ZYWNOSC 3(36), 2003

ELZBIETA ROSIAK, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA

ZASTOSOWANIE METOD PROGNOZOWANIA
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Streszczenie

Celem pracy bylo opracowanie matematycznych modeli wzrostu ogolnej liczby drobnoustrojow
oraz saprofitycznych bakterii z rodzaju Pseudomonas spp. w modelowych produktach miesnych utrwalo-
nych lizozymem w formie monomeru. Badania mikrobiologiczne wykonano klasycznymi metodami
plytkowymi. Do uzyskanych danych empirycznych dopasowano funkcje s-ksztaltne (Gompertza i logi-
styczng) oraz funkcje wielomianowe stopnia drugiego i trzeciego. Szacowania parametréw funkcji pierw-
szorzgdowych dokonano z wykorzystaniem procedur iteracyjnych, wyznaczajacych najmniejsza warto$é
sumy kwadratow roéznicy bigdu pomigdzy wartoSciami empirycznymi i teoretycznymi. Szacowania para-
metréw modeli zbiorczych dokonano klasyczna metoda najmniejszych kwadratéw. Na podstawie modeli
pierwszorzgdowych uzyskano parametry kinetyczne opisujace rozwdj badanych grup drobnoustrojow.
Modele zbiorcze pozwolity okre$lié wptyw badanych czynnikéw srodowiskowych na populacje drobno-
ustrojow.

Stowa kluczowe: zywnosé, mikrobiologia, prognozowanie, produkty migsne.

Wstep

Analizy mikrobiologiczne Zywno$ci prowadzone metodami tradycyjnymi sa pra-
co- 1 czasochtonne, prowadza one do op6znienia dystrybucji zywnosci czego skutkiem
moga by¢ straty przedsigbiorstwa. Alternatywe stanowia szybkie testy diagnostyczne
oparte o techniki immunoenzymatyczne i genetyczne oraz pozwalajace stwierdzié
obecno$¢ patogenu w probie zywnosci. Mikrobiologia prognostyczna stanowi narzg-
dzie wykorzystywane w systemach zapewniania jakoS$ci i bezpieczenstwa zywnosci
[12, 19]. Prowadzone w wielu krajach badania obejmuja wpltyw czynnikéw $rodowi-

Dr inZ. E. Rosiak, prof. dr hab. D. KoloZyn-Krajewska, Zakiad Technologii Gastronomicznej i Higieny
Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji SGGW, ul. Nowoursynowska 159C,
02-776 Warszawa.



6 Elzbieta Rosiak, Danuta Kolo zyn-Krajewska

ska (pH, ay, dodatek substancji konserwujacych, NaNO,) na wzrost 1 przezywalno$§¢
wybranych grup bakterii. Wykorzystywane w prognozowaniu mikrobiologicznym
techniki sa coraz bardziej ztozone i precyzyjne dzigki dokonujacemu sig postgpowi
techniki i programéw komputerowych oraz pakietéw statystycznych.

Podjete badania stanowia kontynuacjg prac prowadzonych w zakresie prognozo-
wania mikrobiologicznego, w Zakladzie Technologii Gastronomicznej i Higieny
Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji SGGW. W dotych-
czasowych badaniach [10, 13] opracowano modele rozwoju i inaktywacji réznych
grup bakterii, w tym patogennych, w produktach z migsa mielonego typu ,,meat ball”.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wptywu substancji konserwujacej — lizo-
zymu na rozwdj bakterii z rodzaju Pseudomonas, wystepujacych naturalnie oraz do-
danych w postaci inokulum Pseudomonas fluorescens do produktéw migsnych.

Material i metody badan

Materialem do badan byly kulki migsne przygotowane z rozdrobnionego migsa
wotowego z udzca z dodatkiem butki tartej, mleka UHT o zawartosci 2% tluszczu,
cebuli rozdrobnionej (kazdy z dodatkow w ilosci 10% masy migsa), soli (w ilo$ci
1,2% masy migsa). Surowce pochodzily z warszawskich placéwek handlowych. Mo-
delowy produkt migsny, reprezentujacy grupg¢ produktéw z migsa rozdrobnionego,
wykonano w warunkach laboratoryjnych.

Migso, po usunigciu tkanki tacznej i nadmiaru thuszczu, mielono w wyjatowio-
nym goracym powietrzem wilku laboratoryjnym. Do masy migsnej dodawano pozo-
state sktadniki i doktadnie mieszano. Nastepnie formowano kulki migsne o masie 100
+ 3 g, umieszczano w blaszkach i pieczono w piekarniku elektrycznym, w temp.
150°C, do momentu osiagnigcia wewnatrz produktu temp. 70°C (termopara Czaki
Thermo-Product, typ EMT-302). Po zakoficzeniu obrébki cieplnej blaszki z gotowym
produktem owijano folia aluminiowa w celu uniknigcia zakazenia wtoérnego i pozo-
stawiano w temp. 20 * 2°C do schlodzenia. Nastepnie produkty pakowano w torebki
polietylenowe (o grubosci 0,66 mm, przepuszczalne dla pary wodnej — 8,96 + 0,28
g/m?/24 h, przepuszczalne dla tlenu — 888 cm*m?/24 h), zamykano przez zgrzewanie i
przechowywano w inkubatorach z dochtadzaniem przez 16 dni, w temp. 10 i 20°C.
Wykonano po 12 powtorzen produkcyjno-przechowalniczych modelowych produktow
migsnych, przeznaczonych do badan w obu zakresach temperatury.

