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S t r e s z c z e n i e 
 
Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujące Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT) są przyczyną psu-

cia soków owocowych i warzywnych. Proces pasteryzacji nie niszczy całkowicie przetrwalników tych 
bakterii, aktywując je jednocześnie do kiełkowania i dalszego wzrostu.  

Celem pracy była ocena przydatności pasteryzacji wysokociśnieniowej do inaktywacji przetrwalników 
AAT w soku jabłkowym. 

Scharakteryzowano wpływ ciśnienia hydrostatycznego 300 i 500 MPa stosowanego w temperaturze 
50 °C, na przeżywalność przetrwalników ośmiu szczepów AAT w soku jabłkowym. Redukcja liczby 
przetrwalników po zastosowaniu ciśnienia 300 MPa przez 10 min wynosiła 1,27 - 3,46 log jtk/ml soku, 
w zależności od szczepu. Przedłużenie pasteryzacji do 30 min, zastosowane do dwóch najbardziej opor-
nych szczepów, umożliwiło redukcję przetrwalników o 2,06 i 2,64 log jtk/ml. Dalsze zwiększenie ciśnie-
nia do 500 MPa nie spowodowało istotnego zwiększenia skuteczności procesu pasteryzacji. Efektywniej-
sze okazało się zastosowanie ciśnieniowania pulsacyjnego. Stosowano sześć 5-minutowych cykli ciśnienia 
100 MPa, 300 MPa i 500 MPa w temperaturze 50 ºC. Największą redukcję liczby przetrwalników dwóch 
szczepów AAT, wynoszącą 2,40 i 3,11 log jtk/ml, uzyskano przy zastosowaniu ciśnienia 300 MPa. Ci-
śnieniowanie pulsacyjne (100 MPa, 50oC) połączone z godzinną inkubacją w temperaturze 50 ºC i kolej-
nym etapem ciśnieniowania w 500 MPa spowodowało redukcję liczby przetrwalników o ponad 4 log 
jkt/ml. 

Przetrwalniki AAT wykazywały oporność na działanie wysokiego ciśnienia hydrostatycznego przy pa-
rametrach stosowanych w niniejszej pracy. 
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Wprowadzenie 

W 1982 r. stwierdzono pierwszy przypadek zepsucia aseptycznie pakowanego 
soku jabłkowego przez kwasolubne, termofilne bakterie przetrwalnikujące [4], które 
zostały wprowadzone do nomenklatury w roku 1992 jako nowy rodzaj Alicyclobacillus 
[28]. Obecność bakterii z rodzaju Alicyclobacillus stwierdzano w sokach i napojach 
otrzymywanych z różnych gatunków owoców i warzyw: w pomarańczowym, jabłko-
wym, grejpfrutowym, gruszkowym, z białych winogron, bananowo-morelowym, ana-
nasowym, mango, pomidorowym i cytrynowym [2, 3, 6, 9, 20, 21, 24, 26, 27]. Bakte-
rie Alicyclobacillus izolowano również z innych napojów np. z napoju izotonicznego 
[29], czy z „Ice tea” [2, 5]. 

Niekorzystne zmiany sensoryczne soków i napojów spowodowane są wytwarza-
nymi przez bakterie Alicyclobacillus związkami nadającymi tym produktom zapach 
określany jako medyczny, dezynfekcyjny, dymny. Związki te to przede wszystkim  
2-metoksyfenol (gwajakol), oraz 2,6-dibromofenol i 2,6-dichlorofenol. Spośród aktu-
alnie znanych dwudziestu gatunków bakterii z rodzaju Alicyclobacillus cztery: Alicyc-
lobacillus acidoterrestris, Alicyclobacillus herbarius, Alicyclobacillus acidiphilus oraz 
niektóre szczepy z gatunku Alicyclobacillus hesperidum są zdolne do wytwarzania 
gwajakolu [16, 19, 20]. Gatunkiem najczęściej izolowanym z zepsutych soków jest 
Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT). Przetrwalniki tego gatunku bakterii mają zdol-
ność przeżywania w typowych warunkach pasteryzacji soków owocowych [2, 3, 22, 
24]. Przykładowe, cytowane w literaturze, wartości D95 w sokach owocowych wynosi-
ły od 1,85 min do 15,1 min [12, 23, 24].  

