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Streszczenie
Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujace (Alicyclobacillus acidoterrestris) sg

przyczyng psucia sokow owocowych i warzywnych. Przetrwalniki A. acidoterrestris
wykazuja wysoka opornos¢ na dziatanie czynnikow fizycznych i chemicznych.

Celem pracy byta ocena wptywu lizozymu i nizyny na przezywalno$¢ przetrwalnikow
A. acidoterrestris poddanych dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego i temperatury.

Scharakteryzowano wptyw cisnienia 200 MPa i 300 MPa w temperaturze 50°C na
przezywalnos¢ przetrwalnikow dwoch szczepow A. acidoterrestris w soku jabtkowym oraz
w soku jabtkowym z dodatkiem lizozymu lub nizyny. Dodatek lizozymu w stezeniu 0,05
10,1 mg/ml przy cisnieniu 300 MPa nie wptywal na przezywalno$¢ przetrwalnikow obu
szczepOw. Jednakze dodatek tej substancji w stezeniu 0,05 mg/ml soku ci$nieniowanego
w 200 MPa spowodowal dodatkowg inaktywacje¢ przetrwalnikow 0 ok. 1 log po 10 min
procesu.

Dodatek nizyny w stezeniach 500, 750 i 1000 1U/ml spowodowal zwigkszong redukcje
przetrwalnikow szczepu TO-29/4/02 o ok. 1 log podczas catego procesu prowadzonego
w ci$nieniu 300 MPa przez 30 min, natomiast w przypadku szczepu TO-117/02 dodatkowa
redukcje stwierdzono tylko w poczatkowym etapie ci§nieniowania.

W procesie ci$nieniowania prowadzonym w 200 MPa w soku jabtkowym z dodatkiem
250 TU nizyny/ml obserwowano wyrazny wplyw bakteriocyny na stopien inaktywacji

przetrwalnikow A. acidoterrestris. Juz po 10 min ci$nieniowania dodatkowa redukcja
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wynosita okoto 1,3 log, a po 45 min dodatkowe zwigkszenie redukcji wynosito 1,9-2,3 log

w zalezno$ci od szczepu.

Stowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, wysokie ci$nienie hydrostatyczne, nizyna,

lizozym, sok jabtkowy

EFFECT OF LYSOZYME OR NISIN ON SURVIVAL OF ALICYCLOBACILLUS
ACIDOTERRESTRIS SPORES TREATED WITH HIGH HYDROSTATIC PRESSURE
AND TEMPERATURE

Summary

Alicyclobacillus acidoterrestris, thermoacidophilic and spore-forming bacteria, can cause
spoilage of fruit and vegetable juices. A. acidoterrestris spores show high resistance to
physical and chemical treatments.

The aim of the study was to evaluate the effect of lysozyme or nisin on survival of
A. acidoterrestris spores treated with high hydrostatic pressure and temperature.

The effects of pressure of 200 MPa and 300 MPa at 50°C on the survival of spores of two
A. acidoterrestris strains in apple juice or in apple juice with lysozyme or nisin addition have
been characterized. The addition of lysozyme at concentration of 0.05 and 0.1 mg/ml did not
affect the survival of the spores of both strains, when 300 MPa was used. However, the
addition of this compound at concentration 0.05 mg/ml of juice resulted in additional spores
inactivation of approx. 1 log after 10 min pressurization at 200 MPa.

The addition of nisin at concentrations of 500, 750 and 1000 1U/ml resulted in increase in
the reduction of TO-29/04/02 strain spores, of approx. 1 log, during the whole process carried
out at 300 MPa for 30 min, but for spores of TO-117/02 strain the additional reduction was
observed only at the initial stage of pressurization.

In apple juice supplemented with 250 IU of nisin/ml pressurized at 200 MPa the
pronounced effect on inactivation of A. acidoterrestris spores, due to the bacteriocin addition
was noted. Already after 10 min pressurization additional reduction of about 1.3 log was

achieved, and after 45 min the additional reduction was 1.9-2.3 log, depending on the strain.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, high hydrostatic pressure, nisin, lysozyme, apple

