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Summary

The aim of the study was to determine the Kinetics of the growth and survival of Staphylococcus aureus
in regional rennet ripened cheese manufactured from unpasteurized goat’s milk. Cheese samples were
contaminated with S. aureus and stored at 4, 6, 20, or 22°C. During storage, pH balance, water activity, and
the number of S. aureus cells per gram of the sample were determined. On the basis of the data, models of
growth and survival of staphylococci in cheese were described, using a system of three coupled differential
equations. The analysis of the measurements and fitting of the model demonstrated that the model consisting
of a system of three differential equations was a good fit for the experimental data on water activity, pH, and

the number of bacteria.
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W wielu krajach europejskich od kilku lat obser-
wuje si¢ narastajace zainteresowanie konsumentow
produktami lokalnymi, wytwarzanymi jak najblizej
domu (4, 6, 7, 9). Na kanwie tej tendencji powstata
w 1995 r. Europejska Sie¢ Regionalnego Dziedzictwa
Kulinarnego promujaca spozycie i zwigkszong pro-
dukcje regionalnej zywnos$ci. Jednym z polskich
region6w nalezacych do wymienionej sieci jest re-
gion Warmia, Mazury i Powisle. Wérod dhlugiej listy
podmiotow o roéznorodnej dziatalno$ci, nalezacych
do sieci w regionie, sg producenci oferujacy produk-
ty z mleka koziego. Dzigki warunkom naturalnym,
charakterystycznym dla regionu Warmii i Mazur,
wykorzystaniu lokalnego surowca i tradycyjnych
procesOw wytwarzania, produkty te odznaczaja si¢
wyjatkowymi walorami smakowymi 1 odzywczymi.
Wyjatkowe cechy organoleptyczne uzyskiwane sa
m.in. dzigki rezygnacji z obrobki mleka w wysokiej
temperaturze. Mleko kozie w produktach tradycyjnych,
w odroznieniu od produktéw wytwarzanych metodami
przemystowymi, jest poddawane jedynie podgrzewa-

niu w temperaturze nizszej niz pasteryzacja. Efektem
zastosowania obrobki w niskich temperaturach moze
by¢ przezycie drobnoustrojow srodowiskowych wy-
stepujacych w mleku (1). Podobnie jak przygotowanie
surowca, warunki wytwarzania produktow lokalnych
r6znig si¢ zasadniczo od tych wytwarzanych przemy-
stowo. Produkcja zajmujg si¢ z reguty osoby, ktore
zardwno opiekuja si¢ stadem, jak 1 pozyskuja mleko.
Niesie to za sobg ryzyko przeniesienia drobnoustrojow,
w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus, powszechnie
wystepujacych na powierzchni ciata i bton §luzowych
ludzi i zwierzat, na gotowe produkty (5, 10, 11). Majac
na wzgledzie prawdopodobienstwo wystgpowania
gronkowcow w mleku surowym, podjeto badania
nad zachowaniem si¢ Staphylococcus aureus w serze
podpuszczkowym dojrzewajacym z mleka koziego.
Badania te staty si¢ podstawg do opracowania modeli
matematycznych wzrostu i przezywalnosci tych bak-
terii z uwzglednieniem nastgpujacych parametrow:
pH i aktywno$ci wodnej oraz réznych temperatur
przechowywania produktu.
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Materiat i metody

