku Alicyclobacillus acidoterrestris.

W celu uzyskania przetrwalnikow szczep inkubowano w temp. 45°C przez 10 dni na
podtozu PDA (Oxoid) o pH 4,0. Biomas¢ bakterii zmywano z powierzchni agaru jatowa
woda redestylowana, a Nastepnie wirowano przez 10 min przy 17 000 x g w temp. 4°C. Osad
przemywano trzykrotnie jalowa woda redestylowang. Przygotowang zawiesing
przechowywano w temp. 5°C. Obecno$¢ przetrwalnikow w zawiesinie potwierdzano
w preparatach mikroskopowych, barwionych metoda Schaeffera-Fultona w modyfikacji
Wirtza. Liczbg przetrwalnikéw oznaczano metodg ptytkowa na BAT-agarze (Merck, pH 4,0)
po 5 dniach inkubacji w temp. 45°C.

Po wprowadzeniu przetrwalnikow A. acidoterrestris do odtworzonego soku
jablkowego (11,2°Brix, pH 3,4) w ilosci powyzej 10%kt/ml, probki do$wiadczalne
poddawano dzialaniu ci$nienia hydrostatycznego oraz temperatury w Instytucie Wysokich
Cisnien PAN, w komorze wysokocisnieniowej U4000/65. Objetos¢ komory jest rowna
0,95 I, natomiast maksymalne cis$nienie, jakie mozna w niej uzyska¢, to 600 MPa. Ponadto
komora jest wyposazona w zewngtrzny plaszcz termostatujacy, dzigki czemu mozna
zastosowaé temperature w zakresie od -10°C do +80°C. Jako medium w procesie
ci$nieniowania zastosowano mieszaning wody z glikolem polipropylenowym (1:1).

Probki zawiesin w soku (ok. 13 ml kazda probka) utrwalono metoda HPP
Z zastosowaniem zrdznicowanych parametrow procesu kompresji
(ci$nienie/czas/temperatura/medium), przy czym czas, w ktorym uzyskano wskazane

ci$nienie, 1 czas dekompresji nie sg wliczone w czasy cisnieniowania. Cisnienia 200, 300,
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400, 500 MPa stosowano w sposéb ciggly. Procesy przeprowadzano w czasie: 5, 10, 15 min
w temperaturze: 4, 20, 50°C. Wszystkie do§wiadczenia powtdrzono co najmniej dwa razy.
W probkach oznaczan0 gesto$¢ optyczng przy diugosci fali 660 nm (ODggp).
Oznaczenia ggstosci optycznej wykonywano po procesie ciSnieniowania, w odstepie 1 h po
HHP, po inkubacji w temperaturze pokojowej przez 4 godziny oraz po nocnej inkubacji tych
samych probek w 45°C (optymalna temperatura wzrostu). W pracy zastosowano specyficzng
metode pomiaru gestosci ODggo [Terano i in. 2005; Bevilacqua i in. 2014].
W przeprowadzonym doswiadczeniu wykorzystano fakt, ze w momencie, Kkiedy
przetrwalniki zaczynajg kietkowac, gestos¢ optyczna ODggp poczatkowo spada, a po jakims$
czasie zaczyna wzrasta¢. Mozna wigc wnioskowac, ze proces ten jest objawem rozpoczecia
si¢ kolejnej fazy rozwoju przetrwalnikow, zwanej ,,out growth”. Dane literaturowe
wskazuja, iz wspotczynnik spadku gestosci optycznej, wyrazony jako (ODggy W trakcie
kietkowania/ODggo poczatkowe) x 100, umozliwia oszacowanie dynamiki i udziatu

skietkowanych przetrwalnikow.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wplyw czasu cisnieniowania na kielkowanie przetrwalnikow A. acidoterrestris
przedstawiono na rysunkach 1, 3, 5. Natomiast na rysunkach 2, 4, 6 przedstawiono
dynamike kietkowania przetrwalnikow inkubowanych w 45°C po dziataniu wysokiego

ci$nienia hydrostatycznego.
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Rysunek 1. Wplyw czasu ci$nieniowania w temperaturze 4°C na kietkowanie
przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym
Influence of time of pressurization at 4°C on germination of A. acidoterrestris
spores in apple juice

W temperaturze 4°C parametry uzyte w do$wiadczeniu, tj. czas trwania procesu
ciSnieniowania oraz wysoko$¢ zastosowanego ci$nienia, nie wplywaly istotnie na
kietkowanie przetrwalnikow (rysunek 1). Dalsza inkubacja w 45°C réwniez nie powodowata
znaczgcego ich kietkowania w poréwnaniu z probkami kontrolnymi, ktore nie byty poddane
procesowi ci$nieniowania (rysunek 2). Proces ci$nieniowania w temp 4°C w zakresie
zastosowanych cisnieh nie inicjowal procesu kietkowania 1 dalszego wzrostu

przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym.
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Rysunek 2. Dynamika kietkowania przetrwalnikéw A. acidoterrestris w soku jabtkowym po
dziataniu ci$nienia hydrostatycznego w temperaturze 4°C
The dynamics of germination of A. acidoterrestris spores in apple juice after
pressurization at 4°C

Proces ci$nieniowania w temperaturze 20°C powodowatl istotne zmiany gestosci
optycznej badanych probek. Juz po czasie cisnieniowania wynoszacym 5 min obserwowano
spadek gestosci optycznej w poroOwnaniu z probka kontrolng. Przedluzenie czasu
cis$nieniowania do 15 min nie spowodowato dalszych istotnych réznic w wartosci tego
parametru. Ponadto zastosowanie cisnienia o wartosci 300 MPa w tej temperaturze
pozwolito na zaobserwowanie zmian i spadku ODggyp 0 10% po 10 min ci$nieniowania

(rysunek 3).

