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S t r e s z c z e n i e 
 
Przetrwalniki termofilnych kwasolubnych bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris są oporne na dzia-

łanie czynników zewnętrznych i mogą się rozwijać w sokach w czasie przechowywania. Wytwarzają 
związki o dezynfekcyjnym zapachu, m.in. gwajakol i prowadzą do zepsucia soków. Zwiększenie stopnia 
kiełkowania przetrwalników w procesie utrwalania żywności może przyczynić się do ich skutecznej inak-
tywacji. Celem pracy była charakterystyka przebiegu procesu kiełkowania i stopnia inaktywacji prze-
trwalników Alicyclobacillus acidoterrestris zainicjowanego przez ditlenek węgla w stanie nadkrytycznym 
(SCCD). 

Przetrwalniki zawieszone w soku jabłkowym oraz w buforach o pH 4,0 i pH 7,0 poddawano działaniu 
SCCD o ciśnieniu 10 ÷ 60 MPa, w temp. 50 ÷ 75 ºC, w ciągu 20 ÷ 40 min. Po 40 min działania SCCD 
o ciśnieniu 60 MPa w temp. 75 ºC liczba skiełkowanych przetrwalników w soku jabłkowym wynosiła 
3,9 log, z czego 3,4 log było inaktywowanych. W tych samych warunkach procesu, ale w buforze o pH 4,0 
uzyskano niższy stopień kiełkowania (3,2 log) i inaktywacji (2,7 log). W buforze o pH 7,0 stwierdzono 
stopień wykiełkowania rzędu 2,5 log i inaktywację przetrwalników o 1,1 log. Stwierdzono istotną korela-
cję pomiędzy wynikami szacowania stopnia kiełkowania uzyskanymi metodą płytkową i metodą pomiaru 
zmniejszania gęstości optycznej. Temperatura stosowanego SCCD okazała się czynnikiem istotnie wpły-
wającym na stopień kiełkowania i inaktywację przetrwalników A. acidoterrestris. Wraz z obniżaniem pH 
zaobserwowano niewielkie zwiększenie stopnia kiełkowania i znaczne zwiększenie inaktywacji prze-
trwalników A. acidoterrestris poddanych działaniu SCCD, a zawartość składników odżywczych w soku 
jabłkowym dodatkowo zwiększała stopień wykiełkowania. 

 
Słowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, sok jabłkowy, przetrwalniki, kiełkowanie, inaktywacja, 
nadkrytyczny ditlenek węgla, gęstość optyczna  
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Wprowadzenie 

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus stanowią istotny problem związany z jakością 
produktów owocowo-warzywnych. W ostatnich latach obserwuje się rozwój wielu 
nowych i alternatywnych metod utrwalania żywności, w tym soków owocowo-
warzywnych, m.in. stosowanie wysokich ciśnień hydrostatycznych  [12, 21, 25, 28], 
pulsacyjnych pól elektrycznych [10], ogrzewania mikrofalowego w przepływie [9, 26] 
oraz nadkrytycznego ditlenku węgla [6, 17, 23, 24].  

Nadkrytyczny ditlenek węgla (ang. supercritical carbon dioxide – SCCD) jest 
znany i stosowany w technologii żywności głównie do ekstrakcji wartościowych 
składników. W literaturze pojawiają się jednak prace związane z zastosowaniem tego 
czynnika zarówno w stanie nadkrytycznym, jak i w stanie gazowym pod wysokim 
ciśnieniem do inaktywacji mikroorganizmów: bakterii patogennych przenoszonych 
przez żywność, m.in. Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Sta-
phylococcus aureus oraz drożdży, pleśni i bakterii fermentacji mlekowej w przetwo-
rach owocowo-warzywnych [4, 6, 7, 17, 27, 28,], a także do inaktywacji przetrwalni-
ków [5, 8, 29], w tym A. acidoterrestris [1, 3]. 

W literaturze jest wiele danych na temat działania temperatury [19, 27] i wyso-
kiego ciśnienia hydrostatycznego na procesy kiełkowania i inaktywacji przetrwalników 
[11, 13, 15, 16, 18, 21, 22, 28]. Opisano także zjawisko kiełkowania przetrwalników 
Bacillus coagulans i Bacillus licheniformis [5] pod wpływem ditlenku węgla w stanie 
gazowym i pod wysokim ciśnieniem oraz Clostridium perfringens [8] w medium nasy-
conym ditlenkiem węgla. Brak jest natomiast informacji o kiełkowaniu A. acidoterre-
stris pod wpływem ditlenku węgla. 

