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Zjistovani kontaminace peka¥ského expediéniho drozdi
y»,divokymi‘ kvasinkami a disocia&nimi formami
provozniho kmene

LUDMILA SILHANKOVA, Vysoka $kola chemickotechnologickd, Praha

Je vSeobecné zndmo, Ze jakost prodejného drozdi
zavist jak na fyziologickém stavu jednotlivych bu-
nek, tak i na pritomnosti kontaminujicich kvasinek.
Jako kontaminace droZdi se vyskytuji pfevaZns kva-
sinky, u nichZ prevladd aerobni metabolismus, at
uZ jsou to kfisotvorné typy, nap¥. Candida krusei,
Candida mycoderma nebo Candida tropicalis, nebo
sedlinotvorné typy jako Candida utilis, Torulopsis
dattila, Torulopsis famata (synon. Torulopsis mi-
nor) nebo Saccharomyces exiguus. Aerobni proces
vyroby droZdi je pro tyto kontaminujici kvasinky
vyhodnéjsi neZ pro provozni kmen, a proto
miiZe dojit k jejich znatnému pomnoZeni ve
vétranych zépardch. Jejich hojng&jsi vyskyt zpii-
sobuje sice ponskud v8tsi vytéZky, avSak sou-
Casné 1 velmi znacné zhorSeni jakosti expedit-
niho droZdi, pfedeviim pokud jde o kvasivost, ky-
nuti a trvanlivost. Podle Plevako a Givartovského
[1949] méa nejzhoubn#j$i tidinek na mohutnost ky-
nutl a trvanlivost droZdi piedevsim Torulopsis dat-
tila, Torulopsis utilis (podle vieobecn# uzndvaného
klite Lodderové a sp. [1952] oznalovana jako Can-
dida utilis) a Saccharomyces exiguus, jejich¥ trvan-
livost dosahuje asi !/5; trvanlivosti bungk S. cere-
visiae a doba kynuti je 2 aZ 5nasobkem doby ky-
nuti S. cerevisiae. Doba kynuti Mycoderma cere-
visiae (Lodderovou a sp. uvddéna jako Candida
mycoderma) je podle t8chto autori maximalng
dvojndsobkem doby kynuti S. cerevisiae a trvanli-
vost je asi 0 '/s niZ3i neZ trvanlivost kulturnich kva-
sinek. Pritomnost v&tsitho mnoZstvi C. mycoderma a
ostatnich kfisotvornych kvasinek miiZe podle
Grégra [1957] zplsobovat rovnéi zavady pii liso-
vani a liberkovani droZdi.

