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SURFACE GROWTH OF GEOTRICHUM CANDIDUM: EFFECT OF THE
ENVIRONMENTAL FACTORS ON ITS DYNAMICS

Anna Hudecova, Lubomir Valik, Denisa Liptakova

ABSTRACT

The growth dynamics of Geotrichum candidum was studied on the surface of the skim milk agar with respect to the
temperature, pH and water activity/NaCl content. At pH ranging from 5.0 to 7.0, the fungus growth rates were similar,
whereas the temperature and water activity represented by salt addition in concentration of 3 % influenced the growth
significantly. The effect of incubation temperature on the surface growth rate was modelled with G-T,, model. Designed
model proved to be good predictor of fungus growth at used environmental conditions. As the filamentous fungus under
study is commonly present on the surface of various cheeses, the quantitative data found in this work can provide useful
information closely related to real fungus growth, e.g. calculation of time required for G. candidum to reach visible 3 mm
colony. The predictions showed that, for example at 0 % NaCl content, such colonies were grown for 52.2, 30.7, 18.4, 14.4,
13.9 h at temperatures of 10, 14, 19, 23, 27 °C, respectively.
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UVOD

Geotrichum candidum je vlaknitd huba v prostredi
roz§irend ubikvitne. Izolovat ju mozno z rdéznych
habitatov ako st voda, poda, vzduch, rastliny, ovocie,
¢lovek a iné cicavee. Casto sa vyskytuje v mlieku a jeho
vyrobkoch, zvlast Cerstvych, na zaklade ¢oho sa povazuje
za typicka mlieénu hubu (Goérner, Valik, 2004; Wouters
et al., 2002). Jej vyznam v mlieénom prostredi vSak
mozno hodnotit’ ako negativny aj ako pozitivny. Na jedne;j
strane je vlaknitd huba beznym kontaminantom syrov

(Ledenbach, Marshall, 2009). Znehodnocuje
fermentované mlieka, maslo a smotanu
(Varnam, Sutherland, 1994). Na druhej strane sa

kultirne kmene G. candidum vyuZivaju zamerne pri zreni
Specifickych druhov syrov (Pottier et al., 2008).

Schopnost” G. candidum rast v mlie¢énom prostredi je
ovplyvnena spdsobom jej rozmnozovania a adaptaciou na
niektoré jeho podmienky. Rozmnozuje sa vegetativne
produkciou artrokonidii (Kockova-Kratochvilova, 1990)
a je pomerne odolnd voc¢i niektorym nepriaznivym
podmienkam, ako st napriklad nizka teplota, pH a nizky
obsah kyslika. Nevyznacuje sa zvySenou toleranciou ku
znizenym hodnotam a,. G. candidum je schopna rast’ pri
mikroaerofilnych podmienkach. Aj ked je interiér syra
V podstate anaerobny systém, G. candidum je schopna rast
nielen na jeho povrchu, ale i vo vnutri v stonasobne nizsej
koncentracii (Boutrou, Guéguen, 2005;
Haasum, Nielsen, 1998).

Vlaknita huba je beznou sucastou mikroflory syrov
vyrabanych zo surového mlieka. Napriek tomu
kvantitativne udaje o jej raste Vtejto oblasti su
nedostatocné. DoleZzitym faktorom vtomto smere je
rychlost’, akou sa dokdze pomnozit’ na povrchu syra, kde
po urcitom Case vytvara biely povlak. Jej premnozenim
nedochadza iba kzmene vzhladu, ale svojim
metabolizmom  rozkladd mliecny tuk a proteiny
(Marcellino et. al., 2001). V mliekarenskej praxi je
dolezité udrzat’ rast G. candidum na Zelanej Girovni a tym
dosiahnut  kontrolou nad priebehom prislusnych
organoleptickych zmien.

Cielom predlozenej prace bolo sledovat’ dynamiku
povrchového rastu vlaknitej huby pri meniacich sa
podmienkach prostredia ako st teplota, pH a aktivita vody.

Nésledne popisat’ vplyv sledovanych faktorov prostredia
na rastova rychlost’ $tudovanej vlaknitej huby pomocou
sekundarneho matematického vyhodnotenia.