Mikroorganizm i przygotowanie inokulum. Drobno-
ustrojem wykorzystanym w badaniu byt szczep S. aureus
pochodzacy z kolekcji (ATTC 25923, Mecconti, Luxem-
burg). Przygotowang zgodnie z instrukcjg producenta zawie-
sin¢ bakterii posiano ezg na agar odzywczy i inkubowano
w 37°C przez 24 godziny. Wyizolowang na agarze, poje-
dyncza koloni¢ zawieszono w bulionie mo6zgowo-sercowym
(Brain Heart Infusion, BHI, Oxoid, Basingstoke, Wielka
Brytania) i inkubowano przez 20 godzin w temperaturze
37°C. Do uzyskanej zawiesiny dodawano gliceryne w sto-
sunku objetosciowym, odpowiednio, 17 : 3. Mieszaning
dzielono na 1,5 ml porcje i zamrazano w temperaturze
—80°C (12). Kazdorazowo przed inokulacja probek sera,
1,5 ml porcje po rozmrozeniu posiewano na agar odzyw-
czy i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Nastepnie jedng wyhodowang kolonig S. aureus zawieszano
w BHI i inkubowano kolejne 20 godzin w tej samej tem-
peraturze. Uzyskang hodowle rozcienczano w ptynie do
rozcienczen (Maximum Recovery Diluent, Merck, Germa-
ny) do uzyskania rozcienczenia 10~ Inokulum dla probki
stanowito 100 pl rozcienczonej hodowli.

Material. Material do badan stanowil ser podpuszcz-
kowy dojrzewajacy, wyprodukowany z mleka koziego
niepasteryzowanego w gospodarstwie rolno-przetworczym
potozonym na Warmii i Mazurach. W gospodarstwie pobie-
rano cate bloki serowe i transportowano do laboratorium
w warunkach chlodniczych. Sery rozdrabniano na tarce
iodwazono 10-gramowe porcje w sposob uniemoZliwiaj acy
dodatkowa kontammaqq Pojedyncze porcje stanowigce
probki laboratoryjne umieszczano w Jalowych woreczkach,
przeznaczonych do kontaktu z zywnos$cia. Potowe probek
inokulowano zawiesing S. aureus, a druga potowa stano-
wila kontrole.

Przechowywanie probek. Taka sama liczbe probek
inokulowanych i stanowigcych kontrole umieszczono
w chlodziarkach w temperaturach 4 i 6°C oraz w cieplar-
kach w temperaturach 20 i 22°C.

Oznaczanie jednostek tworzacych kolonie S. aureus
w probkach sera. W trakcie przechowywania co 72 godzi-
ny pobierano po dwie probki (inokulowang i kontrolng) do
oznaczania liczby gronkowcow w 1 g produktu przecho-
wywanego w kazdej z wymienionych powyzej temperatur.
Oznaczenie liczby S. aureus w gramie dokonano zgodnie
z procedurg opisang w normie PN-EN ISO 6888-1 (8).

Pomiar pH i aktywnos$ci wody. Pomiaru pH dokonano
przy uzyciu pH-metru firmy Hanna Instruments (HI model
9224, USA). Aktywnos¢ wody oznaczano przy uzyciu apa-
ratu firmy NAGY Mess systeme GmbH (typ AWMD-10,
Gaufelden, Niemcy). Pierwszy pomiar pH i aw dokonany
zostal bezposrednio po inokulacji probek sera zawiesing
gronkowca. Kolejne pomiary pH i aw w probkach, przecho-
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wywanych w czterech temperaturach, wykonywane byty co
72 godziny. Oznaczanie liczby gronkowcow w 1 gramie, pH
i aktywnos$ci wodnej dokonano w trakcie przechowywania
w 15 punktach czasowych dla probek przechowywanych
w kazdej z czterech badanych temperatur. Badania te prze-
prowadzono w pig¢ciokrotnym powtorzeniu.

Modelowanie. Model przezywalnosci, zaproponowa-
ny dla wyjasnienia badanych proceséw prowadzonych
w temperaturach 4°C i 6°C, opisany jest uktadem trzech
sprzezonych rownan rézniczkowych. Rownanie nr 1 opisuje
kinetyke zmian liczebnosci bakterii, rownanie nr 2 aktyw-
nos$ci wodnej, a rownanie nr 3 pH.

dX —b-‘l—i‘ , .
E =Y e Vo M@ | Xl X réwnanie nr 1
dwa ; )
A =—u,, -wa roOwnanie nr 2
d];H =W, - PH roOwnanie nr 3

Model wzrostu, zaproponowany dla wyjasnienia ba-
danych procesow prowadzonych w temperaturach 20°C
1 22°C, podobnie jak model przezywalnosci, opisany jest
uktadem trzech sprzezonych réwnan rézniczkowych, ktore
opisuja kinetyke zmian liczebnosci bakterii — rownanie nr 4,
aktywnos$ci wodnej — rownanie nr 5 oraz pH — rownanie nr 6.

