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Abstract

VALIK L., PIECKOVA E., GORNER F. (2000): Parameters characterising the growth of Talaromyces avellaneus in relation
to water activity (modelling fungal growth). Czech J. Food. Sci., 18: 219-223.

The growth of heat resistant fungi Talaromyces avellaneus in relation to water activity (a, ) of Sabouraud’s medium adjusted with
sucrose and NaCl was followed in this study. Growth prediction and time to create the visible colony of Talaromyces avellaneus
in the region of a_-values of 0.85 to 1.00 were expressed on the basis of experimental results and using mathematical modelling.
It was calculated that the maximal colony growth rate of T. avellaneus was 13.22 mm/d at optimal a_-value of 0.985. Growth
parameters were based on experimental trials carried out on Sabouraud’s agar medium with sucrose and pH-value 6. The time to
create a visible colony of diameter of 3 mm that included lag-phase as well as the growth rate was 1.2 d at optimal a , value. It was
prolonged by a decrease of water activity, e.g., to 3.1 d at a, value of 0.85. On the medium where water activity was adjusted with
NaCl, the optimal a,, value for growth of the strain under study was very close to 1.0. Time to reach the colony diameter of 3 mm
was 2.0 d at optimal a , value, but 15.9 d at a, value of 0.90.
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Suhrn

VALIK L., PIECKOVA E., GORNER F. (2000): Parametre charakterizujuce rast Talaromyces avellaneus vo vzt'ahu k aktivite
vody (modelovanie rastu vlaknitych hab). Czech J. Food. Sci1., 18: 219-223.

Sledovali sme rast termorezistentnej viaknitej huby Zalaromyces avellaneus v zavislosti od aktivity vody (a,) Sabouraudovho
meédia upravenej sachardzou a NaCl. Na zaklade ziskanych experimentalnych vysiedkov sa s vyuZitim postupov matematického
modelovania vyslovila predikcia rastu, ako aj Casu potrebného na vytvorenie viditel'nej kolonie 7. avellaneus v oblasti hodnéta

0,85—-1. Vypoltom sa zistilo, Ze maximalna rastova rychlost’ kolonii 7. avellaneus bola 13,22 mm/d pri optimalnej hodnote a
pre rast 0,985. Vypoclitané parametre rastu vychadzali z pokusov vykonanych na Sabouraudovom agare so sachar6zou a s hodnotou
pH = 6. Cas potrebny na vytvorenie vidite'nej kolonie s priemerom 3 mm, ktory zahriiuje trvanie lag-fazy a si¢asne aj rastovi
rychlost’, bol pri optimalnej hodnote a_ 1,2 d. So zniZovanim aktivity vody sa predlZoval aZ na hodnotu 3,1 d pn a,, = 0,90.
V prostredi s aktivitou vody upravovanou s NaCl optimalna hodnota pre rast vy3etrovane; mikromyceéty bola vel'mi blizka az
rovna a,, = 1,0. Cas potrebny na vytvorenie 3-mm kolonie pri optimalnej hodnote a, bol 1,7 d, ale pr1 hodnote ¢ = 0,90 az 15,9 d.

KPiadové slova: modelovanie rastu; rastova rychlost’; lag-faza; aktivita vody (a_); Talaromyces avellaneus

Termorezistentné mikromycety, ktoré su schopne pre-  1999) ktora sa v pripade uvedenych pozivatin pohybuje
zit posobenie zvySenych tepldt pri konzervovani ovocia v gblasti a_0,85-0,90. V naSich podmienkach plesnive-
a ovocnych Stiav a oby€ajne po ur€itom latentnom ¢ase  pje kompétov spdsobovali najma kmene termorezistent-
spdsobit’ plesnivenie tychto produktov, tvoria vyznamnu nych druhov Byssochlamys nivea, Neurosartorya fischeri
skupinu mikromycét (JESENSKA ef al. 1984). Mnohé 4 Talaromyces flavus (JESENSKA, PETRIKOVA 1985).

