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WPLYW DITLENKU WEGLA W STANIE NADKRYTYCZNYM
NA KIELKOWANIE I INAKTYWACJE PRZETRWALNIKOW
ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS

Streszczenie

Przetrwalniki termofilnych kwasolubnych bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris sa oporne na dzia-
fanie czynnikow zewngtrznych i moga si¢ rozwija¢ w sokach w czasie przechowywania. Wytwarzaja
zwiazki o dezynfekcyjnym zapachu, m.in. gwajakol i prowadza do zepsucia sokow. Zwigkszenie stopnia
kietkowania przetrwalnikow w procesie utrwalania zywnosci moze przyczyni¢ si¢ do ich skutecznej inak-
tywacji. Celem pracy byla charakterystyka przebiegu procesu kietkowania i stopnia inaktywacji prze-
trwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris zainicjowanego przez ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym
(SCCD).

Przetrwalniki zawieszone w soku jabtkowym oraz w buforach o pH 4,0 i pH 7,0 poddawano dziataniu
SCCD o cis$nieniu 10 + 60 MPa, w temp. 50 + 75 °C, w ciagu 20 + 40 min. Po 40 min dziatania SCCD
o cisnieniu 60 MPa w temp. 75 °C liczba skielkowanych przetrwalnikow w soku jabtkowym wynosita
3,9 log, z czego 3,4 log bylo inaktywowanych. W tych samych warunkach procesu, ale w buforze o pH 4,0
uzyskano nizszy stopien kietkowania (3,2 log) i inaktywacji (2,7 log). W buforze o pH 7,0 stwierdzono
stopien wykietkowania rzedu 2,5 log i inaktywacje przetrwalnikéw o 1,1 log. Stwierdzono istotng korela-
cje pomigdzy wynikami szacowania stopnia kietkowania uzyskanymi metoda ptytkowa i metoda pomiaru
zmniejszania gestos$ci optycznej. Temperatura stosowanego SCCD okazata si¢ czynnikiem istotnie wpty-
wajacym na stopien kietkowania i inaktywacj¢ przetrwalnikéw A. acidoterrestris. Wraz z obnizaniem pH
zaobserwowano niewielkie zwigkszenie stopnia kietkowania i znaczne zwigkszenie inaktywacji prze-
trwalnikow A. acidoterrestris poddanych dziataniu SCCD, a zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych w soku
jabtkowym dodatkowo zwigkszala stopien wykietkowania.
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Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus stanowig istotny problem zwigzany z jakoScig
produktéw owocowo-warzywnych. W ostatnich latach obserwuje si¢ rozwdj wielu
nowych 1 alternatywnych metod utrwalania zywno$ci, w tym sokow owocowo-
warzywnych, m.in. stosowanie wysokich cisnien hydrostatycznych [12, 21, 25, 28],
pulsacyjnych pol elektrycznych [10], ogrzewania mikrofalowego w przeptywie [9, 26]
oraz nadkrytycznego ditlenku wegla [6, 17, 23, 24].

Nadkrytyczny ditlenek wegla (ang. supercritical carbon dioxide — SCCD) jest
znany i stosowany w technologii zywno$ci gléwnie do ekstrakcji wartoSciowych
sktadnikow. W literaturze pojawiajg si¢ jednak prace zwigzane z zastosowaniem tego
czynnika zar6wno w stanie nadkrytycznym, jak i w stanie gazowym pod wysokim
cisnieniem do inaktywacji mikroorganizmow: bakterii patogennych przenoszonych
przez zywno$¢, m.in. Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Sta-
phylococcus aureus oraz drozdzy, plesni i1 bakterii fermentacji mlekowej w przetwo-
rach owocowo-warzywnych [4, 6, 7, 17, 27, 28,], a takze do inaktywacji przetrwalni-
kow [5, 8, 29], w tym 4. acidoterrestris [1, 3].

