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VPLYV BAKTERIi MLIE CNEHO KYSNUTIA NA DYNAMIKU RASTU
GEOTRICHUM CANDIDUM POCAS ICH SPOLOCNEJ KULTIVACIE V MLIEKU
EFFECT OF LACTIC ACID BACTERIA ON GROWTH DYNAMICS O F
GEOTRICHUM CANDIDUM DURING CO-CULTURE IN MILK

Anna Hudecova,ubomir Valik, Denisa Liptakova

ABSTRACT

The growth dynamics of filamentous fungGs candidumwas studied in milk during co-
culture with lactic acid bacteria culture Frescal @mobiotic strairL.. rhamnosusGG. Single
and co-cultures were carried out at temperaturegimg from 5 to 37 °C and growth
parameters of fungus achieved from growth curvesevesaluated in relation to incubation
temperature using transformed G-model. The modalvell good prediction under designed
experimental conditions and allowed the calculabbroptimal temperature for growth. Co-
culture of G. candidumwith Fresco resulted in reduction of fungal growtte and
prolongation of lag-phase. In co-culture withrhamnosussG, the growth profile of fungus
was similar, however, stronger inhibition was oliedrat lower temperatures ranging from 10
to 20 °C. Therefore, usage of probiotic strainamrylproducts seems to be accompanied with
inhibitory effects on some filamentous fungi. Thisnciple of inhibition of fungal growth at
lower storage temperatures may be used particulangtard the growth d&. candidumand
thus may even improve the dietary value of daigdpcts such as cottage cheese or cream.
Key words: Geotrichum candidum Fresco, Lactobacillus rhamnosus GGpredictive
microbiology, G-model

UvoD

Vlaknité huby, podobne ako kvasinky, séadiou mikroflory mnohych mlienych vyrobkov,

v ktorych mézu pdésobi ako cinitele dolezité pre ich vyrobu, ale aj ako kontaamty
spbsobujuce ich kazenie. To, aku Ulohu v danejppote zohraju, zavisi od typu pritomného
mikroorganizmu, jeho koncentracie a od druhu vysetnej potraviny(Cosentino et al.,
2001; Godk Torkar, Vengust, 2008)

Geotrichum candidumje vlaknita huba beZzne pritomna v surovom mligldockova-
Kratochvilovéa, 1990; Boutrou, Guéguen, 2005  asto je mozné stretfiga s jej ozngnim
ako pravej mliénej huby (Wouters et al., 2002) Jej vyskyt vo vyrobkoch z mlieka je
dosledkom jej ubikvitného vyskytu v prirodBottier et al., 2008)a skut@nosti, Ze mlieko
podporuje jej rast a rozmnozovanig. candidumpodobne ako iné kvasinky a vlaknité huby,
nepreziva pasterizaciu a jej vyskyt vo vyrobkogbagterizovaného mlieka poukazuje na ich
rekontaminaciyGorner, Valik, 2004; Godk Torkar, Vengust, 2008) V pripadecerstvych,
smotanovych syrov, smotany a masla je jej pritomimeziaduca, spdsobujica ich kazenie
(Varnam, Sutherland, 1994; Laurertik et al., 2008) Je tomu tak aj v pripade tvarohovitych
syrov typu cottage cheese alebo tvar@@outrou, Guéguen, 2005)

Na druhej strane(. candidumsa tiez pouziva ako pridavna kultara pri vyrobeohyth
cerstvych, méakkych a polotvrdych syr@fottier et al., 2008) V tychto syroch, ako aj v
syroch typu cottage cheese koexistuje s inymi noilganizmmami, najma s previadajucimi
baktériami mliéneho kysnutia (BMK).

Z poh’adu G. candidum¢i uz ako kontaminanta spésobujuceho kazenie al&bos&asti
sekundarnej mikroflory ziastujucej sa na zreti syrov, je vhodné paziharakter, ako aj
dynamiku rastu a mnoZenia tejto vlaknitej huby. &l&k pri Studiu dostupnej literatlry sme
prislusné udaje nenasli, vykonali sme rad modeloyyakusov, ktorych cimm bolo ziské
informacie o rozmnozovarG. candidumv mlieku, p&as spolonej kultivacie s kome&nou
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kultdrou Fresco. Pre porovnanie sme uskoilo tiez spol@&né kultivacie G. candidum
s probiotickym km#&om Lactobacillus rhamnosusG.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité mikroorganizmy