z nich sa tieZ vyznacuju aj zna¢nou toleranciou voci zni- Z prac (JESENSKA et al. 1992; JESENSKA, PETRIKO-
zenej aktivite vody (HOCKING, PITT 1984; VALIK etal.  yA 1985), ktoré sa zaoberali ekologiou termorezistent-
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nych mikromycét, vyplynulo, Ze vyznamnym zdrojom
tychto vlaknitych hiib bola zemina. Medzi uz spomenuty-
mi druhmi mikromycét sa vel'mi ¢asto izolovali tieZ ko-
|6nie kmetiov druhu T, avellaneus (JESENSKA et al. 1992).
Prva izolacia a identifikacia kmeiia tohto druhu z plesni-
vého kompdtu, ako aj Castd izolacia kolonii zo zeminy po
ucinku vysokych teplot naznacili koncom osemdesiatych
rokov, Ze T. avellaneus mohol byt novym, dovtedy neo-
pisanym termorezistentnym druhom, ktory bolo podl'a uz
uvedenych pracovnikov mozné zaradit’ do zoznamu po-
travinarsky vyznamnych mikromycét. Zakladné mnforma-
cie o druhu T avellaneus predovSetkym z hl'adiska jeho
identifikacie, vyskytu ako aj termorezistencie poskytli ne-
skor PIECKOVA a JESENSKA (1995). Zo ziskanych mfor-
macii mozno uviest’, Ze spory T. avellaneus sa vyznaCovali
znaénou termorezistenciou. V modelovych pokusoch
s obsahom 172 KTJ/ml T. avellaneus v Sabouraudovom
médiu boli tieto inaktivované pri teplote 70 °C po 300 min,
pri 80 °C po 120 min a pri 90 °C po 10 min. V inych
pokusoch s obsahom 75 KTJ/ml sa inaktivacia T. avel-
laneus dosiahla pri 70 a 90 °C po 300, resp. 5 minutach.

Kmene T avellaneus produkuju viaceré sekundarne me-
tabolity, avelaniny A a B a emodin, ktoré patria medzi
antrachinény. Z pokusov na zvieratach vyplynulo, Ze uve-
dené metabolity mali na ne hepatotoxicky, cytotoxicky,
karcinogénny a mutagénny uéinok (BETINA 1990).

Napriek skutoénosti, Ze T. avellaneus sa mdZe nacha-
dzat’ v pasterizovanych ovocnych produktoch a Stavach,
v odbornej literatire neboli doteraz publikované infor-
macie o dynamike rastu tejto mikromyceéty. Ciel'om tejto
prace bolo poskytnit’ zakladné informacie tykajuce sa
parametrov rastu T. avellaneus, ako ¢asu potrebneho na
vytvorenie viditeI'nej kolonie (zahriiujuci lag-fazu a ras-
tovi rychlost), ako aj rychlosti rastu kolonii v zavislosti
od aktivity vody upravenej sachardzou alebo NaCl.

MATERIAL A METODY

Kmeri: Talaromyces avellaneus pouZzity v tejto praci
izolovala Pieckova zo zahradnej pody a je deponovany
v zbierke vlaknitych hib mykologického laboratona Usta-
vu preventivnej a klinickej mediciny v Bratislave.

PouZité médid: Vietky pokusy sa vykonali na Sabou-
raudovom agare (Fluka, Svaj&iarsko). Aktivitu vody po-
uzitych agarovych médii sme upravovali prisluSnymi
pridavkami sacharézy alebo NaCl (Lachema, Ceska re-
publika). Vysiedné hodnoty pH médii sa pohybovali v roz-
medzi 6,0 = 0,1 (Radelkis, Mad’arsko).

Stanovenie aktivity vody Sabouraudovho agaru: Sku-
toéné hodnoty a_ Sabouradovho agaru s pridavkami sa-
chardzy alebo NaCl sa stanovovali podl'a STN 56 0030
(Meranie aktivity vody) pristrojom Novasina TH 200 (No-
vasina, Svajéiarsko). Pristroj Novasina TH 200 bol ka-
librovany $iestimi nasytenymi roztokmi soli v intervale

hodnot a  0,93-0,11.
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Inokuldcia a kultivdcia: Kleistotécium (resp. askus
T. avellaneus sa naoCkovalo do stredu Petriho misky
s priemerom 170 mm s prisluSnym agarovym mediom
(vy$ka 4 mm) a bolo inkubované pni teplote 25 = 1 °C
15 dni v polyetylénovych vreckach. Rast vySetrovane;
mikromycéty sa sledoval denne meranim priemeru kolonii
posuvnym meradlom s dielikmi po + 0,05 mm v rovnaky
¢as v dvoch paralelnych pokusoch dvakrat v navzajom
kolmych smeroch pri 6smich zvolenych hodnotacha_ v in-
tervale od 0,995 do 0,850. Stredné hodnoty zo Styroch
nameranych priemerov kolénii 7. avellaneus sa pouzili
v matematickom modelovani.

