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ZASTOSOWANIE ZAUTOMATYZOWANEGO ANALIZATORA
MIKROBIOLOGICZNEGO BACT/ALERT® 3D (BIOMERIEUX) DO
WYKRYWANIA ALICYCLOBACILLUS SP. W ZAGESZCZONYCH

SOKACH JABLKOWYCH

Streszczenie

Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujace Alicyclobacillus acidoterrestris wytwarzajace produkty
o nieprzyjemnym (dezynfekcyjnym) zapachu sa przyczyna psucia si¢ sokéw owocowych. Do ich wykry-
wania zastosowano zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® i pozywke LYM o pH
3,7.

Celem pracy byto okreslenie wptywu zawartosci ekstraktu w zageszczonym soku jabtkowym i dawki
inoculum na czas detekcji (dhugo$é lag fazy) A. acidoterrestris w systemie BacT/ALERT® oraz dopaso-
wanie modelu matematycznego regresji wielokrotne;.

Do badan wykorzystano przetrwalniki 5 szczepow Alicyclobacillus acidoterrestris wyizolowanych
z probek zageszczonych sokow jabtkowych i emulsji do produkcji napojow.

W soku o zawartosci ekstraktu 35,6 % stwierdzono czg$ciowe zahamowanie wzrostu dwoch szczepow
oraz catkowite zahamowanie wzrostu jednego z badanych szczepdéw. Rowniez w soku o zawarto$ci eks-
traktu 23,7 % zaobserwowano czg$ciowe zahamowanie wzrostu 3 szczepdw. Czas detekcji (dtugosc lag
fazy) wszystkich analizowanych szczepow A. acidoterrestris skracal si¢ wraz ze zmniejszaniem zawarto-
$ci ekstraktu w zageszczonym soku jabtkowym i ze zwigkszaniem dawki inoculum. W soku o zawarto$ci
ekstraktu 11,8 % czas detekeji przy inoculum ok. 10 jtk /probke soku o obj. 20 cm® wynosit w zaleznosci
od szczepu od 23,5 h do 43,7 h.

Dopasowano réwnania wielomianowe drugiego stopnia opisujace zalezno$¢ czasu detekcji (dhugosci
lag fazy) od zawarto$ci ekstraktu w soku jablkowym i poziomu inoculum badanych szczepéw. Obliczone
wsp6lczynniki determinacji R* wynosity od 0,83 do 0,95 w zaleznosci od szczepu.

Zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® moze byé stosowany w rutynowych
badaniach wykrywania obecnosci Alicyclobacillus sp. w zaggszczonych sokach jabtkowych. Zawartosé¢
ekstraktu w badanym soku moze wynosi¢ co najwyzej 17,8 %.

Slowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, BacT/ALERT®, sok jabtkowy
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Wprowadzenie

Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujace Alicyclobacillus acidoterrestris wy-
twarzajace produkty o nieprzyjemnym (dezynfekcyjnym) zapachu, takie jak:
2-metoksyfenol-gwajakol, 2,6-dibromofenol oraz 2,6-dichlorofenol sa przyczyna psu-
cia si¢ sokow owocowych [1, 3, 4]. Pochodza z gleby, skad przenoszone na owoce
przezywaja obrobke cieplng w procesie produkcji zaggszczonych sokéw owocowych,
stanowiacych podstawowy surowiec do produkcji sokow odtworzonych.

Bakterie A. acidoterrestris rosna w zakresie pH od 2,2 do 5,8 i w temp. od 23 do
55 °C [2]. Ich przetrwalniki wykazuja duza cieptoopornos$¢ zalezna od rodzaju soku,
jego stezenia oraz pH. Przyktadowe cytowane w literaturze wartosci Dos wynosza: 2,8
min w soku jabtkowym o pH 3,5 i zawartosci ekstraktu 11,4°Bx [12], 2,4 min w soku
z winogron o pH 3,3 i zawartos$ci ekstraktu 15,8°Bx [12], 5,3 min w napoju pomaran-
czowym o pH 4,1 i zawartosci ekstraktu 5,3°Bx [1].

