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Uvod

V prede$lém sdéleni [1] jsme popsali pfistroj na sta-
noveni tepelné rezistence mikroorganismi. Agarova des-
titka obsahujici mikroorganismy se v kovovém pouzdru
vloZi do linedrniho teplotniho pole, &imZ ziskaji jednotli-
vd mista vzorku rliznou teplotu.

Po zvolené dob8 ohifevu se desticka ochladi a pFenese
na Zivnou ptdu. Kultivaci se stanovi pocet kolonii v jed-
notlivych &astech vzorku. Tento ¢lanek se zabyva méfe-
nim tepelné rezistence kvasinek Sacch. carlsbergensis.

Material a metody

Kvasniényg kmen

Provozni kmen Sacch. carlsbergensis (€. 2 podle [2]]
pochézel ze sbirky podrikové laboratofe.

Pristroj na stanoveni tepelné rezistence

Piistroj na ohfev mikroorganismi v linedrnim teplot-
nim poli popisuje [1]. Ctvercova agarova destitka méla
rozméry 12 X 12 X 0,2 cm.

Stanoveni tepeilné rezistence

Kvasinky Sacch. carlsbergensis se zaotkovaly do steril-
ni mladiny a kultivovaly 48 h pii 28°C. Po spofitdni
kvasinek v Thomové komiirce se pripravila v sterilni
vod# suspenze koncentrace 2000—3000 bunék/ml. 5 ml
této suspenze se rozmichalo v 50 ml 1,5% agaru, roz-
taveného a ochlazeného pod 44°C a smési se ihned na-
plnilo pouzdro ptistroje. Soufasng se 12,7 ml smési mi-
kroorganismii s agarem nalilo dc Petriho misky
(d =9 cm), aby vznikla agarova vrstva stejné tlouStky
iako v pouzdru pristroje.

Po ztuhnuti agaru se pouzdro vsunulo do vyhFatého
bloku pfistroje. Expozitni doba se volila dostatetné& dlou-
ha (1 h), aby se eliminoval vliv postupného prohfivani
vzorku na poc¢atku ohfevu.

Po expozici se pouzdro vyjmulo, ochladilo tekouci vo-
dou a agarova destitka asepticky pfiloZila na mladinovy
agar. Po &tyfech dnech inkubace se spocitaly kolonie
v jednotlivgch mistech desti€ky. Stejnym postupem se
zpracoval kontrolni vzorek.

Experimentalni ¢ast

Postup vipobtu

Ctvercova agarova destitka o hrané a a malé tloustce
h se orientovaia tak, aby teplota linedrné vzriistala
v kladném smyslu délkové soufadnice x; v mist& x byla
v celé §ifi destitky konstantni teplota {. Hrana destiCky
nachazejici se u studeného konce p¥istroje méla soufad-
nici x =0, hrana u teplého konce x = a. Pro teplotu
destitky v mist& x platil vztah #/x) = kx + g, kde k,q
jsou méfenim stanovené konstanty.

Zavedme plosnou koncentraci mikroorganismi m pot-
tem mikroorganismfi na jednotky plochy destitky. Mezi
plosnou a objemovou keoncentraci plati vztah

(1] m=he,
kde m je plo$na koncentrace mikroorganismii [po-
tet/cm?),
h — tloustka desticky (cm],
c — objemovd koncentrace [podet/cm3).

663.12
582.282.232

Pfed zahtivanim predpokiddame rovnomérné rozpty-
leni mikroorganismii v destitce s podateéni koncentraci
me = konst. pro x z intervalu <0, a >. Zahfivdnim se
koncentrace v misté x zmé&ni z m, na hodnotu m{xj.
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Obr. 1. D&leni agarové destiéky

x — délkovd souradnice
t — teplota

Hodnoty m/x) se pokusn& stanovovaly jako stfedni
koncentrace mikroorganismii m(x;] v tusecich desticky

sife Ax. Destitka s narostlymi koloniemi se rozdélila na
a

n prouZkil 3iftky Ax = —- . ProuZky se ofislovaly pofa
n

dovymi &isly 1 aZ n, stfed i-tého prouZku meél soufadnici

x; [obr. 1). Potom

(2) —Tl_'![x,'] EE TG E e M Fr it

kde -n_ux,,i je stfedni plosnd koncentrace mikroorganismi

Ax Ax
i {xf—“f’x‘+z—}

pofet mikroorgaaismii v agarovém
dem v Xi

Ax Sifka prouZku
V téchto pokusech bylo a = 12 cm,

Uhyn mikroorganismii se v malém
kinetikou prvého Fadu

prouZku i se stre-

Ax=1 cm, n=12.
rozmezi teplot Fidi

3 il kN k Bt
(3) NoRT = Kel [4)
kde N je pocet mikroorganismi,

T — C&as

K, g — specifické konstanty
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Tvar vztahu (4) je v mikrobiologii obvyklej3I neZ zavis-
lost (5), ktera je b&Zni v chemické kinetice