Do badan wykorzystano lizozym w postaci proszku, pochodzacy z Katedry
Technologii Produktéw Drobiarskich Akademii Rolniczej w' Poznaniu. Lizozym
otrzymano metoda chromatografii jonowymiennej. Preparat przechowywano w temp.
-18°C.

Do gotowego produktu migsnego dodawano lizozym w stgzeniu 155,2 mg prepa-
ratu na 100 g migsa, aby osiagna¢ aktywno$¢ catkowita enzymu w probie na poziomie
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25 000 jednostek aktywnosci U na 1 g migsa. Na powierzchni produktu jatowg bagiet-
ka wykonywano otwory, do ktérych wprowadzano zawiesing lizozymu w jalowej
wodzie peptonowej. Rownoczesnie prowadzono probg kontrolng — bez lizozymu.

Przeprowadzone badania dotyczyly okreslenia wplywu formy monomerycznej
enzymu na rozwdj ogoélnej liczby bakterii (OLD), bakterii z rodzaju Pseudomonas
wystepujacych jako naturalna mikroflora (LBLPs) oraz bakterii Pseudomonas fluore-
scens dodanych w postaci inokulum do produktéw migsnych (LBPs").

Jako substancja konserwujaca moze by¢ stosowany lizozym. Aktywno$¢ antymi-
krobiologiczna lizozymu warunkowana jest jego odmiana konformacyjna. Enzym w
postaci monomerycznej wykazuje ograniczone oddzialywanie na bakterie G(-) ze
wzgledu na obecno$é zewngtrznej blony cytoplazmatycznej zbudowanej z lipopepty-
doéw, lipoprotein i liposacharydéw oraz mniejszy udziat peptydoglikanu w btonie ko-
morkowej (5-10%). Podatnos¢ bakterii G(—) na lizozym jest wigksza w przypadku
réwnoczesnego zastosowania czynnikéw uszkadzajacych btong komérkowa (antybio-
tyki, chelatory wapnia i magnezu, aminoglikozydazy uszkadzajace liposacharydy) [5,
6, 7, 9, 16, 20]. Na podstawie badan spektrofotometrycznych bakterie podzielono na
trzy grupy w zalezno$ci od ich wrazliwosci na dziatanie lizozymu. Do pierwszej naj-
bardziej wrazliwej grupy zaliczono: Salmonella, Brucella, do drugiej Klebsiella, Shi-
gella, Neisseria, Pseudomonas, Pasteurella, Erwinia, Escherichia. Najbardziej oporne
byly Vibrio, Proteus oraz wedtug niektérych autoréw réwniez Pseudomonas [11].

Do zakazenia produktow migsnych zastosowano czysta kultur¢ Pseudomonas
Sfluorescens (0887). Szczep zakupiono w Kolekeji Czystych Kultur (Lock 105) Instytu-
tu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydziatu Chemii Spozywczej i Biotech-
nologii Politechniki £6dzkiej. Zostal on wyizolowany z zywnos$ci pochodzenia mig-
snego. W trakcie badan szczep przechowywano w temp. 6°C na skosach agarowych, a
0Zywiano na bulionie odzywczym (Noack Polen) w temp. 22°C. Oczko ezy Pseudo-
monas fluorescens posiewano na bulion odzywczy. Po 24 h inkubacji w temp. 22°C
otrzymano wyj$ciowa zawiesing bakterii, ktora rozcienczano 7-kortnie w celu uzyska-
nia gestosci inokulum 8-9-10'/ml. Do szczepienia gotowych produktéw migsnych
zastosowano 1 ml inokulum/100 g produktu.

Ogolng liczbe drobnoustrojow (OLD) w jtk/g oznaczano na agarze odzywczym
(Noack Polen) wg PN-A-82055-6:1994 [17] oraz instrukcji przygotowania podloza
firmy Noack Polen. Homogenizacji poddawano caly produkt (100 £ 3 g) w stosunku
1:1 z jatlowa woda peptonowa. Posiew wykonywano metoda wglgbna; temp. inkubacji
37°C, czas inkubacji 48 h. Do liczenia wybierano plytki zawierajace od 15 do 300
kolonii.

Liczbe bakterii z rodzaju Pseudomonas (LBPs) oznaczano na agarze z dodatkiem
selektywnego, liofilizowanego suplementu (cetrymid — czwartorzgdowa so6l amonowa;
fucidyna, cefalosporyna — antybiotyki) — CFC, 5 ml/500 ml jalowego podloza, firmy
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Noack Polen wg normy PN-ISO 13720:1999 [18] oraz instrukcji przygotowania pod-
toza wymienionej firmy. Homogenizacji poddawano caly produkt (100 + 3 g) w sto-
sunku 1:1 z jalowa woda peptonowa. Posiew wykonywano metoda wglebna, temp.
inkubacji 22°C, czas inkubacji 72 h. Do liczenia wybierano ptytki zawierajace od 15
do 300 kolonii.

