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SAMEVATTING

Sporolactobacillus-isolate is verkry vanaf die mis van verskillende

herbivore diere, asook vanaf die rumen van n bees en die finale
afvloeiwater van n abattoir. Die isolate toon onderlinge verskille
ten opsigte van hulle morfologiese en fisiologiese eienskappe. Een
isolaat (L2404) het selfs verskil ten opsigte van die karakteristieke

eienskap waarop die spesienaam van Sporolactobacillus inulinus berus,

naamlik die vermoe om inulien te fermenteer.

Die gemiddelde minimum-, maksimum- en optimum pH-waardes vir groei

van Sporolactobacillus was 3,5, 8,0 en 6,5-7,0 onderskeidelik.,

Die weerstandbiedendheid van Sporolactobacillus teen chemiese

preserveermiddels soos natriumnitriet en kaliumsorbaat was relatief

hoog. Spoorontkieming en groei van Sporolactobacillus het plaasgevind

-1
tot n konsentrasie van 2000 mg.2 natriumnitriet; geen minimum
inhiberende konsentrasie waarby natriumnitriet spoorontkieming en
groei volledig geinhibeer het, kon in hierdie studie vir

Sporolactobacillus aangedui word nie. Die minimum inhiberende

konsentrasie kaliumsorbaat wat spoorontkieming en groei van spore

sowel as vegetatiewe selle van Sporolactobacillus inulinus ATCC
-1

15538 volledig onderdruk het, was 4000 mg.2 kaliumsorbaat. Vir

die isolate van Sporolactobacillus het die minimum inhiberende

konsentrasies vir volledige inhibisie van spoorontkieming en groei

-1 -1
(5000 mg.2” ) verskil van dié vir vegetatiewe groei (7000 mg.2™ ).

Spoorontkieming en groei van Sporolactobacillus vind by relatief lae

ay,-waardes plaas en die minimum a -waarde vir spoorontkieming en groei
was ongeveer 0,88 as a, met gliserol ingestel is. NalCl as voghouer
het h toksiese effek (addisioneel tot die inhibisie deur ay-verlaging)
op spoorontkieming en groei gehad, terwyl volledige inhibisie by h

ay-waarde van 0,956 gevind is.

Die. yD,,-waarde vir spore van Sporolactobacillus-isolate in GYP-sop

was gemiddeld 2,5 kGy en vir vegetatiewe selle 0,35-0,525 kGy .

Die antagonisme wvan n Sporolactobacillus-isolaat, L2407, teen

spesifieke Bacillus-spesies, kan moontlik aan die produksie van

bakteriosien en/of n ander antagonistiese produk toegeskryf word.
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Alhoewel laboratoriumondersaoeke getoon het dat spore van

Sporolactobacillus by lae sa,~waardes (<0,94) kan ontkiem en groei,

kon geen aktiewe spoorontkieming en groei in eksperimentele
rakstabiele produkte aangedui word nie. Die verskynsel kan waarskyn-
lik toegeskryf word aan die interaksie van verskillende faktore wat

in die produk teenwoordig is.
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ABSTRACT

Positive isolation of Sporolactobacillus was made from the faeces of

different herbivores, as well as from the rumen of cattle and the
final waste water of an abattoir. The isolates showed differences
concerning their morphological and physiological properties, and one
isolate (L2404) differed by its inability to ferment inulin, which
is an essential characteristic for allocation of an isolate to the

species Sporolactobacillus inulinus.

The average minimum-, maximum- and optimum pH-values for growth of

Sporclactaobacillus were 3,5, 8,0 and 6,5-7,0 respectively.

Resistance of Sporolactobacillus to chemical preservatives was

relatively high. Germination and outgrowth of spores of

Sporolactobacillus takes place at sodium nitrite concentrations as

high as 2000 mg.Q-l. It was not possible in this study to determine
a minimum inhibitory concentration for sodium nitrite, at which
germination and growth of spores was completely inhibited., The
minimum inhibitory concentration of potassium sorbate that completely
inhibited germination and growth of spores as well as vegetative
growth of Sporolactobacillus inulinus ATCC 15538 was 4000 mg.Q-l.

For the isolates of Sporolactobacillus the minimum inhibitory concen-

tration for germination and growth of spores and for vegetative growth

-1 -1
was5J00 mg.2 and 7000 mg.2 potassium sorbate respectively.

Germination and growth of spores of Sporolactobacillus take place at

relatively low ayvalues. The minimum ay-value where germination and
growth of spores took place was approximately 0,88 when ay-values were
adjusted with glycerol. NaCl wused as humectant for adjusting
ayrvalues appeared to have a toxic effect, in addition to inhibition

by reduced ay,on germination and growth of Sporolactobacillus spores.

Complete inhibition was found at an ay-value of 0,956.

D,,-values for y-irradiation of spores of Sporolactobacillus strains

in GYP-broth averaged 2,5 kGy as compared to values between 0,35 and

0,525 kGy for vegetative cells.

The antagonistic effect of a Sporolactobacillus isolate, L2407, on

specific Bacillus species was probably caused by the production of

a bacteriocin and/or another antagonistic substance.
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Although laboratory experiments showed that the spores of
Sporolactobacillus germinate and grow at low a -values (<0,94),no active
germination or growth could be observed in experimental shelf-stable
products, This may be attributed to the presence of additional

inhibitory factors (or a combination thereof) present in the products.
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HOOFSTUK 1 INLEIDING

Mikroorganismes van die genera Bacillus, Clostridium en Desulfatomaculum

vorm hitteweerstandbiedende spore en kan voedselbederf veroorsaak.

Omdat Sporclactobacillus ook hitteweerstandbiedende spore kan

produseer, is die moontlikheid dat die organisme ook voedselbederf
(suurvorming) kan vercorsaak nie uitgesluit nie (Doores, 1983). 1In
werklikheid bestaan daar n moontlikheid dat Gram-positiewe, spoor-
vormende bakteriee wat vanaf termies-geprosesseerde voedsel geisoleer
is, verkeerdelik geidentifiseer is as Bacillus- of Clostridium-spesies

(Doores & Westhoff, 1983).

Sporolactobacillus is meer suurtolerant en kan by laer pH-waardes as

die meeste Bacillus- en Clostridium-spesies aktief groei. Produkte
met lae pH-waardes asook dié met hoe koolhidraatkonsentrasies kan dus

vatbaar wees vir bederf deur Sporolactobacillus. Die voorkoms wvan

Sporolactobacillus in voedselindustriee is sover bekend nog nie

aangedui nie (Doores, 1983).

In voedselpreservering word inhibering van mikrobiologiese aktiwiteite
verkry deur verskillende faktore, waaronder hittebehandeling, chemiese
preserveermiddels, verlaagde wateraktiwiteit (a ) en bestraling. Die
weerstandbiedendheid/sensitiwiteit van Bacillus- en Clostridium-

spesies teen hierdie faktore is bekend., Dit is ook bekend dat die

spore van Sporolactobacillus hitteweerstandbiedendheid besit en dat

hulle morfologies ooreenstem met spore van Bacillus-spesies (Kitahara
& Lai, 1967), maar die uweerstandbiedendheid/sensitiwiteit van die

spore van Sporolactobacillus teen chemiese preserveermiddels, ver-

laagde aw en Y -bestraling is nog nie voldoende beskryf nie.

Die voorkoms van Sporolactobacillus in tipiese hibitats is laag en

die fisiologiese-, biochemiese- en ensiematiese eienskappe van

Sporolactobacillus kan moontlik verskil, afhangende van die ekosisteem

waaruit dit gelsoleer is en die land waar hierdie isolasie gedoen is
(Doores & Westhoff, 1983).

Die fisiologiese-, biochemiese- en ensiematiese eienskappe van

Sporolactobacillus stem ooreen met dié wvan Lactobacillus-spesies.

Die voordele van Lactobacillus-spesies in die voedselbedryf is reeds

bekend, dus kan Sporolactobacillus moontlik ook tot voordeel in

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2018



Y
% UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
"/ UNIVERSITY OF PRETORIA
P YU

NIBESITHI YA PRETORIA

bepaalde situasies aangewend word. Oie gebruik van laktobasille vir
die aanvulling van ingewandsbakteriee is algemeen bekend, probleme
word egter nog ondervind met die preservering van die laktobasille.

Hierdie preserveringsprobleem kan met Sporolactobacillus uitgeskakel

word, omdat die organisme spore vorm wat n hoer weerstandbiedendheid

het (Kitahara & Suzuki, 1963). Die vermoe van Lactobacillus-spesies

om bakteriosiene te produseer is reeds aangedui (Niemand & Holzapfel,

1984). Aangesien Lactobacillus-spesies antagonisties teen ander

mikroorganismes kan optree, word vermoed dat hierdie moontlikheid ook

by Sporolactobacillus bestaan.

In hierdie studie is die onderskeidende eienskappe van Sporolactobacillus

ondersoek en organismes wat plaaslik gelsoleer is, is vergelyk met

reeds beskryfde spesies. Die minimum-, maksimum- en optimum pH-.

waardes vir groei van Sporolactobacillus is bepaal en verder is die

vermoe tot groei en oaorlewing onder beperkende faktore scos wat by
voedselpreservering gebruik word, ondersoek. Weerstandbiedendheid

van Sporolactobacillus teen chemiese preserveermiddels, a, en

Y-bestraling is bepaal. Die reaksie van Sporolactobacillus wat in

vakuumverpakte, lae wateraktiwiteitsprodukte geinockuleer is tydens
prosessering en wat terminaal met hitte behandel is, is ook ondersoek.

Die moontlike antagonisme van Sporolactobacillus teen Bacillus-spesies

wat normaalweg die probleemorganismes van hierdie tipe produkte is,

is ook ondersoek.
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HOOFSTUK 2 TAKSONOMIE EN FISIOLOGIE VAN Sporolactobacillus

2.1 LITERATUURODRSIG
2.1.1 HISTORIESE OORSIG

Kitahara en Suzuki het in 1963 uit hoenderkos n spoorvormende
organisme geisoleer wat hulle soos volg beskryf het: Staafvormig met
geronde ente, beweeglik met n klein aantal peritrieqe flagella, spore
is silindro-epilepties, word terminaal gedra en die sporangia is
effens geswolle. Die organismes vorm klein grys kolonies op agar en
los kalsiumkarbonaat in media op as gevolg van melksuurvorming. In
sopkulture vorm h presipitaat en geen groei kom voor in media wat nie
fermenteerbare koolhidrate bevat nie. Spoordraende selle word gewoon-

lik nie in normale groeimedia aangetref nie (Kitahara & Suzuki, 1963).

Nakayama en Yanoshi het later in n ekologiese ondersoek n aantal
spoorvormende melksuurproduserende bakteriee gelsoleer vanaf die
risosfeer van verskillende wilde plante. Die organismes was mesa-
fiele, fakultatief-anaerobe, Gram-positiewe stawe met peritriege
flagella en het ovaalvormige endospore geproduseer wat terminaal tot

subterminaal gelee was (Nakayama & Yanoshi, 1967a; b).

Grond, en meer spesifiek die risosfeer van plante, voorsien h habitat
wat voedingstowwe bevat wat noodsaaklik is vir die groei van melksuur-
bakteriee en dus moontlik ook vir die groei van spoorvormende
melksuurbakteriee (Doores & Westhoff, 1983; Norris, 1981). Die

voorkoms van Sporolactobacillus is laag en daarom is verryking

noodsaaklik vir primére isolasie. Omdat die aanvanklike isolasie van

Sporolactobacillus in Japan plaasgevind het, is dit dus moontlik dat

Sporolactobacillus nie so volop in ander habitatte voorkom nie, of

dat die spesies wat in ander lande voorkom effens verskillende
kultuureienskappe besit as die tipiese Sporolactobacillus-stamme wat
in die literatuur beskryf is (Doores & Westhoff, 1983).

Omdat Sporolactobacillus se fenotipiese eienskappe ooreenstem met dié

van Bacillus-spesies, maar die fisiologiese-, biochemiese- en ensiema-
tiese eienskappe weer ooreenstem met dié van laktobasille, het
navarsers lank geworstel met die presiese taksonomiese posisie van

die organisme,
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2.1.2 TAKSONOMIE

Die sogenaamde spoorvormende melksuurbakteriee wat beskryf was toe
Kitahara en Suzuki in 1963 Sporolactobacillus vir die eerste keer
gelsoleer het, was katalase-positief en het L(+)-melksuur geproduseer
(Kitahara & Suzuki, 1963). Dié groep organismes het dus skynbaar eerder

tot die genus Bacillus of nh groep tussen Bacillus en Lactobacillus

behoort. Die isolaat van Kitahara en Suzuki (1963) was egter
katalase-negatief, het nh ander suurstofvereiste as Bacillus-spesies
gehad en het D(-)-melksuur geproduseer. Die ander bekende spoor-
vormende genus, naamlik Clostridium is ook katalase-negatief, maar
groei slegs onder anaerobe toestande en produseer nh groot aantal
gasse, waaronder koolsuurgas en waterstof, asook vlugtige sure tydens
die fermentasieproses. Die isolaat van Kitahara en Suzuki het van

Lactobacillaceae slegs verskil ten opsigte van spoorvorming en

beweeglikheid, terwyl die fisiologiese-, biochemiese~ en ensiematiese
eienskappe van die organisme weer heeltemal verskillend was van die
twee bekende genera van die Bacillaceae, naamlik Bacillus en
Clostridium, Kitahara en Suzuki het daarom voorgestel dat Sporalactobacills

in die genus Lactobacillus ingedeel word, waar dit gelyke taksonomiese

status as die subgenera Betabacterium, Thermabacterium en Streptobacterium
sou h& (Kitahara & Suzuki, 1963).

Suzuki en Kitahara het die mol € G + C in die DNA van Sporolactobacillus

volgens Marmur se alkaliese hidrolise-metode op 39,3 § vasgestel
(Suzuki & Kitahara, 1964). Miller en ander navorsers het egter met
behulp van Marmur en Doty se metode h G + C-inhoud van 47,3 mol %
gevind (Miller et al., 1870). Dit wil voorkom asof die mol § G + C

in die DNA van Sporolactobacillus inulinus eerder 47,3 % is as39,3 %

(Doores, 1979). Alhoewel daar n groot coreenkoms in die mol § G + C

van Bacillus coaqulans, Sporolactobacillus inulinus en Lactobacillus

plantarum bestaan, het DNA-hibridisasie getoon dat daar geen direkte
filogenetiese verwantskap tussen die drie organismes bestaan nie
(Uchida & Mogi, 1973).

h Filogenetiese verwantskap kan egter ten opsigte van selluldre

vetsure tussen Sporolactobacillus- en Bacillus-spesies aangedui word.

Sporolactobacillus besit skynbaar sonder uitsondering die sellulére

vetsuurspektra van Bacillus-spesies. Geen onversadigde vetsure of
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siklopropaansuur word in Sporolactobacillus en Bacillus-spesies

aangetref nie, terwyl iso- en anti-iso-vertakte vetsure tot 80 ¢ van

die totale vetsure by Sporolactobacillus kan uitmaak. Lactobacillus-

spesies se vetsuurspektra bestaan hoofsaaklik uit onversadigde tipes

vetsure (Uchida & Mogi, 1973).

Omdat die mol ¥4 G + C-waardes van die DNA van Bacillus-,

Sporolactobacillus en Lactobacillus-spesies baie naby aan mekaar 18,

is die mol 4 G + C-waardes dus nie n goeie maatstaf om hierdie groepe
organismes taksonomies van mekaar te onderskei nie. Meer intensiewe
studie is nodig alvorens besluit kan word of sellulére vetsuurspektra
as betroubare maatstaf vir taksonomiese onderskeiding van die drie

groepe organismes kan dien (Uchida & Mogi, 1973).

Die voorkoms van di-amino-pimeliensuur Qg-Azpm) in die selwande van

Sporolactobacillus dui op ™ ooreenkoms met Bacillus-spesies (Weiss

et al., 1967). Die voorkoms van isoprenoied-kinoon-verbindings by

Sporolactobacillus- en Bacillus-spesies dui ook op ooreenkoms van die

organismes (Collins & Jones, 1979).

Nakayama en Yanoshi het in 13967 n aantal katalase-negatiewe, spoor-
vormende, melksuurproduserende bakteriee geYsoleer wat geldentifiseer

kon word as Sporolactobacillus. Sommige van hierdie isolate het

verskil van die tipiese Sporolactobacillus inulinus ten opsigte van

die tipe melksuur wat dit produseer, ascok die vermoe om die pH van

die medium te verlaag tot 3,8, terwyl Sporolactobacillus inulinus die

pH van media slegs tot 4,4 kan verlaag. Twee verdere spesies van

Sporolactaobacillus is toe voorgestel, naamlik: Sporolactobacillus

leavus (Produseer L(+)-melksuur) en Sporolactobacillus racemicus
(Produseer D L-melksuur) (Nakayama & Yanoshi, 1967b3 Norris, 1981).

"Bergey's Manual® (Buchanan & Gibbons, 1974) plaas Sporolactobacillus

in Afdeling 15: Endospoorvormende stawe en cocci, as h genus van die

familie Bacillaceae. Sporolactobacillus word van Bacillus-spesies

onderskei op grond van sy suurstofbehoefte en katalase-negatiewe

reaksie. Sporolactobacillus inulinus is die enigste spesie van

hierdie genus wat beskryf word in die betrokke agste uitgawe van
"Bergey's Manual". Die spesie inulinus word afgelei van die organisme

se vermoe om inulien sterk te fermenteer (Kitahara & Suzuki, 1963).
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In "The Procaryotes" (Starr et el.,1981) word Sporolactobacillus

ingedeel in Afdeling S: Endospoorvormende Bakteriee, as h genus van

dié afdeling. Sporolactobacillus leavus en Sporaolactobacillus

racemicus word ook genoem in "The Procaryotes", maar vollediger
beskrywing is nodig vir erkenning op spesievlak. Die enigste spesie

wat dus erken word, is Sporolactobacillus inulinus.

Uit die eienskappe van Sporolactobacillus wat in voorafgaande litera-

tuur beskryf is, is dit duidelik dat die organisme wel n volwaardige
taksonomiese posisie onder die endospoorvormende organismes reg-

verdig.
2.1.3 FISIOLOGIE

Sporolactobacillus word omskryf as h mikro-aerofiele, mesofiele,

beweeglike, staafvormige bakterium wat homofermentatief is en hoof-
saaklik D(-)-melksuur produseer (Kitahara & Suzuki, 1963).

