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Streszczenie

Celem badan bylo opracowanie matematycznych modeli wzrostu ogolnej liczby drobnoustrojow oraz
saprofitycznych bakterii z rodzaju Pseudomonas spp. w modelowych produktach migsnych utrwalonych
lizozymem. Badania mikrobiologiczne wykonano klasycznymi metodami ptytkowymi. Do uzyskanych
danych empirycznych dopasowano funkcje s-ksztattne (Gompertza i logistyczna) oraz funkcje wielomia-
nowe stopnia drugiego i trzeciego. Szacowania parametréw funkcji pierwszorzedowych dokonano z wy-
korzystaniem procedur iteracyjnych, wyznaczajacych najmniejszg wartos¢ sumy kwadratéw roznicy biedu
pomigdzy warto§ciami empirycznymi i teoretycznymi. Szacowania parametréw modeli zbiorczych doko-
nano klasyczna metoda najmniejszych kwadratéw. Na podstawie modeli pierwszorzedowych uzyskano
parametry kinetyczne opisujace rozwoj badanych grup drobnoustrojow. Modele zbiorcze pozwolily okre-
sli¢ wplyw badanych czynnikéw $rodowiskowych na populacjg drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: zywno$¢, mikrobiologia, prognozowanie, produkty migsne.

Wstep

Mikrobiologia prognostyczna prezentuje nowe podejscie do zapewniania jakoSci
1 bezpieczenistwa zywnosci [10, 21]. Mozliwosci zastosowania wynikow prognozowa-
nia jest kilka np. przewidywanie przydatnosci i bezpieczenstwa zdrowotnego spozy-
wanej zywnosci, mozliwo$¢ wprowadzania zmian w recepturach, opracowywanie no-
wych produktow czy stosowanie nowych technologii z uwzglgdnieniem limitow kry-
tycznych parametréw w krytycznych punktach kontrolnych HACCP, oszacowanie
wymagan bezpieczenstwa, okreslenie konsekwencji biednie przeprowadzonego proce-
su produkcji czy przechowywania.
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W pracy badano rozwoj bakterii Pseudomonas w produktach migsnych utrwalo-
nych naturalnym konserwantem lizozymem. Rodzaj Pseudomonas spp. wywotuje psu-
cie zywnosci powodujac znaczne jej straty. Lizozym stanowi naturalny konserwant
wykorzystywany do utrwalania migsa, ryb, serow dojrzewajacych, owocéw morza, jak
rowniez warzyw i owocow. W badaniach prowadzonych przez Kijowskiego 1 wsp. [9,
11] wykazano mozliwo$¢ wykorzystania lizozymu do przedtuzania trwato$ci migsa
drobiowego. Wobec tendencji ograniczania w produkcji Zywnosci chemicznych sub-
stancji konserwujacych oraz preferencji konsumentéw do produktéw naturalnych mi-
nimalnie przetworzonych podjeto probe wykorzystania lizozymu do utrwalania pro-
duktéw migsnych. W danych literaturowych brak jest dotychczas modeli prognostycz-
nych uwzgledniajacych zmienna jaka jest dodatek tego naturalnego konserwanta.

Celem podjetych badan bylo opracowanie prognostycznych modeli zepsucia mo-
delowych produktow migsnych, wywolywanego przez bakterie z rodzaju Pseudomo-
nas spp. z uwzglednieniem czynnikéw zewngtrznych tj. czasu, temperatury, dodatku
substancji konserwujace;.

Praca jest czgscia badan prowadzonych od kilku lat przez zesp6t Zaktadu Techni-
ki i Higieny Zywnosci SGGW, majacych doprowadzi¢ do opracowania sytemu eks-
perckiego, uwzgledniajacego wptyw réznych czynnikéw srodowiskowych na parame-
try kinetyczne wzrostu, przezywalnosci i inaktywacji réznych grup drobnoustrojow
wystepujacych w produktach z migsa mielonego, gotowych do spozycia.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily kulki migsne przygotowane z rozdrobnionego migsa
wolowego z udzca z dodatkiem bulki tartej, mleka UHT o zawartosci 2% tluszczu,
cebuli rozdrobnionej (kazdy z dodatkéw w ilosci 10% masy migsa), soli (w ilosci 1,2%
masy mig¢sa). Surowce pochodzity z warszawskich placéwek handlowych. Modelowy
produkt migsny, reprezentujacy grupe produktéw z migsa rozdrobnionego, wykonano
w warunkach laboratoryjnych.

Z migsa usuwano tkanke aczna i nadmiar thuszczu, nastepnie mielono w wyjato-
wionym goracym powietrzem wilku laboratoryjnym. Do masy migsnej dodawano po-
zostate sktadniki przewidziane receptura i doktadnie mieszano. Do produktu surowego
dodawano rowniez lizozym o roznej aktywnosci catkowitej (1000 U/g, 10000 U/g
125000 U/g). W masie migsnej wykonywano zagliebienie, do ktorego wlewano jatowa
wode¢ peptonowa (3—4 ml) oraz dodawano preparat. Cato$¢ mieszano i formowano
kulki migsne o masie 100 £ 3 g. Réwnoczesnie prowadzono probg kontrolng — bez
lizozymu. Nastgpnie produkty umieszczano w blaszkach i1 poddawano obrdbce cieplnej
w piekarniku elektrycznym, w temp. 150°C, do momentu osiagnigcia w srodku geome-
trycznym produktu temp. 70°C (termopara Czaki Thermo-Product, typ EMT-302). Po
zakonczeniu obrobki cieplnej blaszki z gotowym produktem owijano folig aluminiowa,
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w celu uniknigcia zakazenia wtornego, i pozostawiano w temp. 20 + 2°C do schlodze-
nia. Nastgpnie produkty pakowano w torebki polietylenowe (o grubosci 0,66 mm, prze-
puszczalne dla pary wodnej — 8,96 g/m?*/24 h =+ 0,28, przepuszczalne dla tlenu — 888
ecm?m%24 h), zamykano przez zgrzewanie i przechowywano w inkubatorach
z dochtadzaniem przez 16 dni w temp. 10 i 20°C. Wykonano 12 powtdrzen produkcyj-
no-przechowalniczych modelowych produktéw migsnych w obu zakresach temperatury.