Do opracowania pierwszorzgdowych modeli matematycznych zastosowano czte-
roparametrowe funkcje sigmoidalne Gompertza i logistyczna {3, 21, 22]. Szacowania
parametrow dokonano z wykorzystaniem procedur iteracyjnych, wyznaczajacych naj-
mniejsza warto$¢ sumy kwadratéw bledu pomigdzy wartosciami empirycznymi i teo-
retycznymi. Do szacowania wykorzystano algorytm Marquardta realizujacy nieliniowa
MNK. Obliczenia wykonano w programie TableCurve 2D for Windows, AISN So-
ftware Inc. [8].

Do konstrukcji modelu powierzchni odpowiedzi wykorzystano funkcje wielo-
mianowe drugiego 1 trzeciego stopnia. Szacowania parametrow modelu powierzchni
odpowiedzi dokonano z wykorzystaniem MNK. Obliczenia wykonano w programie
TableCurve 3D for Windows, SYSTAT Software Inc.

Wyniki i dyskusja

Wyniki analiz mikrobiologicznych

Wyniki oznaczen przedstawiono w tab. 1.1 2. W trakcie obrobki cieplnej w temp.
65-75°C inaktywowana jest wigkszo$¢ komérek wegetatywnych, natomiast zakazenie
wtérne determinuje okres przydatnosci produktu migsnego do spozycia, ktory wg
Borch i wsp. [2] wynosi od kilku dni do kilku miesigcy. Wpltywa na to wiele roznych
czynnikow, jak: temperatura, sktad atmosfery, poziom NaCl, a,,.

Oznaczenia mikrobiologiczne gotowego produktu miesnego, po obrobce cieplne;j,
wykazaly zanieczyszczenie mikroflora Srednio na poziomie 3,79 log jtk/g. W wyniku
pieczenia uzyskano statystycznie istotng redukcjg ogoélnej liczby drobnoustrojoéw $red-
nio o okoto 1,07 jednostki logarytmicznej. Mikroflora dodana jako inokulum Pseudo-
monas fluorescens w ilosci 1,89 log jtk/g (warto$¢ $rednia) do produktu migsnego
zostala nast¢pnie oznaczona razem z mikroflora naturalna, uzyskano §rednia warto§¢
4,13 log jtk/g.

W trakcie przechowywania produktow miesnych w temp. 10°C nie stwierdzono
istotnie statystycznego hamujacego wplywu lizozymu na rozw6j ogélnej liczby drob-
noustrojow (tab. 1). W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas, przez pierwsze 8
dni przechowywania, zaobserwowano istotna statystycznie redukcje liczby bakterii
pod wptywem lizozymu (tab. 2). W kolejnych dniach dziatanie enzymu bylo mnie;j
skuteczne — nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy w liczbie oznaczanych bak-
terii pomigdzy préoba kontrolng i proba z dodatkiem lizozymu.
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W czasie przechowywania produktow migsnych przez 16 dni w temp. 20°C, nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic w ogdlnej liczbie drobnoustrojow pomig-
dzy préba kontrolng i proba z dodatkiem lizozymu (tab. 1). Liczba bakterii z rodzaju
Pseudomonas byla statystycznie istotnie wyzsza w probie z dodatkiem lizozymu niz w
probie kontrolnej juz po 4 dniach przechowywania 1 utrzymywata si¢ na tym poziomie
do konca okresu przechowalniczego (tab. 2).

Tabela l

Ogolna liczba drobnoustrojow [log cfu/g] oraz liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas [log jtk/g] w pro-
duktach migsnych z dodatkiem lizozymu (25 000 U/g) oraz inokulum.,

Total plate count [log cfu/g] and plate count of Pseudomonas bacteria [log cfu/g] in model meat products
with added lysozym (25 000 U/g) and inoculum.

Temperatura prze- OoLD" LBPs" OLD!" LBPs'"
chowywania 10°C
Temperatute of K L K L K L K L
storage 10°C
_ 0 3,79 3,11 4,13 3,31
£ — (0,98) (0,30) (1,04) (0,67)
g & s 3,73 3,40 3,96 3,14 3,41 2,90 4,67 3,69
g g 0,60) | (0,50) | (0,80) | (0,61) | (0,52) | (0,48) | (1,17) | (0,99)
S g 5 3,71 3,43 4,89 3,45 3,84 3,55 4,97 426
% z 0,78) | (0,59) | (034) | (0,54) | (0,95) | (0,91) | (1,03) | (0,83)
R g 5 | 426 | 450 | 482 [ 459 | 476 | 483 | 517 | 537
o B (045 | (098) | (1,29) | (049 | (0,78) | (037) | (0,57) | (0,49)
3 i 5,00 5,36 5,61 522 5,71 6,36 6,58 543
0,84) | (0,70) | (1,70) | (0,82) | (0,53) | (1,23) | (1,46) | (1,15)

Objasnienia:

OLD - ogolna liczba bakterii / total plate count of bacteria,

LBPs — liczba bakterii z rodz. Pseudomonas, wystepujacych jako naturalna mikroflora / plate count of

Pseudomonas bacteria in samples without inoculum,

OLD' - ogélna liczba bakterii w probkach z inokulum / total plate count of bacteria in inoculated samples,

LBPs' - liczba bakterii z rodz. Pseudomonas w probkach z inokulum / plate count of Pseudomonas bacte-

ria in samples with inoculum.