=
RT
(5) k = Ae
Nahradi-li se podet mikroorganismi plo3nou koncentra-
ci, pfejde
(3) integraci na tvar

Mo
(6) In——— = Keft At |
mfx

kde m, je potatetni plo3na koncentrace mikroorganismii.
Rovnice (6) uddva koncentraci mikroorganismié v mis-
t& x s teplotou f. Pro linedrni teplotni pole plati

Mo

———— = KeBfkx+q)
(1) In lx) e Ar

Linearizaci (6) se ziska

8 Inln——2 = inKAr + gt
(8) n i) =In TEE
podobné jako ze vztahu (7]
Mo
(9) Inln——— = In KAt + 8q + gkx

m{x)

ProtoZe se méfenim ziskané hodnoty ri[xi} pokladaji
pfibliZné za hodnoty m/x;), lze proloZit experimentalni
body xi, m(xi) pfimkou podle (8) nebo (9).

Smérnici pFimky je konstanta §, popf. gk, dsekem na
ose y InKAr, popE. InKAr + 8q.

Mé&reni

Ve tFech nezdvislych pokusech se stanovilo mnoZstvi
pfeZivajicich mikroorganismii poétem kolonii v jednotli-
vych Castech vzorku. Vynesenim bodd x; lnln m(x;) do
grafu se ovéfila linearita zdvislosti a metodou nejmen-
Sich Ctvercii stanovily konstanty g, K. Nepfesnosti m&fFeni
se v nékterych pfipadech vyskytly hodnoty m(x;) > my,
tyto hodnoty nebyly do vypoctu zahrnuty. Doba ohfevu
se volila jednotna (Ar = 60 min), s riznymi hodnotami
konstant k,q. Jako mira linearity vztahd (8) nebo (9)
slouZil korelatni koeficient sledované zavislosti.

Zméfené hodnoty i zpétn& vypodtené koncentrace
m{x;i) podle vztahu (8) uvadi tab. 1 pro jeden z pokusii.
Ostatni méFeni jsou zpracovana graficky (obr. 2 aZ 4).
Destitky po kultivaci jsou na obr. 5 aZ 7.

Souhrnné vysiedky t¥i nezavislych m&reni uvadi tab. 2.
Ze stejné suspenze Sacch. carlsbergensis ve vodé se kaz-
dé stanoveni opakovalo dvakrat (stanoveni a, b).

Zpétny vypolet
Hodnota m/(x;} se pfi vypo&tech podle (8), (9) nahrazo-
vala stfedni hodnotou m/x;) v intervalu

Ax Ax

3 Xi 2 -

Bez tohoto zjednoduSeni lze poZet kolonii v libovolném
useku vzorku vypoéitat podle vztahu

Xg et
(10) N(xq, Xg) = mop [ exp |— KAt exp[8(kx + q) ]} dx
Xe

kde N(xXe, xg) je pofet kolonii v dseku vzorku ohranife-
ném délkovymi soufadnicemi x¢, X3 a s $ffkou p.
Substituci u = KArexp[8(kx + g)] se ziskéa

Tabulka 1. Zdznam thynu Sacch. carlsbergensis v linedr-
nim teplotnim poli |pokus Ib)

| | i
Vzdélenaost | Stfednf koncen-
i-tého V’I:f;:t:. [ trace kolonii ' I"llm’o ‘ Zpétné
intervalu il " (i) | m (xi) || “vypoctens
; §(°0) | ! | m(x)
xf (mm) | (kolonie cm-*) | ‘ ¥
| | |
5 40,23 | 45,58 — 11,7906 ‘ 47,23
15 40,88 42,17 | —1,2463 | 44,00
25 4153 37,33 —0,8929 | 40.04
35 42,18 34,67 |  —o0.7269 35,01
bt 42,83 30,50 | —o4918 | 2002
55 43,48 25,33 — 10,2265 | 19,03
65 4413 ’ 20.00 0,0330 | 15,50
75 44,78 12,91 0.3861 9,31
85 45,43 5.33 0,8569 ‘ 4,57
95 46,08 125 1,3366 1,69
105 46,73 0.08 1,802 | 0,43
115 | 4738 | pod00s e | 0,06
| |
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Obr. 2. Zdvislost Inln — na teploté. O — pokus Ila,

m(x)

