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Matematické modelovanie vplyvu teploty na dynamiku rastu
Candida maltosa YP1 v jogurtovych krémoch

DENISA LAUKOVA - LUBOMIR VALIK

SUHRN. V préci je opisand dynamika rastu oxidativnej kvasinky Candida maltosa YP1
v jogurtovych zdkladoch K (Cerstvy jogurt) a P (Cerstvy probioticky jogurt) v zdvislosti
od teploty uchovdvania. Rast testovaného kmena kvasinky sa pozoroval aj pri teplote
6 = 0,5 °C v oboch zdmerne inokulovanych substrdtoch. So zvySujicou sa teplotou
uchovdvania jogurtovych krémov sa rastova rychlost kvasinky zvySovala a lag-faza C. mal-
tosa YP1 sa skracovala. Maximdlne rastové rychlosti kmena C. maltosa YP1 v jogur-
toch K (ux = 0,185 h'l) aP (up = 0,091 h'l) a ekvivalentne minimdlne generacné Casy
(GTx = 1,6 h, GTp = 3 h) sa zaznamenali pri teplote 21 £ 0,5 °C. ZvySovanie rastovej
rychlosti (In p) kvasinky C. maltosa YP1 so zvySovanim teploty uchovavania bolo mozné
v jogurtovych substratoch opisat semilogaritmickou rovnicou In p = -5,0121 + 0,1428T
(Ru2 = = 0,9324). Skracovanie lag-fazy (1) C. maltosa YP1 v zdvislosti od stipajiicej tep-
loty sa ndsledne charakterizovalo linearnym korela¢nym vztahom A = 44,581 — 1,9409T
(R.2 = 0,8819). Nazdklade tychto zdvislosti sa v prdci prezentuji predpovede, kedy
C. maltosa YP1 reprezentujica kvasinkové kontaminanty v potravinach dosiahne pocty
1.106 KTJ.ml-1.

KIUCOVE sLovA: Candida maltosa; matematické modelovanie rastu; prediktivna mikro-
biologia

Vyznam a vyroba kyslomlie¢nych produktov vratane jogurtov vo svete
neustdle rastie. Vdaka svojej lahodnej chuti, dietetickym vlastnostiam, Siro-
kej Skdle priddvanych ovocnych zloziek a inych prichuti sa teSia velkej oblube
u spotrebitelov, comu sa prirodzene prisposobila aj vyroba.

Kmen C. maltosa YP1 sa doposial vyznacoval psychrotrofnymi, termore-
zistentymi a acidotolerantnymi vlastnostami [1, 2]. V nasej predchddzajuce;j
praci sme poukdzali na fakt, Ze emulzné i mliecne produkty bez pritomnosti
antagonistickych alebo kompetetivnych mikroorganizmov si vhodnym sub-
stratom pre rast a rozmnozovanie kvasinky C. maltosa YP1 [3].
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PredloZend Studia sa preto zameriava na jej kompetitivne vlastnosti voci
baktériam mlie¢neho kysnutia, pricom v prvej sérii sa sledoval rast C. mal-
tosa YP1 v zédmerne naockovanej jogurtovej zmesi v zdvislosti od teploty
uchovdvania.

Material a metdody

Mikroorganizmus

Kmen C. maltosa YP1 sa izoloval z povrchu znehodnoteného ovocného
jogurtového krému. Jeho identifikdciu potvrdilo pracovisko Zbierky kvasinko-
vych kultir Chemického ustavu SAV v Bratislave. Morfologické a biochemic-
ké vlastnosti C. maltosa YP1 su uvedené v pracach LAUKOVA a kol. [2, 4].

Priprava suspenzie a inokuldcia

Kmen C. maltosa YP1 sa v laboratdriu uchovaval na agare s glukézou,
trypténom a kvasni¢nym extraktom (GTK agar, Imuna, Sarisské Michalany,
SR) pri teplote 5+1 °C. Na pripravu suspenzie vegetativnych buniek
C. maltosa YP1 sa pouzil sterilny fyziologicky roztok [2, 4]. Suspenzie vySet-
rovanej kvasinky pouZivané na inokuldciu jogurtovych zmesi Klasik a Probia
(Rajo, a. s., Bratislava, SR) sa pripravili podla prac LAUKOVA a kol. [2, 4].