Z uwagi na nieskuteczność procesu pasteryzacji w ograniczaniu wzrostu bakterii 
Alicyclobacillus podejmowane są badania nad nowymi metodami ich inaktywacji. Jed-
nym z kierunków badań jest zastosowanie pasteryzacji wysokociśnieniowej (High 
Pressure Pasteurization - HPP). Technika wysokich ciśnień została zastosowana 
w skali przemysłowej po raz pierwszy w Japonii w roku 1990 do utrwalania dżemów, 
a następnie soków cytrusowych, dressingów i jogurtów. Od tego czasu nastąpił znacz-
ny wzrost liczby przedsiębiorstw stosujących tę metodę na skalę przemysłową. I tak, 
w USA utrwala się w ten sposób soki jabłkowe, pomarańczowe, lemoniadę, ostrygi, 
plasterkowane wędliny, we Francji – soki cytrusowe, w Hiszpanii – plasterkowaną 
szynkę, w Meksyku – soki cytrusowe, w Portugalii – soki jabłkowe i cytrusowe, we 
Włoszech – sok jabłkowy, gruszkowy, truskawkowy i marchwiowy, w Czechach - sok 
brokułowo-jabłkowy. W Polsce zastosowanie wysokiego ciśnienia hydrostatycznego 
do utrwalania żywności pozostaje nadal w sferze badań [7, 8, 13, 15]. 

Celem niniejszej pracy była ocena przydatności pasteryzacji wysokociśnieniowej 
do inaktywacji przetrwalników Alicyclobacillus acidoterrestris w soku jabłkowym. 
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Materiał i metody badań 

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem przetrwalników pięciu szczepów 
AAT wyizolowanych z próbek zagęszczonego soku jabłkowego (szczepy oznakowane 
TO-29/4/02, TO-117/02, TO-224/1/05, TO-169/06 i U-44/25/06), szczepu wyizolowa-
nego z zepsutego napoju pomarańczowego (szczep TO-41/06), z zagęszczonego soku 
pomarańczowego (szczep TO-27/2/07) oraz z emulsji do produkcji napojów (szczep 
TO-57/1/04). Do izolacji szczepów Alicyclobacillus zastosowano metodę zalecaną 
przez Internationale Fruchtsaft Union [11]. Szczepy zakwalifikowano do gatunku Ali-
cyclobacillus acidoterrestris na podstawie ich zdolności do wytwarzania kwasu 
z erytritolu [1, 3] oraz do wytwarzania gwajakolu w pożywce YSG z kwasem wanili-
nowym [16, 17, 18].  

W celu uzyskania przetrwalników szczepy inkubowano w temp. 45 ºC przez 10 
dni na podłożu PDA (Oxoid) o pH 4,0. Biomasę bakterii zmywano z powierzchni aga-
ru jałową wodą redestylowaną, a następnie wirowano przez 10 min przy 
14 000 obr./min w temp. 4 ºC. Osad przemywano trzykrotnie: jałową wodą redestylo-
waną, 50 % alkoholem etylowym i ponownie jałową wodą redestylowaną. Przygoto-
waną zawiesinę przechowywano w temp. 5 ºC. Obecność przetrwalników w zawiesinie 
potwierdzano w preparatach mikroskopowych, barwionych metodą Schaeffera-Fultona 
w modyfikacji Wirtza. Liczbę przetrwalników oznaczano metodą płytkową na BAT-
agarze (Merck, pH 4,0) po 5 dniach inkubacji w temp. 45 ºC.  