"Bergey's Manual"(Buchanan & Gibbons, 1974) beskryf Sporolactobacillus

as Gram-positiewe, requit stawe wat enkel of in pare voorkom en selde
in kort kettings. Die organisme produseer endospore, is chemo-organo-
troof en beweeglik met n klein aantal lang, peritriege flagella.,
Metabolisme is fermentatief en heksose suikers word afgebreek deur
n tipiese homofermentatiewe baan met produksie van uitsluitlik melk-
suur, Dit besit nie katalase of N sitochroomsisteem nie en ten
opsigte van suurstofbehoefte is dit mikro-aerofiel. Geen groei vind
plaas onder 10 °C of bo 45 °C nie en die optimum groeitemperatuur is
35 °oC .,

Die grondisolate verskil van hierdie tipiese beskrywing deurdat dié
organismes fakultatief anaeroob is en DL- en L(+)-melksuur produseer
deur h homofermentatiewe weg (Nakayama & Yanoshi, 1976b). Die optimum

groeitemperatuur van grondspesies is 30 °C (Norris, 1981).

2.1.3.1 MORFOLOGIE

Afgesien van die normale staafvormige morfologie word sogenaamde padda-
visagtige selle ("tad-pole like") ook dikwels by Sporolactobacillus

aangetref (Kitahara & Toyota, 1972). Hierdie paddavisagtige selle

is gedeeltelike sferoplaste wat gevorm word as gevolg van h wanbalans
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tussen selverlenging en selwandvorming. Die proses staan bekend as
outosferoplastvorming. In sporulasiemedia waar NHyS04 en CaCOj
afwesig is, kan tot 50 $ paddavisagtige selle vorm en dié morfologiese
vorm lyk soos h oorgangsfase vanaf h vegetatiewe sel na h sporangium.
Die teenwoordigheid van NaCl in media, stimuleer ook die vorming van
paddavisagtige selle (Kitahara & Lai, 1967).

2.1.3.2 SPDORVORMING

Spoordraende selle van Sporolactobacillus word nie normaalweg in of

op groeimedia aangetref nie, omdat die organisme nie vryelik sporuleer
nie. Die sporulasietempo van Sporolactobacillus is ongeveer 10™" tot
10"%in n populasie (Kitahara & Lai, 1967; Kitahara & Suzuki, 1963).

Kitahara en Lai (1867) het h sogenaamde TM-medium vir spoorvorming

van Sporolactobacillus saamgestel op grond van die volgende faktore

wat spoorvorming stimuleer (Kitahara & Lai, 1967):
i, CaC0; induseer die aksie van spoorvorming en dien ook as buffer
vir melksuurfermentasie.
ii. mrZt in n optimum konsentrasie van 107*m,
iii. 1 % Ammoniumsulfaat.
iv. Tamatieserum bevat Mn’* en bevorder dus spoorvorming.

Ve Die optimum temperatuur vir sporulasie is 37 °C en die optimum
pH 5,5.

vi, Vleisekstrak word in plaas van peptoon gebruik, want n

organiese stikstofbron bevorder spoorvorming.

vii. a-Metielglukosied is die koolhidraat (C-bron) wat die hoogste

spooropbrengs gee.

Met hierdie TM-medium is 1 % sporulasie verkry wat verhoog kan word

na 10 % as die organisme in n CO2-atmosfeer gelnkubeer word.

Spore is ovaalvormig en word gewoonlik in h terminale posisie gedra
(Buchanan & Gibbons, 1974), maar subterminale spore kom ook voor
(Nakayama & Yanoshi, 1967b). Die spore besit n hoé hittetoleransie
en elektronmikroskoopondersoeke het aangetoon dat die spore morfo-
logies ooreenstem met Bacillus-spesies se spore. Die spore besit ook
ongeveer 5,16 % dipikoliensuur (DPA) (Kitahara & Lai, 1967).
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2.1.3.3 BELANGRIKSTE ONDERSKEIDENDE EIENSKAPPE

TABEL 2.1  SLEUTELEIENSKAPPE OP GROND WAARVAN Sporolactobacillus VAN Bacillus EN

Lactobacillus ONDERSKEI KAN WORD (Doores, 19793 Doores & Westhoff,

1983; Norris et al., 1981)

Eienskap Tipiese Bacillus 3p orolacii:-‘o:laic:::us Tipiese Lactobacillus
Katalase-produksie + - -
Bensidien-produksie + - -
Nitraatreduksie + - -
Gramreaksie + + +
Produksie van spore + + -
Beweeglikheid + + I
Melksuurfermentasie ~ %% + +
_nl-Azpm in selwande + + ~*

Tipe vetsuurspektra Bacillus-tipe Bacillus-tipe Lactobacillus-tipe

%  Lactobacillus plantarum is beweeglik en bevat m-Azpm in sy selwande.
(weiss et al., 1967)

#%  Bacillus racemilacticus, Bacillus leavolacticus, Bacillus coagulans en Bacillus

stearothermophilus besit die vermoe om melksuur te produseer (Doores, 1973).

Sporolactobacillus groei goed in suikerkonsentrasies van 40 ¢

(Maksimum = 70 $) en in die teenwoordigheid van voldoende CaCOs; kan
die suikers volledig gefermenteer word na D(-)-melksuur (Kitahara &
Toyota, 1972). Hierdie organisme produseer dus baie effektief
melksuur vanaf koolhidrate en DL- asook L(+)-melksuur word ook gevorm
(Nakayama & Yanoshi, 1967b).

Lactobacillus-spesies produseer melksuur in enige van die drie vorme

en in wisselende hoeveelhede,

Die bensidientoets is baie meer sensitief as die H,0,-katalasetoets
en word gebruik om die teenwoordigheid van yster-porfirien-sisteme
in bakteriee aan te toon (Doores & Westhoff, 1983).
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2.1.3.4 ANDER ONDERSKEIDENDE EIENSKAPPE

Volgens "Bergey's Manual" (Buchanan & Gibbons, 1974) produseer
Sporolactobacillus suur, maar geen gas, vanaf die volgende kool-

hidrate: fruktose, glukose, inulien, maltose, mannose, raffinose,

sukrose, trehalose, mannitol, sorbitol en &metielglukosied. Min of
geen suur word gevorm vanaf arabinose, xilose, galaktose, laktose,
melibiose, sellobiose, melisitose, dekstrien, stysel, gliserol,

eritritol, adonitol en salisien.

Doores (1979) het die taksonomiese posisie van Sporolactobacillus
aangedul met behulp van morfologiese- en fisiologiese eienskappe.

Sy het die eienskappe van Bacillus- en Lactobacillus-spesies ingespan

om die sleuteleienskappe van Sporolactobacillus aan te dui. Deur die

resultate wat verkry is, word Sporolactobacillus van Lactobacillus

plantarum onderskei op grond van spoorvorming en beweeglikheid, groei

in 1 % taurocholaat (Sporolactobacillus groei nie in 1 $ tauro-

cholaat), groei in 10 ¥ galsoute (Sporolactobacillus groei nie in 10 %

galsoute) en produksie van suur vanaf sellobiose. Sporolactobacillus

word onderskei van Bacillus-spesies op grond van suurproduksie vanaf
mannose en fruktose, groei in 0,1 % kaliumsorbaat en die onvermoe van

Sporolactobacillus om laktaat en sitraat as C-bron te benut,

Geen nuwe toetse is vir die onderskeiding van Sporolactobacillus van

Bacillus- spesies gevind nie, behalwe die vermoe van Sporalactobacillus
om in 0,1 § kaliumsorbaat te groei. Verder besit Bacillus-spesies
ook nie die vermoe om die pH van media te verlaag soos wat vir
Sporolactobacillus die geval is nie. As spoorvorming nie waargeneem

word nie, kan Sporolactobacillus maklik as n Lactobacillus-spesie

geldentifiseer word, Similariteitswaardes wat met behulp van
numeriese taksonomie verkry is, dui egter baie duidelik aan dat
Sporolactaobacillus h genus op sy eie is, alhoewel n groot similariteit
bestaan tussen S. inulinus, B. racemilacticus en B. leavolacticus
(Doores, 1979).
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2.2 PROSEDURES

2.2.1 ISOLASIE VAN Sporolactobacillus

n Totaal van sewe-en-twintig monsters is versamel vanaf die volgende

habitatte:

- yyftien vanaf die mis van perde, beeste, skape, bokke en pluimvee
- nege vanaf die risosfeer van verskillende plante

- een vanaf die rumen van n bees

- een vanaf die finale afvloeiwater van n abattoir

- een vanaf rou riocolwater.

Gemodifiseerde Lactobacillus-MRS-sop (Doocres & Westhoff, 1983) en
Sporolactobacillus-sop (ATCC) waarby 0,0224 g/@ broomkresolgroen en

0,1 % kaliumsorbaat gevoeg is, is vir verryking van Sporolactobacillus

gebruik., By die bereiding van albei hierdie verrykingsmedia en van
agarplate vir primére uitstryking van verrykingsoppe, is grondekstrak
(Pramer & Schmidt, 1965) in plaas van water gebruik. Vir primére
uitstryking vanaf die verrykingsoppe op agarplate is 20 g/2 agar by
dieselfde verrykingsoppe gevoeg en agarplate daarvan berei. Steriele
verrykingsoppe is met 1 % (m/v) monster gelnokuleer en isolasie is

verder uitgevoer volgens die metode van Doores en Westhoff (1983),

2.,2.2 BEPALING VAN DIE ONDERSKEIDENDE EIENSKAPPE VAN Sporalactobacillus

Kultuurnommers is aan tipiese organismes wat gelsoleer is, toegeken
en daarna is hierdie kulture aan die volgende morfologiese-, fisio-
logiese~, biochemiese- en ensiematiese toetse onderwerp. Die

outentieke stam van Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) is by

alle toetse as verwysingskultuur gebruik:

i. Koloniemorfologie is beskryf volgens Kruger (1984).

ii. Vir Gramkleuring is n bakteriese smeer berei soos beskryf deur
Bartholomew (1962) en uitgevoer volgens die metode van Hucker
(Bartholomew, 19623 Gerhardt et al., 1981).

iii. Selmorfologie is beskryf volgens Pelczar et al. (1977).

iv. Vir produksie van endospore is kulture anaeroob gekweek in

n sogenaamde TM-medium (Kitahara & Lai, 1967) en spore is
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waargeneem met behulp van n fasekontrasmikroskoop asook deur
spoorkleuringpreparate wat volgens die metode van Schaeffer
en Fulton (Gerhardt et al., 1981) berei is en onder h lig-

mikroskoop ondersoek is.

v. Flagella is waargeneem deur enkelvoudige kleuring met behulp

van n transmissie-elektronmikroskoop.

vi. OGroeitoetse is uitgevoer in glukose-gisekstrak-peptoon sop
(GYP-sop) (Kitahara & Suzuki, 1963) en groei in teenwoordig-
heid van die volgende substrate is met GYP-sop as basale media

getoets:
- Verskillende konsentrasies NaCl (Wilkinson & Jones, 1977)

- 0,02 % telluriet (Harrigan & McCance, 1970; Gerhardt
et al., 1981)

- 15 % etanol (Harrigan & McCance, 1970)

- 0,04 % teepol (Harrigan & McCance, 1970)

- 10 % en 40 % galsoute (Gerhardt et al., 1981)
- 0,1 % kaliumsorbaat (Doores, 1979).

vii. Anaerobe groei is in anaerobe flesse gedoen met Anaerocult A
(Merck).

viii, Beweeglikheid is waargeneem met behulp van die hangdruppel-
tegniek (Harrigan & McCance, 1970; Wilkinson & Jones, 1977)

en inokulasie in semi-soliede media (Gerhardt et al., 1981).

ix, Katalase-produksie is met 3 § H,0, getoets (Gerhardt et al.,
1981).

x. Die bensidientoets is uitgevoer volgens die gemodifiseerde

metode soos beskryf deur Deibel en Evans (1960).

xi, Vir indoolproduksie is organismes gekweek op nh triptoonmedium
(Wwilkinson & Jones, 1977) en die resultate is geneem volgens
Cowan en Steel (1966).

xii., Die Voges-Proskauer- en Metielrooi-toetse is albei op MRVP-
medium uitgevoer (Cowan & Steel, 1966; Harrigan & McCance,
1970; Gerhard et al., 19813 Wilkinson & Jones, 1977).

xiii., Styselhidrolise is op ™M agarmedium sonder glukose gedoen
(Gerhardt et al., 1981; Wilkinson % Jones, 1977).
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xiv. Hippuraathidrolise is wuitgevoer in GYP-SOP + 1 % (m/v)
natriumhippuraat (Gerhardt et al., 19813 Wilkinson & Jones,
1977).

XV Kaselenhidrolise is op oa-metielglukosied-gisekstrak-peptoon
agar (@MYP-agar) + 1 % (m/v) afgercomde melk gedoen (Gerhardt
et al., 1981; Wilkinson & Jones, 1977).

xvi, Gelatienhidrolise is op agarmedium en in semi-soliede medium
bepaal (Gerhardt et al., 1981).

xvii. Eskulienhidrolise is in ysterbevattende medium met 0,5 - 1 %
(m/v) eskulien getoets (Cowan & Steel, 19663 Wilkinson &
Jones, 1977).

xviii. Lesitinase is getoets deur steriele lesitien tot n finale
konsentrasie van 1 % (v/v) by steriele afgekoelde GYP-agar
te voeg (Gerhardt et al., 19813 Wilkinson & Jones, 1977).

xix. Tirosiendegradasie is op a-MYP-agar + 0,5 % (m/v) L-tirosien
bepaal en die kolonies is ook ondersoek vir die produksie van

n swart pigment op tirosienagar (Wilkinson & Jones, 1977).

xX., H,S-produksie is gedoen in GYP-agar wat met 0,025 % (m/v)
ferri-ammoniumsitraat, 0,015 % (m/v) ystersulfaat en 0,03 %
(m/v) natriumtiosulfaat gesupplementeer is (Gerhardt et al.,
1981).

xxi. Nitraatreduksie is gedoen in GYP-sop + 0,1 % (m/v) KNO,
(Wilkinson & Jones, 1977) en die resultate is geneem volgens
Wilson en Miles (1975).

xxii., Vir arginiendeaminasie is organismes gekweek in Thornley se
semi-soliede arginienmedium en resultate is gelees na

toevoeging van Nessler se reagens (Gerhardt et al., 1981).

xxiii, Die produksie van slym uit sukrose is in sukrose-gisekstrak-

peptoon-sop gedoen (Cowan & Steel, 1966).

xxiv, Die verbruik van sitraat, laktaat, malaat en propionaat as
koolstofbron is bepaal deur groei in nh basale medium (gis-
ekstrak + peptoon) te vergelyk met groei in media waar die
koolstofbron bygevoeg is (Wilkinson & Jones, 1977).
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xxv., Die reaksie van lakmoesmelk is bepaal volgens Wilkinson en
Jones (1977).

xxvi., Groei in dekstrose-asied is bepaal deur 0,4 % (m/v) natrium-
asied by GYP te voeg (Doores, 1979).

xxvii. Fenielalaniendeaminasie 1is op fenielalanienagar getoets
deur groei met 10 § ferrichloried-oplossing te oorspoel
(Gerhardt et al., 1981).

xxviii. Koolhidraatfermentasie is bepaal deur byvoeging van 0,5 %
tot 1 ¥ koolhidraat by basale media (gisekstrak + peptoon).

0,004 % chloorfenolrooi is as indikator gebruik.

xxix, Die produksie van CO, uit glukose en glukonaat is met

behulp van Durhambuisies in fermentasiemedia bepaal.

xxx, Die eind-pH is na 5 dae inkubasie by optimum groeitempera-

tuur in GYP-sop gemeet met n TC 1004 pH-meter.

xxxi, Bepaling van die teenwoordigheid van diaminopimeliensuur
(mfAzpm) in die selwande is met behulp van papierchromato-

grafie gedoen volgens die metode van Harper en Davis (1973).

xxxii, Melksuurisomere is bepaal volgens die metode van Bergmeyer
soos beskryf deur Gerber (1984) met behulp van n Beckman-
DU 8 spektrofotometer,

xxxiii., Die bepaling van die mol £ G + C in die DNA is gedoen deur
selle te kweek in groot volumes GYP-sop (5 2). Die selle
is geoes deur sentrifugering by 10 000 omwentelings per
minuut vir 15 minute. N Selsuspensie in 1xSSC is met behulp
van die "Aminco French Pressure cell" opgebreek na byvoeging
van Protelenase K (Boehringer-Mannheim). Breking van die
selle is bevestig met n fasekontrasmikroskoop. Die selwande
is verwyder deur sentrifugering by 18 000 omwentelings per
minuut vir 20 minute en verdere isolasie en suiwering van
DNA is gedoen volgens die metode van Marmur soos beskryf
deur Holzapfel en Van Wyk (1982). Die konsentrasie van
gesuiwerde DNA is by 260 nm met n Gilford 2600 spektrofoto-
meter bepaal.Die smeltpunt (Tm-waarde) is in h Gilford 2600
spektrofotometer bepaal en die mol § G + C is bereken
volgens die formule van Marmur en Doty (1962)., DNA van
Escherichia coli (Difco) is as verwysing gebruik.
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2.2.3 BEPALING VAN DIE MINIMUM-, MAKSIMUM- EN OPTIMUM pH-WAARDES
VIR GROEI VAN Sporolactobacillus

a -Metielglukosied-gisekstrak-peptoonsop se pH is by verskillende pH-
waardes ingestel en in buise versprei. Na vogtige hittesterilisasie
by 121 °C is die pH van 1 sop van elke reeks met behulp van n TC 1004
pH-meter bepaal en die buise is met 0,1 cm3 van aktiefgroeiende

kulture van Sporclactobacillus-spesies gelnokuleer. Buise is vir 5

dae by 35 °C geinkubeer en groei is na inkubasie in terme van troebel-
heid bepaal met h Gilford 2600 spektrofotometer by 540 nm (kyk Tabel
6.1). Die minimum-, maksimum- en optimum pH-waardes vir groei van

Sporolactobacillus-spesies kan verkry word vanaf Fig. 2.1 en 6.1

nadat groei (gemeet in terme van absorbansie by 540 nm) as funksie

van pH uitgedruk is,

2.3 RESULTATE EN BESPREKING

2.3.1 ISOLASIE VAN Sporolactobacillus

Vanuit die vier-en-vyftig verrykingsoppe vir Sporolactobacillus is

twaalf positiewe isolate verkry wat die tipiese karakteristieke

eienskappe van Sporolactobacillus besit. Kultuurnommers is aan die

isolate toegeken en die habitatte waaruit hulle gelsoleer is, is die

volgende:

vier isolate uit droe- en nat perdemis (L2401 tot L2404)

- vier isolate uit droe- en nat beesmis (L2405, L206, L2409 en
L2410)

- twee isolate vanaf skaapmis (L2407 en L2408)
- een isolaat uit die finale afvloeiwater van n abattoir (L2411)
- een isolaat uit die rumen van h bees (L2412).

