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THE GROWTH DYNAMICS OF LACTOBACILLUS PARACASEIIN MILK
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ABSTRACT

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei is a nonstarter lactic acid bacteria found in raw milk and cheese. In this study
we were focused on the growth dynamics of Lb. paracasei subsp. paracasei in dependance on the temperature in
ultrapasteurized milk. The effect of temperature on the growth rate and lag-phase duration of Lb. paracasei subsp.
paracasei in milk was described by the following equations in accordance with the Ratkowsky and Daughtry model,
respectively: VGr = 0.012xT + 0.008 (R? = 0.949) and In (1/lag) = -1802/T% + 95.59/T — 2.153 (R? = 0.95). Minimal growth
temperature of Lb. paracasei, 11,2 °C, was calculated from the dependance of growth rate (Gr) on temperature (T; R® =

0.97).
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UVOD

Baktérie mliecneho kysnutia (z angl. lactic acid
bacteria = LAB) st v prirode vSadepritomné. Prirodzene
sa vyskytujt vsurovom mlieku ast dolezité vo
fermentacii potravin a krmiv. Medzi baktérie mlie¢neho
kysnutia zarad’'ujeme predstavitel'ov rodov Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Enterococcus a Bifidobacterium (Guessas a Kihal,
2004; Gorner aValik, 2004). V potravinarskom
priemysle zohravaju doélezita ulohu, nakolko vyznamne
prispievaju k rozvoju organoleptickych vlastnosti (chut’,
vona, textura) aV mnohych pripadoch aj k nutri¢nej
hodnote finalnych produktov. S nevyhnutné pre vyrobu
fermentovanych produktov ako su syry, jogurty, kyslé
mlieko a maslo (Topisirovic et al., 2006; Charlier et
al., 2008). Vo fermenta¢nych procesoch sa prejavuje ich
zékladna vlastnost, t. j. schopnost’ fermentovat’ sacharidy
na kyselinu mlie¢nu aoctovi a svojimi vedlajSimi
metabolitmi navySe prispievaji k typickej chuti a aréme
prislusného produktu (Gérner a Valik, 2004).

Niekolko druhov rodu Lactobacillus zarad’ujeme
medzi tzv. nezdkysové baktérie mliecneho kysnutia
(NSLAB). Tieto baktérie tvoria mikrofloru mnohych
typov syrov pocas ich zrenia (Vinderola et al., 2009).
Do tejto skupiny LAB patri aj Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei, mezofilna, grampozitivna,
heterofermentativna, fakultativne anaerébna pali¢kovita
baktéria. Hex6zu fermentuje skoro vyluéne na kyselinu
mlieénu, pentdézy fermentuje pomocou indukovatelnej
fosfoketolazy. Vyskytuje sa najmd v surovom mlieku
a v syroch (Curry a Crow, 2002). Lb. paracasei subsp.
paracasei preziva zahrev odstredeného mlieka pri teplote
60 °C po dobu 30 minut. Do budtcnosti by mohol byt
povazovany za probioticky kmen, nakolko je schopny
prezit pri pH 3 a 0,3 % koncentracii zI¢ovych soli, ¢o su
podmienky charakteristické pre Zzalidocné prostredie
a duodénum (Kask et al., 2003).

LAB su bezne pouzivané aj ako prirodné konzervacné
latky, ktoré zabraiiuju kazeniu potravin a predlzuju ich
trvanlivost’ v procese zvanom biokonzervacia (Dalié et
al., 2009). Konzerva¢ny u¢inok spocdiva najmé v tvorbe
organickych kyselin a peroxidu vodika, v sttazi o Ziviny
a produkcii antimikrobialnych latok, ako st bakteriociny
aim podobné zliceniny (Brul a Coote, 1999;
Schweninger a Meile, 2004).