MATERIAL A METODIKA
Mikroorganizmus

Vlaknitd hubu G. candidum sme izolovali z ov¢ieho
hrudkového syra vyrobeného zo surového mlieka. Jeho
identifikaciu na druhovej Grovni ndm potvrdila Ing. E.
Pieckova, PhD., MPH. (Slovenska zdravotnicka univerzita,
Bratislava, Slovenska republika). 1zolat sme uchovavali na
Sikmom agare s obsahom odstredeného susené¢ho mlieka
(SMA, Merck, Darmstadt, Nemecko) pri 5+1 °C.

Média a zostavenie experimentov

Dynamiku rastu G. candidum sme vySetrovali na
povrchu SMA agaru. Na dosiahnutie roéznej aktivity vody
sme do zivného média pridavali chlorid sodny
v koncentraciach 0, 1, 3 a5 % (w/v). Aktudlna hodnota
aktivity vody sa merala pomocou pristroja a, sprint TH
500 (Nowasina, Lachen, Svajéiarsko). Hodnotu pH agaru
sme upravovali roztokom kyseliny mlieénej. Po
sterilizacii, rozliati na Petriho misky S vmitornym
priemerom 11 cm a po stuhnuti sa povrch agaru inokuloval
bunkami G. candidum. Na inokulaciu sme pouzili 48 az 72
h kultGru vyrastenti na definovanom povrchu SMA agaru
v skimavkach. Bunky sme naniesli do stredu kazdej
Petriho misky pomocou mikrobiologického o¢ka. Priemer
kolénii sme merali vo vhodne stanovenych cCasovych
intervaloch pomocou posuvného meradla (150x0,02 mm,
Jiangsu S. Ltd) vdvoch na seba kolmych smeroch.
Vysledny priemer kolonie G. candidum sme vypogitali ako
aritmeticky priemer. Jednotlivé série experimentov sme
uskutocnili v troch paralelnych pokusoch pri teplotach
pohybujucich sa v intervale od 8 do 37 °C. Pri 0 %
pridavku soli ateplotach od 12 do 25 °C sa pH agaru
pohybovalo v rozpéti hodnét od 5,0 do 7,0 s krokom 0,5.
Pri ostatnych experimentoch bolo pH média vzdy
upravené na hodnoty 5,5 a 7,0.
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Matematicka analyza

Priemer kolonii rastucich na povrchu agaru sme
v zavislosti od ¢asu vyhodnotili pomocou primarneho
modelu tak, ako to navrhli vo svojej praci Baranyi et al.
(1993). Rastovu rychlost’ kolonie G. candidum vypoéitant
z rastovych Ciar a vyjadrent ako narast kolonie za Casova
jednotku (g) sme podrobili sekundarnemu modelovaniu
v zévislosti od inkubacnej teploty. Na tento ucel nam
poslazil G-model (Gibson et al. 1994), pricom aktivitu
vody sme nahradili transforméciou teploty podla
Medved’ovej et al. (2009):

Ty = W Tpae =T 1)
kde Tnax je maximalna teplota pre rast, T je konkrétna
teplota a T, je transformacia teploty. Pre popis
experimentalnych udajov sa potom pouzila kvadraticka
funkcia:

Ing = Co+ C, T, + €T 2

kde g je rastova rychlost’ kolonie (mm.h™) a Cy az C, st
koeficienty rovnice. Optiméalna teplota T, pri ktorej
rastova rychlost dosiahne maximalnu hodnotu sa
vypocitala podl'a vzorca:

Cy
205

Ty(opt) = — (3)

Validacia modelu

Sekundarny model (rov. 2) sme podrobili validacii podl'a
Baranyiho et al. (1999). Faktor presnosti, faktor
spolahlivosti a percento diskrepancie sme vypocitali
pouzitim nasledovnych rovnic:

[Tr_ (In flg®)-In gk}
b= o ([EulefBoRT)
oy (ln f{g%)-Ing")
By = exp (T2l ) (5)
D; = (4; — 1).100% (6)

kde g je rastova rychlost’ ziskana z primarneho modelu,
f () = rastova rychlost’ vypo&itand z modelu f , ktory
opisuje experimentalne hodnoty, N = pocet merani, As
faktor presnosti, Bf = faktor spolahlivosti a Dy
diskrepancia v percentach.

