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Stanoveni minimalnich hodnot aktivity vody
pro prezivani bakterii v kultivaénim médiu

LIBOR CERVENKA - JARMILA VYTRASOVA
- DAVID JELINEK - PAVEL BREZINA

SOUHRN. Pro vybrané bakteridlni kmeny byly stanoveny minimdlni hodnoty aktivity
vody (aw) pro jejich prezivani za laboratornich podminek v BHI bujonu za optimdlniho
pH a kultiva¢ni teploty. Minimalni hodnoty aw pro prezivani bakterii byly zdvislé na typu
humektantu (latka ovliviiujici aktivitu vody aw). V prostiedi s glycerolem byly awmin nej-
niz8i ve srovndni s ostatnimi humektanty. Enterococcus faecalis byl schopen rlistu pfi aw
> (0,76 (6. den) zatimco v prostfedi NaCl byla aw > 0,93. Pseudomonas fluorescens rostl
pii aw > 0,95 (glycerol, 6. den) a pfiaw > 0,98 (NaCl, 6. den). Bunky Escherichia coli
byly vitdlni pti aw > 0,93 (glycerol, 6. den) zatimco v prosttedi NaCl rostly pfi aw > 0,96.
Sacharidy pusobily inhibi¢né na Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens (aw > 0,97
resp. 0,98, 6. den.) ve srovndni s Enterobacter aerogenes ¢i Enterococcus faecalis
(aw >0,96 resp. 0,93, sacharosa, 6. den).

KLICOVA SLOVA: aktivita vody; rust mikroorganismi; prezivani mikroorganismu

vev o

Voda je jednim z nejdilezitéjSich faktoru, které ovliviiuji mikrobidlni sta-
bilitu potravin. Informace o mnozstvi vody v prostredi vSak neni dostacujici
pro urceni vyuzitelnosti vody pro rist a metabolickou aktivitu mikroorganis-
m. Tuto vyuZitelnost reprezentuje hodnota aktivity vody aw, kterd ma kromé
toho vliv i na strukturu potravin, jejich barvu, chut a aktivitu enzym [1].

Kazdy mikroorganismus ma odli$né ndroky na aktivitu vody aw v prostie-

N7

di. Plisn¢ a kvasinky jsou v obecném méftitku tolerantni k nizkym hodnotdm
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aw [2]. Bakterie jsou vSak citlivéj$i ke zméndm vodni aktivity v prostfedi
a plati, Ze gramnegativni bakterie jsou ve srovndni s grampozitivnimi bakte-
riemi senzitivn€j$i [3]. V principu existuje pouze jeden zptlisob jak zménit
aktivitu vody aw v prostfedi. Podle fyzikdIni definice [4] miZeme aktivitu
vody aw ovlivnit zménou koncentrace rozpustnych ldtek v roztoku a to suSe-
nim, zmrazovdnim nebo pridavkem rozpustnych latek (humektanta).
Za presné definovanych podminek existuje pro kazdy mikroorganismus tzv.
minimdlni hodnota aktivity vody aw [5]. Pokud je v potraviné dosazeno hod-
noty niz$i nez je minimdlni hodnota aw, mikroorganismus jiz neni schopnen
ristu, dochdzi k inaktivaci a pocet bunék se s casem mnohondsobné redu-
kuje [6].

Cilem této prace bylo zjiSténi minimalnich hodnot aw pro piezivani vybra-
nych druht patogennich a podminéné patogennich bakterii v zdvislosti
na typu pridané latky, Case a poc¢dtecni koncentraci bunék.

Material a metody

Byly testovdny bakterie, které se nejcastéji vyskytuji ve voddch a potravi-
nach: Escherichia coli CCM3954, Enterobacter aerogenes CCM2531,
Enterococcus faecalis CCM4224 a Pseudomonas fluorescens CCM1074
(Cs. sbirka mikroorganismii, Brno, CR).