W literaturze jest wiele danych na temat dziatania temperatury [19, 27] i wyso-
kiego cisnienia hydrostatycznego na procesy kietkowania i inaktywacji przetrwalnikow
[11, 13, 15, 16, 18, 21, 22, 28]. Opisano takze zjawisko kietkowania przetrwalnikow
Bacillus coagulans i Bacillus licheniformis [5] pod wpltywem ditlenku wegla w stanie
gazowym i pod wysokim ci$nieniem oraz Clostridium perfringens [8] w medium nasy-
conym ditlenkiem wegla. Brak jest natomiast informacji o kietkowaniu 4. acidoterre-
stris pod wptywem ditlenku wegla.

Celem pracy byta charakterystyka przebiegu procesu kietkowania i stopnia inak-
tywacji przetrwalnikow Alicyclobacillus acidoterrestris, zainicjowanego przez ditlenek
wegla w stanie nadkrytycznym oraz okreslenie korelacji migdzy wynikami pomiaru
gestosci optycznej i klasycznej metody ptytkowej, zastosowanymi w do§wiadczeniu.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily wybrane szczepy A. acidoterrestris wyizolowane z
probek zageszczonych sokdéw owocowych, oznaczone jako: TO-169/06 oraz TO-
117/02. Szczepy te sa przechowywane w postaci zamrozonej w Cytobankach w temp.
-27 £ 3 °C. Szczepy ozywiano poprzez przesiewanie ich do pozywki BAT-bulion
(Merck, Niemcy) i inkubowano w temp. 45 °C przez 3 dni. Tak przygotowane szczepy
uzywano do sporzadzania zawiesin przetrwalnikow stosowanych w do§wiadczeniu.

Przetrwalniki szczepu A. acidoterrestris TO-169/06 sa wrazliwe na dziatanie
temperatury [19], nizyny i lizozymu [20] oraz wysokiego ci$nienia hydrostatycznego
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[18], natomiast przetrwalniki szczepu TO-117/02 sg oporne na dziatanie tych czynni-
kow [18, 21, 22].

Przetrwalniki szczepéw TO-169/06 oraz TO-117/02, uzyskane metodg opisang
przez Skapska 1 wsp. [18], wprowadzano do odtworzonego soku jabtkowego (zakupio-
nego w handlu detalicznym) o zawartosci ekstraktu — 11,2 °Brix i pH = 3,4 oraz do
buforéw o pH 4,0 oraz pH 7,0, w ilosci 10° jtk/ml. Probki zawiesin (ok. 7 ml) podda-
wano dziataniu ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym. Zastosowano SCCD o ci$nie-
niu: 9, 30, 60 MPa i temp.: 50 i 75 °C. Procesy przeprowadzano w ciggu: 20, 30
1 40 min, przy uzyciu aparatu Applied Separations Spe-ed SFE (Applied Separations,
Inc., USA).

Wszystkie doswiadczenia wykonano w dwoch powtorzeniach. Uzyskane wyniki
opracowano statystycznie testem Duncana, na poziomie istotnosci (p < 0,05) przy uzy-
ciu programu StatSof'® Statistica 7.1.

Liczbg przetrwalnikow, ktore wykietkowaty i zostaty inaktywowane, oznaczano
metoda hodowlang (metoda ptytek powierzchniowych) na pozywce BAT-agar (Merck,
Niemcy). Inkubacj¢ prowadzono przez 5 dni w temp. 45 °C. Stopien inaktywacji prze-
trwalnikow stanowita réznica pomiedzy wyjsciowa liczba przetrwalnikow i liczbg
przezywajacg proces dzialania wysokiego cisnienia hydrostatycznego. Stopien kietko-
wania przetrwalnikow obliczano jako rdznic¢ pomigdzy wyjsciowa liczba przetrwalni-
kow a ich liczbg po zastosowanym procesie cisnieniowania i dodatkowym ogrzewaniu
probek w temp. 80 °C przez 10 min. Zatozono, ze przetrwalniki, ktore wykietkowaty,
staly si¢ wrazliwe na zastosowang temperature i ulegly inaktywacji w czasie ogrzewa-
nia [11, 22, 28]. Wartosci stopnia inaktywacji 1 kietkowania wyrazano w log [jtk/ml].

