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KOMPETITIVNY UCINOK BAKTERII MLIECNEHO KYSNUTIA
NA RAST STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Competitive effect of lactic acid bacteria on growth of Staphylococcus aureus

A. MEDVEDOVA, . VALIK, B. BAJUSOVA

Slovenska technicka univerzita v Bratislave, Slovak Republic

ABSTRACT

In connection with ewe’s lump cheese production, the inhibiting potential of two mesophilic cultures of lactic acid bacteria was
described. The initial amount of lactic acid bacteria necessary for keeping the growth of Staphylococcus aureus under control were
estimated in ultra-pasteurized milk. The growth inhibition of S. aureus 2064 with mesophilic culture Fresco was more effective
when the higher addition of competitive microflora and the lower incubation temperature were used. At a temperature of 25 °C,
Staphylococcus aureus 2064 at stationary phase reached counts higher than 10° CFU/ml by the Fresco culture addition N . =2.95
log,, counts and by the addition of Fresco N . = 6,6 log  in the beginning there was an increase of about 1 log in staphylococci
counts. At a temperature of 18 °C, comparable addition of Fresco culture (N . = 6.7 log,; counts) could increase the S. aureus
count only at about 0.53 log. Increase of S. aureus 2064 in stationary phase against its initial numbers in co-culture with Fresco
culture at 25 °C was determined using the equationN . -N ( =-0.7258N  +5.6748 (R* = =0.9281). The behaviour
of Staphylococcus aureus 2064 and mesophilic culture A at a temperature of 25 °C was also studied. The culture A showed similar,
even higher inhibitory effect on S. aureus growth at 25 °C. In this case, the growth of S. aureus 2064 in co-culture with culture A at
25 °C was described by the equation N . -N_ =-2.1814N  +12.605 (R* ' =0.9564).

The duration of pH lag-phase, hence the time during which no changes of pH values were observed was determined by initial inocu-
lum of Fresco culture at each incubation temperature. These dependencies were described by statistically significant linear relations
in this work. The maximal increase of S. aureus counts at stationary phase by 1 log against its initial numbers was controlled by the

addition of the Fresco culture or the mesophilic A culture higher than 10° CFU/ml or 105 CFU/ml, respectively.
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UvVOoD

Kyslomlie¢ne fermentacie sa uz viac ako
6000 rokov vyuzivaji pri priprave a vyrobe mnohych
potravin. Ich prostrednictvom sa predlzuje trvanlivost,
zvySuje kvalita a v mnohych pripadoch zabezpecuje
aj zdravotna neskodnost vychodiskovych surovin.
Okrem tychto benefitov proces fermentéacie priaznivo
ovplyviluje senzorické vlastnosti a akceptovatelnost’
niektorych zloziek potravin. Typickym prikladom je
laktéza v mlieku a zmiernenie jej intolerancie u citlivych

0s0b konzumaciou kyslomliecnych vyrobkov. Proces
fermentacie navySe umoznuje vyuzit potraviny ako
nosice probiotickych kultur, ¢im takéto potraviny ziskaju
atribtit priaznivého vplyvu na zdravie ¢loveka. Pre hore
uvedené skutocnosti mdézeme fermentované potraviny
bez obav oznacit’ ako chutné, nutricne bohaté a zdraviu
prospesné.

Origindlnym  slovenskym  kratko  zrejicim
syrom vyrabanym zo surového ovCiecho mlieka je
bryndza. Polotovarom pri vyrobe bryndze je ovci
hrudkovy syr, ktory sa vyraba na salasoch v horskych
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podmienkach zo surového mlieka. Tento syr podlicha
prirodzenej fermentacii nativnymi, najprv baktériami
mliecneho  kysnutia,  neskorSie  proteolytickymi
baktériami a vlaknitymi hubami aich proteolytickymi
a lipolytickymi  enzymami. Povodne v minulosti,
proteolytické (sekunddrne zrenie) trvalo na salasi
a v bryndziarni spolu desat’ az Strnast dni, neskorsSie
osem az dvanast’ dni, priCom sa susina zvysila na 54 az
57 %. V sucasnosti tento syr je podrobeny iba kratkemu
zreniu trvajucemu maximalne pét’ az sedem dni (spolu
Cas na salasi a v bryndziarni), (Gorner a Valik, 2004).