Przetrwalniki AAT wprowadzano do próbek handlowego soku jabłkowego 
(pH 3,4, ekstrakt 11,2 oBx) w ilości powyżej 106 jtk/ml i poddawano skojarzonemu 
działaniu ciśnienia hydrostatycznego oraz temperatury w komorze wysokociśnieniowej 
typu tłok-cylinder o objętości roboczej 1,5 litra, wyposażonej w mierniki ciśnienia 
i temperatury (w Instytucie Wysokich Ciśnień PAN w Warszawie). Ciśnienie w komo-
rze – wyposażonej w zewnętrzny płaszcz termostatujący, pozwalający na stosowanie 
temperatury 0 - 50 ºC – wytwarzane było przy użyciu prasy hydraulicznej 1000 ton. 
Jako medium ciśnieniowe stosowano mieszaninę wody z glikolem polipropylenowym 
(1 : 1). Ciśnienia 100 MPa, 300 MPa oraz 500 MPa aplikowano w sposób ciągły i pul-
sacyjny. Procesy prowadzono w ciągu 5 do 30 min w temp. 50 ºC. Wszystkie doświad-
czenia wykonano w co najmniej w dwóch powtórzeniach. Liczbę przetrwalników 
przeżywających proces ciśnieniowania i zdolnych do wzrostu oznaczano metodą płyt-
kową na BAT-agarze (Merck, pH 4,0) po 5 dniach inkubacji w temp. 45 ºC.  

Wyniki i dyskusja 

W pracy scharakteryzowano wpływ wysokiego ciśnienia hydrostatycznego i tem-
peratury na przeżywalność przetrwalników ośmiu szczepów A. acidoterrestris w soku 
jabłkowym. Redukcja liczby przetrwalników po zastosowaniu ciśnienia o wartości 
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300 MPa w temp. 50 ºC przez 10 min wyniosła 1,27 - 3,46 log jtk/ml soku, w zależno-
ści od szczepu (rys. 1). Przedłużenie do 15 min czasu pasteryzacji dwóch najbardziej 
opornych szczepów: TO-29/4/02 i TO-117/02 spowodowało zmniejszenie liczby prze-
trwalników o 1,04 i 1,66 log jtk/ml. Znacznie lepsze efekty osiągnięto przedłużając 
czas procesu do 30 min, co umożliwiło redukcję liczby przetrwalników o 2,06 
i 2,64 log jtk/ml.  

Zwiększenie wartości stosowanego ciśnienia do 500 MPa nie spowodowało wzro-
stu skuteczności procesu pasteryzacji (rys. 2). Redukcja liczby przetrwalników ośmiu 
badanych szczepów po 10 min ciśnieniowania wynosiła 0,35 - 2,66 log jtk/ml. Rów-
nież przedłużenie czasu pasteryzacji, zastosowane w stosunku do dwóch najbardziej 
opornych szczepów, nie było skuteczne i spowodowało zmniejszenie liczby przetrwal-
ników jedynie o 0,45 i 0,55 log jtk/ml po 15 min, a po 30 min redukcja wynosiła 1,06 
i 1,05 log jtk/ml. 
 

 
 
Rys. 1. Przeżywalność przetrwalników szczepów Alicyclobacillus acidoterrestris poddanych działaniu 

ciśnienia 300 MPa w temp. 50 ºC. 
Fig. 1. Survival of spores of Alicyclobacillus acidoterrestris strains treated using 300 MPa pressure at 

50º C. 
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Rys. 2.  Przeżywalność przetrwalników szczepów Alicyclobacillus acidoterrestris poddanych działaniu 

ciśnienia 500 MPa w temp. 50 ºC. 
Fig. 2.  Survival of spores of Alicyclobacillus acidoterrestris strains treated using 500 MPa pressure at 

50 ºC. 
 