Przebieg procesu kietkowania przetrwalnikow wykonywano metodg pomiaru ge-
stosci optycznej przy A= 660 nm (ODggy) W spektrofotometrze UV/Visible Spectropho-
tometer Ultrospec 2000 (Pharmcia Biotech Ltd., Wielka Brytania). Pomiary wykony-
wano bezposrednio po dziataniu ditlenku wegla o ci$nieniu: 10, 30, 60 MPa i w temp.:
501 75 °C w ciggu: 20, 30 1 40 min, nastgpnie podczas inkubacji w temp. 45 °C przez
4 h oraz po 18 h inkubacji tych samych probek. W przeprowadzonym doswiadczeniu
wykorzystywano zjawisko poczatkowego zmniejszania gestosci optycznej ODgeo,
zwigzanego z poczatkiem kietkowania przetrwalnikow, a po pewnym czasie ze wzro-
stem tej gestosci [14, 16, 27]. Wspotczynnik zmniejszenia gestosci optycznej wyrazo-
ny zostat jako: (ODge W trakcie kietkowania / ODggo poczatkowego) x 100 [8, 15, 16,
27].

Do wyznaczenia rownan regresji liniowej 1 obliczenia wspdtczynnika determina-
cji (R?) oraz wspotczynnika korelacji (r) zastosowano pakiet Microsoft Office Excel
2010.
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Wryniki i dyskusja

Do pobudzenia kietkowania przetrwalnikow laseczek z rodzaju Bacillus oraz do
ich inaktywacji niezbedne jest stosowanie ditlenku wegla o stosunkowo wysokiej tem-
peraturze. W pracy zbadano wptyw SCCD o temp.: 30, 50 1 75 °C i ci$nieniu: 10, 30
1 60 MPa na stopien kietkowania (rys. 1) oraz inaktywacje¢ (rys. 2) przetrwalnikow A.
acidoterrestris w soku jabtkowym. Liczba wykielkowanych przetrwalnikow po zasto-
sowaniu SCCD o temp. 30 °C byla nieznaczna, natomiast przy podwyzszeniu tempera-
tury do 50 °C przez 40 min byla rowna 2 log, a inaktywacja — 1,7 log, natomiast

w temp. 75 °C wykietkowalo 3,9 log przetrwalnikow (rys. 1), z czego 3,4 log bylo
inaktywowanych (p < 0,05) (rys. 2).
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Rys. 1. Kietkowanie przetrwalnikow A. acidoterrestris TO-169/06 w soku jablkowym po 40 min dziata-
nia SCCD w zréznicowanych wartosciach temperatury i ci$nienia

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 réznice w kietkowaniu i inaktywacji przetrwalnikow
w soku jabtkowym w zaleznosci od stosowanego ci$nienia. Uzyskano niewielkie kiet-
kowanie na poziomie 1,03 log po 40 min dzialania cisnienia 10 MPa w temp. 75 °C
i inaktywacje¢ na poziomie 0,55 log. Niewielka poprawe efektywnosci procesu kietko-
wania do 1,5 log (rys. 1) (p < 0,05) zaobserwowano po przedtuzeniu procesu do

40 min 1 zwigkszeniu ci$nienia do 30 MPa. W tym procesie nastgpit takze wzrost inak-
tywacji przetrwalnikow do 1,2 log (rys. 2).
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Rys. 2. Inaktywacja przetrwalnikow 4. acidoterrestris TO-169/06 w soku jabtkowym po 40 min dziata-
nia SCCD w zréznicowanych wartosciach temperatury i ci$nienia
Fig. 2.

