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Stanovení minimálních hodnot aktivity vody
pro pøežívání bakterií v kultivaèním médiu

LIBOR ÈERVENKA − JARMILA VYTØASOVÁ
− DAVID JELÍNEK − PAVEL BØEZINA

SOUHRN. Pro vybrané bakteriální kmeny byly stanoveny minimální hodnoty aktivity
vody (aw) pro jejich pøežívání za laboratorních podmínek v BHI bujónu za optimálního
pH a kultivaèní teploty. Minimální hodnoty aw pro pøežívání bakterií byly závislé na typu
humektantu (látka ovlivòující aktivitu vody aw). V prostøedí s glycerolem byly awmin nej−
nižší ve srovnání s ostatními humektanty. Enterococcus faecalis byl schopen rùstu pøi aw

> 0,76 (6. den) zatímco v prostøedí NaCl byla aw > 0,93. Pseudomonas fluorescens rostl
pøi aw > 0,95 (glycerol, 6. den) a pøi aw > 0,98 (NaCl, 6. den). Buòky Escherichia coli
byly vitální pøi aw > 0,93 (gly cerol, 6. den) zatímco v prostøedí NaCl rostly pøi aw > 0,96.
Sacharidy pùsobily inhibiènì na Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens (aw > 0,97
resp. 0,98, 6. den.) ve srovnání s Enterobacter aerogenes èi Enterococcus faecalis
(aw >0,96 resp. 0,93, sacharosa, 6. den).

KLÍÈOVÁ SLOVA: aktivita vody; rùst mikroorganismù; pøežívání mikroorganismù

Voda je jedním z nejdùležitìjších faktorù, které ovlivòují mikrobiální sta−
bilitu potravin. Informace o množství vody v prostøedí však není dostaèující
pro urèení využitelnosti vody pro rùst a metabolickou aktivitu mikroorganis−
mù. Tuto využitelnost reprezentuje hodnota aktivity vody aw, která má kromì
toho vliv i na strukturu potravin, jejich barvu, chu� a aktivitu enzymù [1].

Každý mikroorganismus má odlišné nároky na aktivitu vody aw v prostøe−
dí. Plísnì a kvasinky jsou v obecném mìøítku tolerantní k nízkým hodnotám
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aw [2]. Bakterie jsou však citlivìjší ke zmìnám vodní aktivity v prostøedí
a platí, že gramnegativní bakterie jsou ve srovnání s grampozitivními bakte−
riemi senzitivnìjší [3]. V principu existuje pouze jeden zpùsob jak zmìnit
aktivitu vody aw v prostøedí. Podle fyzikální definice [4] mùžeme aktivitu
vody aw ovlivnit zmìnou koncentrace rozpustných látek v roztoku a to suše−
ním, zmrazováním nebo pøídavkem rozpustných látek (humektantù).
Za pøesnì definovaných podmínek existuje pro každý mikroorganismus tzv.
minimální hodnota aktivity vody aw [5]. Pokud je v potravinì dosaženo hod−
noty nižší než je minimální hodnota aw, mikroorganismus již není schopnen
rùstu, dochází k inaktivaci a poèet bunìk se s èasem mnohonásobnì redu−
kuje [6].

Cílem této práce bylo zjištìní minimálních hodnot aw pro pøežívání vybra−
ných druhù patogenních a podmínìnì patogenních bakterií v závislosti
na typu pøidané látky, èase a poèáteèní koncentraci bunìk.

Materiál  a  metody

Byly testovány bakterie, které se nejèastìji vyskytují ve vodách a potravi−
nách: Escherichia coli CCM3954, Enterobacter aerogenes CCM2531,
Enterococcus faecalis CCM4224 a Pseudomonas fluorescens CCM1074
(Ès. sbír ka mikroorganismù, Brno, ÈR).

