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Termorezistencia vegetatívnych buniek
kvasinky Candida maltosa

DENISA LAUKOVÁ − ¼UBOMÍR VALÍK
− FRIDRICH GÖRNER − ŠTEFAN SCHMIDT

SÚHRN. V práci sa skúmala teplotná odolnos� kvasinky Candida maltosa izolovanej z bom−
bážovaných ovocných jogurtových krémov. Táto sa identifikovala ako druh Candi da mal −
tosa Komagata, Nakase et Katsuya (Dr. E. Sláviková). Devitalizácia buniek C. maltosa
sa stanovila v Ringerovom roztoku kapilárnou metódou pri teplotách 65, 70, 75, 80 a 85 °C.
Stanovené D−hodnoty boli: D65 = 337,2–492,0 s (n = 6), D70 = 147,6–174,0 s (n=6),
D75 = 31,1–44,1 s (n = 4), D80 = 5,1–5,6 s (n=4) a D85 = 0,8–0,9 s (n=4). z−Hodnota
pre túto kvasinku bola 7,6 °C. Z porovnania D−hodnôt kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(D55 = 92,5–102,5 s a D65 = 7,0–7,7 s; n = 4) s D−hodnotami C. maltosa sa dokázalo, že
vyšetrovaný kmeò C. maltosa vykazoval významne vyššiu teplotnú odolnos�.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: termorezistencia; Candida maltosa; D−hodnota; z−hodnota

Poznatky o vplyve zvýšených teplôt na mikroflóru požívatín sú nevyhnut−
ným predpokladom pre aplikáciu úèinných procesov opracovania a spraco−
vania požívatín a tiež aj pre postupy sanitaèného ošetrenia plôch technolo−
gických zariadení, ktoré prichádzajú s požívatinami do styku.

Teplotná odolnos� mikroorganizmov, ich vegetatívnych foriem alebo spór
sa v potravinárskej mikrobiologickej praxi charakterizuje D− a z−hodnotami.
D−hodnota je èas potrebný na zníženie poètu živých mikroorganizmov
o 90 %, resp. o 1 logaritmický poriadok. z−hodnota vyjadruje zvýšenie teplo−
ty, ktorému za daných podmienok zodpovedá zníženie hodnoty D o 1 loga−
ritmický poriadok [1–6].

Potravinársku prax z h¾adiska príslušných technologických procesov zau−
jíma, èi zvolená kombinácia teploty a èasu záhrevu je postaèujúca na poža−
dovanú devitalizáciu mikrobiálnej populácie.
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Poèas teplotnej devitalizácie mikroorganizmov dochádza predovšetkým
k poškodeniam DNA a RNA, k denaturácii a koagulácii proteínov, k strate
integrity bunkovej steny, príp. k iným zmenám. Inaktiváciu spór sprevádza
degradácia malých, v kyseline rozpustných proteínov (angl. small acid solub−
le spore proteins; SASP), ktoré sú naviazané na molekulu DNA v jadre
spóry, chrániac ju tak pred stratou purínových zásad. Tieto proteíny spolu
s kyselinou dipikolínovou, iónmi vápnika, horèíka a mangánu udržujú spóry
v dor mantnom stave, ktorý sa vyznaèuje znaènou odolnos�ou voèi nepriazni−
vým vplyvom prostredia. Zníženie obsahu týchto látok v spórach výrazne
prispieva k strate tejto odolnosti, vrátane termorezistencie [3, 7–9].

Odolnos� mikroorganizmov voèi pôsobeniu teplôt vyšších, než sú maxi−
málne teploty pre ich rast, závisí od druhu, fyziologického stavu, formy exi−
stencie a ovplyvòuje ju súbor faktorov vnútorného prostredia potravín, ako
napríklad, prítomnos� NaCl, sacharidov a iných osmoticky úèinných látok
a z toho vyplývajúca znížená hodnota aktivity vody, hodnota pH, obsah tuku,
konzervaèných látok a pod. Významnú úlohu pri stanovení termorezistencie
zohrávajú aj regeneraèné schopnosti kultivaèného média a spôsob stanovo−
vania poètu buniek alebo spór, ktoré prekonali pôsobenie devitalizaènej tep−
loty [1,3,5].