Kmei G. candidum sme izolovali z hrudkového &eho syra. Jeho morfologicku
identifikaciu na druhovej arovni ndm potvrdila Ing. Pieckova, PhD., MPH. (Slovenska
zdravotnicka univerzita, Bratislava, Slovenska bdiga). Izolat sme uchovavali na Sikmom
agare s obsahom odstredeného suSeného mlieka (3M#ck, Darmstadt, Nemecko)
pri 51 °C. Kometnu kultdru Fresco 1010 (Chr. Hansen, Hgrsholm, B&nsme obdrzali
od spol@nosti Rajo, a.s. Bratislava. Kid.actobacillus rhamnosu§G nam za delom
vykonania experimentov poskytla Dr. A. Laukova zavs fyziolégie hospodarskych zvierat
SAV KoSice (s povolenim prof. Ouwehanda z Oddeldmigchémie a potravinarskej chémie
Univerzity v Turku, Finsko).Cistl kulttru Lactobacillus rhamnosu§&G sme priebezne
preatkovavali a udrziavali pri teplote 5 + 1 °C v MRSjde.

Inokulacia a zostavenie experimentov

UHT mlieko s 1,5 % obsahom tuku (Rajo, a.s. Bratia] Slovenska republika) sme pouZili
ako médium pre kultivmé experimenty. Standardn( suspen@u candidumuréent na
inokulaciu vzoriek mlieka sme pripravili zo 48-72 Kultary vyrastenej na SMA agare
pomocou vytrepania do fyziologického roztoku. Huistsuspenzie sme upravili desiatkovym
riedenim tak, aby piatosna koncentraci&. candidumv mlieku bola N < 10° KTJ.mf*. Na
inokulaciu mlieka kultarou Fresco sme pouzili 24dkys tejto kultdry v mlieku a g@tocné
posty baktérii sa pohybovali v rozpati 0od®1@o 10 KTJ.mI*. Na inokuléciuLactobacillus
rhamnosusGG do mlieka sme pouzili 24 h kultdru vyrastend® ml MRS bujone a jeho
posiatoind koncentracia dosahovala hodnoty vzdy nad KUJ.mI*. Paas spolonej
kultivacie G. candidums BMK sme tieto inokulovali do mlieka &isne. VSetky kultivené
experimenty sme vykonali v 300 ml UHT mlieka, bee$ania, za aerébnych podmienok a
pri teplotach pohybujacich sa od 5 do 37 £ 0,5v@yoch paralelnych pokusoch. Samostatné
kultivacie G. candidumv mlieku sme vykonali pri dvoch hodnotach pH 5,8,& Spoldnu
kultivaciu G. candiduma kultdry Fresco sme uskutoli pri normalnej pH reakcii mlieka.
Patas spolonej kultivacie sL. rhamnosusGG sme pH upravili na 5,5. pH hodnotu mlieka
sme upravovali 10 % roztokom kyseliny ntinej.

Stanovenie pdétu mikroorganizmov

V uréenych ¢asovych intervaloch sme odoberali potrebné mnoZsharky na stanovenie
denzityG. candidurma GKCH agare (Imuna, Sariské Mithay, SR) poth STN ISO 7954
ako paet kolonif tvoriacich jednotiek na mililiter UHT eka (KTJ.mMY). V tom istoméase
sme stanovili aj denzitu kultiry Fresco pachormySTN ISO 4833ako p@et mezofilnych
baktérii rastucich na M17 agare (Biokar DiagnostBsauvais, Francuzsko) a denzltu
rhamnosusGG na MRS agare (Merck, Darmstadt, NemeckoYaabrmySTN I1SO 15214
ak islo o spoloné kultivacie.

Matematicka analyza

Patty G. candiduma baktérii mliéneho kysnutia v zavislosti odasu inkubacie sme
vyhodnotili pomocou primarneho modelu fadaranyiho et al. (1993) Rastovu rychlas
G. candidumziskant z primérnej matematickej analyzy sme patirsekundarnemu
modelovaniu v zavislosti od inkuti@ej teploty. Na tentod@l sme pouzili G-model, pévodne
navrhnutyGibson et al. (1994)pricom aktivitu vody sme nahradili transforméaciou tepio

T, = \,-'I Thax—T (1)
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kde Thax je maximalna teplota pre radt,je konkrétna teplota &, je transformacia teploty.
Pre popis experimentalnych udajov sa pouzila kvaukéa funkcia:

Inp=Co+ 4Ty + CoT3 (2)

kdey je Specificka rastova rychibgh™) aC, azC, su koeficienty rovnice. Optimalna teplota
Tw, pri ktorej rastova rychlosdosiahne maximalnu hodnotu sa wyita pod’a vzorca:

T, (opt) = —f—;_ 3)