Jako rùstové médium byl pøipraven bujón s mozko−srdcovou infúzí
(BHI Broth; HiMedia, Bombay, India) s pøídavkem NaCl (0,99–0,75 aw),
glycerolu (0,99–0,45 aw), NaNO3 (0,99–0,90 aw), sacharosy (0,99–0,92 aw)
a maltosy (0,99–0,96 aw) v 0,005 aw intervalech. Do zkumavek (15 ml) s takto
pøipraveným sterilním roztokem bylo napipetováno 50 µl 24−hodinové bak−
teriální suspenze tak, aby poèáteèní koncentrace bunìk byla 104 KTJ.ml−1

resp. 107 KTJ.ml−1. Kultivace probìhla pøi 37 °C s výjimkou P. fluorescens
(30 °C). Obsah zkumavek byl vyoèkován 1.,3. a 6. den kultivace na živný agar
è. 2 (HiMedia, Bombay, India). Aktivita vody pøipravených pùd byla mìøe−
na na pøístroji AW−Sprint TH 500 (fy Novasina, Švýcarsko). Celý experiment
byl proveden ve tøech nezávislých sériích.
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Výsledky a diskuse

Látky, které v roztoku disociují (NaCl, NaNO3), mají znaèný vliv na sníže−
ní aw v daném koncentraèním rozmezí ve srovnání s vysokomolekulárními
látkami (glycerol, sacharosa, maltosa) (obr. 1). Tyto rozdíly lze vysvìtlit rùz−
nou afinitou molekul látek k molekulám vody. Aktivita vody je také závislá
na molekulové hmotnosti rozpuštìné látky a rozpouštìdla a proto se køivky
tìchto závislostí u sacharosy a maltosy témìø pøekrývají (molekulová hmot−
nost obou sacharidù je totožná).

V tab. 1 až 4 je uvedeno, jak koreluje poèáteèní koncentrace bunìk
s minimální hodnotou aw. Vliv poèáteèní koncentrace bunìk na zmìny mini−
mální hodnoty aw bìhem 6 dnù kultivace byl prokázán u Escherichia coli, kde
byla aw ovlivnìna pøídavky NaCl a sacharosy, Enterobacter aerogenes (aw byla
ovlivnìna glycerolem) a Enterococcus faecalis (aw ovlivnìna NaNO3). Všech −
ny testované kmeny vykazovaly vìtší toleranci k nízkým hodnotám aw v pro−
støedí, které bylo upravené glycerolem. V roztocích s pøídavkem dusiènanu
sodného se inhibièní úèinek projevil pøevážnì antimikrobiálním vlivem této
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OBR. 1. Vliv pøídavných látek na aktivitu vody v BHI bujónu.

FIG. 1. Influence of humectants on water activity in BHI broth.
1 − water activity, 2 − concentration of the humectant, 3 − sodium chloride, 4 − glycerol,

5 − sodium nitrate, 6 − sucrose, 7 − maltose.



látky. Dusiènany se používají v masných výrobcích pro potlaèení rùstu a tvor−
by toxinu bakterie Clostridium botulinum. Dusiènany jsou redukovány nìk−
terými mikroorganismy v potravinách nebo støevní mikroflórou (in vivo)
na dusitany, kterým se pøipisuje hlavní podíl na baktericidním úèinku. Bak −
terie Escherichia coli je inhibována koncentrací 400 μg.ml−1 dusitanù ve smì −
si s 6% NaCl (10 °C, pH 5,6). Koncentrace 200 μg.ml−1 (pH 6) staèí k inhibi−
ci bakterií rodu Enterobacter a Pseudomonas [7]. Pseudomonas fluorescens je
citlivý ke zmìnám aw prostøedí a pøežíval pouze pøi vyšších hodnotách
(aw > 0,97). Podobných výsledkù bylo dosaženo také s bakteriemi rodu Ar −
cobacter (aw > 0,98) [8]. Bakterie tohoto rodu byly izolovány ze vzorkù masa
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TAB. 1. Minimální hodnoty aw pro pøežívání Pseudomonas fluorescens v BHI bujónu
pøi pH 7,4 a 30 °C v závislosti na typu humektantu a poèáteèní koncentraci bunìk.

