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WPLYW NIZYNY I LIZOZYMU NA WZROST SZCZEPOW
ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS ORAZ MOZLIWOSC
ZASTOSOWANIA TYCH ZWIAZKOW JAKO BIOKONSERWANTOW
W SOKU JABLKOWYM

Streszczenie

Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujace Alicyclobacillus acidoterrestris sa przyczyna psucia si¢
pasteryzowanych sokow owocowych i warzywnych.

Sprawdzono skutecznos$¢ dziatania nizyny oraz lizozymu jako naturalnych konserwantow zapobiega-
jacych zepsuciu soku jabtkowego przez te drobnoustroje. Dla kazdego z o§miu badanych szczepow wy-
znaczono minimalne st¢zenie hamujace MIC (Minimal Inhibitory Concentration) nizyny oraz lizozymu
w pozywce hodowlanej. MIC nizyny w odniesieniu do przetrwalnikéw wynosito od 100 IU/cm® do
1500 TU/em’® pozywki, a w stosunku do form wegetatywnych od 50 IU/cm® do 1250 TU/em® pozywki,
w zaleznosci od szczepu. Lizozym hamowat kietkowanie przetrwalnikow A. acidoterrestris przy stgze-
niach od 0,005 mg/cm® do 0,2 mg/ecm’ pozywki, natomiast rozw6j komorek wegetatywnych zostat zaha-
mowany przy stezeniach od 0,05 mg/cm® do 0,2 mg/cm’® pozywki.

Stwierdzono skuteczno$é nizyny, w stezeniach rownych MIC, w probach trwalosciowych soku jabt-
kowego. Rozwoj siedmiu badanych szczepow A. acidoterrestris zostal zahamowany w trakcie trwajacej
28 dni inkubacji. Lizozym w stgzeniach réwnych wartosciom MIC zapewnial trwatos$¢ probek soku jedy-
nie w okresie 7 - 21 dni.

Stowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, sok jabtkowy, nizyna, lizozym

Wprowadzenie

Poszukiwanie skutecznych metod ograniczenia wzrostu cieptoopornych i kwaso-
lubnych bakterii przetrwalnikujacych z rodzaju Alicyclobacillus, odpowiedzialnych za
psucie si¢ sokow owocowych i1 warzywnych, od wielu lat stanowi przedmiot zaintere-
sowan naukowcow i producentow. Zmiany cech smakowo-zapachowych w zepsutych
sokach, powodowane przez Alicyclobacillus acidoterrestris, polegaja na powstawaniu
zapachu okreslanego jako medyczny, dezynfekcyjny, dymny. Zapach ten powoduja
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2-metoksyfenol (gwajakol) oraz 2,6-dibromofenol i 2,6-dichlorofenol [5, 7, 9, 13, 19,
21].

Wykazana w wielu badaniach wysoka cieptooporno$¢ przetrwalnikow 4. acido-
terrestris [3, 5, 14, 17, 22, 23, 26] oraz stwierdzone przypadki zepsucia sokOw pastery-
zowanych wskazujg na nieskuteczno$¢ przemystowego procesu pasteryzacji i na ko-
nieczno$¢ poszukiwania innych niz cieplne metod ograniczenia wzrostu tych bakterii.
Rozwijane sg alternatywne technologie, takie jak zastosowanie wysokich cisnien
(HPP) [1, 15, 16]. Czynnikami ograniczajacymi wzrost A. acidoterrestris moga by¢
rowniez kwasy organiczne i konserwanty [24, 25, 29].

Wspotczesny konsument coraz czgsciej poszukuje zywnosci ,,naturalnej”, nieza-
wierajacej zadnych syntetycznych dodatkéw. Naturalnymi substancjami konserwuja-
cymi, akceptowanymi przez konsumentow, moga by¢ substancje przeciwdrobnoustro-
jowe wytwarzane przez bakterie — bakteriocyny. Do najlepiej poznanych i najszerzej
badanych bakteriocyn naleza te, ktore syntetyzowane sa przez bakterie fermentacji
mlekowej, w tym nizyna wytwarzana przez niektore szczepy Lactococcus lactis subsp.
lactis. Amerykanska agencja FDA (Food and Drug Administration) w 1988 roku nada-
ta nizynie status substancji GRAS (generalny recognized as safe), stad duze zaintere-
sowanie tym zwigzkiem jako biokonserwantem. Nizyna wykazuje stabilno$¢ w wyso-
kiej temperaturze (pasteryzacja i sterylizacja) przy niskim pH.

