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OSSZEFOGLALAS

Munkénk soran valaszt kivantunk kapni arra a kérdésre, hogy 100 °C alatti h6kezelés
esetében milyen hosszu behatdsi id6 sziikséges a Clostridium sordellii (ATCC 9714)
és a Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) spérainak két nagysagrenddel torténd
csokkentéséhez. A hékezelési kisérleteket 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C-on végeztiik, eltérd
hdéntartasi id6k mellett.

Vizsgalataink sordn a Clostridium sordellii (ATCC 9714) spérak esetében 90 °C-on a
60. perc utdn hdrom nagysdgrendnyi spérapusztulds kovetkezett be, mig 95 °C -on a 36.
percnél a spéraszam harom nagysagrendnyi csokkenését tapasztaltuk.

Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) esetében 85 °C-on a 30. perc utdn, 90 °C-on
a 10. perc utdn, mig 95 °C-on mdr a 6. perc utdn sikeriilt elérni a két nagysdgrendnyi
sporapusztuldst, ezért ennél a mikroorganizmusnél lehetséges az alacsonyabb hdkezelési
hémérséklet alkalmazdsa a biztonsdgos spérapusztitds elérésére.

Kulcsszavak: Clostridium sordellii, Clostridium perfringens, h6kezelés.

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

Kisérletiinkben két hétlrd anaerob, patogén mikroorganizmus, a Clostridium sordellii
(ATCC 9714) és a Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) spérdinak hékezelés hata-
sara bekovetkez§ pusztuldsat vizsgaltuk.

Clostridium perfringens, valamint Clostridium sordellii (Turcsdn 2005) spdrakat el6zdleg
mar nyers hizott libamdjakbdl is izolaltak (Turcsdn et al. 2001), melyek el6forduldsa ebben
a nyersanyagban nagyban befolydsoljak a médjkészitmények el6allitdsa sordn alkalmazott
hékezelési eljarasok paramétereit, illetve a késztermék mikrobioldgiai és organoleptikai

mindségét.
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A Clostridium perfringens Gram pozitiv, nem mozgo, spords, lekerekitett végi, egyenes
palca alaku baktérium, amely dllhat egyesével vagy parosaval. A baktérium el6fordul a
talajban, vizben, szennyvizben, az emberek €s dllatok bélcsatorndjiban, kiilonbdzs nyers
és feldolgozott élelmiszerekben, f6képp hiisban és baromfiban (Rahman 1978, Rohrs
1994, Juneja et al. 2003).

A Clostridium sordellii Gram pozitiv, obligit anaerob, rovid, vaskos palcika alaku peritrich
csillés baktérium (Rode et al. 1971). 1zoléltdk talajbol (Smith 1975), egészséges ember
székletébdl (Finegold et al. 1983), normal miitéti sebekbdl (Willis 1969, Sanderson et al.
1979), vérbdl (Lynch et al. 1980), valamint talyogokbdl, hiivelybdl, faican bélszakaszabol
(Mead et al. 1973), kutydk csontszdvetébdl csontveldgyulladdsnal (Walker et al. 1983),
illetve csirkék hamszovetérdl (Sneath 1986).

Kisérletiinkben a viziszdrnyas méjakbol elGallitott félkonzervek tartésitasahoz sziikséges
minimdlis h6ddzis értéket kivantuk meghatdrozni tigy, hogy a h6kezelési h6mérsékletek
ne haladjak meg a 100 °C-t. Erre azért lenne sziikség, hogy a magyar viziszarnyas méjakbol
késziilt félkonzervek versenyképesek legyenek a hasonlé francia termékekkel szemben, mivel
a kevésbé szennyezett francia médjakat alacsonyabb hdmérsékleten hékezelik (95-98 °C),
megdrizve a m4j organoleptikus tulajdonsédgait, ezzel szemben a magyar majbol késziilt
félkonzervek esetében a magasabb, 105-108 °C hémérsékletii h6kezelés sziikséges.

