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KVANTITATIVNA ANALYZA RASTU ESCHERICHIA COLI
A LACTOCOCCUS LACTIS subsp. LACTIS PRI SUBEZNEJ KULTIVACII

V MLIEKU

Quantitative analysis of growth of Escherichia coli in co-culture with

Lactococcus lactis subsp. lactis in milk

D. LIPTAKOVA, L. VALIK, B. MEDVEDOVA, A. HUDECOVA

Slovenska technicka univerzita, Bratislava; Slovak University of Technology, Bratislava, Slovak Republic

ABSTRACT

The growth of the Escherichia coli strain isolated from lumpy goat cheese was studied in milk and in co-culture with
Lactococcus lactis subsp. lactis. The strain in mono-culture showed very good rate of growth in milk, reaching the numbers
higher than 8 log CFU/ml during the stationary phase at all the tested temperatures. The minimal growth temperature of 9.5
°C was determined from secondary mathematical equation (Gr, = 0.0327*T - 0.3101; R* = 0.9755). Primary modelling
of the growth curves of two competitive organisms showed that only L. /actis inoculum of 107 CFU/ml at temperature
from 18 to 21 °C could suppress the growth of E. coli and keep its numbers during stationary phase at maximal density of
10* CFU/ml. Combined effect of the initial inoculation of L. lactis and incubation temperature on E. coli was described

with the highly significant second order equation: Gr .

= 0.02104 + 0.000693*T* — 0.000727*T*N

(R?, = 0.98).
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UVOD

Escherichia coli patri medzi najbeznejsie
mikrobialne kontaminanty v potravinarstve. Z hl'adiska
indikatorovej funkcie tento organizmus zarad’ujeme
medzi koliformné baktérie. Tvori gramnegativne
kokoidné palicky, ktoré fermentuju laktdézu za vzniku
roznychkyselin, predovsetkym kyseliny mlie¢nej, octove;j
aplynov (CO, a H,) pocas kultivacie pri 35 °C az 37 °C.
Fermentuje glukézu, sacharézu, manitol a z tryptofanu
tvori indol (Gorner a Valik, 2004; Votava a i., 2003).

V potravinarskej praxi je E. coli povazovana za
kontaminanta, ktory znehodnocuje viaceré potravinarske
produkty. Pri vyrobe syrov s nizkodohrievanou syrovinou
(pri 36 °C az 40 °C) fermentaciou zbytkovej laktozy

vyvolava ich skoré nadtvanie. Niektoré toxinogénne
kmene E. coli sa dokdzu prichytit na nerezovych
povrchoch  technologickych  zariadeni.  Krizovou
kontaminaciou pocas vyroby alebo manipuldcie s
potravinami vstupuju napriklad shiga-toxin produkujtice
kmene do potravinového retazca (Gorner a Valik,
2004; Rivas ai., 2007; Lim ai., 2007). Pasterizacné a
sterilizaéné teploty E. coli devitalizuju, naopak chladenie
rast E. coli iba spomali. Massa a i. (1999) vo svojej praci
poukazali na vel'mi dobry rast E. coli O157:H7 pri 8 °C
v surovom mlieku, pricom zaznamenali jej narast o 2 azZ
3 log poriadky po 9 az 17 diloch inkubacie.

Rast E. coli dokazu ciastocne limitovat’ baktérie
mlieéneho kysnutia, a to vd’aka produkcii organickych
kyselin (pokles pH) ardznych antimikrobidlnych
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faktorov, utilizacii kyslika (pokles redoxného potencialu)
a znizenia nutricnych faktorov v prostredi. Podla
viacerych autorov (Glass a i., 1992; Burdova a Laukova,
2001; Gran a i., 2003; Mufandaedza a i., 2006) zniZenie
aktivnej kyslosti pH < 5,0, rast a rozmnozovanie E. coli
obmedzuje az zastavuje. Podl'a Pressera a i. (1998) nizke
pH a nedisociovana forma kyseliny mlie¢nej st hlavné
faktory limitujuce rast a rozmnozovanie E. coli.

Uludi moéze E. coli sposobovat’ ochorenia
mocového traktu, sepsy, meningitidy, infikovanie
ran aniektoré kmene aj infekcie traviaceho traktu
sprevadzané¢ hnackami, priCom vaznejSie pripady
ochoreni mézu kon¢it’ az smrtou (Votava a i., 2003; Caro
a Garcia-Arnesto, 2007).