Celem pracy była charakterystyka przebiegu procesu kiełkowania i stopnia inak-
tywacji przetrwalników Alicyclobacillus acidoterrestris, zainicjowanego przez ditlenek 
węgla w stanie nadkrytycznym oraz określenie korelacji między wynikami pomiaru 
gęstości optycznej i klasycznej metody płytkowej, zastosowanymi w doświadczeniu. 

Materiał i metody badań 

Materiał do badań stanowiły wybrane szczepy A. acidoterrestris wyizolowane z 
próbek zagęszczonych soków owocowych, oznaczone jako: TO-169/06 oraz TO-
117/02. Szczepy te są przechowywane w postaci zamrożonej w Cytobankach w temp.  
-27 ± 3 ºC. Szczepy ożywiano poprzez przesiewanie ich do pożywki BAT-bulion 
(Merck, Niemcy) i inkubowano w temp. 45 ºC przez 3 dni. Tak przygotowane szczepy 
używano do sporządzania zawiesin przetrwalników stosowanych w doświadczeniu. 

Przetrwalniki szczepu A. acidoterrestris TO-169/06 są wrażliwe na działanie 
temperatury [19], nizyny i lizozymu [20] oraz wysokiego ciśnienia hydrostatycznego 
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[18], natomiast przetrwalniki szczepu TO-117/02 są oporne na działanie tych czynni-
ków [18, 21, 22]. 

Przetrwalniki szczepów TO-169/06 oraz TO-117/02, uzyskane metodą opisaną 
przez Skąpską i wsp. [18], wprowadzano do odtworzonego soku jabłkowego (zakupio-
nego w handlu detalicznym) o zawartości ekstraktu – 11,2 ºBrix i pH = 3,4 oraz do 
buforów o pH 4,0 oraz pH 7,0, w ilości 106 jtk/ml. Próbki zawiesin (ok. 7 ml) podda-
wano działaniu ditlenku węgla w stanie nadkrytycznym. Zastosowano SCCD o ciśnie-
niu: 9, 30, 60 MPa i temp.: 50 i 75 ºC. Procesy przeprowadzano w ciągu: 20, 30  
i 40 min, przy użyciu aparatu Applied Separations Spe-ed SFE (Applied Separations, 
Inc., USA). 

Wszystkie doświadczenia wykonano w dwóch powtórzeniach. Uzyskane wyniki 
opracowano statystycznie testem Duncana, na poziomie istotności (p < 0,05) przy uży-
ciu programu StatSoft® Statistica 7.1. 

Liczbę przetrwalników, które wykiełkowały i zostały inaktywowane, oznaczano 
metodą hodowlaną (metoda płytek powierzchniowych) na pożywce BAT-agar (Merck, 
Niemcy). Inkubację prowadzono przez 5 dni w temp. 45 ºC. Stopień inaktywacji prze-
trwalników stanowiła różnica pomiędzy wyjściową liczbą przetrwalników i liczbą 
przeżywającą proces działania wysokiego ciśnienia hydrostatycznego. Stopień kiełko-
wania przetrwalników obliczano jako różnicę pomiędzy wyjściową liczbą przetrwalni-
ków a ich liczbą po zastosowanym procesie ciśnieniowania i dodatkowym ogrzewaniu 
próbek w temp. 80 ºC przez 10 min. Założono, że przetrwalniki, które wykiełkowały, 
stały się wrażliwe na zastosowaną temperaturę i uległy inaktywacji w czasie ogrzewa-
nia [11, 22, 28]. Wartości stopnia inaktywacji i kiełkowania wyrażano w log [jtk/ml]. 

Przebieg procesu kiełkowania przetrwalników wykonywano metodą pomiaru gę-
stości optycznej przy λ= 660 nm (OD660) w spektrofotometrze UV/Visible Spectropho-
tometer Ultrospec 2000 (Pharmcia Biotech Ltd., Wielka Brytania). Pomiary wykony-
wano bezpośrednio po działaniu ditlenku węgla o ciśnieniu: 10, 30, 60 MPa i w temp.: 
50 i 75 ºC w ciągu: 20, 30 i 40 min, następnie podczas inkubacji w temp. 45 ºC przez 
4 h oraz po 18 h inkubacji tych samych próbek. W przeprowadzonym doświadczeniu 
wykorzystywano zjawisko początkowego zmniejszania gęstości optycznej OD660, 

związanego z początkiem kiełkowania przetrwalników, a po pewnym czasie ze wzro-
stem tej gęstości [14, 16, 27]. Współczynnik zmniejszenia gęstości optycznej wyrażo-
ny został jako: (OD660 w trakcie kiełkowania / OD660 początkowego) × 100 [8, 15, 16, 
27]. 