juice
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WPROWADZENIE

Naturalnymi substancjami konserwujacymi, akceptowanymi przez konsumentow, sa
zwiagzki przeciwdrobnoustrojowe wytwarzane przez bakterie — bakteriocyny. Do najlepiej
poznanych i najszerzej badanych bakteriocyn nalezg te, ktore syntetyzowane sa przez bakterie
fermentacji mlekowej, w tym nizyna wytwarzana przez niektore szczepy Lactococcus lactis
subsp. lactis. Amerykanska agencja FDA (Food and Drug Administration) w 1988 roku
nadata nizynie status substancji GRAS (generaly recognized as safe), stad duze
zainteresowanie tym zwigzkiem jako biokonserwantem. Nizyna wykazuje stabilnos$¢
w wysokich temperaturach (pasteryzacja i sterylizacja) przy niskim pH.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa nizyny obejmuje szeroki zakres bakterii Gram-
dodatnich, takich jak Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Brochotrix, Enterococcus, Listeria i Mycobacterium, jak rowniez
przetrwalniki i komorki wegetatywne Clostridium, Bacillus i Alicyclobacillus. Wykazuje
rowniez aktywnos$¢ przeciwko bakteriom Gram-ujemnym Escherichia coli i Salmonella
[Gwiazdowska, Trojanowska 2005; Thomas i in. 2005; Walczak 1998]. Aktywno$¢
przeciwbakteryjna nizyny jest glownie efektem tworzenia poréw w blonie komorkowej,
ponadto hamuje ona biosynteze sktadnikéw $ciany komorkowej oraz rozwoj przetrwalnikow,
wplywa takze na aktywno$¢ enzymow autolitycznych. Doniesienia literaturowe potwierdzajg
rowniez skuteczno$¢ nizyny w ograniczaniu wzrostu Alicyclobacillus acidoterrestris
w sokach owocowych [Yamazaki i in. 2000] oraz wskazuja na mozliwo$¢ obnizania w jej
obecnosci cieptooporno$ci przetrwalnikow tego gatunku [Komitopoulou i in. 1999; Pefia i in.
2009; Yamazaki i in. 2000].

Inng substancja naturalng o dziataniu konserwujacym jest lizozym (muramidaza, EC
3.2.1.17). Jest to enzym hydrolityczny, rozktadajacy peptydoglikany $ciany komodrkowej
bakterii. Hydrolizuje wigzania B-1,4-glikozydowe pomiedzy kwasem
N-acetylomuraminowym i  N-acetyloglukozoaming. Lizozym wykazuje dziatanie
przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii Gram-dodatnich [Gao i in. 2002]. Bakterie Gram-
ujemne sg bardziej oporne na jego dzialanie. FDA w 1998 roku nadata lizozymowi status
substancji GRAS.

Zanieczyszczenie sokow bakteriami z rodzaju Alicyclobacillus spp. jest w ostatnich
latach jednym z wazniejszych problemoéw w branzy sokowniczej [Sokolowska 2014].
Niekorzystne zmiany sensoryczne sokow, nektaréw i napojow spowodowane wytwarzanymi
przez te bakterie metabolitami, nadajagcymi tym produktom zapach okreslany jako medyczny,
dezynfekcyjny, dymny [Baumgart i in. 1997; Gocmen i in. 2005; Jensen i Withfield 2003; Orr
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i in. 2000; Pettipher i in. 1997], sa przyczyng wycofywania z rynku gotowych produktow,
atym samym znacznych strat ekonomicznych. Z uwagi na nieskuteczno$¢ procesu
pasteryzacji w ograniczaniu wzrostu bakterii Alicyclobacillus spp. podejmowane sg badania
nad nowymi metodami ich inaktywacji. Jednym z kierunkéw badan jest zastosowanie
wysokiego ci$nienia hydrostatycznego. Jednak, jak do tej pory, akceptowalna w procesie
produkcyjnym inaktywacja byta mozliwa przy uzyciu wysokiego ci$nienia > 400 MPa
I temperatury > 90°C [Lee i in. 2002; Lee i in. 2006; Vercammen i in. 2012; Sokotowska i in.
2013], co moze mie¢ nickorzystny wptyw na cechy sensoryczne i warto$¢ zywieniowg sokow.
Stad poszukiwane s3 metody skojarzone, umozliwiajace skuteczng inaktywacje
przetrwalnikow przy tagodniejszych warunkach procesu.