*Wartoéci $rednie. W nawiasach odchylenie standardowe. K — proba kontrolna — bez lizozymu; L - proba
z lizozymem.

*Mean value. The standard deviation in brackets; K — control sample — without lysozyme; L — sample
with lysozyme.

W przypadku ogoélnej liczby drobnoustrojéw nie stwierdzono rdéznic pomiedzy
proba kontrolna i proba z dodatkiem lizozymu w obu badanych zakresach temperatu-
ry. Nie wykazano zatem hamujacego dziatania lizozymu. Podobne wyniki, wskazujace
na brak oddziatywania natywnego enzymu, uzyskali Masschalck 1 wsp. [15].
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W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas, prawdopodobnie taczne oddzia-
tywanie niskiej temperatury i dodatku lizozymu istotnie redukowato liczbg bakterii
przez 8 dni przechowywania. Liczba oznaczonych bakterii w probie z dodanym lizo-
zymem, przechowywanej w temp. 20°C byla istotnie wyzsza w porownaniu z proba
kontrolna.

Tabela 2

Ogolna liczba drobnoustrojow [log cfu/g] oraz liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas [log jtk/g] w pro-
duktach migsnych z dodatkiem lizozymu (25 000 U/g) oraz inokulum.

Total plate count [log cfu/g] and plate count of Pseudomonas bacteria [log cfu/g] in model meat products
with added lysozym (25 000 U/g) and inoculum.

Temperatura prze- OLD " LBPs”* oLD' " LBPs'"
chowywania 20°C
Temperature of K L K L K L K L
storage 20°C :
_ 0 3,79 3,11 4,13 3,31
‘E — (0,98) (0,30) (1,04) 0,67)
2 & ‘ 6,51 6,32 4,11 4,65 7,46 6,25 4,61 4,03
g ?O (0,36) | (0,59) | (061) | (0,64) | (0,72) | (0,61) | (0,55) | (0,77)
S g 8 7,11 7,18 5,56 6,22 7,42 7,47 6,32 6,03
.-g E 0,47) 0,27) (0,72) (1,15) (0,40) 0,27) (0,74) (0,65)
S 12 6,91 7,02 5,74 7,77 7,83 7,09 7,41 7,71
ol = (0,44) | (0,63) | (1,23) | (0,200 | (0,62) | (0,55) | (0,80) | (0,29)
g e
3 16 7,22 7,14 6,39 7,61 8,00 7,08 7,86 7,54
‘ 0,64) | (0,57) | (1,16) | (0,55) | (0,49) | (044 | (0,63) | (047)

Oznaczenie jak w tab. 1. / Notation like in tab. 1.

W produktach miesnych przechowywanych w temp. 10 i 20°C lizozym w formie
monomeru nie wptywat istotnie hamujaco na bakterie z rodzaju Pseudomonas spp.,
jak réwniez Pseudomonas fluorescens. Otrzymane wyniki sa poréwnywalne z do-
$wiadczeniami innych autordéw, ktdrzy nie stwierdzali aktywnosci lizozymu w formie
monomeru w stosunku do bakterii G(-), takich jak: Campylobacter jejuni, E. coli,
Salmonella enteritidis, P. fluorescens [4, 14, 16].

W przypadku przechowywania produktow z dodatkiem inokulum P. fluorescens
w temp. 10°C stwierdzono 4. dnia przechowywania statystycznie istotnie nizsza ogél-
ng liczbg drobnoustrojow w prébie z lizozymem w poréwnaniu z proba kontrolng. W
trakcie dalszego przechowywania produktéw migsnych liczba drobnoustrojow wzra-
stala w prdbie kontrolnej, roznice migdzy proba kontrolng i proba z lizozymem byly
istotne statystycznie. Ostatniego dnia przechowywania liczba drobnoustrojéw byla
jednak statystycznie istotnie wyzsza w probie z lizozymem.
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Podobnie, w przypadku ogdlnej liczby bakterii z rodzaju Pseudomonas zaobser-
wowano statystycznie istotnie nizsza liczbe bakterii w probie z lizozymem niz w kon-
trolnej, po 4 dniach przechowywania. Liczba drobnoustrojow wzrosta w czasie prze-
chowywania proby z lizozymem, ale oznaczone wartosci nie roznity sie istotnie staty-
stycznie od warto$ci w probie kontrolnej. Ostatniego dnia przechowywania stwierdzo-
no statystycznie mniej komorek drobnoustrojow w probie z lizozymem niz w probie
kontrolne;.

W produkcie z dodanym inokulum P. fluorescens, przechowywanym w temp.
20°C stwierdzono statystycznie istotnie nizsze wartosci ogolnej liczby drobnoustrojow
(z wyjatkiem 8. dnia) w probach z dodatkiem lizozymu niz w prébie kontrolne;.