V horskych oblastiach v pripade nepriaznivych
meteorologickym podmienok je tazké zabezpedit vhodné
podmienky pre rychlu fermentaciu baktériami mlie¢neho
kysnutia (BMK). Pomaly pokles hodnot pH mdze v praxi
byt nedostatocnou prekazkou pre rast patogénnych
baktérii, napr. aj toxinogénneho Staphylococcus aureus
(Grieger ai., 1979). Podla vlastnych vySetreni (Valik
ai., 2004), moéze tento organizmus, ktoré¢ho toxiny st
termostabilné, za kratky ¢as prekro¢it’ pocty 10° KTJ/g,
pri ktorych moze koncentracia toxinov v syre dosiahnut’
taku Groven, ktora sposobi intoxikaciu konzumentov, a to
aj v potravinach alebo jedlach teplotne opracovanych
(Asperger a Zangerl, 2002).

Z mikroorganizmov zu¢astnenych fermentaénych
procesoch prevladaju kultiry BMK. Ak sa tieto kultary
vyuzivaji komeréne, musia spliiat’ kritérium bezpe¢nosti,
(oznacenie GRAS —generally regarded as safe). Do skupiny
BMK sice patri 12 rodov, ale pre ucely kyslomlie¢nych
fermentacii st najvhodnejsie druhy z rodov Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus a Leuconostoc pre ich
schopnosti homofermentativne utilizovat’" sacharidy
za vzniku senzoricky akceptovatelného hlavného
metabolitu kyseliny mliecnej a ostatnych chutovych
latok a enzymov, ktoré¢ vhodnym sposobom ovplyviiuji
aj fyzikalne vlastnosti findlnych produktov. Degradaciou
antinutriénych faktorov, zvysenim stravitel'nosti bielkovin,
biosyntézou vitaminov a esencidlnych aminokyselin
BMK zvySuju nutricni  hodnotu fermentovanych
potravin (Holzapfel, 1997). Spomedzi ich metabololitov
antimikrobidlny ucinok vykazuju kyselina mlie¢na
ainé organické kyseliny, peroxid vodika, diacetyl
a bakteriociny, pricom najvyznamnejSiu prekazku pre
rast neziadicich a patogénnych mikroorganizmov
predstavuje kyselina mlie¢na a s iou suvisiace okyslenie
prostredia na hodnoty neakceptovate'né kontamina¢nou
mikroflérou (Aslim ai., 2005). Antimikrobialny vplyv
kyslého prostredia zavisi od miery disociacie pritomne;j
kyseliny, (i¢innejsia je jej nedisociovana forma) a stupia
okyslenia, teda od mnozstva kyseliny v prostredi, ¢o
pri fermentacii priamo suvisi s mnozstvom pritomnych

BMK. [Inhibicia pripadne pritomnych patogénnych
baktérii vo fermentovanych potravinach je podla
Adamsa (2001) a Gornera a Simkovicovej (1979)

nevyznamna az do doby, kym BMK nedosiahnu patri¢ni
dominanciu v prostredi av dostatocnej koncentracii
nevytvoria kyselinu mlie¢nu. Miera inhibicie neziaducich
mikroorganizmov pdsobenim kyseliny mliecnej zavisi aj
od ostatnych faktorov prostredia, predovsetkym od teploty
uchovavania, pricom plati, ze ¢im je teplota vyssia, tym
dochadza k rychlejsiemu odumieraniu patogénov (Aslim,
2001). Gorner a Simkovicova (1979) pritom zistili, e
jednoduché znizenie pH nebolo dostatoénym faktorom
na inhibiciu rastu stafylokokov, pokial’ toto nebolo
sprevadzané enzymatickou aktivitou konkurenénej
mikroflory.

