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Mild heat treatment of anaerobic foodborne sporeformers

Abstract

The purpose of this study was to determine whether thermal treatments below 100°C are
capable of reducing spore populations of Clostridium sordellii and C. perfringens by 2 log
cycles. With varying holding times, the temperatures tested ranged from 80°C to 95°C. As for
the trials conducted with C. sordelli at 90°C and 95°C, decreases of three and four orders of
magnitude in spore counts were observed after 60 min and 36 min, respectively. For this
reason, it was recommended that heat treatment of semi-preserved foods be done at these
temperature—time combinations. In the case of C. perfringens, heating at 85°C, 90°C and
95°C resulted in a decrease of 2 log cycles in spore counts after 30 min, 10 min and 9,6 min,
respectively. In conclusion, as compared to C. sordellii spores, decreased temperature may be
applied for the effective destruction of C. perfringens spores.

BEVEZETES

Kisérletiink soran a Clostridium sordellii és a Clostridium perfringens anaerob,
patogén mikroorganizmusok spodrainak hétirését vizsgaltuk. Ehhez novelni kellett a két
mikroorganizmus sporatermelését. A szakirodalomban leirt tobb sporaztatd levest
hasonlitottunk 6ssze és ezek koziil valasztottuk ki a legalkalmasabbat

Vizsgalataink célja megallapitani, az eldallitott Clostridium sordellii és Clostridium
perfringens sporak 100 °C alatti hokezelések alkalmazasaval milyen hdntartasi id6vel
pusztithatok el.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (NCAIM),
valamint a Pasteur intézettdl beszerzett Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417), illetve
Clostridium sordellii (ATCC 9314) torzsekkel végeztiik a hokezelési vizsgalatokat.

A fagyasztva szdritott, vdkuumzarasos, dupla ampulldban 1évd torzseket Reinforced
Clostridial Medium (RCM) (Merck KgaA, Darmstadt) taplevesben ¢élesztettiik fel és
inkubaltuk anaerob koriilmények kozott 37 °C-on 7 napig.

Az inkubalasi 1d6 lejarta utdn tomény szuszpenziot allitottunk eld centrifugéldssal. Az
RCM taplevesben 1év0 tenyészetet 30 cm®-es centrifugacsovekbe adagoltuk steril
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kortilmények kozott €s 5000 fordulat/perc sebességgel, 4500 G-n, 15 percig temperalt
koriilmények kozott centrifugaltuk (10 °C).

A centrifugalas utan a feliiluszot eltavolitottuk, majd 1/4 -es erésségii Ringer oldattal
valo tobbszOri mosatas utan tiszta szuszpenziot allitottunk eld.

Vegetativ sejtszam és sporaszam meghatarozasa

A tisztitast kovetden meghataroztuk a vegetativ sejtszamot és a kezdeti sporaszamot.
A vegetativ sejtszdm meghatarozasnal a mintat hokezelés nélkiil leoltottuk Plate Count Agar
(PC) taptalajra, illetve Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC) taptalajra, valamint a kezdeti
sporaszam meghatarozashoz a minta 80 °C-on 10 percig tartd hdkezelése utan végeztiik el a
leoltast a két emlitett tptalajra (PC és TSC), a lemezeket anaerob koriilmények kozott
inkubaltuk.

A sporazas eldsegitése érdekében egy-egy centrifugacsé tartalmat Clostridium
sordellii esetében 500 cm® Norris és Ribbons (1971), mig Clostridium perfringens esetében
500 cm® Duncan és Strong (1968) altal ajanlott és azota is alkalmazott (Byrne és mtsai, 2006)
sporaztaté taplevesbe helyeztilk. Harom napig 37 °C-on, anaerob koriilmények kozott
inkubaltuk és az inkubacios 1d6 lejarta utan egy napra 4 °C-os hiitdszekrénybe helyeztiik.

Hokezelési vizsgalatok

A sporaszdm meghatarozdsa céljabol a mintakat 80 °C-on 10 percig tartd
hokezelésnek vetettiik ald. A hokezelési kisérletek soran a Clostridium sordellii és a
Clostridium perfringens sporaszuszpenzié 10-10 cm3-ét 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C
homérsékletii vizfiirddben hokezeltiik, kiillonbozo hontartasi idok mellett.