Jako rastové médium byl pfipraven bujon s mozko-srdcovou infuzi
(BHI Broth; HiMedia, Bombay, India) s pfidavkem NaCl (0,99-0,75 ay),
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
pfipravenym sterilnim roztokem bylo napipetovdno 50 ul 24-hodinové bak-
teridlni suspenze tak, aby pocate¢ni koncentrace bunék byla 10+ KTJ.ml-!1
resp. 107 KTJ.ml-l. Kultivace probéhla pti 37 °C s vyjimkou P. fluorescens
(30 °C). Obsah zkumavek byl vyockovdn 1.,3. a 6. den kultivace na Zivny agar
¢. 2 (HiMedia, Bombay, India). Aktivita vody pfipravenych ptid byla méte-
na na piistroji AW-Sprint TH 500 (fy Novasina, Svycarsko). Cely experiment
byl proveden ve tfech nezavislych sériich.
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Vysledky a diskuse

Latky, které v roztoku disociuji (NaCl, NaNO3), maji znacny vliv na sniZe-
ni aw v daném koncentra¢nim rozmezi ve srovnani s vysokomolekuldrnimi
latkami (glycerol, sacharosa, maltosa) (obr. 1). Tyto rozdily 1ze vysvétlit riz-
nou afinitou molekul latek k molekuldm vody. Aktivita vody je také zdvisld
na molekulové hmotnosti rozpusténé latky a rozpoustédla a proto se kiivky
téchto zavislosti u sacharosy a maltosy témért prekryvaji (molekulova hmot-
nost obou sacharidu je totoznd).

V tab. 1 aZz 4 je uvedeno, jak koreluje pocatecni koncentrace bunék
s minimaln{ hodnotou aw. Vliv po¢dte¢ni koncentrace bunék na zmény mini-
malni hodnoty ay béhem 6 dnti kultivace byl prokdzan u Escherichia coli, kde
byla aw ovlivnéna pridavky NaCl a sacharosy, Enterobacter aerogenes (aw byla
ovlivnéna glycerolem) a Enterococcus faecalis (aw ovlivnéna NaNO3). VSech-
ny testované kmeny vykazovaly vétsi toleranci k nizkym hodnotdm aw v pro-
stiedi, které bylo upravené glycerolem. V roztocich s pridavkem dusi¢nanu
sodného se inhibi¢ni ucinek projevil pfevazné antimikrobidlnim vlivem této
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OBR. 1. Vliv pfidavnych latek na aktivitu vody v BHI bujonu.

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.
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TAB. 1. Minimdlni hodnoty aw pro prezivani Pseudomonas fluorescens v BHI bujonu
pti pH 7,4 a 30 °C v zavislosti na typu humektantu a poc¢dtecni koncentraci bunck.
TAB. 1. Minimum ay 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.

Doba kultivace Minimaln{ Doba kultivace Miniméln{
Typ latky! [dny]? ay? [dny] aw

PKB - 104 KTJ.ml-! PKB - 107 KTJ.ml-!
1 0,920 1 0,920
glycerol# 3 0,950 3 0,940
6 0,950 6 0,950
1 0,970 1 0,970
chlorid sodny> 3 0,980 3 0,980
6 0,980 6 0,980
. 1 0,995 1 0,990
S;Sfyf;a“ 3 0,995 3 0,990
6 0,995 6 0,995
1 0,970 1 0,970
sacharosa’ 3 0,970 3 0,970
6 0,970 6 0,970
1 0,980 1 0,980
maltosa8 3 0,985 3 0,980
6 0,985 6 0,980

PKB - po¢dtecni koncentrace bunék [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.

latky. Dusi¢nany se pouZivaji v masnych vyrobcich pro potlacenf riistu a tvor-
by toxinu bakterie Clostridium botulinum. Dusi¢nany jsou redukovany nék-
terymi mikroorganismy v potravindch nebo stfevni mikroflérou (in vivo)
na dusitany, kterym se pfipisuje hlavni podil na baktericidnim uc¢inku. Bak-
terie Escherichia coli je inhibovana koncentraci 400 pg.ml-! dusitant ve smé-
si s 6% NaCl (10 °C, pH 5,6). Koncentrace 200 pg.ml-! (pH 6) staci k inhibi-
ci bakterii rodu Enterobacter a Pseudomonas [7]. Pseudomonas fluorescens je
citlivy ke zméndm aw prostiedi a prezival pouze pii vysSich hodnotich
(aw > 0,97). Podobnych vysledki bylo dosazeno také s bakteriemi rodu Ar-
cobacter (aw > 0,98) [8]. Bakterie tohoto rodu byly izolovdny ze vzorkd masa
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[9] a jsou déavéany do souvislosti s enteritidami u lidi [10]. Pro izolaci arko-
bakterd z potravin dosud neexistuje zddna standardni metoda. Velmi niz-
kych minimdlnich hodnot aw (0,92-0,95) ve srovndni s ostatnimi humektan-
ty bylo dosaZeno v prostredi s glycerolem. Vysledky jsou shrnuty v tab. 1.
Odolnost Pseudomonas fluorescens vici nizké aw ovlivnéné glycerolem byla
prokdzédna také pfi rustu této bakterie v laboratornim médiu obsahujici glu-
kosu, chlorid sodny a stopové prvky [11]. Rozdil mezi plisobenim NaCl,
glycerolu a glukosy na dynamiku rdstu byl popsédn také u halotolerantni bak-
terie Brevibacterium linens. Bylo zjisténo, ze glycerol a glukosa vyvolaly
u tohoto mikroorganismu vyznamné prodlouZeni lag-faze, po které ndsledo-