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nizyny obejmuje szeroki zakres bakterii
gram dodatnich, takich jak: Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Brochotrix, Enterococcus, Listeria i Mycobacterium, jak
rowniez przetrwalniki i komorki wegetatywne Clostridium, Bacillus i Alicyclobacillus.
Wykazuje rowniez aktywnos¢ przeciwko bakteriom gram ujemnym E. coli 1 Salmonel-
la [10, 27, 28].

Nizyna jest dopuszczona do stosowania w wielu krajach $wiata. W niektorych
krajach mozna ja dodawa¢ do wszystkich produktow bez ograniczen, w innych lista
zastosowan i maksymalna dawka sa ograniczone. Maksymalna dopuszczalna przez
FDA dawka nizyny w produkcie koncowym wynosi 250 mg/kg [FDA 21 CFR §
184.1538]. Nizyna jest uznawana za substancj¢ nietoksyczng — jej LDsy wynosi
6,95 g/kg masy ciata [2]. Srednie dzienne pobranie (ADI) zalecane przez FAO/WHO
nie powinno przekracza¢ 33 000 IU/kg masy ciata (co odpowiada 0,825 mg/kg masy
ciata), natomiast zalecane przez FDA nie powinno przekraczaé¢ 2,9 mg/kg masy ciata
[2].

Nizyna jest najczesciej stosowana jako biokonserwant w nastepujgcych produk-
tach: mleko, sery, mrozone desery, masa jajowa, sosy, konserwy warzywne, migso
1 produkty migsne, ryby, pizza, zupy, wino, napoje alkoholowe [27].

Aktywnos$¢ szczepow bakteriocynogennych i bakteriocyn w zywnos$ci czesto jest
nizsza niz w badaniach in vitro, gdyz $cisle zalezy od réznych czynnikéw fizycznych,
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chemicznych i biologicznych, takich jak sita jonowa, pH, temperatura i typ atakowane-
go mikroorganizmu, dlatego ocena mikrobiologicznego dziatania bakteriocyn wymaga
doktadnych testow [10].

Inng substancjg naturalng o dziataniu konserwujgcym jest lizozym (muramidaza,
EC 3.2.1.17). Jest to enzym hydrolityczny, ktory rozktada peptydoglikany Sciany ko-
moérkowej bakterii. Hydrolizuje wigzania [-1,4-glikozydowe pomiedzy kwasem
N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozoaming. Wystepuje w ziarnisto$ciach gra-
nulocytow, monocytow oraz makrofagow, jest obecny w wigkszosci ptynow tkanko-
wych, stanowigc jeden z mechanizmoéw odpornosci. Naturalnie wystepuje takze
w biatku jaja kurzego, z ktorego pozyskuje si¢ go na skale przemystows. Lizozym
wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii gram dodatnich [8]. Bak-
terie gram ujemne sg bardziej oporne na jego dzialanie. Lizozym jest biatkiem termo-
stabilnym, szczegoélnie w Srodowisku kwasnym i moze by¢ ogrzewany nawet do
100 °C bez utraty aktywno$ci. FDA w 1998 roku nadata lizozymowi status substancji
GRAS. Najczesciej jest on stosowany jako dodatek do serow, zapobiegajacy pdznym
wzdeciom wywotywanym przez Clostridium tyrobutyricum. Ponadto jest stosowany
jako biokonserwant w nastgpujacych produktach: migso i produkty migsne, ryby i ich
przetwory, mleko i produkty mleczarskie, $wieze warzywa i owoce, wino. Produkty
zawierajace lizozym powinny by¢ odpowiednio oznakowane z uwagi na mozliwo$¢
wystgpowania alergii na biatko kurze.

