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Termorezistencia vegetativnych buniek
kvasinky Candida maltosa

DENISA LAUKOVA - LUBOMIR VALIK
- FRIDRICH GORNER - STEFAN SCHMIDT

SUHRN. V praci sa skimala teplotnd odolnost kvasinky Candida maltosa izolovanej z bom-
bazovanych ovocnych jogurtovych krémov. Tato sa identifikovala ako druh Candida mal-
tosa Komagata, Nakase et Katsuya (Dr. E. Slavikova). Devitalizacia buniek C. maltosa
sa stanovila v Ringerovom roztoku kapildrnou metddou pri teplotéach 65, 70, 75, 80 a 85 °C.
Stanovené D-hodnoty boli: Dgs = 337,2-492,0 s (n = 6), D70 = 147,6-174,0 s (n=6),
D75 =31,1-44,1 s (n = 4), Dgo = 5,1-5,6 s (n=4) a Dgs = 0,8-0,9 s (n=4). z-Hodnota
pre tito kvasinku bola 7,6 °C. Z porovnania D-hodndt kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(Dss = 92,5-102,5 s a Dgs = 7,0-7,7 s; n = 4) s D-hodnotami C. maltosa sa dokdzalo, ze
vySetrovany kmen C. maltosa vykazoval vyznamne vysSiu teplotni odolnost.

KIUCOVE SLOVA: termorezistencia; Candida maltosa; D-hodnota; z-hodnota

Poznatky o vplyve zvySenych teplot na mikrofloru pozivatin su nevyhnut-
nym predpokladom pre aplikdciu ucinnych procesov opracovania a spraco-
vania pozivatin a tiez aj pre postupy sanita¢ného oSetrenia pldch technolo-
gickych zariadenti, ktoré prichddzaji s pozivatinami do styku.

Teplotna odolnost mikroorganizmov, ich vegetativnych foriem alebo spor
sa v potravindrskej mikrobiologickej praxi charakterizuje D- a z-hodnotami.
D-hodnota je ¢as potrebny na zniZenie poctu Zivych mikroorganizmov
090 %, resp. o 1 logaritmicky poriadok. z-hodnota vyjadruje zvySenie teplo-
ty, ktorému za danych podmienok zodpovedd zniZzenie hodnoty D o 1 loga-
ritmicky poriadok [1-6].

Potravindrsku prax z hladiska prislusnych technologickych procesov zau-
jima, ¢i zvolend kombindcia teploty a ¢asu zdhrevu je postacujica na poza-
dovanu devitalizaciu mikrobidlnej populdcie.
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Pocas teplotnej devitalizacie mikroorganizmov dochddza predovsetkym
k poskodeniam DNA a RNA, k denaturdcii a koagulacii proteinov, k strate
integrity bunkovej steny, prip. k inym zmendm. Inaktivdciu spor sprevddza
degraddcia malych, v kyseline rozpustnych proteinov (angl. small acid solub-
le spore proteins; SASP), ktoré su naviazané na molekulu DNA v jadre
spory, chrdniac ju tak pred stratou purinovych zdsad. Tieto proteiny spolu
s kyselinou dipikolinovou, iénmi vépnika, horéika a mangdnu udrZuju spory
v dormantnom stave, ktory sa vyznacuje zna¢nou odolnostou voci nepriazni-
vym vplyvom prostredia. ZniZzenie obsahu tychto ldtok v sporach vyrazne
prispieva k strate tejto odolnosti, vratane termorezistencie [3, 7-9].

Odolnost mikroorganizmov voci posobeniu teplot vyssich, nez su maxi-
malne teploty pre ich rast, zdvisi od druhu, fyziologického stavu, formy exi-
stencie a ovplyviiuje ju subor faktorov vnutorného prostredia potravin, ako
napriklad, pritomnost NaCl, sacharidov a inych osmoticky ucinnych ldtok
a z toho vyplyvajica zniZend hodnota aktivity vody, hodnota pH, obsah tuku,
konzervacnych latok a pod. Vyznamnu ulohu pri stanoveni termorezistencie
zohrdvaju aj regeneracné schopnosti kultivaéného média a sposob stanovo-
vania poctu buniek alebo spdr, ktoré prekonali pdsobenie devitalizacnej tep-
loty [1,3,5].

