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Streszczenie

Alicyclobacillus acidoterrestris nalezy do bakterii gram-dodatnich przetrwalnikujacych,
termoacidofilnych. Jest odpowiedzialna za psucie si¢ pasteryzowanych sokéw owocowych 1
napojow. Alternatywna, nietermiczna metoda do utrwalania zywno$ci —wysokie ci$nienie
hydrostatyczne — moze wptywac¢ na kietkowanie i inaktywacj¢ bakterii, a takze wywolywac
proces uwalniania kwasu dipikolinowego (DPA) z przetrwalnikéw, zwigzku pehigcego
wazng role w odpornosci przetrwalnikdw na czynniki zewngtrzne.

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu parametréw wysokiego cis$nienia
hydrostatycznego na wydzielanie kwasu dipikolinowego z przetrwalnikow Alicyclobacillus
acidoterrestris.

Zbadano wpltyw ci$nienia hydrostatycznego 300 1 500 MPa w temperaturach 20, 50,
175°C w czasie 15 min na ilo§¢ uwalnianego DPA z przetrwalnikow dwoch szczepow
Alicyclobacillus acidoterrestris w odtworzonym soku jabtkowym i buforach pH 4 1 pH 7. Do
okreslenia ilo$ci uwalnianego DPA zastosowano metode HPLC.

Zastosowane W niniejszej pracy parametry wysokiego ci$nienia hydrostatycznego,
a przede wszystkim ci$nienie i temperatura, mialy znaczacy wptyw na ilo§¢ uwalnianego DPA
z przetrwalnikdw Alicyclobacillus acidoterrestris w zaleznosci od uzytego szczepu
1 zastosowanego medium.

Stowa Kkluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, wysokie cisnienie hydrostatyczne,

przetrwalniki, kietkowanie, kwas dipikolinowy
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FACTORS INFLUENCING THE RELEASE OF DIPICOLINIC ACID FROM
ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS SPORES EXPOSED TO HIGH
HYDROSTATIC PRESSURE

Summary

Alicyclobacillus acidoterrestris belongs to the gram-positive, spore-forming, acido-
thertmothilic bacteria. It is responsible for spoilage of pasteurized fruit juices and beverages.
An alternative, non-thermal method of food preservation — high hydrostatic pressure — can
affect germination and inactivation of bacteria and cause the process of release of dipicolinic
acid (DPA) from the spores. DPA plays an important role in spore resistance to external
factors.

The aim of this study was to evaluate the influence of parameters of high hydrostatic
pressure on the release of dipicolinic acid from the spores of two strains of Alicyclobacillus
acidoterrestris.

The effect of hydrostatic pressure of 300 and 500 MPa at temperature of 20, 50, and
75°C applied for 15 min on the amount of DPA released from the spores of two strains of
Alicyclobacillus acidoterrestris in a reconstituted apple juice and buffers pH 4 and pH 7 was
studied. To determine the amount of the released DPA HPLC method was used.

Parameters of high hydrostatic pressure used in this work, in particular pressure and
temperature, significantly affected the amount of DPA released from the Alicyclobacillus
acidoterrestris spores, depending on the strain and the medium used.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, high hydrostatic pressure, spore germination,

dipicolinic acid

WSTEP

Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT) jest drobnoustrojem odpowiedzialnym za psucie
si¢ sokow owocowych 1 warzywnych. Nalezy do bakterii termofilnych, kwasolubnych
1 przetrwalnikujacych. Izolowany jest m.in. z gleby, powierzchni owocow, wody z mycia
owocow, wody z koryt transportowych, kondensatow z wyparek oraz sokéw zageszczonych.
Mikroorganizm ten od wielu lat stanowi przedmiot zainteresowania naukowcow
1 producentow, poniewaz wywoluje negatywne zmiany zapachu w sokach. Produkuje zwigzki,
m.in. 2-metoksyfenol (gwajakol), 2,6-dibromofenol 1 2,6-dichlorofenol, ktére sg przyczyna
powstawania zapachu medycznego, dezynfekcyjnego, dymnego [Gocmen 1 in. 2005]. Moze