Smerodajni odchylku (angl. mean square error — MSE)
sme vypocitali nasledovne:

ASS Erﬂ!xp!rimnntﬂn: _Q'.':.'pn!it:ni.r
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kde n je pocet tdajovych bodov a RSS (angl. residual sum
of squares) je suma Stvorcov odchylok.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rast G. candidum sme sledovali pri viacerych teplotach
v rozpiti od 8 do 37 °C. Tento interval bol zvoleny na
zaklade uz zistenych poznatkov z literatury tak, aby nam
v sekundarnej faze modelovania pokryl oblast rastu
vlaknitej huby. Pri kazdej kultivaénej teplote sa vykonali
dve sady merani pri dvoch hodnotach pH agaru a to 5,5
a7,0. Nakoniec sa pri konkrétnej hodnote pH sledoval rast
vlaknitej huby bez alebo s pridavkom = soli
v koncentraciach 1, 3 a5 % (w/v), ktory zniZzoval vodnu
aktivitu média. Ziskané rastové Ciary vlaknitej huby mali
typicky sigmoidalny tvar s lag-fazou, naslednou fazou
exponencialneho rastu, po ktorej nasledovala féaza
stacionarna. V mnohych experimentoch vsak lag-faza
chybala. Tento jav mohla vyvolat’ inokulacia velkého
mnozstva buniek a fagmentov mycélia na povrch zivného
média identického zloZzenia. G. candidum bola schopna
rast za vSetkych zvolenych podmienok prostredia, ale
réznou rychlostou.

Vplyv obsahu vyuzitelnej vody v prostredi na rast
vlaknitej huby je nazorne uvedeny na obr. 1. Pri
konstantnom pH (5,5) a teplote vyznamne ovplyvnil
rychlost’ rastu G. candidum az pridavok soli v koncentracii
3 %. Napriklad pri teplote 12 °C rastla vlaknita huba
Vv prostredi bez pridavku soli (a, = 0,993) rychlostou
0,089 mm.h™. 1%-tny pridavok soli (a, = 0,985) vyznamne
neovplyvnil dynamiku jej rastu (g = 0,091 mm.h™). T4
sa Vv porovnani s 0 % obsahom soli zvysila len o nepatrné 2
%. Ina situacia nastala pri 3 % (a, = 0,975). Vlaknita huba
po 93 h lag-faze zagala rast’ rychlostou 0,052 mm.h™, &o
Vv prepoéte predstavuje 42 % zniZzenie v porovnani s 0 %
soli. ZvySenie koncentracie soli na 5 % (a, = 0,964)
spomalilo rastovl rychlost G. candidum az na hodnotu
0,018 mm.h. Vldknit4 huba rastla a7 5 ndsobne niZSou
rychlostou nez pri 0 % obsahu soli a takmer trojnasobne
pomalsie ako v pripade 3 %. NavySenie soli na 5 % sa
odrazilo nielen v spomaleni rastovej rychlosti G.
candidum, ale sposobilo aj zmenu morfologie kolonie
(obr.2). Ta nevytvarala suvisle zaobleny okraj, ale jej rast
bol nepravidelny s vybezkami mycélia do okolitého agaru.
Kone¢ny priemer kolonie bol iba 31 mm a stacionarna faza
nastala aZ po 2 mesiacoch a 23 dioch kultivacie.
V pripade 1 % pridavku soli exponencialny rast trval jeden
mesiac a kolonia dosiahla priemer takmer 60 mm.