ANYAG ES MODSZER

Hékezelési vizsgdlatainkat a Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytjteményébsl (NCAIM), valamint a Pasteur IntézettSl (Franciaorszag) beszerzett
Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417), illetve Clostridium sordellii (ATCC 9714)
torzsekkel végeztiink.

A liofilezett, vikuumzarasos, dupla ampulldban 1évé torzseket Reinforced Clostridial Me-
dium (RCM) (Merck KgaA, Darmstadt) tiplevesben élesztettiik fel és inkubéltuk anaerob
koriilmények k6zott 37 = 1 °C -on 7 napig.

1évé tenyészetet 30 cm3-es steril centrifugacsovekbe adagoltuk és 10 °C-on 4500 g-n, 15
percig centrifugdltuk.

A centrifugélds utdn a feliiliszot eltavolitottuk, majd 1/4-es erGsségii Ringer oldattal valé
tObbszori 4tmosatds utdn tiszta szuszpenziot 4llitottunk eld.

Vegetativ sejtszdm és sporaszdm meghatdrozdsa

A tisztitast kovetGen meghataroztuk a vegetativ sejtszamot €s a kezdeti spéraszamot. Az
elébbit Plate Count Agar (PC), illetve Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC) segitségével,
az utébbit pedig a minta 80 °C-on 10 percig tarté hékezelése utan ugyanezen taptalajokra
torténd leoltds segitségével. A lemezeket 37 + 1 °C-on, 3 napig anaerob koriilmények kozott
inkubaltuk.
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A sporazas elGsegitése érdekében egy-egy centrifugacsé tartalmat Clostridium sordellii
(ATCC 9714) esetében 500 cm3 Norris és Ribbons (1971), mig Clostridium perfringens
(NCAIM-B-01417) esetében 500 cm3 Duncan és Strong (1968) éltal ajanlott és azdta is al-
kalmazott (Byrne et al. 2006) spéraztaté taplevesbe helyeztiik. Hirom napig 37 + 1 °C-on,
anaerob koriilmények kozott inkubéltuk és az inkubdacids id6 lejarta utdn egy napra 4 + 3
°C-os hiit6szekrénybe helyeztiik.

Hodkezelési vizsgdlatok

A spéraszdm meghatdrozdsa céljabol a mintdkat 80 °C-on 10 percig tarté hékezelésnek
vetettiik ala. A hGkezelési kisérletek soran a Clostridium sordellii (ATCC 9714) és a Clostri-
dium perfringens (NCAIM-B-01417) spéraszuszpenzié 10-10 cm3-ét steril kémcsSbe
pipettaztuk és 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C hdmérsékletd vizfiird6ben (1003; Gesellscshaft
fiir Laboretchnik mbH, Burgnedel, Németorszag) hékezeltiik. Clostridium sordellii (ATCC
9714) esetében 80 °C-on és 85 °C-on 120 percig, 90 °C-on 96 percig, 95 °C-on pedig 36
percig végeztiik a hékezelési vizsgalatokat. 80 °C-on és 85 °C-on azért volt sziikséges
elvégezni a hékezelési vizsgilatokat, hogy megallapitsuk, elérhet6-e 2 nagysagrendnyi
spérapusztulds a héntartési id6 120. percére.

A Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) torzzsel 80 °C-on és 85 °C-on 45 percig,
90 °C-on 15, mig 95 °C-on 6 percig tartottak a hGkezelési vizsgdlatok. A hikezelt sp6-
raszuszpenziobol lemezontéses médszerrel PC taptalajon meghatdroztuk a spéraszamot
anaerob koriilmények kozott 37 £ 1 °C-on, 2 napig inkubdlva. Az inkubdcids id6 lejarta
utdn a csiraszamot az értékelésbe bevont lemezeken megszamlalt telepszamok sulyozott
atlagaként adtuk meg a higitas mértékének figyelembe vételével. A hGkezelési vizsgalatokat
3-3 fiiggetlen ismétléssel, 2 parhuzamos kisérletben végeztiik.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Vegetativ sejtszdm és sporaszdm eredmények

Felszaporitaskor a C. sordellii (ATCC 9714) és a C. perfringens (NCAIM-B-01417) vege-
tativ sejt- és spéraszamai az 1. tdbldzat szerint alakultak:

A spéraztatés utdn elért spéraszam Clostridium sordellii (ATCC 9714) esetében 4,21x105
CFU/cm3, Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) esetében pedig 2,84 x10* CFU/cm3
volt.