rowniez wytwarza¢ w produktach bialy osad.
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Wysoka cieptoopornos¢ przetrwalnikow AAT oraz wykazane 1 wcigz badane przypadki
zepsucia sokOw pasteryzowanych wskazuja na nieskuteczno$¢ przemystowego procesu
pasteryzacji, poniewaz przetrwalniki bakterii przezywaja w typowych warunkach
stosowanych przy pasteryzacji sokow owocowych. Dlatego tez zachodzi konieczno$¢
intensywnej obrobki cieplnej, tzw. UHT (ang. Ultra-High Temperature processing) w celu
inaktywacji przetrwalnikow AAT w soku przed rozlewem do butelek. Obrobka ta wplywa
niekorzystnie na walory smakowe, zapachowe, kolor, warto$ci odzywcze 1 dodatkowo moze
by¢ kosztowna 1 energochlonna. W zwigzku z tym poszukuje si¢ innowacyjnych
nietermicznych metod ograniczenia wzrostu tych bakterii. Taka metodg moze by¢
zastosowanie wysokiego ci§nienia hydrostatycznego (ang. High Hydrostatic Pressure, HHP).

AAT jest bakteria wytwarzajaca przetrwalniki, ktore moga kietkowa¢ pod wplywem
czynnikow zewnetrznych, m.in. HHP. W procesie kielkowania dochodzi do hydrolizy
materialow zapasowych 1 oston przetrwalnika. Utrata cech cieploopornosci zachodzi dzigki
uwalnianiu kwasu dipikolinowego — DPA (rysunek 1), ktory wystepuje tylko w formach
przetrwalnych 1 stanowi okoto 15% s.m. przetrwalnika. Kwas dipikolinowy jest zwigzkiem
swoistym tylko dla przetrwalnikéw, umiejscowionym w ich rdzeniu, nie wyst¢puje natomiast
w komorkach wegetatywnych. Chelatuje jony wapnia (Ca®"), tworzac dipikolinian wapnia
(Ca-DPA) [Setlow 2003; Setlow 1 in. 2006; Parades-Sabja 1 in. 2011; Reineke i in. 2013].

W przetrwalnikach wystepuja takze cieptooporne enzymy, np. katalaza czy rybozydaza
(rozktadajaca adenozyng do adeniny i rybozy). Enzymy te nie wystepuja w stanie wolnym, ale
sg zwigzane z kompleksem biatkowym. Wykazano, ze kompleks ten zawiera poza enzymem
jeszcze peptyd, kation wapniowy 1 polimer kwasu dipikolinowego. Utrata cieploopornosci
przetrwalnika jest zawsze zwigzana z utarta tego zwigzku. Duze stgzenie dipikolinianu
wapnia w rdzeniu przetrwalnika (rysunek 2) wraz z warstwami gesto upakowanej mureiny
1 biatek tworzacych plaszcz stabilizuje sklad chemiczny przetrwalnika. Wykazano, ze
kompleks wapn — kwas dipikolinowy obecny w plaszczu odgrywa istotng role w opornosci
przetrwalnikdw na promieniowanie ultrafioletowe, przez co przetrwalniki sa, w zaleznos$ci od
szczepu, od 5 do 50 razy mniej wrazliwe na UV w poréwnaniu z komdrkami wegetatywnymi.
Przetrwalniki, ktore w wyniku zmian mutacyjnych nie zawierajg tego zwigzku, sg znacznie
bardziej wrazliwe na ultrafiolet, szczegdlnie na czgs¢ UV-B jego spektrum [Slieman

1 Nicholson 2001].
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Rysunek 1. Kwas dipikolinowy
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Rysunek 2. Schemat budowy przetrwalnika [na podstawie Setlow 2003 ]

A schematic illustration of a bacterial spore [based on Setlow 2003]

Badajac zmiany zachodzace podczas kietkowania przetrwalnikow bakteryjnych, nalezy
uwzgledni¢ ich specyficzng budowe 1 mechanizmy majace wplyw na ten proces. Mianowicie
w przetrwalnikach nie przebiegaja zadne wykrywalne procesy metaboliczne, mimo to
monitoruja one swoje otoczenie 1 bardzo szybko reaguja na obecnos$¢ odpowiednich
substancji odzywczych, co prowadzi do ich kielkowania i1 przeksztalcenia w komodrke
wegetatywng. Badania wskazuja, iz opornos$¢ przetrwalnikow wytwarzanych przez ten sam
gatunek bakterii zalezy od warunkéw, w ktorych doszlo do zaindukowania ich powstania. Na
przyktad, jesli proces sporulacji odbywat si¢ w warunkach podwyzszonej temperatury,
oporno$¢ termiczna powstatych endospor jest wigksza [Huang 1 in. 2007].