TAB. 1. Minimum aw values for the survival of Pseudomonas fluorescens in BHI broth
at pH 7.4 and 30 °C as affected by the type of humectant and initial cell concentration.

PKB − poèáteèní koncentrace bunìk [KTJ.ml−1].

PKB − initial cell concentration [CFU.ml−1].
1 − type of humectant, 2 − time of incubation [days], 3 − minimum aw, 4 − glycerol, 5 − sodium
chloride, 6 − sodium nitrate, 7 − sucrose, 8 − maltose.

Typ látky1

Doba kultivace
[dny]2

Minimální
aw3

Doba kultivace
[dny]

Minimální
aw

PKB − 104 KTJ.ml−1 PKB − 107 KTJ.ml−1

glycerol4
1 0,920 1 0,920

3 0,950 3 0,940

6 0,950 6 0,950

chlorid sodný5

1 0,970 1 0,970

3 0,980 3 0,980

6 0,980 6 0,980

dusiènan
sodný6

1 0,995 1 0,990

3 0,995 3 0,990

6 0,995 6 0,995

sacharosa7

1 0,970 1 0,970

3 0,970 3 0,970

6 0,970 6 0,970

maltosa8

1 0,980 1 0,980

3 0,985 3 0,980

6 0,985 6 0,980



[9] a jsou dávány do souvislosti s enteritidami u lidí [10]. Pro izolaci arko−
bakterù z potravin dosud neexistuje žádná standardní metoda. Velmi níz−
kých minimálních hodnot aw (0,92–0,95) ve srovnání s ostatními humektan−
ty bylo dosaženo v prostøedí s glycerolem. Výsledky jsou shrnuty v tab. 1.
Odolnost Pseudomonas fluorescens vùèi nízké aw ovlivnìné glycerolem byla
prokázána také pøi rùstu této bakterie v laboratorním médiu obsahující glu−
kosu, chlorid sodný a stopové prvky [11]. Rozdíl mezi pùsobením NaCl,
 glycerolu a glukosy na dynamiku rùstu byl popsán také u halotolerantní bak−
terie Brevi bacterium linens. Bylo zjištìno, že glycerol a glukosa vyvolaly
u tohoto mikroorganismu významné prodloužení lag−fáze, po které následo−
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TAB. 2. Minimální hodnoty aw pro pøežívání Enterococcus faecalis v BHI bujónu
pøi pH 7,4 a 37 °C v závislosti na typu látky a poèáteèní koncentraci bunìk.

TAB. 2. Minimum aw values for the survival of Enterococcus faecalis in BHI broth
at pH 7.4 and 37 °C as affected by the type of humectant and initial cell concentration.

PKB − poèáteèní koncentrace bunìk [KTJ.ml−1], * − minimální aw nezjištìny.

PKB − initial cell concentration [CFU.ml−1], * − minimum aw not determined.
1 − type of humectant, 2 − time of incubation [days], 3 − minimum aw, 4 − glycerol, 5 − sodium
chloride, 6 − sodium nitrate, 7 − sucrose, 8 − maltose.

Typ látky1

Doba kultivace
[dny]2

Minimální
aw3

Doba kultivace
[dny]

