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Osszefoglalo

A szerz6 rovid irodalmi attekintést ad a gyiimolcslevek aktudlis mikrobioldgiai kérdéseirdl, az
utobbi évtizedben eléforduld romlési jelenségekrdl. Beszamol arrdl a vizsgalati modszerrdl,
amelyet részben az irodalom attekintése, részben sajat vizsgalatai alapjan megfelelonek tart az
Alicyclobacillus acidoterrestris kimutatasara, amellyel a gylimolcslevek és stiritmények

felhasznalas eldtti mindsitése elvégezhetd.

A klasszikus mikrobioldgia tanitdsa szerint a gyiimdlcslevek nem tartoztak a mikrobioldgiai
szempontbol veszélyes termékek koz¢, mivel a baktériumok tobbsége 4,5 pH alatt nem képes
szaporodni. Az ilyen termékek mikroflorajat élesztdgombak, penészgombak és néhany sporat
nem képz6 baktérium (pl. Lactobacillus plantarum) alkotja. A spoérat nem képzd
mikroorganizmusok mar enyhe hdkezeléssel, vagy tartositoszer adagolasaval konnyen féken
tarthatok.

Mar a hetvenes évek végén kideriilt azonban, hogy vannak olyan élesztdgombak, amelyek
nemhogy nem pusztithatoak el kaliumszorbat adagolasaval, de szénforrasként fel is tudjak azt
hasznalni. Ezt kovetéen a mikrobiologusok kidolgoztak vizsgalati modszereiket a savas
tartositoszerekkel szemben rezisztens élesztdgombak kimutatdsara, amely egy dusitasbol és
egy APRY (acid preservative resitant yeast) agarra vald szélestésbdl all.

Mind a tertositdszerekkel szmbeni ellenérzés, mind a biztonsag szempontjabdl a termékek
pasztérozése keriilt el6térbe. A fent emlitett mikrofloranak a hatastalanitasa "hot fill and
hold" pasztérozéssel megoldhatd. Ezzel a modszerrel a gyiiméleslevet 90-95°C-on 15-20
masodpercig torténé hokezelés, 82-84°C-ra vald hiités, toltés, majd 2 perces hdntartas utan

hiitéssel gyartjak

A 80-as években azonban a gylimolcslégyartok ujabb komoly problémaval talaltak szembe
magukat. Fogyaszt6éi panaszok voltak mindségmegdrzési idOtartamon beliil megromlott

gylimolcslevekkel kapcsolatban. A panaszok zome iz- és szinelvaltozasokrol szolt. Mivel



gazképzddés nem kisérte a jelenséget, igy el0szor kémiai szennyezddésre gondoltak, de idovel
mikrobaszaporodast fedeztek fel a dolgok hatterében. Olyan, valdsziniileg spérds mikrobat
kellett keresni, amely a gylimdlcslevek savassagat is jol tiri. Kezdetben a Bacillus

coagulansra gondoltak, amely jol ismert paradicsomsiritmények és levek romlasokozdjaként.

Almalevekbdl azonban egy j tipusu romlést okoz6 spéras baktériumot izolalt Cerny (1984),
melyet Deinhard (1987) nevezet el Bacillus acidoterrestrisnek. Késébb Yamazaki (1996) uj
génusként, mint Alicyclobacillus kiilonitette el a savtird sporas baktériumokat. Ebbe a
génusba tartozd mikrobak az Alicyclobacillus acidoterrestris, az Alicyclobacillus
acidocaldarium és az Alicyclobacillus heptanicus. Osszetartozasukat a sejtmembranjukban
jelenlévd w-aliciklusos zsirsav jelenti, mivel ez a felelds ezeknek a mikrobaknak a
savtliréséért.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris simasavanyité romlast okoz6 baktérium, amely széles pH
tartomanyban (2,5-6,0) és hémérséklettartomanyban (25-60 °C) képes szaporodni.

