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Modelovanie rastu Neosartorya fischeri
v zavislosti od aktivity vody upravenej sacharézou a NaCl

LUBOMIR VALIK - ELENA PIECKOVA - FRIDRICH GORNER

SUHRN. V prdci sa sledoval vplyv aktivity vody (av) upravenej sacharézou alebo chloridom
sodnym na rast kolonii termorezistentnej mikromycéty Neosartorya fischeri na Sabou-
raudovom agare. Na zdklade postupov prediktivneho modelovania sa vypocitali lag-fazy
a rastové rychlosti pri 6smich hodnotdch ay. V zavislosti od pouzitej latky upravujicej
hodnotu ay sa linearnou regresiou urcil vztah medzi aktivitou vody Sabouraudovho agaru
a rastovou rychlostou N. fischeri. Tento vztah sa v $tudii popisal pomocou g-modelu,
vyjadreného kvadratickou funkciou s pouzitim matematickej transformdcie by, pricom
bw = V(I — ay). Pre praktické vyuZitie v potravindrskej mikrobioldgii sa dalej pomocou tzv.
t3-modelu vyslovili predpovede Casu, za ktory N. fischeri vytvori viditelnd koldniu zvolené-
ho priemeru 3 mm. Bolo zistené, Ze pri rovnakej hodnote ay média ma na jej rastovu rych-
lost vplyv aj osmoticinnd ldtka, ktord sa pouzila na jej tpravu.

Pouzity pristup, ako aj ziskané vysledky, su vyuziteIné v ramci kontroly mikrobiologic-
kej akosti pasterizovanych alebo sterilizovanych ovocnych produktov, pri vykondvan{
skusSok na dodrzanie mikrobiologickych limitov (angl. challenge tests) a tiez v rdmci skla-
dovacich skisok uvedenych pozivatin po ich vyrobe.

KIUCOVE SLOVA: Neosartorya fischeri; modelovanie rastu; aktivita vody; rychlost rastu;
lag-faza

Vlaknité huby odolné voci uc¢inkom vysSich teplot su v konzervarenskom
priemysle casto priinou kazenia mnohych produktov z ovocia. Medzi
najcastejSie izolované kmene sposobujice kazenie dZemov, kompdtov alebo
ovocnych Stiav viaceri autori uviedli kmene Neosartorya fischeri,
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Talaromyces flavus a Talaromy-
ces macrosporus [1-4].

Ing. Lubomir VALIK, PhD., Prof. Ing. Dr. Fridrich GORNER, DrSc., Katedra mlieka, tukov
a hygieny pozivatin, Chemickotechnologickd fakulta STU, Radlinského 9, 812 37 Bra-
tislava.

Ing. Elena PiEckovA, MPH, PhD., Ustav preventivnej a klinickej mediciny, Limbova 14,
833 01 Bratislava.

85



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

Vdaka svojej tepelnej odolnosti, ndslednému rastu a produkcii pektinoly-
tickych enzymov, pripadne zapachajucich prchavych latok, moézu termorezis-
tentné vlaknité huby prekonat v praxi pouzité tepelné oSetrenie potravinar-
skych produktov. Pocas ich uchovavania pri teplote miestnosti mozu v zavis-
losti od hodno6t aktivity vody alebo hodndt pH v prostredi rychlejSie alebo
pomalsie vyrast do viditelnych koldnif, narusit Struktiru ovocia a nepriazni-
vo zmenit vlastnosti produktu.

Mikromycéta N. fischeri (v anamorfnom Stadiu Aspergillus fischeri),
na ktord sme sa v tomto prispevku zamerali, navySe mdze produkovat tre-
morgénne mykotoxiny: verrukulogén, fumitremorgény A a C a terrein [5,6].
Produkcia toxinov verrukulogénu, fumitremorgénu A a C bola zistend
pri hodnote pH = 7 a v rasticom mnozstve pri teplotdch 25; 30 a 37 °C
v poradi teplot.