Die resultate dui daarop dat die voorkoms van Sporolactobacillus in

die betrokke habitats betreklik laag was. Isolate is slegs uit

monsters met relatief hoe mikrobeladings verkry. Alhoeuwel geen
positiewe isolasie vanaf die risosfeer van plante verkry is nie, word
hierdie organisme waarskynlik tog met plante as primére habitat,

geassosieer, aangesien isolate van die mis van herbivorediere, die
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rumen van h bees en die finale afvloeiwater van nh abattoir, verkry is.

Die voorkoms van Sporolactobacillus in die rumen van n bees dui daarop
dat die organisme waarskynlik saam met voedsel (plante) deur die dier

ingeneem word.

Die voorkoms van Sporolactobacillus in die finale afvloeiwater van

h abattoir dui daarop dat die organisme wel in/op voedselprodukte,
in hierdie geval vleis, kan voorkom. Onhigieniese slagpraosesse kan

die verspreiding van Sporolactobacillus vanaf die mis bevorder.

Ten einde die voorkoms wvan Sporolactobacillus in voedselprodukte

asook sy prim@re habitat te bepaal, is h uitgebreide ekologiese

ondersoek noodsaaklik.

2.3.2 ONDERSKEIDENDE EIENSKAPPE VAN Sperolactocbacillus

Tipiese Sporolactobacillus-isolate wat aan die karakteristieke

eienskappe van Sporolactobacillus voldoen het (insluitende suurvorming

in CaCg;-bevattende media) se koloniemorfologie op Sporolactobacillus-
agar word gegee in tabel 2.2 en die onderskeidende eienskappe in
tabel 2.3.
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TABEL 2.3 KOLONIEMORFOLOGIE VAN Sporolactobacillus-isalate

Isolate
Eienskap ;‘ggge L2401 L2402 L2403 L2404 L2405 L2406 . L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2412
Kleur Vuiluit Vuiluit Vuileit Vuilwit Velleit Wit wit Wit  Roomuit Vuiluit Vuiluit Roomsit Roomuit
Profiel Almal knopvormig
Vorm Almal rond

Kolonierand | Getand Getand Getand Getand Getand Getand Getand Glad Getand Getand Getand Glad Getand
Oppervlak Almal dof
Samestelling Almal bros

gl
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TABEL 2.3 MORFOLOGIESE- EN FISIOLOGIESE EIENSKAPPE VAN
Sporolactobacillus-ISOLATE (Alle resultate wat hier gegee

word, berus op die gemiddeld van drie herhalings, behalwe

die bepaling van m-A,pm in selwande)

Alle stamme van Sporolactobacillus was positief vir die volgende

toetse: Gramkleuring, endospoorproduksie, flagellaproduksie, aerobe-
groei, anaerobegroei, groei by 15, 20, 25, 37 en 40 °C, groei by pH
4,8, groei by 3 en 5 % NaCl, groei by 0,1 % kaliumsorbaat, beweeglik-
heid, VP-toets, MR-toets, produksie van dextran van sukrose,
fermentasie van fruktose, glukose, mannose, a-metielglukosied en

raffinose asook die teenwoordigheid van m-Azpm in selwande.

Alle stamme van Sporolactobacillus was negatief vir die volgende
toetse: groei by 10, 45, 50, 55 en 65 °C, groei by pH 9,6, groei by
7 en 10 % NaCl, groei by 10 en 40 % galsoute, groei by 15 % etanol,

0,4 ¢ teepol, 1 en 4 % taurocholaat en dekstrose-asied agar, katalase-

produksie, bensidienreaksie, indoolproduksie, styselhidrolise,
hippuraathidrolise, kaselenhidrolise, gelatienhidrolise, eskulien-
hidrolise, lesitinase, tirosiendegradasie, vorming van h swart pigment
op tirosienagar, H,S-produksie, nitraatreduksie, arginiendeaminasie,
sitraat-, laktaat-, malaat- en propionaatverbruik, reaksie in
lakmoesmelk, fenielalaniendeaminasie, fermentasie van amygdalien,
arabinose, dekstrien, dulsitol, galaktose, gliserol, inositol,
laktose, melisitose, melibiose, ramnose, ribose, salisien, sellobiose,

stysel en xilose asook produksie van CO, uit glukose en glukonaat.
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TABEL 2.3 (VERVOLG)

Sporolactobacillus-stamme
*
@ @©
M 2]
u tn
- 0
O S ] ] S a 8 & o 8 2 hat o O
o I & ] & & & & & & & & & =
= - -l pa | - b — - | - p| | -l <
Eienskap <
Groei by 6,5 % NaCl + - - - - - - - - - - - - +
Groei by 0,2 £ telluriet - - - + - - - - + - - - + -
Koolhidraatfermentasie
Inulien + + + + - + + + + + + + + +
Maltose + + + + - + + - + - + - + +
Mannitol + + + + - - + - + - + + C 4 +
Raffinose + + + + + + + + + + + + + -
Sorbitol + + + + - + + + + - + - + +
Sukrose + + + + - - + + + + + + + +
Trehalose + - + + + + + + + + + - + +
Eind na fermentasie
(s daz? in glukose 3,99 3,99 4,18 4,08 3,99 4,03 4,05 3,99 4,02 4,09 4,17 4,19 4,25
Tipe melksuur D(-) oL o(-) D(-) 0(-) D(-) o(-) o(-) o(-) o(-) o(-) oL o(-) 0(-)
mal £ G + C 47,1 44,88 47,08 47,36 47,12 47,3

Die selmorfologie van alle stamme was staafvormig, endospore was in alle gevalle groter as die sel en hoofsaaklik

terminaal gelee, slegs L2411 en L2412 se endospore was terminaal tot subterminaal gelee,

hd Resultate is verkry deur persoonlik kommunikasie met Dr, S. Doores., 1984, Department of Food Science, Pennsylvania State University, University
Park, Pennsylvania, U.S.A.

—_
@
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Isolate (wat in hierdie studie verkry is) kon op grond van karakte-

ristieke eienskappe as Sporolactobacillus-spesies geldentifiseer word.

Sommige van die organismes verskil egter wel van Sporolactobacillus

inulinus (ATCC 15538) ten opsigte van spesifieke eienskappe, terwyl

onderlinge verskille ook aangedui kon word.

Ten opsigte van koloniemorfologie is kleurverskille gevind, terwyl
L2407 en L2411 ook van die ander isolate en ATCC 15538 verskil het
ten opsigte van kolonierand (kyk Tabel 2.2).

Tabel 2.3 gee die morfologiese-, fisiologiese-, biochemiese- en

ensiematiese eienskappe van Sporolactobacillus-isolate en tref ook

h vergelyking met die eienskappe van Sporolactobacillus inulinus (ATCC

15538) soos in hierdie studie verkry en soos verkry deur Doores (per-
soonlike mededeling)*. Die endospore van L2411 en L2412 was
subterminaal tot terminaal gelee; al die ander (insluitende ATCC
15538) was terminaal. Geen groei kon by pH 9,6 waargeneem word nie,
terwyl Doores (persoonlike mededeling)®* wel groei by pH 9,6 aandui
(kyk Tabel 6.1 en Fig. 2.1 asook Fig. 6.1). Groei van L2401 tot L2412
vind nie plaas by 6,5 § NaCl nie, terwyl ATCC 15538 wel by hierdie
konsentrasie NaCl groei. L2403, L2408 en L2412 het by 0,02 § telluriet
gegroei, wat op bestandheid van hierdie organismes teen hierdie kon-
sentrasie telluriet dui. Die koolhidraatfermentasiepatroon het ook
onderlinge verskille getoon. Die belangrikste verskil was in die

fermentasie van inulien deur L2404.Sporolactobacillus inulinus se

spesienaam is afgelei van sy vermoe om inulien baie sterk te fermen-
teer (Kitahara & Suzuki, 1963), maar L2404 besit nie hierdie vermoe

nie,

Ander verskille word aangetref by fermentasie van maltose, wat nie
gefermenteer word deur L2404, 12407, L2409 en L2411 nie; mannitol,
wat nie gefermenteer word deur L2404, L2405, L2407 en L2409 nie;
sorbitol, wat nie gefermenteer word deur L2404, L2409 en L2411 nies
sukrose, wat nie gefermenteer word deur L2404 en L2405 nie en treha-

lose, wat nie gefermenteer word deur L2401 en L2411 nie.

Alhoewel die persoonlike kommunikasie met Doores (kyk Tabel 2.3) geen

fermentasie van raffinose aandui nie, is in hierdie studie fermentasie

# Dr, S. Doores. 1984, Department of Food Science, The Pennsylvania
State University, University Park; Pennsylvania, U.S.A.
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van raffinose deur ATCC 15538 en L2401 tot L2412 aangedui, in ocoreen-
stemming met "Bergey's Manual" (Buchanan & Gibbons, 1974). Doores
vermeld ook die produksie van CO, uit glukonaat (kyk Tabel 2.3), maar

dit kon nie in hierdie studie bevestig word nie.

Die eind-pH na 5 dae inkubasie in GYP-sop was in die omgewing van 4.
L2401 en L2411 produseer D L-melksuur, terwyl al die ander isolate
en ATCC 15538 D(-)-melksuur produseer. Die mol $ G + C in die DNA
van ATCC 15538, L2405, L2411 en L2412 was binne die 1 % variasiegrens
van 47,3 % soos aangedui vir Sporolactobacillus inulinus deur Doores
(1979) en Miller et al. (1970). Die mol % G + C in die DNA van L2403
is na etlike herhalings bepaal as gemiddeld 44,8 $ . Die mol $G + C

van die ander isolate is nie bepaal nie.

Dit sal onrealisties wees om Sporolactobacillus op grond van die

verskille wat in hierdie studie gevind is in verskillende spesies te
probeer indeel, maar die moontlikheid dat daar verskillende biotipes
van die aorganisme bestaan, word daardeur beklemtoon. Die moontlikheid

dat L2404 yn lid van die spesie Sporolactobacillus inulinus is, word

sterk bevraagteken, maar om hierdie organisme van die ander te
onderskei, sal dit beter bestudeer moet word. Ten opsigte van
koolhidraatfermentasiepatroon toon L2401, L2405, L2407, L2409 en L2411
ook verskille, maar hierdie verskille is in werklikheid onbeduidend
van aard en dui moontlik slegs op verskillende biotipes. Die mol %
G + C wat gevind was vir L2403 is onverklaarbaar en korrelleer nie

met die ander eienskappe van die organisme as Sporolactobacillus-

spesie nie.

2.3.3 BEPALING VAN DIE MINIMUM-, MAKSIMUM- EN OPTIMUM pH-WAARDES
VIR GROEI VAN Sporolactobacillus

Fig. 2.1 gee die groei van Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538),

die gemiddelde waardes van die isolate (L-kulture), asook die

afwykings daarvan by verskillende pH-waardes.
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Die optimum pH vir groei van Sporolactobacillus is gelee in die

pH-gebied van 6,5 tot 7,0. Relatief goeie groei is waargeneem by laer
pH-waardes tot by pH 4,0 (kyk Fig. 2.1), terwyl groeivermoe bokant
pH 7 baie drasties afneem. Alhoewel groei waargeneem is by pH 2,5
en pH 8,5 (kyk Fig. 2.1) was hierdie groei so minimaal dat dit in
werklikheid weglaatbaar klein is. Uit die resultate soos uiteengesit
in Fig. 2.1 kan die minimum- en maksimum pH-waardes vir groei van

Sporolactobacillus geneem word as 3,5 en 8,0 respektiewelik.

Die optimum pH-waarde van L2402 is nader aan 6,5 as 7,0, terwyl die
organisme se maksimum pH-waarde eerder 7,0 is. L2411 groei by
pH-waardes bokant pH 7,0 baie goed en die organisme se maksimum

pH-waarde is ongeveer 8,5.
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HOOFSTUK 3 GROEI EN OORLEWING ONDER BEPERKENDE TOESTANDE

3.1 LITERATUUROORSIG
3.1.1 CHEMIESE PRESERVEERMIDDELS

3.1.1.1 NATRIUMNITRIET

Die gebruik van nitraat en nitriet in die pekeling van vleis en vis
dateer terug tot die jare 3000 V.C. in Mesopotamie. In die Romeinse
tydperk is waargeneem dat rooi vlekke vorm op vleis wat met sout
gepreserveer is. Die woestynsout wat vir hierdie preservering gebruik
is, het skynbaar nitraat bevat en dit het die rooi kleur aan die vleis
gegee. Met verloop van tyd het pekeltegnieke ontwikkel, die belang-
rikheid van nitriet bo nitraat is besef en die pekeling van

vleisprodukte het ontwikkel tot n wetenskap (Sofos et al., 1979).

Die gebruik van nitriet in vleisprodukte bestaan dus al baie lank.
Natriumnitriet het die volgende funksies tydens die produksie wvan

gepekelde vleisprodukte (Lin & Sebranek, 19793 Sofos et al., 1979):

i, Produksie van kleur
ii. Ontwikkeling van geur
iii, Tree op as anti-oksidant
iv, Verbeter tekstuur van die produk
v. Besit anti-mikrobiese aktiwiteit
vi. Voorkom spoorontkieming en toksienproduksie deur Clostridium

botulinum

Natriumnitraat (NaNO,), natriumnitriet (NaNO,) en die kaliumsoute van
nitraat en nitriet word in gepekelde vleisprodukte gebruik. In suur-
omgewing word nitrietione verander na salpetersuur (3HONO) wat dan
weer verder afgebreek word na stikstofmonoksied (NO) wat skynbaar die
belangrike komponent 1is wat die rooi kleur in die vorm van

nitrosomioglobien aan vleis gee (Jay, 1970).

Toestemming vir die gebruik van nitriet in gepekelde en ander vleis-
produkte is op 19 Januarie 1923 deur die "Bureau of Animal Industry"
van die "United States Department of Agriculture" (USDA) gegee, nadat

navorsers die volgende bevindings ten opsigte van die direkte
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toevoeging van nitriet tot vleisprodukte gemaak het (Sofos et al.,
1979).

i, Natrium- of kaliumnitraat kan suksesvol deur natriumnitriet

vervang word in die pekelingsproses van vleis.

ii. n Hoeveelheid van 156-625 ug.g_; natriumnitriet was voldoende
vir kleurfiksering, afhangende van die kwaliteit van die vleis

en die pekelingsproses wat gebruik word.

iii. Die hoeveelheid natriumnitriet wat nodig was vir pekeling, was
nie hoer as die hoeveelheid nitriet wat in die vleis voorgekom
het na pekeling met nitraat nie en nitraatreste het nie

voorgekom nie,

iv. Die pekelingsperiode kon verkort word deur die direkte gebruik

van nitriet,

v. Die kuwaliteit en voedingswaarde van vleis wat met nitriet
gepekel is, was nie ondergeskik aan dié van vleis wat met

nitraat gepekel is nie.

Na aanleiding van hierdie bevindings het die USDA toestemming gegee
vir die gebruik van natriumnitriet by die pekeling van vleis, op
voorwaarde dat produkte nie meer as 200 pg nitriet per g produk mag
bevat nie (Sofos et al., 1979).

In die jare na 1950 het die grootskaalse gebruik van nitriet in vleis-~
produkte aanleiding gegee tot omvattende wetenskaplike ondersoeke
waardeur die vorming van nitrosamiene en die karsinogeniese eienskappe
daarvan onder meer aangetoon is (Sofos et al., 1979). N Gesondheids-
risiko word geskep deurdat nitriete met prim8re-, sekondére- of
tersi8re amiene onder spesifieke suurtoestande kan reageer met die
vorming van nitrosamiene (Gray & Randall, 1979; Simon et al., 1973).
Afgesien van die byvoeging van nitriet by gepekelde vleisprodukte,
kom nitrate en nitriete algemeen in die daaglikse dieet voor. Groente
en vrugte is die hoofbronne van nitriet in die dieet, want nitrate
is die prim8re bron van gefikseerde stikstof vir groen plante en
nitrate kan geredelik gereduseer word na nitriete (Gray & Randall,

1979). Effektief kan nitrosamiene dus in die suuromgewing van die
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spysverteringskanaal gevorm word, want amiene 1is h natuurlike

komponent van vleis.

Omdat die veiligheid van die gebruik van nitriet in gedrang was, is
navorsing hierop toegespits en die volgende faktore bevestig die
voordelige gebruik van nitriet in gepekelde vleisprodukte (Fiddler
Piotrowski, 1972; Gray & Randall, 1979; Roberts, 1975; Sofos et al.,
1979):

i, Die gebruik van natriumnitriet binne vasgestelde perke
verminder die gevaar van moontlike botulismetoksienvorming

in produkte.

ii., Nitrosamiene word gewoonlik as dele per miljard in produkte

aangetref (die konsentrasie is dus weglaatbaar klein).

iii, Die karsinogeniese eienskappe van nitrosamiene is nog nie by
mense aangetoon nie, maar slegs by proefdiere onder eksperimen-

tele toestande.

iv. Nitriet wat binne bestaande perke by vleis gevoeg word, se
kansentrasie is so laag dat dit nie gedurende h mens se normale

lewensverwagting kanker kan veroarsaak nie.

V. Nitrosamiene word ook in rookbescedelde lug, olies, landbou-

kundige chemikalie€ en kosmetika aangetref.

vi. Die voorkoms van voedselvergiftiging deur Clostridium botulinum

is n werklikheid, kanker wat deur nitrosamiene veroorsaak word

is slegs n teorie.

3.1.1.1.1 DIE ANTIMIKROBIESE AKTIWITEIT VAN NITRIET

Die antimikrobiese aktiwiteit van nitriet hou baie nou verband met
pH, temperatuur, a, en NaCl-konsentrasie. Inhibisie van mikro-
organismes is sterker by lae pH-waardes, laer temperature en laer
aw-waardes. As nitriet saam met NaCl in vleisprodukte gebruik word,
is die inhiberingsvermoe ook baie sterker (Bell & De Lacey, 1984;
Castellani & Nivan, 19553 Collins-Thompson & Rodriguez-lLopez, 1981;
Hallerbach & Potter, 1981; Nielsen, 1983; Roberts, 1975).

Die inhiberingsvermoé van nitriet is selektief van aard. Verskillende
reaksies word by melksuurbakteriee verkry, sommige word gelnhibeer
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sommige word gedeeltelik geinhibeer en op ander het nitriet geen effek

nie (Nielsen, 1983). Bacillus cereus word baie sterk gelnhibeer deur
1

200 dele nitriet per miljoen (200 mg.2” ) (Nielsen & Zeuthen, 1984).