V stiCasnosti sa potravindrski mikrobiologovia
atechnologovia  spitne obracaju  k principom
biokonzervacie, pricom pridavok Specifickych druhov
a kmenov baktérii mlieCneho kysnutia moéze spomalit’
rast kontaminujiicich mikroorganizmov a predizit
tak trvanlivost’ produktu (Presser ai., 1997). Z tohto
dovodu existuje zdujem odbornej praxe o aktualizované
kvantitativne charakterizacie rastu mikroorganizmov
atiez orast kontaminantov pri spolo¢nej kultivacii so
svojimi antagonistami rastu (Medved'ovd ai., 2007
Liptakova ai., 2007). V tejto suvislosti sme sa v tejto
praci zamerali na popisanie dynamiky vzajomného vzt'ahu
medzi Escherichia coli a cistou mezofilnou kultirou
Lactococcus lactis subsp. lactis v mlieku v zavislosti od
teploty. Ciel'om nasej prace bolo tiez hodnotit’ ziskané
vysledky vo vztahu k podmienkam remeselnej vyroby
syrov zo surového mlieka.

MATERIAL A METODY

Kmen Escherichia coli bol pdvodne izolovany
z ov¢ieho hrudkového syra vyroben¢ho zo surového
mlieka na selektivnom médiu Chromocult Coliform
agar (Merck, Darmstadt, Nemecko) pri 37 °C 24 h.
Na povrchu tohto agaru tvori E. coli tmavomodré
kolonie vd’aka $tiepeniu X-glukuronidu enzymom (- D-
glukuronidaza a salmon-galaktoza substratu enzymom
B- D- galaktoziddza. Kmen bol nasledne uchovavany na
$ikmom GTK agare (Imuna, Sari$ské Michalany, SR) pri
teplote 5 °C. Na inokulaciu vzorky bola pouzita suspenzia
E. coli s denzitou N, = 10> KTJ/ml, pripravena z 24 h
kultary kmena vyrasteného na GTK agare pri 37 °C.

Kultara Lactococcus lactis subsp. lactis je Cista
kultara mezofilnych baktérii mlie¢neho kysnutia, ktora
bola izolovana z acidofilného mlieka (Rajo, Bratislava,
SR) auchovavana v M17 bujone (Merck, Darmstadt,
Nemecko) pri teplote 5 °C. Otestovali sa jej rastové
schopnosti pri teplote 10, 30, 40 a 45 °C, d’alej tolerancia
voci pH 9,2 a 9,6, tolerancia vo¢i NaCl v koncentracii

4 a6,5 % (w/w) vMI17 bujone (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Na rodova identifikdciu kmena sme
vyuzili PCR analyzu, ktora vykonala RNDr. Barbora
Vidové z Ustavu molekularnej biologie SAV a nasledne
fenotypicka identifikacia bola doplnena systémom API
(BioMérieux, Marcy 1°Etoile, Franctuzko). Na jednotlivé
experimenty bola pouZita 24 h kultara s denzitou N |
= 10* a N, = 107 KTJ/ml, pripravend z 24 h kultiry
kmena vyrasteného v M17 bujéne pri 37 °C.

Paralelné vzorky UHT mlieka s obsahom tuku 15
g/l boli v sérii experimentov sucasne inokulované ¢istou
24 hkultarou E. colia 24 hkultarou L. lactis a inkubované
pri teplotach 10 °C, 12 °C, 15 °C, 18 °C, 21 °C a 25 °C.
Pre potvrdenie inhibi¢ného G¢inku mlie¢nych baktérii na
dynamiku rastu E. coli sme vykonali aj pokusy inkubécie
Cistej kultary E. coli v UHT mlieku pri teplotach od 10
°C do 37 °C.

Zo zistenych zmien poctov E. coli a L. lactis
v UHT mlieku v zavislosti od ¢asu inkubacie sme
vypocitali pomocou Baranyiho D-modelu (1993) rastové
parametre (rastova rychlost’, trvanie lag-fazy), ktoré boli
podrobené analyze v sekundarnej faze matematického
modelovania mikrobialneho rastu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

v

testovanych teplotach s genera¢nym ¢asom 28 h (10 °C)
a 24 h (12 °C), pricom konec¢né pocCty v stacionarnej faze
boli radovo 10® KTJ/ml. ZvySovanim teploty sa rastova
rychlost’ zvySovala (z 0,081 log KTJ/h.ml pri 10 °C az
na 0,943 log KTJ/h.ml pri 37 °C) a lag-faza sa skratila z
25 hodin pri 10 °C na 54 mintt pri 37 °C (tab. 1). Syry
abryndza sa v salaSnickych podmienkach vyrabaji
zo surového mlieka akysnutie mlieka prebicha pri
teplote 18 az 21 °C (Valik a i., 2004). Pri tejto pomerne
vysokej teplote by mohlo za uréitych podmienok,
napriklad pri nizkych poctoch baktérii mliecneho
kysnutia alebo nedostatocne rychlej fermentacii mlieka,
dojst’ k neprimeranému pomnozeniu E. coli, ¢o mozno
dokumentovat’ aj s nami zistenou dynamikou E. coli.