Znaèné množstvo kvasiniek sa vyskytuje na nedostatoène sanitaène ošet−
renom technologickom zariadení, ako aj vo vzduchu z okolitého prostredia
[10]. Viacero druhov nežiaducich kvasiniek, ktoré sa nachádzajú v prostredí,
kde sa spracováva mlieko, býva rezistentných voèi bežným èistiacim a dekon−
taminaèným prostriedkom. Pod¾a Laubschera a Viljoena [11] kvasinky
Deabaryomyces hansenii, Candida versatilis, Torulaspora delbrueckii a iné javi−
li znaènú rezistenciu aj po 60−minútovom pôsobení týchto prostriedkov.
Žiadny z deviatich skúmaných komerèných sanitaèných prostriedkov nede−
vitalizoval tieto kontaminaèné kvasinky. Je preto možné, že takéto rezistent−
né kvasinky môžu kontaminova� plochy prichádzajúce do styku s mliekom
a mlieènymi produktami.

Ich rast v mlieènych produktoch je umožnený nízkou teplotou, fermen−
táciou laktózy, asimiláciou organických kyselín ako kyseliny jantárovej,
mlieè nej a citrónovej, ich lipolytickou a proteolytickou aktivitou, rezisten −
ciou voèi vyšším koncentráciam soli a odolnos�ou voèi èistiacim a dekonta−
minaèným prostriedkom [12].

Pod¾a Tudora a Boarda [13] z mlieènych produktov bývajú najèastejšie
izolované kvasinky rodov Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia a Candida.
Rody Kluyveromyces a Debaryomyces bývajú pod¾a týchto autorov najèastej −
šie izolované zo syrov a jogurtov. Pod¾a Jakobsena a Narvhusa [14] bývajú
spomedzi príslušníkov rodu Candida z jogurtov najèastejšie izolované
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C. famata (imperfektné štádium Debaryomyces hansenii), C. lusitaniae
a C. krusei. Ak sú jogurty fermentované pri klasických teplotách 42 až 44 °C,
pri ktorých sa kvasinky 3 až 4 h nerozmnožujú, potom je ich prítomnos�
v jogurtoch vo väèších množstvách spôsobená nedostatoène sanitaène ošet−
reným náradím a zariadením. V prípade, že sú fermentované pri nižších tep−
lotách 35 až 36 °C, môžu sa kvasinky zaèa� rozmnožova� aj poèas fermen−
tácie, èo v tomto prípade trvá 12 až 14 h.

Pod¾a skúseností a poznatkov z literatúry sa chemorezistencia u mikroor−
ganizmov obyèajne vyskytuje spolu s ich termorezistenciou. U izolovanej
kvasinky C. maltosa sme predpokladali jej zvýšenú termorezistenciu.

Cie¾om našej práce bolo charakterizova� teplotnú odolnos� kvasinky
C. maltosa a porovna� ju s odolnos�ou kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Kmeò C. maltosa sa v potravinárstve pod¾a dostupných prameòov izoloval
a identifikoval na Slovensku prvýkrát v spojitosti s bombážovaním mlieènych
produktov jogurtového typu [15].

Materiál  a  metódy

Mikroorganizmy 
Kmeò C. maltosa bol izolovaný z bombážovaného ovocného jogurtového

krému. V laboratóriu bol uchovávaný na agare s glukózou, tryptónom
a kvasnièným autolyzátom (GTK; Imuna, Šarišské Micha¾any, SR) pri teplo−
te (5 ± 1) °C. Na prípravu suspenzie vegetatívnych buniek C. maltosa s den−
zitou ≥105 KTJ.ml−1 v Ringerovom izotonickom roztoku s hodnotou pH
upravenou na 6,8 až 7,0 sa použila 48h kultúra.

Kmeò S. cerevisiae bol izolovaný z èerstvého pekárskeho droždia (Fala,
Strasbourg, Francúzko) a uchovávaný obdobne na GTK agare pri teplote
(5 ± 1) °C.