Synergistyczny efekt dziatania ci$nienia hydrostatycznego i nizyny [Capellas i in. 2000;
Gao i Yu 2008; Masschalack i in. 2001; Qi i in. 2010] lub lizozymu prezentowano w wielu
doniesieniach literaturowych [Kalchayanand i in. 1998; Malinowska-Panczyk, Kotodziejska
2009; Masschalack i in. 2000; Yuste i in. 2000]. Potwierdzono skutecznos$¢ takich ztozonych
procesow dla szczepow Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis,
Shigella sonnei, Shigella flexneri, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus carnosus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis i przetrwalnikow
Clostridium botulinum. Ten synergistyczny efekt jest spowodowany prawdopodobnie przez
subletalne uszkodzenia komoérek zachodzace pod wptywem wysokiego cisnienia. Uszkodzone
komorki stajg si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie lizozymu lub nizyny [Kalchayanand i in.
1998]. Wysokie ci$nienia, powodujac permeabilizacj¢ zewnetrznej btony komorkowej bakterii
Gram-ujemnych, umozliwiaja, wchtanianie lizozymu lub nizyny [Masschalack i in. 2000;
Masschalack i in. 2001].

We wcezesniejszych badaniach [Sokotowska i1 in. 2012] wyznaczono minimalne st¢zenie
hamujagce MIC (Minimal Inhibitory Concentration) nizyny oraz lizozymu w pozywce
hodowlanej dla szczepow A. acidoterrestris. MIC nizyny w odniesieniu do przetrwalnikow
wynosito od 100 TU/ml do 1500 IU/ml pozywki, a dla form wegetatywnych od 50 IU/ml do
1250 IU/ml pozywki, w zaleznosci od szczepu. Lizozym hamowal kietkowanie
przetrwalnikow A. acidoterrestris przy st¢zeniach od 0,005 mg/ml do 0,2 mg/ml pozywki,
natomiast rozwdj komodrek wegetatywnych zostal zahamowany przy stezeniach od
0,05 mg/ml do 0,2 mg/ml pozywki.

Celem pracy byla ocena wptywu lizozymu 1 nizyny na przezywalnos¢ przetrwalnikow

A. acidoterrestris poddanych dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego i temperatury.
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MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono z zastosowaniem przetrwalnikow dwoch szczepow
A. acidoterrestris wyizolowanych w IBPRS w 2002 r., byly to szczepy: TO-29/4/02
i TO-117/02 pochodzace z probek zageszczonego soku jabtkowego. Wybrane szczepy
charakteryzowaly si¢ wysokg opornoscig na dziatanie temperatury, kwasoOw organicznych,
konserwantow 1 ci$nienia hydrostatycznego [Sokotowska i in. 2008; Sokotowska i in. 2009;
Sokotowska i in. 2010; Skapska i in. 2012].

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

Do badan zastosowano nizyn¢ z Lactococcus lactis — producent: SIGMA-ALDRICH;
0 aktywnosci 1,0 x 10° IU/g. Roztwér podstawowy o aktywnosci 5,0 x 10% 1U/ml
przygotowano w 0,02 M HCI. Nastepnie roztwor ten wirowano przez 15 min z predkoscia
3000 obr./min; supernatant wyjatawiano metoda filtracji membranowej (Millipore 0,2 um)
[Komitopoulou i in. 1999] i przechowywano w temp. 2-8°C.

Lizozym krystaliczny (z biatka jaja kurzego) EC 3.2.1.17, o aktywnosci 50 000 U/mg,
zakupiono w firmie Merck (nr kat. 1.05281). Roztwoér podstawowy o stezeniu 50 mg/ml
sporzadzono w jatowej wodzie destylowanej.

Przetrwalniki A. acidoterrestris w liczbie powyzej 10° jtk/ml wprowadzano do probek
handlowego soku jabtkowego (pH 3.4, ekstrakt 11,2°Bx) lub soku jabtkowego z dodatkiem
nizyny lub lizozymu i rozlewano po ok. 13 ml do polietylenowych probowek (Sarstedt).
Probki poddawano skojarzonemu dziataniu cis$nienia hydrostatycznego 200 lub 300 MPa oraz
temperatury 50°C w komorze wysokocisnieniowej typu ttok-cylinder o objetosci roboczej
1,5 litra, wyposazonej w mierniki ci$nienia i temperatury (W Instytucie Wysokich Cisnien
PAN w Warszawie). Ci$nienie w komorze jest wytwarzane przy uzyciu prasy hydraulicznej 0
nacisku 1000 ton. Komora jest wyposazona w zewnetrzny plaszcz termostatujacy,
pozwalajacy na stosowanie temperatury 0-50°C. Jako medium przenoszace ci$nienie
zastosowano mieszaning wody z glikolem polipropylenowym (1:1). Wszystkie doswiadczenia

wykonano co najmniej w dwoch powtdrzeniach. Liczbe przetrwalnikow przezywajacych
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proces ci$nieniowania i zdolnych do wzrostu oznaczano metodg ptytkowa na BAT-agarze

(Merck, pH 4,0) po 5 dniach inkubacji w temp. 45°C.

