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LIPOLYTIC ACTIVITIES OF STAPHYLOCOCCI AND MICROCOCCI

J . T .  P a t t e r s o n ,
M i n i s t r y  o f  A g r ic u l t u r e  f o r  N o r th e r n  I r e l a n d  

a n d  The Q u een ’ s  U n i v e r s i t y  o f  B e l f a s t .

I n t r o d u c t io n .
The im p o r ta n c e  o f  t h e  l i p o l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  m ic r o c o c c i  i n  d r y  

s a u s a g e s  an d  c u r in g  B r in e s  h a s  B een  e x a m in e d  By P o h ja  an d  N i in iv a a r a  
( l  964) an d  Nurm i a n d  N i in iv a a r a  (1 964 ) an d  t h e s e  w o r k e r s  h a v e  a l s o  
s u r v e y e d  th e  l i t e r a t u r e  d e a l i n g  w i t h  t h i s  s u b j e c t .  K i t c h e l l  ( 1962 ) 
r e v ie w e d  t h e  l i t e r a t u r e  d e a l i n g  w i t h  m ic r o c o c c i  a n d  c o a g u la s e  n e g a t i v e  
s t a p h y l o c o c c i  i n  c u r e d  m ea t an d  m ea t p r o d u c t s  a n d  o b s e r v e d  " th e  
f a c t o r s  g o v e r n in g  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  " r a n c id i t y "  i n  f a t  a r e  c o m p le x .  
A l l  t h a t  c a n  Be s a i d  o f  t h e  r o l e  o f  m ic r o c o c c i  i s  t h a t  a  num ber o f  
t h o s e  i s o l a t e d  fro m  m e a t p r o d u c t s  p o s s e s s  en zym es c a p a b le  o f  B r in g in g  
a b o u t  r e l e v a n t  r e a c t i o n s . "  A lth o u g h  t h e r e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  Be 
much known a b o u t  t h e  l i p o l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  t h i s  g r o u p  o f  B a c t e r i a  on  
B a c o n , s e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e y  h a v e  some im p o r ta n c e  
i n  t h e  s p o i l a g e  o f  t h i s  f o o d .  J o n e s  (1 9 4 9 )  h a s  p o i n t e d  o u t  t h a t  
w hen c o n d i t i o n s  a r e  s u i t a b l e ,  e . g .  a  l o n g  p e r io d  o f  m a t u r a t io n ,  o r  a  
r i s e  i n  te m p e r a tu r e  o r  h u m id i t y ,  s l i m i n e s s  c a n  d e v e lo p  o n  B a co n  s i d e s ,  
l a r g e l y  due t o  m i c r o c o c c i ,  th o u g h  P r o t e u s ,  B a c i l l u s . and  o t h e r  s p e c i e s  
may p la y  a  p a r t .  S l im e  f o r m a t io n  may h a v e  a  B e n e f i c i a l  e f f e c t  on  
f l a v o u r  f o r m a t io n ,  B u t  i f  a l lo w e d  t o  d e v e lo p  t o o  f a r ,  c a n  r e s u l t  i n  
t a i n t  o f  t h e  m e a t . In g ra m  (1 9 5 2 )  i n  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  B a co n  
gammons fo u n d  a  f l o r a ,  m a in ly  m i c r o c o c c i ,  w h ic h  h a d  a n  optim um  
te m p e r a tu r e  o f  2 5 °G , c o u ld  t o l e r a t e  h ig h  c o n c e n t r a t io n s  o f  s a l t  an d  
r e d u c e  n i t r a t e .  The t y p e  o f  s p o i l a g e  w as a  g r a d u a l l y  d e v e lo p in g  
c h e e s i n e s s  and r a n c i d i t y .  M ore r e c e n t  w ork  h a s  sh ow n  t h a t  m ic r o c o c c i  
p la y  a  l a r g e  p a r t  i n  th e  s p o i l a g e  o f  vacuum  p a c k e d  B a c o n . O f n e a r l y  
6 0 0  i s o l a t i o n s  made fro m  s l i c e d  W i l t s h i r e  B a co n  By K i t c h e l l  (1 962) ,
4 1 $  w ere  m ic r o c o c c i  o r  c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t a p h y l o c o c c i .  A f t e r
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vacuum  p a c k a g in g  a n d  s t o r a g e  a t  5°>  2 0 °  a n d  30°C  u n t i l  s p o i l e d ,  t h e  
p r o p o r t io n s  o f  t h e s e  t y p e s  w ere  fo u n d  t o  b e  b e tw e e n  23  an d  l+%-, th e  
h i g h e s t  te m p e r a tu r e  o f  s t o r a g e  h a v in g  t h e  h i g h e s t  p r o p o r t io n .  The 
r e m a in d e r  o f  t h e  f l o r a  'was c o m p r ise d  m a in ly  o f  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a .  
T o n g e , B a ir d -P a r k e r  a n d  C a v e t t  ( 1 9^ 4) a l s o  fo u n d  t h a t  m ic r o c o c c i  
p la y e d  a  l a r g e  p a r t  i n  t h e  s p o i l a g e  o f  vacuum  p a c k e d  b a c o n  o f  b o th  
h ig h  an d  lo w  s a l t  c o n c e n t r a t io n  ( i n  t h i s  c a s e  th e  b a c o n  w as c u r e d  
w i t h  f r e s h  b r i n e s ) .  P r o t e o l y s i s ,  l i p o l y s i s  an d  r e d u c t i o n  o f  n i t r a t e  
a n d  n i t r i t e  w ere  a t t r i b u t e d  t o  c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t a p h y l o c o c c i .  
M ic r o c o c c i  w ere  n o t  s o  a c t i v e  i n  p r o t e o l y s i s  o r  l i p o l y s i s  a n d  t e n d e d  
r a t h e r  t o  d e la y  s p o i l a g e  b y  c a t a l a s e  n e g a t i v e  b a c t e r i a .