Mikroskopicky lze kontaminaci droZdi divokymi
kvasinkami velmi téZko zjistit, nebot morfologicky
se tyto kvasinky Casto pfili§ neodliluji od provozni
kultury, i kdyZ maji nékdy sklon k tvorbd mensich
bunék nebo k tvorbg pseudomyceliovitych aZ myce-
liovitych tdtvard. Casto lze velmi t&Zko rozlisit, zda
jde skutetn& o kontaminaci provoznich kvasinek
kvasinkami divokymi nebo o morfologickou nejed-
notnost .provozni kultury. Pro bezpeéné rozlideni
bung&k provozni kultury navrhuji Kunz a Klausho-
fer [1961] diferencidlni barveni kulturnich kvasi-
nek antisérem S. cerevisiae, které je znaceno fluo-
resceinem. Jejich metoda ma vyhody i nevyhody
vSech mikroskopickych metod, tj. rychlé ziskani vy-
sledkii, avSak pomérné malou kvantitativni pies-
nost. Zna¢nou nevyhodou metody zminénych autord
je v8ak pomérné komplikovand piiprava asdzolace
antiséra z kraliki a ndkladné zafizeni, nebot gro
mikroskopii barevnych preparétii je tfeba fluores-
cencniho zafizeni a kombinovaného fazového kon-
trastu. Pritom jsou buiiky kontaminace méné zie-
telné vybarveny, takZe miiZe dojit snadno k jejich
pfehlédnuti oproti fluoreskujicim buiikam provcz-
niho kmene.
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Rada autorfi se snazila vypracovat kultivaéni me-
todu pro zjisténi b&iné kvasinkové kontaminace
drozdi pouZitim vhodné selektivni plidy, na které by
byl potlacen rozvoj provozniho kmene kvasinek. To-
hoto cile 1ze dosdhnout jednak piFidavkem selektiv-
niho inhibitoru, ktery by potlagoval pouze provozni
kmen, jednak tfm, Ze se jako zdroje uhliku nebo
dusiku v pouZivaném Zivném prostfedi voli sloude-
niny, jeZ nejsou provoznim kmenem asimilovany,
takZe jeho riist nemiZe nastat. O obtiZnosti nalézt
vhodny selektivni inhibitor viiti S. cerevisiae svsdei
prace Beeche a Carra [1955], ktefi hledali vhodné
selektivni pilidy pro zjisteni jednotlivych skupin
mikroorganismii v jablednych §tivdach a cidrech.
Z 26 antibiotik a 20 jinych organickych sloucenin
nalezli pouze jednu slouCeninu, a to bliZe nedefi-
novanou latku A-228 (vyrobce Glaxo Laboratories
Ltd, Anglie), kterA ma niZ3i inhibiéni n&inek na
neékteré divoké kvasinky (sledovdno u S, fragilis,
Pichia membranaefaciens, Hansenula anomala, Can-
dida utilis a Candida mycoderma) neZ na S. cere-
visiae, S. cerevisiae var. elipsoideus a S. pastoria-
nus, takZe by této latky mohlo byt pouZito ke zjis-
téni kontaminace drozdi jmenovanymi divokymi
kvasinkami. Aktidionu, antibiotika acinného na kva-
sinky, nemiZe byt k tomuto téelu pouZito, nebot
C. utilis, nejb&znsjsi infekce droZddren, je podle
Whiffenové [1948] k nsmu stejné citlivd jako S.
cerevisiae a fada kvasinek, prichézejicich v tvahu
jako kontaminace [Pichia membranaefaciens, Han-
senula anomala, Rhodotorula), jsou dokonce mno-
hem citlivjsi.

Druhého zplisobu, totiZ pouZiti jako zdroje vy-
Zivy téch latek, které jsou kulturnimi kvasinkami
neasimilovatelné nebo hiife asimilovatelné, doporu-
Cuje White [1954] pro zjisténi kontaminace drozdi
kiisotvornymi kvasinkami. Jim navrhovans metoda,
pouZivajici piidy s acetdtem jako zdrojem uhliku,
umoziiuje za urcité modifikace pouze semikvanti-
tativni zjisténi kfisotvorné kontaminace. Rozvoj
kulturnich kvasinek v3ak zde nenf lpln& potlacen,
takZe nemfiZe byt pouZito v&t3iho inokula droZdi.
Levi [1956] inspirovédn poznatky Wickerhama a
spol. [1948] o asimilaci nejriizngjsich zdroji uhliku
jednotlivgmi druhy kvasinek, pouZil k sledovani
Oospory lactis v droZdi pidy obsahujici jako zdroj
uhliku xylézu nebo jantaran, které nejsou asimi-
lovdny kulturnimi kvasinkami. Oospora a divoké
kvasinky tvofily na této piids zietelné kolonie, pfFi-
CemZ bylo moZno pouZit obrovského inokula droZdi
(pro zjisténi divokych kvasinek aZ 0,1 g droZdi na
Petriho misku o priiméru 30 cm). BureSovd a Rach
[1858], provéfujice Leviho metodu Sarkovanim pro-
voznich kmenii kulturnich kvasinek, zjistili, Ze
oproti tdajim Leviho nastdva na jantarovém agaru
prece jenom riist kulturnich droZdafskych kvasi-
nek, coZ je pravdépodobn& zpiisobeno vyZivnymi
sloZkami agaru, pouZivaného ke ztuZeni Leviho
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plidy. Nahradili proto agar v Leviho ptde silikage-
lem a amoniovy dusik dusikem betainovym, ktery
neni kulturnimi kvasinkami asimilovdn. Vhodnost
této modifikované metody potvrdili ¢arkovanim Cis-
tych kultur fady kvasinek pfrichézejicich v tdvahu
jako droZdatska infekce i fady kulturnich kvasi-
nek. OvSem nevyhodou této modifikované metody
je dosti zdlouhavad piiprava silikagelu, jeZ ne-
poskytuje zdruku aseptické prace.