Do wyznaczenia równań regresji liniowej i obliczenia współczynnika determina-
cji (R2) oraz współczynnika korelacji (r) zastosowano pakiet Microsoft Office Excel 
2010. 
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Wyniki i dyskusja 

Do pobudzenia kiełkowania przetrwalników laseczek z rodzaju Bacillus oraz do 
ich inaktywacji niezbędne jest stosowanie ditlenku węgla o stosunkowo wysokiej tem-
peraturze. W pracy zbadano wpływ SCCD o temp.: 30, 50 i 75 ºC i ciśnieniu: 10, 30 
i 60 MPa na stopień kiełkowania (rys. 1) oraz inaktywację (rys. 2) przetrwalników A. 
acidoterrestris w soku jabłkowym. Liczba wykiełkowanych przetrwalników po zasto-
sowaniu SCCD o temp. 30 ºC była nieznaczna, natomiast przy podwyższeniu tempera-
tury do 50 ºC przez 40 min była równa 2 log, a inaktywacja – 1,7 log, natomiast 
w temp. 75 ºC wykiełkowało 3,9 log przetrwalników (rys. 1), z czego 3,4 log było 
inaktywowanych (p < 0,05) (rys. 2). 

 

 
 
Rys. 1.  Kiełkowanie przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 w soku jabłkowym po 40 min działa-

nia SCCD w zróżnicowanych wartościach temperatury i ciśnienia 
Fig. 1.  Germination of A. acidoterrestris TO-169/06 spores in apple juice treated with 40 min SCCD at 

diversified temperature and pressure levels  
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Zaobserwowano znaczne różnice w kiełkowaniu i inaktywacji przetrwalników 
w soku jabłkowym w zależności od stosowanego ciśnienia. Uzyskano niewielkie kieł-
kowanie na poziomie 1,03 log po 40 min działania ciśnienia 10 MPa w temp. 75 ºC 
i inaktywację na poziomie 0,55 log. Niewielką poprawę efektywności procesu kiełko-
wania do 1,5 log (rys. 1) (p < 0,05) zaobserwowano po przedłużeniu procesu do 
40 min i zwiększeniu ciśnienia do 30 MPa. W tym procesie nastąpił także wzrost inak-
tywacji przetrwalników do 1,2 log (rys. 2). 

 
 
Rys. 2.  Inaktywacja przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 w soku jabłkowym po 40 min działa-

nia SCCD w zróżnicowanych wartościach temperatury i ciśnienia 
Fig. 2.  Inactivation of A. acidoterrestris TO-169/06 spores in apple juice treated with 40 min SCCD at 

diversified pressure and temperature levels 

 
Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że stopień kiełkowania i in-

aktywacji przetrwalników badanego szczepu A. acidoterrestris w soku jabłkowym, po 
zastosowaniu SCCD, był zależny od parametrów ciśnienia, temperatury oraz czasu 
tego procesu. Bae i wsp. [1] wykazali, że do inaktywacji przetrwalników A. acidoterre-
stris o 6 log niezbędne było podwyższenie temperatury SCCD do 70 ºC, oddziałującej 
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w ciągu 40 min przy ciśnieniu 10 MPa. Natomiast Casas i wsp. [3] po 30-minutowym 
działaniu ditlenku węgla o ciśnieniu 10 MPa i temp. 30 ºC uzyskali stopień inaktywacji 
przetrwalników A. acidoterrestris w przecierze jabłkowym o 4 log. Wyniki te różnią 
się od uzyskanych w badaniach własnych. Może to wskazywać na dużą zmienność 
szczepów w obrębie gatunku A. acidoterrestris, co wykazano również w pracy Skąp-
skiej i wsp. [18] oraz Sokołowskiej i wsp. [21, 22], ale także może być spowodowane 
różnicami w typie aparatury stosowanej w badaniach. 