N. fischeri sa vyskytuje vo vysokych poctoch aj v pdde naSho klimatického
pésma bez ohladu na jej typ a iné faktory vonkajSieho prostredia. Kmene
N. fischeri rastu pri teplotdch 10 °C az 52 °C s optimalnou teplotou v oblasti
26 °C az 45 °C. Vytvaraju polgulovité, gulaté, ako aj elipsoidné konidia
s hladkym aZ mierne ornamentovanym povrchom. Kleistotécid su gulovité,
maju dvoj- az trojvrstvovy obal a zacinaju sa tvorit od stredu koldnie v su-
strednych kruZnicovych vrstvdch. Asky, ktoré sa z kleistotécii uvoliiuji po
niekolkych dnoch, su bezfarebné, bikonvexné, hladké az drsné [7,8]. Termo-
rezistenciu askospor N. fischeri je mozné charakterizovat D-hodnotami
pri 90 °C v intervale od 4,7 min do 7,6 min, ktoré Tournas a Traxler [9] sta-
novili v deionizovanej vode, v anandsovom dzuse, ale aj v anandsovom kon-
centrate.

V tomto prispevku sme sa prostrednictvom rastovych konstdnt zamerali
na definovanie vplyvu aktivity vody Sabouraudovho agaru upravenej pridav-
kom osmoucinnej latky sachardzy a v dalSich pokusoch pridavkom osmo-
ucinnej latky NaCl na rast N. fischeri. Sachardza ako latka zvySujica osmo-
ticky tlak a tym znizujuca aktivitu vody charakterizuje prostredie sladenych
konzervovanych ovocnych produktov, sol (NaCl) ma podobnu ulohu napri-
klad v solenych mésovych pozivatinach.

Material a metddy
Kmen
Kmen Neosartorya fischeri pouzity v tejto praci bol izolovany zo zédhradne;j

pody a je deponovany v zbierke vlaknitych hib mykologického laboratdria
Ustavu preventivnej a klinickej mediciny v Bratislave.

86



Roc. 38, 1999, ¢. 2, s. 85-94

Pouzité médid

Vsetky pokusy sa vykonali na Sabouraudovom agare (Fluka, Svajciarsko).
Aktivitu vody pouzitych agarovych médii sme upravovali prisluSnymi pridav-
kami sacharézy alebo NaCl (Lachema, Ceskd republika). Vysledné hodnoty
pH médif sa pohybovali v rozmedzi 6,1+0,1.

Stanovenie aktivity vody Sabouraudovho agaru

Skuto¢né hodnoty ay Sabouraudovho agaru s pridavkami sachardzy alebo
NaCl sa stanovovali podla STN 56 0030 Meranie aktivity vody pristrojom
Novasina TH 200 (Novasina, Svajéiarsko). Pristroj bol kalibrovany Siestimi
nasytenymi roztokmi soli v intervale hodn6t ay 0,98 az 0,11.

Inokuldcia a kultivdcia

Kleistotécium, resp. askus N. fischeri, sa naockovalo do stredu Petriho
misky s priemerom 170 mm s prisluSnym agarovym médiom a bolo inkubo-
vané pri teplote (25%1) °C 15 dni v polyetylénovych vreckdch. Rast vySetro-
vanej mikromycéty sa sledoval denne meranim priemeru kolonif posuvnym
meradlom s dielikmi po =0,05 mm v rovnaky ¢as v dvoch paralelnych poku-
soch dvakrat v navzdjom kolmych smeroch pri 6smich zvolenych hodnotach
ay v intervale od 0,995 do 0,850. Stredné hodnoty zo Styroch nameranych
priemerov kolonii N. fischeri sa pouzili v matematickom modelovani.