PFi studiu ac¢inku kyseliny jodoctové na meta-
bolismus rfiznych kvasinek jsme zjistili, Ze divokeé
kvasinky, pfichazejici ¢asto jako kontaminace droz-
dafskych provozi, jsou podobn& jako disocia¢ni
oxydativni formy provoznich kmenti kvasinek [Sil-
hdnkovd 1958] mnohem odolnéjsi k inhibi¢nimu
u¢inku kyseliny monojodoctové na riist neZ nor-
malni buiiky provoznich kmenil. Jako odolng&jsi ke
kyseliné jodoctové se ukézaly tyto zkouSené druhy
kvasinek (sledovdno ¢arkovanim na sladinovy agar
o 8°Bg a pH 5,8 za pritomnosti 1 az 4 X 10™°M
koncentrace kyseliny jodoctové): ze sedlinotvor-
nych Candida utilis, C. robusta, Torulopsis famata
(syn. Torulopsis minor) a Debaryomyces kloeckeri,
z kiisotvornych Candida krusei, C. tropicalis, C. so-
lani, Hansenula anomala a Pichia membranae-
faciens. U Lipomyces lipoferus (dfive oznafovano
jako Torulopsis lipofera), uvddéné jako moZnd in-
fekce droZdi, je odolnost k jodoctové kyseliné po-
nékud niZsi neZ u kandid, av3ak je jeSté dostacujici
k rozliSeni tohoto rodu od S. cerevisiae. Ze zkouse-
nych kvasinek jediné Saccharomyces exiguus neni
mozno touto metodou odlisit od provoznich kmeni.

Zjistili jsme, Ze nejvhodnéjsi koncentrace kyse-
liny jodoctové k rozliSeni divokych kvasinek od
provoznich kmenfi S. cerevisiae jsou v rozmezi
107°M aZ 3 x 10°” M a vypracovali vhodnou metodu
[Silhdnkovd 1962] pro kvantitativni zjisténi konta-
minujicich kvasinek a neZadoucich bungk provoz-
niho kmene s aerobnim metabolismem zvySenym na
tkor kvasnych schopnosti.

V predkléddané préci je uvedena tato metoda a jeji
ovéFeni na expediénim droZdi 6 droZdaren CSSR
spolu s identifikaci zjisténych kontaminujicich
mikroorganismi.

Materidl a metody

1. Zjidténi kontaminace droZdi buiikami se zviy-
Sengm aerobnim metabolismem

a) PouZita Zivna ptida: Jako Zivné pidy
bylo pouZito sladinového agaru (8°Bg) o pH 5,8
(po sterilaci pH znovu upravovano] za pFisady ky-
seliny monojodoctové o konetné Kkoncentraci
1 X 1073M, 2 X 1073M a 3 X 10° M. Roztok kyse-
liny jodoctové byl pripravovdn asepticky do steril-
ni vody a nebyl pred pouZitim jiZ sterilovdn. pH
tohoto roztoku bylo upraveno pomoci 1 N NaOH na
5,8. Cerstvé pfipraveny roztok kyseliny jodoctové
(o koncentraci 4 X 10~ 2M]) byl v piislu$ném mnoZ-
stvi pipetovan do Petriho misek a pfelit rozehfatym
sladinovym agarem o teploté maximalné 459, p¥i-
CemZ celkovy objem vzniklé pady ¢inil 10 ml. Ho-
tové desky byly suSeny asi 20 minut pFi 50°

b) Pfiprava kvasniéné suspense: Do
sterilni bafiky obsahu 250 ml byly asepticky na-

vaZeny asi 3 g droZdi, prelity 27 ml sterilni vodo-
vodni vody nebo fyziologického roztoku a po 5-
minutovém stani dikladné roztfepdny, aby vznikla
homogenni suspense. Thomovou poéitaci komirkou
byl zjiStén pocet bunék v 1 ml suspense a naredén
asepticky tak, aby v poslednich dvou zfedénich
bylo 4500 a 1500 buné&k v 1 ml.

c)] Zplisob o¢kovani a inkubace: Na
utuhlé sladinové agary s riiznymi koncentracemi
jodoctanu bylo pipetovdno po 0,1 ml poslednich
dvou zredéni suspense a pomoci tyéinky vytaZené
do kapilary byla suspense rozprostfena vZdy po
celém povrchu desky. Po vyschnuti (asi 10 minut
pFi 38°C) byly misky inkubovdny 2 a% 4 dny pfi
30 °C. ;

2. Identifikace jednotlivjch kmenit odolnéjsich ke
kyseliné jodoctové {

byla provddéna podle Lodderové a sp. [1952].