Matematické a Statistické metddy. Priemery kolonii
T. avellaneus merané horeuvedenym sposobom sme ana-
lyzovali funkciami, ktoré opisali BARANYI et al. (1993),
ktorymi bolo moZné modelovat’ rastové Ciary s alebo bez
ich stacionarnej fazy. Maximalne rastove rychlosti kolo-
nii (g) a ¢as potrebny na vytvorenie 3-mm kolonie sme
vypotitali z modelovych rastovych Ciar, ktore s dostatoc-
nou presnostou kopirovali namerané experimentalne hod-
noty rasticich priemerov kolonii. Ziskane¢ parametre rastu
sa d’alej analyzovali vo vzt'ahu pre vypocet vhodne) ma-
tematickej transformacie hodnoty @ _na b _, ktoru navrhli

GIBSONOVA et al. (1994).

bw==1/1—aw (1)

Prirodzeny logaritmus rastovej rychlost: g sme vyhod-
notili pomocou tejto jednoparametrovej kvadraticke) funk-
cie:

lng = CO T Clbw + Czb:_ (2)

Koeficienty C, C, a C, sme ur¢ili linearnou regresiou.
Z nich sme vypo¢itali optimalnu hodnotu b pre maxi-
malnu rastovi rychlost’ kolonii podla vzt'ahu (GIBSONO-
VA et al. 1994):

C
b, (opt) = ——— (3)

20,

Nésledne sme z parametra b vypocitali optimalnu hod-
notu a_, ako aj maximélnu rastovua rychlost’ kolomi vy-
Setrovanej mikromycéty pri tejto optimalnej hodnote a_
(tab. 1). Pre vy¢islenie predpovede rastovej rychlosti

T. avellaneus na Sabouraudovom agare s pridavkom sa-
char6zy alebo NaCl v celom intervale vySetrovanych hod-

nét a_ sa postupovalo takto:
1. vypocitali sme hodnoty bz experimentalne upravenych
a nameranych hodnéta_(1);

2. vypoditali sme parametre kvadratickej funkcie a nasled-

ne hodnoty prirodzeného logaritmu rastove) rychlosti
vyuzijuc vzt'ah (2);
3. rastovu rychlost’ sme nakoniec vypo¢itali ako ,,prevra-
teny logaritmus* podl'a vzt'ahu g = exp (In g).
V pripade t,-modelu sme postupovali obdobne, pricom
sme vychadzali z koeficientov D, D, a D, zavislosti In £,

od bw.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Rastove ¢iary, t.). zavislosti priemeru kolonii [mm] mik-
romyceéty Talaromyces avellaneus od ¢asu [d], obsahovali
vietky atributy typickej rastovej krivky mikroorganizmov:
lag-fazu, linearnu ¢ast’ opisujucu exponencialnu fizu
a stacionarnu fazu. V sulade so v§eobecnymi poznatkami
z literatury bolo pozorované, Ze sa lag-faza v zavislosti
od klesajuce) hodnoty aktivity vody prediZzovala. Smerni-
ca linearnej Casti rastovej Ciary sa zniZovala, o znamena-
lo, ze Specificka rastova rychlost’ klesala. Tieto skuto€nosti
sa stali predmetom nasledného matematického modelo-
vania vplyvu aktivity vody ako jedného z faktorov vnu-
torneho prostredia na parametre rastu 7. avellaneus.
Vplyv aktivity vody upravenej so sachardzou alebo
NaCl na rychlost’ rastu kolonii. Zavislost rastovej rych-
lost1 7. avellaneus od aktivity vody Sabouraudovho aga-
ru bolo mozn¢ matematicky metdodou linearnej regresie
analyzovat len v pripade upravenia aktivity vody sacha-
rozou (obr. 1). V tomto pripade sa pouzila matematicka
transformacia aktivity vody b_, prostrednictvom ktorej sa
charakterizoval jej vzt'ah s rastovou rychlostou kolonii
T’ avellaneus. Konkavny tvar zavislosti rastovej rychlos-
t1 kolonii od parametra b umoZnil postupovat’ podl'a
Gibsonovej a Baranyiho tzv. g-modelu (GIBSONOVA et
al. 1994). Z rovniceIng= —26,07bw2 +6,4453b +2,1833,
ktorej koeficienty sa vypocitali linearnou regresiou, bolo
moZne vypocitat' optimalnu hodnotu a  pre rast vySetro-
vane] mikromycety, ako aj graficky znazormit’ rastovu
rychlost’ 7. avellaneus v zavislosti od aktivity vody
v prostredi so sacharozou prostrednictvom modelu g =
=exp(C, + C,b_+ Czbwz) (obr. 1).