Substraty sa inokulovali suspenziou vegetativnych buniek C. maltosa YP1
tak, aby sa Standardne dosiahla pociato¢nd denzita buniek < 103 KTJ.ml-1,
resp. 103 KTJ.g L.

Cerstvy jogurt

Na sledovanie dynamiky rastu kvasinky C. maltosa YP1 v kyslomlie¢nych
produktoch sa pouzil Cerstvy jogurtovy krém Klasik (K) a ProBia (P) vyrob-
cu Rajo, Bratislava odobraty z prechladzovacieho tanku, v ktorom sa jogurt
po fermentdcii ochladzuje na teplotu 22 az 23 °C a dalej sa Cerpa do plnia-
ceho zariadenia eSte pred primieSanim stabilizdtorov, ochucovacich a ovoc-
nych zloziek. Oba typy jogurtovych krémov, Klasik a Probia, sa pripravili
pomocou kmenov druhov Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a Strepto-
coccus salivarius ssp. thermophilus. Navyse sa do jogurtov Probia zamieSava
aj probioticka kultira Bifidobacterium longum BB 536.

Vzorky sa ihned po ich odobrati transportovali do laboratdria, aby ich
teplota neprekrocila 10 °C. Obsah kvasiniek a vldknitych hib stanoveny
podla normy STN ISO 7954 [5] bol <1 KTJ.ml-1.
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Stanovenie celkového poctu C. maltosa YPI v jogurtoch

Celkové pocty C. maltosa YP1 sa v zdmerne inokulovanych paralelnych
rastovych substrdtoch stanovovali zriedovacou kultivaénou metddou podla
normy STN ISO 7954 ako kvasinky [5].

Matematické hodnotenie dynamiky rastu C. maltosa YP1

Obsah C. maltosa YP1 v jogurtovych zdkladoch uchovavanych pri teplote
6; 8; 12; 17 a 21 °C (x0,5 °C) bol v zdvislosti od ¢asu inkubdcie vyhodnote-
ny podla Baranyiho modelu [6]. Rastové rychlosti C. maltosa YP1 ziskané
z rastovych ciar pre jednotlivé skladovacie teploty a typy substratu sa pod-
robili matematickej analyze. Doplnkovo sa na zdklade experimentdlnych
vysledkov a neskor prezentovanych zdvislosti vypocitali predpovede casov,
po ktorych by C. maltosa YP1 dosiahla pri jednotlivych teplotdach uchova-
vania v testovanych substratoch denzitu 1.10¢ KTJ.ml-l. Tito koncentracia
predstavuje hrani¢nud hodnotu stvisiacu so znehodnotenim fermentovanych
produktov jogurtového typu prejavujicim sa kvasni¢nou chutou. Ziskané
predpovede, ako aj rastové rychlosti kvasinky, sa podrobili validacii podla
BARANYIHO a kol. [7].

Vysledky a diskusia

Analyza rastu C. maltosa YP1 v zdamerne inokulovanych kyslomliecnych
substrdtoch v zdvislosti od teploty ich uchovdvania

Ako modelové prostredie pre rast a rozmnozovanie kultiry C. malto-
sa YP1 sa zvolili jogurtové zdklady K a P, ktoré sa uchovavali v termostate
pri teplotdch 6; 8; 12; 17 a 21 °C (0,5 °C).

Grafické zndzornenie rastovych Ciar C. maltosa YP1 (obr. 1, 2) v jed-
notlivych rastovych substrdtoch a rovnako aj vysledky rastovych parametrov
sumarizované v tab. 1 poukazuju na skuto¢nost, Ze rastova rychlost kvasinky
sa so zvySujuicou sa teplotou uchovdvania zvySovala a trvanie lag-fdzy a gene-
ra¢ného Casu sa analogicky skracovalo.