 

 
 
Rys. 3.  Kiełkowanie i inaktywacja przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 poddanych działaniu 

SCCD o ciśnieniu 60 MPa i temp. 75 ºC w roztworach buforowych 
Fig. 3.  Germination and inactivation of A. acidoterrestris TO-169/06 spores treated with 60 MPa SCCD 

at a pressure of 60 MPa and a temperature of 75 ºC in buffer solutions 

 
Sokołowska i wsp. [21, 22], Vercammen i wsp. [28] oraz Porębska i wsp. [15, 16] 

stwierdzili, że zarówno stopień kiełkowania, jak i inaktywacji przetrwalników  
A. acidoterrestris po działaniu wysokiego ciśnienia hydrostatycznego są zależne od 
rodzaju zastosowanego medium. Podobną zależność zaobserwowano w niniejszych 
badaniach. W odtworzonym soku jabłkowym stopień wykiełkowania i stopień inakty-
wacji przetrwalników A. acidoterrestris po 40 min działania nadkrytycznego ditlenku 
węgla przy ciśnieniu 60 MPa i w temp. 75 ºC były najwyższe (rys. 1 i 2). W tych sa-
mych warunkach w buforze o pH 4,0 kiełkowanie przetrwalników było o 1 log mniej-
sze, a inaktywacja była na poziomie 2,7 log. W buforze o pH 7,0 liczba wykiełkowa-
nych przetrwalników wynosiła 2,5 log, a redukcja przetrwalników była równa 1,1 log 
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(rys. 3). Wraz ze wzrostem wartości pH zaobserwowano niewielkie zmniejszenie kieł-
kowania przetrwalników i znaczne zmniejszenie stopnia ich inaktywacji. Podobne 
zależności stwierdzono w procesie kiełkowania przetrwalników A. acidoterrestris wy-
wołanego wysokim ciśnieniem hydrostatycznym [28]. 

Zgodnie z informacjami dostępnymi w literaturze [27], metoda pomiaru gęstości 
optycznej pozwala na szybką wizualizację procesu kiełkowania przetrwalników. Wy-
niki uzyskane metodą pomiaru gęstości optycznej i klasyczną metodą płytkową przed-
stawiono na rys. 4. Zaobserwowano pozytywną korelację pomiędzy wynikami uzyski-
wanymi tymi dwoma metodami (r = 0,93). W dalszych badaniach dynamiki 
kiełkowania przetrwalników A. acidoterrestris po działaniu SCCD zastosowano meto-
dę pomiaru gęstości optycznej. 

 

 

 
Rys. 4.  Zmiany gęstości optycznej OD600 zawiesiny przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 

w wyniku kiełkowania pod wpływem SCCD 
Fig. 4.  Changes in OD600 optical density of A. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension resulting 

from SCCD-induced germination  

 
Na rys. 5. przedstawiono dynamikę kiełkowania przetrwalników A. acidoterre-

stris TO-169/06 po zastosowaniu SCCD o ciśnieniu 10 i 60 MPa w temp. 50 i 75 ºC. 
Zaobserwowano zmniejszenie gęstości optycznej o 18 % w ciągu 1 h po 40 min dzia-
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łania ciśnienia 60 MPa w temp. 50 ºC. Natomiast podwyższenie temperatury do 75 ºC 
spowodowało obniżenie wartości parametru OD660 o 23 % (p < 0,05) po 1 h inkubacji, 
a następnie jego wzrost w czasie kolejnych 3 h inkubacji. Po dalszej inkubacji przez 
18 h tych samych próbek soków w temp. 45 ºC stwierdzono wzrost gęstości optycznej 
o ok. 10 % w temp. 50 ºC i o 13 % w temp. 75 ºC w porównaniu z próbką kontrolną. 
Przy zastosowaniu niższego ciśnienia – 10 MPa uzyskano mniej znaczące zmiany gę-
stości optycznej (rys. 5), jednak i w tym przypadku podwyższenie temperatury spowo-
dowało zmniejszenie gęstości optycznej o ok. 15 %. 

Zarówno wyniki uzyskane metodą płytkową (rys. 1), jak i metodą pomiaru gęsto-
ści optycznej (rys. 5), świadczą o tym, że kiełkowanie przetrwalników zależy od tem-
peratury zastosowanego SCCD. Wyższa temperatura sprzyjała ich kiełkowaniu. 