I t  w as d e c i d e d ,  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e s e  f i n d i n g s ,  t o  h a v e  a  c l o s e r  
l o o k  a t  th e  l i p o l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  a  g ro u p  o f  m ic r o c o c c i  an d  
s t a p h y l o c o c c i  i s o l a t e d  fr o m  b a c o n  s i d e s  c u r e d  b y  t h e  W i l t s h i r e  m e th o d .

S o u r c e  o f  t h e  s t r a i n s .
S i x t y  s t r a i n s  w ere  i s o l a t e d  from  b a c o n  s i d e s  i n  th e  m a tu r in g  

c e l l a r ,  50 from  s i d e s  5 d a y s  o u t  o f  c u r e ,  a n d  10  from  b a c o n  w h ic h  h ad  
b e e n  1 0  d a y s  i n  t h e  m a tu r in g  c e l l a r .  P r im a r y  i s o l a t i o n  w as on  
n u t r i e n t  a g a r  (40  s t r a i n s )  o r  on  n u t r i e n t  a g a r  w i t h  Lffo ( w /v )  o f  a d d ed  
s a l t  ( 2 0  s t r a i n s ) ,  th e  p l a t e s  b e in g  in c u b a t e d  f o r  4  d a y s  a t  2 5 °C .
T h ree  o f  t h e  i s o l a t e s  w ere c o a g u la s e  p o s i t i v e .  Two a d d i t i o n a l  
s t r a i n s  w er e  u s e d  i n  some o f  t h e  w o r k , v i z .  N .C .T .C . 7291 
( S t a p h y lo c o c c u s  s a p r o p h y t i c u s ) . and N .C .T .C . 7 4 4 7  ( S ,  a u r e u s ) .

C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  i s o l a t e s .
The c l a s s i f i c a t i o n  sc h e m e s  u s e d  w er e  t h o s e  o f  S h aw , S t i t t  a n d  

Cowan (1 9 5 1 )  a n d  B a ir d - P a r k e r  (1 9^ 3) • One s t r a i n  p r o v e d  im p o s s ib l e  
t o  c l a s s i f y  w i t h  c e r t a i n t y .  D e t a i l s  a r e  g iv e n  i n  T a b le  1 •
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T a b le  1 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  i s o l a t e s . .

N o . o f  
i s o l a t e s
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S t r a i n s  f a l l i n g  i n t o  B a ir d -P a r k e r  s u b -g r o u p s

I
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1  k  1  k
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M ed ia  and m e th o d s .
The f o l l o w i n g  b a s e  m edium  w a s  u s e d  th r o u g h o u t  t h e  s t u d y : -

g a .
P e p to n e  (O x o id  1 3 7 ) 10
Y e a s t  e x t r a c t  (O x o id ) 3
N aC l 5
A gar (O x o id  N o .3 ) 12
D i s t .  w a te r 1 l i t r e

F o r  e x p e r im e n t s  w h ere  th e  m edium  was u s e d  a t  o r  n e a r  n e u t r a l i t y  
t h e  pH w as a d j u s t e d  to  7 . 0  and th e  m edium  a u t o c la v e d  f o r  1 5  m in . a t  
1 5  l b .  10  g .  o f  t h e  s e l e c t e d  f a t  w as a d d e d  t o  90 m l. o f  a  2fo (w /v )  
Na c i t r a t e  s o l u t i o n ,  t h e  m ix tu r e  h e a t e d  t o  c a .  60°C an d  e m u l s i f i e d  
t w ic e  o r  m ore th r o u g h  a  P e n ta c r e m e  Home C ream  M aker 2 0 0 3 ,  an d  
s t e r i l i z e d  b y  s te a m in g  f o r  30  m in . on  e a c h  o f  3 s u c c e s s i v e  d a y s .
10 m l. o f  t h i s  e m u ls io n  w ere  a d d e d  t o  e a c h  100  m l. o f  m e l t e d  b a s e  
m edium j u s t  b e f o r e  t h e  p l a t e s  w er e  p o u r e d . P o u red  p l a t e s  w ere  d r i e d  
• v e m i g h t  a t  37°C , a n d  s t r e a k e d  w i t h  3 s t r a i n s  on  e a c h  p l a t e ,  fro m  
c u l t u r e s  g ro w n , g e n e r a l l y  o v e r n i g h t ,  i n  n u t r i e n t  b r o t h  a t  3 0  C .
The p l a t e s  w er e  in c u b a t e d  f o r  6 d a y s  a t  3 0 °C , th o u g h  ex a m in e d  a f t e r  
2 o r  3 d a y s ,  o r  f o r  21 d a y s  a t  4 ° C . O th e r  e x p e r im e n t a l  d e t a i l s  
a r e  o u t l i n e d  i n  th e  r e l e v a n t  s e c t i o n s .



- 4 -

E xpe r i m e n t a l .

1 •  H y d r o ly s i s  o f  v a r io u s  f a t s «
The f o l l o w i n g  f a t s  w ere  in c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  "base m edium  a t  th e  

l e v e l : -  " b u tte r , l a r d ,  t r i b u t y r i n ,  t r i o l e i n ,  p a lm  k e r n e l  o i l .
The h y d r o l y s i s  o f  t r i h u t y r i n  w a s  d e te r m in e d  b y  m e a s u r in g  t h e  d ia m e t e r  
o f  t h e  c l e a r  z o n e ,  i f  a n y , a ro u n d  a  s i n g l e  c o lo n y  (N urm i and  
N i i n i v a a r a ,  1 964) :

-  = no ch a n g e  a r o u n d  t h e  c o l o n y .
( + )  = s l i g h t  c l e a r i n g  a ro u n d  t h e  c o l o n y .