Stcasne pri kazdom odbere vzorky na
mikrobiologicku analyzu bola stanovena aj aktivna
kyslost. K najvyznamnejsim zmenam pH dochadzalo
az na zaciatku stacionarnej fazy rastu E. coli. Napriklad
pri teplote 10 °C kleslo pH za 6 dni z hodnoty 6,7 na
hodnotu 6,0, priCom v tomto ¢ase bola denzita E. coli
4,8.108 KTJ/ml apri 37 °C poklesla aktivna kyslost’
mlicka az na hodnotu 4,72 za 24 h. Marek ai. (2004)
zaznamenali pokles aktivnej kyslosti pasterizovanej
srvatky inokulovanej bunkami E. coli, pricom pocas jej
skladovania pri 15 °C pokleslo pH z hodnoty 5,5 na 4,2
vd’aka metabolickej aktivite E. coli.
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Tab. 1: Rastové parametre Escherichia coli v mlieku
v zavislosti od teploty

Table 1: Growth parameters of Escherichia coli in
milk in response to temperature

Temperature GrjC LagﬁEC
10 °C 0,081 25,2
12°C 0,096 13,1
15°C 0,169 8,5
18 °C 0,229 5,9
21 °C 0,35 33
25°C 0,466 3,0
30°C 0,681 1,5
37°C 0,943 0,9

Gr - rastova rychlost’ E. coli (log KTI/h), Lag . - lag-faza E. coli
(h); Gr - growth rate of E. coli (log KTJ/h), Lag , — lag phase of
E. coli (h) -

Vplyv teploty na rastova rychlost’” E. coli bolo
mozné popisat’ Ratkowského modelom (VGr = 0,0264*T
+0,0134, Rz( Jan = 0,9905), ktory bol pouzity aj v pripade
Bacillus cereus (Valik a 1., 2003) a Candida maltosa YP1
(Liptakova a 1., 2006). Zo zavislosti rastovej rychlosti od
teploty bola vypocitana minimalna teplota rastu E. coli na
9,5 °C. Skracovanie lag-fazy E. coli v mlieku v zavislosti
od zvySujucej sa teploty inkubdcie je Statisticky vysoko
vyznamné podl'a rovnice: In lag = -0,1184*T + 4,0057
R?,, g — 0,9372).

Pridavky cistej kultiry L. lactis sposobili znizenie
dynamiky rastu E. coli v porovnani s monokulturou a
to predovsetkym produkovanou kyselinou mlie¢nou a
naslednym rychlym poklesom pH v mlieku (obr. la-
d). Napriklad pogiato¢na denzita L. lactis 107 KTJ/ml
pozastavila rast E. coli na koncentraciach nizsich ako v
pripade monokulturnej kultivacie (tab. 2), kedy konec¢né
pocty E. coli dosiahli hodnoty 1,1.105 KTJ/ml pri 10 °C,
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Obr. 1a, 1b, 1¢ a 1d: Dynamika rastu Escherichia coli a kultiry Lactococcus lactis subsp. lactis (4 a 7 log KTJ/
ml) pocas spolocnej kultivacie v mlieku pri teplote 18 a 21 °C

Fig. 1a, 1b, 1¢ a 1d: Growth dynamics of Escherichia coli and Lactococcus lactis subsp. lactis (4,0 a 7,0 log
KTJ/ml) during co-culture in milk at 18 and 21°C
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1,1az2,5.10*KT)/ml (12 az 15°C)a4,0a77,1.10* KTJ/ml
(18 az 25 °C). Hodnoty rastovych rychlosti ¢istej kultary .
coli v mlieku bez pridavku L. lactis sa napr. pri teplotach
10 °C a 25 °C pohybovali v intervale 0,081 az 0,466 log
KTJ/h.ml, kym v mlieku s vysokym pridavkom laktokoka
(107 KTJ/ml) boli rastové rychlosti E. coli 027 az 40
% nizsie (0,049 a 0,339 log KTJ/h.ml; tab. 2). Koneéné
denzity laktokokov sa v stacionarnej faze rastu pohybovali
radovo medzi 8 az 9 log KTJ/ml. Hodnoty aktivnej kyslosti
v mlieku so spolo¢ne kultivovanymi kultirami E. coli a L.
lactis (N, = 7 log KTJ/ml) klesali pri teplote 18 °C az 21
°C po takmer 12 h inkubacie (obr. 1c-d).