Altaldban a sporak hdrezisztencidja nagyobb a semlegeshez kozeli pH estén. Altaliban a
hérezisztens sporak rezisztencidjanak gyengitését hokezelés és pH csokkentés egylittes
alkalmazasaval érik el. Nem igaz ez azonban az Alicyclobacillus acidoterrestris sporaira.
Altalaban igaz, hogy a spordk hdrezisztencidjat a dehidratalt allapottal, a dipikolinsav
tartalommal, a hdstabil fehérjék jelenlétével, és az asvanyi anyag tartalommal magyarazzak.
Ez utobbi valtoztathatd a spérdk esetében, igy pl. Ca és Mn bevitel csokkenti a sporak
hdrezisztenciajat.

A Ca™" fontos szerepet jatszik az Alicyclobacillus acidoterrestris sporak hdrezisztencidjanak
stabilizalasaban a dipikolinsavval valo kelatképzése altal. Az Alicyclobacillus acidoterrestris
sporak alacsony pH mellett er6sen kotésben tartjak a Ca és Mn ionokat, erésebben, mint mas
baktériumok (pl. B.subtilis). A Ca és a dipikolinsav allanddo mennyisége és erds kotédése

okozza a specialis hérezisztenciat.

A felismerés utdn szdmos kutatd vizsgalta a kiilonb6z6 savak (citromsav, borkdsav,
malonsav) hatasat az Alicyclobacillus acidoterrestris sporak horezisztencidjara, de nem
talaltak szignifikans kiilonbséget 91-100°C kozotti intervallumban. A vizoldhaté szarazanyag
(Brix) koncentraci6 viszont fontos hatassal bir a szaporodasra Splittstoesser D.F. és mtsai
(1994). Fehér sz6161é estében a 19,2°Brix gatolta a szaporodast, mig a 18,2 °Brix még

optimalis a szaporodasra. Silva F.M. ¢és mtsai (1999) kifejlesztett egy prediktiv modellt a D-



értékre, amelyet a pH, vizoldhatd szarazanyagtartalom ¢és a kornyezeti homérséklet
fiiggvényében irt le.

Pontius A.J. és mtsai (1998) egy ajanlast dolgozott ki gylimolcslevekben el6forduld savtiird
sporak elleni hokezelés tervezésére. Ez az ajanlds egy olyan optimalizalason alapul, amely
soran a romlast okozd savtlir@ spora ugy inaktivalodik, hogy kézben a termék mindsége nem
valtozik meg kedvezotleniil.

Vieira M.C. és mtsai(2002) kinetikai paramétereket és kisérleti modszert ajanl tropikus
gyiimolcsnektarok hékezelési folyamatainak tervezésére Alicyclobacillus acidoterrestris
sporak inaktivalasdra. Nektarokra a hdkezelési miiveletet 5D értékre javasolja méretezni
HTST (high temperature short time principle) technikat alkalmazva, mivel a savtlir6 sporak

elpusztitasa mellett csak igy Orizhetd meg a termék vitamin €s hasznos anyag tartalma.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris kimutatasara szolgaldé modszert Pettipher G.L.(1997)
dolgozta ki. A pasztoérozést talélé Alicyclobacillus acidoterrestris sporak szaporodni képesek
narancslevekben, almalevekben és az ezeket tatalmazo "csendes" italokban és siiritményekben
is 25-44°C-on, mikdzben a termék romlasat okozzak és 1-100 ppb guajakolt (o-hidroxi anizol)
termelnek.

Az izbeli tulajdonsag valtozast 10°/ml-nél érzékeltek. Ebben az esetben 2-100 ppb guajakolt
mértek a termékekben. a szilirt levekben ennél a mikrobaszamnal még nincs lathaté elvaltozas
a termékben.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris sporai talélik a 95°C-on 30 s-os hokezelést és romlast

tudnak okozni gylimélcslevekben.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris a pasztérozéssel szemben rezisztens, széles hdmérséklet és
pH tartomanyban képes szaporodni, és guajakolt és egyéb romlast eldidézé vegyiileteket
termel. Erre a baktériumra érzékenyek a friss, pasztOrozott, vagy tartosltoszer nélkiili
termékek szobahdmérsékleten vald tarolaskor. Az tlizemeknek tehat sziikségiik van olyan
modszerre, amellyel kimutathatdé az Alicyclobacillus acidoterrestris a kiilonféle

gylimdlcslevekbdl és koncentratumokbdl, hogy a romlési veszélyt redukalni tudjak.