Matematické a Statistické metody

Priemery kolonii N. fischeri merané horeuvedenym spdsobom sme analy-
zovali funkciami podla Baranyiho a kol. [10], ktorymi bolo mozné modelo-
vat rastové Ciary s alebo bez ich staciondrnej fdzy. Maximédlne rastové rych-
losti kolonif (g) a lag-fazy (A) sme vypocitali z modelovych rastovych ¢iar,
ktoré s dostato¢nou presnostou kopirovali namerané experimentdlne hod-
noty rastucich priemerov koldnii. Na rozdiel od predchddzajucej prace [11],
sme ziskané parametre rastu dalej analyzovali aj vo vztahu k uzito¢nej mate-
matickej transformdcii hodnoty ay na by, ktord pouzili Gibsonova a kol. [12]:

by =41-ay (1)

Prirodzeny logaritmus rastovej rychlosti g sme vyhodnotili pomocou
nasledovnej jednoparametrovej kvadratickej funkcie:

Ing = Co + Ciby + Coby? (2)

Koeficienty Co, C1 a C2 sme ur¢ili linedrnou regresiou. Z nich sme vypo-
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¢itali optimdlnu hodnotu by pre maximalnu rastovu rychlost koldnii podla
vztahu Gibsonovej a kol. [12]:

bu(op) =5 G

Nasledne, z parametra by, sme vypocitali optimdlnu hodnotu ay, ako aj
maximadlnu rastovu rychlost koldnif vySetrovanej mikromycéty pri tejto opti-
madlnej hodnote ay (tab. 1). Pre vycislenie predpovede rastovej rychlosti
N. fischeri na Sabouraudovom agare s pridavkom sachardzy alebo NaCl
v celom intervale vySetrovanych hodnot ay sa postupovalo nasledovne podla
Gibsonovej a kol. [12]:

1. vypocitali sme hodnoty by z experimentdlne upravenych a nameranych
hodnét ay (1);

2. vypocitali sme parametre kvadratickej funkcie a ndsledne hodnoty pri-
rodzeného logaritmu rastovej rychlosti vyuZijuc vztah (2);

3. rastovu rychlost sme nakoniec vypocitali ako ,,prevrateny logaritmus"
podla vztahu g = exp (In g).

TaBUIKA 1. Porovnanie charakteristickych predpovedi vplyvu aktivity vody
Sabouraudovho agaru upravenej sacharézou a NaCl na rast N. fischeri.
TaBLE 1. Comparison of characteristic predictions for influence of aw-values
of Sabouraud agar adjusted with sucrose and NaCl on growth of N. fischeri.

Sacharézal | NaCl

Predikcia optimdlnej hodnoty ay pre rast? 0,986 0,991
Predikcia rastovej rychlosti [mm.d-!] pri optimélnej hodnote ay3 12,57 9,54
Predikcia rastovej rychlosti [mm.d-1] pri ay = 0,904 8,24 0,0
Predikcia optimalnej hodnoty ay pre vytvorenie 3 mm koldnie5 0,997 1,0
Predikcia ¢asu potrebného pre vytvorenie 3 mm koldnie pri opti-

P 1,2 1,3
madlnej hodnote ay [d]°
Predikcia ¢asu potrebného pre vytvorenie 3 mm koldnie 34 130

pri ay = 0,90 [d]”

1 - sucrose, 2 - predicted optimum aw for growth, 3 - predicted growth rate [mm.d-1] at opti-
mum aw, 4 - predicted growth rate [mm.d-1] at aw = 0,90, 5 - predicted optimum ayw for
the time to reach a 3 mm colony, 6 - predicted time [d] to reach 3 mm colony at optimum ay,
7 - predicted time [d] to reach 3 mm colony at aw = 0,90.
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Vysledky a diskusia

Modelovanie vysledkov rastu kolonii N. fischeri v prvej faze zahrfnalo
zostrojenie rastovych ciar pri hodnote pH Sabouraudovho agaru 6,0 a pris-
lugnych experimentdlne upravenych hodnoét ay. Ciary obsahovali vietky atri-
bty typickej rastovej krivky mikroorganizmov: lag-fazu, linedrnu ¢ast opisu-
jucu exponencidlnu fazu a staciondrnu fazu.

Z rastovych diar, t.j. zdvislosti nameranych priemerov kolénii [mm]
od ¢asu [d], bolo na prvy pohlad vidiet, Ze sa lag-fadza v zévislosti od aktivity
vody predlzovala. Smernica linedrnej Casti rastovej Ciary sa znizovala, ¢o zna-
menalo, Ze mernd rastova rychlost klesala. Tieto skutoc¢nosti sa stali pred-
metom matematického modelovania vplyvu aktivity vody, ako jedného z fak-
torov vnutorného prostredia, na horeuvedené parametre rastu N. fischeri
[11,13].