W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas nie stwierdzono réznic miedzy licz-
ba drobnoustrojéw w probie kontrolnej i probie z dodatkiem lizozymu. Mozna stwier-
dzi¢, iz statystycznie istotne hamujace dziatanie lizozymu odnotowano w przypadku
ogoblnej liczby drobnoustrojéw w produktach migsnych przechowywanych w 20°C.

W przypadku przechowywania w temp. 10°C lizozym dodany w formie monomeru
nie wywieral istotnego wptywu na rozwdj bakterii Pseudomonas. Réwnolegle oznacze-
nia przeprowadzone w probach z dodatkiem inokulum i lizozymu sugeruja wystapienie
wyrazniejszego, ewentualnego wplywu dodatku substancji konserwujacej na bakterie
Pseudomonas. Jednak nie stwierdzono istotnie statystycznych réznic pomigdzy proba
kontrolna (z dodatkiem inokulum) a préba z dodatkiem inokulum i lizozymu.

Konstrukcja modeli pierwszorzedowych

Na rys. 1., 2. 1 3. przedstawiono wybrane modele pierwszorzegdowe opracowane
z wykorzystaniem funkcji Gompertza i logistycznej, opisujace rozwdj ogdlnej liczby
drobnoustrojoéw oraz liczby bakterii z rodzaju Pseudomonas, wystepujacych naturalnie

Czas przechow ywania (dni]/Time of storage [days]

Rys. 1. Model Gompertza wzrostu OLD w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem,
przechowywanych w temp. 10°C i 20°C.

Fig. 1. The Gompertz model of total plate count growth in model meat products preservated with ly-
sozyme stored at 10°C and 20°C.
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i dodanych jako inokulum P. fluorescens (log jtk/g) do modelowych produktow mig-
snych, utrwalonych lizozymem w formie monomeru o aktywnosci 25 000 U/g prze-
chowywanych w temp. 101 20°C.

Log cfuig

Czas przechow yw ania [dnil/Time of storage [days}

Rys. 2. Model Gompertz wzrostu LBPs w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem
przechowywanych w temp. 10°C i 20°C.

Fig. 2. The Gompertz model of total plate count of Pseudomonas spp. growth in model meat products
preservated with lysozyme stored at 10°C and 20°C.

Log cfuflg

0 5 10 15 20 25

Czas przechow yw ania [dni)/Time of storage [days]

Rys. 3. Model logistyczny wzrostu LBPs’ w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozy-
mem przechowywanych w temp. 10°C i 20°C.

Fig. 3. The Logistic model of plate count of Pseudomonas fluorescens growth in model meat products
preservated with lysozyme stored at 10°C and 20°C.

Aproksymacja modeli do danych empirycznych byta wysoka, na poziomie 90-99%
(tab. 3). Modele opracowano w oparciu o dane zagregowane.

Modele wzrostu drobnoustrojéw w produktach utrwalonych lizozymem charakte-
ryzowaly si¢ wysokimi wspotczynnikami determinacji. Ze wzgledu na brak danych
literaturowych na temat stanu mikrobiologicznego produktow migsnych z uwzgled-
nieniem dodatku naturalnej substancji konserwujacej jaka jest lizozym, trudno otrzy-
mane modele odnie$é do do$wiadczen innych autoréw. Mozna jednak przypuszczac,
ze dobre dopasowanie modeli pierwszorzgdowych (Gompertza i logistycznego), po-
zwoli w przysztosci na opracowanie modeli powierzchni odpowiedzi wptywu czynni-



ZASTOSOWANIE METOD PROGNOZOWANIA MIKROBIOLOGICZNEGO DO OKRESLANIA ROZWOJU... 13

koéw Srodowiskowych na kinetyczne parametry wzrostu. W ten sposéb opracowano
niektore ze znanych obecnie programéw komputerowych stuzacych do prognozowa-

nia mikrobiologicznego [1, 19].
Tabela 3

Wspbdtczynniki determinacji R? [%] modeli rozwoju roznych grup drobnoustrojéw w modelowych pro-
duktach migsnych przechowywanych w dwdch zakresach temperatury.

The determination coefficients R? [%] for models of growth of different groups of bacteria in model meat
products stored in different temperatures.

Temperatura przechowywania
Grupa drobnoustrojéw Rodzaj modelu Temperature of storage
Group of microorganisms Kind of model o o
10°C 20°C
OLD Gor'npertza 96 99
Logistyczny 89 99
LBPs Gor.npenza 99 98
Logistyczny 98 98
LBP Gor.npertza : 97 98
Logistyczny 98 99

Na podstawie uzyskanych parametrow kinetycznych: szybkosci wzrostu i czasu
generacji (model Gompertza) mozna stwierdzi¢, Zze bakterie tlenowe wyrazone jako
ogodlna liczba drobnoustrojéw w produktach przechowywanych w temp. 10°C, nie
byly hamowane przez lizozym w formie monomeru (tab. 4). W przypadku bakterii z
rodzaju Pseudomonas wystgpujacych naturalnie w produktach migsnych stwierdzono
nizszy wspotczynnik szybkosci wzrostu i dtuzszy czas generacji w prébie utrwalone;j
lizozymem, co wskazuje na hamujacy wplyw wywierany przez ten enzym. Wyniki

Tabela 4

Parametry kinetyczne wzrostu oszacowane na podstawie funkcji Gompertza i logistycznej badanych grup
drobnoustrojow w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem.