TAB. 2. Minimalni hodnoty aw pro prezivani Enterococcus faecalis v BHI bujonu
prii pH 7,4 a 37 °C v zdvislosti na typu latky a poc¢atec¢ni koncentraci bunék.
TAB. 2. Minimum ay 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.

Doba kultivace Minimaln{ Doba kultivace Minimaln{
Typ latky! [dny]? aw’ [dny] aw

PKB - 104 KTJ.ml-! PKB - 107 KTJ.ml-!
1 0,550 1 0,550
glycerol4 3 0,660 3 0,550
6 0,760 6 0,760
1 0,865 1 0,835
chlorid sodny> 3 0,880 3 0,860
6 0,935 6 0,930
- 1 0,960 1 0,940
ngﬁyﬁaﬂ 3 0,960 3 0,940
6 0,960 6 0,940
1 0,925 1 0,925
sacharosa”” 3 0,925 3 0,925
6 0,925 6 0,925
1 0,960 1 0,960
maltosa8” 3 0,960 3 0,960
6 0,960 6 0,960

PKB - po¢dtecni koncentrace bunék [KTJ.ml-], * - minimaln{ aw nezjistény.

PKB - initial cell concentration [CFU.ml!], * - 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.
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TaB. 3. Minimdlni hodnoty aw pro prezivani Enterobacter aerogenes v BHI bujonu
pri pH 7,4 a 37 °C v zavislosti na typu latky a pocatec¢ni koncentraci bunék.
TaB. 3. Minimum ay 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.

Doba kultivace Minimaln{ Doba kultivace Minimaln{
Typ latky! [dny]? aw? [dny] aw

PKB - 104 KTJ.ml-! PKB - 107 KTJ.ml-!
1 0,890 1 0,855
glycerol# 3 0,890 3 0,890
6 0,910 6 0,900
1 0,905 1 0,905
chlorid sodny> 3 0,915 3 0,905
6 0,950 6 0,930
» 1 0,975 1 0,975
Sgg:yf;a“ 3 0.975 3 0.975
6 0,975 6 0,975
1 0,925 1 0,925
sacharosa’ 3 0,925 3 0,925
6 0,960 6 0,940
1 0,960 1 0,960
maltosa8” 3 0,960 3 0,960
6 0,960 6 0,960

PKB - poc¢dteéni koncentrace bunék [KTJ.ml1], * - minimdlni aw nezjisténa.

PKB - initial cell concentration [CFU.ml"!], * - 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.

vala strma logaritmickd fdze. Osmoucinna latka NaCl nezpusobila prodlou-
zeni lag-faze a logaritmickd fdze riistu byla totoznd s rlistem v kontrolnim
pokusu [12]. Enterococcus faecalis, ktery také ndlezi do skupiny bakterii
tolerantnich k vy$$Sim koncentracim soli, je schopen piezZivat v prostiedi
s NaCl (aw > 0,93) nebo glycerolem (aw > 0,76) i po 6. dni kultivace. Tato
skutec¢nost je v rozporu se zjiSténim, Ze pti podobnych hodnotdch aw haloto-
lerantni bakterie vice inhibuje glycerol nez NaCl [13]. Béhem doby kultiva-
ce doslo k vyraznému zvySeni minimalni hodnoty aw v prostfedi upravené
NaCl. Dynamika zmén minimdlnich hodnot aw tohoto kmenu je uvedena
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TAB. 4. Minimaln{ hodnoty aw pro piezivani Escherichia coli v BHI bujonu
pri pH 7,4 a 37 °C v zdvislosti na typu latky a poc¢atecni koncentraci bunék.
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.