Zasada oznaczenia w zautomatyzowanym analizatorze BacT/ALERT® polega na
kolorymetrycznym pomiarze poziomu metabolitow wytwarzanych przez rosnace drob-
noustroje. Butelki z pozywka wyposazone sa w membrang przepuszczalna dla wybra-
nych metabolitow (CO, oraz kwasy organiczne, takie jak octowy, propionowy i bursz-
tynowy) oraz czujnik reagujacy zmiana barwy przy zalozonym poziomie zaadsorbo-
wanych metabolitow. Dno butelki, z ktorym zintegrowany jest czujnik, jest skanowane
czerwonym $wiatlem w odstepach 10-minutowych. Obrazem prowadzonych pomiarow
jest generowana przez komputer krzywa zaleznosci zmian reflektancji w czasie,
przyjmujaca ksztalt krzywej wzrostu. Do wykrywania bakterii z rodzaju Alicyclobacil-
Ius w systemie BacT/ALERT® zaprojektowano pozywke weglowodanowa LYM o pH
3,7 [5].

Celem pracy bylo okreslenie wplywu zawartosci ekstraktu w zageszczonym soku
jabtkowym i dawki inoculum na czas detekcji (dlugos$¢ lag fazy) A. acidoterrestris
w systemie BacT/ALERT® oraz dopasowanie modelu matematycznego regresji wielo-
krotne;j.

Material i metody badan

Badania z zastosowaniem zautomatyzowanego analizatora BacT/ALERT® firmy
bioMerieux i pozywki LYM (pH 3,7 regulowane dodatkiem kwasu winowego w ilosci
1,2 cm®) wykonywano zgodnie z instrukcja producenta, stosujac probki zageszczonego
soku jabtkowego o objetosci 20 cm’ i rdznej zawartosci ekstraktu (35,6 %, 23,7 %,
17,8 % i 11,8 %), kontaminowane inoculum przetrwalnikow szczepow Alicyclobacillus
acidoterrestris (w zakresie od 10" do 10* jtk). Probki poddawano szokowi termicznemu
w temp. 80 °C przez 10 min, wprowadzano do butelek z pozywka LYM i inkubowano
w analizatorze w temp. 45 °C. Oznaczenia wykonywano w dwoch powtorzeniach.
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Do badan zastosowano przetrwalniki pigciu szczepow Alicyclobacillus acidoter-
restris wyizolowanych z probek zageszczonego soku jablkowego (oznakowanych TO-
29/4/02, TO-117/02, TO-169/06 i U-44/25/06) i z emulsji do produkcji napojow
(szczep oznakowany TO-57/1/04); do ich izolacji zastosowano IFU-Method No 12,
January 2004/February 2006 ,,First Standard IFU-Method on the Detection of Alicyc-
lobacillus sp. in Fruit Juices”. Szczepy zakwalifikowano do gatunku Alicyclobacillus
acidoterrestris na podstawie ich zdolnosci do wytwarzania kwasu z erytritolu [1] oraz
do wytwarzania gwajakolu w pozywce Va-YSG [6, 7].

W celu uzyskania przetrwalnikow szczepy Alicyclobacillus acidoterrestris inku-
bowano na pozywce PDA (Oxoid) o pH 4,0 w temp. 45 °C. Obecnos¢ przetrwalnikow
oceniano w trakcie inkubacji metoda mikroskopowa. Po 10 dniach ponad 90 % komo-
rek wytworzylo przetrwalniki. Zebrana z 2 plytek biomasg bakterii zawieszano w ok.
20 cm’® jatowej wody destylowanej i odwirowywano trzykrotnie przez 10 min przy
14000 obr./min, przemywajac jalowa woda destylowana, 50 % roztworem alkoholu
etylowego i ponownie jalowa woda destylowana [8, 9, 10]. Nastgpnie biomasg zawie-
szano w 5 cm’ jatowej wody destylowanej i przechowywano w chtodziarce w temp.
4 °C. Koncowa zawarto$¢ przetrwalnikow oznaczano metoda ptytkowa na BAT-agar
o pH 4,0 (Merck) po inkubacji 5 dni w 45 °C.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Statistica. Do
konstrukcji modeli powierzchni odpowiedzi zastosowano funkcje wielomianowe dru-
giego rzedu.