Tymito vysledkami vyplyvajicimi zo spolocne;j
kultivacie baktérii mlie¢neho kysnutia a kontaminanta
E. coli sa potvrdili nalezy Mareka ai. (2004), ktori
v nepasterizovanej srvatke ziskanej pri vyrobe ¢edarovych
syrov zistili, ze az vysoké pociatocné koncentracie
baktérii mlie¢neho kysnutia 107 KTJ/ml dokazali potlacit’,
avsak nie Gplne eliminovat’, rast E. coli O157:H7 pocas
jej uchovavania pri 4 °C, 10 °C a 15 °C.

Tab. 2: Rastové parametre Escherichia coli
v zavislosti od teploty v spolo¢nej kultivacii
s kultirou Lactococcus lactis subsp. lactis
(N, .. =107 KTJ/ml) v mlieku

Table 2: Growth parameters of Escherichia coli in
response to temperature in co-culture with
Lactococcus lactis subsp. lactis (N, =107

KTJ/ml) in milk

Temperature  Gr Nsf GrJH Gr
10 °C 0,049 1,1.10° -0,025 0,02

12°C 0,060 2,5.10* -0,030 0,071
15°C 0,083 1,1.10¢ -0,088 0,082
18 °C 0,121 7,1.10° -0,105 0,105
21°C 0,166 4,0.10° -0,121 0,152
25°C 0,399 6,3.10° -0,28 0,219

Gr - growth rate of E. coli (log KTJ/h), Nsf | — E. coli end count
in stationary phase (log KTJ/ml), Gr  — rate of pH decrease, Gr |
— growth rate of L. lactis (log KTJ/h) ~ B

H

Vplyv L. lactisnaE. colibol viditel'ny aj prinizkych
pridavkoch L. lactis (10* KTJ/ml), nakol’ko denzity E. coli
v stacionarnej faze nedosiahli svoje maximalne hodnoty.
Pre ilustraciu, pri poc¢iato¢nej koncentracii 10* KTJ/ml
L. lactis, denzita E. coli v stacionarnej faze dosahovala
hodnoty od 1,6.10°do 9,1.107 KTJ/ml (tab. 3) v zavislosti
od teploty, kym pri mono-kulturach sa konecné denzity
E. coli pohybovali radovo 108 KTJ/ml. Zvysené pridavky
L. lactis viedli aj k znizovaniu rastovych rychlosti E. coli
v mlieku. Napriklad pri teplote inkubacie 18 °C a 21 °C

mono-culture,

bola rastova rychlost’ E. coli v mono-kultare (Gr

sec = 0229 log KTW/hml; Gr, | e 5o = 0,35 log
KTJ/h.ml) o 18 %, resp. 0 32,5 % vysSia ako rastova
rychlost E. coli (Gr_ .. 15oc = 0,187 log KTJ/h.ml; Gr_
wire, 21 ¢ = 0,236 log KTJ/h.ml) v spolo¢nej kultivécii
s L. lactis o koncentracii 10* KTJ/ml (obr. 1a-b). Rastové
rychlosti laktokokov boli priblizne rovnaké alebo nizsie
ako rastové rychlosti E. coli v spolo¢nej kultivacii
a kone¢né denzity L. lactis dosahovali poriadkovo 8 az 9

log poriadkov (tab. 3).

Tab. 3: Rastové parametre Escherichia coli
v zavislosti od teploty v spolo¢nej kultivacii
s kultirou Lactococcus lactis subsp. lactis
(N, . = 10* KTJ/ml) v mlieku

Table 3: Growth parameters of Escherichia coli in
response to temperature in co-culture with
Lactococcus lactis subsp. lactis (N, , =10
KTJ/ml) in milk

Temperature GrﬁEC NSI‘:EC GrJH Grch
10 °C 0,000  9,1.10"  -0,047 0,062
12°C 0,109  7,6.10"  -0,047 0,084
15°C 0,121 3,3.107 -0,086 0,115
18 °C 0,187  3,2.10°  -0,083 0,180
21°C 0,236 1,6.10° -0,125 0,225
25°C 0,412 1,1.107 -0,154 0,43

Gr , — growth rate of E. coli (log KTJ/h), Nsf | — E. coli end count
in stationary phase (log KTJ/ml), Gr , — rate of pH decrease, Gr
- growth rate of L. lactis (log KTJ/h) ~ -

H

So zvySujucim sa pridavkom L. lactis aso
znizujicou sa teplotou klesala rastova rychlost’ E. coli
v mlieku (obr. 2). Spoloény vplyv teploty a pociatocne;j
inokulacie L. lactis na rastovi rychlost’ vyjadruje rovnica
1, ktort je mozné pouzit' na predpovedanie spravania
sa E. coli vmlieku spridavkom L. lactis s98 %
pravdepodobnostou a variatnym koeficientom 12,9 %:

Gr,, . =0,02104 +0,000693*T* - 0,000727*T* N _

Ec_Lc
R?>=10,98 @)
kde:
Gr,_ | -rastovarychlost’ E. coli v log KTJ/h.ml,
T - teplota v °C,
N - pociato¢na inokulacia L. lactis v KTJ/ml.