The kinetics parameters of growth of examined bacteria groups in model meat products preservated with
lysozyme estimated on Gompertz and logistic function.

Rodzaj Temperatura przechowywania 10°C Temperatura przechowywania 20°C
proby Temperature of storage 10°C Temperature of storage 20°C
Kind of
T N
sample u GT A N M G A
0,43 0,69 10,70 5,24 1,09 0,27 0,00 7,23
OLDK - - 48,30 - 1,62 0,18 -0,04 7,23
OLD 0,55 0,54 10,23 540 1,12° 026 | -0,001" | 716
205,29 | 0,001 42,39 - 129" | 023" | -0,03" | 7,157
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c.d. tabeli 4

LBPsK 0,59 0,50 -6,34 6,66 0,39: 0,76: 1,50: 6,20:
1,32 0,22 -14,53 6,68 0,53 055" | 2,60 6,15

LBPs 0,36 0,83 8,01 7,68 051 0,58::: 027 799
29,34 0,01 38,77 460,17 | 0,72 0,41 2,66 7,89

1,66 0,18 -43,63 11,08 0,46" 0,65 1,18 8,17

LBPs'K 2,15 0,13 -48,03 10,90 0,64 0,46 2,35° 8,05
0,44 0,67 6,65 5,52 0,94 0,31 5,30 7,73

p — wsp. szybkosci wzrostu [log (cfug)/h]; GT — czas generacji [h]; A — dtugo$¢ lag fazy [dni], N — max
gestos$é populacji {log cfu/g],

p — max. rate of growth coefficient [log (cfug)/h]; GT — generation time [h]; A — lag time [days}, N — max.
density of population {log cfu/g].

K — proba bez lizozymu

K - sample without lysozyme
"0,00 <p < 0,01; 70,00 <p<0,1; 70,05 <p<0,l.

szacowania lag fazy (ujemne warto$ci) i maksymalnej gestosci populacji OLD i OLPs
s trudne do zinterpretowania (tab. 4).

Lizozym wywieral istotny wptyw na wzrost bakterii P. fluorescens powodujac
istotne wydluzenie czasu generacji oraz zwolnienie tempa wzrostu (tab. 4).

W przypadku produktéw przechowywanych w temp. 20°C nie zanotowano ha-
mujacego wpltywu lizozymu na zadna z badanych grup drobnoustrojow (tab. 4).

Konstrukcja modeli powierzchni odpowiedzi

Rys. 4-6 przedstawiaja modele wielomianowe drugiego stopnia wzrostu ogolne;j
liczby drobnoustrojow, ogélnej liczby bakterii Pseudomonas oraz ogdlnej liczny bak-
terii dodanych jako P. fluorescens w modelowych produktach migsnych utrwalonych
lizozymem o aktywnos$ci 25 000U/g, przechowywanych w temp. 10 i 20°C. Dopaso-
wanie modeli jest na wysokim poziomie, odpowiednio w przypadku OLD, LBPs i
LBPs' — 97, 98 i 94%. Oznacza to, ze zmienno$¢ populacji drobnoustrojéw jest wyja-
$niona przez zmienne niezalezne: czas i temperaturg przechowywania.

W tab. 5. przedstawiono wartosci OLD (log cfu/g) w modelowych produktach
migsnych ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania, w temp. chtodniczej 0-5°C
oraz w temp. 15 i 25°C. Oszacowana na podstawie modelu, poczatkowa liczba drob-
noustrojow w produktach migsnych przechowywanych w temp. 0-25°C byta réwna
3,86. W kolejnych dniach przechowywania (4., 8., 12.) w temp. 0 i 5°C oszacowane
warto$ci OLD byly niskie, a 20. dnia bardzo wysokie, odpowiednio 9,0 i 8,0 log jtk/g.
Ekstrapolacja ta jest trudna do zinterpretowania i na jej podstawie sugeruje si¢ raczej
mala przydatno$¢ opracowanego modelu do prognozowania wzrostu drobnoustrojow
w produktach utrwalonych lizozymem w formie monomeru, przechowywanych w
chtodniczych zakresach temperatury.
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Tabela 5

Ogdlna liczba drobnoustrojéw [log jtk/g] w produktach migsnych utrwalonych lizozymem, przechowy-
wanych w roéznych zakresach temperatury (dane ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania oraz 0°C,
5°C, 15°C, 25°C).

The total plate count [log cfu/g] in model meat products preservated with lysozyme stored at different
temperatures (data extrapolate to 20 days of storage and 0°C, 5°C, 15°C, 25°C).