Vplyv aktivity vody upravenej so sacharozou a NaCl na rychlost rastu kolonii

Zavislost rastovej rychlosti N. fischeri od aktivity vody Sabouraudovho
agaru sa matematicky analyzovala metddou linedrnej regresie. V analyze
sa pouzila matematicka transformadcia aktivity vody by, prostrednictvom kto-
rej sa na obr. 1 charakterizoval jej vztah s rastovou rychlostou koldnif
Neosartorya fischeri. Typicky konkdvny tvar uvedenych zdvislosti, ktory bol
podobny v obidvoch pokusoch pri pouziti sachardzy (vlavo), ako aj NaCl
(vpravo), umoznil postupovat podla Gibsonovej a Baranyiho tzv. g-modelu
[12]. Z rovnic, ktorych koeficienty sa vypocitali linedrnou regresiou, bolo
mozné vypocitat optimdlnu hodnotu ay pre rast vySetrovanej mikromycéty
(tab. 1), ako aj graficky zndzornit rastovi rychlost N. fischeri v zdvislosti
od aktivity vody v prostredi so sachardzou (vlavo) a NaCl (vpravo) prostred-
nictvom modelu g = exp(Co + Cibw + Czbw?) na obr. 2.

Z hodnoét v tabulke 1, ako aj z obr. 2, je zretelne vidiet, Ze rozdielna latka
mala pri rovnakej hodnote ay rozdielny vplyv na rastovu rychlost N. fischeri.
Tiito skuto¢nost potvrdili predovSetkym vypocitané optimdlne hodnoty akti-
vity vody pre rast vySetrovanej huby, t. j. hodnoty ay, pri ktorej sa zistila maxi-
madlna rychlost rastu koldnif, ako aj vlastna rychlost rastu. Pre svoj maximal-
ny rast v prostredi s NaCl N. fisheri vyzadovala vysSiu optimdlnu hodnotu
av = 0,991 ako v prostredi so sacharézou, kde ay(opt) = 0,986. Vplyv roz-
dielnej latky upravujicej hodnotu ay prostredia sa prejavil v nizSej maximal-
nej rychlosti rastu koldnii vySetrovanej vldknitej huby 9,5 mm.d-1, ak sa
na tpravu hodnoty ay pouzil NaCl, a vy$$ej maximdlnej rychlosti 12,6 mm.d-!
v pripade pridavku sachardzy. Vyraznejsi rozdiel sa zistil u predpovede rych-
losti rastu N. fischeri pri hodnote ay = 0,90, ktord nebola v Sabouraudovom
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OBR. 1. Zdvislost prirodzeného logaritmu rastovej rychlosti

kol6nif Neosartorya fischeri [mm.d-1] od by = V(I — ay).
Symboly zndzoriiuji logaritmy rastovych rychlosti vypocitanych z rastovych Ciar pri pris-
lusnych hodnotéch ay. Aktivita vody Sabouraudovho agaru bola upravend sacharézou (vlavo)
a NaCl (vpravo). Stvisl4 ¢iara graficky zndzoriiuje funkciu In g = Co + Ciby + Caby?, ktorej
koeficienty sa vypocitali linedrnou regresiou.

FiG. 1. Plots for the natural logarithm of the colony growth rate

of Neosartorya fischeri [mm.d-1] against by = V(I — ay).
Symbols indicate the natural logarithm of growth rate as estimated from the growth curves
at the by which is a transformed form of aw. The aw-values of Sabouraud agar were adjusted
with sucrose (left) and NaCl (right). The continuous line indicates the fitted function
In g = Cy + Ciby + Cabw? The coefficients were calculated by linear regression.