NajcastejSie druhy LAB schopné potlacat rozvoj
neziaducej mikrofléry patria do rodov Lactobacillus
a Lactococcus (Dalié et al., 2009). Lb. paracasei subsp.
paracasei ma potencial byt aplikovany ako doplnok kultary
pridavanej do mliecka na vyrobu syrov za tuc¢elom zlepSenia
chuti a kontroly neziaducej $kodlivej mikrobialnej aktivity,
napr. klostridii a plyn tvoriacich laktobacilov (Christiansen
et al., 2005). Voulgari et al. (2009), ako aj Hudacek et al.
(2007) zistili, ze Lb. paracasei subsp. paracasei vykazuje
inhibién aktivitu voéi vlaknitym hubam Penicillium
candidum, Debaryomyces hansenii, Fusarium culmorum,
Aspregilus flavus a A. parasitucus. Je schopny inhibovat’ aj
rast niektorych kvasiniek, ako napriklad Saccharomyces
cerevisiae, Candida spp., Torulopsis glabrata a Rhodotorula
rubra (Durlu-Ozkaya et al., 2005).

Nakol’ko problémom kontaminacie potravin vlaknitymi
hubami nie je len kazenie samotnych potravin, ale aj
ohrozenie  zdravia  konzumentov  naprodukovanymi
mykotoxinmi, v poslednych rokoch boli zaznamenané stadie
zaoberajuce sa vizbou toxinov na bunky LAB, najmai na ich
bunkovu stenu, ¢im dochadza k inaktivacii mykotoxinu.

Pouzitie LAB, vratane Lb. paracasei subsp. paracasei, na
kontrolu rastu neziaducej mikroflory, by teda mohlo byt
zaujimavou  alternativou  k fyzikdlnym  a chemickym
metodam konzervacie (Dalié et al., 2009).

Ciel'om prace bolo sledovat’ dynamiku rastu Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei v UHT mlieku v zavislosti od
kultiva¢nej teploty s vyuzitim principov prediktivnej
mikrobiologie, sekundarnej matematickej analyzy rastovych
parametrov (rastova rychlost’ a lag-faza), ako aj ich
validacie.

MATERIAL A METODY
Mikroorganizmy

Na ucely experimentov sme pouzili kmen Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei 1753. Zo zbierky Masarykovej
univerzity v Brne. Cistda kultara Lb. paracasei subsp.
paracasei bola uchovavana v MRS bujone pri 5 £ 1 °C
(Merck, Darmstadt, Nemecko).

Inokuldacia UHT mlieka

Ako médium sme pouzili UHT mlieko s obsahom tuku 15
g.I", ktoré sme nainokulovali vhodne nariedenou 24-
hodinovou ¢istou kultrou Lb. paracasei subsp. paracasei
tak, aby pociatoéna koncentracia laktobacila bola < 10°
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KTJ.mI™. Nainokulované vzorky mlieka sme inkubovali
v termostate pri teplotach od 8 do 43 + 1 °C.

Stanovenie celkového poctu Lb. paracasei subsp.
paracasei

Celkové poéty Lb. paracasei subsp. paracasei sme
stanovovali na MRS agare (Merck, Darmstadt,
Nemecko) zriedovacou kultivaénou metdédou podla
normy STN ISO 15214. Naockované Petriho misky so
stuhnutym MRS agarom sme kultivovali anaerdbne pri
teplote 37 = 1 °C po dobu 48 az 72 hodin.

Matematické hodnotenie dynamiky rastu Lb. paracasei
subsp. paracasei

Poéty Lb. paracasei subsp. paracasei Vv zavislosti od
¢asu inkubécie sme vyhodnotili Baranyiho D-modelom
(Baranyi et al., 1993). Ziskané rastové parametre sme
nasledne podrobili sekunddrnemu modelovaniu rastu
mikroorganizmov a zhodnotili internou validaciou podla
Baranyiho et al. (1999). Vramci sekundarneho
modelovania sme pouzili odmocninovy model podla
Ratkowského, ktory popisuje rastovi rychlost’ vo vztahu
k teplote. Je dany rovnicou 1:

JGr=bx(T-T, ) ()

v ktorej b je regresny koeficient, Tp, je potencialna
minimalna teplota rastu, ked Gr=0, Gr je rastova
rychlost, T je teplota (Valik et al., 2009). Okrem tohto
modelu sme pouzili aj model podl'a Daughtryho, ktory
popisuje zavislost prirodzeného logaritmu prevratenej
hodnoty trvania lag-fazy od prevratenej hodnoty teploty
inkubacie (Daughtry et al., 1997):

In 1 :C0+&+C—§ )
lag T T

kde Cy, Cy, C, su koeficienty, T je teplota inkubacie, lag
je dizka trvania lag-fazy

Faktor presnosti, faktor spolahlivosti a percento
diskrepancie sme vypoéitali pouzitim rovnic Baranyiho
et al. (1999):

n

(In f(Gr¢)-InGrt

kde Gr je rastova rychlost’ ziskana z primarneho modelu, f
(Gr*) je rastova rychlost vypogitand z modelu f, ktory
opisuje experimentalne modely, n je pocet merani, As je
faktor presnosti, B; je faktor spolahlivosti aDs je
diskrepancia v percentach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dynamiku rastu &istej kultary Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei sme sledovali v UHT mlieku s obsahom
tuku 15 g.I'1 pri teplotach 8, 12, 15, 18, 21, 25, 30, 37, 40 a
43 °C. Priebeh jednotlivych rastovych &iar Lb. paracasei
subsp. paracasei pri roznych teplotach je znazorneny na
obrazkoch 1 a 2. Rastové parametre st pre prehladnost’
uvedené v tabul’ke 1.

Tab. 1: Rastové parametre Lb. paracasei subsp. paracasei
v UHT mlieku v zavislosti od inkubaénej teploty

Teplota Gr Lag - faza Genf racny
[°Cl | [log KTI.mIth7] [h] Eﬁ]s
12 0,011 - 274
15 0,037 54,6 8,1
18 0,060 7.3 5,0
21 0,094 54 3.2
25 0,131 38 23
30 0,180 3.2 17
37 0,201 2.3 15
40 0,229 3.2 13
43 0,308 1,8 0,98

Priemerna pociatoéna inokulacia Lb. paracasei subsp.
paracasei do mlieka bola 4,5.10% KTJ.ml" a v stacionarnej
faze dosahoval poéty v priemere 9,1.10" KTJ.mI™. Pri 12 °C
bola exponencialna faza rastu charakterizovand rastovou
rychlostou 0,011 log KTJI.ml™h™ Pri teplote 15 °C sa
exponencialna faza rastu prejavila po 55 h trvajicej lag-faze
a rastova rychlost’ sa zvysila takmer 3,5 krat oproti rastove;j
rychlosti pri teplote 12 °C (0,037 log KTJIml™*h).
Kultivaciou kmena Lb. paracasei pri teplote 18 °C sa dizka
trvania lag-fazy vyrazne skratila na 7 hodin, ¢o je takmer 7,5
krat menej ako pri 15 °C. Rastovd rychlost’ nadobudla
hodnotu 0,060 log KTJ.mI™%.h™, Gomu zodpovedal generacny
cas 8,1h. So zvySujicou sa teplotou pretrvavala tendencia
skracovania lag-fazy, resp. generaéného Casu a zvySovania
rastovej rychlosti. Rast pri 21 °C bol charakterizovany 5 h
lag-fazou a rastova rychlost’ bola 0,094 log KTJ.ml™.h™. Pri
tejto teplote rastol Lb. paracasei subsp. paracasei 062 %
pomal$ie ako Lb. rhamnosus GG §tudovany Valikom et al.
(2008).