Validacia modelu

Sekundarny model (rov. 2) sme podrobili validaaidia Baranyiho et al. (1999) Faktor
presnosti, faktor sgahlivosti a percento diskrepancie sme Wi pouzitim nasledovnych
rovnic:

| F o1 2
T, (ln flpk)—Inuk)
Afzexp(*\l' =2 f: J [ ) (4)
T (Inf(p¥)=ln pk¥)
By = exp( k=al f.: J=lnp ) 5)
D = (Ag—1). 100% (6)

kdeu je rastova rychlasziskana z primarneho modefu() = rastova rychlasvypositana z
modeluf , ktory opisuje experimentalne hodnaty;: paet meraniA; = faktor presnostiB3; =
faktor spdiahlivosti aDs = diskrepancia v percentach.

Smerodajnu odchylku (angl. mean square error — M&t€) vypditali nasledovne:

E55  ElMemperimentilna—dwyp ni'itﬂ_né_:'z
MSE =5 F s (7)

n

kde n je paiet udajovych bodov &SS(angl. residual sum of squares) je suma Stvorcov
odchylok.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorovy priebeh rastu vlaknitej huby s jej samostatnej a spohej kultivacie s
baktériami mli€gneho kysnutia (BMK) pri 25 °C je zobrazeny na dhrDynamika rastis.

candidum patas spolenej kultivacie s kultirou Fresco (obr. 1AJawo) je vtom istom
obrdzku porovnana s jej samostatnou kultivaciou pgiti mlieka 7,0 (preruSovanéara,

prazdne symboly). Na obr. 1B su pre porovnanie enédsysledky obdobnych pokusov s
rhamnosussG, ale pri pH 5,5.
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Obrazok 1 Graf spol@nej kultivacie (A)G. candiduma kultiry Fresco a (B. candidum
aL. rhamnosusGG pri 25 °C: Gc_Fr, Gc_LGG predstavuju dynamikstu G. candidum
pocas spolénej kultivacie, Fr_Gc, LGG_Gc — dynamika rastu Ipgeej kultary baktérii
pocas spolonej kultivacie, pH — zmena pH pas spolonej kultivacie a Gec — dynamika rastu
G. candidunpoias jej samostatnej kultivacie v mlieku pri tej jgeplote.

Pri spol@nej kultivacii G. candidunms kultirou Fresco sa vlaknita huba&aa mnozf po 21

h lag-faze rychlau 0,118 log KTJ mt h™. V samostatnej kultire nastal exponencialny rast
G. candidumuz po 3,3 h, ptom jej rychlos bola 0,208 log KTJ rifih™. Toto porovnanie
poukazuje na oneskorenie mnoZenia vlaknitej huby somalenie jej rychlosti
v exponenciélnej faze (0 43 %). Baktérie riieho kysnutia vS8ak nedokézali zabtajgj
pomnoZeniu. NakonieG. candidumdosiahla o cely logaritmicky poriadok vysSie kome
pocty pocas spolonej kultivacie ako pri samostatnom mnozeni.

Patas spolonej kultivacie G. candidums probiotickym km#om nastala podobna situacia.
L. rhamnosusGG opd ovplyvnil rychlog mnoZenia vlaknitej huby oproti jej samostatnej
kultGre (Gr = 0,176 log KTJ.ilh™). Ta sa po 21 h lag-fazeida rozmnoZovarychlog’ou
0,111 log KTJ.mf.h™. Rychlo$ mnoZeniaG. candidumvtomto pripade bola oproti
monokultire znizena o 37 %. Obdobne vsak jej &od@dty v stacionarnej faze boli vysSie
priblizne o jeden logaritmicky poriadok.

Pri spol@nom raste s naj¢dou pravdepodobnteu dochadzalo k neSpecifickému
vzajomnému ovplykovaniu, ku kompeticii o zlozky substratu limitugiich rast. V prostredi
sa tiez znizoval redox potenciég malo negativne ovplyvniskdrG. candidumFakultativne
anaerobne BMK mohli v takomto prostredi t¥ordzne antimikrobidlne dnné zl&eniny,
spomedzi ktorych nafiinnejSie (v zavislosti od pK hodnoty) by mohlitbglabé organické
kyseliny (Magnusson et al., 2003; Schnirer, Magnusson, 200¥pulgari et al., 2009)
Kultira Fresco obsahuje homofermentativhe baktéieré tvoria z laktdzy vyhradne
kyselinu mliénu. Hodnota pH mlieka @as spolonej kultivacie klesla na 4,2p po prepoéte
znamenalo, Ze v prostredi bolo priblizne 25 az 28 gfitomnej kyseliny mlignej (pK = 3,8)