 

 

 
Rys. 5.  Zmiany gęstości optycznej zawiesiny przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 w czasie 

inkubacji w temp. 45 ºC w soku jabłkowym, po 40 min działania SCCD (w temp. 50 i 75 ºC  
i o ciśnieniu 10 i 60 MPa) 

Fig. 5.  Changes in optical density of A. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension during incubation 
at a temperature of 45 ºC in apple juice, after 40 min SCCD treatment (at temperatures of 50 and 
75 ºC and at pressure of 60 MPa) 
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Rys. 6.  Zmiany gęstości optycznej zawiesiny przetrwalników A. acidoterrestris TO-169/06 w czasie 

inkubacji w temp. 45 ºC po 40 min działania SCCD (w temp. 75 ºC o ciśnieniu 60 MPa) w soku 
jabłkowym (próba kontrolna) i w roztworach buforowych 

Fig. 6.  Changes in optical density of A. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension during incubation 
at a temperature of 45 ºC after 40 min SCCD treatment (at temperatures of 75 ºC and at pressure 
of 60 MPa) in apple juice (control sample) and in buffer solutions 

 
Na rys. 6. przedstawiono zmiany gęstości optycznej zawiesiny przetrwalników A. 

acidoterrestris zawieszonych w soku jabłkowym oraz w buforach o pH 4,0 i 7,0, 
w czasie ich inkubacji po działaniu SCCD o ciśnieniu 60 MPa, w temp. 75 ºC po 
40 min procesu. Po 1 h inkubacji w buforze o pH 4,0 zaobserwowano zmniejszenie 
wartości OD660 o ok. 18 % (p < 0,05), natomiast w buforze o pH 7,0 – o 15 %. W soku 
jabłkowym obniżenie wartości parametru OD660 było największe i wynosiło 23 % (rys. 
5). Po 18 h inkubacji w temp. 45 ºC stwierdzono wzrost wartości OD660, w soku –  
o 13 %, w buforze o pH 4,0 – o 5 %, natomiast w buforze o pH 7,0 – o 3 % w porów-
naniu z próbką kontrolną, którą stanowiła zawiesina przetrwalników nietraktowana 
SCCD (rys. 6). Zarówno wyniki uzyskane metodą płytkową (rys. 3), jak i metodą po-
miaru gęstości optycznej (rys. 6) świadczą o tym, że kiełkowanie przetrwalników A. 
acidoterrestris zależało od zastosowanego medium. Niższe wartości pH sprzyjały kieł-
kowaniu przetrwalników tej kwasolubnej bakterii, a zawartość składników odżyw-
czych w soku jabłkowym prawdopodobnie dodatkowo pobudzała przetrwalniki do 
kiełkowania. 
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Podobne zależności stwierdzono w przypadku procesów kiełkowania i inaktywa-
cji przetrwalników A. acidoterrestris, zachodzących pod wpływem wysokiego ciśnie-
nia hydrostatycznego [22, 28]. 

 

 

 
Rys. 7.  Kiełkowanie i inaktywacja przetrwalników A. acidoterrestris TO-117/02 po działaniu SCCD 

o ciśnieniu 60 MPa w soku jabłkowym 
Fig. 7.  Germination and inactivation of A. acidoterrestris TO-117/02 spores treated with SCCD at 

60 MPa pressure in apple juice 

 
Na rys. 7. przedstawiono dynamikę procesu kiełkowania i inaktywacji przetrwal-

ników drugiego badanego szczepu A. acidoterrestris TO-117/02. Stwierdzono, że ro-
dzaj badanego szczepu A. acidoterrestris miał bardzo istotne znaczenie. Przetrwalniki 
szczepu TO-117/02 były bardziej oporne na działanie SCCD i pomimo zastosowanej 
wysokiej temperatury, zarówno 50 ºC, jak i wyższej – 75 ºC oraz ciśnienia 60 MPa, nie 
uzyskano istotnego kiełkowania i inaktywacji. Natomiast przetrwalniki szczepu TO-
169/06 były podatne na działanie SCCD w tych samych warunkach ciśnienia, w temp. 
75 ºC. Osiągnięto kiełkowanie na poziomie 3,9 log i inaktywację na poziomie 3,4 log 
(rys. 1 i 2). Wyniki te wskazują na duże zróżnicowanie szczepów w obrębie gatunku A. 
acidoterrestris pod wpływem działania czynników zewnętrznych. Podobne rezultaty 
uzyskali Skąpska i wsp. [18] oraz Sokołowska i wsp. [19, 20, 22] w badaniu oporności 
szczepów A. acidoterrestris. Zjawisko zróżnicowania szczepów w obrębie gatunku A. 
acidoterrestris wykazali także Bevilacqua i wsp. [2]. Procesy te mogą być związane 
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z istnieniem szeregu regulacji ekspresji genów w procesie kiełkowania i sporulacji, 
których poziom aktywności może być odmienny w zależności od szczepu. 