Znac¢né mnozstvo kvasiniek sa vyskytuje na nedostatoc¢ne sanitacne oSet-
renom technologickom zariadent, ako aj vo vzduchu z okolitého prostredia
[10]. Viacero druhov neZiaducich kvasiniek, ktoré sa nachddzajui v prostredi,
kde sa spracovédva mlieko, byva rezistentnych voci beznym cistiacim a dekon-
taminacnym prostriedkom. Podla Laubschera a Viljoena [11] kvasinky
Deabaryomyces hansenii, Candida versatilis, Torulaspora delbrueckii a iné javi-
li zna¢nu rezistenciu aj po 60-mindtovom pdsobeni tychto prostriedkov.
Ziadny z deviatich skiimanych komerénych sanitaénych prostriedkov nede-
vitalizoval tieto kontaminac¢né kvasinky. Je preto mozné, Ze takéto rezistent-
né kvasinky mézu kontaminovat plochy prichddzajuce do styku s mlieckom
a mlie¢nymi produktami.

Ich rast v mlie¢nych produktoch je umozneny nizkou teplotou, fermen-
taciou laktdzy, asimildciou organickych kyselin ako kyseliny jantdrovej,
mliecnej a citrénovej, ich lipolytickou a proteolytickou aktivitou, rezisten-
ciou voci vys§im koncentrdciam soli a odolnostou voci Cistiacim a dekonta-
minaénym prostriedkom [12].

Podla Tudora a Boarda [13] z mlie¢nych produktov byvajui najcastejSie
izolované kvasinky rodov Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia a Candida.
Rody Kluyveromyces a Debaryomyces byvaji podla tychto autorov najcastej-
Sie izolované zo syrov a jogurtov. Podla Jakobsena a Narvhusa [14] byvaju
spomedzi prislusnikov rodu Candida z jogurtov najCastejSie izolované
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C. famata (imperfektné Stadium Debaryomyces hansenii), C. lusitaniae
a C. krusei. Ak su jogurty fermentované pri klasickych teplotach 42 az 44 °C,
pri ktorych sa kvasinky 3 az 4 h nerozmnoZzujd, potom je ich pritomnost
v jogurtoch vo viacsich mnozstvach spdsobend nedostatocne sanitacne oSet-
renym ndradim a zariadenim. V pripade, Ze su fermentované pri nizsich tep-
lotach 35 az 36 °C, mozu sa kvasinky zacat rozmnozovat aj pocas fermen-
tacie, ¢o v tomto pripade trva 12 az 14 h.

Podla skusenosti a poznatkov z literatiry sa chemorezistencia u mikroor-
ganizmov obycCajne vyskytuje spolu s ich termorezistenciou. U izolovanej
kvasinky C. maltosa sme predpokladali jej zvySenu termorezistenciu.

Cielom naSej prdace bolo charakterizovat teplotni odolnost kvasinky
C. maltosa a porovnat ju s odolnostou kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Kmen C. maltosa sa v potravindrstve podla dostupnych pramenov izoloval
a identifikoval na Slovensku prvykrat v spojitosti s bombazZovanim mliecnych
produktov jogurtového typu [15].

Material a metddy

Mikroorganizmy

Kmen C. maltosa bol izolovany z bombédzovaného ovocného jogurtového
krému. V laboratdriu bol uchovdvany na agare s glukdzou, tryptonom
a kvasni¢nym autolyzatom (GTK; Imuna, Sarisské Michalany, SR) pri teplo-
te (5 = 1) °C. Na pripravu suspenzie vegetativnych buniek C. maltosa s den-
zitou >105 KTJ.ml'! v Ringerovom izotonickom roztoku s hodnotou pH
upravenou na 6,8 az 7,0 sa pouzila 48h kultura.

Kmen S. cerevisiae bol izolovany z cerstvého pekdrskeho drozdia (Fala,
Strasbourg, Francuzko) a uchovdvany obdobne na GTK agare pri teplote
S =x1)°C.