v nedisociovanej forme. VI&knité huby sU zname wpjau adaptéciou na podmienky
vytvorené slabymi organickymi kyselinami a su sai¥®pas aj rozmnozové sa v takomto
prostredi. Mechanizmus fungalnej adaptacie je dalpisany v pracactBrula, Cooteho
(1999) Pipera et al. (2001)a Hazana et al. (2004)Vysledny @&inok slabych organickych
kyselin sa prejavi spomalenim dynamiky rastu, & energie pévodne vyuZivana len na
rast sa spotrebuje na procesy nevyhnutné pre amapta
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VysSie konéné paty dvoch kméov G. candidumpotas spolonej kultivacie s BMK v
mlieku pri tej istej teplote zaznamenaliAlyarez-Martin et al. (2008) Mezofiné baktérie
ako L. lactis a termofilny S. thermophilugvoria z laktézy v mlieku glukézu a galaktézu,
pricom metabolizuju prednostne glukézu na kyselinu ¢nligLiu, Tsao, 2009) Galakt6za
zostavala v médiu a mohlatbfahko metabolizované pritomnou vlaknitou hubou.

Spolaina kultivacia vlaknitej huby k. rhamnosusGG sauskut@nila pri hodnote pH 5,5.
Predpokladdme, Ze pomalSie zniZzovanie pH na hoddgfunemalo vyrazny vplyv na
spomalenie mnoZenia vlaknitej hubyL. rhamnosus patri medzi fakultativhe
heterofermentativne laktobacily, ktoré sice fermgnthexdzy skoro vykne na kyselinu
mliecnu (Gorner, Valik, 2004) avSak naprikladdstlie et al. (2003) zaznamenali
neschopnas tohto kmeéa fermentové disacharid laktézu Preto je pravdepodobné, ZzZe
inhibicny vplyv tohto kméa sa prejavil hlavhe ako doésledok vzajomnej ne§ipkej
kompeticie. Otadzkou zostav& sa na dokumentovanych fahoch zdastiovali aj iné
metabolity L. rhamnosusGG, ako napriklad kyselina pyroglutamoaptakova et al.,
2007) diacetyl, acetoin alebo etar{@stlie et al., 2003; Jstlie et al., 2005)

SEKUNDARNA MATEMATICKA ANALYZA

Na vyjadrenie vplyvu teploty a pritomnej kultry Bvha Specifickl rastovd rychlogh™)

G. candidumsme pouZili transformaciu G-modelu adteploty. Hodnoty Specifickych
rastovych rychlosti vlaknitej huby pouzitych na we#tarne modelovanie sa pohybovali od 5
do 37 °C (pre kultivaciu s Frescom od 5 do 35 9®@eakultivaciu sL. rhamnosussG od 10
do 35 °C). Teplota 38 °C bolag@na ako maximalna pre rast vlaknitej huby. Pristugndel
sme pouzili na vyhodnotenie dynamiky ra@ucandidumpcas jej samostatnej kultivacie v
mlieku pri pH 5,5 (Rov. 8) a 7,0 (Rov. 9):

-

Inu = —50376 + 2,7281T,, — 0,4217T,.° R, = 09126 (8)

Inp = —4,5633 + 2,5261T,, — 0,3981T,,°~ R; = 09817 9)

a paas spolonych kultivaciiG. candidums kultdrou Fresco (Rov. 10)La rhamnosusGG
(Rov. 11):

Inp = —3,5635 + 1,6166T,, — 0,2769T,,~ R, = 09773 (10)

-

Ing = —6,0033 + 3,2996T,, — 0,5553T,,° R; = 09881 (11)

Grafické prevedenie modelu pri vSetkych podmienké&citivacie demonsStruje obr. 2.
Pomocou modelu bolo mozné vyiiat’ aj optimalnu teplotu pre rask. candidumpri
jednotlivych kultiv&nych podmienkach pouzitim rovnic 1 a 3 (Tab. k).v¥sledna hodnota
zapada do optimalneho teplotného rozpétia 25 aZC3@vedeného v literatar@Boutrou,
Guéguen, 2005)