Een van die belangrikste voordele van nitrietbyvoeging is die vermoe

van nitriet om spoorontkieming van bederfbakteriee wat n hitteskok

toegedien is, te inhibeer (Waldman et al., 1974).

Die presiese meganisme waarvolgens nitriet inhiberend op mikro-
organismes inwerk, is nie bekend nie, maar die moontlike werking van

nitriet kan soos volg gestel word (Lechowich gt al., 1978):

i. Verhoog die vernietiging van spore deur hitte.

ii. Verhoog die tempoc van spoorontkeiming tydens prosessering en
die ontkiemende spore word dan vernietig deur die daarop-

volgende termiese proses.
iii. Voorkom spoorontkieming.
iv. Voorkom die uitgroei van ontkiemende spore.
v. Reageer met ander verbindings tydens verhitting om sodoende

meer inhiberende verbindings te vorm.

Bacillus-spore in media met 0,03 % (300 mg.Q-l) natriumnitriet het
wel ontkiem, maar die verdere ontwikkeling (uitgroei) van vegetatiewe

selle is gelnhibeer. Navorsing op Clostridium botulinum-spore het

getoon dat spoorontkieming nie deur nitriet belnvloed word nie en die
inhiberende effek van nitriet is skynbaar op die uitgroei van hitte-

beskadigde spore (Sofos et al., 1979).

Die moontlike inhiberende effek van nitriet as gevolg van die vorming
van meer inhiberende verbindings met komponente van die sisteem waarin
dit gebruik word, is ook van waarde. Voldoende verhitting van nitriet
in media gee aanleiding tot die vorming van n onbekende inhiberende
bestanddeel wat van anorganiese nitriet verskil ten opsigte van die
volgende (Perigo et al., 1967; Perigo & Roberts, 1968; Sofos et al.,
1979):

i. Die aktiwiteit van die verbinding is minder pH afhanklik as

dié van anorganiese nitriet.

ii. Resultate wat verkry is, was minder varieerbaar.
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iii. n Uitermate sterk inhibeerder word gevorm deur byvoeging van

relatief lae konsentrasies nitriet.

Die verbinding wat in media vorm na byvoeging van nitriet en outo-
klavering is deur Perigo et al. (1967) as n baie effektiewe
inhibeerder van Bacillus-spesies beskryf. Hierdie verbinding is die
Perigo-faktor gencem en daar is gevind dat dié faktor vorm as
gisekstrak of triptoon saam met nh reduserende middel soos sistelen,
natriumtioglikolaat of glukose en nitriet geoutoklaveer word.
n Inhiberende bestanddeel word ook in vleis gevorm as nitriet daarby
gevoeg en dit verhit word, maar hierdie bestanddeel is dialiseerbaar,
terwyl die Perigo-faktor nie dialiseerbaar is nie, Dit is dus nog
nie onteenseglik bewys dat die Perigo-faktor onder praktiese toestande
in die kommersiele bedryf inhibisie veroorsask nie (Sofos et al.,
1979).

Geen enkele meganisme kan die inhiberingseffek van nitriet verklaar
nie en eksperimentele resultate wat met nitriet verkry word, is ook
nie altyd in die praktyk van toepassing nie. Die inhiberingsvermoe
van nitriet is skynbaar die gevolg van meer as een meganisme wat op

spesifieke produkte van toepassing is (Sofos et al., 1979).

3.1.1.2  KALIUMSORBAAT

Sorbiensuur is in 1859 deur die Duitse apteker A.W. Hoffmann,
geisoleer uit die vrugte van nh Lysterbessieboom., Die antimikrobiese
aktiwiteit van sorbaat is in die jare rondom 1940 aangetoon (Sofos
& Busta, 1981; Sofos et al., 13979).

Sorbiensuur 1is n onversadigde-requitketting a, B -trans-trans-2,4-

dienoiese-monokarboksiel-alifatiese suur met die volgende struktuur-

formule:

CHy - CH =CH - CH = CH - COOH

Die karboksielgroep reageer maklik om soute en esters te vorm en
hierdie soute is baie meer wateroplosbaar as sorbiensuur (Sofos &
Busta, 1981; Sofos et al., 13979). Sorbiensuur word om hierdie rede
as preserveermiddel gewoonlik aangewend as die kalium-, natrium- of
kalsiumsout (Jay, 1970). Sorbaat is nie toksies nie en kan deur mens

en dier op dieselfde wyse gemetaboliseer word as sommige natuurlike
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vetsure. Die M™World Health Organization™ het, van alle voedsel-
preserveermiddels, vir sorbaat die hoogste aanvaarbare daaglikse
inname (ADI) naamlik 25 mg.kg_1 liggaamsmassa goedgekeur. Die "Food
and Drug Administration™ van die V.S5.A. beveel sorbaat aan as h
"GRAS"- bestanddeel ("Generally recognized as safe") (Sofos & Busta,

1981; Sofos et al., 1979).

Prakties word sorbaat aangewend in die preservering van menslike
voedsel, dierevoedsel, farmaseutiese produkte, kosmetiese produkte
en in verpakkingsmateriale., Vir voedselpreservering word sorbaat
aangewend by sulwelprodukte, bakkeryprodukte, vrugte- en groente-
produkte en ander voedselprodukte soos vleis, vis, margarien en
slaaisouse. Sorbaat kan direk by die produk gevoeg word, die produk
kan in n sorbaatoplossing gedompel word, daarmee bespuit of gepoeier
word, of sorbaat kan by die verpakkingsmateriaal ingesluit word (Sofos
& Busta, 1981).

3.1.1.2.1 DIE ANTIMIKROBIESE AKTIWITEIT VAN SORBAAT

Die effektiwiteit van sorbaat en die konsentrasie nodig om inhibisie
van mikroorganismes te verkry, word belnvloed deur die volgende
faktore (Beuchat, 19813 Eklund, 19833 Hallerbach & Potter, 1981;
Restaino et al., 1981; Sofos & Busta, 1981; Sofos et al., 1979):

i. pH van die produk - Sorbaat se optimale aktiwiteit is by
pH-waardes naby sy dissosiasiekonstante (pKa), naamlik 4,7S.

Daarom is sorbaat meer effektief in lae pH-voedselsoorte,

ii. Bestanddele van die produk - Spesifieke organiese sure saos

melksuur en sitroensuur verhoog die effektiwiteit van sorbaat,
iii. Voginhoud van die produk.
iv.  Produkkontaminasie.

v. Vervaardigingsprosedure - Toediening van terminale hitte-

behandeling verbeter die effektiwiteit van sorbaat.
vi. Verpakking.

vii, Opbergingstemperatuur - Sorbaat is meer effektief by laer

temperature,

viii. Opbergingstyd.
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Die antimikrobiese aktiwiteit van sorbaat is selektief van aard en
melksuurproduserende spesies word glad nie deur lae konsentrasies
sorbaat geinhibeer nie. Die groeitempo van .Lactobacillus plantarum
word gereduseer by 0,2 % (2000 mg.2”') kaliumsorbaat (pH 5,5) en by

hoer konsentrasies sorbaat word groei van melksuurproduserende

organismes volledig geinhibeer (Restainoc et al., 1981; Sofos et al.,
1979). Sorbiensuur en kaliumsorbaat inhibeer groei van Bacillus
cereus volledig by konsentrasies van 0,2 ¢ (2000 rng.Q-l) en 0,4 %
(4000 mg.2”') respektiewelik en die groei van B. subtilus word
volledig geinhibeer by 0,1 § (1000 mg.2°1) sorbiensuur en 0,26 %
(2600 mg.2™') kaliumsorbaat. By konsentrasies van 0,015 (150 mg.Q-l)
tot 0,05 % (500 mg.2” ') natriumsorbaat (pH 6,0) vind ontkieming van
die spore van Bacillus-spesies plaas, vegetatiewe selle groei uit en
verleng, maar kan nie vermeerder deur tweedeling nie. Die spoor-
ontkiemingstempo van Bacillus-spesies word geinhibeer deur
natriumsorbaatkonsentrasies van 0,04 § (400 mg.Q-l) (pH 6,0) en hoer
(Sofos et al., 1973). Die groei en spoorontkieming van Clostridium
botulinum en dus die produksie van botulinum-toksiene in vleisprodukte
word geinhibeer deur die byvoeging van 0,1 § (1000 mg.Q-l) kalium-
sorbaat (Tompkin et al., 1974).

Omdat die inhiberingsvermoe van sorbaat toeneem met verlaging in
pH-waardes (en dus die hoeveelheid ongedissosieerde molekuul) is
aanvanklik bespiegel dat die inhiberingseffek moontlik direk in
verband staan met die betrokke lae pH-waarde. Inhibisie wvan

Clostridium botulinum word egter by pH 6,4 verkry en by hierdie

relatief hoe pH-waarde moet die inhiberingsvermoe aan die effek van

sorbaat toegeskryf word (Tompkin et al., 18974).

Die meganisme waarvolgens sorbaat inhiberend kan wees, is nie bekend
nie, maar die volgende moontlikhede bestaan (Sofos & Busta, 1981):

i. Inhibisie van verskillende ensiemsisteme

ii. Inhibisie deur ontkoppeling van oksidatiewe fosforilasie

iii. Inhibisie van die sulfhidrielensieme - fumarase, aspartase en

suksiendehidrogenase

iv, Inhibering van respirasie deur die kompetetiewe binding van

sorbaat met asetaat op die setel van asetiel-koensiem A vorming

v. Verlaging van die endogene pH van die sel na opname.
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3.1.1.3 NITRIET EN SORBAAT

As gevolg van die inhiberingsvermoe van sorbaat op groei en toksien-

produksie van Clostridium botulinum het navarsts probeer aantoon dat

hoe konsentrasies nitriet in gepekelde vleisprodukte effektief verlaag
kan word deur die gebruik van sorbaat as preserveermiddel. Die "Food
Safety and Quality Service™" van die USDA het aanbeveel dat natrium-
nitriet in n konsentrasie van 40 d.p.m. (40 mg.Q_l) saam met 0,26 %
(2600 mg.Q-l) kaliumsorbaat gebruik word as anti-botulinum middel
(Hallerbach & Potter, 1981).

Die verbeterde inhiberingsvermoe van nitriet en sorbaat wat in
kombinasie gebruik word, is onder andere deur die volgende navorsers

aangedui:

Hallerbach en Potter (1981)
Leistner et al. (1978)
Sebranek (1979)

Wagner et al. (1982)

Die meganisme waarvolgens sorbaat en nitriet in kombinasie met mekaar
werk, vind moontlik plaas deurdat die twee verbindings met mekaar

reageer om sterker inhibeermiddels te vorm (Sofos et al., 1979).

Die gebruik van nitriet-sorbaat mengsels as preserveermiddel hou die

volgende voordele in (Sofos et al., 1979):

i. Met laer nitrietvlakke kan die moontlikheid van nitrosamien-

praoduksie verminder word.

ii. Clostridium botulinum sal net so goed, indien nie beter,

gelnhibeer word as wat met nitriet of sorbaat alleen verkry

word.

iii. Die lae nitrietvlakke wat gebruik word, sal nog steeds aan

gepekelde vleisprodukte die kenmerkende kleur en geur gee.
iv. Rakstabiliteit van die produkte sal verhoog.

V. Sorbaat kan nie n gesondheidsrisiko veroorsaak nie, omdat dit
n metaboliseerbare "GRAS"-bestanddeel is (kyk 3.1.1.2).

vi. Die tipe prosessering van vleis hoef nie verander te word nie,
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3.1.2 HITTEWEERSTANDBIEDENDHEID

Voedselpreservering deur middel van hitte kan in twee temperatuur-

kategoriee geplaas word:

- Pasteurisasie behels die vernietiging van siekteveroorsakende
organismes, of die vernietiging en vermindering van die aantal

bederforganismes wat in voedsel voorkom.

- Sterilisasie behels die vernietiging van alle lewensvatbare
mikroorganismes wat waarneembaar kan wees deur standaard-
tegnieke (Jay, 1970).

Die hitteweerstandbiedendheid van mikroorganismes word belnvloed deur
die volgende faktore (Jay, 1970; Kooiman & Jacobs, 1977):

i. Verlaagde humiditeit verhoog hitteweerstandbiedendheid.

ii. Teenwoordigheid van vet verhoog hitteweerstandbiedendheid

(hou verband met verlaagde humiditeit).

iii, Sommige soute het n beskermende effek teen hitteweerstand-
biedendheid, terwyl ander soute mikroorganismes meer hitte-

sensitief kan maak.

iv. Koolhidrate verhoog hitteweerstandbiedendheid as gevolg van

hulle effek op a.

v. By die optimum pH vir groei is die hitteweerstandbiedendheid

van n organisme die hoogste.

vi. Die teenwoordigheid van protelene en kolloldale deeltjies in
die substraat het n beskermende effek op mikroorganismes en

verhoog dus hitteweerstandbiedendheid.

vii. Hoe groter die lading mikroorganismes wat in die substraat

teenwoordig is, hoe hoer is hitteweerstandbiedendheid.

viii. Bakteriee is meer hitteweerstandbiedend in die stasion@re fase
as in die logaritmiese groeifase (ouer selle is meer hitte-

weerstandbiedend).

ix. Hitteweerstandbiedendheid verhoog as die inkubasietemperatuur

van die organisme verhoog.

X. Mikrobiese inhibeermiddels verlaag hitteweerstandbiedendheid.
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xi. Inaktivering van bakteriee by n hoer temperatuur vir n korter
tyd is meer effektief as by n laer temperatuur vir n

langer tyd.

xii. Die optimum groeitemperatuur van nh organisme hou direk verband
met hitteweerstandbiedendheid (termofiele organismes is meer

hitteweerstandbiedend as mesofiele organismes).

Endospore van spoorvormende bakteriee is die hitteweerstandbiedendste
vorm van lewe bekend. Die hitteweerstandbiedendheid van endospore
word veroorsaak deur wisselwerking tussen Ca2+, dipikoliensuur,
muropeptiede en ander spoorbestanddele (Gould & Hurst, 1963). Hitte-
weerstandbiedendheid word gemeet in terme van desimale reduksietyd
(D-waardes), waar hierdie D-waardes die tyd, in minute, gee wat nodig
is om die getal mikroorganismes in n kultuur met 90 % (1 log) te
verminder, by h spesifieke temperatuur. Z-waardes verteenwoordig die
verandering in D-waardes met betrekking tot verandering in temperatuur
en kan gedefinieer word as die °C nodig om die termiese dodingstyd
met een logaritme te verminder (Doores, 1979; Doores & Westhoff,
1981).

Die D-waardes van Bacillus-spesies wissel van 4,4 tot 6,5 minute by
90 °C (Shehata & Collins, 1972). Laktaobasille word binne 15 sekondes
vernietig by 61,6 tot 73,8 °C (Sharpe & Mattick, 1960) en die D-waarde

van Lactobacillus-spesies wissel van 0,4 tot 0,5 minute by 80 °C

(Slatter & Holverson, 1847). Die Z-waardes van Lactobacillus-spesies

wissel van 7,79 tot 19,83 °C en die van Bacillus coaqulans is 9,1 °C
(Mikolajick, 1970).

Die hitteweerstandbiedendheid van Sporolactobacillus is afhanklik van

die groeitoestande van selle en word beinvloed deur die tipe media,
koolhidraatbron, persentasie koolhidraat in die substraat asook
vaste- en vloeistofmedia (Doores, 1979) (kyk 2.1.3.2). By 85 °C

is aanvanklik h D-waarde van 10 minute vir Sporolactobacillus gevind

(Kitahara & Lai, 1976; Kitahara & Suzuki, 1963). Meer onlangse
navorsing gee die volgende gemiddelde D-waardes vir hitteweerstand-

biedendheid:
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53,2 minute by 75 °C
19,5 minute by 80 °C
6,8 minute by 85 °C
S,1 minute by 90 °C

Die gemiddelde Z-waarde van Sporolactobacillus is 13,0 °C (Doores,
1979; Doores & Westhoff, 1381).

Sporolactobacillus is minder hitteweerstandbiedend as Bacillus-

spesies as die D-waardes van die twee organismes vergelyk word. Die

Z-waarde van Sporolactobacillus is egter heelwat groter as die van

Bacillus-spesies maar hierdie waarde is in werklikheid nie beduidend
as Sporolactobacillus met Bacillus-spesies vergelyk word nie, want
bo 90 °C neem die hitteweerstandbiedendheid van Sporolactobacillus
baie drasties af (Doores, 1979; Doores & Westhoff, 1981).

3.1.3 WATERAKTIWITEIT

Die wateraktiwiteit (a,) van voedsel beinvloed die vermeerdering en
metaboliese aktiwiteite van mikroorganismes, asook hulle weerstand-
biedendheid en oorlewingsvermoe. Mikrobiologiese bederf,
voedselvergiftiging en fermentasie vind plaas as die a, van h
substraat gunstig is vir vermeerdering en metaboliese aktiwiteite
van mikroorganismes. Die logaritmiese groeifase, stasion@re fase
en dodingstempo van n mikrobiese kultuur word deur a, belnvloed.
Die meeste organismes wat met voedsel geassosieer word, groei die
beste by nh relatief hoe a,-waarde, terwyl slegs enkeles nh lae a
vereis vir optimale groei. Deur die a, van voedsel te verlaag, word
die groei van baie mikroorganismes wat in voedsel voorkom, gelnhibeer

en sodoende word h preserveringseffek verkry (Leistner et al., 1981).

Die effektiwiteit van inhibering van mikroorganismes deur verlaagde
aw word belnvloed deur die volgende faktore (Troller & Christian,
1978):

i. As die inkubasietemperatuur van mikrobe verlaag word, verhoog

die minimum a, waarby groei sal plaasvind.

ii. Groei by n minimum a,-waarde vind by h optimum pH-waarde

plaas,
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iii. Die minimum ay-waarde vir groei van fakultatief anaerobe
organismes is hoér in anaérobe toestande as in aeracbe

toestande.

iv. Sommige spesifieke voedingstowwe, byvoorbeeld die aminosuur

prolien, stimuleer groei by laer a,6 -waardes, maar ander

]
voedingstowwe stimuleer groei slegs by relatief gunstige

toestande, dit wil s& by optimale a,-waardes.

Verlaging van die a, van n substraat word gewoonlik verkry deur die

byvoeging van NaCl, glukose, fruktose, gliserol of sorbitol. By

enige spesifieke a _ kan definitiewe verskille waargeneem word ten

w
opsigte van die effek van die a,-verlagende middel op die ontkieming
van spore en groei van vegetatiewe selle. Die sterkste inhiberings-
effek van verlaagde a, word waargeneem as ioniese middels soos NaCl
gebruik word, terwyl die kleiner molekules soos gliserol nh swakker
inhiberingseffek het (Anagnostopoulus & Sidhu, 1981; Jakobsen &

Murrell, 1977; Leistner et al., 1981).