WYNIKI | DYSKUSJA

Dodatek lizozymu do soku jablkowego w stezeniu 0,05 i 0,1 mg/ml nie wptywal na
przezywalno$¢ przetrwalnikow obu badanych szczepoéw w trakcie 30-minutowego procesu
cisnieniowania w 300 MPa, w temp. 50°C (rysunek 1 i 2). Maksymalna inaktywacja

przetrwalnikow, uzyskana po 30 min procesu, wynosita 1,9-2,5 log.
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Rysunek 1. Wptyw dodatku lizozymu na inaktywacj¢ przetrwalnikow
szczepu TO-29/4/02 poddanych dziataniu ci$nienia 300 MPa
i temperatury 50°C w soku jabtkowym
Impact of the addition of lysozyme on inactivation of spores of
TO-29/4/02 strain treated with 300 MPa at 50°C in apple juice
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Rysunek 2. Wptyw dodatku lizozymu na inaktywacje przetrwalnikow
szczepu TO-117/02 poddanych dziataniu cisnienia 300 MPa
I temperatury 50°C w soku jabtkowym
Impact of the addition of lysozyme on inactivation of spores
of TO-117/02 strain treated with 300 MPa at 50°C in apple juice
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Cisnienie 200 MPa potgczone z dziataniem temperatury 50°C (rysunek 3) powodowato
wigkszg inaktywacje przetrwalnikow dwoch badanych szczepow A. acidoterrestris niz
ci$nieniec 300 MPa. Po 30 min dziatania ci$nienia inaktywacja wynosita, w zaleznosci od
szczepu, 2,8 log (szczep TO-117/02) i 3,5 log (szczep TO-29/4/02). Ponadto w tych samych
warunkach stwierdzono zwigkszong redukcje przetrwalnikow A. acidoterrestris w probkach
soku z dodatkiem 0,05 mg/ml lizozymu w poréwnaniu z probkami kontrolnymi (rysunek 3).
Najwickszy wptyw lizozymu obserwowano po 10 min procesu i powodowal on dodatkowa

redukcje o 1,22 log i 1,01 log odpowiednio dla przetrwalnikow szczepow TO-29/4/02 i TO-

117/02.
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Rysunek 3. Wplyw dodatku lizozymu na inaktywacje¢ przetrwalnikéw

Dodatek nizyny w stezeniach 500, 750 i 1000 IU/ml powodowat zwickszenie redukcji
przetrwalnikow szczepu TO-29/4/02 o ok. 1 log podczas catego procesu prowadzonego
w cisnieniu 300 MPa przez 30 min (rysunek 4). Jednakze w przypadku szczepu TO-117/02

dodatkowa redukcje przetrwalnikéw spowodowang dodatkiem nizyny obserwowano tylko

szczepow TO-29/4/02 1 TO-117/02 poddanych dziataniu
cisnienia 200 MPa i temperatury 50°C w soku jabtkowym
Impact of the addition of lysozyme on inactivation of spores
of TO-29/4/02 and TO-117/02 strains treated with 200 MPa
at 50°C in apple juice

W poczatkowym etapie ci§nieniowania (rysunek 5).
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Rysunek 4. Wplyw dodatku nizyny na inaktywacj¢ przetrwalnikow

szczepu TO-29/4/02 poddanego dziataniu ci$nienia 300 MPa
I temperatury 50°C w soku jabtkowym

Impact of the addition of nisin on inactivation of spores of
TO-29/4/02 strain treated with 300 MPa at 50°C in apple juice
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Rysunek 5. Wplyw dodatku nizyny na inaktywacje przetrwalnikow

szczepu TO-117/02 poddanego dziataniu cisnienia 300 MPa
I temperatury 50°C w soku jabtkowym

Impact of the addition of nisin on inactivation of spores of
TO-117/02 strain treated with 300 MPa at 50°C in apple juice