® — pokus 1b
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Obr. 3. Zdvislost Inln —2
br. 8 vislost Inln m(x]

® — pokus 2b

na teploté. O — pokus 2a,
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Tabulka 2. Vyhodnoceni Ghynu Sacch. carlsbergensis v li-

nedrnim teplotnim poli [doba ohievu Ar =
= 60 minj
| Konstanty | Posstesni ! Konstanty
f“l’g 1 teplotniho 2 (°C) | kencentrace {(orglaéni tepeluého Ghynu
% le i my (koloni koeficient " <
o e 7N <% BC) | K (min)
|
la | 0.0658 39,78 | 51,78 09792 | 039 9,42.10-10
ib | 0,0650 39,90 | 5622 | 09888 0,51 3,15.10-12
2a 0.0500 40,30 5144 | 09924 0,58 1,51.10-1
2b 0,0500 | 4030 | 36,22 0.9950 0,68 9,63.10-10
3a 0,0253 | 42,92 ; 118,00 0,9929 0.38 2,16.10-*
3b | 0.6267 | 42,83 | 114,89 0,9753 0,42 1,15.10.10

Tabulka 3. Hodnoty junkce N[O, xg] pro méreni 1b

i | Poiet kolonii v fiseku <0.x5> | S
.‘(ﬁ (mm) 1 e 7?ﬁ41' £ =3 \ ( 2. Tﬂ)
| nalezeny stanoveny podle | podie (10)
| | experimentdlné | tab. 1 jako m(xi) |
0 0,147 0,58 0 | 0
10 0,205 47,58 47.23 47,13
20 0,287 89.75 91,32 91,63
30 0,400 127,08 | 13136 131,48
40 0,558 161,75 166.37 166.42
50 0,780 192,23 195.39 195,58
60 1,089 217,58 214,42
70 1,519 237,58 229,92
80 2,120 250,49 | 239,23
90 2,959 255,82 243,80
100 4,151 257,07 245.49
110 5.766 257,15 245,92
120 8,049 pm! 257,23 245.98
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Obr. 4. Zdvislost Inln AR na teploté. ) — pokus 3a,

e — pokus 3b

ug
g J u=lexp [—u) du
L

K vypoctu integrdlu na pravé stran& vztahu (11) lze po-
uZit tabulek funkce exponencidl—integral (3), definova-
né vztahem

(11) N(Xe, x3) =

Ei e
— Ej —X]: | =
i t

(12) dt> 0 o> X>0

Vztahu (10] lze pouZit pfi hleddni hodnot g, K nékterou
z optimalizaénich metod. Hleda se takovy bod §, K, pro

Ax Ax
xi+ — ,N|0, xi +—
2 2

nejlépe souhlasi s experimentdlng zjisténymi hodnotami.

ktery vypoctena funkce

Obr. 5. Agarovd destitka s koloniemi Sacch.

carlsber-
gensis — pokus 1b

Obr. 6. Agarovd desticka s koloniemi Saecch. carlsber-
gensis — pokus 2a

V tabulce 3 jsou porovnany poc¢ty kolonii v prouzku
vzorku jednotkové Sifky v riznjch vzdalenostech od
okraje vzorku zjiSténé experimentalng, vypociené ze
zpétn& stanovenych hodnot m/x;} v tab. 1 jako Xm(Xx;)
i podle {10).

K vypoétu se pouZilo hodnot z mé&reni 1b:
me = 56,22 (kol. em—2), k= 0,0650 -(°C mm~1), g=
=39,90°C, p=1 cm, Ar =60 min. Za konstanty g, K
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Obr. 7. Agarovd destika s koloniemi Sacch. carlsber-
gensis — pokus 3a

jsme dosadili hodnoty z fab. 2, 8=10,513°C-1 a K=
= 3,15.10-!2 min—!, nebot jsme nemd&li moZnost pouZit
vypodetni techniky k jejich presné&jSimu stanoveni. K vy-

hleddvani hodnot Ei[—x) se pouZilo tabulek [3].