Zvysenim teploty na 25 °C sa rast vlaknitej huby
vyznamne urychlil, av§ak vzhladom na obsah soli si
zachoval rovnaky trend. Rychlost’ rastu vldknitej huby pri
1 % koncentracii soli v prostredi dosiahla hodnotu
0,251 mm.h™. T4 bola o 16 % vyssia v porovnani s rastom
bez soli (goy = 0,210 mm.h™) ale az 2 nasobne vyisia ako
pri 3% (a, = 0,973; gay = 0,122 mm.h™%). 5 % soli (a, =
0,960) znizilo rychlost’ rastu az 4 nasobne (g, = 0,064
mm.h™) v porovnani s 1 %. Kolénia G. candidum pri 1 %
soli narastla na 72 mm za necelé¢ 2 tyzdne. Pri 5 %
dosiahla maximdlny priemer 39 mm priblizne za jeden
mesiac. Dynamiku rastu vlaknitej huby izolovanej
z rozkladajtceho sa citrusového ovocia sledovali aj Plaza
et al. (2004). Pri 25 °C dosiahla rychlost’ rastu tohto
izolatu hodnotu 0,167 mm.h™ (a, = 0,995). Pri zniZeni
aktivity vody na 0,950 rastla vlaknitd huba rychlostou
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niz$ou ako 0,042 mm.h™. V prostredi s vodnou aktivitou
upravenou na hodnotu 0,90 sa jej rast nezaznamenal.

Sekundirna matematicka analyza

Pri sekundarnom modelovani vysledkov sme vplyv
teploty na rastovu rychlost’ kolonie G. candidum vyjadrili
pomocou

80 - GC_pH5,5_12°C
70 1 0o 0%  oGe 1% g
*Gc_5% '

60 E - AGC 3%

50 -

40 7

d (mm)

30

20

10 7

0_"' L L R |

576 768 960
t(h)

0 192 384

80 1 GC_pH5,5_25°C

N

0Ge 0% ©Go 1%

187 AGC 3% *Go 5%

oY

0 96 192 288 384 480 576 672
t(h)

Obrazok 1: Dynamika rastu G. candidum pri pH
5,5 a teplotach 12 °C (hore) a 25 °C (dole) pocas jej
kultivicie na povrchu agaru s odstredenym
suSenym mliekom a s pridavkom soli 0, 1,3 a 5 %

G-modelu s transformaciou podla teploty (G-T, model,
Medved’ova et al., 2009). Meniaca sa hodnota pH agaru
(5,5 a7,0) neovplyvnila vyznamne dynamiku rastu
vlaknitej huby. Nevyznamny vplyv pH (od 5,0 do 7,0
s krokom 0,5) na rastovu rychlost’ kolonie G. candidum
sme zaznamenali uz v predoslej praci (Hudecova et al.,
2008). G. candidum dokaze rast’ v Sirokom intervale pH
hodnét (od 3 do 11). Optimalnym pre jej rast sa uvadza
rozpitie od 5,5 do 6,0 ale aj od 6,0 do 7,0. Vzhl'adom na
uvedené skutocnosti bolo mozné v sulade s Boutrouovou
a Guéguenovou (2005) ako aj  Tempelovou
a Nielsenovou (2000) predpokladat, Ze pH hodnota
Vv intervale od 4,4 do 6,7, ktord sa uplatfiuje pri vyrobe

syrov, nema vyrazny vplyv na rast kmeniov G. candidum
izolovanych z tohto druhu potraviny.

Na zéklade uvedenych skutocnosti sme pre ucely
sekundarneho modelovania pouzili vSetky namerané
rastové rychlosti bez ohladu na hodnotu pH. Podla
experimentalnych udajov sme ako maximalnu pre rast
vySetrovaného izolatu vlaknitej huby urcili teplotu 38 °C,

Obrazok 2: Makroskopicky vzhPad kolénie G.
candidum na agare S odstredenym suSenym mliekom
pri pH 5,5, teplote 12 °C a pri Koncentracii soli 1 %
(hore) a 5 % (dole)

ktor sme pouzili vo vztahu (1). Sekundarny model sa
pouzil na vyjadrenie zavislosti rastovej rychlosti kolonie
G. candidum od teploty pre koncentracie soli 0, 1,3 a5 %
(tab. 1) a jeho grafické prevedenie pri tychto podmienkach
je zobrazené na obr. 3. Jednou z vyhod modelu je moznost’
vypoctu optimalnej teploty a optimalnej rychlosti rastu
modelovaného mikroorganizmu. Porovnanim optimalnych
teplot pri r6znom obsahu soli v médiu sme zistili, ze so
stipajucou koncentraciou soli sa optimalna teplota pre rast
G. candidum zvySovala, ¢o prirodzene stviselo s vySSou
potrebou energie mikroorganizmu pri osmoregulacnych
procesoch reagujucich na zhorSenie podmienok jedného
z faktorov prostredia, vtomto pripade zniZenia aktivity
vody (Marechal et al. 1999). Optimalna teplota pre rast
vlaknitej huby sa pohybovala v rozpiti od 25 do 30 °C,
teda vintervale uvedenom napriklad aj Frohlich-
Wyderovou (2003).