Do badan zastosowano lizozym w postaci proszku, pochodzacy z Katedry Techno-
logii Produktow Drobiarskich Akademii Rolniczej w Poznaniu. Lizozym otrzymano
metoda chromatografii jonowymiennej. Preparat przechowywano w temp. —18°C.

Enzym dodawano w trzech réznych iloSciach, odpowiednio: 6,2 mg, 61,1 mg
1 155,2 mg preparatu lizozymu na 100 g migsa. Ilosci dodanego enzymu (mg/100g)
zostaly ustalone tak, aby osiagna¢ odpowiednio aktywno$¢ catkowita enzymu w probie
na poziomie: 1 000, 10 000 i 25 000 jednostek aktywnosci U na 1g migsa.

Aktywno$¢ antymikrobiologiczna lizozymu warunkowa jest jego odmiang kon-
formacyjna. Enzym w postaci monomerycznej wykazuje ograniczone oddziatywanic
na bakterie G(-) ze wzglgdu na obecnos¢ zewngetrznej btony cytoplazmatycznej. Dane
literaturowe wskazuja, ze lizozym tworzy kompleksy z substancjami aktywnymi w
stosunku do bakterii G(-) przez co rozszerza si¢ zakres jego aktywnos$ci mikrobiolo-
gicznej [5, 6]. Inna metoda jest ogrzewanie preparatu w podwyzszonej temperaturze,
co wywotuje nieodwracalny efekt dimeryzacji czasteczek enzymu. W pracy enzym
poddawano obrobcee cieplnej w temp. 150°C przez 25 + 3 min do momentu osiagnigcia
w $rodku geometrycznym produktu temp. 70°C. Zastosowano enzym o aktywnosci
16 100 U/g. W srodowisku produktu migsnego — temp. 70°C, pH lekko kwasne (5,7) —
powstato okoto 30% dimeru enzymu [12]. Enzym w postaci dimeru charakteryzuje si¢
obnizona aktywnoscia hydrolityczna, ale pojawia si¢ dodatkowa, specyficzna aktyw-
no$¢ przeciwko bakteriom G(-), bez wigkszej utraty aktywnosci przeciwko bakteriom
G(+) [7, 8, 12].

Ogolna liczbe drobnoustrojow (OLD) w jtk/g oznaczano na agarze odzywczym
(Noack Polen), wedtug PN-A-82055-6:1994 [19] oraz instrukeji przygotowania podto-
za firmy Noack Polen. Homogenizacji poddawano caty produkt (100 £ 3 g) w stosun-
ku 1:1 z jalowa woda peptonowa. Posiew wykonywano metoda wglebna — temp. inku-
bacji 37°C, czas inkubacji 48 godz. Do liczenia wybierano ptytki zawierajace od 15 do
300 kolonii.

Liczbe bakterii z rodzaju Pseudomonas (LBPs) oznaczano na agarze z dodatkiem
selektywnego, liofilizowanego suplementu (cetrymid — czwartorzgdowa sdl amonowa,
fucidyna, cefalosporyna — antybiotyki) — CFC, 5 ml/500 ml jalowego podtoza, firmy
Noack Polen, wedtug normy PN-ISO 13720:1999 [20] oraz instrukcji przygotowania
podioza firmy Noack Polen. Homogenizacji poddawano caty produkt (100 £ 3 g) w
stosunku 1:1 z jalowa woda peptonowa. Posiew wykonywano metoda wgiebna, temp.
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inkubacji 22°C, czas inkubacji 72 godz. Do liczenia wybierano plytki zawierajace od
15 do 300 kolonii.

Do opracowania pierwszorzedowych modeli matematycznych zastosowano czte-
roparametrowe funkcje sigmoidalne Gompertza i logistyczna [2, 15, 22, 23]. Szacowa-
nia parametrow dokonano z wykorzystaniem procedur iteracyjnych wyznaczajacych
najmniejsza warto$¢ sumy kwadratow bigdu pomigdzy warto$ciami empirycznymi i
teoretycznymi. Do szacowania wykorzystano algorytm Marquardta realizujacy nieli-
niowa MNK. Obliczenia wykonano w programie TableCurve 2D for Windows, AISN
Software Inc. [4].

Do konstrukcji modelu powierzchni odpowiedzi zastosowano funkcje wielomia-
nowe drugiego i trzeciego stopnia. Szacowania parametréw modelu powierzchni od-
powiedzi dokonano z wykorzystaniem MNK. Obliczenia wykonano w programie Ta-
bleCurve 3D for Windows, SYSTAT Software Inc.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki oznaczen mikrobiologicznych

Przeprowadzono doswiadczenie mikrobiologiczne, ktérego celem byto ustalenie
wplywu zdenaturawanego, w wyniku ogrzewania, enzymu na ogélna liczbg bakterii oraz
liczbg bakterii Pseudomonas wystepujacych w produkcie migsnym. Lizozym w formie
monomeru wykazuje aktywno$¢ bakteriobojcza w stosunku do bakterii G(+), bakterie
G(-) ze wzgledu na obecno$¢ membrany zbudowanej z biatek, fosfolipidéw oraz lipopo-
lisacharydoéw nie podlegaja inaktywacji. Dlatego stosowanie lizozymu jest polaczone
np. z fosforanem trisodowym lub EDTA {3, 14]. Inna metoda, w wyniku ktdrej nastgpu-
Je wzrost aktywnosci enzymu, jest tworzenie koniugatow z substancjami aktywnymi w
stosunku do bakterii G(-). Efekt synergistyczny z lizozymem uzyskiwany jest rOwniez w
wyniku dziatania szoku temperaturowego, chemicznego, zmian pH, dzialania wysokiego
cisSnienia oraz termicznej denaturacji enzymu [5, 6, 7, 12, 13, 16, 17].