Minimální
aw

PKB − 104 KTJ.ml−1 PKB − 107 KTJ.ml−1

glycerol4
1 0,550 1 0,550

3 0,660 3 0,550

6 0,760 6 0,760

chlorid sodný5

1 0,865 1 0,835

3 0,880 3 0,860

6 0,935 6 0,930

dusiènan
sodný6

1 0,960 1 0,940

3 0,960 3 0,940

6 0,960 6 0,940

sacharosa7*

1 0,925 1 0,925

3 0,925 3 0,925

6 0,925 6 0,925

maltosa8*

1 0,960 1 0,960

3 0,960 3 0,960

6 0,960 6 0,960



vala strmá logaritmická fáze. Osmoúèinná látka NaCl nezpùsobila prodlou−
žení lag−fáze a logaritmická fáze rùstu byla totožná s rùstem v kontrolním
pokusu [12]. Entero coccus faecalis, který také náleží do skupiny bakterií
tolerant ních k vyšším koncentracím solí, je schopen pøežívat v prostøedí
s NaCl (aw > 0,93) nebo glycerolem (aw > 0,76) i po 6. dni kultivace. Tato
skuteènost je v rozporu se zjištìním, že pøi podobných hodnotách aw haloto−
lerantní bakterie více inhibuje glycerol než NaCl [13]. Bìhem doby kultiva−
ce došlo k výraznému zvýšení minimální hodnoty aw v prostøedí upravené
NaCl. Dynamika zmìn mi nimálních hodnot aw tohoto kmenu je uvedena
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TAB. 3. Minimální hodnoty aw pro pøežívání Enterobacter aerogenes v BHI bujónu
pøi pH 7,4 a 37 °C v závislosti na typu látky a poèáteèní koncentraci bunìk.

TAB. 3. Minimum aw values for the survival of Enterobacter aerogenes in BHI broth
at pH 7.4 and 37 °C as affected by the type of humectant and initial cell concentration.

PKB − poèáteèní koncentrace bunìk [KTJ.ml−1], * − minimální aw nezjištìna.

PKB − initial cell concentration [CFU.ml−1], * − minimum aw not determined.
1 − type of humectant, 2 − time of incubation [days], 3 − minimum aw, 4 − glycerol, 5 − sodium
chloride, 6 − sodium nitrate, 7 − sucrose, 8 − maltose.

0,96060,9606

0,96030,9603

0,96010,9601

maltosa8*

0,94060,9606

0,92530,9253

0,92510,9251

sacharosa7

0,97560,9756

0,97530,9753

0,97510,9751
dusiènan
sodný6

0,93060,9506

0,90530,9153

0,90510,9051

chlorid sodný5

0,90060,9106

0,89030,8903

0,85510,8901

glycerol4

PKB − 107 KTJ.ml−1PKB − 104 KTJ.ml−1

Minimální
aw

Doba kultivace
[dny]

Minimální
aw3

Doba kultivace
[dny]2Typ látky1



v tab. 2. Enterobac ter aero genes, významný producent histaminu, byl schopen
pøežívat 6. den kultivace v prostøedí, kde byla aw ovlivnìna NaCl (0,93–0,95)
a glycerolem (0,90–0,91). Data jsou uvedeny v tab. 3. Minimální hodnoty aw

pro pøežívání Escheri chia coli se bìhem 6 dnù kultivace zvýšily v prostøedí,
kde byla aw ovlivnìna NaCl, z 0,93 na 0,96 a z 0,915 na 0,93 v pøítomnosti
osmoúèinné látky glycerolu, jak je uvedeno v tab. 4. Tato zjištìní jsou v sou−
ladu a rùstem patogenního kmenu Escherichia coli O157:H7, který byl umìle
inokulován do salámu (pH 4,86, aw 0,95). Po 32 dnech skladování pøi 20 °C
(v závislosti na poèáteèní denzitì bunìk) však byly tyto bakterie stále vitální
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TAB. 4. Minimální hodnoty aw pro pøežívání Escherichia coli v BHI bujónu
pøi pH 7,4 a 37 °C v závislosti na typu látky a poèáteèní koncentraci bunìk.
TAB. 4. Minimum aw values for the survival of Escherichia coli in BHI broth

at pH 7.4 and 37 °C as affected by type of humectant and initial cell concentration.

PKB − poèáteèní koncentrace bunìk [KTJ.ml−1].

PKB − initial cell concentration [CFU.ml−1].
1 − type of humectant, 2 − time of incubation [days], 3 − minimum aw, 4 − glycerol, 5 − sodium
chloride, 6 − sodium nitrate, 7 − sucrose, 8 − maltose.