Staphylococcus aureus sa v surovom ovcéom
mlieku vyskytuje prakticky bezne. Pre svoju schopnost’
tvorit’ cely rad enterotoxinov a dobry rast v mlieku, patri
k najsledovanejSim mikrobiologickym ukazovatel'om,
¢i v rucne alebo strojovo nadojenom mlieku alebo aj v
remeselne vyrobenom syre. Podl'a Aspergera a Zangerla
(2002) a Normana ai. (2007) S. aureus je tieZ tretim
najéastej$im agens potravinovych otrav vo svete. Casto
sa vyskytuje na pokozke a slizniciach, v nosnych
dierkach, hltane, vo vlasoch, v gastrointestindlnom
a urogenitalnom trakte ludi, ale aj na kozi, strukoch
a muké6znych membranach zvierat produkujucich mlieko.
Ak vemeno zvierata je kontaminované, S. aureus sa
dojenim dostava do mlieka, v ktorom sa jeho pocty moézu
pohybovat’ od 10" — 10% KTJ/ml, zvyc€ajne vSak okolo
10* KTJ/ml (Asperger a Zangerl, 2002). Podl'a Valika
ai. (2004a) sa v dobre nadojenom ov€om mlieku moze
vyskytovat’ medzi 100 az 200 KTJ/ml. ZvySené pocty
S. aureus v mlieku je mozné ocakavat, ak sa v stade
vyskytuje mastitidne ochorenie. Vasil’ a i. (2007) uviedli,
ze S. aureus sa podiela na mastitidnych ochoreniach
priblizne v rozsahu do 5 az 6%. Hoci vic¢sina pritomnych
kmenov neprodukuje enterotoxiny, Cast z populdcie
ich moze tvorit. Na tato skuto¢nost’ poukdzali Vasil’
a 1. (2005), ktori zistili tuto schopnost’ u 21% kmenov
izolovanych z ov¢icho mlieka. Z tohto dovodu je potrebné
zabranit’ pomnozeniu S. aureus pri vyrobe syra, (¢o je
z pohl'adu systému HACCP nebezpecenstvo) a predist’
stafylokokovym enterotoxikézam z konzumacie syra, t.j.
znizit’ pravdepodobnost’ ich vzniku (riziko). Nevyhnutné
zv1ast’ pri remeselnej vyrobe syra je, aby si personal na
sala8i osvojil principy spravnej vyrobnej a hygienicke;j
praxe a minimalizoval kontaminaciu mlieka neziadacimi
mikroorganizmami (Valik a i., 2004b). V ostatnom case
boli Nariadenim EU ¢&. 2073/2005 definované kritéria
bezpecnosti a hygieny procesu pre syry vyrabané zo
surovéhomlieka. Poprikritériupre Listeriamonocytogenes
(n=35,¢c=0, m <100 KTJ/g) je dalsim vyznamnym
kritériom hygieny procesu pocet koagulazopozitivnych
stafylokokov, ktory nema prekro¢it’ 10* KTJ/g, (n =35, ¢
=2, m=10*a M = 10° KTJ/g). Tieto $tandardy mo6zu byt’
splnené na farmdch, len ak sa mlieko na vyrobu syrov
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okamzite spracuje alebo schladi a pasterizuje (Asperger
a Zangerl, 2002; Baird-Parker, 2000).

Pocas vyroby syra sa podl'a Aspergera a Zangerla
(2002) Staphylococcus aureus koncentruje v zrazenine a
jeho obsah v mladom syre je priamo imerny jeho poctom
v mlieku. Za normalnych podmienok sa moéze pocas
prvych 24h zretia syra o¢akavat’ jeho narast o 1,5 az 3 log
poriadky aprispomalenej fermentaciiazo 5logporiadkov,
pokym kyseliny vytvorené baktériami mlie¢neho kysnutia
nezacnu jeho rast inhibovat. Dynamika mnozenia S.
aureus v mlieku a v Cerstvom syre je preto ovplyvnena
druhovym zastipenim baktérii mlie¢neho kysnutia, ich
obsahom a aktivitou. Analogicky to plati aj v pripade
aplikacie zakysovych kultlr, ktora okrem toho prispeje
ku standardizacii procesu fermentacie.

Ciel'om nasej prace bolo na podmienky vyroby
ovcieho hrudkového syra charakterizovat' inhibicny
potencial mezofilnej kultiry baktérii mlie¢neho kysnutia
a stanovit jej pociatocné koncentracie potrebné na
udrzanie rastu Staphylococcus aureus pod kontrolou, t.j.
minimalne na Grovni pozadovanej nariadeniami EU.

MATERIAL A METODY

Kmen Staphylococcus aureus 2064 bol pévodne
izolovany zov¢ieho hrudkového syra MVDr. A.
Hanzélyovou zo Statneho veterinarneho a potravinového
ustavu v PreSove. Na inokulaciu vzorky bola pouzita
suspenzia S. aureus s denzitou N, ., = 10° KTJ/ml,
pripravend z 24 h kultary kmena vyrastenej na GTK
agare (Imuna, Sari§ské Michalany, SR).