Wyniki oznaczen mikrobiologicznych (OLD i LBPs) w probie kontrolnej oraz
w probach z dodanym lizozymem, przechowywanych w temp. 10 i 20°C, przedstawio-
no wtab. 1.12.

Gotowy produkt migsny charakteryzowal si¢ nastgpujacymi Srednimi warto§ciami:
ogdblna liczba drobnoustrojow — 3,78 log jtk/g oraz liczba bakterii z rodzaju Pseudomo-
nas -2,63 log jtk/g. W trakcie obrobki cieplnej odnotowano statystycznie istotng reduk-
cj¢ liczby drobnoustrojéw, odpowiednio o 1,11 log jtk/g (OLD) 1 1,95 log jtk/g (LBPs).

W temp. 10°C (tab. 1) stwierdzono statystycznie istotne nizsze wartosci ogdlne;j
liczby drobnoustrojéw w probach z dodatkiem lizozymu o rdznej aktywnosci oraz w
probie kontrolnej, w poréwnaniu z oznaczong liczba drobnoustrojow w dniu wytwo-
rzenia produktu. Sugeruje to istotny hamujacy wptyw niskiej temperatury oraz dodatku
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lizozymu na rozwoj drobnoustrojow w produktach migsnych. Payne 1 wsp. [14] zaob-
saiwowali nizszg warto§¢ wspotczynnika szybkosci wzrostu w niskich zakresach tem-
peratury w przypadku Listeria monocytogenes, dzigki czemu lizozym mial mozliwo$¢
catkowitej hydrolizy $ciany komorkowej, co skutkowato szybszym efektem bakterio-
bdjczym.

W tab. 1. przedstawiono rozwoj bakterii z rodzaju Pseudomonas w produktach
migsnych przechowywanych w temp. 10°C. Wyniki otrzymane w 12. dniu przecho-
wywania wykazuja, Ze statystycznie istotne hamujace dziatanie wywierat dodatek lizo-
zymu o aktywno$ci 1 000 i 10 0000 U/g. Ostatniego dnia przechowywania, w probie
kontrolnej nastapit wzrost liczby bakterii z rodzaju Pseudomonas do poziomu 5,25 log
jtk/g, podczas gdy dodany lizozym we wszystkich prébach spetniat role czynnika ha-
mujacego rozwdj bakterii.

Tabela l

Ogolna liczba drobnoustrojow (OLD) [log jtk/g] oraz liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas (LBPs)
[log jtk/g] w produktach z dodatkiem lizozymu o r6znej aktywnosci.

The total plate count of microorganisms (OLD) [log cfu/g] and the total plate count of Pseudomonas
bacteria (LBPS) [log cfu/g] in model meat products with the added lysozyme showing different activity.

Temperatura OLD" ° LBPs”

przechowywania

10 .C 1 000 10000 | 25000 1000 10 000 | 25000

Storing K Ulg Ulg Ulg K ug | Ug | usg

temperature of

10°C
= 0 3,78 (0,56) 2,63 (0,57)
% '53; 4 3,11 3,27 3,19 3,23 2,98 2,81 2,92 3,22
) (0,60) | (0,44) | (044) | (046) | (041) | (0,31) | (0,52 | (0,39
; 3 8 3,38 3,15 3,03 2,88 3,88 3,44 3,36 3,76
L ©,41) | ©041) | 048) | 046) | (0,80) | (0,28) | (0,50) | (0,51)
s | 4 407 | 381 | 390 | 410 | 410 | 320 | 332 | 3091
R g 0,85 | (028 | (0,58 | (0,56) | (0,70) | (0,36) | (0,39) | (0,57)
é’ 7 16 5,18 4,72 4,70 4,70 5,25 3,67 3,94 4,11
U (1,01) | (0,87) | (0,82) | (1,13) | (0,51) | (0,21) | (0,23) | (0,53)

Wartosci $rednie. W nawiasach odchylenia standardowe; K — proba kontrolna.
*Mean values. The standard deviations are given in brackets; K — a control sample.

W tab. 2. przedstawiono wyniki oznaczen drobnoustrojéw w produktach przecho-
wywanych w temp. 20°C. Po czterech dniach przechowywania nastapil statystycznie
istotny rozwoj ogolnej liczby drobnoustrojéw we wszystkich probach z dodanym lizo-
zymem o réznej aktywnosci oraz w probie kontrolnej, w poréwnaniu z poczatkowa licz-
ba drobnoustrojéw w dniu wytworzenia produktow migsnych. W tym dniu nie stwier-
dzono jednak statystycznie istotnych réznic pomiedzy liczba drobnoustrojéw w probach
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z dodatkiem lizozymu o réznej aktywnosci a probg kontrolng. W trakcie dalszego prze-
chowywania produktéw migsnych stwierdzono statystycznie istotne hamujace dzialanie
lizozymu tylko w probie zawierajacej enzym o najwyzszej aktywnosci.