Rychlost’ rastu vlaknitej huby bola vyznamne ovplyvnena
pridavkom soli do zivného média hlavne v oblasti teplot
od 8 do 30 °C. Pri 1 % soli sa dynamika rastu G. candidum
V porovnani s rastom bez soli nepatrne zvysila. Tento
narast bol v priemere 12 %. NavySenie koncentracie soli
na 3 % uz pozorovatelne spomalilo rastovu rychlost
sledovanej huby. T4 rastla pomal$ie v porovnani s 1 % soli
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Tabulka 1: Koeficienty G — T,, modelu, vypo¢itana optimalna teplota a rastova
rychlost’ G. candidum pri jednotlivych koncentraciiach soli v prostredi

G. candidum G-T,, model
% Koeficienty Topt 1
NaCl & S C, c, (g Sm(mm)
0% 0.993+0.003 -6,9142 3,0561 -0,4326 25,5 0,219
1% 0.986+0.003 -5,814 2,5805 -0,3762 26,2 0,249
3% 0.975+0.003 -4,6231 1,8373 -0,3016 28,7 0,161
5% 0.963+0.002 -5,5468 2,0601 -0,3424 28,9 0,086
0.3 |
©Be 0 % MNadl
0,25 1. aGe1 % MNacl A 4
| OGc3 % NaCl 4 /s &
| eGc5 % Nac 8.
0,2 4 A
4 s Al
/ﬁi E\
= ’ ‘
= 0,15 7
£ ! &/, \
é a g \
=]
005 - g/ o\%
0 - : .

Obrazok 3: Grafické znazornenie rychlosti rastu kolénie G. candidum od

T (°C)
teploty a obsahu soli v agare

s odstredenym susenym mliekom. Symboly predstavuju rastové rychlosti ziskané z rastovych kriviek a funkcia
g = exp (Co+Ci Ty +C,T,?) je reprezentovana kontinualnymi ¢iarami.

arozdiel v rychlostiach sa pohyboval od 48 do 27 %.
Znizenie rastovej rychlosti vlaknitej huby pri najvyssej
koncentracii soli v prostredi bolo uz vyrazné. V porovnani
s 3 % sa rychlost’ znizila v priemere o polovicu a oproti 1
% rast poklesol 079 az 61%. V oblasti za teplotnym
optimom vlaknitd huba rastla podobne ¢i uz bol obsah soli
0, 1 alebo 3 %. AZ pri 5 % nastalo vyraznej$ie znizenie
rychlosti rastu. V oblasti za teplotnym optimom pri
koncentracii soli 5 % (a, 0,963+0,002), boli zistené
kumulativne nepriaznivé

uéinky znizenej aktivity vody a vysokej teploty. G.
candidum je na obsah soli v prostredi citliva, ale tato
vlastnost’ bola kmenovo zavisla. Rastova odozva kmenov
na sol sa liSila hlavne v intervale koncentracii od 1 do 2,5
%. V syre jej rast bol limitovany pri koncentraciach nad 1
%. Nakolko sa povrch syra pred zretim soli vécSina
kmenov tolerovala len 1 az 2 % soli (Boutrou, Guéguen,
2005; Lecocq, Gueguen, 1994). Podl'a uvedenych autorov
bola tolerancia kmeiiov ~ G. candidum na sol’ do urcitej
miery ovplyvnend aj druhom syra. Napriklad vSetky
kmene G. candidum izolované zo S$panielskeho syra
Armada rastli dobre aj pri 5 % soli v prostredi. Tieto
kmene vykazovali vynimoc¢né spravanie, lebo bezne byva
rast vlaknitej huby pri 5 az 6 % soli uplne inhibovany

(Tornadijo et al. 1998). Naproti tomu kmene zo syra
s modrou plesiiou vo vnutri neboli schopné rast’ uz pri 4 %
soli, a, = 0,970 (Tempel, Nielsen, 2000).