1 - In (colony growth rate), 2 - sucrose.

agare experimentdlne upravend. Rychlost rastu bola v prostredi s NaCl prak-
ticky nulova a v prostredi so sachar6zou dosahovala hodnotu 8,2 mm.d-1.
Treba poznamenat, Ze zhodu medzi predpovedanymi hodnotami rastovych
rychlosti a experimentdlne zistenymi hodnotami vypocitanymi z rastovych
kriviek sme charakterizovali aj smerodajnou odchylkou definovanou anglic-
kym terminom "root mean square error" (RMSE). Tymto spdsobom vypo-
¢itand smerodajnd odchylka nasich predpovedi bola v celom intervale expe-
rimentdlnych hodnoét ay nizsia ako 0,11 mm.d-1.

Na obr. 2 je okrem doteraz uvedenych skutocnosti zretelne vidiet aj
pokles rastovej rychlosti v oblasti hodn6t ay smerom od optimdlnej hodnoty
k najvy$sej moznej hodnote ay = 1,0, ktory je typicky pre rast vldknitych hub
[14] a mozno ho oddvodnit so zriedovanim vnitrobunkového obsahu hyf
vldknitych huib vplyvom nizkeho osmotického tlaku, resp. vysokej hodnoty ay
vo vonkajSom prostredi.
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OBR. 2. Grafické zndzornenie modelu rastovej rychlosti Neosartorya fischeri
od aktivity vody upravenej sacharézou (vlavo) a NaCl (vpravo).
Stvisld ¢iara je znazornend funkciou g = exp(Co + Ciby + Caby?), pricom by = V(1 — ay).

F1G. 2. Plots for the colony growth rate of Neosartorya fischeri
as dependence of water activity adjusted with sucrose (left) and NaCl (right).

The continuous line indicates the fitted function g = exp(Co + Cibw + Cabw?), where
bw = V(I — ay). 1 - colony growth rate, 2 - sucrose.

Vplyv aktivity vody upravenej so sacharozou a NaCl na lag-fazu rastu N. fischeri

Zavislost dlzky trvania lag-fizy od aktivity vody Sabouraudovho agaru
upravenej sachar6zou a NaCl bolo mozné matematicky definovat pomocou
roznych funkcii. V prvom pripade linedrnou rovnicou prvého poriadku,
ktora je vhodna pre jednoduché prepocty alebo interpoldcie v mykologicke;j
praxi (R? = 0,948). V pokusoch so sacharézou sa lag-fiza so znizovanim
aktivity vody pomocou sachardzy predlzovala podla rovnice:

A = -14,606ay +15,55 4)
v ktorej A je dlZka trvania lag-fazy.

V obdobnych pokusoch, kde sa aktivita vody Sabouraudovho agaru upra-
vovala s NaCl, sa zistil vyraznejsi vplyv tejto latky na predlzovanie lag-fazy
rastu N. fischeri. Vplyvu NaCl na trvanie lag-fazy, na rozdiel od predchéddza-
juceho linedarneho vztahu, nadobudol uz od hodnoty ay = 0,96 exponencial-

ny charakter. Uvedend zdvislost bolo moZzné s minimalnym skreslenim opisat
aj pomocou polynomickej rovnice druhého stupna (R2 = 0,989):

) = 442,96a,% - 905,83ay + 463,78 (5)
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Z praktického hladiska by bolo vhodnejSie vypocitat ¢as, za ktory asko-
spory N. fischeri vykliCia a vytvoria viditelné a meratelné kolonie, napriklad
s priemerom 3 mm. Vypocitané predpovede su zndzornené na obr. 3 pre sa-
charézu (vlavo) a NaCl (vpravo). Uvedené casy bolo mozné podobne ako
v pripade lag-fazy popisat linedrnou a exponencidlnou rovnicou pre sacha-
rozu a NaCl v poradi. Hodnoty charakterizujice rozdielny vplyv latky upra-
vujicej hodnoty ay zivného prostredia na vytvorenie koldnie s priemerom
3 mm boli obdobne ako v uz uvedenom priklade rastovej rychlosti vypo-
¢itané a st uvedené v tab. 1. Cas potrebny na vytvorenie 3 mm kolSnie N. fis-
cheri pri optimdlnych hodnotach ay v prostredi so sacharézou a NaCl boli
prakticky rovnaké 1,2 d a 1,3 d. Podstatny rozdiel sa zistil medzi vypocita-
nymi ¢asmi pri hodnote ay = 0,90. Zatial ¢o v prostredi so sachardzou sa
3 mm koldnia N. fischeri vytvorila po 3,4 d, v prostredi s NaCl to bolo az po
13,0 d.