Hokezelési kisérletek eredményei

A tilél6 sejtek logaritmusét az id6 fliggvényében dbrazolva a tilélési gorbét kapjuk (Dedk
2006). A tulélési gorbe idedlis esetben teljes egészében, attdl eltérd esetekben csak egy
bizonyos szakaszban linedris, vagyis az élGsejtszam valtozdsa nem mindig exponenciélis
jellegti (Dedk et al. 1999) (1. és 2. dbray).
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1. tabldzat Clostridium sordellii (ATCC 9714) és a Clostridium perfringens
(NCAIM-B-01417) vegetativ alakjainak és spérdinak szdma kozvetleniil
felélesztés utan
Table 1. Vegetative cell counts and initial spore counts of Clostridium sordellii
(ATCC 9714) and Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417)

Vegetativ sejt (CFU/cm?3) (1) Spéraszam (CFU/cm?) (2)
PC taptalaj (3) | TSC taptalaj (4) | PC taptalaj (3) | TSC taptalaj (4)

Clostridium sordellii
7,72x103 6,80x103 1,62x103 1,51x103
(ATCC 9714) X OO 0ex o
Clostridium perfringens
< 1,00x100 < 1,00x100 < 1,00x100 < 1,00x100

(NCAIM-B-01417)
(1) vegetative cell count (CFU/cm?), (2) initial spore count (CFU/cm?), (3) PC agar, (4) TSC agar

1. dbra Clostridium sordellii (ATCC 9714) tilélési gorbéje
80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C-on

Figure 1. Survival curves of Clostridium sordellii (ATCC 9714)
at 80 °C, 85 °C, 90 °C and 95 °C
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Az 1. dbrdn lathat6 Clostridium sordellii (ATCC 9714) tilélési gorbéibSl megéllapithatd,
hogy 80 °C-on a kiindulasi spéraszamban nem kovetkezett be 1ényegi csokkenés, ellen-
ben 85 °C-on a 2,72x105 CFU/cm3-es spéraszam egy nagysagrenddel csokkent (1,26x104
CFU/cm?3) a 120 percig tarté hékezelés alatt. 90 °C-on a kezdeti 2,4x105 CFU/cm3-es
spéraszdm a 96 perces hdntartasi idStartam soran két nagysdgrenddel csokkent (5,19x102
CFU/cm?). 95 °C-on a hdntartds 36. percére a kiinduldsi 1,16x10° CFU/cm3 mennyiségben
1év§ sporaszamban 3 nagysagrendnyi csokkenés kovetkezett be (7,06x10! CFU/cm?3).

Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) tilélési gorbéibdl (2. dbra) megallapithatd,
hogy 80 °C-on a kiindulési 2,84x10* CFU/cm3-es spdoraszam a hdntartdsi idS 45. percére
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egy nagysdgrenddel csokkent (9,97x102 CFU/cm3). A 85 °C-on végzett vizsgélat esetében
30 perc utdn a spdraszam 2,36x102 CFU/cm3 volt, a hdntartasi id§ 45. percében pedig mar
nem volt kimutathaté spéramennyiség. 90 °C-on a C. perfringens (NCAIM-B-01417)
kiindulasi élsejtszdma 2,78x10* CFU/cm? volt, ami a h6kezelés 10. percére hdrom nagy-
sagrendet csokkent (4,0x10! CFU/cm3), mig a 15 perces héntartasi id6nél mar nem tudtunk
sporis alakot kimutatni. 95 °C-on a h6kezelés 6 perce alatt a kezdeti 2,79x104 CFU/cm3-es
sporaszam 5,00x10! CFU/cm3-re csokkent.