Najnizsie priemerné rastové rychlosti C. maltosa YP1 v jogurtoch sa po-
zorovali pri teplote 6 = 0,5 °C a 8 = 0,5 °C (pe°c = 0,0139 h'l; pgec =
= 0,0207 h'l), ¢omu prirodzene zodpovedali aj najdlhSie generacné
casy (GTs °c = 21,8 h; GTg°c = 14,6 h). Postupnym zvySovanim teploty
sa rast C. maltosa YP1 zintenzivnil o 71,3 % pri 12 = 0,5 °C a 0 79,4 %
pri 17 = 0,5 °C v porovnani s dynamikou rastu kvasinky pri 6 °C. Najrychlejst
rast C. maltosa YP1 sa pozoroval pri teplote 21 °C, kedy ndrast kultury
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OBR. 1. Rastové ciary C. maltosa YP1 v zdmerne inokulovanom jogurte K
v zavislosti od teploty uchovévania.
F1G. 1. Growth curves of C. maltosa YP1 in an inoculated yoghurt cream K
in dependence on the storage temperature.
1 - time, 2 - [log CFU.ml"1].
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OBR. 2. Rastové ciary C. maltosa YP1 v zdmerne inokulovanom jogurte P
v zavislosti od teploty uchovévania.
F1G. 2. Growth curves of C. maltosa YP1 in an inoculated yoghurt cream P
in dependence on the storage temperature.
1 - time, 2 - [log CFU.ml"1].
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Tas. 1. Rastové parametre C. maltosa YP1 v jogurtovych krémoch
v zavislosti od teploty uchovavania.
TaB. 1. Growth parameters of C. maltosa YP1 inoculated in the yoghurt cream
in dependence on the storage temperature.

Teplotal Rastova rychlost? p [h-1] Generaény ¢as? GT [h]
[°C] v jogurte* K v jogurte P v jogurte K v jogurte P
6 0,0139 0,0137 21,5 22,0
8 0,0206 0,0208 14,6 14,5
12 0,0497 0,0472 6,1 6,4
17 0,0691 0,066 4.4 4,6
21 0,185 0,091 1,6 33

1 - storage temperature, 2 - growth rate, 3 - generation time, 4 - in yoghurt.

C. maltosa YP1 za tu istd Casovu jednotku bol desatndsobne vySSi (n21°c =
= 0,138 h-1) ako pri teplote 6 °C.

Maximélna dizka lag-fazy C. maltosa YP1 v oboch jogurtovych krémoch
postupnym zvySovanim teploty sa skracovala na 12,6 h pri teplote 17 °C
alebo na 9,4 h pri 21 °C.

Vyznamnym faktom bolo, Ze sledovany kmen kvasinky vykazoval rast aj
pri 6 °C s generacnym ¢asom 21,8 h. Na zdklade tejto skutocnosti je mozné
povazovat vySetrovany kmen za psychrotrofny. Pri dalSej chladiarensky
vyznamnej teplote 8 °C, ktord by sa v praxi nemala prekrocit, napriklad
pri transporte Cerstvych potravin, a ktord je vyrobcom odporucand ako
maximadlna teplota uchovavania jogurtov, sa generacny Cas kvasinky C. mal-
tosa YP1 skratil a rastova rychlost sa zvySila priblizne 1,5-ndsobne oproti jej
rastovym parametrom pri 6 °C.

Z pokusov jednoznacne vyplynulo, Ze urcujicim faktorom pre trvanie
lag-fazy C. maltosa YP1 v jogurtoch bola teplota uchovavania (obr. 3). Jej
zvySovanie Statisticky vyznamne a priamo umerne lag-fizu (A) skracovalo
podla nasledovného vztahu:

A = 44,581 - 1,9409T (R»2 = 0,8819)
kde T je teplota uchovdvania a R korelacny koeficient.
So zvySovanim teploty prirodzene dochddzalo aj k zvySovaniu rastovej

rychlosti C. maltosa YP1 (obr. 4). V tomto pripade bola vSak zdvislost zvySo-
vania rastovej rychlosti p od teploty semilogaritmickd podla rovnice:
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In p = -5,0121 + 0,1428T (Ru2 = 0,9324)

Podobne ako v pripade lag-fazy, aj zavislost prirodzeného logaritmu ras-
tovej rychlosti od teploty bola Statisticky vysoko vyznamn4.