0,97060,9756

0,97030,9753

0,96010,9701

maltosa8*

0,97060,9706

0,94030,9703

0,92510,9601

sacharosa7

0,97060,9756

0,97030,9753

0,97010,9751
dusiènan
sodný6

0,96060,9606

0,95030,9603

0,94010,9501

chlorid sodný5

0,93060,9306

0,93030,9303

0,91510,9151

glycerol4

PKB − 107 KTJ.ml−1PKB − 104 KTJ.ml−1

Minimální
aw

Doba kultivace
[dny]

Minimální
aw3

Doba kultivace
[dny]2Typ látky1



a mohly by tak zpùsobit vážné alimentární intoxikace [14]. Bakterie Ente ro −
coccus faecalis a En terobacter aerogenes byly schopny rùstu také v médiu s na −
syceným roztokem maltosy a sacharosy i 6. den kultivace, proto zde nebyly
stanoveny minimální hodnoty aw, jak je patrno z tab. 2 a 3. Vitalita entero−
kokù pøi tìchto hodnotách aw mùže negativnì ovlivnit kvalitu potravin s níz−
kou hodnotou aw, zejména pøi sekundární kontaminaci pøi výrobì èi distri−
buci. Bakterie Ente rococcus faecalis byly schopny rùstu pøi pøekvapivì níz−
kých hodnotách aw ovlivnìných NaNO3 (aw > 0,96 resp. aw > 0,94). Tento
bakteriální kmen byl obecnì nejodolnìjší k nízkým hodnotám aw v prostøe−
dí, za tímco Pseudo mo nas fluorescens byl na ztrátu množství využitelné vody
velice citlivý.

Závìr

Minimální hodnota aktivity vody aw pro pøežívání bakterií je závislá
na typu humektantu pøidaného do prostøedí. Výraznì nižší minimální hod−
noty aw dosažené s použitím glycerolu ve srovnání s ostatními látkami lze
vysvìtlit rozdílným mechanismem pùsobení na bakteriální buòky. Používá−
li se pro úpravu nìkterých potravin glycerol, je nutné vzhledem k nízkým
minimálním aw pro pøežívání urèitých bakterií striktnì dodržovat hygienu
pøi vý robì a skladovaní. Závislost poèáteèní koncentrace bunìk na mini−
mální aw v prostøedí byla prokázána pouze pøi rùstu Enterococcus faecalis
v pøitomnosti osmoúèinnì látky NaNO3, nicménì v tomto pøípadì se jedná
spíše o antimikrobiální úèinek dusiènanù. Jestliže nízká hodnota aw inhibu−
je rùst kultury, celkový poèet bunìk se sníží a to má za následek zvýšení
minimální aw.

Práce mohla vzniknout za finanèní podpory grantu GA ÈR 203/99/0044.
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Determination of minimum water activity values
for the survival of bacteria in a culture medium

ÈERVENKA, L. − VYTØASOVÁ, J. − JELÍNEK, D. − BØEZINA, P.:
Bull. potrav. Výsk., 41, 2002, p. 59−68.

SUMMARY. Minimum water activity (aw) values for the survival of selected bacterial strains
were determined in BHI broth at optimum pH and culture temperature. Minimum aw for
the survival of bacteria depended on the type of humectant (a compound affecting the water
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activity). Awmin were lowest in the broth adjusted with glycerol as compared with other
humectants tested. Enterococcus faecalis was able to grow at aw > 0.76 (6th day) while at
aw > 0.93 in the broth adjusted with NaCl. Pseudomonas fluorescens was able to grow at
aw > 0.95 (glycerol, 6th day) and at aw > 0.98 (NaCl, 6th day). Cells of Escherichia coli were
vital at aw > 0.93 (glycerol, 6th day) while in the presence of NaCl grew at aw > 0.96.
Saccharides inhibited Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens (aw > 0.97 and 0.98,
respectively, 6th day) more than Enterobac ter aerogenes or Enterococcus faecalis (aw > 0.96
and 0.93, respectively, sucrose, 6th day).
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