0 Lc

Zavislost kone¢nych pocétov E. coli od spolo¢ného
vplyvu teploty a pociatocnej inokulacie L. lactis (obr. 3)
bolo mozné popisat’ viacparametrovou rovnicou (2), ktora
sa s 98 % pravdepodobnostou a variaénym koeficientom
3,9 % da pouzit’ na predpovedanie spravania sa E. coli
v mlieku s pridavkom L. lactis.
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Obr. 2: Spolocny vplyv teploty a pociatocnej
inokulacie Lactococcus lactis subsp. lactis

na rastovu rychlost’ Escherichia coli pocas
subeZznej kultivacie v mlieku

Combined effect of temperature and initial
inoculation of Lactococcus lactis subsp. Lactis
on growth rate of Escherichia coli during
concurrent cultivation in milk

Fig. 2:

N e o= 10,05-0,123*N, | > +0,417*N,

+0,00309*T>— 0, 155*T — 0,00727*T* N,
R?=0,98 2)
kde:
- koncentracia E. coli v stacionarnej faze
v KTJ/ml,
- pociato¢na inokulacia L. lactis v KTJ/ml,
- teplota v °C.

max_Ec_Lc

=z =z

Podla Potravinového koédexu SR je potrebné
udrzat® mnozstvo koliformnych baktérii vratane E.
coli v ovéom a kozom hrudkovom syre vyrdbanom zo
surového mlieka na hodnotach nizsich ako 10* KTJ/ml.
V pripade, ze by pocet koliformnych baktérii prekrocil
hodnotu 10¢ KTJ/ml, mohli by sme spozorovat’ kazenie
potraviny aj senzoricky, vznikom tzv. ,,off- flavour®.

Zvyseny pridavok L. lactis do mlieka (107
KTJ/ml) na zaciatku inkubacie viedol k rychlemu
poklesu aktivnej kyslosti na hodnoty nizSie ako pH
5,0 (Gry 1o = 0,105 h'; Gr i asec = 0,28 h'; tab. 2).
Podrla Brocklehursta a Wilsona, (2000) bola vypocitana
koncentracia nedisociovanej formy kyseliny mlie¢nej pre
pH=4,1apK, , .. = 3,86 na hodnotu 0,44 %, pricom
spoluposobenie vsetkych spomenutych faktorov viedlo
k pozastaveniu rastu E. coli na koncentracii nizsej ako
2,5.10* KTJ/ml pri vSetkych teplotach, okrem 10 °C, ¢im
sa podarilo splnit’ poziadavku Potravinového kodexu.

|23

Iog NnaxAEc

log No 1

Obr. 3: Zavislost’ mnoZstva Escherichia coli

v stacionarnej faze od spolo¢ného vplyvu
teploty a pociato¢nej inokulacie Lactococcus
lactis subsp. lactis po¢as stiibeznej kultivacie
v mlieku

Dependence of amount of Escherichia coli
in stationary phase from combined effect
of temperature and initial inoculation

of Lactococcus lactis subsp. lactis during
concurrent cultivation in milk

Fig. 3:

Pri znizenej inokulacii kultarou L. lactis (10* KTJ/ml)

v

(GrpHJg(,C =-0,083 log KTJ/h.ml; GrpH725°c =-0,154 log
KTJ/h.ml; tab. 3), priCom koncentracia nedisociovane;j
formy kyseliny mliecnej bola vypocitana pri 25 °C a pH
= 4,1 na 0,33%. Konec¢né denzity E. coli v stacionarne;j
faze boli do 9,1.107 KTJ/ml.