Na zaklade experimentalnych vysledkov, ako aj teore-
ticky vypocitanej zavislosti rastovej rychlosti kolonii
1" avellaneus reprezentovanych savislou ¢i1arou zretel'ne
vidiet’, Ze rast kolonii pr1 vy$Sej ako optimalnej hodnote

aktivite vody sa spomalil. Optimalna hodnota a_ pre rast
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1. Grafické znazornenie zavislosti rychlosti rastu Talaromyces
avellaneus od hodnoty a  Sabouraudovho agaru upravene;
sacharozou — Plots for the colony growth rate of Talaromyces
avellaneus against a_ of Sabouraud’s agar adjusted with sucrose
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kolonii 7. avellaneus, vypocitana z uvedeného modelu,
t.J. hodnota aktivity vody, pri ktorej bola rychlost’ rastu
maximalna (13,2 mm/d), bola a_ = 0,985. Pokles rasto-
vej rychlosti v oblasti hodn6t vy3sich ako a_ (opt.) a bliz-
kych hodnote a_ Cistej vody (a = 1,0) je charakteristickou
Crtou rastu viaknitych hib (BARANYI et al. 1996) a 0d6-
vodiuje sa zriedovanim vnutrobunkového obsahu hyf
vlakmtych hub vplyvom nizkeho osmotického tlaku, resp.
vysokej hodnoty @ | vo vonkajSom prostredi.