Pri teplote 25 °C sa dizka trvania lag-fazy rastu Lb.
paracasei subsp. paracasei skratila na 4 h a nasledna rastova
rychlost’ dosiahla hodnotu 0,131 log KTJ.ml™".h™, o je 0 39
% rychlejSie v porovnani s predchadzajiicou teplotou. Pri
tejto teplote rastol Lb. paracasei subsp. paracasei 0 32 %
rychlejSie v porovnani s kmetiom Lb. rhamnosus VT1, ktory
vo svojej §tudii sledovali Liptakova et al. (2007).

A, =exp| |+ ®)
n
n (In f(Gr*)-InGr*)
B, =exp| &= )
n
D, =(A, —1)100% 5)
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Obr. 1: Dynamika rastu Lb. paracasei subsp.
paracasei v UHT mlieku pri teplotach 8 az 21 °C

Dal§im zvysenim teploty inkubacie na 30 °C a 37 °C sa
dika trvania lag-fazy skratila na 3 h, resp. 2h,
a exponencialna faza rastu bola charakterizovana
rastovou rychlostou 0,180 log KTJ.ml™h™* (30 °C) a
0,201 log KTJ.mI™.h?* (37 °C). Kask et al. (2003) vo
svojej Stadii zistili, ze pri teplote 37 °C sa maximalna
$pecificka rychlost’ rastu Lb. paracasei v MRS bujone
pohybovala v rozmedzi od 0,40 do 0,57 h™.

Najvyssie rastové rychlosti Lb. paracasei subsp.
paracasei boli pozorované pri teplotach kultivacie 40 °C
a43 °C (Grg=0,229 log KTJ.mlI.h* a Gr,3=0,308 log
KTJ.ml.h™"). Trvanie fizy prispésobovania sa kultary
zmenenym  podmienkam v prostredi  bolo  pri
sledovanych teplotach 3 h (40 °C), resp. 1,8 h (43 °C).

Pri teplote 8 °C nebol pozorovany rast Lb. paracasei
subsp. paracasei, ale ¢o je dolezitejSie, nebol
pozorovany ani pokles v poctoch po celu dobu inkubacie
(16 dni). Na porovnanie pri tejto teplote rastol Lb.
rhamnosus VT1 rychlostou 0,011 log KTImlth*
(Liptakova et al., 2007). Hodnota pH mlieka sa v
priebehu experimentov vyrazne nemenila, pohybovala sa
v priemere od 6,67 na zaciatku do 6,58 na konci
pokusov. Minimalna teplota rastu Lb. paracasei subsp.
paracasei vypocitana v UHT mlieku bola 11,2 °C, ¢o je
v sulade aj s nasimi experimentalnymi vysledkami.
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Obr. 2: Dynamika rastu Lb. paracasei subsp.
paracasei v UHT mlieku pri teplotach 25 — 43 °C

Vplyv teploty na rastové parametre Lb. paracasei subsp.
paracasei — sekunddrne modelovanie

Z vysledkov uvedenych vtab. 1 vyplyva, Ze rastova
rychlost’ Lb. paracasei subsp. paracasei sa so zvySujucou
teplotou zvySovala, Comu zodpovedalo aj skracovanie
generacného Casu kultury. NajnizSie rastové rychlosti kmena
Lb. paracasei boli pozorované pri teplotach 12 °C (0,011
log KTJ.mI.h") a 15 °C (0,037 log KTJ.mI™.h™). Pri teplote
18 °C bola rastova rychlost’ o 62 % vyssia ako pri 15 °C a
pri teplote 21 °C bola o 57 % vy$sia ako pri 18 °C. Nasledne
so stipajucou teplotou sa rozdiel medzi rychlostami
postupne zmensoval. Pri teplote 25 °C rastol Lb. paracasei
subsp. paracasei 0 39 % rychlejsie ako pri 21 °C, pri 30 °C
bola jeho rastova rychlost’ vysSia o 37 % V porovnani s
teplotou 25 °C. Pri teplote 37 °C bola rastova rychlost’ uz len
012 % vysSia ako pri 30 °C apri teplote 40 °C bol
pozorovany narast rastovej rychlosti o 14 % v porovnani s
teplotou 37 °C.