Pri inkubacnych teplotach 15, 18, 21, 25 a 30°C
sme vykonali sériu pokusov, kedy sme do paralelnych
vzoriek sterilného UHT mlieka inokulovali sucasne
Standardnu kultaru Staphylococcus aureus 2064 spolu
s 24 h kultarou Fresco (Danisco, Copenhagen, Dansko).
Pre potvrdenie inhibi¢ného ucinku baktérii mlie¢neho
kysnutia sme pri teplote 25°C vykonali aj pokusy pri
spoloénej kultivacii S. aureus 2064 s Cerstvou kultirou A
(Rajo, Bratislava, SR).

V prislusne stanovenych casovych intervaloch
sme odoberali potrebné mnozstva na stanovenie denzity
S. aureus na Baird-Parkerovom agare (Imuna, Sarisské
Michalany, SR; Merck, Darmstadt, Nemecko) podla
STN ISO 6888. V tom istom Case sme stanovovali aj
denzitu kultary Fresco na M 17 agare (Biomark, Pune,
India), resp. kultiry A na MRS agare (Biomark, Pune,
India) podla STN ISO 15214. Sucasne sa zistovali
hodnoty aktivnej kyslosti média pH metrom inoLab pH
720, WTW (Weilheim, Nemecko).

Zo zistenych poctov jednotlivych typov
mikroorganizmov sme zostrojili rastové ¢iary v zavislosti
od ¢asu inkubacie podl'a Baranyiho D-modelu (Baranyi
ai., 1993). Rastové parametre (lag-faza, rastova rychlost’

ai) vypoéitané z prislusnych rastovych ciar boli
podrobené analyze v sekundarnej faze matematického
modelovania mikrobialneho rastu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzhl'adom na to, ze Dbaktérie mlieéneho
kysnutia ako aj Staphylococcus aureus s prakticky
mezofilné mikroorganizmy, teplota 25°C bola blizka ich
optimalnym teplotim a umoznila obidvom druhom
spociatku rast’ svojou prirodzenou rastovou rychlostou.
Baktérie mlie¢neho kysnutia za kratky cas dosiahli
stacionarnu fazu (12-18h) v priemernych maximalnych
poctochlogN_ . . =9,3 KTJ/ml. Ichrastbol sprevddzany
tvorbu kyseliny mlie¢nej, v dosledku ¢oho v prostredi
klesala hodnota pH. Rast S. aureus sa zastavil, akonahle
dochadzalo k poklesu hodnoty pH, resp. ked’ sa skoncila
tzv. lag-faza pH. Trvanie lag-fazy pH sa so zvySujicim
pridavkom BMK prirodzene skracovalo z takmer 14
hodin pri pociatoénom mnozstve kultary Fresco 10°
KTJ/ml az po 5 hodin pri inokule kultiry Fresco N ..
= 60,6 KTJ/ml (tab. 1). Bolo zrejmé, ze rast S. aureus
sa v zavislosti od velkosti pociato¢éného nadbytku
kompetitivnej mikroflory, a tym od rychlosti s akou sa
tato dokéazala mnozit' a produkovat' kyselinu mlie¢nu,
zastavoval na stale nizSich kone¢nych hodnotach. Pri
rovnakych pociato¢nych poctoch obidvoch organizmov
v spolo¢nej kultare (obr. la), S. aureus dosiahol
maximalnu hodnotu 6,5 log poriadku. Jeho rastova
rychlost’ v tomto pripade bola 0,308 log KTJL.h' (T, =
1,0 h), teda zdvojnasobenie stafylokokovej populécie
nastalo za 1 h. Tato hodnota bola priblizne rovnaka,
ako v pripade samostatného rastu S. aureus (¢iarkovana
Ciara). S postupnym zvySovanim pociatocného pridavku
kultary Fresco sa zacala spomal’'ovat’ rastova rychlost’ S.
aureus v exponencialnej faze ajeho maximdlne pocty
v stacionarnej faze dosahovali Coraz niz$ie hodnoty.
Tato zavislost’ je zhrnuta aj v tab. 1, kde pri vsetkych
podiatoénych poétoch kultary Fresco st okrem dizky
lag-fazy pH uvedené¢ aj maximalne pocty stafylokoka,
jeho narast v stacionarnej faze oproti pociatocnym
poctom a tiez aj hodnoty rastovych rychlosti S. aureus.
Pri porovnani rastovych parametrov S. aureus pri
pociato¢nom pocte kultiry Fresco vy$som ako 10° KTJ/
ml (obr. 1b) oproti predchadzajucemu pokusu (obr. 1a), S.
aureus dosiahol v stacionarnej faze narast uz len o 1 log
poriadok vyssi v porovnani s jeho poctom na zaciatku.
Vzhl'adom na inhibiciu, ktord vzapiti nasledovala, jeho
rastova rychlost’ nadobudla uz len tretinovi hodnotu
(Gr,, = 0,114 log KTJ.h'', T, = 2,6 h).