+ = d i s t i n c t  c l e a r i n g  a r o u n d  H ie c o l o n y ,  6 - 9  ®nm i n  d ia m e t e r .
++ = m arked  c l e a r i n g  a r o u n d  th e  c o l o n y ,  1 0  mm o r  g r e a t e r  i n

d ia m e t e r .

A t ta c k  on  th e  o t h e r  f a t s  w as n o t e d  b y  th e  m eth o d  o f  B e r r y  ( l 9 3 3 ) >  i n  
w h ic h  t h e  p l a t e  w a s  f l o o d e d  w i t h  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  CuSO^ f o r  
5 m i n . , and t h e n  a n y  b lu e  o r  b l u i s h - g r e e n  c o l o u r  n o t e d :

-  = n o  ch a n g e  a r o u n d  t h e  c o l o n y .
( + )  = s l i g h t  c o l o u r a t i o n  a ro u n d  t h e  c o l o n y .

+ = d i s t i n c t  c o l o u r a t i o n  aro u n d  th e  c o l o n y .
++ = m ark ed  c o l o u r a t i o n  a r o u n d  th e  c o l o n y ,  e x t e n d in g  s e v e r a l

mm. i n t o  t h e  m edium .

The r e s u l t s  o f  t h i s  f i r s t  e x p e r im e n t  a r e  g i v e n  i n  T a b le  2 .

T a b le  2 .  H y d r o ly s i s  o f  v a r io u s  f a t s  b y  b a c o n  i s o l a t e s . . .

N o . o f
s t r a i n s
t e s t e d

N o , o f  s t r a i n s  g i v i n g  t h e  s p e c i f i e d  r e a c t i o n s  w hen  
E x t e n t  o f  t h e s e  s u b s t r a t e s  w ere a d d e d  t o  t h e  b a s e  medium

a t t a c k S\/—
T r i b u t y r i n Lai-d B u t t e r T r i o l e i n

\
P alm  K e r n e l

No g ro w th 2 0 0 0 0
— 1 4 9 4 8 39 36
(+) 37 9 11 8 20
+ 15 1 0 11 3
++ 5 1 1 2 1

60
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From t h e s e  r e s u l t s  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  57  ( 9 f $ )  o f  1he i s o l a t e s  
g a v e  some h y d r o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n ,  w h e r e a s  t h e  o t h e r  f a t s  w ere  
a t t a c k e d  b y  f a r  f e w e r  s t r a i n s ,  v i z ,  l a r d  ^8yc, b u t t e r  20  
t r i o l e i n  3^ o  an d  p alm  k e r n e l  b y  4 O; o f  t h e  s t r a i n s .  T h e se  r e s u l t s  
do n o t  a g r e e  v e r y  w e l l  w i t h  t h o s e  o f  Nurm i an d  l . i i n i v a a r a  ( 1964 ) who 
fo u n d  32  o u t  o f  91 s t r a i n s  o f  M ic r o c o c c u s  ( 35 /¿) a t t a c k e d  p o r k  f a t  a t  
pH 7 an d  71 o u t  o f  1O8 ( 66fá) a t t a c k e d  t r i b u t y r i n  a t  t h i s  pH, F o r  
S ,  a u r e u s  co m p a r a b le  f i g u r e s  w e r e  6 o u t  o f  8 s t r a i n s  (7 5 /c ) f o r  p o ik  
f a t ,  an d  11  o u t  o f  1 1  ( l 0 ( $ )  f o r  t r i b u t y r i n .  T h e se  w o r k e r s  f e l t  
t h a t  t h e  h y d r o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n  w as a  u s e f u l  i n d i c a t i o n  o f  th e  
a t t a c k  on  p o r k  f a t .  P o h ja  an d  N i in iv a a r a  (1 964) h o w e v e r , a l s o  
p o i n t e d  o u t  t h a t  s t r a i n s  w h ic h  c a u s e  l i p o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n  do n o t  
a lw a y s  c a u s e  l i p o l y s i s  o f  a n im a l f a t s ,  an d  i t  i s  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  
t o  ex a m in e  th e  l i p o l y t i c  c a p a c i t y  o f  th e  i s o l a t e s  a g a i n ,  u s i n g  a n im a l  
f a t  i n  th e  m edium . I n  t h i s  c a s e  t h e y  fo u n d  t h a t  o f  76 m ic r o c o c c i  
a t t a c k i n g  t r i b u t y r i n ,  27 a l s o  a t t a c k e d  l a r d .

From  th e  60 s t r a i n s  t h u s  t e s t e d ,  1 9 w ere  s e l e c t e d  a s  b e in g  
a c t i v e  i n  t r i b u t y r i n  h y d r o l y s i s .  F i f t e e n  g a v e  a t  l e a s t  a  + r e a c t i o n ,  
and 4  a t  l e a s t  ( + ) .  To t h e s e  w as a d d e d  N .C .T .C , 7291 ,  a n d  a l s o  t h e  * 
t h r e e  c o a g u la s e  p o s i t i v e  i s o l a t e s  a n d  N .C .T .C . 7 4 4 7 ,  a l l  a t  l e a s t  + . 
T h is  g a v e  a  t o t a l  o f  2 4  s t r a i n s ,  2 0  o f  w h ic h  w er e  c o a g u la s e  n e g a t i v e ,  
an d  4  c o a g u la s e  p o s i t i v e .  The c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e s e  s t r a i n s  i s  
g iv e n  i n  T a b le  3 ,

T a b le  3 » C l a s s i f i c a t i o n  o f  s t r a i n s  u s e d  i n  e x p e r im e n t s
on  f a t  l i p o l y s i s .