Diskuse

Metoda popsana v tomto ¢lanku se odliSuje od dosud
pouZivanych metod stanoveni tepelné rezistence mikro-
organismii. Na suspenzi kvasinek nizké koncentracs
v agaru se pisobilo teplem po relativng dlouhou dobu
(1 h) v porovnani s klasickymi metodami.

Pri zpracovani vysledkl se predpokladala platnost ki-
netické rovnice prvého Fadu. Podle tudaji literatury se
dhyn kvasinek timto vztahem nefidi [4, 5], atkoliv exis-
tuji i opafnéa zjisténi [6]. Podle ziskanych vysledki Kki-
netickd rovnice pro thyn Sacch. carlshergensis v rozme-
zi 40—46 °C v podstaté platila. Drobné odchylky pokla-
dame za experimentdini chybu.

U tfi nezavislych pokusi se ziskaly r{izné hodnoty
konstant charakterizujici tepeinou rezistenci Sacch.
carlsbergensis. Je zajimavé, Ze opakovanad mereni z jedné
vodné suspenze Sacch. carlsbergensis (asi po 2 h)
poskytly viZdy vy33i hodnotu konstanty 8, udavajici za-
vislost zmény tepelné odolnosti na teploté. Z literatury
je znameé, Ze se tepelna rezistence méni se staFim bungk,
zmény v tak krdatkém casovém rozmezi nebyly u kvasinek
Zaznamenany.

Ziskané vysledky lze jen obtiZné porovnat s literatu-
rou, nebot praci zabyvajicich se dhynem kvasinek pf¥i
relativng nizkych teplotdch je velmi mé&lo. Podle v3e-
obecnych tdaji je tepelnd odolnost pivovarskych kvasi-
nek 0,4 aZ 1,0 pasteranich jednotek, coZ odpovidd napf.
kombinacim 11 aZ 27 min/50°C pro ,husté“ suspenze,
tj. asi 10—10° bunék/ml [4] udava kombinagi 32,5 min/
50°C, (1) 20 min/50°C a (8) 10 min/53 °C.

Vypoétem ze dvou meznich hodnot konstant méFeni
(=038, K=216.10-9 a § = 0,68, K = 9,63.10-16) se
ziskaji pro sniZeni poftu kvasinek z 10° ma 10° hodnoty
Casu pro 50°C 30 a 20,5 min, coZ vcelku odpovida uve-
denym literdarnim udajtm.

Seznam symbolii

x aelkova soutadnice vzorku (délka)

t teplota (°C)

T tas [Cas)

At casovy interval (Eas)

k kun'.-sh.mla linedrni teplotni zavislosti ¢t = kx + g (°C del-
ka-1)

q konstanta linearni teplotni zavislosti ¢ = kx + g [°C)

a hrana agarove desticky (délka)

h tloustka agarové desticky (délka)

(o] objemova koncentrace mikroorganismii (pocet . délka-3)

m plosna koncentrace mikroorganismii [pocet délka-2)

m(x] plosna koncetrace mikroorganismil v misté x

E[xg—} stfedni plo3na koncentrace mikroorganismi v Gseku x

i poradove cislo dilu agarove desticky

Xj soutfadnice stfedu agaroveho dilu {

Ax §ite dilu agarove desticky

n pocet dilli agarové desticky

m, potatecni plodna koncentrace mikroorganismi

Nixg, ',5] poZet kolonii v tiseku ohraniéeném soutadnicemi Ygr Xg
o Sifce p

N potet mikroorganismii

K konstanta teplotni zavislosti K exp(ft) (cas-)

8 konstanta teplotni zavislosti K exp(8t) (°C-1)

A frekvencni faktor

E aktivacni energie (] mol-1)

R plynova konstanta (8.3143 | K-1 mol-1)

T teplota (2K}
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Savel, ]. - Prokopova, M.: Ohyn Saccharomyces carlsber-
gensis v linearnim teplotnim poli. Kvas. pram. 23, 1977,
€. 12, s. 270—274.