Tabela 2

Ogolna liczba drobnoustrojow (OLD) [log jtk/g] oraz liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas (LBPs)
[log jtk/g] w produktach z dodatkiem lizozymu o roéznej aktywnosci.

The total plate count of microorganisms (OLD) [log cfu/g] and the total plate count of Pseudomonas
bacteria (LBPs) [log cfu/g] in model meat products with the added lysozyme showing different activity.

Temperatura prze- OLD’ LBPs”
chowywania
20°C K 1 000 10000 | 25000 K 1000 | 10000 | 25000
Storing temperature U/g Ulg Ulg U/g Ulg Ulg
of 20°C
= 0 3,75 (0,56) 2,63 (0,57)
% z 4 5,54 5,48 5,39 5,21 3,43 4,26 5,08 6,18
g S (0,78) (0,62) (0,78) 0,92) | (0,68) | (0,07) | (0,17) | (0,21)
£ 2 % 6,96 6,67 6,55 6,28 4,51 4,18 4,98 5,70
E (0,36) (0,41) (0,39) 0,64) | (1,51) | (1,54) | (0,76) | (0,28)
'§ ;5 12 6,92 6,87 6,90 6,93 4,63 3,59 4,53 4,27
E £ 0,44) | (0,38) 0,47) 0,57 | (1,18) | (0,68) | (1,28) | (1,44
g2 P 7,08 7,27 7,03 6,77 5,83 3,74 4,89 4,81
O (0,49) (0,24) (0,67) (0,50) | (0,90) | (0,44) | (0,48) | (0,57)

Wartosci Srednie. W nawiasach odchylenie standardowe; K — proba kontrolna.
*Mean values. The standard deviations are given in brackets; K — a control sample

Bakterie z rodzaju Pseudomonas, wystepujace w produktach migsnych przecho-
wywanych w temp. 20°C (tab. 2) przez 16 dni, byly najefektywniej hamowane przez
lizozym o aktywnosci 1000 U/g migsa. Stabszy, cho¢ nadal statystycznie istotny, ha-
mujacy efekt wywierat dodany lizozym o aktywnosé 10 000 U/g oraz 25 000 U/g.

Badania Masschalck i wsp. [10] wykazaty, ze Pseudomonas fluorescens jest naj-
bardziej wrazliwy sposréd badanych bakterii G(-) na dziatanie lizozymu zdenaturowa-
nego poprzez wysokie ci$nienie. Zjawisko dziatania lizozymu nie jest jednak uniwer-
salne dla wszystkich bakterii G(-). Zalezy w duzej mierze od interakcji pomigdzy po-
wierzchnig komérki drobnoustrojow a struktura czasteczki lizozymu.

Konstrukcja modeli pierwszorzedowych

Stwierdzono, ze model logistyczny opisujacy rozwoj ogélnej liczby drobnoustro-
jOw oraz bakterii z rodzaju Pseudomonas (log jtk/g), w modelowych produktach mig-
snych utrwalonych lizozymem w formie dimeru o roznej aktywnosci oraz w prébie
kontrolnej — bez dodatku lizozymu, przechowywanych w temperaturze 10 i 20°C, cha-
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rakteryzowatl si¢ nizszymi wspélczynnikami determinacji w poréwnaniu z modelem
Gompertza. Na rys. 1. i 2. przedstawiono modele pierwszorzgdowe opracowane z wy-
korzystaniem funkcji Gompertza. Modele opracowano w oparciu o dane zagregowane.
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Rys. 1. Model Gompertza wzrostu OLD w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem
przechowywanych w temp. 10°C (A) i 20°C (B).

Fig. 1. The Gompertz model of growth in the OLD total count of bacteria in model meat products pre-
served using lysozyme and stored at temperatures of: 10°C (A), and 20°C (B).
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Rys. 2. Model Gompertza wzrostu LBPs w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem
przechowywanych w temp. 10°C (A) 1 20°C (B).

Fig. 2. The Gompertz model of growth in the total plate count of Pseudomonas bacteria in model meat
products preserved using lysozyme and stored at temperatures of: 10°C (A), and 20°C (B).

Aproksymacja modeli do danych empirycznych wzrostu OLD w produktach utrwa-
lonych lizozymem, przechowywanych w temp. 10°C, byta na wysokim poziomie, R’
wynosito 79-85%. Natomiast modele Gompertza wzrostu liczby bakterii Pseudomonas
w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem, przechowywanych w tej
samej temperaturze, byly dopasowane w 84-99%. Zaleznosé pomiedzy liczba bakterii
Pseudomonas a czasem przechowywania miata przebieg niemal liniowy. Zastosowanie
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liniowego modelu nie dawato jednak tak dobrego dopasowania do danych empirycz-
nych, jak w przypadku modeli opisanych przez funkcje sigmoidalne.

Modele wzrostu OLD oraz LBPs w probach kontrolnych przechowywanych
w temp. 10°C byly dopasowane najlepiej, R* wynosito 91-96%.

Wspotczynniki determinacji modeli opisujacych rozwé) OLD w prébie kontrolne;j
i prébach z réZna aktywnoscia lizozymu, przechowywanych w temp. 20°C, byty wy-
sokie, co wskazuje na bardzo dobre, 99% dopasowane funkcji do danych empirycz-
nych. Oznacza to niemal catkowite wyjasnienie zmienno$ci OLD przez zmienng nieza-
lezna (czas przechowywania). Modele wzrostu ogolnej liczby bakterii Pseudomonas w
produktach utrwalonych lizozymem o aktywnosci 10 000 U/g, oraz w prébie kontrol-
nej, charakteryzowaly si¢ najwyzszym wspodtczynnikiem determinacji. Model Gom-
pertza w przypadku proby kontrolnej, przechowywanej w temp. 20°C, mial przebieg
niemal liniowy, nie uwzglednial lag fazy, co potwierdza brak hamujacego dziatania
lizozymu.