Dynamika rastu vlaknitej huby sadas jej samostatnej kultivacie v mlieku pri dvockamgch
pH vyznamne neliSila (Obr. 2). Tento vysledok jghede so skutmog’ou, Ze pH rovné 5,5
predstavuje eSte optimalnu hodnotu pre @stcandidum(Boutrou, Guéguen, 2005)a
antimikrobialny @inok slabych organickych kyselin je vyznamny ibag hodnote blizkej
ich pK hodnote (pre kyselinu miiau 3,8)(De Muynck et al., 2004; Gorner, Valik, 2004)
Ina situacia nastala pas spolonej kultivacie vlaknitej huby s BMK. V oboch pripach
nastalo spomalenie rastu vlaknitej huby¢&m z obr. 2 vidi€, Ze vplyv zakysovej kultary
Fresco a al.. rhamnosussG na rast vlaknitej huby bol podobny hlavne Vasth okolo jej
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teplotného optima. Pri teplotach od 25 do 30 °Ghednota rastovej rychlosG. candidum
pocas jej kultivacie s Frescom zniZila oproti jej satatnej kultivacii v mlieku v priemere o
48 % a pri kultivacii s laktobacilom bola nizSiab %. Pri nizkych teplotach na rast vlaknitej
huby pdsobil viac inhilégne L. rhamnosusGG (v intervale teplot od 10 do 20 °C dosiahlo
zniZenie rastovej rychlosti oproti samostatnejikatti hodnoty 81 aZz 61 %) nez kultdra
Fresco (od 10 do 20 °C znizenie od 34 do 49 %)biBticky kmei je schopny rastu uz pri
6 °C, i kel s dlhdou lag-fazou (51 h) a nizkou rastovou ryghlo 0,019 log KTJ.mth?
(Valik et al., 2008) L. rhamnosussG patri medzi mezofilné mikroorganizmy, ale nklade
uvedenych vysledkov mu mozno pristigsychrotrofné vlastnosti. Pas spoloénej kultivacie

s G. candidunpri 10 °C bol schopny mnazsa rychlejSie nez kultdra Fresco (vysledky nie su
uvedeneé).
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Obrazok 2 Grafické znazornenie funkcie Specifickej rastayehlosti od inkubanej teploty
pre samostanu (Gc_5,5; Gc_7,0) a spolo(Gec_LGG; Gec_Fr ) kultivacig. candidun s
BMK v mlieku. Symboly predstavuju rastové rychlasitskané z rastovych kriviek a funkcia
u = exp CotCiTw+CoTy?) je reprezentovana kontinuélnytiarami.

Na zaklade vyp&itanych parametrov validacie (Tab. 1) mézZzeme potwhdodnos pouZzitého
modelu na predpovedanie rasBi candidumza pouzitych experimentalnych podmienok.
Liptakova et al. (2007)pri vySetrovani rastCandida maltosgocas jej spoloénej kultivacie

s Lactobacillus rhamnosugT1 v mlieku uviedli hodnoty pohybujice sa od 1,04 do 1,23 a
B: od 1,00 do 1,04.Valik, Pieckova (2001)pouzili G-model na popisanie vplyvu aktivity
vody na rast termorezistentnych vlaknitych hub slegnymiA; 1,070-1,106 & 1,007-1,019
hodnotami. Kombinovany vplyv aktivity vody a teploha rast Botrytis cinereabol
StudovanyLahlali et al. (2007) ktory uvadzajiAs od 1,070 to 1,260 B; od 0,860 do 1,036.
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Taburka 1 Optimalna teplota pre rask. candidumvypcitana pomocou sekundarneho
modelu a jeho parametre validacie pri jednotlivpddmienkach kultivacie

Rovnicag. | Topt[°C] A = %Dy R MSE
27,5 1,299 1,000 29,9 0,9126 0,0077
27,9 1,117 1,000 11,7 0,9817 0,0024
10 29,5 1,115 1,000 11,53 0,9773 0,0002
11 29,2 1,121 0,999 12,12 0,9881 0,0002
ZAVER

V predloZenej praci sa kvantitativne popisal vlsploty a pritomnej kultdry BMK na rast a
rozmnozovanieG. candidumv mlieku. Sekundarny model pouzity v praci bol ghgm
nastrojom na predikciu rastu vlaknitej hubycae jej samostatnej ako ajdas spolonych
kultivacii s vybranymi BMK. Udaje spotoej kultivacie G. candidums kultirou Fresco
poskytli uzit@né informécie o raste a o vzajomnom ovglyvani sa pritomnych skupin
mikroorganizmov,¢o je dolezité hlavne zTl'adiska mozZnej kontaminacie a rastu tejto
vlaknitej huby v syre cottage cheese. Probiotickygk L. rhamnosuszG preukazal zvySenu
mieru inhibicie vlaknitej huby pri nizkych teplotéa¢od 10 do 20 °C¥o je perspektivne s
ohfadom na zniZenie jej rastu v néig/ch vyrobkoch, kde je jej pritomnbeeZiaduca.
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