CZ): =Y e Y pr My 1- L -X rownanie nr 4
end
d;\;a =—W,, wa roOwnanie nr 5
@ZHPH.pH.(l— pH ) rownanie nr 6
dt

max

Zarowno dla modelu wzrostu, jak i przezywalnosci,
sprzezenie wynika z zaleznosci empirycznych opisujacych
wptyw aktywnosci wodnej (rownanie nr 7) i pH (rownanie
nr 8) na liczbe drobnoustrojow. Posta¢ tych rownan jest
analogiczna do tego, co zaproponowal Mason, okreslajac
wplyw temperatury na badane procesy biotechnologiczne
(3). Wartosci minimalne, optymalne i maksymalne aktyw-
nosci wodnej i pH, usrednione na podstawie danych pod-
recznikowych, zestawiono w tab. 1.

Tab. 1. Warto$ci kardynalne zakresu zdolnoS$ci wzrostu S. au-
reus (aktywnosci wodnej i pH)

Wartosé aw pH
min 0,8139 4
opt 0,9764 6,9
max 0,9924 10

(aw—aw, Y aw—aw, )

min

rownanie nr 7

y wa -

rownanie nr 8

(awopt - awmm){(awop —aw, Yaw —aw, ) (aw, o awmax)(awop ,taw —2aw)}
) (rH-pH, )pH-pH )
pH (pHOPt mm){(pH pHmlﬂ)(pH pH ) (pHDp[ pHmax)(pH +pHmm - 2pH)}

opt opt
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Do wyznaczenia wartosci poszukiwanych wspotczynni-
kow, p,b,u . o W modelu sktadajacym si¢ z réwnan 1-3
i 4-6 wykorzystano procedur¢ optymalizacyjna, ga, zaim-
plementowang w Optimization Toolbox MATLAB (Math-
Works, USA). Funkcja celu, J . okreslona wspotczynnikiem
Nasha-Sutcliffe’a, zostala zdefiniowana jako suma roznic
warto$ci zmian wielko$ci, ogolnie oznaczonych symbolem
W, zmierzonych i symulowanych (2):

2o =
2

i.pom Wpom

i, model

J(wsp. modelu) =1- réwnanie nr 9

Wartos¢ wspotczynnika dopasowania opisanego rowna-
niem nr 9 wynoszaca 1 (maksymalna teoretyczna warto$¢)
oznacza, ze model jest idealnie dopasowany do danych
eksperymentalnych. Warto§¢ 0 oznacza, ze model moze
by¢ zastgpiony $rednig warto$cig z pomiarow. Warto$¢
> (0 — model lepiej aproksymuje niz $rednia z pomiarow.
Wartos¢ < 0 — model gorzej aproksymuje niz $rednia z po-
miaré6w. Dolna granica wspolczynnika Nasha-Sutcliffe’a
moze dazy¢ do —o.

Wartosci poszukiwanych wspotczynnikow zostaty wy-
znaczone jako rozwigzanie problemu optymalizacyjnego:

max —J. (WSp. modelu )

wsp. modelu

Wykaz oznaczen: b — stalta w modelu, max — warto$¢
maksymalna, mean — warto$¢ $rednia, min — warto$¢ mi-
nimalna, pH — odczyn, std — odchylenie standardowe, wa
— aktywno$¢ wodna, W — ogo6lny symbol zmiennej stanu,
W — $rednia warto$¢ zmiennej, X — populacja bakterii
[log jtk/ml], ¥ — wyrazenie limitujace wzrost bakterii, p —
stala wzrostu [1/min]; indeks dolny: model — warto$¢ mo-
delowa, pom — pomiar, opt — warto$§¢ optymalna.