Celem pracy bylo okreslenie skutecznosci dziatania nizyny oraz lizozymu jako
naturalnych konserwantéw zapobiegajacych zepsuciu soku jabtkowego przez bakterie
Alicyclobacillus acidoterrestris.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono z zastosowaniem przetrwalnikow osmiu szczepow A.
acidoterrestris wyizolowanych w Instytucie Biotechnologii Przemystu Rolno-
Spozywczego:

1) szczep TO-29/4/02 wyizolowany w 2002 r. z zaggszczonego soku jabtkowego,

2) szczep TO-117/02 wyizolowany w 2002 r. z zageszczonego soku jabtkowego,

3) szczep TO-57/01/04 szczep wyizolowany w 2004 r. z emulsji do produkcji napo-
jow,

4) szczep TO-224/1/05 wyizolowany w 2005 r. z zaggszczonego soku jabtkowego,

5) szczep U-44/25/06 wyizolowany w 2006 r. z zageszczonego soku jabtkowego,

6) szczep TO-41/06 wyizolowany w 2006 r. z napoju pomaranczowego,

7) szczep TO-169/06 wyizolowany w 2006 r. z zaggszczonego soku jabtkowego,

8) szczep TO-27/2/07 wyizolowany w 2007 r. z zaggszczonego soku pomaranczowe-

go.
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Do izolacji szczepoéw zastosowano metodg International Federation of Fruit Juice
Producers [12]. Szczepy zidentyfikowano i zaliczono do gatunku Alicyclobacillus aci-
doterrestris na podstawie ich zdolno$ci do wytwarzania kwasu z erytritolu [4] oraz do
wytwarzania gwajakolu w pozywce YSG z dodatkiem kwasu wanilinowego [18].

W celu uzyskania przetrwalnikow szczepy inkubowano w temp. 45 °C przez 10
dni na podtozu PDA (Oxoid) o pH 4,0. Biomasg bakterii zebrang z powierzchni podto-
za agarowego zawieszano w sterylnej wodzie redestylowanej, a nastgpnie wirowano
przez 10 min przy 14 000 obr./min w temp. 4 °C. Osad przemywano trzykrotnie: ste-
rylng woda redestylowana, 50 % alkoholem etylowym i ponownie jalowa woda rede-
stylowang. Przygotowang zawiesing przechowywano w temp. 5 °C. Obecno$¢ prze-
trwalnikow w zawiesinie potwierdzano w preparatach mikroskopowych barwionych
metoda Schaeffera-Fultona w modyfikacji Wirtza. Liczb¢ przetrwalnikow oznaczano
metoda ptytkowa na BAT-agar (Merck, pH 4,0) po 5 dniach inkubacji w temp. 45 °C.

Do przygotowania inokulum komorek wegetatywnych stosowano pozywke BAT-
bulion, do ktorej dodawano zawiesing przetrwalnikow A. acidoterrestris i inkubowano
w temp. 45 °C przez 17 - 20 h. Czas hodowli regulowano tak, aby przetrwalniki nie
zdazyty si¢ uformowac¢ (kontrola stanu hodowli w preparatach mikroskopowych).
W celu przygotowania inokulum o odpowiedniej liczebnosci wykonywano dziesigcio-
krotne rozcienczenia w fizjologicznym roztworze peptonu (Merck). Koncowa liczbe
komorek wegetatywnych oznaczano metoda ptytkowa na BAT-agar (Merck, pH 4,0)
po 5 dniach inkubacji w temp. 45 °C.

Do badan zastosowano nizyne z Lactococcus lactis — producent: SIGMA-
ALDRICH; o aktywnosci: 1,0x10°TU/g. Roztwér podstawowy o aktywnosci 5,0-10°
IU/ecm’ przygotowano w 0,02 M HCI. Nastepnie roztwor ten wirowano przez 15 min
z predkoscig 3000 obr./min; supernatant wyjatawiano metodg filtracji membranowe;
(Millipore 0,2 um) [14, 30] i przechowywano w temp. 2 - 8 °C.