Tabela 3

Parametry wzrostu OLD oszacowane na podstawie funkcji Gompertza i logistycznej w modelowych
produktach migsnych utrwalonych lizozymem w formie dimeru.

The kinetic parameters of growth in the total plate count as estimated on the basis of the Gompertz and
logistic functions in model meat products preserved using lysozyme in the form of a dimmer.

Rodzaj Temperatura przechowywania 10°C Temperatura przechowywania 20°C
proby / Storing Temperature of 10°C Storing Temperature of 20°C
Sample
GT N
type u GT A N r A
Kgn“?hf‘ 0,40 0,74 10,40 5,40 1077 | 028" | 234" | 7,007
ontro 202,06 | 0,001 35,27 - 120" | 025 | 2757 | 7,017
Sample
0,33 0,90 10,75 4,86 0,45 0,65 0,11 7,24
1000 Ure . 0000 | 433 ] 066 | 045 | 002 | 723
0,39 0,76 10,55 4,77 0,43 0,68 0,28 7,08
10000 Urg - 0,000 42,70 - 0,61 0,48 0,24 7,07
0,45 0,66 10,20 4,72 0,417 [ 0,717 ' 0,62 | 6,927
25000 U/g - 0,000 4421 - 0,56 0,52 0,88 6,91

1 — wsp. max. szybkosci wzrostu [log (jtk/g)/h]; GT — czas generacji [h]; A — dtugos¢ lag fazy [dni], N —
max gesto$¢ populacji [log jtk/g].

u — coefficient of the maximum growth rate [log (cfu/g)/h]; GT — generation time [h]; A — lag time [days],
N - maximum density of population [log cfu/g].

— nie oszacowano parametréw funkcji.

— parameters of the function have not been estimated

*EE

0,00 <p<0,01;70,00<p<0,1;770,05<p<0,l
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W tab. 3. i 4. przedstawiono oszacowane, na podstawie modeli pierwszorzedo-
wych, parametry wzrostu ogoélnej liczby drobnoustrojow oraz liczby bakterii z rodzaju
Pseudomonas. Parametry charakteryzuja kinetyke wzrostu populacji drobnoustrojow
pod wptywem dodanego lizozymu o réznej aktywnoSci.

Kinetyczne parametry wzrostu ogoélnej liczby drobnoustrojow, w czasie przecho-
wywania modelowych produktow migsnych w temp. 10°C, oszacowane na podstawie
funkcji logistycznej nalezy uzna¢ za nieprzydatne. Natomiast parametry oszacowane z
wykorzystaniem funkcji Gompertza dobrze oddaja dynamike zmian zachodzacych pod
wptywem lizozymu. Najnizsza warto§¢ wspotczynnika szybkos$ci wzrostu oraz naj-
dhizszy czas generacji OLD stwierdzono w produktach, do ktérych dodano lizozym o
aktywnosci 1000 U/g. Oszacowany czas trwania lag fazy byl bardzo zblizony we
wszystkich prébach, maksymalna gesto$¢ populacji w probach utrwalonych lizozy-
mem o réznej aktywnosci byta zblizona i nieco wyzsza w probie kontrolnej. Dodatek
lizozymu do produktéw przechowywanych w temp. 20°C wptywal hamujaco, nieza-
leznie od aktywnosci lizozymu, na szybkos¢ wzrostu w poréwnaniu z proba kontrolna.

Tabela 4

Parametry wzrostu LBPs oszacowane na podstawie funkcji Gompertza i logistycznej w modelowych
produktach migsnych utrwalonych lizozymem w formie dimeru.

The kinetic parameters of growth in the total plate count of Pseudomonas bacteria as estimated on the
basis of the Gompertz and logistic functions in model meat products preserved using lysozyme in the form
of a dimmer.

Rodzaj Temperatura przechowywania 10°C Temperatura przechowywania 20°C
proby Storing Temperature of 10°C Storing Temperature of 20°C
Sample GT A N GT N
type H w A
fomrolna | 140 | 020 | 4872 | 28278 | 031 | 094 | -1104 | 2013
2,93 0,1 57,67 137,43 0,43 0,69 -11,04 20,13
sample
0,71 0,42 3,75 343 4,18 0,07 -0,001 3,90
U/ bl ’ b 3 bl 3 b b
1000 Urg 0,36 0,81 -15,43 4,44 7,68 0,03 -0,008 3,94
0,36 0,83 58,80 122,11 10,32 0,02 0,00 4,87
10 OOO U/ b 3 3 3 3 ’ bl 3
& 0,45 0,66 -25,19 5,71 9,71 0,03 -0,001 4,87
0,15 1,88 0,19 4,15 - - - -
000 U/, ’ ’ ’ ’
25 g 0,22 1,31 0,10 4,15 3,86 0,07 -0,003 5,24

M — wsp. max. szybkosci wzrostu [log (jtk/g)/h]; GT — czas generacji [h]; A — dtugoéé¢ lag fazy [dni], N —
max gestos¢ populacji [log jtk/g].

u — coefficient of the maximum growth rate [log (cfu/g)/h}; GT — generation time [h]; A - lag time [days],
N - maximum density of population [log cfu/g].

— nie oszacowano parametrow funkcji.

~ parameters of the function have not been estimated.
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Wazrost aktywnosci enzymu w probach wptywat na wydhuzenie czasu generacji 1 dhu-
gos¢ trwania lag fazy badanych grup drobnoustrojow.