Jak wykazali Lee i wsp. [14], do inaktywacji przetrwalników AAT w soku jabł-

kowym niezbędne było zastosowanie połączonego działania wysokiego ciśnienia 
i temperatury. Inaktywację przetrwalników w soku jabłkowym do poziomu <1 jtk/ml 
(o ponad 5,5 log jtk/ml) uzyskano po zastosowaniu ciśnienia 207 MPa przez 5 min 
w temp. 90 ºC, ciśnienia 414 MPa lub 621 MPa w temp. 71 ºC przez 10 min lub 
w temp. 90 ºC przez 1 min. W warunkach naszego doświadczenia nie było możliwe 
osiągnięcie tak wysokich temperatur, stąd obserwowana redukcja liczby przetrwalni-
ków AAT nie była tak znaczna.  

Vercammen i wsp. [25], w badaniach prowadzonych w zakresie ciśnień 100 - 
800 MPa, przy pH 4 - 7, w temp. 25, 40 i 60 ºC, z wykorzystaniem buforów i sosu 
pomidorowego jako medium, wykazali, że niskie pH sprzyjało redukcji przetrwalni-
ków AAT. W niższej temperaturze największą redukcję umożliwiało zastosowanie 
stosunkowo niskiego ciśnienia 100 - 300 MPa, natomiast przy wyższych ciśnieniach 
skuteczniejszą inaktywację uzyskiwano w wyższej temperaturze. Obserwowana 
w niniejszej pracy większa inaktywacja przetrwalników AAT w soku jabłkowym o pH 
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3,4 i przy zastosowaniu ciśnienia 300 MPa aniżeli w warunkach ciśnienia 500 MPa 
i temp. 50 ºC jest zgodna z powyższymi wynikami.  

Efektywniejsze od ciśnieniowania stałego okazało się ciśnieniowanie pulsacyjne 
przetrwalników AAT (rys. 3). Stosując sześć 5-minutowych cykli ciśnienia o wysoko-
ści 100 MPa w temp. 50 ºC, uzyskano redukcję liczby przetrwalników dwóch najbar-
dziej opornych szczepów AAT o 1,28 i 1,54 log jtk/ml, a przy ciśnieniu 300 MPa - 
o 2,40 i 3,11 log jtk/ml. Zwiększenie ciśnienia do 500 MPa, w tych samych warun-
kach, spowodowało zmniejszenie liczby przetrwalników o 1,56 i 3,36 log jtk/ml.  

 
Rys. 3.  Przeżywalność przetrwalników Alicyclobacillus acidoterrestris poddanych działaniu ciśnienia 

pulsacyjnego (cykl: HPP – 5 min, ciśnienie atmosferyczne – 5 min) w temp. 50 ºC. 
Fig. 3.  Survival of spores of Alicyclobacillus acidoterrestris strains treated using pulsed pressure (cycle: 

HPP - 5 min, atmospheric pressure - 5 min) at 50º C. 
 

Najskuteczniejsza okazała się metoda kombinowana, polegająca na zastosowaniu 
ciśnieniowania pulsacyjnego (6 x 100 MPa/50 ºC/5 min) połączonego z godzinną in-
kubacją w temp. 50 ºC, a następnie ciśnieniowaniem w 500 MPa/50 ºC/30 min. Ten 
sposób prowadzenia procesu, sprzyjający przejściu przetrwalników w bardziej wrażli-
wą na działanie ciśnienia i temperatury formę wegetatywną, pozwolił na redukcję licz-
by przetrwalników AAT o ponad 4 log jkt/ml (rys. 4). Na rysunku dla porównania 
przedstawiono efekt działania ciśnienia 500 MPa w temp. 50 ºC przez 30 min. 

W literaturze brak jest danych dotyczących zastosowania ciśnienia pulsacyjnego 
do inaktywacji przetrwalników AAT, natomiast z powodzeniem stosowano ciśnienia 
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pulsacyjne do inaktywacji przetrwalników Bacillus stearotherophilus [10]. Sześć  
5-minutowych cykli ciśnienia 400 MPa w temp. 70 ºC powodowało redukcję liczby 
przetrwalników tych bakterii o 4 log, a zastosowanie ciśnienia 600 MPa, w tej samej 
temperaturze, umożliwiło ich redukcję o ponad 6 log.  