Príprava mikrobiálnej suspenzie a spôsob inaktivácie
Na prípravu suspenzie vegetatívnych buniek C. maltosa bolo použitých

5 ml fyziologického roztoku s hodnotou pH upravenou na 6,8 až 7,0, v kto−
rých bola suspendovaná 48 h stará kultúra vyrastená na definovanom povr−
chu agaru. Poèiatoèné poèty C. maltosa alebo S. ce revisiae boli v každej
z použitých suspenzií stanovené zrieïovacou kultivaènou metódou pod¾a
STN ISO 7954 [16] a pohybovali sa v rozmedzí od 7,9.106 do 1,0.108 KTJ.ml−1

(C. maltosa) a od 5,1.106 do 1,7.107 KTJ.ml−1 (S. cerevisiae). Na inaktiváciu
boli zvolené teploty 65, 70, 75, 80 a 85 °C (pre C. maltosa) a teploty 55
a 65 °C pre S. cerevisiae.
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Vlastná devitalizácia bola vykonaná kapilárnou metódou vo vodnom
kúpeli (Jumbo, Funke Gerber, Nemecko; 1 K.min−1). Kapiláry boli z vodné−
ho kúpe¾a po uplynutí príslušného èasu ihneï prenesené do ¾adového kúpe¾a
a rýchlo ochladené. Po omytí ich povrchu etanolom bol obsah každej z para−
lelných kapilár prenesený do paralelných sterilných Petriho misiek a zaliaty
agarovým médiom s prídavkom odstredeného mlieka (Merck, Darmstadt,
Nemecko). Naoèkované Petriho misky boli inkubované pri teplote (25 ± 1)
°C 48 až 96 h a príslušne vyhodnotené.

Výpoèet D− a z−hodnoty
D−hodnoty kvasiniek C. maltosa a S. cerevisiae boli vypoèítané regresnou

analýzou zo smernice (k) lineárnej závislosti dekadického logaritmu poètu
buniek stanovených kultivaène (KTJ.ml−1) od èasu pôsobenia inaktivaènej
teploty (D = 1/k). Vypoèítané D−hodnoty boli overené pod¾a vz�ahu:

v ktorom N1 a N2 sú poèty buniek v KTJ.ml−1 stanovené v èasoch t1 a t2.
z− hodnoty boli vypoèítané obdobne, avšak zo závislosti logaritmu D−hod−

nôt od použitých teplôt, prièom

kde D1 a D2 sú D−hodnoty pri príslušných teplotách T1 a T2 [1].

Výsledky a diskusia

Termorezistencia vegetatívnych buniek C. maltosa 
Kinetika devitalizácie buniek C. maltosa, uskutoènená v Ringerovom roz−

toku pri teplotách 65, 70, 75, 80 a 85 °C, je graficky znázornená na obr. 1 a 2.
Ako je z nich vidie�, smernice lineárnych letalitných èiar sa znižujú so zvyšu−
júcou sa teplotou. Kým pri teplote 65 °C bolo na zníženie poètu C. maltosa
o 1 logaritmický poriadok potrebných v priemere 6,6 min (397 s), pri teplo−
te 70 °C to bolo už len 2,7 min (160 s). Výraznejšie urýchlenie devitalizácie
vegetatívnych buniek C. maltosa bolo pozorované po záhreve na 75 a 80 °C.
Pri teplote 75 °C sa èas potrebný na zníženie populácie kvasiniek o 1 loga−
ritmický poriadok pohyboval v rozmedzí od 30 do 44 s, èo predstavovalo
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10,5−násobné skrátenie v porovnaní s hodnotou D65. Pri teplote 80 °C sa
D−hodnota znížila 71 až 77−krát (D85 = 5,14–5,60 s; n = 4). Najvýraznejšia
teplotná devitalizácia buniek C. maltosa bola zaznamenaná pri teplote 85 °C,
kedy sa vypoèítané D−hodnoty pohybovali v intervale od 0,80 do 0,91 s
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OBR. 1. Letalitná èiara C. maltosa v Ringerovom roztoku pri teplotách 65 a 70 °C.