Wyniki i omowienie

W modelu wzrostu jako wartosci, X_ , przyjeto
warto$¢ srednig uzyskang z 5 koncowych pomiarow.
Na podstawie przebiegu linii modelowych prezentowa-
nych na ryc. 1-3 oraz miar dopasowania, Jc, zamiesz-
czonych w tab. 2 mozna stwierdzi¢ dobre dopasowanie
modelu sktadajacego si¢ z uktadu trzech rownan roz-
niczkowych, zarowno do danych eksperymentalnych
aktywnos$ci wodnej, pH, jak i liczebnosci bakterii.

W tab. 2 przedstawiono wyznaczone z wykorzy-
staniem metod optymalizacyjnych warto$ci liczbowe
wspotczynnikow w modelu przezycia (temperatura 4°C
16°C) 1 wzrostu (temperatura 20°C 1 22°C) oraz miary
ich dopasowania. Mimo ze modele przezycia i wzrostu

Tab. 2. Wartosci liczbowe wspolczynnikéw w modelu prze-
zycia (temperatura 4°C i 6°C) i wzrostu (temperatura 20°C
i22°C) oraz miara ich dopasowania (wartosci wspélezynnikow
Nasha-Sutcliffe’a)
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Ryec. 1. Zmiany liczebnosci komoérek S. aureus w serze prze-
chowywanym w czterech réznych temperaturach. Dane
eksperymentalne i modelowe
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Ryc. 2. Zmiany pH w serze przechowywanym w czterech
roznych temperaturach. Dane eksperymentalne i modelowe

Tem?fgtura n, b *1:“65 *%‘ J,
4 0,025 1,295 1,882 1,819 | 10,8159
6 0,073 1,979 1,748 1,376 | 10,8252
20 0,064 = 3,859 16,62 0,6661
22 0,1198 = 4,305 16,75 0.4721
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Ryec. 3. Zmiany aktywnoS$ci wodnej w serze przechowywanym
w czterech réznych temperaturach. Dane eksperymentalne
i modelowe

maja odmienng postac, to wspdlne jest to, iz wartosci
wspotczynnika, p, ib (model wzrostu) sg wigksze dla
wyzszych temperatur, co m.in. potwierdzajg szybsze
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Ryec. 4. Wspolezynnik Nasha-Sutcliffe’a — analiza wrazliwosci wplywu
wartos$ci wspolezynnika p_i b na liczebno$¢ bakterii w temperaturze 4°C
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Ryec. 5. Wspolezynnik Nasha-Sutcliffe’a — analiza wrazliwosci wplywu

wartos$ci wspolezynnika p_i b na liczebno$¢ bakterii w temperaturze 6°C
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Natomiast w temperaturach 20°C 1 22°C war-
tosci wspotczynnika i w konsekwencji linie
modelowe s3 do siebie zblizone. Dodatkowo
na podstawie ich przebiegéw przedstawio-
nych naryc. 2 mozna stwierdzi¢, ze w okresie
prowadzenia eksperymentu pH prébek sera
w temperaturach 20°C 1 22°C zaczyna prze-
chodzi¢ w zakres stalych warto$ci, czego nie
zaobserwowano w nizszych temperaturach.

Obnizenie aktywnos$ci wodnej zaobser-

wowano zaréwno dla przezywalno$ci, jak
1 wzrostu bakterii w probkach sera. Charakter
tych zmian jest podobny w temperaturach
4°C 1 6°C, tak jak charakter linii modelo-
wych prezentowanych na ryc. 3 oraz wartosci
wspotczynnika, p_, tabela 2. Porownujgc
przebiegi zmian aktywnosci wodnej w tempe-
raturach chtodniczych 1 pokojowych, mozna
zaobserwowac duzo wigksza szybkos$¢ zmian
1 znaczacych roznic przebiegoéw w tempera-
turach 20°C 1 22°C (wigksze wartosci, p_,
1 bardziej nachylone linie modelowe).