Zkou3ky nutné k této identifikaci byly provadény
takto:

a) ZkvaSovani cukri bylo sledovdno
v 5% kvasnitné vodé s piisadou cukrii o kone&né
koncentraci 2% [Hampl a spol. 1958]. Bylo sledo-
vano zkvaSovani glukozy, sacharodzy, maltozy, ga-
laktézy, laktézy, popP. téZ rafindzy. ZkvaSovani
téchto cukrii bylo zjiSténo z vyvoje plynu v Dur-
hamovych plynovkéach.

b) Asimilace zdrojii uhlikua dusiku
byla sledovana na agarovych deskach obsahujicich
2 % zdroje uhliku, 0,1 % zdroje dusiku, 0,1 %
KH:PO; a 0,05 % MgS0;.7 H,0, pH 6,0 (Hampl a
spol. 1958]. Jako zdroje uhliku byly sledovény glu-
koza, galaktoza, sacharoza, maltoza, laktbza a eta-
nol, vesmés za piitomnosti (NH;):S0s. Z dusikatych
zdroji byl sledovdn NOs’ za pritomnosti glukoézy.
Ockovano bylo z kultury na sladinovém agaru na
povrch desky asimilaéni plidy obsahujici sledované
zdroje uhliku a dusiku. VSechny vyizolované kmeny
byly v pfitomnosti vhodnych zdroji uhliku a mine-
ralniho dusiku schopny intenzivniho rfistu, coZ bylo
zjiSténo v pritomnosti glukodzy a (NH:):SOs, takZe
nebylo tfeba pridavku vitaminového roztoku, dopo-
rucovaného Wickerhamem [1946] pro asimilacni
testy nékterych druhf kvasinek.

c) Tvorba spor byla sledovdna mikroskopic-
ky v prepardtech ziskanych z 3 aZ 4 tydny starych
kultur na Sikmém sladinovém agaru, a to z hofej-
§ich partii natéeru, tam kde jiZ agar vysychal. Timto
zplisobem byla zjiSténa pfitomnost spor u kultur-
nich kvasinek vSech sledovanych droZdéaren.

3. Respiraéni kvocient na glukdze
pro posouzeni aerobniho metabolismu vyizolova-
nych kmenti byl stanoven pfimou metodou Warbur-
govou pii 30°C ve fosfdatovém pufru o pH 5,8 za
pouZiti 2 mg sudiny bunék pro kaZdou nadobku. PFi
stanoveni vydychaného Kkysliéniku uhli¢itého byla
brana korekce na retenci CO: ve fermentacni kapa-
ling [Kleinzeller a spol. 1954]. Konefnd koncen-
trace glukdzy byla 0,65 %. Odecitani bylo zapocato
1 h po pFidani bun&k k reakéni smési. Priprava
kvasni&né suspense: 20 ml sladiny o 8 °Bg a pH 5,2
aZ 5,3 bylo zaotkovdno otkem kultury ze sladino-
vého agaru a inkubovéno staciondrné 24 h pf¥i 30 0C.
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Cely objem byl pfeveden do 100 ml sladiny stejného
sloZeni a po 20 h inkubaci za tfepadni (30°C) pfe-
veden do 400 ml sladiny a inkubovdn za trfepani
daldich 20 hodin. Ziskané kvasinky byly odstie-
dény, promyty nékolikrat fyziologickym roztokem
a nafedény timto roztokem na koncentraci 4 mg
suSiny/ml. SuSina suspense byla stanovena vaZkové
po suSeni pfi 105 °C do konstantni vahy.