Czas Temperatura przechowywania [°C]

przechowywania [dni] Temperature of storage [°C]

Time of storage [days] 0 5 10 15 20 25
0 3,8688 3,8688 3,8688 3,8688 3,8688 3,8688
4 0,9737 2,2148 3,4559 4,6970 5,9381 7,1792
8 0,0296 1,8068 3,5839 5,3611 7,1382 8,9154
12 ) 1,0364 2,6446 4,2528 5,8610 7,4692 9,0774
16 3,9940 4,7282 5,4624 6,1967 6,9309 7,6651
20 8,9026 8,0578 7,2130 6,3682 5,5234 4,6786

W przypadku zastosowania modelu powierzchni odpowiedzi (rys. 4, tab. 5),
ogo6lnej liczby drobnoustro;ow w produktach leSIlYOh przechowywanych w temp.
10-25°C ekstrapolacja ‘wartoéci byta. wmfygodn 4 lej w)%nlku 0$Zacowano nizsze
wartosci log cfu/g w produktach przechgwy’Wanych W temp 20 i 25°C w odniesieniu
do 20. dnia przechowywania anizeli do:16. dnia. Wydaje sie, ze jest to mozliwe, gdyz
szybko$¢ wzrostu drobnoustrojéow w tych zakresach temperatury jest duza, do 12. dnia
przechowywania, a potem prawdopodobnie nast¢puje faza stacjonarna i zamierania
populacji drobnoustrojéw w produktach miesnych.

Tabela 6

Ogolna liczba bakterii Pseudomonas [log cfu/g] w produktach migsnych utrwalonych lizozymem prze-
chowywanych w réznych zakresach temperatury (dane ekstrapolowane do 20 dnia przechowywania oraz
0°C, 5°C, 15°C, 25°C).

The total plate count of Pseudomonas spp. bacteria [log cfu/g] in model meat products preservated with
lysozyme stored at different temperatures (data extrapolate to 20 days of storage and 0°C, 5°C, 15°C, 25°C).

Czas Temperatura przechowywania [°C]
Przechowywania [dni) Temperature of storage [°C]
Time of storage [days] 0 5 10 15 20 25
0 3,0872 3,0872 3,0872 3,0872 3,0872 3,0872
4 1,2119 2,1455 3,0792 4,0129 4,9466 5,8803
8 0,7570 2,1567 3,5564 4,9562 6,3559 7,7556
12 1,7226 3,1207 4,5188 5,9169 7,3150 8,7132
16 ) 4,1085 5,0374 5,9663 6,8952 7,8240 8,7529
20 7,9149 7,9069 7,8989 7,8909 7,8829 7,8748
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W przypadku modelu wzrostu bakterii z rodzaju Pseudomonas (rys. 5, tab. 6),
wystepujacych w produktach migsnych przechowywanych w temp. chlodniczej,
stwierdzono podobny, jak w przypadku OLD, efekt nieprawidtowej ekstrapolacji.
Szacowana przez model liczba bakterii Pseudomonas 20. dnia przechowywania
w temp. 25°C wskazuje na poczatek fazy stacjonarnej.

Eqn 2501 z=a+bx+oxZ+dxy+exly
?=0.97832013 DF Adj r*=095122028 FitStdEn=0.31656053 Fstat=56.407175
a=3.8687905 b=-0.96762717 c=0.060965895

d=0.079680534 e=-0.0044064319
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Rys.4. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (st. 2) OLD w modelowych produktach migsnych,
utrwalonych lizozymem przechowywanych w réznych zakresach temperatury.
Fig. 4. Polynominal response surface (second degree) of total plate count in model meat produsts pre-
servated with lysozyme stored at different temperatures.
Objasénienia: z — log OLD (jtk/g) / log total plate count of bacteria (cfu/g); x — czas (dni) / time
(days); y — dodatek lizozymu (U/g) / level of lysozyme (U/g); a — stala / constans;
b, ¢, d, e — parametry funkcji wielomianowej / parameters of polynominal func-
tion; r* — wspdlczynnik determinacji / R squere; adj r* — zrewidowany wspétczyn-
nik determinacji / adjusted R squere; warto$¢ testu F / fit standard error; warto$¢
statystyki F / F statistic.
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Eqn 2501 z=a+hx+oxZ+dxy+exy
r=0.9868786 DF Adjr’=0.97047685 FitStdEn=0.27972651 Fstat=04.014238
a=3.0871508 b=-0.64637541 c=0.044388239
d=0.0568375262 e=-0.0029227721
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Rys. 5. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (st. 2) OLPs w modelowych produktach migsnych
utrwalonych lizozymem przechowywanych w réznych zakresach temperatury.
Fig. 5.  Polynominal response surface (second degree) of total plate count of Pseudomonas spp. bacteria
in model meat produsts preservated with lysozyme stored at different temperatures.
Objasnienia: z — log LBPs (jtk/g) / log plate count of Pseudomonas bacteria (cfu/g); x — czas
(dni) / time (days); y — dodatek lizozymu (U/g) / level of lysozyme (U/g); a — stala
/ constans; b, ¢, d, € — parametry funkcji wielomianowej / parameters of poly-
“nominal function; r* — wspolczynnik determinacji / R squere; adj r* — zrewid-
owany wspolczynnik determinacji / adjusted R squere; warto$¢ testu F / fit stan-
dard errdr; warto$¢ statystyki F / F statistic.