V dobre vykysnutom ovéom hrudkovom syre
je rozmnozovanie a pripadna tvorba enterotoxinov
potlatenda  fermentaénym  metabolizmom  baktérii
mlieéneho kysnutia. Na zabezpeéenie spravneho kysnutia
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Obr. 1a a 1b:

Dynamika rastu Staphylococcus aureus 2064 a kultiary Fresco (3,0 a 6,6 log KTJ/ml) pocas

spolocnej kultivacie v mlieku pri teplote 25 °C

Fig. 1a and 1b:
during co-culture in milk at 25 °C

Tabulka 1: Rastové parametre S. aureus 2064
a lag-faza pH v zavislosti od pociatocného
mnoZstva kultiury Fresco v spolo¢nej
kultivacii v mlieku pri teplote 25 °C

Table 1:  Growth parameters of S. aureus 2064

and pH lag-phase in dependence

of initial amount of Fresco culture

in co-culture in milk at 25°C
NOfFr lag_pH NmaxﬁSa max_Sa 0 Sa GrSa
2,95 13,8 6,53 3,84 0,308
3,13 12,5 5,49 3,00 0,238
4,55 11 5,17 2,35 0,197
53 10,2 5,08 2,07 0,198
6,55 5,4 4,27 0,88 0,114

N, i - pociatoéné mnozstvo kultary Fresco (log KTJ/ml), lag pH -
trvanie lag-fazy pH (h), N o — mnozstvo S. aureus v stacionarnej
faze (log KTJ/ml), N« -N o - ndrast S. aureus v stacionarnej faze
oproti pociatoénym poctom (log KTJ/ml), Gr, - rastova rychlost’ S.
aureus (log KTJ/ml/h)

NO_Fr — initial number of Fresco culture (log CFU/ml), lag pH — pH
lag-phase duration (h), N . —number of S. aureus in stationary phase
(log CFU/ml), N N, . —net growth of S. aureus in stationary phase

max_Sa - 0 Sa

(log CFU/ml), Gr, — growth rate of S. aureus (log CFU/ml/h)

nemad, podla Gornera a Valika (2002) a Heriana (2002),
pocas zrenia ovcieho hrudkového syra po zasyreni
mlieka klesnut’ priemernd vnutorna teplota syreniny pod
18 °C. Z uvedeného dovodu sme vykonali pokusy aj pri
tejto, v procese vyroby ovcich syrov, hrani¢nej teplote.

Growth dynamics of Staphylococcus aureus 2064 and Fresco culture (3,0 a 6,6 log CFU/ml)

V paralelnych pokusoch sme k pociatocnym poctom
stafylokoka (radovo 10° KTJ/ml) zamerne pridavali
zvysujuce sa pridavky kultiry Fresco.

Na obr. 2a a2b st pre nazornost’ uvedené len
rastové Ciary pri spolocnej kultivacii S. aureus 2064
6,7 KTJ/ml) pociatoénym pridavkom kultiry Fresco.
Ako mozno zgrafov vidiet, na kvalitu a kvantitu
pomnoZzenia patogénneho mikroorganizmu mala vplyv
jednak inkubacna teplota, ale hlavne mnozstvo pritomne;j
inhibi¢ne pdsobiacej mikroflory BMK. Rastova rychlost
S. aureus pri 18 °C sa oproti jeho rastovej rychlosti pri
25 °C znizila takmer 3-nasobne pri porovnatelnych
inokulach kultary Fresco, napr. Grg, ... = 0,308 log
KTJh-! pri N .= 2,95 KTJ/ml a Gry .. = 0,115
log KTJ.h" pri N . = 2,94 KTJ/ml. Navy$e sa jeho
rastova rychlost spomalovala aj v dosledku postupne
sa zvySujuceho pridavku kultiry BMK (tab. 2). Kym
pri rovnakej inokulacii oboch typov mikroorganizmov
(N, = 2,94 KTJ/ml a N, = 2,91 KTJ/ml) (obr. 2a)
bola rastova rychlost’ stafylokoka 0,151 log KTJ.h, pri
inokulacii kultury Fresco o 3,5 log poriadku vys$som
(obr. 3b), sa rastova rychlost’ stafylokoka znizila 5-
nasobne. Z prezentovanych grafov je tiez zrejmé, Ze S.
aureus opét rastol len pri nezmenenych hodnotach pH
prostredia, teda len pocas tzv. lag-fazy pH, ktora sa so
zvySujucim pociatoénym pridavkom kultiry Fresco
prirodzene skracovala. So skratenim dizky lag-fazy pH
uzko suvisi aj postupny pokles maximalnych poctov
stafylokoka v stacionarnej faze charakterizovany jeho
narastom oproti jeho pociato¢nym poctom (N
Vsetky tieto zavislosti st zhrnuté v tab. 2.