Priprava mikrobidlnej suspenzie a sposob inaktivdcie

Na pripravu suspenzie vegetativnych buniek C. maltosa bolo pouzitych
5 ml fyziologického roztoku s hodnotou pH upravenou na 6,8 az 7,0, v kto-
rych bola suspendovand 48 h stard kultira vyrastend na definovanom povr-
chu agaru. Pociato¢né pocty C. maltosa alebo S. cerevisiae boli v kazdej
z pouzitych suspenzii stanovené zriedovacou kultivaénou metddou podla
STN ISO 7954 [16] a pohybovali sa v rozmedzi od 7,9.100do 1,0.108 KTJ.ml-!
(C. maltosa) a od 5,1.106 do 1,7.107 KTJ.ml'! (S. cerevisiae). Na inaktivciu
boli zvolené teploty 65, 70, 75, 80 a 85 °C (pre C. maltosa) a teploty 55
a 65 °C pre S. cerevisiae.
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Vlastnd devitalizdcia bola vykonand kapildrnou metédou vo vodnom
kipeli (Jumbo, Funke Gerber, Nemecko; 1 K.min!). Kapiladry boli z vodné-
ho kupela po uplynuti prislusného ¢asu ihned prenesené do ladového kipela
a rychlo ochladené. Po omyti ich povrchu etanolom bol obsah kazdej z para-
lelnych kapildr preneseny do paralelnych sterilnych Petriho misiek a zaliaty
agarovym médiom s pridavkom odstredeného mlieka (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Naockované Petriho misky boli inkubované pri teplote (25 * 1)
°C 48 az 96 h a prislu$ne vyhodnotené.

Wpocet D- a z-hodnoty

D-hodnoty kvasiniek C. maltosa a S. cerevisiae boli vypocitané regresnou
analyzou zo smernice (k) linedrnej zévislosti dekadického logaritmu poctu
buniek stanovenych kultivacne (KTJ.ml1) od ¢asu pdsobenia inaktivacnej
teploty (D = 1/k). Vypocitané D-hodnoty boli overené podla vztahu:

_ -4
log N1 -log Ny

v ktorom N1 a N2 st pocty buniek v KTJ.ml! stanovené v ¢asoch ti a to.
z- hodnoty boli vypocitané obdobne, avSak zo zavislosti logaritmu D-hod-
not od pouZzitych teplot, pricom

o 2T
logD1-log Dy

kde D1 a D2 si D-hodnoty pri prislusSnych teplotach Ty a Tz [1].

Vysledky a diskusia

Termorezistencia vegetativnych buniek C. maltosa

Kinetika devitalizdcie buniek C. maltosa, uskuto¢nend v Ringerovom roz-
toku pri teplotdch 65, 70, 75, 80 a 85 °C, je graficky zndzornend na obr. 1 a 2.
Ako je z nich vidiet, smernice linedrnych letalitnych ¢iar sa zniZuju so zvySu-
jucou sa teplotou. Kym pri teplote 65 °C bolo na zniZenie poc¢tu C. maltosa
o 1 logaritmicky poriadok potrebnych v priemere 6,6 min (397 s), pri teplo-
te 70 °C to bolo uz len 2,7 min (160 s). VyraznejSie urychlenie devitalizdcie
vegetativnych buniek C. maltosa bolo pozorované po zdhreve na 75 a 80 °C.
Pri teplote 75 °C sa ¢as potrebny na zniZenie populdcie kvasiniek o 1 loga-
ritmicky poriadok pohyboval v rozmedzi od 30 do 44 s, ¢o predstavovalo
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OBR. 1. Letalitnd ciara C. maltosa v Ringerovom roztoku pri teplotach 65 a 70 °C.

FIG. 1. Survival curves of C. maltosa
during heat treatment in Ringer’s solution at 65 and 70 °C.
1 - [log CFU.ml1], 2 - time.
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OBR. 2. Letalitnd ciara C. maltosa v Ringerovom roztoku pri teplotach 75, 80 a 85 °C.

