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BARBARA SOKOŁOWSKA, ŁUCJA ŁANIEWSKA-TROKENHEIM   

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

SOKACH JABŁKOWYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujące Alicyclobacillus acidoterrestris wytwarzające produkty 

o nieprzyjemnym (dezynfekcyjnym) zapachu są przyczyną psucia się soków owocowych. Do ich wykry-
wania zastosowano zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® i pożywkę LYM o pH 
3,7. 

Celem pracy było określenie wpływu zawartości ekstraktu w zagęszczonym soku jabłkowym i dawki 
inoculum na czas detekcji (długość lag fazy) A. acidoterrestris w systemie BacT/ALERT® oraz dopaso-
wanie modelu matematycznego regresji wielokrotnej.  

Do badań wykorzystano przetrwalniki 5 szczepów Alicyclobacillus acidoterrestris wyizolowanych 
z próbek zagęszczonych soków jabłkowych i emulsji do produkcji napojów.  

W soku o zawartości ekstraktu 35,6 % stwierdzono częściowe zahamowanie wzrostu dwóch szczepów 
oraz całkowite zahamowanie wzrostu jednego z badanych szczepów. Również w soku o zawartości eks-
traktu 23,7 % zaobserwowano częściowe zahamowanie wzrostu 3 szczepów. Czas detekcji (długość lag 
fazy) wszystkich analizowanych szczepów A. acidoterrestris skracał się wraz ze zmniejszaniem zawarto-
ści ekstraktu w zagęszczonym soku jabłkowym i ze zwiększaniem dawki inoculum. W soku o zawartości 
ekstraktu 11,8 % czas detekcji przy inoculum ok. 10 jtk /próbkę soku o obj. 20 cm3 wynosił w zależności 
od szczepu od 23,5 h do 43,7 h. 

Dopasowano równania wielomianowe drugiego stopnia opisujące zależność czasu detekcji (długości 
lag fazy) od zawartości ekstraktu w soku jabłkowym i poziomu inoculum badanych szczepów. Obliczone 
współczynniki determinacji R2 wynosiły od 0,83 do 0,95 w zależności od szczepu. 

Zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® może być stosowany w rutynowych 
badaniach wykrywania obecności Alicyclobacillus sp. w zagęszczonych sokach jabłkowych. Zawartość 
ekstraktu w badanym soku może wynosić co najwyżej 17,8 %. 
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Wprowadzenie 

Acidotermofilne bakterie przetrwalnikujące Alicyclobacillus acidoterrestris wy-
twarzające produkty o nieprzyjemnym (dezynfekcyjnym) zapachu, takie jak:  
2-metoksyfenol-gwajakol, 2,6-dibromofenol oraz 2,6-dichlorofenol są przyczyną psu-
cia się soków owocowych [1, 3, 4]. Pochodzą z gleby, skąd przenoszone na owoce 
przeżywają obróbkę cieplną w procesie produkcji zagęszczonych soków owocowych, 
stanowiących podstawowy surowiec do produkcji soków odtworzonych.  

Bakterie A. acidoterrestris rosną w zakresie pH od 2,2 do 5,8 i w temp. od 23 do 
55 ºC [2]. Ich przetrwalniki wykazują dużą ciepłooporność zależną od rodzaju soku, 
jego stężenia oraz pH. Przykładowe cytowane w literaturze wartości D95  wynoszą: 2,8 
min w soku jabłkowym o pH 3,5 i zawartości ekstraktu 11,4oBx [12], 2,4 min w soku 
z winogron o pH 3,3 i zawartości ekstraktu 15,8oBx [12], 5,3 min w napoju pomarań-
czowym o pH 4,1 i zawartości ekstraktu 5,3oBx [1]. 

Zasada oznaczenia w zautomatyzowanym analizatorze BacT/ALERT® polega na 
kolorymetrycznym pomiarze poziomu metabolitów wytwarzanych przez rosnące drob-
noustroje. Butelki z pożywką wyposażone są w membranę przepuszczalną dla wybra-
nych metabolitów (CO2 oraz kwasy organiczne, takie jak octowy, propionowy i bursz-
tynowy) oraz czujnik reagujący zmianą barwy przy założonym poziomie zaadsorbo-
wanych metabolitów. Dno butelki, z którym zintegrowany jest czujnik, jest skanowane 
czerwonym światłem w odstępach 10-minutowych. Obrazem prowadzonych pomiarów 
jest generowana przez komputer krzywa zależności zmian reflektancji w czasie, 
przyjmująca kształt krzywej wzrostu. Do wykrywania bakterii z rodzaju Alicyclobacil-
lus w systemie BacT/ALERT® zaprojektowano pożywkę węglowodanową LYM o pH 
3,7 [5]. 