max_Sa - NOﬁSa) °
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Obr.2a a2b:  Dynamika rastu Staphylococcus aureus 2064 a kultiry Fresco (2,9 a 6,7 log KTJ/ml) pocas
spolo¢nej kultivacie v mlieku pri 18 °C
Fig. 2a and 2b: Growth dynamics of Staphylococcus aureus 2064 and Fresco culture (2,9 a 6,7 log CFU/ml)

during co-culture in milk at 18 °C

Tabul’ka 2: Rastové parametre S. aureus 2064
a lag-faza pH v zavislosti od pociato¢ného
mnoZstva kultiry Fresco v spolo¢nej
kultivécii v mlieku pri teplote 18 °C

Table 2:  Growth parameters of S. aureus 2064

and pH lag-phase in dependence

of initial amount of Fresco culture

in co-culture in milk at 18°C
Nope lagpH No,o NopoNos, Gr,
2,91 31,16 5,11 2,20 0,151
2,94 30,58 4,98 1,88 0,115
3,32 25,44 4,58 1,73 0,071
4,11 23,68 3,80 0,98 0,046
4,63 21,36 3,62 0,73 0,027
4,40 24,87 5,67 1,03 0,036
5,07 20,79 3,44 0,76 0,044
6,70 17,29 3,88 0,53 0,035

N, j - pociatoéné mnozstvo kultury Fresco (log KTJ/ml), lag pH -
trvanie lag-fazy pH (h), N . — mnozstvo S. aureus v stacionarnej
faze (log KTJ/ml), N« -N o - ndrast S. aureus v stacionarnej fize
oproti pociatoénym poctom (log KTJ/ml), Gr, - rastova rychlost’ S.
aureus (log KTJ/ml/h)

N, j, — initial number of Fresco culture (log CFU/ml), lag pH — pH
lag-phase duration (h), N —number of S. aureus in stationary phase
(log CFU/ml),N_ -N . —net growth of S. aureus in stationary phase

(log CFU/ml), Gr, — growth rate of S. aureus (log CFU/ml/h)

DiZka trvania lag-fizy pH je odrazom rychlosti
metabolizmu baktérii mlie¢neho kysnutia. S postupnym
zvySovanim inkubacnej teploty sa mikroorganizmy
vSeobecne, rychlejSie prispdsobia novym Zivotnym
podmienkam a nasledne sa skracuje trvanie ich lag-fazy.
Vdaka fermenta¢nému metabolizmu BMK sa v prostredi
hromadi kyselina mlie¢na, ¢oho nasledkom je pokles

lag pH [hH]

45 F5 85
.5 5.5 8.5

3 Harr [log KT Ami]

Obr. 3: Grafické znizornenie vplyvu pociato¢ného
poctu kultury Fresco na trvanie lag-fazy pH
v zavislosti od teploty inkubacie

Fig. 3: The effect of initial number of Fresco culture
on duration of pH lag-phase in dependence
of incubation temperature
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hodnét pH ato sa v zavislosti od stapajucej teploty
prostredia a zvySujiceho sa pociatocného mnozstva
pritomnych baktérii deje rychlejsie. Tento jav je zrejmy
aj zo smernic jednotlivych ¢iar zavislosti vplyvu
pociato¢ného poctu kultary Fresco na trvanie lag-fazy
pH s ohl'adom na teplotu inkubacie (obr. 3).