Rastové parametre C. maltosa YP1 ziskané vo vysSSie uvedenych jogur-
tovych krémoch sa teoreticky porovnali s rastovymi parametrami ziskanymi
v modelovych glukézovych roztokoch s kyselinou mlie¢nou. Kedze v jogur-
toch sa o¢akava obsah kyseliny mlie¢nej v intervale od 0,7 % az 1,0 %, rele-
vantné bolo ich porovnanie pri rovnakych koncentraciach kyseliny mlie¢nej,
ale len v roztoku s glukdzou a kvasni¢nym autolyzdtom. Z porovnania napri-
klad vyplynulo, ze rastové rychlosti kvasinky C. maltosa YP1 v jogurtovom
zdklade Probia pri 8 °C (obsah kyseliny mlie¢nej 1,0 %, p = 0,0208 h-1) boli
o 18,3 % vyssie ako rastové rychlosti kvasinky v bujone obsahujicom 1,1 %
kyseliny mlie¢nej pri tej istej teplote (u = 0,017 h-1). Podobne aj pri teplo-
te 12 °C boli hodnoty rastovych rychlosti C. maltosa YP1 v probiotickych
jogurtoch (obsah kyseliny mlie¢nej 1,0 %, p = 0,047 h-1) 010,6 % vyssie
v porovnani s hodnotami pozorovanymi v modelovych glukézovych rozto-
koch s 1,0 % pridavkom kyseliny mlie¢nej pri tej istej teplote uchovavania
(n = 0,042 h'l).

y = -1,9409x + 44,581
R2 = 0,8819

oL

0 : : .
5 10 15 20 25

Teplotal [°C]

OBR. 3. Zavislost trvania lag-fazy C. maltosa YP1 (1) zamerne inokulovanej
do jogurtovych krémov od teploty uchovavania.
FiG. 3. Lag-phase duration of C. maltosa YP1 ()) inoculated in the yoghurt cream
as a function of the storage temperature.
1 - temperature.
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OBR. 4. Zavislost rastovej rychlosti C. maltosa YP1 (In p) zdmerne inokulovanej
do jogurtovych krémov od teploty uchovavania.
Fi1G. 4. Growth rate of C. maltosa YP1 (In p) inoculated in the yoghurt cream
as a function of the storage temperature.
1 - temperature.

Z tychto porovnani je mozné konStatovat, Ze nutri¢ny potencidl a vnu-
torné prostredie vrdtane pritomnych baktérii jogurtovej kultiry vytvdra
vhodnejSie podmienky pre rast tejto kvasinky ako samotny glukézovy roztok
s kvasni¢nym autolyzdtom. Tento poznatok je vyznamny pre prax, pretoze
ukazuje, aké doleZité je v praxi zniZovat pravdepodobnost kontamindcie
(najmé kvasinkami a vldknitymi hubami) aj pri vyrobe takych produktov,
ktoré sa povazovali za mikrobiologicky stabilné.

Preto je mozné obidve linedrne rovnice zalozené na vysledkoch naSich
experimentov vyuZit pre vypocet Casu, po ktorom by kontaminant C. maltosa
YP1, ak by sa v prislusnych kyslomlie¢nych produktoch nachddzal, dosiahol
pocty, napriklad 1.100 KTJ.ml-1. Vysledky takto postavenej predikcie sd v za-
vislosti od pociatocnej koncentracie kvasinky sumarizované v tab. 2. Z nich
vyplyva napriklad, Ze ak by sa C. maltosa YP1 ako kontaminant nachddzal
v pociatoénej koncentracii Ng = 1 KTJ.ml1, potom by dosiahnutie jej kon-
centracie 1.100 KTJ.ml-! vyzadovalo 17 dnf pri teplote 6 °C a 13 dni pri teplo-
te 8 °C. Ak berieme do dvahy sicasnu dobu spotreby jogurtov 30 dni, zovSe-
obecnenim by mohlo vyplyniit, Ze jogurty s takouto pociato¢nou kvasinkovou
kontamindciou by uz v polovici doby spotreby mohli vykazovat kvasni¢nu
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TaB. 2. Predpovede ¢asov [d], kedy by C. maltosa YP1 dosiahla pocet 1.106 KTJ.ml-!
v jogurtovych krémoch v zdvislosti od teploty uchovdvania.
TaB. 2. Prediction of time [d] for C. maltosa YP1 to reach 1.106 CFU.ml!
in the yoghurt cream in dependence on the storage temperature.