2. dbra Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) tulélési gorbéje
80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C-on

Figure 2. Survival curves of Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417)
at 80 °C, 85 °C, 90 °C and 95 °C
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A tulélési gorbe linedris szakaszardl a tizedelési id6 (D) kozvetleniil leolvashatd, az az
id6tartam, amely alatt az egyenes egy logaritmusos ordinata-szakaszon halad at:

t

D=———— ahol
IgN, —1gN,

t az adott hémérsékleten végzett teljes hdkezelési id6

Ig N; a kiinduldsi sejtszdm logaritmus értéke,

lg N, ahdkezelés végi sejtszam logaritmus értéke (Dedk 1979).

A Clostridium sordellii (ATCC 9714) és a Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417)
tizedre csokkenési idejét (D) a 2. és a 3. tdbldzatban foglaltuk Ossze.

A tizedelési id6 (D) a C. perfringens spérak esetében vizsgalataink szerint 30,84 perc
(Dgp) és 2,45 perc (Dgs) kozott alakult. Byrne et al. (2006) ugyanezen fajndl nagyobb D
értékeket hataroztak meg: 30,6 perc (Dyg) és 1,9 perc (Dygg). Bradshaw et al. (1977) altal
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publikdlt D érték 0,5 és 0,95 perc (Do) kozott alakult marhahdslevesben. Sarker et al.
(2000) 124 és 30 perc kozotti Dy értékeket mértek levestenyészetben, Juneja et al. (2003)
15,5 és 28,1 perc kozotti Dy értékeket tapasztaltak marhahuslevesben.

2. tabldzat Clostridium sordellii (ATCC 9714) tizedelési, Ig D és Ig t értékei
Table 2. D, 1g D and lg t values of Clostridium sordellii (ATCC 9714)

Hdkezelés homérséklete (°C) (1) | Tizedelési id6-D (min) (2) | 1g D (3) Igt
80 °C 175,60 2,24 3,32
85°C 90,55 1,95 3,03
90 °C 36,24 1,56 2,64
95 oC 11,22 1,05 2,13

(1) temperature (°C), (2) D value (min), (3) Ig D value

3. tabldzat Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) tizedelési, 1g D és g t értékei
Table 3. D, 1g D and lg t values of Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417)

Hékezelés hémérséklete (°C) (1) | Tizedelési id6-D (min) (2) | 1g D (3) gt
80 °C 30,84 1,49 2,57
85 0C 14,47 1,16 2,24
90 oC 3,51 0,54 1,62
95 oC 2,45 0,39 147

(1) temperature (°C), (2) D value (min), (3) Ig D value

Amennyiben a tizedelési idGk logaritmusat a hémérséklet fiiggvényében abrazoljuk,
idedlis esetben egyenest kapunk. Ezt az egyenest rezisztencia vagy pusztuldsi gorbének
nevezziik. A gyakorlatban éltaldban a hémérséklet fiiggvényében a tobbségi pusztulasi
id6ket szoktdk dbrazolni, ebben az esetben a tobbségi pusztuldsi gdrbét kapjuk (Dedk et
al. 1999) (3. és 4. dbra).

A 3. és 4. dbrdn lathaté tobbségi pusztulasi gorbére illesztett egyenesek meredeksége
alapjan a z-érték és a hdmérsékleti egyiitthat6 (Q,() kiszamithat6 az alabbi képlet alkal-

mazasaval:
10
Q = 10z (Dedk et al. 1999)

A z-érték és a tobbségi pusztuldsi gorbe kozott fliggvényszerd kapcsolat van az aldbbi
Osszefiiggés alapjan:

1
tgo =——
z

A szamitott z-érték Clostridium sordellii (ATCC 9714) esetében 12,59 °C, Q,, értéke
pedig 6,22, azaz a hémérséklet 10 °C-kal valé emelése 6,22-szorosara noveli a torzs

pusztulasi sebességét. Turcsdn (2005) ennél nagyobb z-értéket hatarozott meg (17,63 °C)
a C. sordellii esetében.
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3. dbra Clostridium sordellii (ATCC 9714)
hérezisztencia- és tobbségi pusztuldsi gorbéje

Figure 3. Thermal resistance and death time curves
of Clostridium sordellii (ATCC 9714)
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Clostridium pefringens (NCAIM-B-01417) esetében a z-érték 12,75, mig a Qy, érték
6,08. Byrne et al. (2006) ennél kisebb 8,30 °C-o0s z-értékrdl szdmoltak be, mig Asselt és
Zwietering (2006) eredménye szerint 16,80 °C a Clostridium perfringens (NCAIM-B-
01417) z-értéke.