FIG. 1. Survival curves of C. maltosa
during heat treatment in Ringer’s solution at 65 and 70 °C.

1 − [log CFU.ml−1], 2 − time.

OBR. 2. Letalitná èiara C. maltosa v Ringerovom roztoku pri teplotách 75, 80 a 85 °C.

FIG. 2. Survival curves of C. maltosa
during heat treatment in Ringer’s solution at 75, 80 and 85 °C.

1 − [log CFU.ml−1], 2 − time.



(n = 4). V porovnaní s devitalizáciou vegetatívnych buniek C. maltosa
pri teplote 80 °C bol na zníženie poètu C. maltosa o 1 logaritmický poriadok
pri 85 °C potrebný 6,3−násobne kratší èas (tab. 1, obr. 2). 

Vykonanými experimentami sme zistili, že rýchlos� devitalizácie vegeta−
tívnych buniek C. maltosa nebola závislá od poèiatoènej denzity buniek
C. maltosa v suspenziách. Smernice èiar prežívania sa v paralelných poku−
soch odlišovali iba minimálne v rozsahu chýb metódy. Napríklad pri poku−
soch s poèiatoènými poètami od 8,9.104 KTJ.ml−1 do 8,9.107 KTJ.ml−1
(n = 6), vykonaných pri teplote 65 °C, sa príslušné vypoèítané D−hodnoty
(tab. 1) líšili v rozsahu variaèného koeficienta (relatívnej smerodajnej
odchýlky) vk = 2,8 %. Podobnú situáciu sme pozorovali aj v sérii opakova−
ných pokusov pri teplotách 70, 75, 80 a 85 °C. Variaèné koeficienty boli
v poradí uvedených teplôt 7,1 %, 14,4 %, 3,6 % a 5,8 % (n = 6 až 4).

Z vypoèítaných D−hodnôt C. maltosa sme následne zostrojili tzv. TDT
èiaru (z angl. thermal death time) ako semilogaritmickú závislos� D−hodnôt
od príslušných teplôt. z−hodnota vypoèítaná zo smernice tejto lineárnej
závislosti pre vyšetrovanú kvasinku C. maltosa bola 7,6 °C (obr. 3), èo zna−
mená, že na 90%−nú devitalizáciu, teda zníženie poètu vegetatívnych buniek
o 1 logaritmický poriadok, bolo v intervale inaktivaèných teplôt potrebné jej
zvýšenie o 7,6 °C.
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TAB. 1. D−hodnoty C. maltosa experimentálne stanovené kapilárnou metódou
v Ringerovom roztoku pri teplotách 65, 70, 75, 80 a 85 °C.

TAB. 1. D−values of C. maltosa experimentally determined by the capillary method
in Ringer’s solution at 65, 70, 75, 80 and 85 °C.

1 − D−values, 2 − average values.

65 °C 70 °C 75 °C 80 °C 85 °C

[min]

6,53

D−hodnoty1

[s]

392

[min]

2,84

[s]

170

[s]

31,12 5,60 0,85

6,51 391 2,75 165 40,71 5,54 0,86

6,56 394 2,90 174 37,00 5,14 0,91

6,40 384 2,53 152 44,06 5,52 0,80

6,72 403 2,48 149 − − −

6,93 416 2,46 148 − − −

Priemerné hodnoty2 [s]

396,7 ± 11,3 159,7 ± 11,4 38,2 ± 5,5 5,5 ± 0,2 0,86 ± 0,05



Porovnanie teplotnej odolnosti kvasiniek C. maltosa a S. cerevisiae
Kinetika teplotnej devitalizácie kvasinky S. cerevisiae, stanovená obdobne

ako v prípade kvasinky C. maltosa, je graficky znázornená na obr. 4.
D−hodnoty vypoèítané z experimentálne stanovených letalitných èiar

S. cerevisae sa pri teplote 55 °C pohybovali v rozmedzí od 1,54 do 1,71 min
(92 až 103 s) a pri 65 °C od 7,03 do 7,66 s. López−Malo a kol. [17] zistili pre
túto kvasinku priemerné hodnoty D55 = (2,7 ± 0,1) min (162 ± 6 s). 

