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Modelovanie rastu Neosartorya fischeri
v zavislosti od aktivity vody

LUBOMIR VALIK - ELENA PIECKOVA
- FRIDRICH GORNER - ANDREA SZABOOVA

SUHRN. Vyuzijuc postupy prediktivneho modelovania sa v praci sledoval vplyv aktivity
vody na rast kolonii termorezistentnej mikromycéty Neosartorya fischeri na Sabourau-
dovom agare. Aktivita vody média sa v intervale hodndt 0,99 az 0,85 upravila sachardzou.
Z priemerov kolonii nameranych pri experimentdlnych podmienkach sa matematicky
popisali a graficky zndzornili rastové Ciary, z ktorych sa ndsledne vypocitali hodnoty
lag fazy a rychlosti rastu v logaritmickej faze. Pre praktické vyuzitie v mikrobiologicke;j
analyze sa parametre rastovych ¢iar v zdvislosti od aktivity vody vyhodnotili pomocou
linedrnej regresnej analyzy a popisali funkciou prvého a druhého poriadku.

Radidlny rast N. fischeri sa podrobil modelovaniu podla Baranyiho D-modelu (Food
Microbiol., 10, 1993, s. 43-59). Lag fdza sa pri znizovani aktivity vody predlzovala v inter-
vale 0,8 d az 3,2 d linedrne podla rovnice: A = -15,304ay +16,178 (R% = 0,965). Vplyv akti-
vity vody na Specificki rastovd rychlost N. fischeri sa opisal kvadratickou rovnicou:
Ing = -47,48 + 98,97ay + 49,03a,2 (RZ = 0,947).

KIUCOVE SLOVA: Neosartorya fischeri, aktivita vody, rychlost rastu, lag fdza, prediktivna
mikrobioldgia

Moderny smer potravindrskej mikrobioldgie zahfiiajuci matematické
modelovanie rastu mikroorganizmov poskytuje v sucasnosti dostatok prak-
ticky vyuzitelnych informadcii, ktoré sa tykaju sprdvania sa predovSetkym
patogénnych a toxinogénnych mikroorganizmov. Urcujicimi sd pritom fak-
tory vnutorného a vonkajSicho prostredia poZivatin ako napriklad aktivita
vody (ay), aktivna kyslost (pH), redoxny potencidl (En), teplota, obsah kon-
zervacnej latky a pod. [1-4].
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Vysledky prediktivnej mikrobioldgie sa v sicasnosti zostavuju do databédz
a v ramci systému HACCP sa v praxi vyuzivaju nielen ako informdcie, ale aj
ako pouzity pristup a metdda. Konkrétne sa uplatiiuju pri analyzach poten-
cidlnych nebezpecenstiev, pri hodnoteni pravdepodobnosti ochorenia
vyplyvajiceho z nebezpecenstva, t.j. pri odhade rizika a rovnako aj pri urco-
vani limitov v kritickych ovlddacich (kontrolnych) bodoch technologického
procesu vyroby pozivatin [5,6].

Tymto postupom sa dostdvame ku zovSeobecneniu, Ze jedny informdcie
poskytuju dalSie, avSak uz na kvalitativne vysSej urovni. Prediktivna mikro-
bioldgia teda na jednej strane vyZaduje informadcie charakterizujice prostre-
die pozivatiny, t.j. vysledky stanovenia hodnoét ay, pH, Ep, teploty a pod.
a na druhej strane zasa poskytuje komplexné syntetické informdcie o ich
trvanlivosti, o zdravotnej bezpecnosti pozivatin, ako aj dalSie poznatky slui-
ziace pre zhodnotenie akosti, resp. pre posudenie ich potencidlneho zne-
hodnotenia.

Neosartorya fischeri produkuje tremorgénne mykotoxiny: verrukulogén,
fumitremorgény A, C a terrein a vytvara aj termorezistentné askospory [7,8].
Navyse je schopna rést v Sirokej oblasti hodnot ay, ¢o ju predurcuje k tomu,
ze mdze znehodnocovat také pozivatiny, pri vyrobe ktorych sa uplatiuje
tepelné opracovanie a suicasne aj zniZenie aktivity vody, resp. zvySenie osmo-
tického tlaku. Takymito poZivatinami su ovocné kompdty, dZzemy, rosoly
a pod.