N o , o f  
s t r a i n s

2 4

2 4

S t r a i n s  f a l l i n g  i n t o  Shaw s u b -g r o u p s
'---------------- -----------------^1  1  1  4  1

4  8  12 0  0

I

S t r a i n s  f a l l i n g  i n t o  B a ir d -P a r k e r  s u b -g r o u p s
S ta p h y lo c o c c u s  M ic r o c o c c u s

I I  I I I  IV  V VI 1  2 ¿  ¡t  ¿
0 2 1  3  12

i 1
0 04 0 0 1 0 1



- 6 -
2 .  E f f e c t  o f  a d d in g  v a r y i n g  l e v e l s  o f  s a l t  (N a C l)  

t o  th e  m edium  a t  pK 6 an d  7 . u s i n g  t r i b u t y r i n  
a s  s u b s t r a t e .

The v a r io u s  l e v e l s  o f  s a l t  w ere  ad d ed  t o  t h e  h a s e  m edium  w h ic h  w as  
th e n  r e s t e r i l i z e d  a t  1 0 l h .  p r e s s u r e  f o r  1 0 m in . "before a d d in g  1/ o o f  
t r i b u t y r i n .  The m edium a t  pH 6 w as made up  i n  0.1  M c i t r a t e  p h o sp h a te  
" b u ffer  ( a s  i n  M ack ie  a n d  M cC a rtn ey , 1 9 6 0 ) .  A pH c h e c k  o n  t h e  p o u r e d
p l a t e s  sh ow ed  a  v a r i a t i o n  o f  fro m  6 .0  a t  o f  s a l t  t o  5*6  a t  6%.
The r e s u l t s  a r e  su m m arized  i n  T a b le  l+. The p l a t e s  w e r e  in c u b a t e d  f o r  
6 d a y s  a t  30°C .

T a b le  4 . H y d r o ly s i s  o f TBa* b y  s e l e c t e d  s t r a i n s  a t  pH 6 & 7 .
w i t h v a r io u s  l e v e l s o f  s a l t a d d e d .

N o . o f  s t r a i n s E x t e n t  o f L e v e ls  o f  s a l t  a d d e d  t o  b a s e  m edium ,
t e s t e d c l e a r i n g a t  pH 7

_____A
r 0 1 2 1 i t 5  k

20 ,  c o a g u la s e - 0 0 0  1 1 0  0
n e g a t i v e . ( + ) 2 5 4  3 6 9 11+ 9 9 12 1 4 11 10  7++ 9 6 4  2 2 1 2

4 ,  c o a g u la s e ( + ) 0 0 0  0 0 2 1p o s i t i v e . + 2 2 2 2 2 0  1
++ 2 2 2 2 2 2 2

L e v e l s  o f  s a l t  a d d e d  t o b a s e  m edium ,
a t  pH 6

/  1 2 1 à 1 6 1
20 ,  c o a g u la s e - 0 1 1 1 1 2

n e g a t i v e . ( + ) 3 3 7 5 6 1 3+ 13 15 11 1 3 12 3++ 4 1 1 1 1 2
4 ,  c o a g u la s e ( + ) 0 0 1 1 2 2

p o s i t i v e . + 2 2 2 2 0 0++ 2 2 1 1 2 2
*TEA = t r i b u t y r i n  a g a r .



- 7 -

From t h e s e  r e s u l t s  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e s e  s t r a i n s  c a n  s t i l l  a t t a c k  t h e  
t r i b u t y r i n  a t  f a i r l y  h ig h  l e v e l s  o f  a d d e d  s a l t ,  a t  pH 6 a s  w e l l  a s  a t
pH 7 .

3 .  H y d r o ly s i s  o f  TBA, w i t h  a d d e d  s a l t ,  a t  k°G ._
I t  w as th o u gh t  o f  i n t e r e s t  t o  s e e  t h e  e f f e c t  o f  i n c u b a t io n  a t  4  ^ 

w h ic h  i s  a p p r o x im a te ly  m a t u r a t io n  room  t e m p e r a tu r e .  T h e se  b a c t e r i a  
grow  r a t h e r  s l o w l y  a t  t h i s  t e m p e r a tu r e ,  i f  a t  a l l ,  s o  t h a t  a  lo n g  
i n c u b a t io n  t im e  (21 d a y s )  w as r e q u ir e d  t o  g i v e  r e a d a b le  r e s u l t s .
T h e se  a r e  r e c o r d e d  i n  T a b le  5»

T a b le  5« H y d r o ly s i s  o f TBA. a t  t £  7  a f t e r  21 d a y s  a t  4 ° C .

N o . o f  s t r a i n s  
t e s t e d

E x t e n t  o f  
c l e a r i n g

L e v e l  o f  a d d e d  s a l t  i n  t h e  
b a s e  medium____ / X _ _ _________——

n r 2 1  k  1 6
2 0 ,  c o a g u la s e  

n e g a t i v e .
No g ro w th  

( + )

5
1

1 4

5 4 6 4  
1 2  0  2 

1 4  1 4  1 4  1 4

5
1

1 4

1+, c o a g u la s e A l l  f a i l e d  t o  g ro w .
p o s i t i v e .

The a d d i t i o n  o f  s a l t  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  l i p o l y s i s  to  a n y  g r e a t  
e x t e n t ,  a n d  i t  i s  s i g n i f i c a n t  t h a t  l i p o l y s i s  s t i l l  o c c u r r e d  w i t h  7Q% 
o f  t h e  c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t r a i n s  a t  a  t e m p e r a tu r e  a s  lo w  a s  4  C .