Z výsledkov prezentovaných v tab. 1 vyplynulo, že vegetatívne bunky kva−
sinky C. maltosa boli v porovnaní s kmeòom kvasinky S. cerevisiae výrazne
odolnejšie voèi pôsobeniu zvýšených teplôt. Priemerná hodnota
D65 (396,6 ± 11,4 s) buniek C. maltosa (n = 6) bola približne 53−násobne
vyššia ako priemerná hodnota D65 pre S. cerevisiae (D65 = 7,5 s; n = 6).

Podobne, ako v prípade C. maltosa, aj u S. cerevisiae rýchlos� inaktivácie
nebola závislá od poèiatoènej koncentrácie buniek S. cerevisiae v priprave−
ných analyzovaných suspenziách pri oboch ohrevoch (55 a 65 °C).
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OBR. 3. Inaktivaèná „TDT“ èiara C. maltosa v Ringerovom roztoku
v rozsahu teplôt 65, 70, 75, 80 a 85 °C.

FIG. 3. Thermal death time curve of C. maltosa in Ringer’s solution
within the temperatures of 65, 70, 75, 80 and 85 °C.

1 − temperature, 2 − z−value.



Záver

V práci bola charakterizovaná teplotná devitalizácia kvasinky C. maltosa,
ktorá bola na Slovensku pod¾a dostupných prameòov izolovaná a identifiko−
vaná v súvislosti s bombážou kyslomlieènych produktov jogurtového typu
prvýkrát [15].

Získané experimentálne èiary prežívania a z nich vypoèítané D−hodnoty
potvrdili zvýšenú teplotnú odolnos� tejto asporogénnej kvasinky oproti
bežnej kvasinke S. cerevisiae. V oboch prípadoch kinetika devitalizácie výz−
namne nezávisela od poèiatoènej koncentrácie buniek v pripravených sus−
penziách.

Zvýšená teplotná odolnos� kvasinky C. maltosa poukazuje na skutoènos�,
že pri výrobe kyslomlieènych produktov, (ale aj nápojov [18]), je potrebné
poèíta� s kontamináciou termotolerantnými kvasinkami zo vzduchu. Navyše
v prípade, ak by kvasinky vytvorili na èasti technologického zariadenia bio−
film, èo napríklad C. maltosa dokáže [19], mohli by pri ochrannom úèinku
jeho povrchových vrstiev prekona� aj krátkotrvajúce ošetrenie nedefinova−
nou zmesou horúcej pary a vody.
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OBR. 4. Letalitná èiara S. cerevisiae v Ringerovom roztoku pri teplotách 55 a 65 °C.

FIG. 4. Survival curves of S. cerevisiae
during heat treatment in Ringer’s solution at 55 and 65 °C.

1 − [log CFU.ml−1], 2 − time.
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Heat−resistance of vegetative cells of the yeast Candida maltosa

LAUKOVÁ, D. − VALÍK, ¼. − GÖRNER, F. − SCHMIDT, Š.: Bull. potrav. Výsk., 41, 2002, p. 169−178.

SUMMARY. Heat resistance of a yeast Candida maltosa was studied. The strain was isolated
from spoiled fruit yoghurt and identified as C. maltosa Komagata, Nakase et Katsuya
(Dr. E. Sláviková). Inactivation was determined by the capillary method at temperatures of
65, 70, 75, 80 and 85 °C in Ringer’s solution. Following D−values  were determined:
D65 = 337.2–492.0 s (n = 6), D70 = 147.6–174.0 s (n = 6), D75 = 31.1–44.1 s (n = 4),
D80 = 5.1–5.6 s (n = 4) and D85 = 0.8–0.9 s (n = 4). The z−value for this yeast was 7.6 °C.
The D−values of Saccharomyces cerevisiae were as D55 = 1.5–1.7 min and D65 = 7.0–7.7 s
(n = 4). Comparing these results, higher heat−resistance of C. maltosa than S. cerevisiae was
proved.
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