Zmiany dynamiki procesu kietkowania 1 inaktywacji przetrwalnikow AAT pod wplywem

dzialania temperatury 1 wysokiego cisnienia hydrostatycznego moga by¢ badane klasyczng
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metodg plytkowa [Black i1 in. 2007; Vercammen 1 in. 2012; Sokolowska 1 in. 2013;
Sokotowska 1 in. 2015] lub za pomoca pomiaru gestosci optycznej [Terano i in. 2005;
Porgbska 1 in. 2015]. Szybkos$¢ 1 ilo§¢ uwalnianego kwasu dipikolinowego z przetrwalnikow
w czasie kielkowania moze by¢ rowniez wykorzystywana do analizy tego procesu. [Black
11n. 2007a; Huang 1 in. 2007; Magge 1 in. 2008; Reineke 1 in. 2013; Bevilacqua 1 in. 2015].

Na uwage zastluguje fakt, ze w literaturze nie ma dostgpnych wynikéw badan
dotyczacych uwalniania DPA z przetrwalnikow AAT pod wplywem wysokiego ci$nienia
hydrostatycznego.

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu parametréw wysokiego cis$nienia
hydrostatycznego na wydzielanie kwasu dipikolinowego z przetrwalnikéw dwoch szczepow
Alicyclobacillus acidoterrestris w odtworzonym soku jabtkowym (11,2°Brix, pH 3.,4)

1 buforacho pH 4 1pH 7.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat do badan stanowity zawiesiny przetrwalnikow dwdch szczepow Alicyclobacillus
acidoterrestris, ktore zostaly wyizolowane z zaggszczonego soku jabtkowego, szczep
oznakowany TO-117/02 oraz szczep oznakowany TO-169/06. Na podstawie wynikdéw
dotychczasowych badan stwierdzono, ze szczep TO-117/02 charakteryzuje si¢ najwigksza
opornosciy na HHP, natomiast szczep TO-169/06 najmniejsza opornoscig na czynniki
zewngetrzne, w tym HHP [Sokotowska 1 in. 2008; Sokotowska 1 in. 2012; Skapska 1 in. 2012].

Przetrwalniki szczepoéw TO-169/06 oraz TO-117/02 uzyskane zgodnie z metodg opisang
przez Sokotowska 1 in. (2012) wprowadzano do odtworzonego soku jabtkowego (11,2°Brix,
pH 3,4) i buforu Mcllvaina o pH 4,0 oraz pH 7.0, w ilosci 10° jkt/ml. Probki,
w polietylenowych probowkach o pojemnosci ok. 13 ml (Sarstedt), poddawano dziataniu
ci$nienia hydrostatycznego oraz podwyzszonej temperatury w Instytucie Wysokich Cisnien
PAN w komorze wysokocisnieniowej U4000/65. Objetos¢ komory jest rowna 0,95 1,
maksymalne ci$nienie, jakie mozna w niej uzyska¢, wynosi 600 MPa. Komora jest
wyposazona w zewngtrzny plaszcz termostatujacy, dzigki czemu mozna zastosowac
temperature w zakresie od -10°C do +80°C. Jako medium w procesie z zastosowaniem
wysokiego cisnienia hydrostatycznego uzyto mieszaning wody z glikolem polipropylenowym
(1:1). Ci$nienia 300 1 500 MPa stosowano w sposob ciagty. Procesy przeprowadzano w czasie
15 min w temperaturze: 20, 50, 75°C. Czas, w ktorym uzyskano odpowiednie ci$nienie, i czas

dekompresji nie sg wliczone w czas ciSnieniowania. Wszystkie doswiadczenia
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przeprowadzono w dwodch powtdrzeniach. Wszystkie probki przed analiza HPLC
przechowywano w temperaturze -70°C.

Oznaczenia ilo$¢ uwolnionego DPA przeprowadzono z uzyciem techniki HPLC [Warth
1979]. Analizy wykonano, stosujgc aparat Waters 2695 z detektorem diodowym Waters 2996
w nastepujacych warunkach: kolumna SunFire C8, $rednica ziaren 5 um, wymiary 4,6 mm x
250 mm z prekolumng SunFire C8, srednica ziaren 5 pm, wymiary 4,6 mm x 20 mm.

W celu uwolnienia catkowitej ilosci DPA zawartej w przetrwalnikach, 3 ml probki w 0,05
M buforze PBS o pH 7 poddano autoklawowaniu w temperaturze 121°C przez 20 minut
[Reineke 11n. 2013].