Wiyniki i dyskusja

We weczedniej przeprowadzonych badaniach [11] zaobserwowano brak wzrostu
przetrwalnikow A. acidoterresris DSM 2498 w zageszczonym soku jablkowym o za-
warto$ci ekstraktu 69,0 %, nawet przy inoculum 5,7x10° jtk/20 cm® soku. W niniej-
szym doswiadczeniu stwierdzono brak wzrostu jednego z badanych szczepéw (TO-
117/02) w soku o zawartosci ekstraktu 35,6 % oraz czg$ciowe zahamowanie wzrostu
dwoch innych badanych szczepow (TO-169/06 1 TO-57/1/04). Szczepy te rosty w soku
o zawarto$ci ekstraktu 35,6 % tylko przy duzych dawkach inoculum wynoszacych
odpowiednio 6,8x10” i 1,3x10° jtk/20 cm’ soku, a czas ich detekcji wynosit odpowied-
nio 44,6 h i 76,6 h (tab. 1). Réwniez w soku o zawarto$ci ekstraktu 23,7 % stwierdzono
czesciowe zahamowanie wzrostu trzech badanych szczepow przy inoculum rzedu po-
jedynczych komoérek w probee soku o pojemnosci 20 cm’. Czas detekcji (dtugosé lag
fazy) wszystkich analizowanych szczepow A. acidoterrestris skracal si¢ wraz ze
zmnigjszaniem zawartos$ci ekstraktu w zageszczonym soku jabtkowym i ze zwigksza-
niem dawki inoculum. W soku o zawartosci ekstraktu 11,8 % czas detekcji przy inocu-
lum ok. 10" jtk/20 cm’ prébki soku wynosit w zaleznosci od szczepu od 19,4 do 24,0 h.
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Obnizenie wielkosci inoculum do poziomu ok. 10 jtk/20 cm® prébki soku o zawartosci
11,8 % ekstraktu spowodowato wydtuzenie czasu detekcji do 23,5 - 43,7 h, w zalezno-
$ci od szczepu (tab. 1). Najmniejsza, obserwowana w tym doswiadczeniu, wykrywana
liczba A. acidoterrestris wynosita 1,4x10° jtk/20 cm’ soku o zawartosci 11,8 %, a czas
jej wykrycia to 28,8 h. W soku o zawartosci 17,8 % ekstraktu t¢ sama liczbe drobno-
ustrojow wykrywano w dtuzszym okresie — 30 h.

W materiatach informacyjnych firmy bioMerieux [5] podano podobne dane, czas
detekcji 48 jtk A. acidoterrestris ATCC 49025 w 20 cm’ probki soku jabtkowego wy-
nosit 54,9 h. Handlowy sok jabtkowy zawiera min. 11,2 % ekstraktu.

W badaniach [13] stwierdzono wzrost A. acidoterrestris w temp. 35 °C w soku
jabtkowym o zawartosci ekstraktu 10°Bx w zakresie pH od 2,9 do 3,9 oraz dawce ino-
culum 10"/ml i 10>/ml. Podobnie w sokach o zawartosci ekstraktu 20°Bx obserwowano
wzrost przy pH 2,9 do 3.9 i inoculum 10°/ml. W przypadku mniejszej dawki inoculum
nie stwierdzono wzrostu w tym soku jedynie przy pH 2,9. Natomiast w sokach o za-
warto$ci ekstraktu 30°, 40° 1 50°Bx stwierdzono calkowite zahamowanie wzrostu A.
acidoterrestris.

Obliczenia statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Statistica.
Dla kazdego badanego szczepu dopasowano réwnanie wielomianowe drugiego stopnia
opisujace zaleznos$¢ czasu detekcji (dlugosci lag fazy) od zawartosci ekstraktu w soku
jabtkowym i poziomu inoculum (rys. 1). Obliczone wspotczynniki determinacji R
wynosity od 0,83 do 0,95 w zalezno$ci od szczepu, co oznacza ze zmienno$¢ czasu
detekcji jest w 83 do 95 % wyjasniana przez dopasowany model (tab. 2).

Tabela 2
Rownania wielomianowe opisujace zalezno$¢ czasu detekcji szczepdw A. acidoterrestris od zawarto$ci
ekstraktu w soku jabtkowym i dawki inoculum.
Polynomial equations describing the dependency between the detection time of 4. acidoterrestris strains,
the content of extract in apple juice, and inoculum dose.