Analiza wrazliwos$ci. Metody optymaliza-
cji pozwolily znalez¢ takie wartosci wspot-
czynnikow w modelach, ktére zapewniajg
najlepsze dopasowanie modelu do danych
eksperymentalnych. Natomiast zastosowanie
metody analizy wrazliwosci daje odpowiedz
na pytanie, na ile inne wartosci wspotczyn-
nikéw daja dopasowanie zblizone do opty-
malnego.

Na ryc. 4 przedstawiono analize wrazli-
wosci wplywu warto$ci wspotczynnikow,
W, oraz b, na liczebno$¢ bakterii. Z utozenia
plaszczyzny utworzonej dla wspotczynnika
b z przedziatu <0,1; 3> oraz wspotczynnika
u z przedziatu <0,01; 0,9>, po podziale
kazdego przedziatu na 200 rownomiernie
roztozonych punktéw, mozna zaobserwowac
»grzbiet” utrzymujacy si¢ na poziomie ok.
0,8 wartosci wspotczynnika dopasowania.
Optymalna warto$¢ tego wspotczynnika
wyniosta 0,8159 dla wartosci b =1,2951 p_
= 0,023, ale zblizone dopasowanie mozna
uzyska¢ dla innych kombinacji wartosci
wspotczynnikéw. Podobny ,,grzbiet” mozna
zaobserwowac na ryc. 5 przedstawiajacej
analiz¢ wrazliwo$ci wspofczynnikow, p , oraz
b w temperaturze 6°C.

zmiany liczby bakterii w wyzszych temperaturach. Wyniki analizy wrazliwo$ci wptywu warto§ci wspot-
Znajduje to tez potwierdzenie w charakterze krzywych  czynnika, p , (rdwnanie nr 4) na liczebno$¢ bakterii
modelowych prezentowanych na ryc. 1. Szybko§¢ w temperaturach 20°C i 22°C prezentowane na ryci-
zmian pH badanych w serze byta wigksza w tempera- nie 6 pozwalajg stwierdzi¢, ze w temperaturze 22°C
turze 4°C przechowywania w poréwnaniu do zmian zakres zmienno$ci tego wspotczynnika od ok. 0,1 do
zachodzacych w 6°C, co mozna stwierdzi¢ zarowno 0,18 daje rownie dobre dopasowanie, jak warto$¢ opty-
na podstawie warto$ci wspotczynnika, oo (tab.2),jak  malna wynoszaca 0,1198. Natomiast w temperaturze

1 na podstawie graficznej prezentacji zmian modelo- 20°C przedzial wokot wartosci optymalnej 0,064 jest
wych i eksperymentalnych przedstawionychnaryc. 2. wyraznie mniejszy.
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Ryec. 6. Wspotezynnik Nasha-Sutcliffe’a — analiza wrazliwoSci
wplywu wartoSci wspolezynnika, p_na liczebnos¢ bakterii
w temperaturach 20°C i 22°C

Zaproponowane modele matematyczne opisujace
kinetyke zachowania S. aureus w badanym serze
podpuszczkowym, zdaniem autorow, zostaly zweryfi-
kowane z zadowalajaca doktadnoscia. Modele te maja
charakter semi-empiryczny co oznacza, ze zakres ich
stosowania odpowiada zakresowi zmienno$ci stanu
uzyskanego w badaniach. Ewentualna predykcja poza
zakres zmiennosci eksperymentalnej moze wynosic¢
kilka procent. Rozszerzenie zakresu stosowalnos$ci tego
typu modelu wymaga przeprowadzenia dodatkowych
badan.
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