Vysledky

PFi zjistovani piitomnosti ,divokych* kvasinek
v expedifnim droZdi 3esti droZdéren CSSR bylo
zjisténo, Ze naSi metodou, popsanou v kapitole
.materidl a metody“, 1ze bezpetnd rozliit kolonie
kontaminace od kolonii normélnich forem provozni
kultury. Buiiky provozniho kmene daly v 'piitom-
nosti kyseliny jodoctové vznik podstatn® menSim
koloniim neZ buiiky kontaminujicich mikroorga-
nismii (obr. 1 a, b, ¢). Pramér kolonii normalnich
bunék provoznich kmenéi byl po 3denni inkubaci
pfi 30 °C na sladinovém agaru 3 a# 4 mm, zatimco
v pfitomnosti 1 X 107* M koncentrace kyseliny jod-
octové byl pouze 0,5 aZ 1 mm, pii 2 X 107* M jiZ
jen 0,5 mm a méné a pfi 3 X 107* M byly kolonie
Casto jen velmi mélo zietelné. Kontaminujici sedli-
notvorné kvasinky tvofily pf¥i 107° M koncentraci
kyseliny jodoctové kolonie o priiméru asi 3 mm, pfi
2 a% 3 X 1073 M koncentraci pak kolonie o priméru
15 aZ 2 mm. Kiisotvorné kontaminujici kvasinky a
disociaci vzniklé drsné formy provoznich kmeni
kvasinek tvofi v pritomnosti kyseliny jodoctové
kolonie jeSté podstatné v&t3i, neZ jsou kolonie sed-
linotvorné kontaminace. Kolonie k¥isotvornych kva-
sinek jsou na tuhém substratu snadno rozliSitelné
svymi nizkymi matnymi koloniemi a drsnym aZ
vrascitym povrchem. P¥i 3 X 10°® M koncentraci
kyseliny jodoctové dochazi jiZ n&kdy ke znadnému
poklesu poctu kolonii kontaminujicich mikroorga-
nismi, ktery se projevuje jest& patrné&ji pfi vy3sich
koncentracich této kyseliny. Pocet kolonii provoz-
nich Kkultur zna¢né poklesl jiZ pFi koncentraci
1 x 107* M kyseliny jodoctové. Z t&chto divoda po-
kldddme za smé&rodatny pocet bunék kontaminanti
zjistény pri 1 aZ 2 X 10~ * M koncentraci kyseliny
jodoctové vztaZeny na celkovy pocet kolonii, na-
rostly za nepfitomnosti jodoctové kyseliny.

a) 1073 M kyseliny jodoctové

b) 2X 1073 M kyseliny jodoctové

Kolonie sedlinotvornych kontaminujicich kvasi-
nek byly zjistitelny zkuSenym okem vé&tSinou i na
deskéch sladinového agaru bez piidavku kyseliny
jodoctové predevSim ponékud odliSnou barvou (byly
vZdy trochu Sedav&jsi), vySSim leskem, a jakoby
vy$Si priisvitnosti, aviak zjistény pocet kolonii kon-
taminujicich kvasinek byl za téchto podminek vZdy
niz§i neZ v pritomnosti kyseliny jodoctové (viz_
tabulku 1). Hlavnim divodem je pravdépodobné
siln§ rozvoj kolonii provozniho kmene, ktery po-
tlaci rozvoj kolonii kontaminujicich kvasinek. Ddle
k tomu miiZe pFispét fakt, Ze v nékterych piipadech
je rozliSeni obou typii kolonii dosti obtiZné, piede-
vSim pri nedostatecné velikosti kolonii (pod 2 mm
v primeéru).

Identifikaci kment tvoficich v&tSi hladké kolonie
v pritomnosti jodoctanu a priisvitnéjsi a Sedavéjsi
kolonie za jeho nepfitomnosti bylo zjiSténo, Ze ve
viech pfipadech jde o pfislusniky druhu Candida
utilis, ktery se od provoznich kmenii S. cerevisiae
li3f piedeviim neschopnosti tvofit askospory, zkva-
Sovat maltézu a galaktdézu a v asimilaci nitratd (viz
tabulku 2). Opakovanymi testy bylo zjiSténo, Ze
C. utilis je jedinou sedlinotvornou kontaminaci
droZdi viech sledovanych droZdéaren.

