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Abstract: The aim of our study was to characterize the effect of sodium benzoate on
Candida maltosa YP1 growth in glucose solution with yeast extract. The concentration
of sodium benzoate were ranged from 0.0; 0.015; 0.03; 0.05; 0.068; 0.08 to 0.1 % (W/v)
at the temperatures of 8, 12, 16 a 25 + 0.5 °C. The strong inhibitory effect of sodium
benzoate on the yeast contaminant growth was determined at low temperatures as 12
and 8 °C. The significant decline of number microbial cells followed by direct transition
to exponential growth phase was observed during lag-phase at higher temperatures of
12, 16 and 25 °C and concentration of benzoate 0.015 to 0.05 % (w/v). The combined
effect of temperature and sodium benzoate concentrations on growth rate of Candida
maltosa was described by surface response methodology and represented with
following equation: p =-0.082 + 0.014xT - 4.107XCheny - 3.10°XTXCpeny (R2 =0.916).
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Kvasinka Candida maltosa patri do taxonomickej skupiny anamorfnych foriem
askogénnych kvasiniek (Kastiske a kol., 1992). C. maltosa je schopna vyuzivat n-
alkédny ako zdroj uhlika a energie, predovSetkym s poctom uhlikov 10 a 14 (Schmitz a
kol., 2000). Dobre znama je jej chemorezistencia (Kurtz a Crow, 1997), rezistencia voci
antibiotikam, napr. cykloheximidu (Delneri a kol., 2000), organickym kyselindm a
zvySenym teplotam (Laukova a kol., 2002a,b). Vyznamnou vlastnostou C. maltosa
z pohl'adu potravinarskej praxe je jej schopnost’ aktivne sa podiel’at’ na tvorbe biofilmov
na plochach technologickych zariadeni (Jirk(, Masak a Cejkova, 2001).

Ciel'om nasSej Stadie bolo sledovat’ dynamiku rastu nami izolovanej, psychrotrofnej
a termorezistentnej kvasinky C. maltosa v glukozovych roztokoch s kvasniénym
extraktom v zavislosti od pridavku benzoanu sodného (0,0; 0,015;0,03; 0,05; 0,068;
0,08 az 0,1 % (w/v)) pri teplote uchovavania 8, 12, 16 a 25+ 0,5 °C.
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Z grafickych znazorneni dynamiky rastu C. maltosa YP1 v modelovych
kultivaénych médiach (obr. 1 az 4) je vidiet, Ze vplyv benzoanu sodného sa na raste
kvasinky vyznamnejSie prejavil najmi pri nizSich teplotach 12 a 8 °C. Napriklad uz
rychlosti C. maltosa YP1 o 22 % pri teplote 8 °C v porovnani s kontrolnou vzorkou bez
benzoanu sodného. Dalgie zvy$enie obsahu benzoanu sodného v modelovom prostredi
zapriCinilo pokles rastovej rychlosti kvasinky o 31 % (0,03 %) ao47 % (0,05 %).
V prostredi s maximalne aplikovanou koncentraciou chemickej konzervacnej latky
(0,065 %) sme rast C. maltosa pri spolupdsobeni teploty 8 °C nepozorovali. Po 7 d
uchovéavania glukézovych roztokov v termostate doSlo k postupnému odumieraniu
zivych buniek C. maltosa YP1 z poéiatoénej priemernej koncentracie 500 KTJ.ml" na
koneénii hodnotu 10 KTJ.mlI™ rychlostou -0,010 h™.

Obr. 1: Dynamika rastu C. maltosa YP1 v modelovom kultivaénom médiu v zavislosti
od koncentracie benzoanu sodného pri teplote 8 °C.

Pri teplote 12 °C sme v modelovom zivnom prostredi obsahujucom 0,05 % benzoanu
sodného po 6 hodinach kultivicie zaznamenali aj zndmy jav, ze z poCiatku v lag-faze
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dochadzalo k ubytku stanoviteI'nych buniek, ¢o sme pozorovali aj v inej praci (Laukova
a kol., 2003). Po 30 hodinach sa viak poget C. maltosa YP1 stanoveny ako KTJ.ml"
takmer vyrovnal poc¢iatocnej denzite a kvasinka zacala exponencialne rast’.
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Obr. 2: Dynamika rastu C. maltosa YP1 v modelovom kultivaénom médiu v zavislosti
od koncentracie benzoanu sodného pri teplote 12 °C.

Podobny mikrobicidny efekt benzoanu sodného sme pozorovali aj pri teplotich 16
a25 °C, pricom koncentracia aplikovanej konzervacnej latky spdsobujuca prvotné
odumieranie buniek kvasinky v lag-faze sa pohybovala uz v koncentracii od 0,015 do
0,03 % (w/v). Pri teplotach 16 a 25 °C bola vyznamnejsia inhibicia dynamiky rastu C.
maltosa YP1 zaznamenana az pri vysSich koncentraciach benzoanu sodného (0,08 az
0,1 %).