Probki do analizy HPLC zawieszano w 0,2 M fosforanie potasu, pH 1,75, nastepnie
wirowano przy 17000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C 1 przesgczono przez filtr
membranowy 0,45 pm. Czas jednej analizy wynosit 12 minut, natomiast objeto$¢ nastrzyku
na kolumne¢ byta réwna 10 pl. Elucje prowadzono za pomoca 1,5% alkoholu amylowego
(2-metylo-2-butanol) w 0,2 M buforze fosforanowym o pH 1,75, przemywanie izokratyczne
prowadzono z predkoscig 1,0 ml/min w temperaturze 25°C. Absorbancj¢ mierzono przy
dtugosci fali 271 nm.

WYNIKI I DYSKUSJA

Weczesniejsze badania [Porgbska 1 in. 2015] wykazaly, ze zmiany ci$nienia, temperatury
1 czasu istotnie wplywaja na dynamike procesu kietkowania Alicyclobacillus acidoterrestris.
Stwierdzono takze istotna korelacje (R*=0,89) pomiedzy kietkowaniem przetrwalnikow
1iloscig uwalnianego DPA. Catkowita 1lo§¢ DPA uwolnionego z przetrwalnikow
Alicyclobacillus acidoterrestris wynosita 50,32 uM dla szczepu TO-169/06 (rysunek 3),
142,71 uM dla szczepu TO-117/02 (rysunek 4).

W trakcie prowadzenia procesu dla szczepu Alicyclobacillus acidoterrestris TO-169/06,
w temperaturze 20°C przy ci$nieniu 300 MPa w soku jablkowym ilo§¢ uwolnionego DPA
byta nieznaczna 1 wynosita 3,83 puM. Przy tym samym ci$nieniu, ale w podwyzszonej do
50°C temperaturze, ilos¢ uwolnionego DPA wzrosta do 29,27 uM, co odpowiada 58,17%
catkowitej zawarto$ci DPA, natomiast najwiekszg ilos¢ — 35,81 uM uzyskano w temperaturze
75°C (71,16% catkowitego DPA). Podwyzszenie ciSnienia nie wplynelo na zwigkszenie
wydzielania DPA z przetrwalnikow. Zastosowanie ci$nienia 500 MPa w temperaturze 50°C
spowodowato uwolnienie 24,59 uM DPA (48,88% catkowitego DPA).

W buforze pH 4 zaobserwowano podobne tendencje w ilosci wydzielanego DPA jak
w soku jabtkowym, co wynikalo prawdopodobnie =z wiasciwosci kwasolubnych

Alicyclobacillus acidoterrestris. W temperaturze 20°C przy cisnieniu 300 MPa ilo$¢

10
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uwolnionego DPA byta réwna 2,25 uM, po podwyzszeniu temperatury do 50°C wynosita
27,89 uM (55,43% calkowitego DPA), natomiast w 75°C uzyskano 30,76 uM, co stanowito
61,11% catkowitej zawartosci DPA w przetrwalnikach. W efekcie podwyzszenia ci$nienia do
500 MPa ilo$¢ uwolnionego DPA z przetrwalnikow wynosita 22,74 uM (45,19% catkowitego
DPA).

Wraz ze wzrostem pH zaobserwowano znaczne zmniejszenie ilosci uwalnianego DPA
z przetrwalnikow. W buforze pH 7 w temperaturze 20°C ilo$¢ uwolnionego w procesie
ci$nieniowania DPA byta rowna 1,39 uM, w 50°C wynosita 16,42 uM (32,63% catkowitego
DPA), a w najwyzszej zastosowanej temperaturze 75°C uzyskano 18,91 uM uwolnionego
DPA (37,58% catkowitego DPA). W procesie przeprowadzonym w cisnieniu 500 MPa
1w temperaturze 50°C uzyskano 16,38 uM DPA, co stanowito 32,55% calkowitego DPA

zawartego w przetrwalnikach (rysunek 3).
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Rysunek 3. DPA uwolniony z przetrwalnikéw A. acidoterrestris TO-169/06 po 15 minutach
dziatania HHP
DPA released from the TO-169/06 A. acidoterrestris spores after 15 minutes of
HHP treatment

11



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2015 t. 70 nr 3

Dla poréwnania identyczne doswiadczanie zostato przeprowadzone dla przetrwalnikow
drugiego szczepu Alicyclobacillus acidoterrestris TO-117/02. W soku jablkowym przy
ciSnieniu 300 MPa 1 temperaturze 20°C uzyskano 1,68 uM DPA, a w temperaturze
podwyzszonej do 50°C ilo$¢ wydzielonego DPA byta rowna 24,63 uM (57,67% calkowitego
DPA). Najwigcej uwolnionego DPA 27,83 uM (65,16%) zaobserwowano przy najwyzszej
stosowane] temperaturze procesu wynoszacej 75°C. Podobnie jak dla przetrwalnikéw
pierwszego badanego szczepu (TO-169/06) podwyzszenie ci$nienia nie spowodowalo
wydzielania wigkszych ilosci DPA. Po procesie przeprowadzonym w 500 MPa
w temperaturze 50°C uzyskano 16,42 uM DPA (38,45% catkowitego DPA).