To, ako dlho trva lag-faza pH ma priamy vplyv
na narast S. aureus, ktory je limitovany hodnotou pH
prostredia. Jeho rast sme vo vsetkych pokusoch pri
vsetkych teplotach a pridavkoch kultry Fresco pozorovali
len dovtedy, kym sa nemenila hodnota pH prostredia.
Ked hodnota pH zacala klesat’, jeho rast sa pozastavil
na maximalnych hodnotach a potom postupne zacal
odumierat’. Z obr. 4 je zrejmé, Ze ¢im kratSie bola hodnota
pH prostredia pri konkrétnej teplote nemenna, tym sme
pozorovali mensi narast stafylokoka v stacionarnej faze
oproti jeho pociatoénym poctom. ZvySujlica sa teplota
vSak podporovala rast niclen baktérii mlie¢neho kysnutia,
ale predovsetkym aj rast S. aureus. Preto na zabezpecenie
jeho minimalneho narastu boli potrebné Coraz vysSie
pridavky kultury Fresco. Na narast stafylokoka o 1 rad
bolo pri teplote 15 °C potrebnych 4,7 log poriadku kultary
Fresco (pri 36 h trvajicej lag-faze pH) ale na rovnaky
narast pri teplote 25 °C uz bol potrebny pridavok 6,3 log
KTJ/ml kultary Fresco (lag-faza pH trvala 7h).

4¥0C Q0 AN1TC AT METC

Obr. 4: Grafické znazornenie vplyvu trvania lag-
fazy pH na narast S. aureus 2064 v mlieku
v zavislosti od teploty inkubacie

Fig. 4: The effect of pH lag-phase on the net growth
of Staphylococcus aureus 2064 in milk in
dependence of incubation temperature

Tabul’ka 3: Vysledky analyzy vplyvu pociato¢nych podmienok (N, , , resp. lag pH) na nésledny rozvoj
BMK (lag pH) a S. aureus 2064 (N -N__) B
Table 3: Results of analysis of the influence of initial conditions (N . or lag pH) on the activity of
lactic acid bacteria (lag pH) and S. aureus 2064 (N . — NO s)
Teplota Rovnica R?
15 °C N, =N, o, = 0,0461* lag pH — 0,6669 RY (N, 0o Ny ) = 0,959
lag pH = - 8,2405* N, , + 74,523 R (lag pH) = 0,9822
18°C Ny =N, 5, = 0,1189% lag pH — 1,7263 RN,y - N, ) =0.9254
lag pH = -3,8398* N, + 41,099 R’ (lag pH) = 0,9256
e N, o—N, i, = 0.1130* lag pH - 0,2553 RN,y - N, ) =0,9686
lag pH = -4,5140* N, + 37,776 R’ (lag pH) = 0,9792
5500 N, =N, 5, = 0,3406* lag pH — 1,2003 R (N, - N, ) = 0,9201
lag pH = -2,0226* N, ,, + 19,696 R’ (lag pH) = 0,9088
30°C N, a=N, g, = 0.4409% lag pH — 0,8427 RN -N,)=09774

lag pH = -2,1373* N, , + 18,525

R? (lag pH) = 0,9822

Matematické zavislosti vplyvu pociatocného
mnozstva kultiry Fresco (N_ ) na trvanie lag-fazy
pH anasledné zavislosti vplyvu dlzky lag-fazy pH
na narast S. aureus v stacionarnej faze oproti jeho
pociatoénym poc¢tom pri jednotlivych teplotach sa spolu
s prislusnymi korela¢nymi koeficientmi uvedené v tab. 3.

Pri zavislostiach vplyvu velkosti pociato¢ného inokula
kultary Fresco na trvanie lag-fazy pH sa korelacny
koeficient (R?) pohyboval v rozmedzi 0,9201 az 0,9774.
V pripade vplyvu dizky trvania lag-fizy na narast
stafylokoka bol korela¢ny koeficient (R?) v rozpiti od
0,9088 po 0,9822.
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Obdobné pokusy ako pri pouziti kultiry Fresco
sme vykonali aj s pouzitim komer¢nej mezofilnej kultary
A. K priemernym poéiatoénym mnozstvam S. aureus 10°
KTJ/ml sme opat’ pridavali zvySujice sa pridavky kultury
A. Vdaka produkcii kyseliny mlie¢nej sa aj kultira A
ukazala ako inhibi¢ne pdsobiaca na rast S. aureus. Pri
spolo¢nej kultivacii S. aureus 2064 a kultiry A, S. aureus
znova rastol len dovtedy, kym sa baktérie mlie¢neho
kysnutia nepricinili o klesanie hodnét pH v prostredi. A so
zvysujucim sa pridavkom kultiry A sme pozorovali pokles
maximalnych poctov stafylokoka v stacionarnej faze.