N. fischeri (v anamorfnom Stddiu Aspergillus fischeri) tvori polgulovité,
gulaté, ako aj elipsoidné konidie s hladkym az mierne ornamentovanym
povrchom. Kleistotécid su gulovité, maju dvoj- az trojvrstvovy obal a za¢ina-
ju sa tvorit od stredu kolonie v sustrednych kruznicovych vrstvach. Asky,
ktoré sa z kleistotécii uvoltiuju po niekolkych dioch, su bezfarebné, bikon-
vexné, hladké az drsné [9].

N. fischeri sa vyskytuje vo vysokych poctoch aj v pode nasho klimatického
pdsma bez ohladu na jej typ a iné faktory vonkajSieho prostredia. Kmene
N. fischeri rastu pri teplotdch 10-52 °C s optimdlnou teplotou v oblasti
26—45 °C. Maximalna produkcia toxinov verrukulogénu, fumitremorgé-
nu A a C pri pH 7 bola zistena pri teplotdch 25, 30 a 37 °C v poradi [7,10].

Askospory N. fischeri prezivaju ucinok teploty 70 °C pdsobiacej 120 min,
ako aj 85 °C 60 min. D-hodnoty, t.j. Cas potrebny na inaktivaciu 90 % asko-
spor, sa pri teplote 88 °C pohybovali v rozmedzi od 4 do 16 min, pricom
vysSie D-hodnoty sa zistili v ovocnych Stavdch ako vo fosfitovom pufri
[10,11]. T4to skutocnost je zndma aj z inych prac. Vyssia koncentrdcia sacha-
ridov nielenze zhorSuje prestup tepla v prostredi poZivatin, ale tiez fyziolo-
gicky chrdni mikroorganizmy pred ucinkom vysokych teplot. Prostredie
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s vysokym osmotickym tlakom, resp. so zniZzenou aktivitou vody, indukuje
vSeobecne v mikroorganizmoch, mikromycéty nevynimajic, osmoregulacné
mechanizmy. V mycéliu, ako aj v sporach, sa zvysi koncentracia rozpustnych
latok, ako napriklad niektorych aminokyselin, sacharidov, trehaldzy, glyce-
rolu, manitolu, sorbitolu a inych polyolov. T¥ym sa mikrobidlne bunky stanu
prechode z osmoticky zriedenejSieho prostredia do prostredia s vySSim
osmotickym tlakom, ¢ize so znizenou hodnotou ay [12,13].

Nielsen a kol. [7] zistili, Ze rast na agare s kvasnicnym autolyzatom, chlo-
ramfenikolom a glukézou bol zna¢ne inhibovany pri aktivite vody ay = 0,925,
pricom vSak koldnie eSte dordstli za 32 dni na priemer 32 mm. Autori tieZ
uviedli, Ze pri hodnote ay 0,90 a 0,88 askospdry uz nevykli¢ili. Fruktézou
upravené hodnoty ay neovplyvnili rast N. fischeri odliSne od glukdzy. Na dru-
hej strane v§ak autori poukdzali na skuto¢nost, Ze sacharéza mala pri danych
hodnotédch ay na rast vacsi inhibi¢ny ucinok. Klicenie askospor bolo inhibo-
vané uz pri hodnote ay 0,955.

Cielom tohto prispevku je prezentovat vysledky experimentédlneho Studia
a matematického vyhodnotenia vplyvu aktivity vody na rast toxinogénnej ter-
morezistentnej mikromycéty Neosartorya fischeri do databdzy informdcii
potravindrskych mikrobioldgov.

Material a metddy

Kmen

Neosartorya fischeri pouzity v tejto prdci bol izolovany Dr. Pieckovou
z pody a je deponovany v zbierke vldknitych hib mykologickeho laboratdria
Ustavu preventivnej a klinickej mediciny v Bratislave.

Pouzité médid

Vsetky pokusy sa vykonali na Sabouraudovom agare (Fluka, Svaj¢iarsko).
Aktivitu vody pouzitych agarovych médii sme upravovali prisluSnym pridav-
kom sacharézy (Lachema, Cesk4 republika). Vysledné hodnoty pH médif
sa pohybovali v rozmedzi 6,1+0,1.