Ot taptalajt hasonlitottak Ossze: nutrient agar, BAM (bacteriological analytical method)
modszer, SM taptalaj, PDA (burgonya gliikoz agar) és az OSA (narancs szérum agar). Mivel
az Alicyclobacillus acidoterrestris 25 és 44 °C kozott jol szaporodik, a kiséré mikroflora

kizarasa miatt a magasabb hdmérséklet értékeket valasztottak.



Taptalajok:

BAM taptalaj.
0,25 g/l CaCl,.2H,0
0,50 g/l MgS0,4.7H,0
0,20 g/l (NH4)SO4
3,00 g/l KH,PO,4
1,00 g/ ¢élesztOkivonat
5,00 g/1 gliikoz
1, 0 ml nyomelem oldat (rarrand)
pH: 4,0

SM taptalaj
0,25 g/l CaCl,.2H,0
0,50 g/l MgS0,4.7H,0
0,20 g/l (NH4)SO4
3,00 g/l KH,PO,4
3,00 g/l élesztokivonat
5,00 g/1 gliik6z
1, 0 ml nyomelem oldat (rarrand)
pH: 4,3

PDA (potato dextrose agar)

Burgonyaf6zet (200g burgonyabsl) 4,0 g

Gliikéz 20g
Agar 159

pH: 5,6

OSA (orange serun agar)
Kazein pepton 10g
Elesztékivonat 3,0 g
Narancskivonat 5,0 ¢
Glikoz 4,0 g
K,HPO, 3,09
Agar17,0g
pH: 5,5

Szam meghatarozas esetében a legjobb visszanyerést az OSA agaron talaltak, amely

esetében a szélesztéses modszer jobbnak bizonyult, mint a lemezdntéses modszer. A javasolt

modszer tehat: 0,2 ml minta szélesztése OSA tapagarra

inkubalas: 44°C hémérsékleten 48 6ra

telepszamlalas (feltételezetten Alicyclobacillus acidoterrestris szam)

kimutatasi hatar: 5 sejt/ml

(A baktérium a nutrient és a tripton szo6ja agaron nem novekedett.)

Jelenlét/hiany proba esetében is a legjobb visszanyerést az OSA taptalaj biztositotta a

kovetkezd eljarassal: a termék inkubalasa 44°C hdmérsékleten 48 oran at

10 pl szélesztése OSA agarra




inkubals: 44°C hémérsékleten 48 ora

a kifejlodott telepek feltételezetten Alicyclobacillus acidoterrestris-ek
megerdsitd vizsgalatok (ha sziikséges): Gram festés, API 50 CHB,
(API kéd: 102-232-5-6), Ribo Printer

Spéraképzés vizsgalat: az OSA taptalajon 44°C hémérsékleten 7 napig tartd inkubalds utdn a

sejtek 90%-a spora.

A modszerek értékelése:

= A dusitasos vizsgalathoz 4 napra, a szdm meghatarozashoz 2 napra van sziikség.

= A szam meghatarozasi modszer nem tud kiilonbséget tenni azok kozott a baktériumok
kozott, amelyek csak talélok (pl. sporak), és azok kozott, amelyek a termékben szaporodni
is képesek.

= A jelenlét/hiany proba ezért jobb indikatora az Alicyclobacillus acidoterrestris okozta
elvaltozasok prognosztizalasara

= A tenyészetek jellegzetes sonka aromat arasztanak (a guajakol termeléssel 0sszefliggésben)
az OSA taptalajon, ami egy jol alkalmazhat6 indikatora a potencialis romléasnak.

= A moddszer a hossza vizsgélati id6 ellenére is lehetdvé teszik, hogy a nyersanyagok és a
stiritmények felhaszndlas el6tti mindsitését elvégezziik, €s kimutatas esetén ezekbdl a
gyliimdlcs anyagokbol csak erdteljesebb tartositasi technoldgiaval (pl. UHT vagy

fagyasztas) allitsuk eld a terméket.