W badaniach zastosowano lizozym krystaliczny (z biatka jaja) EC 3.2.1.17, pro-
ducent: Merck (nr kat. 1.05281), o aktywnosci: 50 000 U/mg. Roztwér podstawowy
o stezeniu 50 mg/cm’ sporzadzono w jatowej wodzie destylowane;.

Warto$¢ MIC (Minimal Inhibitory Concentration) nizyny i lizozymu wyznaczano
w zautomatyzowanym analizatorze BacT/ALERT®, stosujac pozywke weglowodano-
wa LYM (bioMerieux nr kat. 259788) o pH 3,7. Zasada oznaczenia w analizatorze
polegata na kolorymetrycznym pomiarze poziomu metabolitow wytwarzanych przez
rosnace drobnoustroje. Zastosowano inokulum zawierajace ok. 10° przetrwalnikow
w 1 cm’ pozywki i inokulum komérek wegetatywnych o liczbie 10° do 10* jtk/cm’
pozywki. Do pozywki hodowlanej LYM dodawano roztwor podstawowy nizyny do
uzyskania koncowego stezenia [IU]: 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 1250 i 1500
w 1 cm’ pozywki. Natomiast roztwor podstawowy lizozymu dodawano do uzyskania
koncowego stezenia [mg]: 0,0025, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,2,1 0,5 w 1 cm’ pozywki.
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Inkubacj¢ prowadzono maksymalnie przez 34 dni, w optymalnej dla bakterii Alicyclo-
bacillus temp. 45 °C. Badania wykonano w 2 - 4 powtorzeniach. Za wartos¢ MIC
uznawano stezenie nizyny lub lizozymu, ktore catkowicie hamowato kietkowanie prze-
trwalnikow 1 wzrost szczepow A. acidoterrestris.

Proby trwalosciowe soku jabtkowego z dodatkiem nizyny lub lizozymu prowa-
dzono w temp. 45 i 25 °C przez 28 dni. Do probek soku jabtkowego o objetosci 20 cm’
dodawano nizyng¢ lub lizozym w stezeniach odpowiadajacych wyznaczonym warto-
sciom MIC. Inokulum stanowita zawiesina przetrwalnikow A. acidoterrestris dodawa-
na do uzyskania koncowej liczby 10° jtk/em’ i 10° jtk/cm® soku. Przed inkubacja probki
soku poddawano szokowi termicznemu (80 °C /10 min) w celu aktywacji przetrwalni-
kéw. Badania wykonano w trzech powtdrzeniach. W trakcie inkubacji obserwowano
zmetnienie soku 1 pojawianie si¢ obcego zapachu.

Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania pozwolily na okreslenie minimalnych stezen nizyny
hamujacych kietkowanie przetrwalnikow oraz rozwdj komorek wegetatywnych o$miu
badanych szczepow A. acidoterrestris. Zaobserwowano duze rdznice we wrazliwosci
poszczegdlnych szczepdw na ten biokonserwant. Kietkowanie przetrwalnikéw zostato
zahamowane przy zastosowanych stgzeniach nizyny od 100 IU/cm’ (szczep nr 4) do
1500 IU/cm’ pozywki (szczep nr 1) (rys. 1). Rozwéj komoérek wegetatywnych A. aci-
doterrestris zostal zahamowany przy stezeniach nizyny wynoszacych od 50 IU/cm’
(szczep nr 4) do 1250 TU/cm’® pozywki (szczep nr 1).
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Rys. 1. MIC nizyny w pozywce hodowlanej.
Fig. 1. MIC of nisin in the culture medium.
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Przedstawione powyzej warto$ci MIC byly zdecydowanie wyzsze od uzyskanych
w badaniach Yamazaki i wsp. [30], w ktorych okreslono minimalne stezenie hamujace
MIC nizyny w stosunku do przetrwalnikow siedmiu badanych szczepéw na poziomie
od 0,78 do 12,5 TU/em’ pozywki mYPGA (modified Yeast-Peptone-Glucose Agar)
przy pH 3,4 i od 25 do 100 IU/cm’ przy pH 4,2. Komérki wegetatywne byty bardziej
oporne na dziatlanie nizyny i wyznaczone wartosci MIC wynosily od 1,56 do
50 IU/cm® pozywki mYPGA przy pH 3,4 i 25 - 100 IU/cm’® przy pH 4,2. Stwierdzone
roéznice w opornos$ci na dziatanie nizyny polskich i japonskich szczepdw A. acidoterre-
stris mogg wynika¢ zarowno z bior6znorodnosci szczepow, jak i z réznic w sktadzie
pozywki i jej pH oraz z rzeczywistej aktywnosci nizyny (przyjeto aktywnos¢ deklaro-
wang przez producenta).