Stanovenie aktivity vody Sabouraudovho agaru

Skuto¢né hodnoty ay Sabouradovho agaru s pridavkami sachardzy sa sta-
novovali podla STN 56 0030 ,Meranie aktivity vody“ pristrojom Nova-
sina TH 200 (Novasina, Svajéiarsko). Pristroj bol kalibrovany Siestimi
nasytenymi roztokmi soli v intervale hodn6t ay 0,98 az 0,11.
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Inokuldcia a kultivdcia

Kleistotécium, resp. askus N. fischeri, sa naockovalo do stredu Petriho
misky s prisluSnym agarovym médiom. Inokulované paralelné Petriho misky
s priemerom 170 mm sa inkubovali pri teplote 25+1 °C kvoli vysuSeniu
v polyetylénovych vreckdch. Rast vySetrovanej mikromycéty sa sledoval me-
ranim priemeru kolonii posuvnym meradlom s dielikmi po =0,05 mm. Prie-
mery koldnii sa merali denne v rovnaky cas v dvoch paralelnych pokusoch
dvakrat v navzdjom kolmych smeroch pri 8 zvolenych hodnotédch ay v inter-
vale od 0,995 po 0,85. Stredné hodnoty zo Styroch nameranych priemerov
kolénii N. fischeri sa pouZili v matematickom modelovani.

Matematické a statistické metody

V préci sa pouzili funkcie, ktorymi bolo mozné modelovat rastové ciary
so staciondarnou fazou alebo bez nej [14]. Maximédlne rastové rychlosti kolo-
nif (g) a lag fazy (1) sa vypocitali z funkcif rastovych ¢iar, ktoré sa zhodovali
s nameranymi experimentdlnymi hodnotami priemerov kolonii. Tieto para-
metre sa dalej analyzovali vo vztahu k hodnotdm ay pouzitych agarovych
médii. Prirodzeny logaritmus rastovej rychlosti sa modeloval pomocou
nasledovnej jednoparametrovej kvadratickej funkcie:

Ing = Co + Cray + Coa2 (1)

Koeficienty Cop, C1 a C; sa ur¢ili linedrnou regresiou.

Vysledky a diskusia

Modelovanie vysledkov rastu kolonii N. fischeri zahfialo rastové Ciary,
ktoré si zndzornené na obr. 1. Ciary obsahovali vSetky atribiity typickej
rastovej krivky mikroorganizmov: lag fdzu, linedrnu ¢ast opisujiicu exponen-
cidlnu fazu a staciondrnu fazu. Z rastovych diar, t.j. zdvislosti priemerov
koldnii [mm] od ¢asu [d], je aj napriek nerovnakej mierke na prvy pohlad
vidiet, Ze sa lag fdza v zdvislosti od aktivity vody predlzovala. Smernica
linedrnej Casti rastovej Ciary sa zniZovala, ¢o znamenalo, Ze Specifickd rasto-
vé rychlost klesala. Tieto skuto¢nosti sa stali predmetom matematického
modelovania vplyvu aktivity vody ako jedného z faktorov vnutorného pro-
stredia na horeuvedené parametre rastu N. fischeri.
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OBR. 1. Rastové Ciary N. fischeri v zavislosti od aktivity vody Sabouraudovho agaru
pri teplote 25+1 °C a pH 6. Hodnoty ay boli upravené pridavkom sachardzy.

F1G. 1. The growth curves of N. fischeri as dependence of the aw values of Sabouraud"s agar
at 25+1 °C and pH 6. The ay values were adjusted with sucrose.
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Vplyv aktivity vody na dizku lag fazy rastu

Zavislost dizky trvania lag fazy od aktivity vody upravenej sacharézou je
graficky zndzornend na obr. 2. Ako je vidiet, predmetnu zdvislost bolo
mozné matematicky definovat pomocou linedrnej rovnice prvého poriadku
(R2 = 0,965) s vyhovujticou pravdepodobnostou omylu. V tomto pripade
sa lag fdza so zniZovanim aktivity vody pomocou sachardzy predlzovala
podla rovnice:

) = -15,304ay +16,178 )

Z. praktického hladiska uvedend rovnica ciastoéne popisuje proces
vykli¢enia askospdr a pociato¢ny rast mycélia az po dosiahnutie viditelnej a
meratelnej kolonie.