Celem pracy było określenie wpływu zawartości ekstraktu w zagęszczonym soku 
jabłkowym i dawki inoculum na czas detekcji (długość lag fazy) A. acidoterrestris 
w systemie BacT/ALERT® oraz dopasowanie modelu matematycznego regresji wielo-
krotnej. 

Materiał i metody badań 

Badania z zastosowaniem zautomatyzowanego analizatora BacT/ALERT® firmy 
bioMerieux i pożywki LYM (pH 3,7 regulowane dodatkiem kwasu winowego w ilości 
1,2 cm3) wykonywano zgodnie z instrukcją producenta, stosując próbki zagęszczonego 
soku jabłkowego o objętości 20 cm3 i różnej zawartości ekstraktu (35,6 %, 23,7 %, 
17,8 % i 11,8 %), kontaminowane inoculum przetrwalników szczepów Alicyclobacillus 
acidoterrestris (w zakresie od 101 do 104 jtk). Próbki poddawano szokowi termicznemu 
w temp. 80 ºC przez 10 min, wprowadzano do butelek z pożywką LYM i inkubowano 
w analizatorze w temp. 45 ºC. Oznaczenia wykonywano w dwóch powtórzeniach.  
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Do badań zastosowano przetrwalniki pięciu szczepów Alicyclobacillus acidoter-
restris wyizolowanych z próbek zagęszczonego soku jabłkowego (oznakowanych TO-
29/4/02, TO-117/02, TO-169/06 i U-44/25/06) i z emulsji do produkcji napojów 
(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 zdolności do wytwarzania kwasu z erytritolu [1] oraz 
do wytwarzania gwajakolu w pożywce Va-YSG [6, 7]. 

W celu uzyskania przetrwalników szczepy Alicyclobacillus acidoterrestris inku-
bowano na pożywce PDA (Oxoid) o pH 4,0 w temp. 45 ºC. Obecność przetrwalników 
oceniano w trakcie inkubacji metodą mikroskopową. Po 10 dniach ponad 90 % komó-
rek wytworzyło przetrwalniki. Zebraną z 2 płytek biomasę bakterii zawieszano w ok. 
20 cm3 jałowej wody destylowanej i odwirowywano trzykrotnie przez 10 min przy 
14000 obr./min, przemywając jałową wodą destylowaną, 50 % roztworem alkoholu 
etylowego i ponownie jałową wodą destylowaną [8, 9, 10]. Następnie biomasę zawie-
szano w 5 cm3 jałowej wody destylowanej i przechowywano w chłodziarce w temp. 
4 ºC. Końcową zawartość przetrwalników oznaczano metodą płytkową na BAT-agar 
o pH 4,0 (Merck) po inkubacji 5 dni w 45 ºC. 

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

Wyniki i dyskusja 

We wcześniej przeprowadzonych badaniach [11] zaobserwowano brak wzrostu 
przetrwalników A. acidoterresris DSM 2498 w zagęszczonym soku jabłkowym o za-
wartości ekstraktu 69,0 %, nawet przy inoculum 5,7×105 jtk/20 cm3 soku. W niniej-
szym doświadczeniu stwierdzono brak wzrostu jednego z badanych szczepów (TO-
117/02) w soku o zawartości ekstraktu 35,6 % oraz częściowe zahamowanie wzrostu 
dwóch innych badanych szczepów (TO-169/06 i TO-57/1/04). Szczepy te rosły w soku 
o zawartości ekstraktu 35,6 % tylko przy dużych dawkach inoculum wynoszących 
odpowiednio 6,8×103 i 1,3×103 jtk/20 cm3 soku, a czas ich detekcji wynosił odpowied-
nio 44,6 h i 76,6 h (tab. 1). Również w soku o zawartości ekstraktu 23,7 % stwierdzono 
częściowe zahamowanie wzrostu trzech badanych szczepów przy inoculum rzędu po-
jedynczych komórek w próbce soku o pojemności 20 cm3. Czas detekcji (długość lag 
fazy) wszystkich analizowanych szczepów A. acidoterrestris skracał się wraz ze 
zmniejszaniem zawartości ekstraktu w zagęszczonym soku jabłkowym i ze zwiększa-
niem dawki inoculum. W soku o zawartości ekstraktu 11,8 % czas detekcji przy inocu-
lum ok. 104 jtk/20 cm3 próbki soku wynosił w zależności od szczepu od 19,4 do 24,0 h. 
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Obniżenie wielkości inoculum do poziomu ok. 10 jtk/20 cm3 próbki soku o zawartości 
11,8 % ekstraktu spowodowało wydłużenie czasu detekcji do 23,5 - 43,7 h, w zależno-
ści od szczepu (tab. 1). Najmniejsza, obserwowana w tym doświadczeniu, wykrywana 
liczba A. acidoterrestris wynosiła 1,4×100 jtk/20 cm3 soku o zawartości 11,8 %, a czas 
jej wykrycia to 28,8 h. W soku o zawartości 17,8 % ekstraktu tę samą liczbę drobno-
ustrojów wykrywano w dłuższym okresie – 30 h. 