Lizozym, w zaleznosci od szczepu, hamowat kielkowanie przetrwalnikéw przy
stezeniach od 0,005 mg/cm’ (szczep nr 7) do 0,2 mg/ecm’ pozywki (szczep nr 1) (rys.
2). Rozwoj komoérek wegetatywnych A. acidoterrestris zostal zahamowany przy zasto-
sowaniu lizozymu w stgzeniach od 0,05 mg/cm’ (szczep nr 4) do 0,2 mg/cm’ pozywki
(szczepy nr 1, 2, 5, 6). Przetrwalniki okazaty si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie lizo-
zymu niz komoérki wegetatywne. Badania Bevilacqua i wsp. [6] doprowadzity do ta-
kiego samego wniosku. Ponadto autorzy ci stwierdzili znaczacy wplyw medium,
w ktorym prowadzono doswiadczenia: roztwor lizozymu w soli fizjologicznej o steze-
niu 1 mg/cm’ skutecznie hamowat wzrost komorek wegetatywnych A. acidoterrestris
(redukcja liczby wyniosta ponad 5 log jtk/cm® juz po 4 h dziatania), podczas gdy
w pozywce z wyciggiem stodowym obserwowano efekt ochronny — w tych samych
warunkach liczba komoérek zmniejszyla si¢ tylko o 3 log jtk/cm’.
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Rys. 2. MIC lizozymu w pozywce hodowlane;.
Fig. 2.  MIC value of lysozyme in the culture medium.



50 Barbara Sokotowska, Jolanta Niezgoda, Marta Chotkiewicz

W przeprowadzonych probach trwato$ciowych soku jablkowego nizyna okazata
si¢ skutecznym konserwantem (tab. 1). Uzyskano 28-dniowg trwato$¢ sokow inkubo-
wanych zarowno w temp. 45, jak i 25 °C, przy zanieczyszczeniu przetrwalnikami A.
acidoterrestris na poziomie 10° i 10° jtk/cm® soku. Jedynie szczep nr 7 rozwijat sig
w soku jabtkowym po 21 dniach inkubacji w temp. 45 °C, przy wysokim poziomie
zanieczyszczenia przetrwalnikami A. acidoterrestris (10° jtk/cm® soku).

Tabela 1

Wzrost szczepow A. acidoterrestris w soku jabtkowym z dodatkiem nizyny i lizozymu w stgzeniach row-
nych MIC, wyznaczonym w pozywce hodowlanej.

Growth of 4. acidoterrestris strains in apple juice with lysozyme and nisin added at concentration levels
equal to MIC value as determined in the culture medium.

Inokulum Nizyna / Nisin | Lizozym / Lysozyme
Szczep Inoculum Temperatura inkubacji / Incubaction temperature [°C]
Strain [jtk/cm’] 45 | 25 | 45 | 25
[cfuem’] Czas inkubacji (dni) / Incubation time (days)
. 10° -(28) -(28) +(28) -(28)
10° -(28) -(28) -(28) -(28)
5 10° -(28) -(28) +(14) -(28)
10° -(28) -(28) +(14) +(28)
; 10° -(28) -(28) +21) -(28)
10° -(28) -(28) +(14) -(28)
A 10° -(28) -(28) +(14) -(28)
10° -(28) -(28) +(14) +(28)
5 10° -(28) -(28) +(28) -(28)
10° -(28) -(28) +(28) +(28)
6 10° -(28) -(28) +(14) -(28)
10° -(28) -(28) +(14) +(28)
; 10° -(28) -(28) +(7) -(28)
10° +(21) -(28) +(7) +(28)
o 10° -(28) -(28) -(28) -(28)
10° -(28) -(28) -(28) -(28)

Objasnienia: / Explanatory notes:
— brak zepsucia / no spoilage; + zepsucie / spoilage.