Pr1 hodnote prakticky zhodnej s hodnotami a_ pasteri-

zovanych ovocnych Stiav a kompétov (a_ = 0,90), sme
na zaklade uvedeného g-modelu vypoc¢itali rychlost’ ras-
tu kolomii 7. avellaneus 4,5 mm/d. Tato hodnota tvorila
len 1/3 z rychlosti rastu vySetrovaného kmena pri opti-
malnej hodnote @ = 0,986.
Rozdielne spravanie tykajuce sa rychlosti rastu kolonii
I avellaneus sa zistilo v pokusoch, v ramci ktorych akti-
vita vody Sabouraudovho agaru bola nastavena chlori-
dom sodnym. Zavislost’ z rastovych €iar vypocitanych
rychlosti rastu kolonii od hodnoty a  je zndzornena na
obr. 2. Z obrazku je zretel'ne vidiet, Ze myceliarny rast
I avellaneus bol v pokusoch vel'mi citlivy na pritomnost’
Na"a CI"iénov. V celom rozsahu hodnét a_ 0,90 aZ 0,99,
v ktorom sa do agaru pridal NaCl, sme pri jednotlivych
hodnotach a A Saboraudovho agaru zistili rychlosti rastu
kolonii v rozmedzi 0,7 az 2,0 mm/d, priCom medzi hod-
notami nebol zretelny Ziadny trend. AZ pri hodnote a
Sabouraudovho agaru bez pridavku NaCl (0,995) kolo-
ma 7. avellaneus rastla v exponencialnej faze priemer-
nou rychlostou 10,5 mm/d, ktora sa viac ako patnasobne
zvySila. Tato skutoénost’ v8ak vyznamne negativne
ovplyvnila moZnost’ matematicky vyslovit’ predpoved’
o raste kolonii 7. avellaneus v prostredi s NaCl. Na za-
klade uvedenych experimentov je mozZné konstatovat’ ze
i6ny Na" a CI” maju $pecificky toxicky i¢inok na myceli-
arny rast mikromycéty T avellaneus.
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2. Grafické znazornenie zavislosti rychlosti rastu Talaromyces
avellaneus od hodnoty a_ Sabouraudovho agaru upravenej NaCl
— Plots for the colony growth rate of Talaromyces avellaneus
against a_ of Sabouraud’s agar adjusted with NaCl.
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Vplyv aktivity vody na &as potrebny pre vytvorenie vi-
ditel’nej kolonie T. avellaneus: Pre vyklienie a nasled-
ny rast mycélia hab, ktorych spéry prekonali tepelné
opracovanie ovocnych §tiav a inych produktov, su pre
vyrobcov dblezité informécie o ase potrebnom na vy-
tvorenie viditel'nej kolonie. Za takito moézZzeme vo vSe-
obecnosti povaZovat’ koloniu napriklad s priemerom 3 mm.
Dal3ou Glohou tejto prace bolo preto vypoditat’ a predpo-
vedat’, za aky ¢as a pri ktorej hodnote v sledovanej oblast
a_sa vytvori viditel'na kolonia T avellaneus. Modelova-
nie s tymto u¢elom pred nedavnom aplikovali GIBSONO-
VA et al. (1994) a nazvali ho ¢, modelom. Analogicky sme
postupovali aj v naSom pripade s mikromycétou 7. avel-
laneus v prostredi so sachardzou, ako aj s NaCl. Do ma-
tematickej analyzy sme zahrnuli experimentalne udaje
o diZke trvania lag-fazy, ako aj rychlosti rastu ziskanych
pri jednotlivych hodnotach a .V tejto Casti sme tieZ vyu-
zili transforméaciu hodnét a_na b podla vztahu:

b, =+1-a,

Zavislosti dlzky trvania lag-fazy od aktivity vody Sa-
bouraudovho agaru upravenej sachar6zou a NaCl (obr. 3)
bolo moZné matematicky definovat’ pomocou polynomic-
kych funkcii druhého stupiia. V pokusoch so sacharozou
sa lag-faza so znizovanim aktivity vody predlZovala pod-
l'a rovnice:

In ¢, = 7,9265a %+ 0,3892a_ + 0,2038

(R*=0,937)
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3. Zavislost' In ¢, (Casu potrebného na vytvorenie viditeI'nej
kolonie T, avellaneus) od aktivity vody upravene) sacharozou
a NaCl - Plots for the time at which the colony of T. avellaneus
reached visible colony as depending on water activity adjusted

with sucrose and NaCl

la_adjusted with NaCl; %a, adjusted with sucrose

a v pripade upravenia aktivity vody NaCl podl'a rovnice:
In ¢, = 25,8710a - 1,7597a, + 0,7328 (R? = 0,950)

kde: In ¢, — prirodzeny logaritmus asu potrebného na vytvore-
nie viditelnej (3 mm) kolonie 7. avellaneus

Z uvedenych rovnic, ako aj z grafického znazornenia
(obr. 3) vyplynulo, Ze NaCl v porovnani so sacharozou
vyraznejSie predlZoval ¢as potrebny na vytvorenie vidi-
teI'nej kolonie. Z predchadzajucej analyzy rychlosti rastu
kolénii T avellaneus vyplyva, Ze na tomto prediZzeni sa
dominantne podiel'ala predov3etkym lag-faza. Hodnoty
charakterizujuce rozdielny vplyv latky upravujacej hod-
noty a_Zivného prostredia na vytvorenie kolonie s prieme-
rom 3 mm st uvedené v tab. 1. Cas potrebny na vytvorenie
3-mm koldnie T. avellaneus pri optimélnych hodnotach
a v prostredi so sachar6zou a NaCl sa vyrazne nelisih
(1,2 a 2,0 d). Podstatny rozdiel sa zistil medzi vypocita-
nymi ¢asmi pri hodnote a_ = 0,90. Zatial' o v prostredi
so sacharozou sa 3-mm kolonia 7. avellaneus vytvorla po

3,1 d, v prostredi s NaCl to bolo az po 15,9 d.