Staphylococcus aureus is een van die ay-tolerantste bakteriee en

groei word waargeneem by ay-waardes so laag as 0,83 in gliserol-
bevattende vleisprodukte (Troller & Christian, 1978). Gram-positiewe
organismes is meer weerstandbiedend teen inaktivering deur verlaagde
a, as OGram-negatiewe organismes. Vir die vegetatiewe selle van
Bacillus-spesies is die minimum ay vir groei tussen 0,93 en 0,90;
vegetatiewe selle van Clostridium-spesies se minimum ay vir groei

is tussen 0,95 en 0,94 en Lactobacillus-spesies se minimum ay vir

groei is tussen 0,94 en 0,90 (Leistner et al., 1981; Niemand &
Holzapfel, 1984).

Die ontkieming en uitgroei van spore van Bacillus- en Clostridium-

spesies is baie intensief bestudeer.. In die algemeen vind inisiasie
van ontkieming by laer a,-waardes plaas, terwyl die uitgroei van
vegetatiewe selle uit die spoor nh hoer ay-waarde vereis (Troller &
Christian, 1978). Spoorontkieming en groei wvan Bacillus- en
Clostridium-spesies word algemeen gelnhibeer by ay-waardes kleiner
as 0,95 as die a, met NaCl ingestel is, As ay met gliserol ingestel

is, word Bacillus- en Clostridium-spesies se spoorontkieming en groei

geinhibeer by a,-waardes kleiner as 0,33 (Jakobsen & Murrell, 1977;
Leistner et al., 19813 Troller & Christian, 1978).
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Die ontwikkeling van lae a, (<0,95) rakstabiele produkte wat n
terminale hittebehandelingsproses ondergaan om vegetatiewe bakteriese
selle te dood, hou al hoe meer belofte in. Verlaagde a, werk saam
met ander faktore om die produkte mikraobiclogies en organolepties

rakstabiel te maak (Leistner et al., 1981).

3.1.4 GAMMA-BESTRALING

Hittebehandeling is seker een van die oudste en mees gebruikte
metodes vir fisiese sterilisasie en dekontaminasie van voedsel-
produkte. Hittebehandeling kan egter nie op vars vleis, vis, groente
en vrugte en gedehidreerde kommoditeite soos speserye en meel
toegepas word nie. Vernietiging of inaktivering van meeste mikrcbes
vind by betreklik lae dosisse van gamma(y)-bestraling plaas
(Holzapfel, 1985). Voedselgedraagde siektes soos salmonellose,

staphylo-enterotoksikose, Clostridium perfringens enteritis en

I'd

botulisme word n toenemende gesondheidsrisiko in die wéreld en die
bestraling van voedsel kan dus n belangrike rol speel by programme

van voedselpreservering (Kampelmacher, 1981).

Gamma-strale is elektromagnetiese strale met n uitsonderlik hoe
penetrasievermoe en word uitgestraal deur die opgewekte kern van
elemente soos - Co en Y¥ce (Jay, 1970). Die eenheid waarin
stralingsenergie uitgedruk word, is die "gray" (Gy) en die desimale
reduksiedosis (Dio) kan gedefinieer word as daardie dosis wat nodig
is om die lewensvatbare getalle van h bakteriese kultuur met 90 %
(1 log) te verminder (Niemand, 1978; Niemand, 1981).

Die effektiwiteit van bestraling as inhibeermiddel van mikro-
organismes word bepaal deur die volgende faktore (Anellis et al.,
19773 Jay, 1970):

i. Die aanvanklike kontaminasievlak van die substraat.

ii. Die ouderdom en groeikondisises van spesifieke mikroorganismes.

iii. Die teenwoordigheid van suurstof verlaag bestralingsweerstand-
biedendheid.

iv. Hoe vogtigheid verlaag stralingsweerstandbiedendheid.

v. Lae pH-waardes verlaag stralingsweerstandbiedendheid.
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vi. Sommige komplekse substrate byvoorbeeld sulfidrielverbindings,

beskerm mikroorganismes teen die effek van straling.

vii. Die stralingsweerstandbiedendheid van mikroorganismes verminder
as ander faktore soos hittebehandeling, NaCl en melksuur in

dieselfde sisteem teenwoordig is.

Die presiese dosis wat nodig is vir inaktivering deur bestraling
berus op n "berekende" waarde as gevolg van die invloed van die
verskillende faktore op die stralingsweerstandbiedendheid van mikro-
organismes (Mossel & Stegeman, 1985). Aanduidings bestaan dat
seldeursnee soms direk verband kan hou met stralingsweerstandbiedendheid
(Niemand & Holzapfel, 1984).

Die aanwending van bestraling van voedselprodukte as preserverings-
maatreel het die volgende voordele (Anellis et al., 1977; Holzapfel,
1985; Kampelmacher, 1981; Anon., 1985):

i. Rakleeftyd van die produkte kan verleng word.
ii. Die voorkoms van voedselgedraagde siektes kan verminder word.

iii. Kruis- en herkontaminasie van voedselprodukte kan uitgeskakel

word (bestraling is die terminale stap van prosessering).

iv.  Skep moontlikhede vir die ontwikkeling van nuwe rakstabiele

produkte.

V. Kan die reduksie en wuitskakeling van chemiese preserveer-

middels tot gevolg h&.

vi. Bestraling het n minder skadelike invloed op kwaliteit
en voedingswaarde van produkte as ander terminale prosesse

soos byvoorbeeld hittebehandeling.

vii. As n bestralingseenheid eers gebou is, is die koste om dit

aan die gang te hou relatief laag.

viii. Ekonomiese voordele as gevolg van reduksie van na-oes

verliese, bevordering van internasionale handel en verbetering

van volksgesondheid.

Gram-negatiewe bakteriee en meer spesifiek, ingewandspesies, is in
die algemeen meer sensitief vir bestraling as Gram-positiewe

bakteriee (Ingram & Farkas, 1977). Die Dio-waardes vir meeste
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bakteriee is onder 0,8 kGy . Micrococcus radiodurans is besonder

weerstandbiedend teen bestraling, met n Die -waarde van 2,5 kGy (Jay,
1970)., Die stralingsweerstandbiedendheid van die spore van Bacillus-
en Clostridium-spesies is heelwat hoer as vir vegetatiewe selle.

Die spore van Clostridium botulinum tipe A en sommige rasse van

Clostridium perfringens is van die weerstandbiedendste bakteriese

vorme teen bestraling (Ingram & Farkas, 1977).

TABEL 3.1 D;o-WAARDES VIR SOMMIGE SPOORVORMENDE ORGANISMES EN Lactobacillus-SPESIES
(Holzapfel, 1985; Niemand & Holzapfel, 1984; Wallhausser, 1978)

Djyg-waarde (kGy)
Organisme

Vegetatiewe selle Spore
Lactobacillus-spesies 0,28 - 0,88
Bacillus-spesies 0,33 - 0,5
Bacillus cereus 1,27
Bacillus coaqulans 2,50
Bacillus stearothermophilus 1,7 - 3,3
Clostridium botulinum (A) 2,58
Clostridium perfringens 4,2
Clostridium sporogenes 1,6 - 2,2

Die mikrobiologiese kwaliteit van voedsel kan dus effektief verbeter
word deur die aanwending van bestralingsdosisse van 4 tot 6 kGy,
terwyl voedselbederf en die voorkoms van voedselgedraagde siektes

drasties verlaag kan word (Holzapfel, 1985; Mossel & Stegeman, 1985),

Gedurende die Internasionale Simposium oor Voedselbestralingsprosesse
wat gedurende Maart 1985 in Washington, D.C., gehou is, het n paneel
van deskundiges van verskillende lande die volgende aanbevelings aan
die hand gedoen betreffende die aanwending van voedselbestraling in
ontwikkelende lande (Anon, 1985):

s

i. Baie meer is bekend oor die veiligheid van voedselbestraling
as n fisiese proses, as wat bekend is oor die meeste ander
voedselpreserveringstegnieke, Regerings van die lande moet
hierdie feit erken en alle moontlike stappe doen om hierdie

tegnologie tot voordeel van die mensdom op kommersiele skaal
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aan te wend.

ii Programme wat bestraling gebruik om besmetting van opgebergde
voedsel te voorkom, behoort geImplementeer te word. Dit sal
onmiddellike ekonomiese voordele inhou, asook verbeterde
volksgesondheid, deurdat voedingstandaarde sal verhocog en

chemiese preserveermiddels vervang sal word.

iii. Programme wat bestraling gebruik as ontsmettingsmetode van
vrugte, as metode van bevredigende kwarantynvereistes, moet
geImplementeer word. Ekonomiese voordele sal verkry word deur
bevoordeling van internasionale bhandel, asook sekondére
voordele soos die reduksie van na-oes verliese en verbetering

van volksgesondheid.

iv. Bestraling behoort aangewend te word vir die reduksie van
voedselgedraagde siektes wat ontstaan as gevolg van
kontaminasie deur patogene mikroorganismes. Verbetering in
volksgesondheid is hier n primére voordeel, maar die inter-

nasionale handel sal ook daardeur bevoordeel word.

V. Ontwikkeling van streekshulpprogramme deur internasionale-
en nasionale organisasies moet ondersteun word, want sulke
programme is n baie effektiewe metode om aanvaarbaarheid-

studies uit te voer.

vi, Moontlike ondersteuners van die voedselbestralingsproses moet
aangemoedig word om die aandag van nasionale instellings te
vestig op die sleutelrol wat wetgewing kan speel om die

bestralingsproses volgens algemene standaarde te beheer.

vii., Alle moontlike ondersteuning moet gegee word vir die produksie
van opvoedkundige- en publisiteitsmateriaal deur nasionale-
en internasionale instellings met die oog op die hoogste

aanvaarbaarheid van die proses deur verbruikers.

3.2 PROSEDURES

By die uitvoering van alle eksperimente is die volgende organismes

as verwysingskulture gebruik:

Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538)
Bacillus cereus (DSM 626)

Clostridium sporogenes (Kulmbach-kultuur)
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Al die isolate wat in 2.3.1 verkry is, 1is by die uitvoering
van eksperimente gebruik, tensy anders vermeld. Spoorsuspensies van
al die organismes is berei volgens die metode soos beskryf deur

Doores en Westhoff (1981). Clostridium sporogenes is deurgaans

anasroob geinkubeer in anaérobe flesse met Anaerocult A (Merck).

3.2.1 DIE INVLOED VAN NATRIUMNITRIET OP SPOORONTKIEMING EN GROEI

GYP-sop met natriumnitrietkonsentrasies vanaf 100 d.p.m. (100 mg.Q-l)
tot 2000 d.p.m. (2000 mg.Q-l) en pH 6,0 is berei. Hierdie reekse
GYP-sop + natriumnitriet is na vogtige hittesterilisasie by 121 °C
met 0,1 cm3 van die spoorsuspensies van die verskillende organismes
en isolate gelnokuleer. h Hitteskok van 10 minute by 80 °C is aan
die geinokuleerde buise toegedien. Spoorontkieming en groei is na

inkubasie by 35 °C vir 5 dae vir Sporolactobacillus en Clostridium

en 2 dae vir Bacillus bepaal in terme van troebelheid, met nh Gilford
2600 spektrofotometer. Die resultate wat verkry is, is persentasie-
gewys uitgedruk in terme van spoorontkieming en groei by 0 % natrium-
nitriet (Tabel 7.2). Die minimum inhiberende konsentrasie
natriumnitriet vir organismes is afgelees vanaf Fig., 3.1 nadat %
spoorontkieming en groei as funksie van natriumnitrietkonsentrasie
uiteengesit is. Daar is op n inhibisiewaarde van 30 § groei in terme
van die kontrole, as afsnypunt vir die minimum inhiberende konsen-

trasie, besluit.

3.2.2 DIE INVLOED VAN KALIUMSORBAAT OP GROEI EN SPOORONTKIEMING
EN GROEI

GYP-sop met kaliumsorbaatkonsentrasies vanaf 0,1 § (1000 mg.Q-l) tot
2 % (20000 mg.Q—l)en pH 6,0 is berei. Hierdie reekse GYP-sop +
kaliumsorbaat is na vogtige hittesterilisasie by 121 °C met 0,1 cm®
aktiefgroeiende vegetatiewe selle en 0,1 cm3® spoorsuspensies van die
verskillende organismes en isolate gelnokuleer. h Hitteskok van 10
minute by 80 °C is aan alle buise wat met spoarsuspensies gelnokuleer
is, toegedien. Spoorontkieming en groei van spore en groei van
vegetatiewe selle is na inkubasie by 35 °C vir S dae, vir Sporolactobacilhs
en Clostridium en 2 dae vir Bacillus bepaal in terme van troebelheid,
met n Gilford 2600 spektrofotometer. Resultate wat verkry is, is

persentasiegewys uitgedruk in terme spoorontkieming en groei by 0 %
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kaliumsorbaat (Tabel 7.3 en 7.4). Die minimum inhiberende konsen-
trasie kaliumsorbaat vir organismes 1is afgelees vanaf Fig. 3.2 en
Fig. 3.3 nadat % groei en % sporoontkieming en groei as funksies van

kaliumsorbaatkonsentrasie uiteengesit is.

3.2.3 GROEI VAN Sporolactobacillus BY VERLAAGDE ay~WAARDES

Die aw van GYP-sop is by verskillende ay-waardes ingestel deur die
toevoeging van verskillende konsentrasies NaCl en gliserol (Winer,
1984), Die a -waardes van die verskillende reekse is na vogtige
hittesterilisasie by 121 °C met behulp van h Novasina-instrument wat
vooraf met 9,52 § NaCl en 26 % gliserol gekalibreer is, bepaal. Die
verskillende reekse is met 0,1 cm’ aktiefgroeiende veqetatiewe selle
en 0,1 cm3 spoorsuspensies van die verskillende organismes en isolate
gelnokuleer. h Hitteskok van 10 minute by 80 °C is aan alle buise
wat met spoorsuspensies gelnokuleer is, toegedien. Spoorontkieming
en groei van spore en groei van vegetatiewe selle is na inkubasie

by 35 oC vir 5 dae vir Sporolactobacillus en Clostridium, en 2 dae

vir Bacillus, bepaal, in terme van troebelheid, met n Gilford 2600
spektrofotometer. Resultate wat verkry 1is, 1is persentasiegewys
uitgedruk in terme van spoorontkieming en groei in GYP-sop sonder
enige NaCl of gliserol byvoegings (a, = 0,985) (Tabel 7,53 7.65 7.7;
7,8). Die minimum a, waarby spoorontkieming en groei plaasvind, is
afgelees vanaf Fig. 3.5; 3,6; 3,7 en 3,8 nadat % spoorontkieming en

groei as funksie van ay uiteengesit is.

3.2.4 BEPALING VAN YDio -WAARDES

Vegetatiewe selsuspensies en spoorsuspensies van die verwysings-
kulture en verteenwoordigende isolate 1is in hierdie ondersoek
gebruik, Vegetatiewe selsuspensies en spoorsuspensies van
Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626),
L2403, L2405, L2411 en L2412 is in 2 cm3 volumes GYP-sop versprei.

Vegetatiewe selsuspensies en spoorsuspensies wvan Clostridium

sporogenes is in 2 cm3 volumes in RCM-sop (Reinforced Clostridial
Media: Biolab.) versprei. Die suspensies is voortdurend op ys gehou
om spoorontkieming en groei van die organismes te voorkom. Bestraling
is by die bestralingseenheid van die departement Stralingschemie,

Atoom-energie-korporasie (AEK), Pelindaba, gedoen. Die bestralings-
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eenheid is n Gammabeam 650 (Kanada) met n 60Co-bron. Vegetatieuwe
selsuspensies is met bestralingsdosisse vanaf 0,5 kGy tot 4 kGy, met
inkremente van 0,5 kGy, aan ioniserende strale onderwerp en
spoorsuspensies met bestralingsdosisse vanaf 1 kGy tot 8 kGy, met
inkremente van 1 kGy . Na bestraling is verdunningsreekse in kwart-
sterkte Ringer-oplossing berei en op ooreenstemmende agarmedia
uitgeplaat volgens die standaard metode met behulp van glasspreiers

(Gerhardt et al., 1981). Agarplate vir Sporolactobacillus is by

35 °C vir 5 dae geinkubeer, agarplate vir Bacillus cereus by 37 °C

vir 2 dae en agarplate vir Clostridium sporogenes by 37 °C vir S dae.

Na inkubasie is die aantal kolonies op die plate getel en die aantal
oorlewende organismes by elke bestralingsdosis in terme van logs is
bereken (Tabel 7.9 en 7.10). Die Dio-waardes vir Y -bestraling is
verkry vanaf die helling van die grafiek waar logs van die aantal
oorlewende organismes as funksie van bestralingsdosis uiteengesit
is (Fig. 3.10 en 3.11).

3.3 RESULTATE EN BESPREKING

Alle resultate wat gegee word, berus op die gemiddelde waardes van

ten minste twee herhalings.
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FIG.3.1: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROEI VAN
S imwhinws (ATCC 15538), £ cerews (DSM 828), L 2407
EN DIE GEMIDDELDE WAARDES WAN DIE L—ISOLATE (L—gem)
BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES Na—NITRIET i.t.v. Omg/l.
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FIG.3.2: PERSENTASIE GROEI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN
15538), & cerews (DSM 826) EN DIE
GEMIDDELDE WAARDES VAN DIE L—ISOLATE (L—gem) BY VERSKIL—
LENDE KONSENTRASIES K—SORBAAT i.t.v. Omg/l K—SORBAAT.

S inwlinws (ATCC

100

QD 7

GROLI

7

KULTUURNR.
. ATCC 15538
o DSM 626

e-a L—gem.