Kyselina mlie¢na ako slaba organicka kyselina
produkovana baktériami mlie¢neho kysnutia dokéze na
rozdiel od silnych kyselin (HCIl) parcidlne disociovat’.
Jej nedisociovana forma vdaka svojmu lipofilnému
charakteru prestupuje cez plazmaticki membranu do
cytoplazmy buniek jednoduchou diftziou, v nej nasledne
disociuje, a tym dochadza k zniZeniu intracelularneho pH
(Coroller ai., 2005). Vsetky snahy bunky o obnovenie
homeostazy idi na ukor vlastnych metabolickych
procesov, akymi su rast a rozmnozovanie (Brul a Coote,
1999; Holyolak a i., 1999). Nasledne moéze dojst’ ku
kumulécii toxického aniénu v intracelularnom prostredi,
¢im sa narusia d’al$ie metabolické procesy v bunke (Piper
ai, 1998). Daldim moznym mechanizmom inhibicie
rastu mikroorganizmov kyselinou mlie¢nou je podla
Pressera ai. (1997) chelatacia kovov, napriklad Zeleza,
nevyhnutnych pre rast buniek. Lin ai. (1996) a Jordan
a 1. (1999) sledovali mechanizmy adaptacie komenzalnej
a patogénnej E. coli voci nizkemu pH (pH 2 a 3).
Kmene E. coli sa voc¢i kyslému pH v prostredi branili
prostrednictvom arginin-zavislého a glutamat-zavislého
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adaptacného mechanizmu. V prostredi s kyslym pH
dochadzalo k intracelularnej dekarboxylacii argininu
a kyseliny glutdmovej a k sti¢asnej spotrebe H* protonov
uvolnenych zo slabych organickych kyselin, ¢im bunky
udrzovali vnttorné pH v homeostaze.

V nadviznosti na predchadzajuce experimenty,
v ktorych sme sa venovali analyze rastu E. coli v mlieku
v pritomnosti kompetitivnych kultar baktérii mlie¢neho
kysnutia, v tejto praci sme pokracovali charakterizaciou
rastu kontaminanta v modelovom syre z kozieho mlieka.
Syr bol vyrobeny zo surového mlicka za laboratornych
podmienok bez pridavku doplnkovej mezofilngj
zakysovej kultiry a jeho zrenie prebiehalo pri 18 °C.

Pociatocné koncentracie E. coli v syre z kozieho
mlieka (obr. 4) boli stanovené na 5,0.10> KTJ/g. Po
114 h lag- faze vzrastol obsah E. coli o 1 log poriadok
rychlost'ou 0,015 log KTJ/h.ml na kone¢né pocty 2,0.10°
KTJ/g. Vysoky pociato¢ny obsah nativnych laktokokov,
6,15 log, a laktobacilov, 7,20 log, v kozom syre ako aj
rychly pokles aktivnej kyslosti (z 5,79 na 5,24 rychlostou
-0,137 h") zabezpeili, Ze pocas celej doby uchovavania
kozieho syra (7 dni pri 18 °C) nedoslo k prekroceniu
limitov pre E. coli, ktoré by viedli k znehodnoteniu
produktu alebo k produkcii toxinov ohrozujicich zdravie
konzumenta. Vernozy-Rozand a i. (2005) stanovili pokles
aktivnej kyslosti v syre vyrobenom zo surového kozieho
mlicka zo 6,7 na 4,3 po 5 dnoch, ¢o nasledne viedlo k
parcidlnej inhibicii rastu E. coli O157:H7 (N, = 10" az
10? KTJ/ml v mlieku).
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Obr. 4: Dynamika rastu mikroorganizmov a zmeny
hodnét pH pocas zrenia kozieho hrudkového
syra bez pridavku Startovacej kultary pri
teplote 18 °C

Growth dynamics of microorganisms and
changes in pH during maturation of lumpy
goat cheese without addition of initial culture
at 18°C

Fig. 4:

ZAVER

VnaSej praci sme dokdzali, Zze pociatocnd
koncentracia baktérii mlieéneho kysnutia aspon 10¢ az
107 KTJ/ml, resp. KTJ/g, dokdze udrzat zdravotne a
technologicky neziaduce mikroorganizmy pod kontrolou
vsulade s legislativnymi nariadeniami. Produkcia
kyseliny mlie¢nej zakysovymi kultirami a rychly pokles
aktivnej kyslosti na hodnoty rovné a nizsie ako pH 5,0
zohrali vyznamnt ulohu v parcialnej inhibicii rastu E.
coli v mlieku i kozom syre, pricom jej konecné denzity
dosahovali poéty rovné a niz$ie ako 10* KTJ/ml, resp.
KTJ/g. Nizsie pociatocné koncentracie laktokokov v
mlieku umoznili relativne rychly rast E. coli, pricom sa
kone¢né denzity pohybovali v rozmedzi do 9,1.10” KTJ/
ml.