Réwniez w przypadku tego szczepu przy zmianie medium na bufor o pH 4
zaobserwowano podobne tendencje jak w soku jablkowym. W temperaturze 20°C ilos$¢
uwolnionego DPA byta rowna 1,54 uM, w temperaturze 50°C uzyskano 17,51 uM (DPA
45,19%), natomiast w temperaturze 75°C uzyskano 21,20 uM DPA (49,64% catkowitego
DPA). Po podwyzszeniu ci$nienia do 500 MPa ilos¢ uwolnionego DPA wynosita 11,09 pM
(25,97% catkowitego DPA).

Po zmianie medium i przeprowadzeniu doswiadczenia w buforze o pH 7 zaobserwowano
znacznie mniejsze iloSci uwalnianego DPA. W temperaturze 20°C ilos¢ uwolnionego DPA
byta réwna 0,83 uM, w temperaturze 50°C wydzielato si¢ 4,50 uM, natomiast w temperaturze
75°C uzyskano 6,83 uM. DPA. Po zastosowaniu ci$nienia 500 MPa 1 temperatury 50°C
uzyskano 5,75 uM uwolnionego z przetrwalnikow DPA (rysunek 4).

12
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Rysunek 4. DPA uwolniony z przetrwalnikow A. acidoterrestris TO-117/02 po 15 minutach
dziatania HHP
DPA released from the TO 117/02 A. acidoterrestris spores after 15 minutes of
HHP treatment

Podsumowujac, najwigksza ilos¢ uwalnianego kwasu dipikolinowego zaobserwowano
przy z zastosowaniem temperatury 75°C 1 ci$nienia 300 MPa. Bevilacqua 1 wsp. (2015)
rowniez zaobserwowali znaczacy wplyw temperatury na proces uwalniania kwasu
dipikolinowego w przypadku A. acidoterrestris. Ponadto wyniki uzyskane w pracy wskazuja
na zréznicowanie w obrebie gatunku A. acidoterrestris pod wzgledem reakcji przetrwalnikow
na wysokie ci$nienie. Podobne rezultaty uzyskali Huang 1 wsp. (2007), ktérzy wykazali
zmienno$¢ poziomu uwalnianego DPA z przetrwalnikow r6znych gatunkéw Bacillus. Jednym
przetrwalnikow w danej populacji. Carrera 1 wsp. (2007) zaobserwowali, ze w przypadku

B. anthracis wigksze przetrwalniki zawieraja wigcej kompleksu Ca-DPA, natomiast inne

13
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szczepy wytwarzaja przetrwalniki o mniejszej wielkosci, ktore zawierajg mniejszg ilo$¢ tego
zwigzku w rdzeniu.

Znaczne zrdznicowanie w obrgbie gatunku A. acidoterrestris wskazuje na potrzebe
uwzglednienia tego faktu przy projektowaniu procesow technologicznych i odpowiednim

doborze parametrow procesow utrwalania sokow owocowych 1 warzywnych.

WNIOSKI

1. Proces uwalniania kwasu dipikolinowego =z przetrwalnikow Alicyclobacillus
acidoterrestris pod wplywem wysokiego ci$nienia hydrostatycznego byt zalezny od
szczepu, pH medium oraz zastosowanych parametrow procesu, glownie cisnienia
1 podwyzszonej temperatury.

2. Wraz ze wzrostem pH zaobserwowano obnizenie ilosci uwalnianego kwasu
dipikolinowego, zawarto$¢ sktadnikow odzywczych w soku jablkowym prawdopodobnie
dodatkowo spowodowata wzrost ilosci uwalnianego DPA w stosunku do roztworu
buforowego o zblizonym pH.

3. Zroznicowanie opornosci szczepOw A. acidoterrestris na HHP moze by¢ zwigzane
z 16zng zawartoscia kwasu dipikolinowego w przetrwalnikach 1 ilo$cig tego zwigzku

uwalnianego z przetrwalnikow w trakcie procesu.
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