W zastosowanych w niniejszej pracy warunkach wykazano istotny wpływ alterna-
tywnej metody utrwalania żywności SCCD na inaktywację przetrwalników A. acido-
terrestris. Zaobserwowano również proces kiełkowania przetrwalników i przechodze-
nia w stan wegetatywny po zastosowaniu odpowiednich parametrów procesu. 

Wnioski 

1. Zastosowanie nadkrytycznego ditlenku węgla o odpowiednich parametrach inicjuje 
proces kiełkowania przetrwalników A. acidoterrestris oraz prowadzi do ich inak-
tywacji, co wskazuje na konieczność dalszego badania mechanizmów kiełkowania 
i uwzględnienia tej wiedzy w projektowaniu procesów technologicznych. 

2. Zdolność przetrwalników do kiełkowania i inaktywacji pod wpływem SCCD była 
zróżnicowana w zależności od szczepu. 

3. Wyniki uzyskane w pracy potwierdzają wcześniejsze dane na temat zróżnicowania 
oporności zastosowanych szczepów na działanie temperatury. 

4. Pomiar gęstości optycznej umożliwia oszacowanie stopnia wykiełkowania prze-
trwalników i pozwala na zobrazowanie dynamiki tego procesu. 

5. Wyższa temperatura sprzyja kiełkowaniu i inaktywacji przetrwalników A. acido-
terrestris. 

6. Wraz ze wzrostem wartości pH zaobserwowano niewielkie zmniejszenie inten-
sywności kiełkowania przetrwalników i znaczne zmniejszenie stopnia ich inakty-
wacji, natomiast niższe pH sprzyjało kiełkowaniu, a zawartość składników odżyw-
czych w soku jabłkowym dodatkowo pobudzała przetrwalniki A. acidoterrestris do 
kiełkowania. 
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EFFECT OF SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE ON INACTIVATION  
AND GERMINATION OF ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS SPORES 

 
S u m m a r y 

 
The spores of thermophilic, acidophilic bacterium Alicyclobacillus acidoterrestris are resistant to ex-

ternal factors and can develop in juices during storage. They produce compounds that smell like disinfect-
ants, i.a., guaiacol, and lead to the spoilage of juices. The increasing of the degree of spore germination 
during the process of food preservation can contribute to their effective inactivation. 

The objective of the research study was to characterise the course of the germination process and the 
inactivation degree of  Alicyclobacillus acidoterrestris spores initiated by supercritical carbon dioxide 
(SCCD). 

The spores suspended in apple juice and in buffers of pH 4.0 and pH 7.0 were treated with SCCD at 
a pressure of 10-60 MPa, at temperatures of 50 ÷ 75 ºC, for 20 ÷ 40 min. After 40 min SCCD treatment at 
60 MPa and at 75 ºC, the count of spore germination in apple juice was 3.9 log, of which 3.4 log were 
inactivated. In the pH 4.0 buffer and under the same process conditions, a lower degree of germination 
(3.2 log) and inactivation (2.7log) was achieved. In the pH 7.0 buffer, the germination of 2.5 log was 
reported and the spore inactivation of 1.1 log. A significant correlation was found between the results of 
germination degree estimation that were obtained using a plate method and a method of measuring the 
decrease in optical density. The temperature of the SCCD applied turned out to be a factor to significantly 
impact the degree of germination and the inactivation of A. acidoterrestris spores. Along with the decrease 
in pH, a slight increase in the degree of spore germination was observed and a significant increase in the 
inactivation of the A. acidoterrestris spores treated with SCCD; the content of nutrients in apple juice 
further increased the degree of germination. 

 
Key words: Alicyclobacillu sacidoterrestris, apple juice, spores, germination, inactivation, supercritical 
carbon dioxide, optical density  
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