Kolisanie poctu Zivotaschopnych buniek pocas lag-fazy rastu je mozné vysvetlit
acidoregulatnym mechanizmom mikroorganizmov, ktorym sa bunky prisposobuju
vonkajSiemu prostrediu, vtomto pripade pritomnosti slabej kyseliny s vyraznym
konzerva¢nym ucinkom. Pri tomto procese ¢ast’ buniek z populacie odumiera a Cast’ sa
prispdsobi. Bunky, ktoré sa dokazu prispdsobit’ takémuto prostrediu, udrzia si
intracelularne pH v neutralnej az mierne kyslej oblasti. Acidoregulaény proces sa
uskutoéiiuje prostrednictvom enzymu H'-ATPaza lokalizovanom na plazmaticke;
membrane (Henriques a kol., 1997; Portillo, 2000; Loureiro, 2000). Tento enzym sluzi
ako protébnovd pumpa, ktord vytlda protoény zcytosolu buniek do vonkajSicho
prostredia, atym sa udrzuje homeostaza v kyslom prostredi. Aniony slabych
organickych kyselin su nasledne transportované prostrednictvom plazmatickej pumpy
PDR12 do extracelularneho prostredia, ¢im sa zamedzi ich intracelularnej akumulacii
a cytotoxickému posobeniu (Piper akol.,, 2001; Hazan akol.,, 2004; Jungwirth
a Kuchler, 2006).
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Obr. 3: Dynamika rastu C. maltosa YP1 v modelovych zivnych médiach v zavislosti od
koncentracie benzoanu sodného pri teplote 16 °C.
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Obr. 4: Dynami ka rastu C. maltosa YP1 v modelovych Zivnych médiach v zavislosti
od koncentracie benzoanu sodného pri teplote 25 °C.

Rastové parametre kvasinky C. maltosa YP1 ziskané analyzou rastovych Ciar
pouzitim primarneho Baranyiho modelu boli matematicky transformované vo vztahu
k pridavkom benzoanu sodného a teploty kultivacie. Matematické zavislosti uvedené
v tabul’ke 1 poukazuju na skuto¢nost, Ze so zvySujucou sa koncentraciou benzoanu
sodného a znizujicou sa teplotou uchovavania sa dizka fazy prispdsobovania sa
kvasinky zmenenym podmienkam v prostredi predlZzovala a hodnota rastovej rychlosti
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sa znizovala. Obe zavislosti boli zdkonit¢ a vysoko vyznamné, Co je zretelné z
vysokych korelacnych koeficientov (RH2 =0,916 and R, = 0,842).

Tabulka 1: Matematické zavislosti rastovej rychlosti alag-fazy od koncentracie
benzoanu sodného a teploty.

Rastovy Rovnica R’
parameter
Rastova rychlost’ = -0,082+0,014xT-4.10"XCpenz -3.10°XT X Cpeny 0,916
[h']

Lag-faza [h]  A'=-0,04778+0,00956XT-2,6.10"XCpens-4,4.10XTxCpen, 0,842

ZAVER

Testovany kmen Candida maltosa YP1 pdvodne izolovany zo znehodnotenych
jogurtovych krémov (Laukova a kol., 2002a) sa vyznacuje zvySenou termorezistenciou
a acidotoleranciou nielen voc¢i kyseline mliecnej ale ibenzoanu sodnému.
V modelovych bujonoch obsahujucich 0,05 % benzoanu sodného pri hodnote pH= 4,2
by kvasinka potrebovala na zvySenie svojej koncentracie z pociatocnej denzity Ny = 1
KTJI.ml" na koncentraciu 1.10° KTJ.ml™" 22 dni pri teplote 8 °C, pri 12 °C by to uZ bolo
len 6 dni, pri 25 °C 31 hodin. AvSak ak berieme do uvahy, Ze doba trvanlivosti
majonézovych krémov deklarovana viacsinou vyrobcov je 4 az 6 mesiacov pri teplote 8
az 15 °C apodla Potravinového kédexu SR je maximdlne pripustnd koncentracia
benzoanu 0,05 %, na dosiahnutie koncentracie kvasiniek 1.10° KTJI.g" pri po&iatoéne;
denzite Ny = 1 KTJ.g"' a teplote 8 °C by bolo potrebnych len 15 dni. Ddlezitym faktom
je aj absorpcia urcitého podielu konzervacnej latky v tukovej faze emulzii, ¢im sa znizi
jej koncentracia vo vodnej faze, takze mozno predpokladat, Zze Cas potrebny na
dosiahnutie hygienického limitu by sa v emulznom systéme este skratil.
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