11
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Rysunek 3. Wplyw czasu cisnieniowania w temperaturze 20°C na kietkowanie
przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym
Influence of time of pressurization at 20°C on germination
of A. acidoterrestris spores in apple juice

W czasie inkubacji przetrwalnikow po procesach ci$nieniowania w 20°C (rysunek 4)
poczatkowo zaobserwowano istotny spadek gestosci optycznej, a od 2 godziny inkubac;ji jej
wzrost, co moze $wiadczy¢ o rozpoczeciu si¢ kolejnej fazy rozwoju przetrwalnikdw.
Inkubacja w 45°C powodowata dalszy wzrost skietkowanych przetrwalnikow.
Po catonocnej inkubacji w 45°C wszystkie probki wykazywaty wigksza gestos¢ optyczng
niz probka kontrolna. Zastosowanie cisnienia hydrostatycznego w zakresie 200500 MPa
w temp. 20°C zainicjowato proces kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku

jabtkowym.

12
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Rysunek 4. Dynamika kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym po
dziataniu ci$nienia hydrostatycznego w temperaturze 20°C
The dynamics of germination of A. acidoterrestris spores in apple juice after
pressurization at 20°C

Dane literaturowe wskazuja, iz proces inaktywacji przetrwalnikow Alicyclobacillus
acidoterrestris w soku jablkowym zachodzi pod wptywem potgczenia dziatania wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego i temperatury [Lee i in. 2002; Vercammen i in. 2011]. W naszym
doswiadczeniu podwyzszenie temperatury cisnieniowania do 50°C stworzyto warunki do
inicjowania procesu kietkowania przetrwalnikow juz po 5 min dziatania cisnienia, natomiast
bardziej istotne réznice, nawet do 20% spadku gestosci optycznej, byly obserwowane po

czasie ci$nieniowania wynoszacym 15 minut (rysunek 5).

13
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Rysunek 5. Wplyw czasu ciSnieniowania w temperaturze 50°C na kielkowanie
przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym
Influence of time of pressurization at 50°C on germination of A. acidoterrestris
spores in apple juice.

Istotne zmiany gestosci optycznej stwierdzono w trakcie inkubacji przetrwalnikéw
poddanych procesom cisnieniowania w temp 50°C (rysunek 6).

Obserwowano spadek gestosci optycznej nawet o0 21% po 2 godzinach po
zastosowaniu cisnienia 500 MPa przez 15 min, a nastgpnie jej wzrost, co Swiadczy
0 nastepowaniu kolejnej fazy rozwoju przetrwalnikow, tzw. ,,out growth”. Dalsza inkubacja
w  45°C  powodowata zwigkszenie liczebnosci skietkowanych przetrwalnikow.
Po 18 godzinach inkubacji probek sokow poddanych dziataniu ci$nienia 500 MPa przez
15 min stwierdzono wzrost gestosci optycznej nawet o ok. 17% w poréwnaniu z probka
kontrolng, ktora zachowywala staly poziom wartosci ODggyg W czasie 24-godzinnej

inkubacji.

14
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Rysunek 6. Dynamika kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris w soku jabtkowym

po dziataniu ci$nienia hydrostatycznego w temperaturze 50°C
The dynamics of germination of A. acidoterrestris spores in apple juice after
pressurization at 50°C

Otrzymane wyniki wskazuja na potrzebe uwzglednienia przy projektowaniu

procesow

technologicznych  zaistnialego  procesu  kietkowania  przetrwalnikow

W odpowiednich warunkach i przejécia ich w stan wegetatywny, w ktorym sg one bardziej

podatne na dziatanie czynnikow takich jak cis$nienie, temperatura czy dodatek

konserwantow. Znacznie bardziej efektywny proces inaktywacji przetrwalnikow uzyskuje

si¢ w czasie prowadzenia zloZonego, tzw. pulsacyjnego procesu ci$nieniowania w celu

pobudzenia kietkowania przetrwalnikdw, a nastgpnie ich inaktywacji.
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WNIOSKI

. Pomiar ggsto$ci optycznej jest szybka i skuteczng metoda do oszacowania stopnia
skietkowania przetrwalnikow 1 obrazowania dynamiki tego procesu.

. Zastosowanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego o odpowiednich parametrach,
pofaczonego z dziataniem temperatury, inicjuje proces kietkowania przetrwalnikow
A. acidoterrestris i ich dalszy rozwo6j w soku jabtkowym, co moze mie¢ ogromne
znaczenie dla jakos$ci mikrobiologicznej sokow.

. Stopien wykielkowania przetrwalnikow badanego szczepu A. acidoterrestris po
zastosowaniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego byl zalezny od parametrow
ci$nienia, temperatury oraz czasu tego procesu.

. Znaczne roznice w warto$ci parametru gestosci optycznej byly obserwowane po
zastosowaniu wyzszych ci$nien: 400 MPa oraz 500 MPa oraz w wyzszej temperaturze:
50°C.

. Zaobserwowano istotne zmiany w dynamice kietkowania przetrwalnikow
A. acidoterrestris po dtuzszej inkubacji w temp. 45°C, optymalnej do wzrostu szczepu.

. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono spadek gestos$ci optycznej po procesie
ci$nieniowania, a nastepnie wzrost tego parametru po inkubacji w temp. 45°C. Swiadczy
to o rozpoczeciu kolejnej fazy wzrostu ,,out growth” przetrwalnikéw badanego szczepu
i moze mie¢ zwigzek z istnieniem szeregu mechanizmow regulujacych kietkowanie
przetrwalnikow.
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