Ekstrapolacja na podeawie‘»'OPi‘achanégq rﬁodelu roiwoju bakterii Pseudomonas
dodanych jako inokulum P. fluorescens do produktéw miesnych, przechowywanych w
temp. 0-25°C (tab. S) jest bardziej wiarygodna niz oszacowane na podstawie modeli
warto§ci OLD i OLPs (tab. 5 1 6). Wskazuje to na mozliwo$¢ zastosowania modelu (rys.
6) do prognozowania rozwoju bakterii P. fluorescens w produktach migsnych, utrwalo-
nych lizozymem, przechowywanych we wszystkich zakresach temperatury.
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Tabela 7

Ogolna liczba bakterii Pseudomonas fluorescens [log cfu/g] w produktach migsnych utrwalonych lizozy-
mem przechowywanych w réznych zakresach temperatury (dane ekstrapolowane do 20 dnia przechowy-
wania oraz 0°C, 5°C, 15°C, 25°C).

The plate count [log cfu/g] in model meat products preservated with lysozyme stored at different tempera-
tures (data extrapolate to 20 days of storage and 0°C, 5°C, 15°C, 25°C).

Czas przechowywania [dni] Temperatura przechowywania [°C] / Temperature of storage [°C]
Time of storage [days] 0 5 10 15 20 25

0 - 3,1099 3,1099 3,1099 3,1099 3,1099 3,1099

4 2,9041 3,3525 3,8008 4,2492 4,6976 5,1459

8 2,8637 3,6528 4,4418 5,2308 6,0199 6,8089

12 2,9887 4,0107 5,0328 6,0548 7,0768 8,0988

16 : 3,2791 4,4264 5,5737+ | 67210 7,8683 9,0157

20 3,7349 4,8998"." - 6,0647 71,2296 | 8,3945 9,5594

Eqn 2501 z=a+bx+ox2+dxy+ex2y
r?=0.94947853 DF Adj r%=0.8863267 FitStdEn=0.49305016 Fstat=23.491958
a=3.1098915 b=-0.072118663 £=0.0051685119
d=0.025110464 e=-0.00067307264

9
9 ¥ 8
8 ¢ g 7
7 = 6
@8 5:3_"
= -
4 3 o
N -
s3° 2
2 1
1 0
0 @\

Rys. 6. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (st. 2) OLPs’ w modelowych produktach miesnych
utrwalonych lizozymem, przechowywanych w réznych zakresach temperatury.

Fig. 6. Polynominal response surface (second degree) of plate count of Pseudomonas fluorescens in
model meat produsts preservated with lysozyme stored at different temperatures.

Objasnienia: z — log LBPs' (jtk/g) / log plate count of Pseudomonas bacteria in samples with in-
oculum {cfu/g); x — czas (dni) / time (days); y — dodatek lizozymu (U/g) / level of
lysozyme (U/g); a — stala / constans; b, ¢, d, e — parametry funkcji wielomianowe;j /
parameters of polynominal function; r* — wspotezynnik determinacji / R squere; adj
1* — zrewidowany wspdlczynnik determinacji / adjusted R squere; wartosé testu F /
fit standard error; warto$¢ statystyki F / F statistic.
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Whioski

1.

Nie wykazano hamujacego dziatania lizozymu, dodanego do produktéw miesnych
w formie monomeru, na ogélng liczbe drobnoustrojow w badanych zakresach
temperatury przechowywania, tj. 10 i 20°C.

W przypadku bakterii z rodzaju Pseudomonas taczne oddziatywanie niskiej tem-
peratury (10°C) i dodatku lizozymu istotnie redukowalo liczbe bakterii do 8. dnia
przechowywania produktow.

Wyniki badan mikrobiologicznych postuzyly do skonstruowania modeli Gom-
pertza i logistycznych, pozwalajacych na wyznaczenie kinetycznych parametrow
wzrostu, opisujacych rozwdj drobnoustrojow w produktach z migsa rozdrobnio-
nego w czasie przechowywania, w poszczegolnych zakresach temperatury.
Skonstruowane modele wielomianowe drugiego stopnia pozwolily na wiarygodna
ekstrapolacje w przypadku produktéw przechowywanych w temperaturze 10-25°C.
Byly one najbardziej odpowiednie do opisu, w postaci powierzchni odpowiedzi,
wptywu dwéch zmiennych na rozwdj wybranych grup drobnoustrojéw w produk-
tach migsnych.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN nr 6PO6T02121.
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APPLICATION OF PROGNOSTIC MICROBIOLOGY METHODS FOR EVALUATION
OF GROWTH OF SAPROPHYTIC BACTERIA IN MEAT PRODUCTS PRESERVATED
WITH LYSOZYME IN MONOMER FORM

Summary

The aim of the work was construction of mathematical models of growth of total plate count of bac-
teria and saprophytic Pseudomonas spp. bacteria occurring in model meat products preservated with
lysozyme in monomer form. The microbiological experiment was carried out by traditional plate method.
The experimental data were fitted to first order models (Gampertz and logistic) and response surface
models (RSM). The Marquardt algorithm was used to evaluate parameters of Gompertz and logistic func-
tions. The least square method was used for assessment of parameters of polynominal functions. Results
of first order models were kinetics parameters of growth: lag time duration, growth rate, generation time,
density of population. The influence of environmental factors on bacteria population growth was deter-
mined on the basis the RSM.

Key words: food, microbiology, prediction, meat products.