Inactivation of 4. acidoterrestris TO-169/06 spores in apple juice treated with 40 min SCCD at
diversified pressure and temperature levels

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze stopien kietkowania i in-
aktywacji przetrwalnikow badanego szczepu 4. acidoterrestris w soku jabtkowym, po
zastosowaniu SCCD, byt zalezny od parametréw cisnienia, temperatury oraz czasu
tego procesu. Bae i wsp. [1] wykazali, ze do inaktywacji przetrwalnikow A. acidoterre-
stris o 6 log niezbedne bylo podwyzszenie temperatury SCCD do 70 °C, oddziatujacej
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w ciggu 40 min przy ci$nieniu 10 MPa. Natomiast Casas i wsp. [3] po 30-minutowym
dziataniu ditlenku wegla o cisnieniu 10 MPa i temp. 30 °C uzyskali stopien inaktywacji
przetrwalnikow 4. acidoterrestris w przecierze jabtkowym o 4 log. Wyniki te rdznig
si¢ od uzyskanych w badaniach wlasnych. Moze to wskazywaé¢ na duza zmienno$¢
szczepow w obrebie gatunku A. acidoterrestris, co wykazano rowniez w pracy Skap-
skiej i wsp. [18] oraz Sokotowskiej i wsp. [21, 22], ale takze moze by¢ spowodowane
réznicami w typie aparatury stosowanej w badaniach.
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Rys. 3. Kielkowanie i inaktywacja przetrwalnikow 4. acidoterrestris TO-169/06 poddanych dzialaniu
SCCD o ci$nieniu 60 MPa i temp. 75 °C w roztworach buforowych

Fig. 3.  Germination and inactivation of 4. acidoterrestris TO-169/06 spores treated with 60 MPa SCCD
at a pressure of 60 MPa and a temperature of 75 °C in buffer solutions

Sokotowska i wsp. [21, 22], Vercammen i wsp. [28] oraz Porebska i wsp. [15, 16]
stwierdzili, ze zarowno stopien kietkowania, jak i inaktywacji przetrwalnikow
A. acidoterrestris po dzialaniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego sg zalezne od
rodzaju zastosowanego medium. Podobnag zalezno$¢ zaobserwowano w niniejszych
badaniach. W odtworzonym soku jablkowym stopien wykietkowania i stopien inakty-
wacji przetrwalnikow A. acidoterrestris po 40 min dziatania nadkrytycznego ditlenku
wegla przy cisnieniu 60 MPa i w temp. 75 °C byly najwyzsze (rys. 11 2). W tych sa-
mych warunkach w buforze o pH 4,0 kietkowanie przetrwalnikow byto o 1 log mniej-
sze, a inaktywacja byla na poziomie 2,7 log. W buforze o pH 7,0 liczba wykietkowa-
nych przetrwalnikow wynosita 2,5 log, a redukcja przetrwalnikow byta réwna 1,1 log
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(rys. 3). Wraz ze wzrostem warto$ci pH zaobserwowano niewielkie zmniejszenie kiet-
kowania przetrwalnikdw i1 znaczne zmniejszenie stopnia ich inaktywacji. Podobne
zaleznosci stwierdzono w procesie kietkowania przetrwalnikow A. acidoterrestris wy-
wotanego wysokim ci$nieniem hydrostatycznym [28].

Zgodnie z informacjami dostepnymi w literaturze [27], metoda pomiaru gestosci
optycznej pozwala na szybkag wizualizacje procesu kietkowania przetrwalnikow. Wy-
niki uzyskane metodg pomiaru gestosci optycznej i klasyczng metoda plytkowa przed-
stawiono na rys. 4. Zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomiedzy wynikami uzyski-
wanymi tymi dwoma metodami (r = 0,93). W dalszych badaniach dynamiki
kietkowania przetrwalnikow 4. acidoterrestris po dziataniu SCCD zastosowano meto-
de pomiaru gestosci optyczne;.
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Rys. 4. Zmiany gestosci optycznej ODgg zawiesiny przetrwalnikow A. acidoterrestris TO-169/06
w wyniku kietkowania pod wptywem SCCD

Fig. 4. Changes in ODg optical density of 4. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension resulting
from SCCD-induced germination