Szczep / Strain Réwnania . R
A. acidoterrestris Equations
- 2
TO-29/4/02 z=6,917 + 6,568x - 48,342}12- 0,02x” - 1,589xy + 26,618 0.8287
14,988y
— 2
TO-117/02 z=115,84-9,707x - 5,815y2+ 0,315x"+ 0,178xy - 92.870 0.9538
0,388y
- 2
TO-57/1/04 z=10,777 - 3,042x + 28,81 12y +0,236x" - 1,633xy - 34750 0.8634
0,85y
TO-169/04 2=28,113 - 0,588x - 2,13y + 0,049x> - 0,185xy + 0,534y” 28,911 0,8653
- 2
U-44/25/06 z=-35,599 + 7,85x - 1366,992056;/2 0,056x" - 1,882xy + 76,250 0.9331
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Rys. 1. Plaszczyzny reakcji czasu detekcji A. acidoterrestris w zaleznosci od zawarto$ci ekstraktu
i wielko$ci inoculum.

Fig. 1.  A. acidoterrestris detection time response surface depending on the content of extract (of solu-
ble solids) and inoculum dose.
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Whioski

1. Zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® firmy bioMerieux
i pozywka LYM umozliwiaja wykrycie Alicyclobacillus acidoterrestris przy za-
nieczyszczeniu na poziomie pojedynczych komorek w probee soku jablkowego
0 objetosci 20 cm”.

2. System BacT/ALERT® moze by¢ stosowany w rutynowych badaniach wykrywa-
nia obecnosci Alicyclobacillus sp. w zaggszczonych sokach jabtkowych. Zawartosé
ekstraktu w badanym soku moze wynosi¢ co najwyzej 17,8 %.

3. Zdolnos¢ do wzrostu w sokach jabtkowych o podwyzszonej zawartosci ekstraktu
jest cecha szczepowa A. acidoterrestris.

4. Zawartos¢ ekstraktu w soku jabtkowym i poziom inoculum sa podstawowymi
czynnikami determinujacymi czas detekcji (dtugos$¢ lag fazy) 4. acidoterrestris.

Praca byta prezentowana podczas obrad VI Konferencji Naukowej nt. ,, Nowocze-

sne metody analityczne w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci”, Warszawa,
6 — 7 grudnia 2007 r.
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APPLYING ‘BACT/ALERT®3D (BIOMERIEUX)’ AUTOMATED MICROBIAL DETECTION
SYSTEM TO DETECT ALICYCLOBACILLUS SP. IN CONCENTRATED APPLE JUICES

Summary

Alicyclobacillus acidoterrestris, acido-thermophilic spore forming bacteria, which produce an un-
pleasant (disinfectant) odour, cause fruit juices to become spoiled. An automated microbial detection
system, BacT/ALERT®, and a LYM medium (pH 3,7) were used to detect those bacteria.

The objective of the study was to determine the impact the content of extract (the content of soluble
solids) in concentrated apple juice and the inocolum dose had on the detection time (length of lag phase)
of A. acidoterrestris in the BacT/ALERT® system, and to adjust the mathematical multiple regression
model.

Five Alicyclobacillus acidoterrestris strains isolated from the samples of concentrated apple juices and
beverage production emulsions were investigated.

As for the juice containing 35.6 % of extract (of the soluble solids), it was found that the growth of
two strains was partially inhibited, and the growth of one of the examined strains was totally inhibited.
Additionally, as for the juice containing 23.7 % of extract (of the soluble solids), it was found that the
growth of three strains was partially inhibited. The detection time (length of lag phase) of all the examined
A. acidoterrestris strains became shorter along with the decrease in the extract content in the concentrated
apple juice and along with increase in the dose of inoculum. As for juice with 11.8 % of extract, the detec-
tion time, when the dose of inoculum was about 10 cfu per 20 cm® juice sample, ranged between 23.5 h up
to 43.7 h depending on the strain.

Polynomial equations of second degree, which describe the dependence between the detection time
(length of lag phase), the content of extract (of soluble solids), and the inoculum level, was adjusted. The
R? determination coefficients calculated ranged from 0.83 to 0.95 depending on the strain.

It is possible to apply the BacT/ALERT®automated microbial detection system to detect Alicyclobacil-
lus sp. in concentrated apple juices when performing routine investigations. The content of extract (of
soluble solids) in the juice investigated should be 17.8 % at the most.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, BacT/ALERT®, and apple juice 5
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