Doba kultivace Minimaln{ Doba kultivace Minimaln{
Typ latky! [dny]? aw? [dny] aw

PKB - 104 KTJ.ml-! PKB - 107 KTJ.ml-!
1 0,915 1 0,915
glycerol# 3 0,930 3 0,930
6 0,930 6 0,930
1 0,950 1 0,940
chlorid sodny> 3 0,960 3 0,950
6 0,960 6 0,960
. 1 0,975 1 0,970
Sg‘gfyﬂ)a“ 3 0,975 3 0,970
6 0,975 6 0,970
1 0,960 1 0,925
sacharosa’ 3 0,970 3 0,940
6 0,970 6 0,970
1 0,970 1 0,960
maltosa8” 3 0,975 3 0,970
6 0,975 6 0,970

PKB - po¢dtecni koncentrace bunék [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.

v tab. 2. Enterobacter aerogenes, vyznamny producent histaminu, byl schopen
prezivat 6. den kultivace v prostredi, kde byla aw ovlivnéna NaCl (0,93-0,95)
a glycerolem (0,90-0,91). Data jsou uvedeny v tab. 3. Minimdlni hodnoty aw
pro prezivani Escherichia coli se béhem 6 dnu kultivace zvysily v prostredsi,
kde byla aw ovlivnéna NaCl, z 0,93 na 0,96 a z 0,915 na 0,93 v pfitomnosti
osmoucinné latky glycerolu, jak je uvedeno v tab. 4. Tato zjiSténi jsou v sou-
ladu a riistem patogenniho kmenu Escherichia coli O157:H7, ktery byl uméle
inokulovdn do saldmu (pH 4,86, aw 0,95). Po 32 dnech skladovani pfi 20 °C
(v zévislosti na pocatecni denzité bunek) vSak byly tyto bakterie stdle vitdln{
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a mohly by tak zptisobit vazné alimentdrni intoxikace [14]. Bakterie Entero-
coccus faecalis a Enterobacter aerogenes byly schopny riistu také v médiu s na-
sycenym roztokem maltosy a sacharosy i 6. den kultivace, proto zde nebyly
stanoveny minimdlni hodnoty aw, jak je patrno z tab. 2 a 3. Vitalita entero-
koku pfi téchto hodnotéach aw muize negativné ovlivnit kvalitu potravin s niz-
kou hodnotou aw, zejména pri sekundarni kontaminaci pfi vyrobé ¢i distri-
buci. Bakterie Enterococcus faecalis byly schopny rastu pfi pirekvapiveé niz-
kych hodnotédch aw ovlivnénych NaNO3 (aw > 0,96 resp. aw > 0,94). Tento
bakteridlni kmen byl obecné nejodolnéjsi k nizkym hodnotdm aw v prostie-
di, zatimco Pseudomonas fluorescens byl na ztratu mnozstvi vyuzitelné vody
velice citlivy.

Zavér

Minimdlni hodnota aktivity vody aw pro prezivani bakterii je zdvisla
na typu humektantu prfidaného do prostredi. Vyrazné niz$i minimdlni hod-
noty aw dosazené s pouZitim glycerolu ve srovndni s ostatnimi latkami Ize
vysvétlit rozdilnym mechanismem ptisobeni na bakteridlni buniky. Pouziva-
li se pro upravu nékterych potravin glycerol, je nutné vzhledem k nizkym
minimdlnim aw pro pfezivani urcitych bakterif striktné dodrZovat hygienu
pti vyrobé a skladovani. Zavislost pocate¢ni koncentrace bunék na mini-
mdlni ay v prostfedi byla prokdzdna pouze pfi ristu Enterococcus faecalis
v pfitomnosti osmoucinné latky NaNOs3, nicméné v tomto pripad¢ se jednd
spiSe o antimikrobidln{ ucinek dusi¢nant. JestliZze nizkd hodnota aw inhibu-
je rust kultury, celkovy pocet bunék se snizi a to md za nasledek zvySeni
minimalni ay.

Prace mohla vzniknout za finanéni podpory grantu GA CR 203/99/0044.