F1G. 2. Survival curves of C. maltosa
during heat treatment in Ringer’s solution at 75, 80 and 85 °C.
1 - [log CFU.ml'1], 2 - time.

10,5-ndsobné skratenie v porovnani s hodnotou Des. Pri teplote 80 °C sa
D-hodnota zniZila 71 az 77-krat (Dgs = 5,14-5,60 s; n = 4). Najvyraznejsia
teplotnd devitalizdcia buniek C. maltosa bola zaznamenand pri teplote 85 °C,
kedy sa vypocitané D-hodnoty pohybovali v intervale od 0,80 do 0,91 s
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(n=4). V porovnani s devitalizciou vegetativnych buniek C. maltosa
pri teplote 80 °C bol na zniZenie poctu C. maltosa o 1 logaritmicky poriadok
pri 85 °C potrebny 6,3-ndsobne kratsi ¢as (tab. 1, obr. 2).

Vykonanymi experimentami sme zistili, Ze rychlost devitalizdcie vegeta-
tivnych buniek C. maltosa nebola zavisld od pociatocnej denzity buniek
C. maltosa v suspenziach. Smernice Ciar prezivania sa v paralelnych poku-
soch odliSovali iba minimalne v rozsahu chyb metddy. Napriklad pri poku-
soch s pociatoénymi poétami od 8,9.104 KTJ.ml'! do 8,9.107 KTJ.ml'!
(n = 6), vykonanych pri teplote 65 °C, sa prislusné vypocitané D-hodnoty
(tab. 1) Iili v rozsahu variatného koeficienta (relativnej smerodajnej
odchylky) vk = 2,8 %. Podobnu situdciu sme pozorovali aj v sérii opakova-
nych pokusov pri teplotach 70, 75, 80 a 85 °C. Variacné koeficienty boli
v poradi uvedenych teplot 7,1 %, 14,4 %, 3,6 % a 5,8 % (n = 6 az 4).

Z. vypocitanych D-hodnét C. maltosa sme nasledne zostrojili tzv. TDT
Ciaru (z angl. thermal death time) ako semilogaritmicku zavislost D-hodnot
od prislusnych tepldt. z-hodnota vypocitand zo smernice tejto linedrnej
zavislosti pre vySetrovanu kvasinku C. maltosa bola 7,6 °C (obr. 3), ¢o zna-
mend, Ze na 90%-nu devitalizdciu, teda zniZenie poctu vegetativnych buniek
o 1 logaritmicky poriadok, bolo v intervale inaktivac¢nych tepldt potrebné jej
zvySenie o 7,6 °C.

TaB. 1. D-hodnoty C. maltosa experimentdlne stanovené kapildrnou metédou
v Ringerovom roztoku pri teplotdach 65, 70, 75, 80 a 85 °C.
TaB. 1. D-values of C. maltosa experimentally determined by the capillary method
in Ringer’s solution at 65, 70, 75, 80 and 85 °C.

65 °C \ 70 °C \ 75°C \ 80 °C \ 85°C
D-hodnoty!
[min] [s] [min] [s] [s]
6,53 392 2,84 170 31,12 5,60 0,85
6,51 391 2,75 165 40,71 5,54 0,86
6,56 394 2,90 174 37,00 5,14 0,91
6,40 384 2,53 152 44,06 5,52 0,30
6,72 403 2,48 149 - - -
6,93 416 2,46 148 - - -
Priemerné hodnoty? [s]
396,7 = 11,3 159,7 = 11,4 38255 5502 |086 =005

1 - D-values, 2 - average values.
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OBR. 3. Inaktivacnd ,,TDT“ ¢iara C. maltosa v Ringerovom roztoku
v rozsahu teplot 65, 70, 75, 80 a 85 °C.

Fi1G. 3. Thermal death time curve of C. maltosa in Ringer’s solution
within the temperatures of 65, 70, 75, 80 and 85 °C.
1 - temperature, 2 - z-value.

Porovnanie teplotnej odolnosti kvasiniek C. maltosa a S. cerevisiae

Kinetika teplotnej devitalizacie kvasinky S. cerevisiae, stanovend obdobne
ako v pripade kvasinky C. maltosa, je graficky zndzornend na obr. 4.