 
 
Rys. 4.  Przeżywalność przetrwalników Alicyclobacillus acidoterrestris poddanych działaniu kombinacji 

ciśnienia pulsacyjnego (cykl: HPP – 5 min, ciśnienie atmosferyczne – 5 min) i ciśnienia stałego 
po godzinnej inkubacji w temp. 50 ºC.  

Fig. 4.  Survival of Alicyclobacillus acidoterrestris spores treated using combined pulsed pressure (cy-
cle: HPP - 5 min, atmospheric pressure - 5 min) and continuous pressure following one hour in-
cubation at 50º C. 

 
W zastosowanych w niniejszej pracy warunkach ciśnieniowania nie osiągnięto 

całkowitej redukcji przetrwalników A. acidoterrestris, zapewniającej trwałość soku 
jabłkowego. Prace zmierzające do optymalizacji procesu pasteryzacji wysokociśnie-
niowej będą kontynuowane z zastosowaniem niższych ciśnień.  

Wnioski 

1. Stopień inaktywacji przetrwalników badanych szczepów Alicyclobacillus acidoter-
restris w wyniku działania wysokiego ciśnienia 300 lub 500 MPa był zróżnicowa-
ny i zależał od szczepu.  
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2. Większą redukcję liczby przetrwalników uzyskano stosując ciśnienie 300 MPa niż 
przy wyższym ciśnieniu 500 MPa. 

3. Pod względem aplikacyjnym efekty działania wysokiego ciśnienia, stosowanego 
zarówno w sposób ciągły, jak i pulsacyjny, nie były zadowalające.  

4. Znacznie bardziej efektywny był proces ciśnieniowania łączący działanie niskiego 
ciśnienia pulsacyjnego, pobudzającego kiełkowanie przetrwalników, z wysokim 
ciśnieniem powodującym ich inaktywację.  
 
Praca finansowana ze środków MNISW, projekt badawczy N N312 429337. 
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APPLICATION OF HIGH PRESSURE PASTEURIZATION TO INACTIVATE SPORES OF 

ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS IN APPLE JUICE 
 

S u m m a r y 
 

Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT), thermoacidophilic, and spore-forming bacteria cause fruits and 
vegetable juices to spoil. A pasteurization process does not completely destroy the spores of those bacte-
ria, but it activates their germination and further growth. 

The objective of this study was to assess the usefulness of high pressure pasteurization applied to inac-
tivate AAT spores in apple juice. 

There was described the effect of a 300 MPa and 500 MPa pressure at 50° C on the survival of spores 
of eight AAT strains in the apple juice. When a 300 MPa pressure was applied for 10 min, the number of 
living spores was reduced to 1.27 - 3.46 log cfu/ml of juice depending on the strain. When the pasteuriza-
tion process was prolonged by 30 min. and applied to the two most resistant strains, it was possible to 
reduce the number of living spores to 2.06 and 2.64 log cfu/ml. The increasing of the pressure to 500 MPa 
did not cause the pasteurization process to become significantly more efficient. It was confirmed that the 
application of a pulsed high pressure was the most effective. There were applied six five-minute pressure 
cycles of 100 MPa, 300 MPa, and 500 MPa, at 50o C. The highest reduction in the number of spores of the 
two AAT strains amounting to 2.40 and 3.11 log cfu/ml was achieved when a 300 MPa pressure was 
applied. The application of a pulsed high pressure (100 MPa at 50° C), followed by one hour incubation at 
50o C, and the subsequent application of high pressure (500 MPa) resulted in the reduction in the number 
of the spores by more than 4 log cfu/ml. 

The AAT spores were resistant to the high hydrostatic pressure under the conditions as described in 
this study.  

 
Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, fruit juices, high pressure pasteurization  
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