A hoékezelt sporaszuszpenziobol adott iddpontokban lemezontéses modszerrel PC
taptalajon meghataroztuk a sporaszamot anaerob koriilmények kozott 37 °C-on, 2 napig. Az
inkubacios 1d6 lejarta utdn a csiraszamot az értékelésbe bevont lemezeken megszamlalt
telepszamok sulyozott atlagaként adtuk meg a higitasi fok figyelembe vételével.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
Vegetativ sejtszam ¢€s sporaszam eredmények

Felszaporitaskor a vegetativ sejtszam az 1. és 2. tablazat szerint alakult:

1. tablazat Clostridium sordellii vegetativ sejt és sporaszama felélesztés utan

Clostridium sordellii PC taptalaj TSC taptalaj
Vegetativ sejt (CFU/cm?) 7,72x10° 6,8x10°
Sporaszam (CFU/cm”) <1x10° <1x10°

2. tablazat Clostridium perfringens vegetativ sejt és sporaszama felélesztés utan

Clostridium perfringens PC taptalaj TSC taptalaj
Vegetativ sejt (CFU/cm”) 1,62x10° 1,51x10°
Sporaszam (CFU/cm?) <1x10° <1x10°
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A sporaztatds utan elért CIOStrldlum Sordellll sporaszam 4,21x10° CFU/cm®, a
Clostridium perfringens sporaszam 1,97 x10* CFU/cm?. volt

Hokezelési kisérletek eredményei

A hokezelési kisérletek eredményei az 1. és 2. abran lathatok:
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1. abra Clostridium sordellii dsszesitett talélési gorbéje 80, 85, 90, 95 °C-on
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2. abra Clostridium perfringens osszesitett tulélési gorbéje 80, 85, 90, 95 °C-on

A Clostridium sordellii és a Clostridium perfringens tizedre csokkenési idejét a 3. és a
4. tablazatban foglaltuk G6ssze:

3. tablazat Clostridium sordellii tizedelési, Ig D és Ig t értékei

Hokezelés Tizedelési id6-D lgD Igt
hémérséklete (°C) (min)
80 °C 173,91 2,24 3,319
85 °C 90,22 1,95 3,029
90 °C 36,22 1,55 2,629
95 °C 1,25 1,05 2,129
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4. tablazat Clostridium perfringens tizedelési, Ig D és lg t értékei

Hékezelés Tizedelési id6-D Ig D gt
hémérséklete (°C) (min)
80 °C 83,92 1,92 2,999
85°C 35,3 1,54 2,619
90 °C 7,63 0,88 1,959
95 °C 6,55 0,81 1,889

Labbe (2001) szerint a hétiré Clostridium perfringens sporak 100 °C-on 60 percig
tartd hokezelést is tulélték. A D-érték Cl. perfringens sporak esetében vizsgalataink szerint
83,92 min (Dgo) és 6,55 min (D90) értékek kozott alakult. Byrne és mtsai (2006) magasabb D
értékeket hataroztak meg, 30,6min (Dgo) és 1,9min (D1go) kozotti eredményeket kaptak tobb
torzs keverttenyészetét vizsgalva. Bradshaw és mtsai (1977) altal publikalt D érték levesben
0,5 és 0,95 min (D110), Sarker és mtsai (2000) szerint a D érték 124 és 30 min kozott alakult
(D1go) levesben, Juneja és mtsai (2003) D értékbeli eredménye 15,5 és 28,1 min kozott van
(D100) marhahuslében. Az eltéré D értékek a Cl. perfringens sporak hdellenallasara hatd
tényezOknek koszonhetdk, amelyek lehetnek a torzsek kozti kiilonbségek, a kornyezeti
tényezok (pl.: tenyésztési hdmérséklet, tapkozeg, korabbi hdstressz, sth.), a matrix osszetétele
a hokezelés soran (szénhidratok, fehérjék, zsirok mennyisége), a vizaktivitas (aw), a pH, a
hozzaadott tartositoszerek (salétromok, nitritek, so) és a kisérleti terv (Juneja, 2000).
hémérsékletének fliggvényében abrazoltuk, és igy kaptuk meg a rezisztencia és a tobbségi
pusztulasi gorbét (3. és 4. abra).
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3. abra Clostridium sordellii rezisztencia és a tobbségi pusztulasi gorbéje
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4, abra Clostridium perfringens rezisztencia és a tobbségi pusztulasi