4 .  H y d r o ly s i s  o f  TBA. w i t h  a d d e d  s a l t ,  n i t r a t e  a n d  n i t r i t e . .
When c u r in g  b a c o n  s i d e s  b y  th e  'W il t s h ir e  m e th o d , n i t r a t e  an d

n i t r i t e  a re  u s e d  a s  w e l l  a s  s a l t ,  a n d  a r e  t o  b e  f o u n d  i n  t h e  c u r e d
p r o d u c t .  To t e s t  w h e t h e r  th e  a d d i t i o n  o f  t h e s e ,  a t  t h e  l e v e l s  w h ic h
c o u ld  b e  p r e s e n t  i n  b a c o n  w o u ld  a f f e c t  l i p o l y s i s ,  t h e  f o l l o w i n g  w ere
a d d ed  t o  t h e  b a s e  m e d ia  a t  pH 6 a n d  7»

S a l t  0 ,  1 ,  2 ,  3 ,  4 ,  5 ( a s  % w /v )
P o t a s s iu m  n i t r a t e  2 ("  " " )
S od iu m  n i t r i t e  1 0 0  p a r t s  p e r  m i l l i o n .
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The r e s u l t s  o b t a in e d  a f t e r  in c u b a t in g  t h e  p l a t e s  a t  30°C  f o r  6 d a y s  
a r e  su m m arized  i n  T a b le  6 t o  sh ow  o n l y  t h e  0  an d  %  s a l t  l e v e l s .
I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  l i p o l y s i s  w a s o b s e r v e d  a t  b o t h  pH v a l u e s  i n  th e  
p r e s e n c e  o f  th e  v a r io u s  a d d i t i o n s .

T a b le  6 .  H ydr o l y s i s  o f  TBA, a t  pH 6 & 7 i w i t h  a d d i t i o n s  
o f  0  & %  s a l t .  2% p o t a s s iu m  n i t r a t e  an d  
1 00 com , so d iu m  n i t r i t e .

N o . o f  s t r a i n s  
t e s t e d

E x t e n t  o f  
c l e a r i n g

N o . o f  s t r a i n s  g i v i n g  t h e  s
w i t h : -

No ad d ed  s a l t

■ p ec ified  r e a c t i o n s
lrfo a d d ed  s a l t  / S -

piH 6 7  ^ 6 7  1
1 8 ,  c o a g u la s e  

n e g a t i v e . ( + )+
112
5

18
9

3
1 50

0
10

8

4 ,  c o a g u la s e  
p o s i t i v e .

( + )+
++

1
2
1

1
1
2

3
10

10
3

5 .  L i n o l v s i s  o f  l a r d  a t  rH 6 an d  7 - a f t e r  6 d a y s  a t  3Q°C 
an d  21 d a y s  a t  4 UC«

A lth o u g h  th e  h y d r o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n  may b e  i n d i c a t i v e  o f  an  
o r g a n is m 's  a b i l i t y  t o  a t t a c k  o t h e r  f a t s  i t  w o u ld  be more v a lu a b l e  i f  
i t  c o u ld  b e  d e m o n s tr a te d  t h a t  p i g  f a t  w a s  a t t a c k e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  
r e s e m b l in g  t h o s e  fo u n d  i n  t h e  m a tu r in g  c e l l a r .  The r e s u l t s  o b s e r v e d  
i n  t h i s  e x p e r im e n t  a r e  r e c o r d e d  i n  T a b le  7 .  I n  c a s e  t h e  u s e  o f  0 .1  M 
p h o s p h a te  b u f f e r  h ad  g i v e n  f a l s e  p o s i t i v e  r e s u l t s ,  t h e  e x p e r im e n t  w as  
r e p e a t e d  a t  pH u s i n g  0.1 l l  c i t r i c  a c id /s o d iu m  c i t r a t e  b u f f e r .  T h is  
t im e  o n l y  6 o f  t h e  c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t r a i n s  g a v e  s l i g h t  l i p o l y s i s ;
2 o f  t h e  c o a g u la s e  p o s i t i v e  s t r a i n s  g a v e  g o o d  l i p o l y s i s ,  and  2 g a v e  
s l i g h t .  I t  seem s l i k e l y  t h a t  som e o f  t h e  s l i g h t  p o s i t i v e s  r e c o r d e d  
i n  T a b le  7 w er e  f a l s e  p o s i t i v e s  due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s p h a te  i n  
t h e  m edium .



- 9 -

T a b le  7» L i p o l y s i s  o f  p i g  f a t  a t  pH 6 & 7 , a t  4

N o , o f  s t r a i n s  
t e s t e d

2 0 ,  c o a g u la s e  
n e g a t i v e .

4 ,  c o a g u la s e  
p o s i t i v e .

E x t e n t  o f  
l i p o l y s i s

N o , o f  s t r a i n s  g i v i n g  th e  s p e c i f i e d  r e a c t i o n s  
a f t e r  6 d a y s  a t  30°  o r  21 d a y s  a t  4 ° 0 .