Natomiast w procesie cisnieniowania prowadzonym w 200 MPa, w temp. 50°C w soku
jabtkowym z dodatkiem 250 IU nizyny / ml obserwowano wyrazny wplyw bakteriocyny na
stopien redukcji przetrwalnikow A. acidoterrestris. Po 10 min ci$nieniowania dodatkowa

redukcja wynosita 1,34 log i 1,37 log odpowiednio dla szczepéw TO-29/4/02 i TO-117/02.
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Nieco lepsze efekty uzyskano po 15 min cis$nieniowania — dodatkowa redukcja wynosita
1,72 log dla przetrwalnikow szczepu TO-29/4/02 i 1,46 log dla TO-117/02 (rysunek 6). Po
30 min ci$nieniowania wyrazny wpltyw 250 1U/ml dodatku nizyny na stopien redukcji byt
widoczny jedynie w przypadku przetrwalnikow szczepu TO-117/02 i wynosit ok. 1 log.
Z kolei po 45 min ci$nieniowania w 200 MPa efekt dziatania dodatku nizyny byt wyraznie
widoczny dla obu szczepéw. Dodatkowe zwigkszenie redukcji wynosito 2,3 log dla

przetrwalnikow szczepu TO-29/4/02 1 1,92 log dla przetrwalnikow szczepu TO-117/02.
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Rysunek 6. Wplyw dodatku nizyny na inaktywacje przetrwalnikéw
szczepéw TO-29/4/02 i TO-117/02 poddanych dziataniu
ci$nienia 200 MPa 1 temperatury 50°C w soku jabtkowym
Impact of the addition of nisin on inactivation of spores of
TO-29/4/02 and TO-117/02 strains treated with 200 MPa at
50°C in apple juice

W wielu pracach badawczych opisano skojarzone dziatanie ci$nienia hydrostatycznego
i nizyny lub lizozymu. Uzyskane efekty byly zalezne od rodzaju badanego drobnoustroju,
medium i parametrow procesu. W $wiezym serze z mleka koziego z dodatkiem 13,4 mg/kg
nizyny osiggnigto redukcje¢ liczby Staphylococcus carnosus o ok. 8 log (500 MPa, 5 min
w temp. 10°C i 25°C) oraz redukcj¢ populacji bakterii tlenowych mezofilnych o ok. 50%
(2 log), podczas gdy w serze bez dodatku nizyny redukcja wynosita odpowiednio 0,96
i 0,54 log [Capellas i in. 2000]. W badaniach Gao i Yu [2008], dotyczacych wptywu ciénienia,
temperatury i dodatku nizyny na inaktywacje przetrwalnikow C. botulinum stwierdzono, ze
optymalne parametry procesu pozwalajagce na skuteczng redukcje o 6 log to: cisnienie
545 MPa, temperatura 51°C, czas 13,3 min i stezenie nizyny 129 IU/ml. Polgczenie dziatania

nizyny (200 1U/ml) i HHP (300 MPa) dawato efekt synergistyczny w procesie ci$nieniowania
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B. subtilis [Qi i in. 2010]. Wykazano takze znaczng redukcje drobnoustrojow w MOM
drobiowym (migso oddzielane mechanicznie), z dodatkiem nizyny w ilosci 200 mg/kg,
poddanym dziataniu ci$nienia 450 MPa w temp. 20°C. Redukcja mikroflory mezofilnej
wynosita 5,3 log, a psychrofilnej ponad 7,5 log. W pracy tej nie stwierdzono synergistycznego
efektu dziatania HPP i lizozymu [Yuste i in. 2000]. Jednakze w badaniach Masschalack i in.
2000, obserwowano zwigkszenie redukcji E. coli o 1,1 do 3,2 log pod wptywem lizozymu lub

nizyny w zalezno$ci od stosowanego ci$nienia.

WNIOSKI

Umiarkowane ci$nienie w wysokosci 200 MPa potaczone z dziataniem temperatury 50°C
powodowato  wieksza inaktywacje przetrwalnikow dwoch badanych  szczepoéw
A. acidoterrestris niz cisnienie 300 MPa.

Nizyna skutecznie zwigkszata stopien inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterrestris
poddanych dziataniu ci$nienia hydrostatycznego i temperatury. Wptyw lizozymu na redukcje
przetrwalnikdw przy ci$nieniu 300 MPa byt nieistotny, natomiast przy ci$nieniu 200 MPa
obserwowano zwigkszenie inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterrestris poddanych

dziataniu ci$nienia i temperatury.

Praca finansowana ze srodkow MNISW jako projekt badawczy N N312 429337.
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