Clanek se zabyva tepelnym thynem Sacch. carlsber-
gensis v linedrnim teplotnim poli. Kvasinky v Ctvercové
agarové destiCce s pocate€ni ploSnou koncentraci 40 aZ
120 kvasinek/cm? se vystavily 1 h pisobeni linedrniho
teplotniho pole v rozmezi 40 aZ 46 °C. Vyhodnocenim po-
kusu se potvrdila platnost kinetické rovnice prvého fadu
pro thyn kvasinek v uvedeném teplotnim rozmezi. Pro
zavislost rychlostni konstanty thynu na teploté ve tva
ru k(t) = Kef se ziskaly tyto hodnoty: g = 0,38 —
—0,68°C-1, K= 2,16.10-9 — 9,63 . 10— min —! Uvads-
ji se rovnice pro thyn mikroorganismi v linedrnim
teplotnim poli.

ilasen, fA. — Tlpokonosa, M.: Ormupanue pApoKKel
Saccharomyces carlshergensis B JHHeliHOM Temnepartyp-
Hom noJqe. Ksac. npym. 23, 1977, No 12, erp. 270—274.

ABTOpH M3yuannm OTMHpaHHe JpOMKKel Saccharomyces
carlsbergensis 101 BAHAHHEM JHHEHHOro TeMHIepaTypHOro
nens., KBaapaTHele niacTHHKH W3 arapa ¢ KOHUEHTpalueil
or 40 no 120 xnetok Ha 1 cm® noaBeprajgHch OJHH Yac
NefiCTBHIO JHHEAHOTO TeMuepaTypHoro noas ot 40 no 46 °C.
Onenka pe3y bTaTOB MOATBep/HJa eHCTBHTENLHOCTL YpaB-
HCHHSI TIEPBOTO TNOPAJIKA, NMOKA3bLIBAKULETO CKOPOCTh OTMH-
paHus ApoXiKedl B YKa3aHHOM npeiene TemMnepartyp. Bouin
onpejeseHsl  CHeAYIOlULHe 3HAYeHWs BEeJHYHH, BXOJASILHX
B ypaBHeHHe k(t]} = Keft 3apHcAMOCTH MEeXIY CKOPOCTbI
OTMHpaHHA M TeMneparypHoii: § = 0,38 = 068 °C-1, K =
=2,16.10-9 = 9,63. 10-2¢ nyun—1. IlpusejeHs YypaBHeHHS
IJisi pacyeTa CKOPOCTH OTMHpPaHils MHKPOOPraHH3MOB B JH-
HEMHOM TeMIIePaATYPHOM I10Je€.
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Savel, J. - Prokopova, M.:
carlshergensis in Linear Temperature Field

Kvas. pram. 23, 1977, No. 12, pp. 270—274.

Killing of Saccharomyces

The article deals with the atrophy of Saccharomyces
carlsbergensis in a linear temperature field. Yeast in a
square agar plate with initial concentration of 40 to
120 cells per 1 cm? was exposed for 1 hour to a linear
temperature field as high as 40—48 °C. The results of
experiments confirm the validity of the first-order kine-
tic equation of yeast death in the mentioned tempera-
ture range. For the quantities in the equation k(f] =
= Kef! expressing the letal rate against temperature
the following values have been ascertained: g = 0,38
to 068°C-!; K=216.10-%—9,63.10-1¢ min—1. The

authors present lormulae for calculating the letal rate
of microorganisms in linear temperature fields.

Savel ]. - Prokopovd M.: Der Lethaleffekt des linearen
Wirmefeldes auf Saccharomyces carlshergensis. Kvas.
prim. 23, 1977, No. 12, S. 270—274.

In dem Artikel wird die Abtétung des Sacch. carls-
bergensis in dem linearen Wé&rmefeld behandelt. Die
Hefen in einer Quadrat-Agarplatte mit einer Anfangs-
flachenkonzentration von 40 bis 120 Hefen/cm? wurden
1 Stunde der Einwirkung des linearen Wéarmefeldes im
Intervall 40 bis 46°C ausgesetzt. Die Auswertung der
Versuche bestédtigte die Giiltigkeit der kinetischen
Gleichung der ersten Ordnung fiir das Absterben der
Hefen in dem angefiihrten Temperaturintervall. Fir die
Abhdngigkeit der Geschwindigkeitskonstante des Abster-
bens von der Temperatur in der Form k (t] = Kedt
wurden die folgenden Werte ermittelt: § = 0,38 bis
0,68°C-1,K =216.10-% — 963 .10~ min—-1. Es werden
die Gleichungen fiir das Absterben der Mikroorganismen

in dem linearen Wiarmefeld angefiihrt.