Na rys. 5. przedstawiono dynamike kietkowania przetrwalnikow A. acidoterre-
stris TO-169/06 po zastosowaniu SCCD o cis$nieniu 10 i 60 MPa w temp. 50 1 75 °C.
Zaobserwowano zmniejszenie gestosci optycznej o 18 % w ciggu 1 h po 40 min dzia-
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tania cisnienia 60 MPa w temp. 50 °C. Natomiast podwyzszenie temperatury do 75 °C
spowodowato obnizenie warto$ci parametru ODggo 0 23 % (p < 0,05) po 1 h inkubacji,
a nastepnie jego wzrost w czasie kolejnych 3 h inkubacji. Po dalszej inkubacji przez
18 h tych samych probek sokow w temp. 45 °C stwierdzono wzrost gesto$ci optycznej
o ok. 10 % w temp. 50 °C i 0 13 % w temp. 75 °C w poréwnaniu z probka kontrolna.
Przy zastosowaniu nizszego ci$nienia — 10 MPa uzyskano mniej znaczgce zmiany ge-
stosci optycznej (rys. 5), jednak i w tym przypadku podwyzszenie temperatury spowo-

dowato zmniejszenie gestosci optycznej o ok. 15 %.

Zaréwno wyniki uzyskane metoda ptytkowa (rys. 1), jak i metodg pomiaru gesto-
Sci optycznej (rys. 5), $wiadczg o tym, ze kietkowanie przetrwalnikéw zalezy od tem-

peratury zastosowanego SCCD. WyzZsza temperatura sprzyjata ich kietkowaniu.
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75 °C and at pressure of 60 MPa)

Zmiany ggstosci optycznej zawiesiny przetrwalnikow 4. acidoterrestris TO-169/06 w czasie
inkubacji w temp. 45 °C w soku jablkowym, po 40 min dziatania SCCD (w temp. 50 i 75 °C

Changes in optical density of A. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension during incubation
at a temperature of 45 °C in apple juice, after 40 min SCCD treatment (at temperatures of 50 and
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Rys. 6. Zmiany ggstosci optycznej zawiesiny przetrwalnikow 4. acidoterrestris TO-169/06 w czasie
inkubacji w temp. 45 °C po 40 min dziatania SCCD (w temp. 75 °C o ci$nieniu 60 MPa) w soku
jabtkowym (proba kontrolna) i w roztworach buforowych

Fig. 6.  Changes in optical density of 4. acidoterrestris TO-169/06 spore suspension during incubation
at a temperature of 45 °C after 40 min SCCD treatment (at temperatures of 75 °C and at pressure
of 60 MPa) in apple juice (control sample) and in buffer solutions

Na rys. 6. przedstawiono zmiany gestosci optycznej zawiesiny przetrwalnikow A.
acidoterrestris zawieszonych w soku jabtkowym oraz w buforach o pH 4,0 i 7,0,
w czasie ich inkubacji po dzialaniu SCCD o cisnieniu 60 MPa, w temp. 75 °C po
40 min procesu. Po 1 h inkubacji w buforze o pH 4,0 zaobserwowano zmniejszenie
wartosci ODggp 0 ok. 18 % (p < 0,05), natomiast w buforze o pH 7,0 — o 15 %. W soku
jabtkowym obnizenie wartosci parametru ODggo byto najwigksze i wynosito 23 % (rys.
5). Po 18 h inkubacji w temp. 45 °C stwierdzono wzrost wartosci ODggp, W soku —
o 13 %, w buforze o pH 4,0 — 0 5 %, natomiast w buforze o pH 7,0 — 0 3 % w porow-
naniu z probka kontrolng, ktérg stanowita zawiesina przetrwalnikow nietraktowana
SCCD (rys. 6). Zarowno wyniki uzyskane metoda ptytkowa (rys. 3), jak i metoda po-
miaru gestosci optycznej (rys. 6) $wiadcza o tym, ze kietkowanie przetrwalnikow A.
acidoterrestris zalezato od zastosowanego medium. Nizsze wartosci pH sprzyjaty kiel-
kowaniu przetrwalnikow tej kwasolubnej bakterii, a zawarto$¢ sktadnikow odzyw-
czych w soku jabtkowym prawdopodobnie dodatkowo pobudzata przetrwalniki do
kietkowania.
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Podobne zaleznosci stwierdzono w przypadku proceséw kietkowania i inaktywa-
cji przetrwalnikow A. acidoterrestris, zachodzacych pod wplywem wysokiego cisnie-
nia hydrostatycznego [22, 28].
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Rys. 7. Kielkowanie i inaktywacja przetrwalnikow A. acidoterrestris TO-117/02 po dziataniu SCCD
o cisnieniu 60 MPa w soku jablkowym