7
3 0 á ’

A
3 0 °

g ro w th 1 3 1 2 1
— 7 4 5 . 1 9

( + ) 0 15 0* 0
+ 0 0 0 0
++ 0 0 0 0

1 3  s t r a i n s sh o w ed  g r e e n i s h  b lu e  
u n d e r  c o l o n y .

o o H O 5

g ro w th 4 0 4 0
— 0 0 0 3

( + ) 0 4 0 0
+ 0 0 0 1

6 ,  L ip a s e  a d a p t io n .
To s e e  i f  t h e  l i p a s e ,  o r  l i p a s e s ,  o f  t h e s e  s t r a i n s  v e r e  a d a p t i v e ,  

th e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e  w as a d o p t e d . S i x  s t r a i n s  fro m  b a c o n  w e r e  
c h o s e n ,  5 o f  w h ic h  g a v e  s l i g h t  t r i b u t y r i n  h y d r o l y s i s ,  t h e  o t h e r  n o n e ,  
b u t  a l l  o f  w h ic h  w ere  l i p a s e  n e g a t i v e  on l a r d .  The s t r a i n s  w e r e  grow n  
a t  30°C  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r d  o r  t r i b u t y r i n  (0.2J& w /v )  i n  b r o t h  
s i m i l a r  i n  c o m p o s i t io n  t o  t h e  b a s e  m edium , a t  pH 7» E ach  w as  
s u b c u l t u r e d  3 t im e s  i n t o  f r e s h  b r o t h s  o v e r  a  t o t a l  p e r io d  o f  6 d a y s  
"before s t r e a k i n g  on  t o  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t r i b u t y r i n  o r  l a r d  a t  pH 6 
and 7 .  One s t r a i n  p r e v i o u s l y  n e g a t i v e  o n  TBa  g a v e  s l i g h t  c l e a r i n g ,  
and 2 s t r a i n s  p r e v i o u s l y  n e g a t i v e  on  l a r d  g a v e  s l i g h t  l i p o l y s i s  a t  
pH 7 .  H ow ever  t h i s  a s p e c t  o f  t h e  p r o b le m  r e q u i r e s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .

7« A tte m p t t o  d e v e lo p  a  tu b e  m eth o d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  l i p a s e  a c t i v i t y .

I n  o u r  h a n d s , n e i t h e r  t h e  m eth o d  o f  B e r r y  ( l 9 3 3 ) ,  n o r  t h a t  o f  
J ° n e s  a n d  R ic h a r d s  ( i  9 5 2 ) g a v e  r e a l l y  c l e a r - c u t  r e s u l t s ,  e s p e c i a l l y  
w it h  t h o s e  s t r a i n s  w h ic h  o n l y  a p p e a r e d  t o  g iv e  s l i g h t  l i p o l y s i s .
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The t r i b u t y r i n  r e s u l t s  w er e  e a s i l y  r e a d ,  h u t  a n  a c c u r a t e  m eth o d  f o r  
o t h e r  f a t s  w o u ld  h e  o f  g r e a t  v a l u e .  An a t t e m p t  m s  made t o  d e v e lo p  
a  tu b e  m e th o d , w h ere  t h e  c o l o u r  d e v e lo p e d  c o u l d  h e  r e a d  on  a  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  When a  known l i p a s e  p o s i t i v e  S .  a u r e u s  w as  
grow n i n  5 m l .  o f  a  n u t r i e n t  h r o t h  w i t h  som e f a t  a d d e d , f o r  s e v e r a l  
d a y s ,  an d  t h e n  0 .1  m l .  s a t u r a t e d  CuSO^ a d d e d , a  h l u e - g r e e n  c o l o u r  
d e v e lo p e d .  The c e l l s  w e r e  sp u n  down and t h e  p e r c e n t a g e  t r a n s m is s io n  
p l o t t e d  a g a i n s t  w a v e le n g th  on  a  U nicam  S P 6 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  u s i n g  
a  d i s t i l l e d  w a t e r  b la n k .  A p e a k  t r a n s m is s io n  w as o b t a i n e d  a t  50 5  npa 
f o r  t r i b u t y r i n  and a t  5 l 0  nju f « r  l a r d  a t  pH 7 .  A t  pH 6 th e  p e a k  w a s  
a t  5 3 0  nju f o r  b o t h  l a r d  a n d  t r i b u t y r i n .  A l l  6 0  s t r a in ' -  h a v e  b e e n  
t e s t e d  b y  t h i s  m e th o d , b u t  s o  f a r  l i t t l e  c o r r e l a t i o n  n a s  b e e n  o b t a in e d  
b e tw e e n  t h i s  and t h e  p l a t e  m eth o d . V a r io u s  f a c t o r s  w o u ld  n e e d  to  b e  
s t u d i e d ,  an d  p o s s i b l y  i n d i c a t o r s  o t h e r  t h a n  CuSOj^.

D i s c u s s i o n  a n d  c o n c l u s i o n s .
M o st o f  t h e  s t r a i n s  s t u d i e d  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  h y d r o ly s e  