Cas potrebny na dosiahnutie 1.106 KTJ.ml-!
Tepilé)tal v zdvislosti od pociato¢nej koncentrécie? [d]
= No=1 Nop =10 No = 100 Np = 1000
17,3 14,6 12 9,3
13,2 11,2 9,2 7,2
12 7,7 6,5 5,4 43
17 38 32 2,7 2,1
21 2,0 1,7 1,4 1,1 (26 h)

Ny - pociatoénad koncentracia C. maltosa YP1 [KTJ.ml-1].
No - initial density of C. maltosa YP1 [CFU.ml'!]. 1 - temperature, 2 - time to reach
1.106 CFU.ml"! in dependence on the initial density [d].

prichut alebo kvasnic¢ny zdpach. Z vysledkov dalej vyplynulo, Ze na problém
kontamindcie kyslomlie¢nych produktov kvasinkami treba v praxi neustdle
poukazovat, nakolko teoretickd minimdlna pociatocnd koncentracia kvasi-
niek, z ktorej sa zvysi ich pocet na 1.106¢ KTJ.ml! na konci 30-dfiovej doby
spotreby je velmi nizka, len 3.10-¢ KTJ/1000 ml jogurtu pri teplote 8 °C a je
teda fazko dosiahnutelnd. Z vypocitanych predikcii (tab. 2) tiez vyplynulo,
ze redlne predist tymto problémom znehodnotenia jogurtov kvasinkami
znamend zabrdnif ich kontamindcii (zvlast termorezistentnymi a acido-
tolerantnymi kvasinkami, akou je C. maltosa YP1), ako aj aplikovat tzv.
ochranné kultury. Ide o Specifické kmene baktérii mlie¢neho kysnutia, ktoré
sa aplikuju ako neStartovacie kultiry a ich metabolity vykazujui antimikro-
bidlnu aktivitu. Napriklad pridavok kultiry Lactobacillus rhamnosus VT1,
ktory by sa v blizkej budicnosti mohol stat sicastou uz komer¢ne vyrabanych
a na trhu dostupnych ochrannych kultur a byt tak doplnkom preventivnych
hygienickych opatreni, v koncentrécii 15 % (obsah kyseliny mlie¢nej v pre-
pocte na kyselinu mliecnu 0,3 %) by Cas na dosiahnutie denzity kvasinky
1.106 KTJ.ml-! pri jej poc¢iato¢nom poéte N9 = 1 KTJ.ml! a pri teplote 10 °C
predizil az na 30 dnf [8].

Validdcia predikcie rastu C. maltosa YP1

Vypocitané predikcie Casu, ako aj rastové rychlosti kvasinky, sa podrobili
validdcii podla Baranyiho, Pinovej a Rossa [7]. Z valida¢nych faktorov sa
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vybral tzv. faktor presnosti (angl. accuracy factor) a z neho odvodeny faktor
nezhody vyjadreny v percentdch (ang. discrepancy) [7]. Pri ich vypocte sa
pouzili nasledovné vztahy:

3" (In k)~ In uk

Af = exp
n

%Df = (Ar—1) . 100

v ktorych p je rastova rychlost z rastovej krivky, f(xk) je u z funkcie, ktorou
sa popisuju experimentalne ziskané hodnoty, 7 - pocet merani, %Dy - diskre-
pancia (nestlad s predikciou), Ay - faktor presnosti.

Validdcia kvantitativnej analyzy rastu C. maltosa YP1, ako aj uvedenych
predpovedi, sa robila na zéklade porovnania rozdielov medzi rastovymi rych-
lostami vypocitanymi z rastovych Ciar a rastovymi rychlostami vyplyvajuicimi
zo zavislosti zndzornenej na obr. 3. Ako je z tab. 3 vidiet, nezhody medzi
vypocitanymi a experimentalnymi hodnotami rastovych rychlosti a ¢asovych

TaB. 3. Parametre validdcie pre zavislost rastovej rychlosti C. maltosa YP1 inokulovanej
do jogurtovych krémov od teploty uchovavania
a pre predikciu ¢asu potrebného na dosiahnutie denzity 1.100 KTJ.ml-1.
TaB. 3. Parameters validating the model for the growth rate of C. maltosa YP1
in the yoghurt cream in dependence on the storage temperature
and for the time predictions to reach the density of 1.106 CFU.ml-L.