Dalej sme nasimi pokusmi potvrdili fakt, Ze
teplota fermentacie minimalne 18 °C je vhodna pre
spomalenie rastu sledovaného kontaminanta vyuzitim
principov biokonzervacie, ¢o je v sulade s pracou Valika
a i. (2004), podla ktorej su teploty 18 az 21 °C vel'mi
dolezit¢ z technologického hladiska pri remeselnej
vyrobe syrov zo surového ovcieho mlieka.

Tato praca bola podporovana Agenturou na
podporu vyskumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢. APVV-
20-005605 a z grantu MS VEGA ¢. 1/3488/06.

LITERATURA

BARANYI, J.—ROBERTS, T.A.— MCCLURE, P. 1993. A non-
autonomous differential equation to model bacterial growth.
In: Food Microbiology, vol. 10, 1993, no. 1, p. 43-59.

BROCKLEHURST, T. F. - WILSON, P. D. G. 2000. The role of
lipids in controlling microbial growth. In: Grasas y Aceites,
vol. 51, 2000, no. 1-2, p. 66-73.

BRUL, S. — COOTE, P. 1999. Preservative agents in food.
Mode of action and microbial resistance mechanisms. In:
International Journal of Food Microbiology, vol. 50, 1999,
no. 1-2, p. 1-17.

BURDOVA, O. - LAUKOVA, A. 2001. Zdravotna neskodnost
mlieka a mlieénych vyrobkov. In: Mliekarstvo, ro¢. 32,
2001, ¢. 1, 5. 22-23.

CARO, L. - GARCIA-ARMESTO, M. R. 2007. Occurrence
of Shiga toxin-producing Escherichia coli in a Spanish
raw ewe’s milk cheese. In: International Journal of Food
Microbiology, vol. 116, 2007, no. 3, p. 410-413.

COROLLER, L. — GUERROT, V. — HUCHET, V. — LE
MARG, Y. - MAFART, P. - SOHIER, D. - THUAULT, D.
2005. Modelling the influence of single acid and mixture
on bacterial growth. In: International Journal of Food
Microbiology, vol. 100, 2005, no. 1-3, p. 167-178.

GLASS, K.A. — LOEFFELHOLZ, J.M. — FORD, P. - DOYLE,
M.P. 1992. Fate of Escherichia coli O157:H7 as affected
by pH or sodium chloride and in fermented, dry sausage. In:
Applied and Environmental Microbiology, vol. 58, 1992,
no. §, p. 2513-2516.

96



Slovak J. Anim. Sci., 41, 2008, 2

GORNER, F. - VALIK, .. 2004. Aplikovana mikrobiologia
pozivatin. 1. vyd. Bratislava : Malé centrum, 2004, ISBN
80-967064-9-7.

GRAN, H. M. — GADAGA, H. T. - NARVHUS, J. A. 2003.
Utilization of various starter cultures in the production
of Amasi, a Zimbabwean naturally fermented raw milk
product. In: International Journal of Food Microbiology,
vol. 88,2003, no. 1, p. 19-28.

HOLYOLAK, C.D.-BRACEY, D.-PIPER, PW.—KUCHLER,
K. — COOTE, PJ. 1999. The Saccharomyces cerevisiae
weak-acid-inducible ABC transporter PDR12 transports
fluorescein and preservative anions from the cytosol by an
energy-dependent mechanism. In: Journal of Bacteriology,
vol. 181, 1999, no. 15, p. 4644-4652.

JORDAN, K. N. — OXFORD, L. - O‘BYRNE, C. P. 1999.
Survival of low-pH stress by Escherichia coli O157:H7:
Corelation betwen alterations in the cell envelope and
increased acid tolerance. In: Applied and Environmental
Microbiology, vol. 65, 1999, no. 7, p. 3048-3055.

LIM, S. K. - LEE, H. S. - NAM, H. M. - CHO, Y. S. - KIM,
J. M. - SONG, S. W. - PARK, Y. H. - JUNG, S. CH. 2007.
Antimicrobial resistance observed in Escherichia coli
strains isolated from fecal samples of cattle and pigs in
Korea during 2003-2004. In: International Journal of Food
Microbiology, vol. 116, 2007, no. 2, p. 283-286.

LIN, J. — SMITH, M. P. - CHAPIN, K. C. — BAIK, H. S. —
BENNET, G. N. — FOSTER, J. W. 1996. Mechanisms of
acid resistance in enterohemorrhagic Escherichia coli. In:
Applied and Environmental Microbiology, vol. 62, 1996,
no. 9, p. 3094-3100.

LIPTAKOVA, D. - VALIK, L. - BAJUSOVA, B. 2006. Effect
of protective culture on the growth of Candida maltosa YP1
in yoghurt. In: Journal of Food and Nutrition Research,
vol. 45, 2006, no. 4, p. 147-151.