Z teoretického hladiska sa moze predpokladat, Ze zivné prostredie s hod-
notou ay upravovanou pridavkami sachardzy nekladie z nasledovne uvede-
nych dovodov velkud bariéru pre tvorbu koldnii sledovanej mikromycéty.
N. fischeri mozZe sachardzu zo Zivného prostredia difiziou vyuzit v ramci
osmoregulac¢nych procesov ako latku kompatibilni s vnitrobunkovym obsa-
hom. Diftizia a akumuldcia sachardzy su pre mikromycétu energeticky vseo-
becne menej ndrocné ako syntéza inych osmoprotektivnych latok. Z tohto
ddévodu je mozné vyslovit predpoklad, Ze uvedena rovnica (model) je platna
pre prostredie s pridavkami sachardzy alebo velkostou molekuly podobnych
inych sacharidov. V pripade, Ze hodnota ay v prostredi sa upravuje inou lat-
kou, napriklad NaCl, m6Zzeme ocakdvat, Ze uvedeny model pre N. fischeri
nebude platit. Dovodom mdze byt skutocnost, Zze v takomto prostredi
v ramci osmoregulacnych procesov prichddza do dvahy skor vnuitrobunkova
syntéza viacerych ucinnejSich osmoprotektivnych latok ako akumuldcia Na*
a CI~ i6nov, ktoré su vSeobecne toxické pre mikrobidlne bunky [15].

Vplyv aktivity vody na radidlnu rychlost rastu kolonii

Zavislost rastovej rychlosti N. fischeri od aktivity vody Sabouraudovho
agaru sa matematicky analyzovala metddou linedrnej regresie. V analyze
sa pouzil horeuvedeny model opisany kvadratickou funkciou, ktory bol pou-
Zity vo viacerych pracach [16,17]. Graficky je zndzorneny na obr. 3. V nasom
pripade rovnica:

In g = -47,48 + 98,97a, + 49,03a,2 3)

s pravdepodobnostou omylu p = 0,02 definovala vztah medzi prirodzenym
logaritmom maximdlnej rastovej rychlosti pocas exponencidlnej fazy rastu
a aktivitou vody (R? = 0,947). Zhodu medzi predpovedanymi hodnotami
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OBR. 2. Zavislost dizky lag fazy N. fischeri od aktivity vody Sabouraudovho agaru
pri teplote 25+1 °C a pH 6. Hodnoty ay boli upravené pridavkom sachardzy.

Fi1G. 2. Lag-phase of N. fischeri as dependece of aw value of Sabouraud's agar
at 25+1 °C and pH 6. The ay values were adjusted with sucrose.
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OBR. 3. Zavislost rastovej rychlosti N. fischeri od aktivity vody Sabouraudovho agaru
pri teplote 25+1 °C a pH 6. Hodnoty ay boli upravené pridavkom sachardzy.

F1G. 3. The growth rates of N. fischeri as dependence of the aw values of Sabouraud”s agar
at 25+1 °C and pH 6. The aw values were adjusted with sucrose.

1 - growth rate [mm.d-1].
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rastovych rychlosti a experimentdlne zistenymi hodnotami vypocitanymi
z rastovych kriviek sme charakterizovali aj smerodajnou odchylkou defino-
vanou anglickym terminom ,,root mean square error (RMSE):