t r i b u t y r i n ,  b u t  n o t  many h a d  t h e  a b i l i t y  t o  a t t a c k  l a r d ,  o r  a t  l e a s t  
t h i s  a b i l i t y  was n o t  d e t e c t e d  b y  t h e  m eth o d s  u s e d .  T h is  s u g g e s t s  
t h a t  t h e  u s e  o f  t r i b u t y r i n  t o  i n d i c a t e  a t t a c k  on  o t h e r  f a t s  may n o t  
b e  v a l i d .  S i e r r a  ( 1964 ) h a s  a l s o  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  h y d r o l y s i s  
o f  t r i b u t y r i n  a lo n e  may h a v e  l e d  t o  f a l s e  c o n c l u s i o n s  i n  a s s e s s i n g  
t h e  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  o f  p r o t e o l y t i c  m ic r o o r g a n is m s . He sh ow ed  
t h a t  s u b t i l i s i n  c o u l d  q u i t e  r e a d i l y  h y d r o ly s e  t r i b u t y r i n ,  and  
p o s s i b l y  o t h e r  p r o t e o l y t i c  en zym es c o u ld  b r i n g  a b o u t  t h i s  r e a c t i o n .  
H ow ever t h o s e  s t r a i n s  w h ic h  a t t a c k e d  l a r d ,  a l s o  a t t a c k e d  t r i b u t y r i n .  
I t  seem s p r o b a b le  t h a t  som e o f  t h e s e  s t r a i n s  c o u ld  c a u s e  l i p o l y s i s  
o f  b a c o n  f a t  i n  t h e  m a tu r in g  c e l l a r ,  p a r t i c u l a r l y  i f  m a t u r a t io n  w a s  
p r o lo n g e d ,  o r  s t o r a g e  c o n d i t i o n s  s u i t a b l e .  I n  p a c k a g e d  b a c o n ,  
w h ere s t o r a g e  c o n d i t i o n s  a r e  q u i t e  o f t e n  n o t  g o o d , l i p o l y s i s  w o u ld  
a lm o s t  c e r t a i n l y  o c c u r  i f  t h e  b a c o n  w a s n o t  co n su m ed  q u i c k l y ,  o r  
p r o p e r ly  s t o r e d .
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W ith  r e g a r d  t o  c l a s s i f i c a t i o n ,  o f  t h e  11 s t r a i n s  fo u n d  c a u s in g  
l i p o l y s i s  o f  l a r d  i n  t h e  f i r s t  e x p e r im e n t  (T a b le  2 ) ,  2 s t r a i n s  w e r e  
c o a g u la s e  p o s i t i v e ,  a n d  5 o f  t h e  o t h e r s  (5 ^ o )  "belon ged  t o  B a ir d -  
P a r k e r ' s  M ic r o c o c c u s  su b -g r o u p  5« T h is  s u b -g r o u p  i s ,  a c c o r d in g  t o  
B a ir d - P a r k e r  ( l 9 62 ,  1963 ) ,  t h e  p r e d o m in a n t  M ic r o c o c c u s  s u b -g r o u p  
fo u n d  o n  b a c o n . O f t h e  1 5  c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t r a i n s  r e c o r d e d  a s  
g i v i n g  l i p o l y s i s  o f  l a r d  (T a b le  7 ) ,  a t  pH 6 ,  1 0  ( 67 0̂) w e r e  a l s o  o f  
t h i s  s u b -g r o u p . I t  l o o k s  a s  i f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  "bacon t y p e s  a r e  
m a in ly  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  ty p e  o f  s p o i l a g e ,  a n d  o n ly  s t r i c t  
a t t e n t i o n  t o  h y g ie n e  a t  a l l  s t a g e s  seem s l i k e l y  t o  k e e p  s p o i l a g e  b y  
t h e s e  o r g a n ism s  t o  th e  m inim um .

S U M  M A R Y

The l i p o l y t i c  a c t i v i t i e s  o f  6 0  s t r a i n s  o f  s t a p h y l o c o c c i  an d  
m ic r o c o c c i  i s o l a t e d  fro m  b a c o n  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,  u s i n g  t r i b u t y r i n ,  
l a r d ,  b u t t e r ,  t r i o l e i n  an d  p a lm  k e r n e l  a s  s u b s t r a t e s .  95 >̂ o f  t h e  
s t r a i n s  c a u s e d  l i p o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n ,  18?ó o f  l a r d ,  2C^ o f  b u t t e r ,  
355fo o f  t r i o l e i n  a n d  l+O/'o o f  p a lm  k e r n e l .  20 c o a g u la s e  n e g a t i v e  an d  
4  c o a g u la s e  p o s i t i v e  s t r a i n s ,  a l l  o f  w h ic h  h y d r o ly s e d  t r i b u t y r i n  
h a v e  b e e n  ex a m in e d  i n  m ore d e t a i l  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  e f f e c t  o f  pH 
an d  t e m p e r a t u r e ,  an d  o f  a d d i t i o n s  o f  s a l t ,  n i t r a t e  a n d  n i t r i t e  t o  
th e  b a s e  m edium . H y d r o l y s i s  o f  t r i b u t y r i n  o c c u r r e d  w i t h  many o f  
t h e s e  s t r a i n s  i n  th e  p r e s e n c e  o f  s a l t ,  2?o p o t a s s iu m  n i t r a t e  a n d  
1 0 0  ppm. so d iu m  n i t r i t e ,  a t  pH 6 and  7 .  7% o f  t h e  c o a g u la s e
n e g a t i v e  s t r a i n s  w e r e  a l s o  a c t i v e  a t  4 °C .

H o w ev er , f a x  f e w e r  o f  t h e  s t r a i n s  w e r e  d e t e c t e d  a s  a t t a c k i n g  
l a r d  w hen t e s t e d  u n d e r  s i m i l a r  c i r c u m s t a n c e s ,  a n d  t h e  s u i t a b i l i t y  
o f  u s i n g  t r i b u t y r i n  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  l i p o l y s i s  i s  d i s c u s s e d .
O f 15 c o a g u la s e  n e g a t i v e  s t r a i n s  c a u s i n g  l i p o l y s i s  o f  l a r d  a t  pH 6 , 
67 /j w e r e  M ic r o c o c c u s  s u b -g r o u p  5* T h is  c h a r a c t e r i s t i c  b a c o n  ty p e  
a p p e a r s  t o  b e  m a in ly  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  ty p e  o f  s p o i l a g e .
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ZUSAMMENFASSUNG