KOVETKEZTETESEK

Az eltérd D értékek a C. perfringens spordk hdellenélldsdra hat6 tényezSknek kodszon-
hetSek. Ezek lehetnek az eltérd torzsek, a kornyezeti tényez8k (pl. tenyésztési hdmérséklet,
tapkozeg, korabbi hdstressz stb.), a matrix osszetétele a hékezelés soran (szénhidratok,
fehérjék, zsirok mennyisége), a vizaktivitds (aw), a pH, a hozz4adott tartésitdszerek (sa-
Iétromok, nitritek, s6) és a kisérleti terv.

Az elvégzett vizsgélatokbdl és eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
Clostridium sordellii (ATCC 9714) esetében 80 °C-on a biztonsdgos sporapusztitdshoz
nem elegendd a 120 percig tarté héntartasi id8. Ugyanez vonatkozik a 85 °C-on végzett
vizsgdlatokra, tehat ezeken a hdéntartdsi hdmérsékleteken nincs értelme a hékezelésnek
a Clostridium sordellii (ATCC 9714) spérdk hémérséklettel szembeni rendkiviil nagy
ellendllésdga miatt.

A Clostridium sordellii (ATCC 9714) sporak esetében 95 °C-on 23 perc sziikséges a spéra-
szam két nagysdgrendnyi csokkenéséhez

Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) esetében 85 °C-on a 29 percre, mig 95 °C-on
5 percre van sziikség a spérak két nagysagrendnyi csokkenéséhez, ezért ennél a mikro-
organizmusndl lehetséges az alacsonyabb hdkezelési hdmérséklet alkalmazdsa a bizton-
sdgos sporapusztitds eléréséhez.

Azonban ahhoz, hogy megfeleld mindségii végterméket tudjunk eldallitani nem elegendd a
hékezelés optimalis hdmérsékletének meghatarozasa, vagy hosszabb héntartasi id6 alkal-
mazasa, fontos a megfelel§ minGségti alapanyag felhasznéldsa, a helyes gyartasi gyakorlat
betartdsa, valamint a termelés sordn alkalmazott j6 higiéniai gyakorlat.

Mivel a félkonzervekben gyakran el6fordulnak az altalunk vizsgélt mikroorganizmusok,
ezért ajnlatos lenne tovéabbi kisérleteket kovetden megfontolni a félkonzervek 4ltalunk
is alkalmazott hémérsékleten torténd hékezelését.



Spéras baktériumok hdpusztuldsa 100 °C alatti hékezelés esetében 107

Heat destruction of spore-forming bacteria
by thermal treatments below 100 °C

ZSOFIA SIPOS-KOZMA - BALAZS ASVANYI - JENO SZIGETI - LASZLO VARGA

University of West Hungary
Faculty of Agricultural and Food Science
Institute of Food Science
Mosonmagyar6var

SUMMARY

The purpose of this study was to determine whether thermal treatments below 100 °C
are capable of reducing spore populations of Clostridium sordellii (ATCC 9714) and
Clostridium perfringens (NCAIM-B-01417) 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 (ATCC 9714) 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.

In the case of C. perfringens (NCAIM-B-01417), 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 6 min, respectively. In
conclusion, as compared to C. sordellii (ATCC 9714) spores, decreased temperatures may
be applied for the effective destruction of C. perfringens (NCAIM-B-01417) spores.
Keywords: Clostridium sordellii, Clostridium perfringens, heat-treatment.
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