D-hodnoty vypocitané z experimentdlne stanovenych letalitnych ciar
S. cerevisae sa pri teplote 55 °C pohybovali v rozmedz{ od 1,54 do 1,71 min
(92 az 103 s) a pri 65 °C od 7,03 do 7,66 s. Lopez-Malo a kol. [17] zistili pre
tito kvasinku priemerné hodnoty Dss = (2,7 = 0,1) min (162 * 6 s).

Z vysledkov prezentovanych v tab. 1 vyplynulo, zZe vegetativne bunky kva-
sinky C. maltosa boli v porovnani s kmeniom kvasinky S. cerevisiae vyrazne
odolnejsSie voci pdsobeniu zvySenych teplot. Priemernd hodnota
Des5 (396,6 = 11,4 s) buniek C. maltosa (n = 6) bola priblizne 53-ndsobne
vysSia ako priemernd hodnota Des pre S. cerevisiae (Des = 7,5 s; n = 6).

Podobne, ako v pripade C. maltosa, aj u S. cerevisiae rychlost inaktivacie
nebola zavisld od pociatocnej koncentracie buniek S. cerevisiae v priprave-
nych analyzovanych suspenzidch pri oboch ohrevoch (55 a 65 °C).
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OBR. 4. Letalitnd Ciara S. cerevisiae v Ringerovom roztoku pri teplotach 55 a 65 °C.

FIG. 4. Survival curves of S. cerevisiae
during heat treatment in Ringer’s solution at 55 and 65 °C.
1 - [log CFU.ml1], 2 - time.

Zaver

V prdci bola charakterizovana teplotnd devitalizdcia kvasinky C. maltosa,
ktord bola na Slovensku podla dostupnych pramenov izolovana a identifiko-
vand v suvislosti s bombdzou kyslomlie¢nych produktov jogurtového typu
prvykrat [15].

Ziskané experimentdlne Ciary preZivania a z nich vypocitané D-hodnoty
potvrdili zvySenu teplotni odolnost tejto asporogénnej kvasinky oproti
beznej kvasinke S. cerevisiae. V oboch pripadoch kinetika devitalizacie vyz-
namne nezavisela od pociatocnej koncentrdcie buniek v pripravenych sus-
penziach.

Zvy$ena teplotnd odolnost kvasinky C. maltosa poukazuje na skuto¢nost,
Ze pri vyrobe kyslomlie¢nych produktov, (ale aj ndpojov [18]), je potrebné
pocitat s kontamindciou termotolerantnymi kvasinkami zo vzduchu. NavySe
v pripade, ak by kvasinky vytvorili na ¢asti technologického zariadenia bio-
film, ¢o napriklad C. maltosa dokdze [19], mohli by pri ochrannom ucinku
jeho povrchovych vrstiev prekonat aj kratkotrvajuce oSetrenie nedefinova-
nou zmesou horucej pary a vody.
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Heat-resistance of vegetative cells of the yeast Candida maltosa
LAUKOVA, D. - VALIK, L. - GORNER, F. - ScHMIDT, S.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 169-178.

SUMMARY. Heat resistance of a yeast Candida maltosa was studied. The strain was isolated
from spoiled fruit yoghurt and identified as C. maltosa Komagata, Nakase et Katsuya
(Dr. E. Slavikova). Inactivation was determined by the capillary method at temperatures of
65, 70, 75, 80 and 85 °C in Ringer’s solution. Following D-values were determined:
Dgs = 337.2-492.0 s (n = 6), D7p = 147.6-174.0 s (n = 6), D75 = 31.1-44.1 s (n = 4),
Dgo = 5.1-5.6 s (n = 4) and Dgs = 0.8-0.9 s (n = 4). The z-value for this yeast was 7.6 °C.
The D-values of Saccharomyces cerevisiae were as Dss = 1.5-1.7 min and D¢s = 7.0-7.7 s
(n = 4). Comparing these results, higher heat-resistance of C. maltosa than S. cerevisiae was
proved.
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