U n te r  V erw endung v o n  T r i b u t y r i n ,  S c h w e in e s c h m a lz , B u t t e r ,  T r i o l e i n  
und P a lm k e m  a l s  S u b s t r a t e  w u rd en  d i e  l i p o l y t i s c h e n  A k t i v i t ä t e n  v o n  60  
a u s  S p e c k  i s o l i e r t e n  S ta p h y lo k o k k e n -  u n d  L nkrokokken-Stam m e u n t e r s u c h t .  
95^  d e r  Stämme v e r u r s a c h t e n  L ip o ly s e  v o n  T r i b u t y r i n ,  18fo v o n  
S c h w e in e s c h m a lz ,  2Q& v o n  B u t t e r ,  v o n  T r i o l e i n  u n d  L&fo v o n  P a lm k e r n .
2 0  k o a g u la s e n e g a t iv e  u n d  4  k c a g u l a s e p o s i t i v e  Stam m e, w e lc h e  a l l e  d a s  
T r i b u t y r i n  h y d r o l i s i e r t e n ,  w u rd en  m it  B e z u g  a u f  d en  E i n f l u s s  v o n  
pH -W ert u n d  T em p era tu r  u n d  v o n  Z u s ä t z e  vo n  K o c h s a lz ,  N i t r a t  u n d  N i t r i t  
z u  dem O ru nd n äh rb oden  a u s f ü h r l i c h e r  u n t e r s u c h t .  V i e l e  Stämme 
h y d r o l i s i e r t e n  d a s  T r i b u t y r i n  b e i  A n w e s e n h e it  v o n  Jj'c K o c h s a lz ,  
K a l iu m n i t r a t  u n d  1 0 0  p . p cm. N a t r i u m n i t r i t  b e i  e in e m  pH -W ert v o n  6 u n d
7 .  7'fo d e r  k o a g u la s e n e g a t iv e n  Stämme w a ren  a u ch  b e i  4°C  a k t i v .

Man k o n n te  a b e r  f e s t s t e l l e n ,  d a s s  v i e l  w e n ig e r e , u n t e r  g l e i c h e n  
U m stän d en  u n t e r s u c h t e n  Stamme d a s  S ch m a lz  a n g r i f f e n ,  u n d  d i e  V erw endung  
v o n  T r i b u t y r i n  a l s  g e e i g n e t e r  I n d ik a t o r  v o n  L i p o ly s e  w ir d  b e s p r o c h e n .
A us 15 k o a g u la s e n e g a t iv e n  Stäm m en, w e lc h e  d i e  L ip o ly s e  v o n  S ch m a lz  b e i  
pH 6 v e r u r s a c h t e n ,  g e h ö r t e n  67$  z u r  M ik r o k o k k u s-U n te r g r u p p e  5 .  Ns 
s c h e i n t  a l s o ,  d a s s  d i e s e  f ü r  S p e c k  c h a r a k t e r i s t i s c h e  K e im a r t  f ü r  d i e s e  
A r t F ä u ln i s  h a u p t s ä c h l i c h  v e r a n t w o r t l i c h  i s t .

• *
RESUMef

On a  é t u d i e  l e s  a c t i v i t é s  l i p o l y t i q u e s  d e  6 0  s o u c h e s  de 
S t a p h y lo c o c c u s  e t  M ic r o c o c c u s  i s o l é e s  d a n s  du  b a c o n , e n  e m p lo y a n t  comme 
s u b s t r a t s  de l a  t r i b u t y r i n e ,  l a  g r a i s s e  d e  p o r c ,  du  b e u r r e ,  de l a  
t r i o l é i n e  e t  l'a m a n d e  de p a l m ie r .  99?*> d e s  s o u c h e s  o n t  causé" l a  
l i p o l y s e  d e  l a  t r i b u t y r i n e ,  18$  d e l a  g r a i s s e  d e  p o r c ,  2Cj$ du b e u r r e ,
3 5 $  d e  l a  t r i o l é i n e ,  e t  4 Cfs  d e l'a m a n d e  d e  p a l m ie r .  20  s o u c h e s  
c o a g u l a s e - n é g a t i v e s  e t  4  s o u c h e s  c o a g u l a s e - p o s i t i v e s ,  q u i  o n t  t o u t e s  
H y d r o ly se  l a  t r i b u t y r i n e ,  o n t  é t é  e x a m in é e s  e n  p lu s  g r a n d  d é t a i l  e n  c e  
q u i c o n c e r n e  l ' e f f e t  du pH e t  d e  l a  t e m p é r a tu r e ,  a i n s i  que d e s  a d d i t i o n s  
â e  s e l ,  n i t r a t e  e t  n i t r i t e  au  m i l i e u  b a s i q u e .  B ea u co u p  d e s  s o u c h e s  
o n t  c a u s é  l ' h y d r o l y s e  d e  l a  t r i b u t y r i n e  e n  p r é s e n c e  de s e l ,  2/o 
n i t r a t e  de p o t a s s e  e t  10 0  p .p .m .  n i t r i t e  de s o u d e ,  à  un  pH de 6 e t  7 .
7% d e s  s o u c h e s  c o a g u l a s e - n é g a t i v e s  é t a i e n t  e g a le m e n t  a c t i v e s  à  4 ° C .

C e p e n d a n t , b e a u c o u p  m o in s  d e s  s o u c h e s  o n t  a t t a q u é l a  g r a i s s e  de  
p o r e ,  qu an d  e x a m in é e s  d a n s  de p a r e i l l e s  c o n d i t i o n s ,  e t  on  d i s c u t e  
l ’ e m p lo i de l a  t r i b u t y r i n e  comme i n d i c a t e u r  a p p r o p r ie '  de l a  l i p o l y s e .

d e s  15  s o u c h e s  c o a g u l a s e - n é g a t i v e s ,  q u i  o n t  p r o d u i t  l a  l i p o l y s e  
^  l a  g r a i s s e  d e  p o r c  à  pH 6 ,  a p p a r t e n a ie n t  a u  s o u s - g r o u p e  M ic r o c o c c u s  5« 
^ e t t e  e s p è c e  c a r a c t é r i s t i q u e  du  b a c o n  se m b le  " etre  p r in c ip a le m e n t  
r e s p o n s a b le  d e  c e  ty p e  de p u t r é f a c t i o n .
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