O

L
KONSENTRASIE KALIUMSORBAAT (mg,/1) X10Q0

2

3

4

.‘EL“
' —R &
5 ) 7

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2018



% SPOORONTKIEMING EN GROEI

FIG 3.3: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROElI VAN SPOOR—
SUSPENSIES VAN Sporoloctobacilivs inmwines (ATCC 15538),
Lociliuvs cerews (DSMB2Z8B8) EN GEMIDDELD VAN L—ISOLATE(L—gem)
BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES K—SORBAAT i.t.v. © mg/l.
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FIG 3.4: PERSENTASIE GROEI EN PERSENTASIE SPOOGRONTKIEMING
EN GROEIlI VAN 5 snwtinws (ATCC 15538), 5 cerews (DSM 828)
EN DIE GEMIDDELDE WAARDES VAN L—ISOLATE(L—gem) BY VERSKIL;
LENDE KONSENTRASIES K—SORBAAT i.t.v. O mg/l K—SORBAAT.
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FIG.3.5: PERSENTASIE GROElI VAN VEGETATIEWE SELLE vAN

S inwiings (ATCC 15538), & cerews (DSM 828), O sporogernss
EN DIE GEMIDDELDE WAARDES VAN L—ISOLATE (L—gem) BY VER—
LAAGDE aw (ingestel met NaCl) i.t.v. aw =0.995 (kontrole).
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FIG.5.6: PERSENTASIE SF’OORONTKIEMING EN GROElI VAN SPOOR-—
SUSPENSIES VAN 5 nwinus (ATCC 15538), & cerews (DSM 628),
C sporogernres EN DIE GEM. WAARDES VAN DIE L—ISOLATE (L—gem)
BY VERLAAGDE aw (ingestel met NaCl) i.t.v. aw =0,995 (kontrole),
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FIG.3.7: PERSENTASIE GROEI VAN VEGETATIEWE SELLE WAN

S irnetinrers (ATCC 15538), 5 cerews (DSM 826), ¢ sporogenes
EN DIE GEMIDDELDE WAARDES VAN L—ISOLATE {(L—gem.) BY
VERLAAGDE aw i.t.v. aw = 0.985 (kontrole).
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% GROEI i.t.v. GROEI BY aw

FIG.3.8: PERSENTASIE SPOORQNTKIEMING EN GROEI VAN SPOOR-—
SUSPENSIES VAN S /muwinvs (ATCC 155383), & cerews (DSM B26),
C sporogeres EN DIE GEMIDDELDE WAARDES VAN L—ISCLATE
(L—gem) BY VERLAAGDE aw i.t.v. aw = 0.985 (kontrole).
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FIG.3.9 PERSENTASIE GROE!I EN PERSENTASIE SPOORONTKIEMING
EN GROEI VAN 5 /rwinws (ATCC 15538), & cerews (DSM 8286),
C sporogenes EN DIE GEMIDDELDE WAARDES VAN DIE L—ISOLATE

(L—gem) BY VERLAAGDE aw i.t.v. aw

= 0,985 (kontrole).
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FIG.5.10: LOGS VAN DIE GETAL OORLEWENSE ORGANISMES VAN
VEGETATIEWE SELSUSPENSIES IN GYP—SOP AS FUNKSIE VAN

BESTRALINGSDOSIS (lewende seltelling /ml).
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3.3.1 DIE INVLOED VAN NATRIUMNITRIET OP SPOORONTKIEMING EN GROEI

Spoorontkieming en groei van Bacillus cereus (DSM 626) word sterk

geinhibeer deur relatief lae konsentrasies natriumnitriet, in
vergelyking met spoorontkieming en groei van Sporolactobacillus
inulinus (ATCC 15538) (kyk Fig. 3.1). Die weerstand van die
Sporolactobacillus-isolate (L-gem.) is effens laer as die van
Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) maar baie hoer as die van

Bacillus cereus (DSM 626) en vergelyk in werklikheid goed met die

weerstand van die outentieke stam van Sporolactobacillus (ATCC
15538).

Bacillus cereus (DSM 626) se spoorontkieming en groei word volledig
Y s -1 . . . -1 . s ihias
geinhibeer by 300 mg.2 natriumnitriet. By 200 mg.2 1S inhibisie

van Bacillus cereus (DSM 626) alreeds sterk (14,12 % spoorontkieming

en groei). Hierdie inhiberende konsentrasie vergelyk goed met

-1
resultate soos verkry deur Nielsen en Zeuthen (1984) (200 mg.” ) en
Sofos et al. (1979) (300 mg.2™").

Clostridium sporogenes groei glad nie in teenwoordigheid van natrium-

nitriet nie.

By Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) en Sporolactobacillus-

isolate (L2401 tot L2412) kan groei nog waargeneem word tot h

-1
konsentrasie van 2000 mg.2 natriumnitriet. Sporolactobacillus

besit dus net soos sommige Lactobacillus-spesies h relatief hoe

weerstand teen natriumnitriet as chemiese preserveermiddel (Nielsen,
1983). Dit sou wenslik wees om die inhiberingseffek van natrium-

nitriet op Sporolactobacillus te definieer in terme van h minimum

inhiberende konsentrasie (m.i.k.), waar die m.i.k. daardie
konsentrasie 1is waarby spoorontkieming en groei onder h sekere
persentasie sal wees. By 30 % spoorontkieming en groei wvan

-1
Sporolactobacillus is die m.i.k. ongeveer 1300 mg.2 , dit is egter

moeilik om nh absolute m.i.k. vir spoorontkieming en groei van

-1
Sporolactobacillus daar te stel, want by 2000 mg.2 natriumnitriet

wissel die persentasie spoorontkieming en groei tussen 3,57 % (L2410)
en 25,63 § (ATCC 15538) (kyk Tabel 7.2).

Spoorontkieming en groei van L2407 word skynbaar gestimuleer by

-1
natriumnitrietkonsentrasies van 800 tot 1000 mg.2 (kyk Fig. 3.1),
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-1
maar by natriumnitrietkonsentrasies bo 1200 mg.2 word L2407 op

dieselfde wyse geinhibeer as ander Sporolactobacillus-isolate.

3.3.2 DIE INVLOED VAN KALIUMSORBAAT OP GROEI EN SPOORONTKIEMING
EN GROEI

Die groei van vegetatiewe selle van Bacillus cereus (DSM 626) word

baie sterker deur kaliumsorbaat geinhibeer as die groei wvan

vegetatiewe selle van Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538). Die

Sporolactobacillus-isolate (L-gem.) word min of meer op dieselfde

wyse deur kaliumsorbaat gelnhibeer as Sporolactobacillus inulinus

(ATCC 15538), maar die konsentrasie kaliumsorbaat waarby wvolledige
inhibisie plaasvind, is hoer vir die isolate (L-gem.) as vir
Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) (kyk Fig. 3.2).

Spoorontkieming en groei van Bacillus cereus (DSM 626) word ook baie

sterker geinhibeer as dié& van Sporolactobacillus inulinus (ATCC
15538) en Sporolactobacillus-isolate (L2401 tot L2412).

Daar bestaan geen verskil tussen die inhibisie van vegetatiewe groei

en inhibisie van spoorontkieming en groei van Bacillus cereus (DSM

626) nie. Spoorontkieming gevelg deur groei asook groei van vegeta-
tiewe selle word volledig geinhibeer by 3000 mg.!l-1 kaliumsorbaat
(kyk Fig. 3.4). Volgens Sofos et al. (1979) word groei van Bacillus
cereus volledig geinhibeer by h kaliumsorbaatkonsentrasie van
4000 mg.2” .

Volledige inhibisie van vegetatiewe groei van Sporolactobacillus

inulinus (ATCC 15538) vind by n kaliumsorbaatkonsentrasie van 5000
mg.Q-1 plaas en volledige inhibisie van spoorontkieming en groei by
4000 mg.l’.-1 . Vegetatiewe groei by 4000 mg.(’.—1 kaliumsorbaat is
egter baie laag (3,87 %) en dit lyk dus asof volledige inhibisie van
spoorontkieming en groei en vegetatiewe groei by ongeveer dieselfde

konsentrasie kaliumsorbaat plaasvind.

Vegetatiewe groei van die Sporolactobacillus-isolate (L-gem.) word

volledig gelnhibeer by 7000 mg.ll-1 kaliumsorbaat en spoorontkieming

en groei by 5000 mg.2°l. Die vegetatiewe selle van Sporolactobacillus

isolate is dus meer weerstandbiedend teen inhibisie deur kalium-

sorbaat as die spoorvorm.
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By 1000 mg.Q-1 kaliumsorbaat is Bacillus cereus (DSM 628) sterk

geinhibeer, in teenstelling met Sporolactobacillus (waar die effek

minimaal was).

Clostridium sporogenes het geen groei getoon as kaliumsorbaat by die

1
medium gevoeg is nie en word dus volledig geinhibeer by 1000 mg.2
kaliumsorbaat. Tompkin et al. (1974) het die inhibisie wvan

-1 .
Clostridium botulinum gevind by 1000 mg.2 kaliumsorbaat.

3.3.3 GROEI VAN Sporolactobacillus BY VERLAAGDE aw-MAARDES

3.3.3.1 NaCl AS VOGHOUER

Spoorontkieming en groei van vegetatiewe selle van Sporolactobacillus

inulinus (ATCC 15538) en die Sporolactobacillus-isolate (L-gem.) word

baie sterk geinhibeer deur verlaagde a,» as NaCl as a,, verlagende
middel gebruik word. Vegetatiewe selle is reeds by a, = 0,986 baie
sterk geinhibeer (13,39 % groei) en by a, = 0,956 is volledige
inhibisie gevind (kyk Fig. 3.5). Spoorontkieming en groei van

Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) is sterk gelnhibeer by

0,991 (12,69 % groei), maar volledige inhibisie vind eers by

Ay

0,956 plaas. Spoorontkieming en groei van Sporolactobacillus-

Ay
isolate (L2401 tot L2412) is relatief gesproke minder beYnvloed deur

verlaagde a, as Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), aangesien

spoorontkieming en groei nie so sterk by die hoer aw-waardes
geinhibeer is nie. Volledige inhibisie vind by a, = 0,956 plaas (kyk
Fig. 3.6).

Groei van die vegetatiewe selle van Bacillus cereus (DSM 626) en

Clostridium sporogenes vind by relatief lae a,-waardes plaas en die

minimum a, vir groei was 0,919 en 0,944 onderskeidelik (kyk Fig. 3.5).

Spoorontkieming en groei van Bacillus cereus (DSM 626) is wvolledig

gelnhibeer by ay = 0,956 terwyl spoorontkieming en groei van

Clostridium sporogenes by a, = 0,991 baie sterk geinhibeer is

(3,31 % groei), maar volledige inhibisie vind ook eers by a, = 0,956
plaas (kyk Fig. 3.6).

Omdat daar geen verskil was tussen die minimum a,, waarby groei van

vegetatiewe selle en spoorontkieming en groei van spore van
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Sporolactobacillus gelnhibeer word nie, en omdat hierdie inhibisie

by h relatief hoe a,~waarde plaasvind, lyk dit asof die toksiese
effek van NaCl eerder hierdie inhibisie veroorsaak as wat dit

toegeskryf kan word aan verlaagde a.

3.3.3.2 GLISEROL AS VOGHOUER

As gliserol as ay-verlagende middel gebruik word, bestaan daar
feitlik geen verskil tusen die groei van vegetatiewe selle en die
spoorontkieming en groei van spore van Sporolactobacillus inulinus
(ATCC 15538) en Sporolactobacillus-isolate (L2401 - L2412) nie (kyk

Fig. 3.9). Spoorontkieming gevolg deur groei vind by al die

Sporolactobacillus-isolate by laer ay-waardes plaas as direkte

vegetatiewe groei. Hierdie verskynsel is onverklaarbaar en in stryd
met bestaande kennis oor die effek van a, op vegetatiewe groei en

spoorontkieming en sal dus beter bestudeer moet word.

Die hoogste inhiberende ay vir vegetatiewe selle van Sporolactobacillus

was ongeveer 0,905 en die hoogste inhiberende a, vir spoorontkieming
en groei 0,880. Met gliserol as voghouer is die groei van

vegetatiewe selle van Bacillus cereus (DSM 626) gelnhibeer by

ay = 0,880 en spoorontkieming en groei by ay = 0,940.

Clostridium sporogenes is baie sensitief vir verlaagde a,; groei

van vegetatiewe selle is geinhibeer by a, = 0,947 en spoorontkieming

en groei van spore by a, = 0,961.

Die minimum a,~waarde waarby spoorontkieming en groei van Bacillus

cereus (DSM 626) en Clostridium sporogenes gevind is, vergelyk goed

met die inhiberende a,<0,93 (met gliserol as voghouer) soos gevind
deur Jakobsen en Murrell (1977), Leistner et al. (1981) en Troller
en Christian (1978). Soos reeds aangedui deur Anagnostopoulos en
Sidhu (1981), Jakobsen en Murrell (1977) en Leistmer et al. (1981)
bestaan daar n verskil in die inhiberingseffek van verskillende
a  verlagende middels (NaCl is meer effektief as gliserol weens die

w
hoer toksisiteit van eersgenocemde).

As die resultate wat verkry is met gliserol as voghouer vergelyk

word, is dit duidelik dat Sporolactobacillus-spore anders as Bacillus-

en Clostridium-spore, by n relatief lae a , kan ontkiem en groei.
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3.3.4 BEPALING VAN YD 10-WAARDES

Die Dio-waardes vir Y-bestraling bereken vanaf die hellings van
grafieke (met die logs van die getal ocorlewende organismes as funksie

van bestralingsdosis, Fig. 3.10 en 3.11) word in Tabel 3.2 saamgevat.

TABEL 3.2 7Y D1o-WARARDES VIR VEGETATIEWE- EN SPOORVORM VAN KULTURE EN ISOLATE S00S
IN HIERDIE STUDIE GEVIND

Organisme (Kultuur nr.) 0o vegetatiewe selle (kGy) D,, spore (kGy)
Sporolactobacillus inulinus 0,525 2,55
(ATCC 15538)
Bacillus cereus (DSM 526) 0,575 1,25
Clostridium sporogenes 0,85 2,30
L2403 0,525 2,10
L2405 0,45 2,85
L2411 0,375 2,50
L2412 0,350 2,55

Die Dio-waardes vir spore van Bacillus cereus en Clostridium

sporogenes stem coreen met dié in die literatuur (Wallhausser, 1978).

Die Dio-waardes vir vegetatiewe selle van Clostridium sporogenes

is relatief hoog, hoewel die resultate toon dat dit nie met die
moontlike teenwoordigheid van endospore verband hou nie (kyk Fig.
3.10).

Die Dio-waardes vir vegetatiewe selle van Sporolactobacillus is laer

as vir B. cereus en C. sporogenes soos in hierdie studie gevind, maar
is binnre die grense wat aangedui word vir Bacillus-spesies

(Holzapfel, 1985). Die Dio-waardes vir spore van Sporolactobacillus

is relatief hoog in vergelyking met Bacillus-spesies en toon ooreen-

koms met sommige Clostridium-spesies (Wallhausser, 1978).

In geheel gesien, is Sporolactobacillus-spore hoogs weerstandbiedend

teen y-bestraling met gemiddelde Die~waardes rondom 2,5 kGy . Daar-
teenocor toon die vegetatiewe selle na verhouding N betreklik
gemiddelde bestandheid vir bakteriee met Dio -waardes van 0,525 en

laer.
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HOOFSTUK 4 RAKSTABIELE PRODUKTE EN ANTAGONISME

4.1 INLEIDING

Soos reeds in Hoofstuk 3 beskryf, het verskillende faktore h invloed
op die daarstelling van rakstabiele produkte. Die konsep van
rakstabiele produkte berus op hitte-inaktivering van vegetatiewe
organismes in geseelde/vakuumverpakte produkte en inhibisie van
spoorontkieming in die produkte deur verlaagde a, in samewerking met
ander faktore soos pH, redokspotensiaal en ander produkbestanddele.
Geen preserveermiddels is normaalweg nodig om mikrobiese groei in

hierdie produkte te inhibeer nie (Leistner et al., 1981).

Huidige navorsing op verskeie terreine is gerig op Biotegnologie en
die moontlike biologiese beheer van siektes, plae en bederf van

produkte. Die produksie van bakteriosiene deur Lactobacillus spp.

is aangedui (Niemand & Holzapfel, 1984) en as h organisme dus verkry
kan word wat antagonisties op bederfbakteriee inwerk terwyl dit geen
noemenswaardige effekte op die kwaliteit van voedselprodukte het nie,

sal voedselpreservering h nuwe era betree.
4,2 PROSEDURES

4.2.1 BEPALING VAN DIE MOONTLIKE ANTAGONISME VAN Sporolactobacillus
TEEN Bacillus-SPESIES

Bacillus spp. wat vir hierdie ondersoek gebruik is, is geisoleer uit
vakuumverpakte, rakstabiele produkte met aw< 0,95 en wat terminaal met
hitte behandel is. Die isolate is soos volg geidentifiseer (Isolaat-

nommers word in hakies aangedui):

Bacillus cereus (20)

Bacillus cereus var. mycoides (26)
Bacillus subtilus (10)

Bacillus megaterium (22)

Bacillus stearothermophilus (7)

Bacillus sphaericus (35)
Bacillus firmus (3)
Bacillus licheniformes (40)

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2018



Y
% UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
"/ UNIVERSITY OF PRETORIA
P YU

NIBESITHI YA PRETORIA

59

Antagonisme is getoets met behulp van die oppervlak-diffusiemetode
soos beskryf deur Spooner en Sykes (1972) en produksie van bakterio-
siene of ander antagonistiese middels is bevestig deur die metode

van Mulvany (1970) en die metode van Mayr-Harting et al. (1972).

4,2,2 REAKSIE VAN Sporolactobacillus IN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE
PRODUKTE

Frankfurter-tipe emulsie is voor die stopproses met Sporolactobacillus

en Sporolactobacillus-plus Bacillus-spoorsuspensies gelnokuleer,

sodat n spoorlading van ongeveer 1!J$.g-1 verkry is. Die spoor-
suspensie is in die baksnyer goed met die emulsie gemeng en daarna
is die produkte gestop, berook, vakuumverpak en met hitte behandel
(gekook) by 78 °C vir 1 uwur. As kontrole is Frankfurter-tipe emulsie
sonder enige bakteriese inokulum ook berei en net soos die ander
behandel. Van elkeen van die drie groepe is monsters by 4 °C, 25 °C
en 37 9C geinkubeer. Periodieke mikrobiologiese analise van die

3

produkte is gedoen deur 10 g monster in 90 cm”™ steriele kwartsterkte

Ringer-oplossing in nh Stomacher Lab-Blender 400 te homogeniseer.

h Reeks verdunnings is uit hierdie 10-1-verdunning berei in steriele
kwartsterkte Ringer-oplossing en die verdunningsreekse is volgens
die standaardmetode met behulp van glasspreiers (Gerhardt et al.,
1981) op ooreenstemmende media vir die organismes uitgeplaat.
Dieselfde verdunningsreekse is n hitteskok van 10 minute by 80 °C
toegedien en op dieselfde wyse op ooreenstemmende media uitgeplaat,
om die aantal spore te bereken. Na inkubasie by 35 °C vir 5 dae vir

Sporolactobacillus en 2 dae vir Bacillus is die aantal kolonies op

die plate getel en die kontaminasievlakke van die produkte is bereken
(Tabel 7.11). Parallel met die mikrobiologiese ondersoeke is die
pH- en a waardes van die produkte bepaal met behulp van n TC 1001
pH-meter met n skerppunt glaselektrode en h Novasina a,~meter
onderskeidelik (Tabel 7.12).
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4.3 RESULTATE EN BESPREKING

4,31 ANTAGONISME VAN Sporolactobacillus TEEN Bacillus-SPESIES

Al die Sporolactobacillus-isolate asock Sporclactobacillus inulinus

(ATCC 15538) is getoets vir moontlike antagonisme teen Bacillus-

spesies.