Fig. 7.  Germination and inactivation of 4. acidoterrestris TO-117/02 spores treated with SCCD at
60 MPa pressure in apple juice

Na rys. 7. przedstawiono dynamike procesu kietkowania i inaktywacji przetrwal-
nikow drugiego badanego szczepu 4. acidoterrestris TO-117/02. Stwierdzono, Ze ro-
dzaj badanego szczepu A. acidoterrestris miat bardzo istotne znaczenie. Przetrwalniki
szczepu TO-117/02 byly bardziej oporne na dziatanie SCCD i pomimo zastosowanej
wysokiej temperatury, zarowno 50 °C, jak i wyzszej — 75 °C oraz cisnienia 60 MPa, nie
uzyskano istotnego kietkowania i inaktywacji. Natomiast przetrwalniki szczepu TO-
169/06 byty podatne na dziatanie SCCD w tych samych warunkach ci$nienia, w temp.
75 °C. Osiagnieto kietkowanie na poziomie 3,9 log i inaktywacj¢ na poziomie 3,4 log
(rys. 112). Wyniki te wskazuja na duze zrdéznicowanie szczepow w obrebie gatunku 4.
acidoterrestris pod wptywem dziatania czynnikéw zewngtrznych. Podobne rezultaty
uzyskali Skapska i wsp. [18] oraz Sokotowska i wsp. [19, 20, 22] w badaniu opornosci
szczepOw A. acidoterrestris. Zjawisko zréznicowania szczepow w obrebie gatunku 4.
acidoterrestris wykazali takze Bevilacqua i wsp. [2]. Procesy te moga by¢ zwigzane
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z istnieniem szeregu regulacji ekspresji gendw w procesie kietkowania i sporulacji,
ktérych poziom aktywno$ci moze by¢ odmienny w zalezno$ci od szczepu.

W zastosowanych w niniejszej pracy warunkach wykazano istotny wplyw alterna-

tywnej metody utrwalania zywnosci SCCD na inaktywacje przetrwalnikow 4. acido-
terrestris. Zaobserwowano rowniez proces kietkowania przetrwalnikow i przechodze-
nia w stan wegetatywny po zastosowaniu odpowiednich parametréw procesu.

‘Whioski

1.

Zastosowanie nadkrytycznego ditlenku wegla o odpowiednich parametrach inicjuje
proces kietkowania przetrwalnikdw A. acidoterrestris oraz prowadzi do ich inak-
tywacji, co wskazuje na konieczno$¢ dalszego badania mechanizmoéow kietkowania
i uwzglednienia tej wiedzy w projektowaniu procesow technologicznych.

Zdolno$¢ przetrwalnikow do kietkowania i inaktywacji pod wptywem SCCD byta
zréznicowana w zaleznos$ci od szczepu.

Wyniki uzyskane w pracy potwierdzaja wezesniejsze dane na temat zré6znicowania
opornosci zastosowanych szczepéw na dziatanie temperatury.

Pomiar gestosci optycznej umozliwia oszacowanie stopnia wykietkowania prze-
trwalnikow i pozwala na zobrazowanie dynamiki tego procesu.

Wyzsza temperatura sprzyja kietkowaniu i inaktywacji przetrwalnikow A. acido-
terrestris.

Wraz ze wzrostem wartosci pH zaobserwowano niewielkie zmniejszenie inten-
sywnosci kietkowania przetrwalnikow i znaczne zmniejszenie stopnia ich inakty-
wacji, natomiast nizsze pH sprzyjalo kietkowaniu, a zawartos¢ sktadnikow odzyw-
czych w soku jabtkowym dodatkowo pobudzata przetrwalniki 4. acidoterrestris do
kietkowania.
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EFFECT OF SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE ON INACTIVATION
AND GERMINATION OF ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS SPORES

Summary

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 °C, for 20 + 40 min. After 40 min SCCD treatment at
60 MPa and at 75 °C, 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 4. 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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