Wzrost bakterii z rodzaju Pseudomonas w produktach przechowywanych w temp.
10°C byl hamowany przez dodatek lizozymu. Wspotczynnik szybkosci wzrostu (male-
jacy) oraz czas generacji (rosnacy) byly najkorzystniejsze przy dodatku 25 000 U/g.
Wartosci parametrow dtugosci lag fazy i maksymalnej gestosci populacji nie daty pod-
staw do wiarygodnego wnioskowania na ich podstawie, podobnie jak parametry wzro-
stu BLPs w produktach przechowywanych w temp. 20°C.

Konstrukcja modeli powierzchni odpowiedzi

Modele wielomianowe powierzchni odpowiedzi uwzgledniaja zmiany ogdlnej
liczby drobnoustrojéw oraz bakterii z rodzaju Pseudomonas (z) w modelowych pro-
duktach migsnych pod wptywem zmiennych niezaleznych: czasu (x) oraz lizozymu (y)
przy ustalonej temp. przechowywania 10 i 20°C.

Na rys. 3. przedstawiono model wielomianowy stopnia drugiego rozwoju ogoélnej
liczby drobnoustrojéow w modelowych produktach migsnych, przechowywanych w
temp. 10°C, ktory jest stabiej dopasowany (93%) od modelu opisanego przez wielo-
mian stopnia trzeciego (95%). Oba modele sa dopasowane bardzo dobrze do danych
eksperymentalnych, jednak zastosowanie ekstrapolacji, z wykorzystaniem modelu
wielomianowego stopnia trzeciego, powodowato wystapienie tzw. ,tapering effect”
czyli efektu zwgzania sig wartosci predykeji, co nie miato miejsca w przypadku mode-
lu wielomianowego drugiego stopnia (tab. 5). ,,Tapering effect” jest szczegdlnie wi-
doczny przy konstrukcji modeli wielomianowych w oparciu o dane odnoszace sig do
skrajnych temperatur lub innych czynnikow uwzglednionych w eksperymencie [1].
Prowadzi do nieprawidtowego prognozowania wartosci.

Dopasowanie modelu wielomianowego stopnia 2. (rys. 4) rozwoju bakterii z ro-
dzaju Pseudomonas w produktach migsnych, przechowywanych w temp. 10°C wynosi
75% i jest mniejsze w porownaniu z modelem stopnia 3. (88%), jednak model lepiej
dopasowany ma ksztatt dos¢ trudny do zinterpretowania (rys. 5).

Ekstrapolacja LBPs [log jtk/g] na podstawie modelu wielomianowego stopnia 2.
do 20. dnia przechowywania produktow migsnych w temp. 10°C przez oba modele jest
zblizona (tab. 6).

Modele wielomianowe powierzchni odpowiedzi opisujace rozwoj ogolnej liczby
drobnoustrojow w do$wiadczalnych produktach migsnych, przechowywanych w temp.
20°C, sa w 98% (model stopnia 2.) i 99% (model stopnia 3.) dopasowane do danych
eksperymentalnych (rys. 6).
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Tabela 5

Ogolna liczba bakterii [log jtk/g] w produktach migsnych utrwalonych lizozymem przechowywanych w
temp. 10°C (dane ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania).

The total plate count of bacteria [log cfu/g] in model meat products preserved using lysozyme stored at
10°C (the data extrapolated up to the 20" day of storing).

Czas Aktywno$¢ lizozymu [U/g]
przechowywania Activity of lysozyme [U/g]
{dni]}

Storing period [days] Coigzir;);nmaple 1 000 10000 25000

0 3,7839 3,7697 3,6940 3,7771

4 3,2670 3,2509 3,1586 3,2141

8 3,2963 3,2784 3,1695 3,1973

12 3,8719 3,8522 3,7267 3,7268

16 4,9938 4,9722 4,8301 4,8025

20 6,6619 6,6384 6,4797 6,4245

Tabela 6

Liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas [log jtk/g] w produktach migsnych utrwalonych lizozymem prze-
chowywanych w temp. 10°C (dane ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania).

The total plate count of Pseudomonas bacteria [log cfu/g] in model meat products preserved using ly-
sozyme stored at 10°C (the data extrapolated up to the 20™ day of storing).

Czas Aktywnos¢ lizozymu [U/g]
przechowywania Activity of lysozyme [U/g]
[dni) Kontrolna
Storing period ) 1 000 10 000 25000
[days] Control sample
0 2,6517 2,6075 2,4086 2,8721
4 3,0926 3,0446 28116 3,2182
8 3,5208 3,4690 3,2018 3,5515
12 3,9362 3,8806 3,5793 3,8721
16 4,3388 4,2794 3,9439 4,1798
20 4,7287 4,6655 4,2959 4,4748

Ekstrapolacja OLD [log jtk/g] przeprowadzona z wykorzystaniem modelu wie-
lomianowego stopnia trzeciego (tab. 7) daje wyniki wiarygodne, tylko nieznacznie
wyzsze niz w przypadku modelu wielomianowego stopnia drugiego.
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Rys. 3. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi {stopnia 2) OLD w modelowych produktach miesnycl:
utrwalonych lizozymem o réznej aktywnosci przechowywanych w temp. 10°C.

Fig. 3. The polynomial surface of response (ihe second order) of the total plate count in mode! meat
products preserved using lysozyme showing different activity and stored at 10°C.

Objasnienia / Explanation;

z - log OLD [jtk/g)] / log of the total plate count of bacteria {cfu)/g]; x — czas [dni] / period [days]; y —
dodatek lizozymu [U/g] / level of lysozyme added[U/g];

a —stata / constant;

b, ¢, d, e — parametry funkcji wiclomianowej / parameters of a polynomial function;

r’=R’ — wspélezynnik determinacji / R square;

adj r'= adj R? - zrewidowany wsp6tczynnik determinacji / adjusted R square;

btad szacunku / standard error of estimation;

wartos¢ statystyki F / F — the value of the statistics.
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Rys. 4.