Na obrazku 3 je zndzorneny Ratkowského model
(Ratkowsky et al., 1982), ktory linearizuje zavislost’ druhe;j
odmocniny rastovej rychlosti od teploty. Tato zavislost je
popisana rovnicou 6:

VGr=0,012xT + 0,008 R?=0,949 (6)

kde Gr je rastova rychlost, T je teplota inkubacie aR je
korela¢ny koeficient.

0,6
y=0,012x+ 0,008 /
0.5 RZ= 0,949 *
0,4 A4
*
.
*
& o3 /
*sqr Gr
0,2
Pad
0,1 *
0
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Teplota [°C]

Obr. 3: Zavislost’ druhej odmocniny rastovej rychlosti
od teploty

S rastucou teplotou inkubacie sa dizka trvania lag-fazy
rastu Lb. paracasei subsp. paracasei postupne skracovala,
¢o bolo mozné popisat polynomickou zavislostou
prirodzeného logaritmu prevratenej hodnoty trvania lag-fazy
od prevratenej hodnoty teploty (model podl'a Daughtryho
et al., 1997) s vysokou korelaciou (obr. 4):
In (1/lag) = -1802/T? + 95,59/T —2,153 R*=0,95 (7)
kde lag je dizka trvania lag-fazy, T je teplota inkubacie a R
je korelaény koeficient.
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Obr. 4: Zavislost’ prirodzeného logaritmu
prevratenej hodnoty trvania lag-fiazy od prevratenej
hodnoty teploty

Validdacia modelu

Oba matematické modely (Ratkowského
a Daughtryho) boli nasledne podrobené internej validacii
podla Baranyiho, Pinovej a Rossa (1999). Validacia
kvantitativnej analyzy rastu Lb. paracasei bola urobena
na zaklade porovnania hodndt rastovych parametrov
vypocitanych z rastovych Ciar a rastovymi parametrami
vyplyvajucimi zo zavislosti 6 a 7. Ako je vidiet' z tab. 2,
nepresnost’ medzi rastovymi parametrami bola 23,1 %
pre rastova rychlost, resp. 26,8 % pre trvanie lag-fazy.
Tieto  vysledky s vsulade aj S naSimi
predchadzajicimi pracami Laukova a Valik (2004),
Valik et al. (2003) a Medved’ova et al. (2009).

Tab. 2.: Valida¢né indexy pre rovnicu 6 a 7

V?lidacné Rovnica €. 6 Rovnica ¢é. 7
indexy
A 1,23 1,27
Bt 0,8563 0,9931
% Dy 23,1 26,8
ZAVER

V préaci sa matematicky analyzoval rast Cistej kultary
Lb. paracasei subsp. paracasei v mliecnom prostredi
v zavislosti od teploty uchovavania. Vyhodnotenim
rastovych ¢iar D-modelom pre jednotlivé sledované
teploty sme zistili, ze dynamika rastu Lb. paracasei
subsp. paracasei sa so zvySovanim teploty od 12 do 43
°C zrychlovala, ¢o sa prejavilo aj skracovanim lag-fazy.
Minimalna teplota rastu Lb. paracasei subsp. paracasei
bola vypocitanda na 11,2 °C aoptimalna teplota sa
pohybovala blizko teploty 43 °C. Pri teplote 8 °C sme
rast Lb. paracasei nezaznamenali, avSak jeho
koncentracia aj po 16 diioch inkubacie zostala na irovni
stupiia inokulacie, priCom sa nemenila ani acidita
inokulovaného mlieka. Do buducnosti by bolo zaujimavé
zistit' antimikrobidlne posobenie predovSetkym voci
kontaminantom syrov, ako aj potencialny probioticky
charakter kmeiia Lb. paracasei.
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