Kiisotvorna kontaminace byla identifikovédna ve
vetsiné pripadh jako Candida krusei, pro niZ je cha-
rakteristickd _ schopnost zkvaSovat 1 asimilovat
pouze glukézu. U droZdarny III. se vyskytovaly
vedle pomérng vys$siho obsahu kfisotvornych kvasi-
nek representovanych vétSinou Candida krusei téZ
typy s bradavéitymi nebo slabé zvrdsn&nymi kolo-
niemi, tvofici pfechod mezi sedlinotvornymi a kii-
sotvornymi typy kvasinek. U Zddnych z nich nebyly
nalezeny spory. Nékteré z téchto prechodnych typl
se kvasnymi i asimilacnimi schopnostmi aZ na ne-
schopnost zkvaSovat galaktdzu, jeZ je vS8ak pozoro-
vana i u nékterych sbirkovych kmeniti, shodovaly
s Candida tropicalis (tabulka 2), jeZ jsou totoZné
s kvasnymi a asimilaénimi schopnostmi S. cere-
visiae, u jinych byla omezena aZ Uplné odstranéna
schopnost zkvaSovat maltézu, coZ by odpovidalo
C. solani, u jinych byla omezena i asimilace mal-
tozy, u dalich byla ponékud sniZena jeSté schop-
nost zkvaSovat sachardzu, u nékterych dokonce sa-
char6za zkvaSovdna nebyla viibec a asimilovéana

c] 3X 1073 M kyseliny jodoctové
Obr. 1. Zjisténi kontaminace pekaiského drozdi pomoci kyseliny monojodoctové

Pouzito droZdi drozdarny oznalené 1. Inkubace probihala 3 gi]ny pii 30°C. Drobné kolonie pfisludi provoznimu kmenu, vétsi kolonie
naleZi C utilis
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Tabulka 2
Srovndni nékterjch biochemickjch a morjologickijch vlastnosti provozniho kmene a kontaminujicich kvasinek
Provozni | Sedlinotvorna Kmeny krisotvorné a pfechodné
kmeny S. | kontaminace ; {C. tro-
cerevisiae (C. utilis) (C. krusei) I (C. snlani]-l pltf&lis) i
|
Gluk6za = e T +++ ++++ +4++ ++++ +++-+ i Bt 3 i
S ' +++ aZ
5 achar6za - Rl (] 0 ++az+-+- ++++ ++4+ ++++ S o o e
=
~o
> | Malt6za e 0 0 0 ] 0 0 S = e +ht+
o
»
o
X Rafin6za 4+ ++ 0 0 0 0 1] 0az ++ 0az 4+
F- 4
[
Galakt6za +++ (1] 0 0 0 0 0 ! 0 0aZ ++
{
Laktoza 0 0 1} 0 0 0 0 0 0
Glukbza +++4 5 =+ e o o k=t ++++ S ++++
| |
Sachar6za i T ikt 0 } o+ ++az+++| ++++ ++++4 +-+-+4 0 3 et
Maltbza - ++4++4 0 0 0 e AT i S 5 o
o . l
o | Galaktéza | ++++ 0 0 0 0 [} +++ o 4
L]
3 |
E Laktoza 0 ! 0 1] 0 o 0 0 0
%
< | knog ] bt 0 0 0 0 0 0
Riist J G sedlina sedlina sedlina sedlina
v kapaliné sedlina sedlina g e kiis kEis nebo kfis | nebo kiis | nebo kifs | nebo kifs
At e
hladky leskly | zvrasnény zvrésnény | zvrdsnény | zvrdsnén§ | zvrdsnéng
ity hladky, | h3vdy okra leskly az Acsng drsny aZ drsn aZ drsn az drsn aZ drsn
na agaru leskly rfbovang ) kﬁ;*’o‘g@ kfidovity | kridovity krmuvng ki‘ido\rit?f kﬂdovityf ki‘[dovin’vr
Tvorba spor | + | 0 | 0 ‘ 0 o 0 (1] 0
| ' i

OZkovéno z ndtéru na sladinovém agaru a zkouSky sledovdny po 3 dnech inkubace pfi 30°C, u negativnich vy-

sledkil inkubovédno dalsi 2 dny.

pouze slab&. Nékteré z téchto kmenl (tabulka 2)
nelze pro tyto jejich biochemické vlastnosti zaradit
k Zaddnym popsanym nesporotvornym druhim kva-
sinek a sporotvornym zase neodpovidaly morfolo-
gicky. ProtoZe podobné postupné sniZovani kvas-
nych schopnosti v pfitomnosti maltézy nebo sacha-
rozy jsme zjistili u drsnych forem S. cerevisiae
vzniklych disociaci kultury [Silhdnkovd 1957 a],
u nichZ v3ak byla zachovdna schopnost sporulace,
domnivdme se, Ze v tomto pfipadé jde rovnéZ o di-
sociadni formy provozni kultury. Pro tuto JnozZnost
svédci téZ okolnost, Ze ze vzorki této droZdéarny
byly ziskany kultury s témé&F spojitou fadou bio-
chemickych i morfologickych vlastnosti od plnych
zkva3ovacich a asimilaénich schopnosti a pomé&rné
hladkych lesklych kolonii ke schopnostem wvelmi
omezenym, coZ se v morfologii projevilo postupnym
zvrdsiiovdnim kolonii a pfitomnosti protdhlych bu-