LIPTAKOVA, D. - VALIK, L. - LAUKOVA, A. -
STROMPFOVA, V. 2007. Characterisation of Lactobacillus
rhamnosus VT1 and its effect on the growth of Candida
maltosa YP1. In: Czech Journal of Food Science, vol. 25,
2007, no. 5, p. 272-282.

MAREK, P. — NAIR, M. K. M. — HOAGLAND, T. —
VENKITANARAYANAN, K. 2004. Survival and growth
characteristics of Escherichia coli O157:H7 in pasteurized
and unpasteurized Cheddar chese whey. In: International
Journal of Food Microbiology, vol. 94, 2004, no. 1, p. 1-7.

MASSA, S. - GOFFREDO, E. — ALTIERI, C. - NATOLA, K.
1999. Fate of Escherichia coli O157:H7 in unpasteurized
milk stored at 8 °C. In: Letters in Applied Microbiology,
vol. 28, 1999, no. 1, p. 89-92.

MEDVEDOVA, A. - VALIK, L. - BAJUSOVA, B. 2007.
Kompetitivny a¢inok baktérii mliecneho kysnutia na rast

Staphylococcus aureus. In: Slovak Journal of Animal
Science, ro¢. 40, 2007, ¢. 4, s. 196-203.

MUFANDAEDZA, J. — VILJOEN, B. C. — FERESU, S. B.
— GADAGA, T. H. 2006. Antimicrobial properties of
lactic acid bacteria and yeast-LAB cultures isolated from
traditional fermented milk against pathogenic Escherichia
coli and Salmonella enteritidis strains. In: International
Journal of Food Microbiology, vol. 108, 2006, no. 1, p.
147-152.

PIPER, P. - MAHE, Y. - THOMPSON, S. — PANJAITAN, R.
— HOLYOLAK, C. — EGNER, R. - MUHLBAUER, M.
— COOTE, P. — KUCHLER, K. 1998. The PDR12 ABC
transporter is required for the development of weak organic
acid resistance in yeast. In: The EMBO Journal, vol. 17,
1998, no. 15, p. 4257-4265.

PRESSER, K. A. - RATKOWSKY, D. A. — ROSS, T. 1997.
Modelling the growth rate of Escherichia coli as a function
of pH and lactic acid concentration. In: Applied and
Environmental Microbiology, vol. 63, 1997, no. 6, p. 2355-
2360.

PRESSER, K.A. — ROSS, T. - RATKOWSKY, D. A. 1998.
Modelling the growth limits (growth/no growth interface)
of Escherichia coli as a function of temperature, pH, lactic
acid concentration, and water activity. In: Applied and
Environmental Microbiology, vol. 64, 1998, no. 5, p. 1773-
1779.

RIVAS, L. - FEGAN, N. - DYKES, G. A. 2007. Attachment
of Shiga toxigenic Escherichia coli to stainless steel. In:
International Journal of Food Microbiology, vol. 115,
2007, no. 1, p. 89-94.

VALIK, L. — GORNER, F. - LAUKOVA, D. 2003. Growth
dynamics of Bacillus cereus and shelf-life of pasteurised
milk. In: Czech Journal of Food Science, vol. 21, 2003, no.
6, p. 195-202.

VALIK, I. - GORNER, F. - POLKA, P. - SONNEVELD, K.
2004. Fermentacia (kysnutie) ov¢ieho hrudkového syra
v podmienkach sala$nickej vyroby. In: Chov oviec a koz,
roc. 24,2004, ¢. 1, s. 23-24.

VERNOZY-ROZAND, C. - MAZUY-CRUCHAUDET, C. —
BAVAI C.—MONTET, M.P. - BONIN, V. - DERNBURG,
A.—RICHARD,Y.2005. Growthand survival of Escherichia
coli O157:H7 during the manufacture and ripening of raw
goat milk lactic cheses. In: International Journal of Food
Microbiology, vol. 105, 2005, no. 1, p. 83-88.

VOTAVA, M. — CERNOHORSKA, L. — HERPLDOVA, M.
— HOLA, V. - MEJZLIKOVA L. — ONDROVCIK, P. -
RUZICKA, F. - DVORACKOVA, M. — WOZNICOVA,
V. — ZAHRADNICEK, O. 2003. Lékaiska mikrobiologie
specialni. 1. vyd. Brno: Neptun, 2003. ISBN 80-902896-
6-5.

Adresa autorov: Liptakova Denisa, Valik Cubomir, Medved’'ova Alzbeta, Hudecova Anna, Oddelenie vyzivy
a hodnotenia potravin UBVOZ, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie STU, Radlinského 9, 812 37

Bratislava.

97