Z teoretického hl'adiska sa méze predpokladat’, Ze Ziv-
né prostredie so znizenou hodnotou a  pridavkami sacha-
rozy nekladie vel’ka bariéru pre vykli¢enie spor a tvorbu
kolonii sledovanej mikromycéty. 7. avellaneus moze
s najva¢Sou pravdepodobnost'ou sacharézu zo Zivneho
prostredia difaziou vyuZit’ v ramci osmoregulacnych pro-
cesov ako latku kompatibilni s vnatrobunkovym obsa-

Tab. 1. Parametre rastu 7. avellaneus vyplyvajice z t,-modelu — Growth parameters of 7. avellaneus resulting from t,-model

Uprava aktivity vody'
sachar6zou® NaCl
Koeficienty’ D, D, D, D, D, D,
0,7328 -1,76 25,871 0,204 0,389 7,927
aw(opt)—t34 0,999 0,999
t,(opt)’ 1,2d 20d
t3(0,90)6 3,1d 15,9d

lwater activity adjustment; 2sucrose; Scoefficients; 4predicted optimum a_ for the shortest time to reach 3-mm colony; predicted time to reach
J P w Y; P
3-mm colony at optimum a_—¢,; Spredicted time to reach 3-mm colony at a , 0.90

222



Czech J. Food Sci.

hom. Difuzia a akumuldcia sachar6zy s pre mikromycé-
tu energeticky vieobecne menej naro¢né ako syntéza inych
osmoprotektivnych latok. Z tohto dovodu je mozné vy-
slovit’ predpoklad, Ze uvedené rovnice (modely) platia pre
prostredie s pridavkami sacharozy alebo maximalne pre
prostredie so sacharidmi s vel’kost'ou molekul podobnou
sacharoze. V pripade, Ze hodnota a_ v prostredi je upra-
vovana inou latkou, napriklad s NaCl, platia pre 7. avel-
laneus modely vyplyvajlice z experimentalnych vysledkov
ziskanych z prostredia, v ktorom hodnoty a  sa upravo-
vali pridavkami NaCl. Pri¢inou méze byt’ aj skuto€nost’,
Ze v takomto prostredi v ramci osmoregulaénych proce-
sov prichadza do uvahy skér vnutrobunkova syntéza via-
cerych uéinnejSich osmoprotektivnych latok. Akumulacia
Na" a CI” i6nov nie je pravdepodobnd, pretoZe tieto su
vieobecne pre mikrobialne bunky toxickeé (CORRY 1988).
Syntéza u€innych osmoprotektivnych latok je v skutoc-
nosti energeticky naro¢nejsia ako akumulacia tychto 1a-
tok z vonkajSieho prostredia (TROLLER 1987).

Zaver

Predpovede a poznatky prezentované v tejto praci moz-
no priradit’ k databaze informacii potrebnych v potravi-
narskej praxi pri1 kontrole mikrobiologickej akosti, pr
vykonavani tzv. skladovacich testov a testov na dodrza-
nie mikrobiologickych limitov (angl. challenge tests)
uplatiovanych pri vyrobe pasterizovanych alebo sterili-
zovanych ovocnych produktov. Pripadna nedostatoCna
inaktivacia spor 7. avellaneus pocas tepeln€ho opracova-
ma tychto produktov sa v praxi s najva¢Sou pravdepodob-
nost'ou moze identifikovat’ v tzv. karanténnom sklade pred
ich distribuciou.

Zoznam skratiek:

a, aktivita vody

KTJ/ml koloniu tvoriaca jednotka v 1 ml

b matematicka transformacia g

g rastova rychlost’ kolénii [mm/d]

In ¢, prirodzeny logaritmus ¢asu potrebn¢ho

na vytvorenie viditel'nej (3-mm) kolonie

t.(opt) Cas potrebny na vytvorenie viditeI'nej
(3 mm) kolénie pri optimalnej hodnote a_
a_(opt)-t, hodnota a_, pri ktorej sa vidite'na (3-mm)

koldnia vytvorila za najkratsi ¢as
C,C,C,D,D,D, Koeficienty rovnic

Kontaktni adresa.
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