Fig. 4.

Eon 301 z=a+ooy+dx2+eyd+ho
2=(.78014703 DF Adi P=063483027 FitStdEn=0.29181963 Fstat=8 4085907
5=2.6516758 b=0.11183320 c=-4 6395256-05
d=-0.00039921403 &=2.2084857 &-09 f=-9.4849809e-07

Log cfu/g

Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (stopnia 2) LBPs w modelowych produktach mie-
snych utrwalonych lizozymem o r6znej aktywnosci przechowywanych w temp. 10°C.
The polynomial surface of response (the second order) of the total plate count of Pseudomonas

bacteria in model meat products preserved using lysozyme showing different activity and stored
at 10°C.

Objasnienia / Explanation:
z - log LBPs [jtk/g] / log total plate count of bacteria [cfu)/g],
Pozostate objasnienia jak na rys. 3./ All other explanatory notes as in Fig. 3.
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Eqn 210 z=a+bscroy+ i+ ey 2+ g+ +hy3+ioy 2452y
?=0.88221451 DF Adj 2=075134175 FitStdEn=031831261 Fstat=8.3222336
3=2.8670327 b=0.14039334 ¢=-0 00065307785 d=-0.0077214225 e=8.797193e-08

f=-3.2305096e-06 g=0.0004072739 h=-2.490691e-12 i=2.6455725e-10 j=-2.72455e-07

Rys. 5. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (stopnia 3) LBPs w modelowych produktach mig-
snych utrwalonych lizozymem o réznej aktywnosci przechowywanych w temp. 10°C.

Fig. 5. The polynomial surface of response (the third order) of the total plate count of Pseudomonas
bacteria in model meat products preserved using lysozyme showing different activity and stored
at 10°C.

Objasnienia jak na rys. 4. / Explanatory notes as in Fig. 4.
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<

Rys. 6. Wielomianowa powierzchnia odpowiedzi (stopnia 3) OLD w modelowych produktach miesnych
utrwalonych lizozymem o réznej aktywnosci, przechowywanych w temp. 20°C.

Fig. 6. The polynomial surface of response {the third order) of the total plate count in model meat prod-
ucts preserved using lysozyme showing different activity and stored at 20°C.

-

Objaénienia jak na rys. 3. / Explanatory notes as in Fig. 3.
Eqn 310 z=a+bcroy+ib@ray @+ Doy + oS+ hyd +boZ+pd
2= 83436553 DF A i 12=0.6503343 FitStdEn= C
a=2 b=0.819370E3 c=-0.00080808732
=110 y=0.0041129297 h=-2 5373438

utrwalonych lizozymem o réznej aktywnosci, przechowywanych w temp. 20°C.

Fig. 7. The polynomial surface or response (the third order) of the total plate count of Psewdomonas bacte-
ria in model meat products preserved with lysozyme showing different activity and stored at 20°C
Objasnienia jak na rys. 4. / Explanatory notes as in Fig. 4.
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Tabela 7

Ogolna liczba drobnoustrojow [log jtk/g] w produktach miesnych utrwalonych lizozymem przechowywa-
nych w temp. 20°C (dane ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania).

The total plate count [log cfu/g] in model meat products preserved using lysozyme stored at 20°C (the data
extrapolated up to the 20" day of storing).

Czas : Aktywnos¢ lizozymu [U/g]
przechowywania Activity of lysozyme [U/g]
dni
StoriExg p]eriod Kontrolna 1 000 10 000 25 000
[days] Control sample
0 3,8154 3,7811 3,7439 3,7311
4 5,5919 5,5518 5,4577 5,3321
8 6,6522 6,6098 6,4899 6,3034
12 7,1229 7,0815 6,9671 6,7717
16 7,1303 7,0935 7,0156 6,8632
20 6,8009 6,7722 6,7621 6,7046

Na rys. 7. przedstawiono model wielomianowy stopnia trzeciego LBPs w produk-
tach migsnych, przechowywanych w temp. 20°C, ktdry jest znacznie lepiej dopasowa-
ny (83%) niz model wielomianowy stopnia drugiego (55%). Ksztalt przedstawionego
modelu jest jednak trudny do zinterpretowania.

Ekstrapolacja LBPs [log jtk/g] przeprowadzona z wykorzystamem modelu wie-
lomianowego stopnia trzeciego (tab. 8) daje znacznie wyzsze wartosci log jtk/g niz w
przypadku modelu wielomianowego stopnia drugiego. Ze wzgledu na fakt, ze w obre-
bie danych eksperymentalnych model wielomianowy stopnia 3. lepiej odwzorowywal
liczbe bakterii Pseudomonas mozna sadzi¢, ze dane ekstrapolowane sa wiarygodne
(tab. 8).

Na podstawie istotno$ci parametréw modeli wielomianowych (stopnia 2. i stopnia
3.) rozwoju ogolnej liczby drobnoustrojéw w produktach migsnych przechowywanych
w temp. 10°C mozna stwierdzi¢, ktore z czynnikéw srodowiskowych maja wpltyw na
rozwdj badanych grup drobnoustrojéw. Dodatek lizozymu nie miatl statystycznie istot-
nego wpltywu na rozwoj ogdlnej liczby drobnoustrojow (tab. 9). Wielomian stopnia
trzeciego wskazuje na statystycznie istotny wpltyw lizozymu na liczbg bakterii Pseu-
domonas (tab. 9), czego nie wykazuje model wielomianowy stopnia drugiego.