Cas potrebny pre vytvorenie viditeI'nej kolénie

Z praktického hl'adiska bolo délezité z nasich vysledkov
uréit, napriklad, ¢as potrebny pre vytvorenie viditeInej
kolonie. Za takito sa povaZuje kolonia s priemerom 3 mm
(Valik, Pieckova, 2001). Prislusné vysledky su uvedené v
tab. 2. Ak by sme naSe predpovede aplikovali na zretie
ovc¢ieho hrudkového syra, ktoré prebieha pri teplotach 14
az 16 °C (STN 571138, 1995), tak pri teplote 15 °C
vytvori G. candidum viditelna koloniu po 1 dni. Ak by
povrch hrudového syra nebol oSetrovany, utierany slanym
roztokom mohol by sa jeho rast vymknut’ spod kontroly
a sposobit’ neziaduce organoleptické zmeny nielen v syre,
ale aj v bryndzi, pre ktoru je surovinou.
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Tabulka 2: Cas (h) potrebny na dosiahnutie 3 mm
kolénie G. candidum v zavislosti od teploty
a koncentracie soli vypoditany pomocou G-T,, modelu.

% Teplota (°C)

NaCl 10 14 19 23 27 31
0 52,2 30,7 184 144 139 1972
1 44,3 27,1 166 130 12,1 152
3 85,2 524 31,3 229 190 195
5 2068 1180 648 448 358 36,3

Validicia sekundarneho modelu

Schopnost’ sekundarneho modelu predpovedat’ rast
vlaknitej huby za pouzitych podmienok sme vyhodnotili
pomocou vypoctu faktorov validacie (tab. 3) tak, ako to
navrhli vo svojej praci Baranyi et al. (1999). Diskrepancie
medzi predikovanymi a experimentalnymi rastovymi
rychlost’ami dosiahli hodnoty od 12 % do 25 %. Tieto
vysledky su porovnatel'né s inymi pracami zaoberajicimi
sa sekundarnym modelovanim povrchového rastu
vlaknitych ~ hub.  Napriklad  pocas  modelovania
kombinovaného vplyvu teploty a aktivity vody na rast
Fusarium verticilliodes a Fusarium proliferatum boli
priemerné nezhody pre dva pouzit¢é modely 11 a 25,4 %
(Samapundo et al., 2005). Pri studiu vplyvu teploty na
rast 5 kmeriov Penicillium expansum sa vypodcitané
hodnoty Bs pohybovali od 0,91 do 1,10 a A; od 1,05 do
1,19 (Baert et al., 2007).

Tabul’ka 3: Faktory validacie G-Ty,
jednotlivych koncentraciach soli v prostredi
Parametre validacie

modelu  pri

G. candidum

% NaCl A B (gof) R MSE
0% 1,125 0999 12 0,943 0,014
1% 1,248 1,001 25 0,902 0,049
3% 1,163 1,001 16 0,911 0,023
5% 1,148 1,000 15 0,958 0,019
ZAVER
Predlozena $tadia poskytla kvantitativne 1daje 0

povrchovom raste vlaknitej huby G. candidum a o jeho
ovplyvneni faktormi prostredia, ako st teplota, pH a vodna
aktivita. Izolat z ov¢ieho hrudkového syra nereagoval na
zmenu hodnoty pH v rozpiti od 5,0 do 7,0, ale jeho rast
bol vyznamne ovplyvneny zmenou teploty a zniZzenim
vodnej aktivity pridavkami soli vy$$imi ako 3 %.
Vysledky prace poukazali na opodstatnenost’ utierania
povrchu hrudkovych syrov utierkou prepieranou v sol’'nom
roztoku, ¢im sa dosiahne kontrola nad intenzivnym rastom
vléknitej huby na povrchu syra pocas jeho zretia.
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