A FoodMicro Kft Mikrobioldgiai Laboratoriumaban is végeztiink vizsgalatokat a BAM
taptalaj és az OSA téaptalaj Osszehasonlitisara, amely sordn szintén az OSA bizonyult
jobbnak. Ezzel a modszerrel sikeriilt kimutatni almasiiritmény mintdkbol feltételezetten

Alicyclobacillus acidoterrestris-t.
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Motto: A mikrobak alkalmazkodoképessége és valtozékonysaga hatartalan

A klasszikus mikrobioldgia tanitasa szerint a gyiimolcslevek nem tartoztak a mikrobioldgiai
szempontbol veszélyes termékek koz¢, mivel a baktériumok tobbsége 4,5 pH alatt nem képes
szaporodni. Az ilyen termékek mikroflorajat élesztogombak, penészgombak €s néhany sporat
nem képz6é baktérium (pl. Lactobacillus plantarum) alkotja. A sporat nem képz6
mikroorganizmusok mar enyhe hdokezeléssel, vagy tartositoszer adagolasaval konnyen féken
tarthatok.

A 80-as években azonban a gyiimélcslégyartok tjabb komoly problémaval talaltak szembe
magukat. Fogyasztdi panaszok voltak mindségmegdrzési iddtartamon beliill megromlott
gytimolcslevekkel kapcsolatban. A panaszok zome iz- €s szinelvaltozasokrol szolt. Mivel
gazképzodés nem kisérte a jelenséget, igy eldszor kémiai szennyezddésre gondoltak, de idével
mikrobaszaporodast fedeztek fel a dolgok hatterében. Olyan, valdsziniileg sporas mikrobat
kellett keresni, amely a gyiimolcslevek savassagat is jol tiiri.

Almalevekbdl azonban egy Uj tipusti romlast okozd sporas baktériumot izolaltak, melyet 0j
génusként, mint Alicyclobacillus kiilonitettek el. Ebbe a génusba tartozé mikrobak az
Alicyclobacillus acidoterrestris, az Alicyclobacillus acidocaldarium és az Alicyclobacillus
heptanicus. Osszetartozasukat a sejtmembranjukban jelenlévd w-aliciklusos zsirsav jelenti,
mivel ez a felelds ezeknek a mikrobaknak a savtiiréséért.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris simasavanyitdé romlast okoz6 baktérium, amely széles pH
tartomanyban (2,5-6,0) és hémérséklettartomanyban (25-60 °C) képes szaporodni

A sporak horezisztenciajat a dehidratalt allapottal, a dipikolinsav tartalommal, a hdstabil
fehérjék jelenlétével, és az dsvanyi anyag tartalommal magyardzzak. Ez utdbbi valtoztathato a
sporak esetében, igy pl. Ca és Mn bevitel csokkenti a spordk hdrezisztenciajat.

A Ca'" fontos szerepet jatszik az Alicyclobacillus acidoterrestris sporak hérezisztenciajanak
stabilizalasdban a dipikolinsavval valo6 kelatképzése altal.

A pasztérozést talélé  Alicyclobacillus acidoterrestris sporak  szaporodni  képesek
narancslevekben, almalevekben és az ezeket tatalmazo "csendes" italokban ¢és siiritményekben
is 25-44°C-on, mikozben a termék romlasat okozzak és 1-100 ppb guajakolt (o-hidroxi anizol)
termelnek.

Az izbeli tulajdonsag valtozast 10°/ml-nél érzékeltek. Ebben az esetben 2-100 ppb guajakolt
mértek a termékekben. A sziirt levekben ennél a mikrobaszdmnal még nincs lathato elvaltozas
a termékben.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris sporai tilélik a 95°C-on 30 s-os hékezelést és romlast
tudnak okozni gylimdlcslevekben.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris a pasztorozéssel szemben rezisztens, széles homérséklet és
pH tartomanyban képes szaporodni, és guajakolt és egyéb romlast eldidézd vegyiileteket
termel. Erre a baktériumra érzékenyek a friss, pasztorozott, vagy tartdsitoszer nelkiili
termékek szobahdmérsékleten valo tarolaskor.