Slegs L2407 het antagonisme getoon teen:

Bacillus cereus (20)

Bacillus cereus var. mycoides (26)

Bacillus megaterium (22)
Bacillus subtilus (10)

Antagonisme is bevestig deur die metode van Mulvany (1970) en kan
dus toegeskryf word aan die produksie van bakteriosien of ander

antagonistiese middels.
Geen antagonisme kon aangedui word by die ander organismes nie.

Antagonisme van Sporolactobacillus teen Bacillus-spesies is nog nie
voorheen ondersocek nie. Die resultate toon dat een Sporolactobacillus

stam (L2407) wel h inhiberende effek teen die betrokke Bacillus-

stamme gehad het. Hierdie antagonisme kan uitsluitlik toegeskryf
word aan die produksie van h antagonistiese produk wat moontlik
bakteriosien kan wees. Om die aard van die verbinding wat antago-
nisme teen Bacillus-spesies veroorsaak vas te stel, moet die effek

daarvan eers beter bestudeer word.

4,3.2 Sporolactobacillus IN EKSPERIMENTELE, RAKSTABIELE PRODUKTE

Kontrole = Frankfurter-tipe wors.

F+5S = Frankfurter-tipe wors wat met n spoorsuspensie van

Sporolactabacillus ingeent is

F + 35 + B = Frankfurter-tipe wors wat met spoorsuspensies van

Sporolactabacillus en Bacillus-spesies ingeent is.
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FIG.4.1: VERANDERINGE IN DIE VEGETATIEWE MIKROBEPOPULASIE
VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTER—TIPE WORS
TYDENZ OPBERGING BY 4 C (lewende seltelling/g).
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FIG.4.2: VERANDERINGE IN DIE SPOCRVORM MIKROBEPOPULASIE
VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTER—TIPE WORS
TYDENS OPBERGING BY 4 C (lewende seltelling,/q).
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FIG.4.5: VERANDERINGE IN DIE VEGETATIEWE MIKROBEPOPULASIE
VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTER~TIPE WORS
TYDENS OFBERGING BY 25 C (lewende seltelling /g).
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FIG.4.4: VERANDERINGE IN DIE SPOORVORM MIKROBEPOPULASIE
VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTER—TIPE WORS
TYDENS OFPBERGING BY 25 C (lewende seltelling,/g).
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FIG.4.5: VERANDERINGE

VAN EKSPERIMENTELE RAKSTARBIELE FRANKFURTER—TIPE WORS
TYDENS OPBERGING BY 37 C (lewende seltelling,/qg).
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FIG.4.6: VERANDERINGE IN DIE SPOCRVORM MIKROBEPOPULASIE
VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTER—TIPE WORS
TYDENS OFPEBERGING BY 37 C (lewende seltelling/g).
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FIG.4.7: VERANDERING IN pH— EN aw—WAARDES VAN EKSPERIMEN—
TELE FRANKFURTER—TIFE WORS TYDENS OPEBERGING BY 3/ C.
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Vegetatiewe seltellings en spoortellings toon by al die opbergings-

temperature n algemene afname.

Die a van die produkte bly konstant cor die opbergingsperiode. Die

a, van die produkte was laer as die beoogde a, vir hierdie produkte.

Die pH van die produkte wat met Sporolactobacillus-spore ingeent is

en by 25 °C en 37 °C opgeberg is, toon n vinnige aanvanklike daling
in vergelyking met produkte wat by 4 °C opgeberg is en kontrole-
produkte. Na hierdie aanvanklike vinnige daling in pH, bly die pH

min of meer konstant.

Alhoewel geen aktiewe groei en spoorontkieming van Sporolactobacillus

waargeneem kan word nie, kan die vinnige aanvanklike pH-daling in

die produkte wat met Sporolactobacillus ingeent is, moontlik dui op

metaboliese aktiwiteite van die organisme, Dit is moontlik dat daar
by n spesifieke pH en aw sodanige toestande geskep word wat die

metaboliese aktiwiteite van die organismes volledig inhibeer.

Alhoewel verwag kan word dat spore van Sporolactobacillus by die

a,~waarde van hierdie produkte sal ontkiem en groei, kan n hele
aantal faktore soos verpakking, pH en samestelling van die praduk
meewerk om ongunstige toestande vir spoorontkieming en groei te skep.
In hierdie produkte kon geen spoorontkieming en groei van

Sporolactobacillus waargeneem word nie.
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HOOFSTUK 5  SAMEVATTING EN GEVOLGTREKKINGS

5.1 SAMEVATTING VAN RESULTATE

i. Uit n totaal van vier-en-vyftig verrykings van monsters vanaf

sewe-en-twintiq bronne is twaalf isolate van Sporolactobacillus

verkry.

ii, Die twaalf isolate, met kultuurnommers L2401 tot L2412, het
ten opsigte van hulle morfologiese- en fisiologiese eien-
skappe onderling verskil. Hierdie verskille dui moontlik
op die bestaan van verskillende biotipes van

Sporolactobacillus en moontlik selfs op die bestaan van

verskillende spesies van Sporolactobacillus.

iii. Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) en die isolate van
Sporolactobacillus (L2401-L2412) het goed by laer pH-waardes
(tot 4,0) gegroei en die optimum pH-waarde vir groei was in
die pH-gebied van 6,5 tot 7,0.

iv. Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) en die isolate van
Sporolactobacillus (L2401 - L2412) besit n relatief hoe

weerstand teen inhibering van spoorontkieming en groei deur

-1
nitriet (m.i.k. = 1300 mg.l as 30 % spoorontkieming en

groei as afsnypunt geneem word).

v. Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) en die Sporalactobacillus-
isolate (L2401 - L2412) besit h hoer weerstand teen

inhibering van spoorontkieming en groei van spore en
vegetatiewe groei deur kaliumsorbaat as wat bekend is vir

ander spoorvormende organismes.

vi, Ontkieming en groei van die spore van Sporolactobacillus
inulinus (ATCC 15538) en Sporolactobacillus-isolate (L24U1
- L2412) vind by laer a,-waardes plaas as wat tot dusver

bekend was vir ander spoorvormende organismes. Dit is n

verskynsel wat verdere ondersoek verdien.

vii, Die spore van Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538) en
isolate L2403, L2405, L2411 en L2412 is hoogs weerstand-
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biedend teen Y-bestraling met n gemiddelde Dio -waarde van
2,5 kGy .

viii., Die Sporolactobacillus- isolaat, L2407, was antagonisties

teen spesifiekeBacillus-spesies.

ix. In eksperimentele rakstabiele produkte kon geen aktiewe

spoorontkieming en groei van Sporolactobacillus aangedui word

nie. Alhoewel spore van die organisme die vermoe besit om
by laes aw-waardes te ontkiem en te groei, is daar waarskynlik
N interaksie van verskillende faktore in die produk, wat die

rakstabiliteit van die produk verseker.

5.2 GEVOLGTREKKINGS

i. Dit skyn of Sporolactobacillus teen TN betreklik 1lae

frekwensie in die habitats wat ondersoek is (mis wvan
verskillende herbivore diere, die rumen van n bees, die
finale afvloeiwater van h abattoir en die risosfeer wvan
plante) voorkom. Nogtans mag die moontlike voorkoms van die
organisme in voedsel en veral vleis nie deur voedselproses-
seerders uit die oog verloor word nie, Die beperkte
inligting wat tans ocor hierdie onderwerp beskikbaar is, dui
inderdaad op die noodsaaklikheid van verdere navorsing in

hierdie rigting.

ii. Die hoer weerstandbiedendheid van Sporolactobacillus teen

chemiese preserveermiddels soos nitriet en sorbaat, die
vermoe van die spore van die organisme om by laer ay~waardes
te ontkiem en die hoer weerstandbiedendheid van endospore
van die organisme teen Y -bestraling kan veral moontlik
aanleiding gee tot probleme in die voedselindustrie. Omdat

Sporolactobacillus by relatief lae pH-waardes (pH 4,0) aktief

kan groei, moet daar veral gewaak word teen die voorkoms

van die organisme in lae pH-produkte.

iii. Die ontkieming van Sporolactobacillus-endospore by aw-waardes

<0,94 is n unieke verskynsel en is nog nie tevore vir ander

endospoorvormers vermeld nie.
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iv. n Intensiewe ekologiese ondersoek kan moontlik aanleiding
gee tot die bevestiging van die bestaan van verskillende

spesies van Sporolactobacillus en kan ook die spesifieke

primére habitat van die organisme aandui.

v, Die taksonomiese status van moontlike spesies of biogroepe
onder hierdie genus verdien verdere aandag omdat eenvormig-
heid ten opsigte van die mol $ G + C in die DNA nie vir alle

isolate gevind is nie.

vi, Biologiese preservering van voedselprodukte deur

Sporolactobacillus kan moontlike potensiaal inhou.

Uitsluitsel daarocor sal eers verkry word nadat antagonisme

van Sporolactobacillus teen ander bederfverocorsakende

organismes beter bestudeer is.

vii, Rakstabiele produkte besit gewoonlik h hele aantal faktore
wat bydra tot die stabiliteit van die produk. Daarom stem
eksperimentele resultate wat verkry word ten opsigte van
sensitiwiteit of uweerstandbiedendheid van mikroorganismes
teen inhiberingsfaktore nie altyd ooreen met praktiese

resultate nie,
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TABEL 7.1 GROEI VAN Sporolactobacillus BY VERSKILLENDE pH-WAARDES UITGEDRUK IN TERME VAN ABSORBANSIE

§§
x
pH ingestel | pH gemeet ?;gga L2401 L2402 L2403 L2406 L2405 L2406 L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2412 S::iZf?i:olate %%
2,5 2,52 0,007 0,005 - 0,006 0,008 -~ - 0,013 0,007 0,007 0,003 0,016 0,007 0,006 ;g
3,0 2,97 |o0,009 0,011 0,033 0,008 0,011 0,007 0,004 0,018 0,013 0,008 0,011 0,021 0,021 0,014 2
3,5 3,48 0,015 0,029 0,03 0,013 0,01 0,024 0,006 0,030 0,038 0,016 0,030 0,034 0,029 0,024
4,0 4,05 0,062 0,031 0,076 0,027 0,045 0,038 0,050 0,042 0,057 0,040 0,037 0,038 0,026 0,044
4,5 4,46 0,0 0,077 0,075 0,057 0,060 0,060 0,067 0,087 0,084 0,061 0,094 0,085 0,070 0,072
5,0 5,00 0,162 0,236 0,080 0,244 0,166 0,150 0,172 0,162 0,162 0,157 0,128 0,251 0,269 0,180
5,5 5,67 0,257 0,280 0,251 0,238 0,243 0,252 0,255 0,262 0,243 0,237 0,230 0,339 0,368 0,266
6,0 6,12 0,276 0,261 0,281 0,330 0,270 0,298 0,367 0,291 0,263 0,261 0,264 0,374 0,380 0,301
6,5 6,55 0,398 0,348 0,408 0,333 0,332 0,431 0,423 0,404 0,435 0,334 0,320 0,474 0,390 0,387
7,0 7,07 0,435 0,353 0,012 0,377 0,285 0,523 0,385 0,430 0,488 0,301 0,410 0,417 0,396 0,375
7,5 7,50 0,038 0,076 0,003 0,023 0,031 0,020 0,017 0,037 0,030 0,028 0,034 0,398 0,301 0,080
8,0 7,83 0,014 0,010 0,006 0,015 0,018 0,005 0,014 0,027 0,023 0,015 0,008 0,406 0,028 0,044
8,5 8,20 |0,006 O o 0,012 0,008 O o 0,017 0,015 0,005 0,004 0,265 0,016 0,027
9,0 8,62 0 - - 0 0 - - 0,017 O 0 0 0 0,015 0,003
9,5 8,89 - - - - - - - 0,010 - - - - 0 0
10,0 9,03 - - - - - - - 0 - - - - - -

L8

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2018



TABEL 7.2 PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROEI VAN SPOORSUSPENSIE VAN Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15338), Bacillus cereus (DSM 626),

Clostridium sporogenes EN Sporolactobacillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES NATRIUMNITRIET, UITGEDRUX IN TERME
VAN SPOORONTKIEMING EN GROEI BY O mg.2  NATRIUMNITRIET (KONTROLE)

ﬁZZ??SEﬁ;?iiet Alog L2401 L2402 L2403 L2404 L2405 L2405 L2407 L2408 L2408 L2410 L2611 L2412 Cx o0 | DM van
(mg.2"")

0 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100
100 47,35 95,51 75,91 45,06 56,42 89,63 82,95 86,35 62,40 58,85 53,56 61,78 47,87 0  50,05| 68,03
200 53,76 73,65 70,32 52,16 81,84 72,70 62,57 75,76 42,32 38,83 54,76 42,44 43,53 14,12 59,73
300 64,35 67,07 53,28 60,18 74,33 48,92 53,43 62,48 63,58 39,56 51,19 48,67 52,13 0 | 56,26
400 45,95 60,78 67,64 54,83 SO,61 49,12 64,18 81,21 66,14 61,43 63,10 48,22 42,42 59,12
500 61,28 56,28 47,20 51,85 S8,84 35,62 45,97 51,21 63,07 57,85 75,00 50,46 46,68 55,00
600 49,30 39,82 35,77 44,14 46,00 21,14 25,37 32,73 80,71 40,79 70,24 42,46 38,86 43,17
700 a4,01 44,31 33,08 41,05 46,00 17,42 16,72 41,52 75,40 36,12 65,24 53,11 39,10 43,41
800 37,05 30,5 32,36 35,49 43,58 16,24 21,19 66,3 35,04 23,83 32,14 38,46 47,38 35,22
900 36,77 36,53 35,52 35,33 39,23 19,57 22,09 78,58 43,70 18,92 21,43 44,22 38,88 37,58

1 000 33,9 41,32 34,31 37,35 42,86 12,52 26,57 63,66 36,22 11,06 18,57 33,56 32,46 32,54
1100 38,44 38,02 27,7 32,72 28,10 6,65 13,73 46,67 18,26 13,02 15,24 30,67 32,46 25,27
1 200 32,59 29,04 28,7 33,95 30,75 7,24 5,97 23,03 25,20 17,20 8,10 33,11 29,86 22,66
1 300 3,76 27,84 22,63 32,10 46,97 10,18 5,07 23,64 32,28 14,98 6,67 3,88 26,78 23,67
1 400 24,51 27,55 26,035 20,98 31,9 8,41 7,76 14,55 24,80 11,3 6,90 23,33 24,41 18,01
1 500 30,3 26,05 27,98 3,17 29,5 12,13 8,82 13,33 34,45 18,30 5,24 24,22 24,85 21,34
1 600 22,01 23,35 26,164 21,60 22,28 14,87 5,07 13,9 23,23 1572 4,76 22,22 17,30 17,37
1 700 27,02 28,4 22,87 23,46 13,56 10,76 9,55 21,52 26,97 13,38 5,95 16,44 13,7 17,20
1 800 24,51 26,80 21,30 23,48 11,98 9,20 9,85 20,86 25,35 9,58 4,20 18,67 11,48 16,07
1 900 26,23 26,65 18,98 23,15 9,93 7,05 11,34 21,42 24,85 9,22 3,57 15,48 9,88 15,13
2 000 25,63 24,30 20,50 20,30 9,50 7,46 6,80 20,10 22,21 9,08 3,57 14,15 8,20 13,93

% Clostridium sporogenes
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TABEL 7.3

PERSENTASIE GROEI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cersus (DSM 626), Clostridium sporogenes

EN Sporolactobacillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES KALIUMSORBAAT, UITGEDRUK IN TERME VAN GROEI BY 0 l-;.ﬂ-l
KAL TUMSORBAAT (KONTROLE)

52??52§§§§§§t ATCC, L2401 L2402 L2403 L2604 L2405 L2406 L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2612 Cx  on | Sope van
mg. -
o 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100

1 000 77,42 76,61 88,06 71,48 92,12 88,40 71,12 82,26 82,5 67,57 76,01 76,67 80,21 -  24,47| 79,42
2 000 56,13 43,83 82,21 63,92 56,25 57,46 66,45 54,45 68,85 55,74 59,5 60,00 66,17 -  9,54| 62,2
3 000 43,03 42, 52,53 64,80 55,71 51,93 81,68 47,85 52,34 48,99 56,65 41,28 44,12 - - | s
4 000 3,87 45,76 41,41 3,52 47,01 46,13 47,83 38,98 42,37 43,24 45,95 48,46 39,57 - - | es,02
5 000 - 44 9,51 3,11 20,3 18,51 0,90 22,58 22,12 16,83 43,83 44,36 14,97 - | am
6 000 - - 3,68 3,13 3,80 4,42 - 19,88 21,18 0,3 27,6 6,67 2,8 7,79
7 000 - - . - . . - 242 0% - 808 - 0 0,95
8 000 - . . - - 0 0 0 0 0 0

% Clostridium sporogenes
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TABEL 7.4  PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROEI VAN SPODRSUSPENSIES VAN Sporolactobecillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626),
Clostridium sporogenes EN

ONTKIEMING EN GROEI BY O mg.8™

lactobecillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES KALSIUMSORBAAT IN TERME VAN SPOOR-
KALTUMSORBAAT (KONTROLE)

Konsentrasie ATCC 0sm | Gem, van
ka% ;:;:s:g;t))aat 15338 L2401 L2402 L2403 L2404 L2405 L2406 L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2412 Cx 626 | L-kulturse
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
1 000 96,19 78,77 82,80 82,20 94,77 83,35 93,79 81,22 70,39 94,88 74,37 63,00 75,14 8] 25,78 82,89
2 000 60,91 36,13 47,00 S6,04 66,74 65,27 68,08 58,78 64,50 70,22 55,89 46,15 59,78 - 8,99 57,98
3 000 10,15 8,39 5,60 6,81 11,30 7,14 5,65 7,8 8,52 15,56 11,55 0 0 - 8] 7,6
4 000 8] 0 o 8] 4,81 0 0 o 3,25 a 0 - - - 0,67
5 000 - - - - 0 - - - a] - - - - - 0

* Clostridium sporogenes
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TRBEL 7.5

PERSENTASIE GROEI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626), Clostridium sporogenes

EN Sporolactobacillus-ISOLATEEL.2401 TOT L2412) BY VERLAAGDE WATERAKTIWITEIT (INGESTEL MET NaCl), UITGEDRUK IN TERME VAN GROEI BY DAARDIE
WATERAKTIWITEIT WAAR GEEN NaCl BY DIE MECIUM GEVOEG IS NIE (a, = D,995)