Do zahamowania wzrostu 4. acidoterrestris stosowano nizyne w bardzo szerokim
zakresie stezen, w zaleznosci od rodzaju soku i szczepu. Komitopoulou i wsp. [14]
wykazali hamujace dzialanie nizyny w stezeniu 100 IU/cm’ soku w stosunku do mie-
szaniny przetrwalnikow 1 komoérek wegetatywnych A. acidoterrestris w soku jabtko-
wym, pomaranczowym i grejpfrutowym. Yamazki i wsp. [30], badajac siedem szcze-
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poOw A. acidoterrestris, stwierdzili hamowanie wzrostu tych bakterii przez 7 dni w soku
pomaranczowym i w soku mieszanym z roznych owocoéw z dodatkiem nizyny w steze-
niu 25 IU/cm® soku. Hamowanie wzrostu przez 12 dni obserwowano przy wyzszych
dawkach, wynoszacych odpowiednio 50 U nizyny/cm’ i 100 IU nizyny/cm® wyzej
wymienionych sokow. Natomiast w soku jablkowym dzialanie nizyny, nawet w dawce
600 IU/cm’, okazalo sie nieskuteczne.

Z kolei dodatek nizyny w ilosci 5 IU/cm’ do soku jabtkowego i pomidorowego
powodowat redukcje przetrwalnikow A. acidoterrestris o 5 log jtk/cm’ i zapewniat 30-
dniowa trwatos¢ sokow przechowywanych w temp. 43 °C. Dodatek 3 IU/cm® powo-
dowat redukcje przetrwalnikow A. acidoterrestris o 5 log jtk/em® w soku pomidoro-
wym i 0 4,2 log jtk/cm® w soku jabtkowym, co zapewniato 30-dniowg trwato$é sokow
przechowywanych w temp. 43 °C [11].

Nizyna w stezeniu 70 IU/cm’ hamowata wzrost A. acidoterrestris w sokach jabt-
kowych o zawarto$ci ekstraktu od 11 do 19 °Brix, pH w zakresie od 3,5 do 5,5
i w temp. inkubacji od 25 do 50 °C [20].

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg na to, ze polskie szczepy 4. acido-
terrestris naleza do grupy mniej wrazliwych na dziatanie nizyny w soku jabtkowym
i do zahamowania ich rozwoju potrzebne sg wysokie jej dawki, tak jak to stwierdzono
w badaniach Yamazaki i wsp. [30].

Zastosowane w badaniach trwatosciowych dawki lizozymu okazaty si¢, w zdecy-
dowanej wigkszosci, mniej skuteczne w sokach jabtkowych niz w pozywce hodowla-
nej. Zepsucie sokow inkubowanych w temp. 45 °C obserwowano po 7 — 21 dniach
w zaleznosci od szczepu (tab. 1). Jedynie wzrost szczepu nr 8 zostal zahamowany
w tych warunkach przez 28 dni. W temp. 25 °C wzrost trzech szczepow A. acidoterre-
stris (nr 1, nr 3 i nr 8) zostal zahamowany przez 28 dni, przy dawkach lizozymu odpo-
wiadajacych wartosciom MIC tych szczepow. Wzrost pozostatych pigciu szczepow
zostal zahamowany, przy zastosowaniu dawki lizozymu odpowiadajacej MIC, tylko
przy nizszym inokulum rzedu 10° jtk/cm’. Przy wyzszym inokulum rzedu 10° jtk/cm’
okres trwatosci wynosit 21 dni (tab. 1).