A 3. és 4. abran lathaté tobbségi pusztulasi gorbe egyenesének egyenletébdl
meghatarozott meredekség alapjan a z, a Qqg és az F értékek kiszamithatoak. A szamitott z
érték Clostridium sordellii esetében12,59 °C, amib6él megallapithatd, hogy a hépusztulasi id6
egy nagysagrenddel torténd csokkenéséhez 12,59 °C homérséklet emelkedés sziikséges. A
Clostridium sordellii Qo értéke 6,22, azaz a hémérséklet 10 °C-kal valdé emelése 6,22
szeresére noveli a pusztulasi sebességet. Clostridium pefringens esetében a z érték 12,53, mig
a Qqo érték 6,28. Byrne és mtsai (2006) ennél alacsonyabb z értékrdl szamolt be: 8,3 °C, mig
Asselt és Zwietering (2006) eredménye szerint 16,8 °C a Clostridium perfringens z értéke. A
kiszamitott ,,z” értékbol meghatarozhaté a hokezelési hémérsékletekhez tartozé relativ
pusztulasi sebesség (RPS).

A Clostridium sordellii és a Clostridium perfringens relativ pusztulasi sebességét
(RPS) és relativ pusztulési idejét (RPI) az 5. és a 6. tablazatban foglaltuk Gssze:

5. tablazat Clostridium sordellii relativ pusztulasi sebessége és ideje

Hokezelés homérséklete Relativ pusztulasi Relativ pusztulasi id6 (RPI) (min)
(°C) sebesség (RPS)
80 °C 0,000549 1821
85°C 0,00138 725
90 °C 0,00338 296
95°C 0,00851 118

6. tablazat Clostridium perfringens relativ pusztulasi sebessége és ideje

Hokezelés homérseklete Relativ pusztulési Relativ pusztulasi id6 (RPI) (min)
(°C) sebesség (RPS)
80 °C 0,000525 1905
85°C 0,001318 759
90 °C 0,003311 302
95°C 0,00826 121

Az 5. tablazatbol megallapithato, hogy a Clostridium sordellii esetében 90 °C-on az
RPS=0,00338, mig az RPI=296, ami azt jelenti, hogy 90 °C -on a mikrobapusztitis sebessége
0,00338-ad része a 121 °C-on mérhetének, igy ahhoz, hogy azonos mértékii pusztitast érjiink
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el, 296 percet kell hontartani. Clostridium perfringens esetében az RPS érték 90 °C-on
0,003311, tehat 302 percet kell hontartani, hogy azonos értékili pusztitast érjiink el, mint 121
°C--on.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Munkank soran valaszt kivantunk kapni arra a kérdésre, hogy 100 °C-alatti
hékezeléssel belathatd behatasi id6 alatt a Clostridium sordellii é a Clostridium perfringens
sporaszam két nagysagrenddel csokkentheto-e.

Az elvégzett vizsgalatokbol és eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy
Clostridium sordellii esetében 80 °C -on a biztonsagos spoérapusztitishoz nem elegend6 a 120
percig tartd hontartasi id6. Ugyanez vonatkozik a 85 °C -on végzett vizsgalatra, tehat ezeken a
hontartasi homérsékleten nincs értelme a hdékezelési vizsgalatoknak a Clostridium sordellii
sporak rendkiviil nagy hdmérséklettel szembeni ellendllosdga miatt.

A Clostridium sordellii sporak esetében 90 °C-on a 60. perc utan harom
nagysagrendnyi sporapusztulas kovetkezett be, mig 95 °C -on a 36. percnél a sporaszdm
lecsokkent négy nagysagrendet, ezért javasoljuk ezeken a hdmérsékleteken végezni a
félkonzervek hokezelését.

Clostriduim perfringens esetében 85 °C -on a 30. perc utan, 90 °C -on a 10. perc utan,
mig 95 °C -on pedig mar a 6. perc utan sikeriilt elérni a két nagysadgrendnyi sporapusztulast,
ezért ennél a mikroorganizmusnal lehetséges az alacsonyabb hdkezelési hdmérséklet
alkalmazdasa a biztonsagos sporapusztitas elérésére.
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