Molaliteit | NaCl (%) |a,-gemeet |§1°5 L24M L2602 L2403 L2404 L2405 L2405 L2407 L2408 L2403 L2410 L2411 L2412 cx  Oof | oem. van
0 0 0,85 | 100 100 100 100 100 106 100 100 100 100 100 100 100 100 100 [ 100
0,2 1,05 | 0,991 | 8,93 24,69 25,53 13,87 41,49 19,53 60,74 14,48 69,05 72,38 16,85 92,21 73,75 75,00 80,80 43,73
0,4 2,28 | 0,9 | 655 14,9 23,05 7,72 7,7 14,48 12,98 6,06 33,33 11,11 16,85 5,19 7,25 61,25 67,64] 13,39
0,6 3,3 | 0,97 | 2,38 10,06 4,9 5,51 7,46 10,77 5,93 4,06 15,48 7, 10,75 3,38 3,50 55,00 66,55| 7,48
0,8 4,47 | 0,93 | 1,48 8,77 4,26 2,21 2,33 3,70 6,4 2,69 11,80 2,5 7,53 3,12 2,5 37,50 29,82 4,68
1,0 5,52 | 0,962 o si9 o o 060 067 O 268 0 O 215 0 0 3,25 58 0,%
1,2 6,55 | 0,95 3,25 o o 0 0 21,25 2,98
1,4 7,56 | 0,950 0 11,25 12,76
1,6 8,55 | 0,964 0 2,06
1,8 9,52 | 0,933 1,60
2,0 10,46 | 0,319 0,87
2,2 1,38 | 0,915 0

* Clostridium sporogenes
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TABEL 7.6 PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROEI VAN SPDORSUSPENSIES VAN Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626),

Clostridium sporogenes EN Sparolactobacillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) 8Y VERLARGDE WATERAKTIWITEIT (INGESTEL MET NaCl), UITGEDRUK IN
TERME VAN SPOORONTKIEMING EN GROEI BY DAARDIE WATERAKTIWITEIT WAAR GEEN NaCl BY DIE MEDIUM GEVOEG IS NIE (aw = 0,995)

Molaliteit |NaCl (%) |ay-gemest [ A1 L2401 L2402 L2403 L2604 L2405 L2406 L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2412 €% oo | Bepe van
0 0 0,995 | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0,2 1,15 0,991 |12,68 70,66 30,5 11,06 55,05 92,86 47,18 66,75 86,07 72,33 90,73 84,18 78,59 3,31 90,97 65,50
0,4 2,28 0,986 | 11,40 12,44 15,96 10,59 29,13 87,91 32,23 24,3 59,96 45,30 70,64 10,56 43,93 2,3  75,15| 43,42
0,6 3,39 0,978 |13,99 7,98 11,46 8,00 17,20 34,80 22,82 19,56 36,3 27,03 67,33 8,27 17,66 1,45 57,08| 23,26
0.8 4,67 0,99 | 9,59 4,93 11,46 5,88 11,01 13,55 15,28 9,29 16,25 14,16 42,3 8,03 4,42 0,935 37,27| 13,08
1,0 5,52 0,92 | 7,25 4,69 9,44 3,29 0O 3,85 9,30 5713 8,70 10,04 19,21 657 0 0,93 17,66| 6,635

1,2 6,55 0,9% |64 O © O 0O O 0 O 348 3,60 7,08 0O 0 O 0 0
1,64 7,56 0,95 | ©

* Clostridium sporogenes
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TABEL 7.7 PERSENTASIE GROEI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN Sporolactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626), Clostridium sporogenes
EN Sporolactobacillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) BY VERLAAGDE WATERAKTIWITEIT (INGESTEL MET GLISEROL), UITGEDRUK IN TERME VAN GROEI 8Y
DAARDIE WATERAKTIWITEIT WAAR GEEN GLISEROL BY DIE MEDIUM GEVOEG IS NIE (e, = 0,985)

Molaliteit Glif;§°l a-gemeet | fICC. L2001 L2402 L2603 L2404 L2405 L2406 L2407 L2408 L2409 L2410 L2411 L2412 CX os" | gem. ven
0 0 0,985 | 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
0,5 4,605 | 0,91 |B8s,88 110,74 93,50 94,02 98,92 96,51 90,16 01,62 96,05 98,12 85,53 104,17 115,47 94,48 72,62 | 98,73
1,0 s,210 | 0,961 |90,80 104,91 84,18 85,75 85,14 85,56 90,93 84,59 81,05 72,31 65,99 81,48 114,35 9,85 70,56 | 86,44
1,5 13,815 | 0,957 |@3,4 79,45 56,78 66,98 78,92 75,81 60,88 81,62 70,79 65,05 59,64 83,10 93,92 4,18 61,0 | 72,76
1,8 16,578 | 0,97 |72,33 69,94 50,28 65,52 59,03 69,89 51,81 77,57 59,74 45,24 50,76 65,97 73,20 54,76 | 61,66
2,0 18,420 | 0,944 |66,87 57,06 47,7 56,41 65,14 62,10 57,51 62,16 57,89 43,01 37,06 58,33 72,10 49,94 | 56,38
2,2 20,262 | 0,90 |s8,28 54,60 43,22 66,95 60,00 65,86 41,97 60,54 49,21 42,74 35,04 61,81 6,78 50,98 | 54,31
2,4 22,104 | 0,935 |38,88 60,43 42,08 58,69 52,97 51,88 26,17 55,14 54,47 34,95 30,46 53,01 62,98 36,77 | 48,60
2,6 23,946 | 0,926 |38,65 59,20 32,48 54,42 34,05 43,01 18,91 47,47 45,00 33,33 26,65 51,39 66,85 30,70 | 42,74
2,8 25,788 | 0,917 |25,46 5,21 28,81 44,44 27,30 12,90 6,95 44,32 14,21 27,96 18,78 54,17 58,01 23,01 | 32,67
3,0 27,630 | 0,906 - 17,98 - 16,24 4,85 1,08 3,89 6,76 10,00 - - 40,05 45,30 25,26 | 12,11
3,2 29,472 | 0,805 - 480 - 3,98 59 - - - 4 - 26,85 43,09 11,85 | 5,83
3.4 1,34 | 0,904 - - - - - - - - 23,15 35,15 2,7 | 4,69
3,6 33,156 | 0,881 . - - - - - - - 6,63 1,57 -
3,8 34,998 | 0,880 - - - - - - - -

* Clostridium sporogenes
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TABEL 7.8 PERSENTASIE SPODORONTKIEMING EN GROEI VAN SPDORSUSPENSIES VAN Sporplactobacillus inulinus (ATCC 15538), Bacillus cereus (DSM 626),
Castridium sporogenss EN Sporolactobacillus-ISOLATE (L2401 TOT L2412) BY VERULAAGDE WATERAKTIWITELIT (INGESTEL MET GLISEROL), UITGEDRUK
IN TERME VAN SPOORONTKIEMING EN GRDEI BY DAARDIE WATERAKTIWITEIT WAAR GEEN GLISEROL BY DIE MEDIUM GEVOEG IS NIE (a, = 0,985)

Molaliteit | SHOSEOL | o emeet |AICT L2401 L2402 (2603 L2604 L2405 L2406 L2407 L2408 L2408 L2610 L2411 L2412 ¢ oon | Fem van
0 0 100 10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 100
0,5 4,605 | 0,91 |78,17 89,13 91,24 61,98 62,56 83,41 92,11 85,4 59,63 105,5 97,22 81,68 91,77 12,41 85,89| 85,68
1,0 9,20 | 0,91 |87,31 75,65 92,01 58,46 80,35 83,98 92,9 112,37 87,02 67,02 74,44 89,33 73,03 82,20| 84,50
1,5 13,615 | 0,957 |81,76 79,20 83,15 70,55 77,48 74,14 99,09 117,35 56,80 81,33 82,82 89,06 107,99 27,15| 87,16
1,8 16,578 | 0,947  |56,35 69,27 87,63 69,01 63,80 53,3 93,27 112,47 49,90 70,67 79,80 83,21 91,77 20,51| 79,55
2,0 18,420 | 0,881 |S7,36 63,12 87,89 66,35 65,34 53,94 93,27 110,09 35,50 59,11 62,07 72,52 80,38 73,72
2,2 20,262 | 0,960 |47,46 67,85 76,55 64,40 62,25 48,03 92,11 97,72 32,86 51,78 67,68 63,61 80,87 67,14
2,4 22,04 | 0,935 [36,55 54,37 70,01 52,53 46,58 47,78 61,87 89,95 19,27 54,67 67,17 51,40 61,74 58,11
2,6 23,946 | 0,926 |22,59 35,46 48,97 44,18 34,88 38,18 69,59 79,91 19,07 45,11 50,00 53,18 62,26 48,32
2,8 25,788 | 0,917  |21,32 4,350 41,43 33,63 32,89 41,87 59,06 57,08 10,55 39,11 47,72 53,94 43,88 42,56
3,0 27,630 | 0,906 [10,41 34,75 42,01 36,04 29,80 43,60 52,3 64,84 4,87 37,78 23,48 45,06 51,57 38,84
3,2 29,472 | 0,905 [10,91 36,41 41,48 38,12 36,20 37,93 53,51 47,03 1,22 34,67 22,98 45,55 52,06 37,35
3,4 3,34 | 0,904 | 8,14 39,24 36,60 20,66 19,87 23,65 38,89 39,82 32,46 20,20 38,93 36,32 28,85
3,6 33,15 | 0,881 6,35 23,88 9,89 2,87 14,29 16,08 29,22 8,22 5,66 29,01 28,33 13,79
3,8 34,938 | 0,880 4,02 4,86 2,87 3,20 12,28 1,83 1,11 1,26 2,04 2,66 3,00

4,0 36,840 | 0,868 725 - - 1,89 - - .

* Clostridium sporogenes
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TABEL 7.9 LOGS VAN DIE GETAL OORLEWENDE ORGANISMES IN VEGETATIEWE SELSUSPENSIES IN GYP-S0P
ol
BY VERSKILLENDE BESTRALINGSDOSISSE (LOG VAN LEWENDE SELTELLING.m2 )

Dosis (kGy) fﬁﬂiiﬁﬁﬁfﬁ?ﬁﬁféé‘éz) L2403 | L2405 | L2411 | L2412 Bacn%;:m‘:;;:‘)‘s Zhjzr::i:“
0 4,68 5,00 | 4,20 | 4,6 | 4,18 5,50 4,06
0,5 3,42 3,56 | 3,34 | 3,60 | 3,00 5,81 3,34
1,0 2,48 2,73 | 1,18 | 2,25 | 2,31 5,96 2,63
1,5 1,54 1,62 | 0,90 5,90 2,35
2,0 0,60 0,80 5,96 1,55
2,5 4,83 1,17
3,0 4,23 0,48
3,5 3,86
4,0 2,62
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TABEL 7.10 LOGS VAN DIE GETAL OORLEWENDE ORGANISMES IN SPOORSUSPENSIES IN GYP-SOP BY
-1
VERSKILLENDE BESTRALINGSDOSISSE (LOG VAN LEWENDE SELTELLING.m2 )

Dosis (KkGy) iﬁg;gﬁﬂ:tzﬁggi;égz) L2403| L2405 | L2411 | L2412 Baca;;:ﬁé;:;eps §1°:2ri:i:m
0 7,11 5,90 | 5,76 | 3,45| 3,28 8,84 3,56
1,0 5,98 5,46 | 4,68 | 3,00 2,92 7,92 3,08
2,0 4,70 5,13 4,37 2,89 | 2,50 6,95 2,85
3,0 ,08 4,61 3,88 2,70 2,32 6,71 2,30
4,0 3,95 4,00| 3,85 2,53 | 2,08 6,3
5,0 3,57 3,72| 3,36 | 1,92 1,54 5,76
6,0 3,15 3,06 2,95| 1,56 | 0,95 4,26
7,0 2,78 2,57 2,74 | 1,1 3,53
8,0 2,00 1,85 2,32 2,65
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TABEL 7.11  VERANDERING IN DIE MIKROBEPOPULASIE TYDENS OPBERGING VAN EXSPERIMENTELE RAKSTABIELE FRANKFURTHER-TIPE WORS WAT MET VERSKILLENDE
ENDOSPOORVORMENDE BAKTERIEE GEINDKULEER IS (LOG VAN LEWENDE SELTELLING.g ')

Kontrole Frankfurter + Sporolactobacillus Frankfurter + Sporolactobacillus + Bacillus
Inkubasie | Inkubasie
Tyd Temperatuur | Totale Totale Totale Totale Totale Sporolacto.| Totale Totale Totale Sporolactol
telling spore telling Bacillus- | Sporolacto.|spore telling Bacillus- | Sporolacto. |Spore
spore spore
0 0 2 1 2,70 2,85 4,60 4,68 5,56 5,34 S 5
1 week 4°C 2,32 1,42 2,85 2,18 4,30 5,87 5 5,18 4
25°C 2,70 1,48 1,90 2,60 4,15 4,20 5,81 5,48 5,30 3,48
37°C 2,15 1,0 1,60 2,48 4,30 4,08 5,69 5,30 4,30 3,85
2 weke 4°C 2,42 1,30 2,70 2,15 4,38 4,32 5,81 5,23 5,08 4,08
25°C 2,48 1,54 2 1,35 4,32 4,26 5,60 5 5,18 3,51
37°C 2,08 1,20 2,70 2,40 4,40 4,36 5,48 5442 4,70 3,60
4 weke 4°C 1,48 1,30 1,95 2,08 3,54 4,48 4,95 5,04 5 4,38
25°C 1 1,48 2,60 1,4 3,23 4,38 5,30 5 4,88 3,48
37°C 1 1,30 1,48 2 3,30 4,28 5,51 5,60 4,56 4,30
S weke 4°C 1,30 1,30 2 2,15 3,45 4,40 4,94 5,11 4,08 4,32
25°C 1,30 1 1,90 1,70 3,30 4,45 4,72 5 4,72 3,53
37°C 1 1,04 1,30 2,04 3,28 4,32 4,92 4,65 4,61 4,32
7 weke 4°C 2 1 1,60 1 3,60 4,18 4,54 4,90 4,0 4,30
25°C 1,18 1 1,15 1 2,94 4,0 4,60 4,95 4,08 3,40
37°C 1 1 1 1 3,0 4,08 4,48 4,90 4,32 4,0

L6

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2018



Y
% UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
"/ UNIVERSITY OF PRETORIA
P YU

NIBESITHI YA PRETORIA

82

TABEL 7.12 VERANDERING IN pH- EN a ,-WAARDES VAN EKSPERIMENTELE RAKSTABIELE
FRANKFURTER-TIPE WORS, WAT MET VERSKILLENDE ENDOSPOORVORMENDE BAKTERIéE
GEINOKULEER IS, TYDENS OPBERGING

F Frandfurter +
Kontrole rankfurter + .
. . on . Bacillus +
Inkubasie | Inkubasie Sporolactobacillus —_— 1
Sporalactabacillus
Tyd Temperatuur
pH ay pH a, pH a,
0 0 5,31 0,924 5,27 0,920 5,26 0,930
1 week 4°C S,14 5,15 5,25
25°C 5,19 4,90 5,02
37°C 5,10 0,926 4,75 0,920 4,75 0,928
2 weke °c 5,13 5,15 5,18
25°C 5,05 4,89 4,98
37°C 4,98 0,925 4,78 0,924 4,82 0,930
4 weke 4°C 5,12 89,17 5,15
25°C 4,87 4,79 4,70
37°C 4,89 0,926 4,77 0,924 4,80 0,928
S weke 4°C 5,19 5,19 5,19
25°C 4,92 4,81 4,81
37°C 4,89 0,928 4,78 0,925 4,80 0,928
7 weke 4°C 5,24 5,13 5,12
25°C 4,98 4,77 4,72
37°C 4,96 0,930 4,79 0.927 4,80 0,926
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FIG.7.1: GROElI VAN Sporo/octotact/us—ISOLATE (L 2401 —L 2412)
BY VERSKILLENDE pH—WAARDES UITGEDRUK i.t.v. ABSORBANSIE.
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FIG.7.2: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROEI VAN
Sporolfoctoboc///us—ISOLATE (L 2401—L 2412) BY VER-—
SKILLENDE KONSENTRASIES NATRIUMNITRIET i.t.v.
SPOORONTKIEMING EN GROElI BY O mg/l NATRIUMNITRIET.
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FIG.7.3: PERSENTASIE GROElI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN
Sporoloctotoc//us—ISOLATE (L 2401—L 2412) BY VERSKILLENDE
KONSENTRASIES KALIUMSORBAAT UITGEDRUK i.t.v. GROEI BY

0 mg/|l KALIUMSORBAAT (kontrole).
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FIG.7.4: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROE|l VAN SPOOR—
SUSPENSIES VAN Sporo/octobacus—ISOLATE (L 2401 —L 2412)
BY VERSKILLENDE KONSENTRASIES KALIUMSORBAAT it.v. SPOOR—
ONTKIEMING EN GROEI BY O mg/! KALIUMSORBAAT (kontrole).
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FIG./.5: PERSENTASIE GRCE!I VAN VEGETATIEWE SELLE VAN
Sporolfactoboc/us—ISOLATE (L 2401—L 2412) BY VERLAAGDE
aw (ingestel met NaCl) i.t.v. GROElI BY aw WAAR GEEN
NaCl BY DIE MEDIUM GEVOEG IS NIE (aw = 0,395).
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SPOORONTKIEMING EN GROEI itv. aw = 0.

FIG.7.6: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROE| VAN SPOOR—
SUSPENSIES VAN Sporo/ociobacius—ISOLATE (L 2401 —L 2412)
BY VERLAAGDE aw (ingestel met NaCl) i.t.v. SPOORONTKIEMING
EN GROEI BY aw = 0.995 (kontrole).
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FIG.7.7: PERSENTASIE GROElI VAN VEGETATIEWE SELLE VAN

Soorofactotbocus—ISOLATE (L 2401—L 2412) BY VERLAAGDE aw
(ingestel met glisercol) UITGEDRUK i.t.v. GROElI BY aw WAAR
GEEN GLISEROL BY DIE MEDIUM GEVOEG IS NIE {(aw = (,985).
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FIG.7.8: PERSENTASIE SPOORONTKIEMING EN GROE! VAN SPOOR-—
SUSPENSIES VAN Sporo/octobocitivs—isolate (L 2401 —L 2412)
BY VERLAAGDE aw (ingestel met gliserol) i.t.v. SPOORONT—
KIEMING EN GROElI BY aw = 0,985 (kontrole).
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