n
. . 12
3 |predpovedand — zistend|
i=1

n

v ktorom n je pocet porovnani [18]. Tymto spdsobom vypocitand smerodaj-
nd odchylka predpovedi na zdklade rovnice (3) sa rovnala 0,11 mm.d-1.
Ako vyplyva z obr. 3, zo ziskanej rovnice (3) a z horeuvedenych paramet-
rov, aktivita vody vyznamne urcovala rast skimanej mikromycéty. Na druhe;j
strane je vSak vidiet, Ze v oblasti vysokych hodnot ay sa pouzity model dosta-
to¢ne neprispdsobil experimentdlnym vysledkom. Kvadratickd rovnica
pochopitelne z praktického ani z teoretického hladiska nevystihuje skutoc-
nost, Ze rastova rychlost mikroorganizmov sa zmensuje so zvySujicim sa zrie-
dovanim média smerom k Cistej vode. Dokazom tohto je nizSia rastova rych-
lost 10,2 mm.d-!, ktord sme vypocitali pri najvy$sej hodnote ay = 0,995
a vysSia rychlost 12,6 mm.d-! pri niz$ej hodnote ay = 0,98. Inymi slovami, nie
najvyssia, ale ay = 0,98 je optimdlnou hodnotou pre rast Studovanej vlakni-
tej huby. Bolo by vhodné ndjst sposob ako ziskanu rovnicu (3) modifikovat,
aby sa lepSie prispOsobila rychlostiam rastu v oblasti hodndt ay 0,96 az 0,995.
Vysledky modelovania rastu skimanej vldknitej huby by sa mali porovnat
s ostatnymi literdrnymi poznatkami. Experimentdlne udaje alebo prace,
pomocou ktorych by sme mohli overit platnost prezentovanych rovnic, sme
v dostupnej literatire nenasli. Na druhej strane sme v§ak mohli z rovnice (3)
vypocitat teoreticki minimdlnu hodnotu ay = 0,836 pre rast vySetrovanej
mikromycéty. Tato hodnota reprezentovala aktivitu vody, pri ktorej rychlost
rastu kolonii bola rovnd nule. Z porovnania s minimdlnou hodnotou
av = 0,955 pre klicenie spdr N. fischeri na agare s kvasnicnym autolyzdatom,
chloramfenikolom a sachardzou, ktoru zistili Nielsen a kol. [7], vyplyva, ze
nimi prezentovand minimdlna hodnota je vyznamne vysSia, ako je naSa.
V skutocnosti by sa vSak nemali navzdjom prili§ odliSovat, pricom prave
minimdlna hodnota ay pre klicenie spor by mala byt nizSia. Okrem toho nas
vysledok je v tomto pripade podporeny opakovanymi pokusmi pri piatich
hodnotdch ay nizsich ako 0,955 (ay = 0,85; 0,88; 0,90; 0,92 a 0,94), pri kto-
rych sme zistili dobry rast vySetrovanej mikromycéty N. fischeri (Obr. 1).

Na hodnotenie moZnosti rastu vySetrovanej vlaknitej huby v poZivatinach,
pri ktorych sa uplatiiuji vysSSie koncentrdcie sachardzy, ako si dZemy,
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ovocné Stavy, kompdty a rosoly, z predlozenej prace vyplynulo, Ze aktivita
vody v oblasti ay = 0,88 az 0,86, nie je dostato¢nou bariérou pre rast termo-
rezistentnych mikromycét. Pre inhibiciu ich rastu v poZivatindch je treba, ak
je to mozné, vyuzit multifaktoridlny bari€rovy systém pozostdvajuci z viace-
rych faktorov vnuitorného alebo vonkajSieho prostredia poZivatin.

Vysledky predlozenej prace potvrdili skutocnost vyslovend v predoslej
praci [6], Ze postupy prediktivnej mikrobioldgie, t.j. matematické modelova-
nie rastu mikroorganizmov, zohrdvaju v sucasnosti vyznamnu ulohu
pri odhade rizika spojeného s konzumdciou pozivatin. Ich vysledky sa mozu
vyuzivat priamo vo vyrobnej praxi pri vykondvani skuiSok na dodrZanie
mikrobiologickych limitov (angl. challenge tests), skladovacich skuSok, ako
aj pri Specifikdcii limitov v rdmci syst¢mu HACCP.
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Growth modelling of Neosartorya fischeri with respect to water activity

VALIK, L. - PIECKOVA, E. - GORNER, F. - SZABOOVA, A.:
Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 173-182.

SummARy. Using a predictive modelling approach, the effect of water activity (aw) on the co-
lony growth of thermoresistant filamentous fungi Neosartorya fischeri on Sabouraud agar was
studied. Water activity of the media, within the values of 0.99-0.85, was adjusted with sucrose.
Growth curves were fitted from colony diameters measured under experimental conditions to
estimate the growth rate and lag-phase of the curves. Both, the colony growth rate and lag
time, were modelled with linear regression. For practical reasons, these growth curve para-
meters were described by linear and quadratic functions with respect to water activity.

The radial growth of N. fischeri was modelled by the D-model of Baranyi (Food
Microbiol., 10, 1993, p. 43-59). The lag-phase was prolonged from 0.8 to 3.2 days linearly with
the decrease of the aw in accordance with the equation: A = -15.304ayw +16.178 (R2 = 0.965).
The effect of aw on specific rate of N. fischeri was characterized with the quadratic equation
Ing = - 47.48 + 98.97ay + 49.03ay2 (R2 = 0.947).

KEYWORDS: Neosartorya fischeri, water activity, growth rate, lag-phase, predictive microbiology
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