Literatura

1. VALIK, L. - GORNER, F.: Metddy merania aktivity vody. Bulletin potravinarského vyskumu,
35,1996, ¢. 1-2, s. 79-85.

2. CHIRIFE, J. - BUERA, M. P.: Water activity, water glass dynamics, and the control of micro-
biological growth in foods. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 36, 1996, ¢. 5,
s. 465-513.

66



Stanoveni minimdlnich hodnot aktivity vody pro prezivani bakterii v kultivacnim médiu

10.

11.

12.

13.

14.

. ROIG-SAGUES, A. X. - HERNANDEZ-HERRERO, M. M. - LOPEZ-SABATER, E. 1. - RODRI-

GUEZ-JEREZ, J. J. - MORA-VENTURA, M. T.: Microbiological events during the elaboration
of ,fuet”, a Spanish ripened sausage. European Food Results Technology, 209, 1999,
s. 108-112.

. Scott, W. J.: Water relations of food spoilage microorganisms. Advances in Food

Research, 7, 1957, s. 83-127.

. NoLAN, D. A. - CHAMBLIN, D. C. - TROLLER, J. A.: Minimal water activity levels for growth

and survival of Listeria monocytogenes and Listeria innocua. International Journal of Food
Microbiology, 16, 1992, s. 323-335.

.JUNG, Y. S. - BEuCHAT, L. R.: Survival of multidrug-resistant Salmonella typhimurium

DT104 in egg powders as affected by water activity and temperature. International
Journal of Food Microbiology, 49, 1999, s. 1-8.

. SINGHAL, R. S. - KuLKARWI, P. R.: Permitted preservatives - nitrate and nitrite. In: ROBIN-

soN, R. K. (Ed.): Encyclopedia of food microbiology. Bath, UK : Academic Press, 2000,
s. 1762-1769.

. CERVENKA, L. - VYTRASOVA, J.: Optimalizace ristu rodu Arcobacter. In: Mikrobiologie

potravin a vyhledy do 3. tisicileti, 24.-25.5.2001, Trest, CR. Praha : Akademie véd CR,
2001, s. 65-67.

. CoLLins, C. L. - WESLEY, I. V. - MURANO, E. A.: Detection of Arcobacter spp. in ground

pork by modified plating methods. Journal of Food Protection, 59, 1996, s. 448-452.
KIEHLBAUCH, J. A. - BRENNER, D. J. - NICHOLSON, M. A. - BAKER, C. N. - PATTON, C. M.
- STEIGERWALT, A. G. - ANDWACHSMUTH, 1. K.: Campylobacter butzleri sp. nov. isolated
from humans and animals with diarrheal illness. Journal of Clinical Microbiology, 29,
1991a, s 376-385.

PRIOR, B. A.: The effect of water activity on the growth and respiration of Pseudomo-
nas fluorescens. Journal of Applied Bacteriology, 44, 1978, s. 97-106.

VALIK, L. - ZEMANOVIC, J. - GORNER, E: Vplyv glycerolu, glukézy a NaCl na rast
Brevibacterium linens. Bulletin potravinarského vyskumu, 33 (13), 1994, ¢. 3-4, s. 205-212.
MARSHALL, B. J. - OHYE, D. F. - CHRISTIAN, J. H. B.: Tolerance of bacteria to high con-
centrations of NaCl and glycerol in the growth medium. Applied Microbiology, 21, 1971,
¢. 2, s. 363-364.

CLAVERO, M. R. S. - BEUCHAT, L. R.: Survival of Escherichia coli O157:H7 in broth and
processed salami as influences by pH, water activity and temperature and suitability
of media for its recovery. Applied and Enviromental Microbiology, 62, 1996, ¢. §,
s. 2735-2740.

Do redakcie doslo 6.11.2001.

Determination of minimum water activity values
for the survival of bacteria in a culture medium

CERVENKA, L. - VYTRASOVA, J. - JELINEK, D. - BREZINA, P.:
Bull. potrav. Vysk., 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 awy > 0.96.
Saccharides inhibited Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens (aw > 0.97 and 0.98,
respectively, 6th day) more than Enterobacter aerogenes or Enterococcus faecalis (aw > 0.96
and 0.93, respectively, sucrose, 6th day).

KEYWORDS: water activity; growth of microorganisms; survival of microorganisms
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