Indexy validdcie?
Faktor! pre zavislost3 pre predpovede ¢asu potrebného
In p = 0,1428T - 5,0121 na dosiahnutie po¢tu 1.106 KTJ.ml-1 4)
Ay 1,24 1,14
By 1,00077 0,98689
%Dy 24,1 137

u - rastova rychlost, T - teplota uchovévania, Ay - faktor presnosti, By - faktor odklonu, spola-
hlivosti, %Dy - faktor nezhody v %.

p - growth rate, T - storage temperature, Ar - accuracy factor, By - bias factor, %Dy - percent
of discrepancy. 1 - factor, 2 - validating indices, 3 - for dependence, 4 - for the time prediction
to reach the density of 1.106 CFU.ml-L.
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predikcii boli 24,1 % (pre rastovu rychlost), resp. 13,7 % (pre predikcie
¢asu potrebného na dosiahnutie denzity kvasinky 1.106¢ KTJ.ml!). Preto
vztahy prezentované v tejto Casti hodnotime ako Statisticky vysoko vyznam-
né, nakolko opakovatelnost mikrobiologickych zriedovacich kultivacnych
metdd, z ktorych vysledkov sa pri rastovych Ciarach a nésledne aj v pred-
povediach vychddzalo, sa podla STN ISO 4833 pohybuje v intervale =12 %
az *37 % [9]. Vysledky validdcie su v sulade tieZ s pracami MELLEFONTA
a kol. [10], TE GIFFELOVEJ a ZWIETERINGA [11], podla ktorych sa diskrepan-
cie medzi hodnotami rastovych rychlosti najcastejSie pohybuju v intervale
od 10 % do 30 %, v niektorych pripadoch aj vyssie.

Zaver

V préci sa matematicky analyzoval rast oxidativnej kvasinky C. malto-
sa YP1 v jogurtovych krémoch v zavislosti od teploty uchovdvania. Rozdiely
medzi hodnotami rastovych rychlosti kvasinky v oboch kyslomlie¢nych
produktoch neboli vyznamné pri vSetkych aplikovanych teplotdch. Ako
je z konkrétnych vysledkov vidiet, fermentované produkty sui substratom,
ktory nekladie vyznamné prekazky pre rast a rozmnozovanie vySetrovaného
kmena kvasinky C. maltosa YP1.

Vysledky ziskané v prezentovanej Studii su prikladom vyuZitia principov
prediktivnej mikrobioldgie v mliekarskej praxi s cielom upozornit na dyna-
miku rozmnozovania sa kvasiniek v kyslomlie¢nych produktoch v pritomnos-
ti baktérif mlieneho kysnutia a probiotickych baktérii.
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Mathematical modelling of the effect of temperature on growth dynamics
of Candida maltosa YP1 in yoghurt cream

LAUKOVA, D. - VALIK, L.: Bull. potrav. Vysk., 43, 2004, p. 89-99.

SUMMARY. Growth dynamics of the oxidative yeast Candida maltosa YP1 in the yoghurt creams
K (fresh yoghurt) and P (fresh probiotic yoghurt) were determined in relation to the storage
temperature. In both fermented dairy products, the growth of C. maltosa YP1 was observed
at 6 = 0.5 °C. With the increasing storage temperature, the growth rates were increased and
the lag-phase was prolonged in both tested substrates. Maximal growth rates of C. maltosa
YP1 in yoghurt K (uk = 0,185 h'l) and P (up = 0.091 h-1) and equivalent minimal generation
times (GTk= 1.6 h, GTp= 3.0 h) were determined at 21 * 0.5 °C. The increase in growth rates
of C. maltosa YP1 (In p) in relation to the increasing storage temperature could be, in yoghurt
substrates, modelled by a semilogarithmic equation In p = -5.0121 + 0.14287 (R2 = 0.9324).
The decrease in the lag-phase duration (1) in dependence on the increasing storage tempe-
rature were characterized by a linear correlation L = 44.581 — 1.94097 (R2 = 0.8819). Based
on these equations, predictions of time when C. maltosa YP1, as a representative of yeast
contaminants in foods, reaches the density of 1.106 CFU.ml-! are presented.

KeYWORDS: Candida maltosa; mathematical modelling of microbial growth; predictive micro-
biology
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