W literaturze $wiatowej dostepne sg nieliczne publikacje dotyczace zastosowania
lizozymu do ograniczenia wzrostu 4. acidoterrestris w sokach owocowych. Dodatek
lizozymu w ilosci 0,125 i 0,075 mg/cm’ powodowat redukcje liczby przetrwalnikow A.
acidoterrestris 0 5,1 log jtk/em® w soku jabtkowym i o 4,4 log jtk/cm® w soku pomido-
rowym, co zapewniato 30-dniowg trwato$¢ sokow przechowywanych w temp. 43 °C.
Lizozym w iloéci 0,025 mg/dm’ powodowat redukcje bakterii o 5,1 log jtk/cm® w soku
jabtkowym i o 3,8 log jtk/cm® w soku pomidorowym. Soki z dodatkiem 0,025 mg/dm’
lizozymu wykazywaty trwato$¢ w okresie 30-dniowego przechowywania w temp. 43°C

[11].
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg na to, ze polskie szczepy 4. acido-
terrestris sg bardziej oporne na dziatanie lizozymu niz szczepy amerykanskie badane
przez Hartman [11].

Z uwagi na stwierdzong duzag bioréznorodno$¢ szczepdw A. acidoterrestris,
w praktyce produkcyjnej nalezatoby stosowaé dawki biokonserwantow hamujace roz-
woj najbardziej opornych szczepoéw: 0,2 mg lizozymu/cm’ soku lub 1500 IU nizy-
ny/cm’ soku, co przekracza dawke dopuszczona przez FDA. Dodatkowym problemem
moze by¢ wyczuwalny w soku jabtkowym, przy tak wysokiej zawartosci nizyny, lekko
stony posmak wynikajgcy z obecnosci chlorku sodu jako sktadnika preparatow nizyny.

Whioski

1. Nizyna wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg w stosunku do przetrwalni-
koéw 1 komorek wegetatywnych bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris.

2. Nizyna skutecznie ogranicza wzrost przetrwalnikow A. acidoterrestris w pastery-
zowanych sokach jablkowych w trakcie ich przechowywania, nawet w podwyzszo-
nej temperaturze.

3. Lizozym wykazuje aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa w stosunku do przetrwalni-
kow 1 komorek wegetatywnych bakterii 4. acidoterrestris, przy czym komorki we-
getatywne sg bardziej oporne na jego dziatanie.

4. Skuteczno$¢ lizozymu w soku jabtkowym jest mniejsza niz w pozywce hodowlanej,
dlatego dla zapewnienia trwatosci sokow jabtkowych potrzebne sa wyzsze dawki
lizozymu niz wyznaczone eksperymentalnie w pozywce wartosci MIC.
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EFFECT OF NISIN AND LYSOZYME ON GROWTH OF ALICYCLOBACILLUS
ACIDOTERRESTRIS STRAINS AND POTENTIAL TO USE THOSE COMPOUNDS
AS BIO-PRESERVATIVES IN APPLE JUICE

Summary

Acidothermophilic and spore-forming bacteria Alicyclobacillus acidoterrestris can cause pasteurized
fruit and vegetable juices to spoil.

The effectiveness was examined of nisin and lysozyme used as natural preservatives to prevent apple
juice from being spoiled by those bacteria.

For each of the eight strains studied, a Minimal Inhibitory Concentration (MIC) level of nisin and ly-
sozyme contained in the culture medium was determined. Depending on the strain, the MIC value of nisin
was from 100 IU/cm’® to 1500 IU/cm® of medium with regard to spores, and, with regard to vegetative
forms, the MIC value ranged from 50 IU/ecm’ to 1250 IU/cm’® of medium. The lysozyme prevented A..
acidoterrestris spores from growing at a concentration level from 0.005 mg/cm’ to 0.2 mg/cm® of medium,
and the growth of vegetative cells was inhibited by the lysozyme at a concentration level ranging from
0.05 mg/cm’ to 0.2 mg/cm’ of medium.

The results of the apple juice shelf life tests performed showed that the nisin was effective at the con-
centration levels equal to MIC. The growth of seven 4. acidoterrestris strains was inhibited during their
28 day incubation period. The lysozyme at the concentration levels equal to MIC values guaranteed the
durability of juice samples only during a period between 7 and 21 days.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, apple juice, nisin, lysozyme
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