W materiałach informacyjnych firmy bioMerieux [5] podano podobne dane, czas 
detekcji 48 jtk A. acidoterrestris ATCC 49025 w 20 cm3 próbki soku jabłkowego wy-
nosił 54,9 h. Handlowy sok jabłkowy zawiera min. 11,2 % ekstraktu. 

W badaniach [13] stwierdzono wzrost A. acidoterrestris w temp. 35 ºC w soku 
jabłkowym o zawartości ekstraktu 10oBx w zakresie pH od 2,9 do 3,9 oraz dawce ino-
culum 101/ml i 103/ml. Podobnie w sokach o zawartości ekstraktu 20oBx obserwowano 
wzrost przy pH 2,9 do 3,9 i inoculum 103/ml. W przypadku mniejszej dawki inoculum 
nie stwierdzono wzrostu w tym soku jedynie przy pH 2,9. Natomiast w sokach o za-
wartości ekstraktu 30o, 40o i 50oBx stwierdzono całkowite zahamowanie wzrostu A. 
acidoterrestris. 

Obliczenia statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Statistica. 
Dla każdego badanego szczepu dopasowano równanie wielomianowe drugiego stopnia 
opisujące zależność czasu detekcji (długości lag fazy) od zawartości ekstraktu w soku 
jabłkowym i poziomu inoculum (rys. 1). Obliczone współczynniki determinacji R2 
wynosiły od 0,83 do 0,95 w zależności od szczepu, co oznacza że zmienność czasu 
detekcji jest w 83 do 95 % wyjaśniana przez dopasowany model (tab. 2).  
 

T a b e l a  2 
Równania wielomianowe opisujące zależność czasu detekcji szczepów A. acidoterrestris od zawartości 
ekstraktu w soku jabłkowym i dawki inoculum. 
Polynomial equations describing the dependency between the detection time of A. acidoterrestris strains, 
the content of extract in apple juice, and inoculum dose. 
 

Szczep / Strain  
A. acidoterrestris 

Równania 
Equations 

F R2 

TO-29/4/02 z = 6,917 + 6,568x - 48,342y - 0,02x2 - 1,589xy + 
14,988y2 26,618 0,8287 

TO-117/02 z = 115,84 - 9,707x - 5,815y + 0,315x2 + 0,178xy - 
0,388y2 92,870 0,9538 

TO-57/1/04 z = 10,777 - 3,042x + 28,811y + 0,236x2 - 1,633xy - 
0,85y2 34,750 0,8634 

TO-169/04 z = 28,113 - 0,588x - 2,13y + 0,049x2 - 0,185xy + 0,534y2 28,911 0,8653 

U-44/25/06 z = -35,599 + 7,85x - 36,906y - 0,056x2 - 1,882xy + 
16,925y2 76,250 0,9331 
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Rys. 1.  Płaszczyzny reakcji czasu detekcji A. acidoterrestris w zależności od zawartości ekstraktu 

i wielkości 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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Wnioski 

1. Zautomatyzowany analizator mikrobiologiczny BacT/ALERT® firmy bioMerieux 
i pożywka LYM umożliwiają wykrycie Alicyclobacillus acidoterrestris przy za-
nieczyszczeniu na poziomie pojedynczych komórek w próbce soku jabłkowego 
o objętości 20 cm3. 

2. System BacT/ALERT® może być stosowany w rutynowych badaniach wykrywa-
nia obecności Alicyclobacillus sp. w zagęszczonych sokach jabłkowych. Zawartość 
ekstraktu w badanym soku może wynosić co najwyżej 17,8 %.  

3. Zdolność do wzrostu w sokach jabłkowych o podwyższonej zawartości ekstraktu 
jest cechą szczepową A. acidoterrestris. 

4. Zawartość ekstraktu w soku jabłkowym i poziom inoculum są podstawowymi 
czynnikami determinującymi czas detekcji (długość lag fazy) A. acidoterrestris. 
 
Praca była prezentowana podczas obrad VI Konferencji Naukowej nt. „Nowocze-

sne metody analityczne w zapewnieniu jakości i bezpieczeństwa żywności”, 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 

 
S u m m a r y 

 
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 cm3 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 
R2 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.  
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