Na obr. 5 je znazorneny vplyv pociato¢nej
inokuldcie zakysovych kultr na narast patogénneho
mikroorganizmu v stacionarnej faze oproti jeho
pociatoénym poctom pri teplote 25 °C. Pre lepsie
znazornenie nerovnakého inhibi¢ného poOsobenia
pouzitych kultar na ten isty kmen S. aureus sme zostrojili
zavislost’ narastu S. aureus 2064 v stacionarnej faze, (t.].
rozdielu medzi jeho koneénym a pociatocnym obsahom),
od pridavku obidvoch kultar. Z linearneho grafického
znazornenia a tiez z uvedenych rovnic 1 (pre kulturu
Fresco) a 2 (pre kulturu A) je mozné vypocitat, aky
nadbytok BMK musi byt' na zaciatku fermentacie pri
teplote 25 °C, aby maximalny narast S. aureus neprekrocil
limity definované v Nariadeni (ES) ¢. 2073/2005. Hoci
pri pouziti kultury A sme nepokryli tak Siroky rozsah
pociatoénych poctov ako pri kultare Fresco, zo smernic
zavislosti je jasné, ze kultura A mala silnej$i inhibic¢ny
ucinok na rast S. aureus 2064.

Obr. 5: Grafické znazornenie zavislosti vplyvu
pociatoéného mnoZstva kultiry Fresco (¢)
a kultiry A (m) na narast Staphylococcus
aureus 2064 pri teplote 25 °C

Fig. 5: The effect of initial number of Fresco (¢)
and culture A (m) on the net growth of
Staphylococcus aureus 2064 in milk at 25 °C

N, s, =-0,7258*N  _ +5,6748

max_Sa

R2 (Nmax Sa: N() SA) = 09928 1_ (10)
max_Sa- NO_Sa = -2’1814*N0_A + 12,605

RE(N - Ny ) =0,9564 m)

ZAVER

Nasimi pokusmi sme kvantitativne dokazali
a popisali skuto¢nost’, Ze pouzitim vhodnej kompetitivnej
kultary baktérii mlie¢neho kysnutia a zvySovanim jej
inokulacie sa da spomalit’ rastova rychlost’ S. aureus
v exponencialnej faze a znizit' jeho maximalne pocty
dosiahnuté v stacionarnej faze. Zastavenie rastu S.
aureus 2064 nastalo pri vSetkych Studovanych teplotach.
Inhibicia jeho narastu bola tym u¢innejSia, ¢im bol
pridavok kompetitivnej mikroflory vyssi a inkubacna
teplota niz$ia. V pripade dobre nadojeného mlicka
s po¢iatoénymi poctami stafylokoka poriadkovo 10?
KTJ/ml by sa pri vsetkych pouzitych koncentraciach
kultary Fresco nedosiahol narast stafylokoka na hodnoty
vyssie ako 10° KTJ/ml, ktoré by mohli znamenat’ riziko
vzniku enterotoxinov. K inhibicii Studovaného kmena
dochadzalo predovsetkym vdaka tvorbe Kkyseliny
mlie¢nej baktériami mlie¢neho kysnutia, ¢o potvrdili aj
pokusy s kulturou A. Obidve pouzité kultiry preukazali
vyznamny inhibi¢ny ucinok. Intenzivnej$iu inhibiciu
pritom vykazovala kultara A, pretoze jej nizsi poCiatoény
pocet, (poriadkovo 10° KTJ/ml), dovolil dosiahnut
zvySenie poctu S. aureus len o1 log poriadok. Na
udrzanie rovnakého ,,narastu“ S. aureus, (max. 1 log),
v pripade kultury Fresco boli potrebné vyssie pociatocné
pocty ako 10° KTJ/ml. Aplikaciou zakysovych kultar
pri remeselnej vyrobe ov¢ich syrov zo surového mlieka
by sa takymito pociatoénymi koncentraciami mohlo
zabezpecit' nielen dostatocné okyslenie mlieka, ale
s najvacsou pravdepodobnostou aj vyznamné znizenie
rizika enterotoxikoz spdsobenych S. aureus.

Tato praca bola podporovana Agentirou na
podporu vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-
20-005605.
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