IS
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OBR. 3. Zdvislost ¢asu potrebného na vytvorenie viditelnej koldnie Neosartorya fischeri
s priemerom 3 mm od aktivity vody upravenej sacharézou (vlavo) a NaCl (vpravo).

Fi1G. 3. Plots for the time at which the colony of Neosartorya fischeri reached 3 mm
in diameter as dependence of water activity adjusted with sucrose (left) and NaCl (right).
1 - time to reach a visible colony (3 mm) [d].

Z teoretického hladiska sa moze predpokladat, ze zivné prostredie s hod-
notou ay upravovanou pridavkami sachardzy nekladie z nasledovne uvede-
nych dovodov velku bariéru pre tvorbu kolonii sledovanej mikromycéty.
N. fischeri moze sacharézu zo zivného prostredia difiziou vyuzit v rdmci
osmoregulac¢nych procesov ako latku kompatibilni s vnitrobunkovym obsa-
hom. Diftizia a akumuldcia sacharézy si pre mikromycétu energeticky
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vSeobecne menej ndro¢né ako syntéza inych osmoprotektivnych ldtok.
Z tohto dovodu je mozné vyslovit predpoklad, Ze uvedené rovnice (modely)
platia pre prostredie s pridavkami sacharézy alebo maximdlne pre prostre-
die so sacharidmi s velkostou molekul podobnou sachardze. V pripade, Ze
hodnota ay v prostredi je upravovand inou latkou, napriklad NaCl, platia
pre N. fischeri modely vyplyvajice z experimentdlnych vysledkov ziskanych
z prostredia, v ktorom hodnoty ay sa upravovali pridavkami NaCl. Pri¢inou
mozZe byt aj skutocnost, Ze v takomto prostredi v rdmci osmoregulacnych
procesov prichddza do uvahy skor vnutrobunkovd syntéza viacerych ucinnej-
Sich osmoprotektivnych ldtok. Akumuldcia Na* a Cl- i6nov nie je pravde-
podobnd, pretoze tieto iony su vSeobecne pre mikrobidlne bunky toxické
[15]. Syntéza ucinnych osmoprotektivnych latok je v skuto¢nosti energeticky
naroc¢nejsia ako akumuldcia tychto latok z vonkajSieho prostredia [16].

Predpovede a poznatky prezentované v tejto prdaci je mozné vyuZif
v potravindrskej praxi pri kontrole mikrobiologickej kvality, pri vykondvani
skiSok na dodrzanie mikrobiologickych limitov (angl. challenge tests),
v skladovacich testoch a v pripade inych toxinogénnych vldknitych hib aj
pri Specifikdcii limitov systému HACCP pri vyrobe pasterizovanych alebo
sterilizovanych ovocnych produktov.
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Growth modelling of Neosartorya fischeri
in dependence on water activity adjusted with sucrose and NaCl

VALIK, L. - PIECKOVA, E. - GORNER, F.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 85-94.

Summary. Effect of water activity (aw), adjusted with sucrose and NaCl, on colony growth of
the thermoresistant micromycete Neosartorya fischeri was studied on the Sabouraud agar.
Using mathematical modelling the lag-phases and colony growth rates were calculated
at 8 aw-values. Depending on the substance adjusting the ay-value, the relationship between
the aw-values of the Sabouraud agar and the growth rates of N. fischeri was defined with li-
near regression. This relationship was characterised by g-model explained with quadratic
function and mathematical transformation of by, where by = \/(1 — ay). Further, the predic-
tions of the time for V. fischeri to reach a visible colony, e. g. the one with a diameter of 3 mm,
were expressed by the t3-model. A different effect of the equal aw-values adjusted with dif-
ferent compounds on growth rate of N. fischeri was found.

The approach and the results of this study can be used at the microbiological quality control
of pasteurised or sterilised fruit products, at their challenge tests and storage tests as well.

Keywords: Neosartorya fischeri; growth modelling; water activity; growth rate; lag-phase
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