Na 0g6lng liczbg drobnoustrojéw oraz ogoélna liczbe¢ bakterii z rodzaju Pseudo-
monas, obecnych w produktach migsnych przechowywanych w temp. 20°C, nie wpty-
wat istotnie lizozym, natomiast znaczenie mial czas przechowywania (tab. 10).
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Tabela 8

Liczba bakterii Pseudomonas [log cfu/g] w modelowych produktach migsnych utrwalonych lizozymem

przechowywanych w temp. 20°C (dane ekstrapolowane do 20. dnia przechowywania).

The total plate count of Pseudomonas bacteria [log cfu/g] in model meat products preserved using ly-
sozyme stored at 20°C (the data extrapolated up to the 20t day of storing)

Czas Aktywnos¢ lizozymu [U/g]
przechowywania Activity of lysozyme [U/g]
[dni) . Kontrolna
Storing period 1000 10 000 25000
[days] Control sample
0 2,6563 2,1337 2,8480 2,8646
4 4,4862 3,9928 4,9981 5,6169
8 4,4740 3,9788 4,9974 5,7556
12 4,1989 3,6711 4,4255 4,8602
16 5,2405 4,6492 4,8615 4,5100
20 9,1779 8,4923 7,8850 6,2844
Tabela 9

Wartoéci parametrow modeli wielomianowych (réznego stopnia) opracowanych dla réznych grup bakterii
w modelowych produktach migsnych przechowywanych w temp. 10°C.
Parameter values of polynomial models (of different orders) developed for various groups of bacteria in
model meat products stored at 10°C.

OLD/TPC LBPs/TPC of Pseudomonas
Zmig nna stopiefi 2 stopien 3 stopief 2 stopien 3
Variable the second the third order the second the third order
order order

Stata / Constant 3,78* 3,86* 2,65* 2,86%
Czas / Time -0,19* -0,28* 0,11* 0,14
Lizozym /Lysozyme 0,00 0,00 -0,00 -0,00*
Czas?/ Time? -0,01* 0,03* -0,00 -0,00
LizozymZ/ Lysozyme2 0,00 -0,00 0,00 0,00*
Czas-lizozym / Time-lysozyme 0,00 -0,00 0,00 0,00
Czas’/ Time® 0,00 0,00
Lizozym® / Lysozyme® 0,00 0,00*
Czas-lizozym’/Time-lysozyme® 0,00 0,00
Czas®lizozym/Time? lysozyme : 0,00 0,00
R 0,936 0,957 0,750 0,882

0,01 <p <0,05;
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Tabela 10

Wartoéci parametrow modeli wielomianowych (réznego stopnia) opracowanych dla réznych grup bakterii
w modelowych produktach migsnych przechowywanych w temp. 20°C.

Parameter values of polynomial models (of different orders) developed for various groups of bacteria in
model meat products stored at 20°C.

OLD/TPC LBPs / TPC of Pseudomonas
Zmienna stopien 2 . stopief 2 .,
Variable the second stoplen 3 the second stoplen 3
the third order the third order
order order
Stala / Constant 3,85* 3,81* 2,45* 2,65*
Czas / Time 0,48* 0,54* 0,38* 0,81*
Lizozym / Lysozyme -0,00 -0,00 0,00 -0,00
Czas’/ Time? -0,01* -0,02* -0,01* -0,01*
Lizozym®/ Lysozyme® 0,00 0,00 0,00 0,00
Czas-lizozym / Time-lysozyme 0,00 0,00 0,00 0,00
Czas®/ Time> 0,00 0,004*
Lizozym® / Lysozyme 0,00 0,00
Czas-lizozym’/Time-lysozyme 0,00 0,00*
Czas’-lizozym/Time? lysozyme 0,00 0,00
R’ 0,988 0,990 0,558 0,834
0,01 <p<0,05;
Whioski

1. Hamujacy efekt dzialania lizozymu na rozwdj bakterii Pseudomonas zalezy od
jego aktywnosci (najskuteczniejsza 1000U/g) i temperatury przechowywania pro-
duktu (w temperaturze 10°C efekt inaktywacji bakterii zachodzit najszybciej).

2. Wyniki uzyskanych badan pozwolily na skonstruowanie modeli Gompertza i logi-
stycznych dobrze opisujacych rozwdj grup drobnoustrojow (bakterii tlenowych i
bakterii Pseudomonas) w produktach z migsa rozdrobnionego, w czasie przecho-
wywania, w poszczegOlnych zakresach temperatury.

3. Wielomiany drugiego stopnia byly najbardziej odpowiednie do opisu, w postaci
powierzchni odpowiedzi, wplywu dwoéch zmiennych na rozwdj wybranych grup
drobnoustrojéw w produktach migsnych.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN nr 6PO6T02121
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THE APPLICATION OF PROGNOSTIC MICROBIOLOGY METHODS IN MODELING
THE GROWTH OF SAPROPHYTIC BACTERIA IN MEAT PRODUCTS PRESERVED
USING LYSOZYME IN THE FORM OF A DIMER

Summary

The objective of the work was to develop mathematical models of growth in the total plate count of
bacteria and of saprophytic Pseudomonas spp. bacteria in model meat products preserved using lysozyme
in the form of a dimer. The microbiological experiment was carried out by a traditional plate method. The
experimental data were adapted to the first order models (the Gampertz and logistic functions) and to the
response surface models (RSM). The Marquardt algorithm was used to evaluate parameters of the
Gompertz and logistic functions. The least square method was used to assess parameters of the polynomial
functions. Results of the first order models were kinetics parameters of the growth: lag time duration,
growth rate, generation time, and density of population. The influence of environmental factors on the
growth in the bacteria population was determined on the basis of RSM.

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