nék aZ myceliovitych tdtvarii. Podobné situace byla,
i kdyZ v men3i mife, zjiSt€éna téZ u droZdarny ozna-
Ccené IV. U droZdédrny II., u niZ se vyskytovaly kfii-
sotvorné typy jen sporadicky, byly rovnéz zjistény
kmeny, jeZ nenif moZno zafadit ke zndmym druhiim
a jeZ miZeme pokladat za disociatni formy pro-
vozni kultury. Pro rychlé bezpecné rozliSeni diso-
ciatnich forem provoznich kultur od kontaminuji-
cich druhi zatim nemédme vhodné metody. Urditym
ukazatelem zde snad miZe byt vy33i citlivost drs-
nych forem vzniklych disociaci ke kationaktivnim
sapondatiim [Silhdnkovd 1957 b], aviak tato zkouska
neni jednoznactnd, nebot podobn& se chovaji i né-
které kiisotvorné kvasinky, jak bylo zjist&no u Pi-
chia membranaefaciens a Candida krusei, zatimco
jiné z kfisotvornych, napt. Hansenula anomala a
Candida tropicalis jsou k témto latkdm pomérné
odolné, Kmeny pokladané za disociatni formy, vy-
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izolované z droZdi zdvodl oznadenych III. a IV. vy-
kazovaly vesmés vySSi citlivost k inhibi¢nimu a&in-
ku kationaktivniho saponatu Ajatinu neZ normélni
provozni kvasinky. Pritom kfisotvorné typy, se sil-
neé zvrasnénymi koloniemi, u nichZ pokladame di-
sociaci za nejpokrotilejsi, byly stejné citlivé jako
typické drsné formy kvasinek, které jsme vyizolo-
vali z lihovarskych a vinaiskych kvasinek [Silhdn-
kovd 1957 b], kdeZto typy sedlinotvorné, u nichZ se
pocinajici disociace projevuje prodluZovanim bunék
a pouze mirné zvrasnénym okrajem kolonii, byly
k Ajatinu ponékud odolnéjdi neZ drsné formy kva-
sinek. PFitom nap¥. kmeny izolované ze zkou3eného
droZdi a podle biochemickych vlastnosti odpovida-
jici C. tropicalis, nebyly tak odolné k Ajatinu jako
sbirkové kmeny C. tropicalis, nybrZ byly stejng cit-
livé jako drsné disocia¢ni formy. Oviem tento di-
kaz neni Gplné& priikazny, nebof jsme neméli do-
statek sbirkovych kmenili C. fropicalis, abychom
mohli posoudit, zda vSechny vykazuji zjisténou
odolnost k Ajatinu. Jako diikaz, Ze jde o kiisotvorné
nebo prechodné typy vzniklé disociaci provozni
kultury je vhodné n&kolikandsobné (aZ 15n&sobné)
pasaZovani téchto typlt v tekuté sladince, které
vétsinou postaci alespoii k Cdstetné regeneraci je-
jich piivodnich vlastnosti.

NeZadoucnost disociacnich forem v pekafském
droZdi je patrna predevSim z toho, Ze maji za pf¥i-
tomnosti vzduchu velmi nizkou glykolytickou akti-
vitu i na nejsilng&ji zkvaSovaném cukru, tj. glukoze,
jak je zrejmé z jejich respiracnich kvocientd,
v CemZ se vyrovnaji neZadouci C. wiilis. Respiracni
kvocienty, tj. pomér uvoln&ného CO; ke spotiebova-
nému kysliku disocia¢nich forem lihovarského pro-
vozniho kmene S. cerevisiae i kmeni C. utilis vy-
izolovanych 2z pekaiPského drozdi, jsou uvedeny
v tabulce 3.

Pokud jde o kvantitativni zastoupeni kontaminace
v expedi¢nim droZdi (tabulka 1), je zfejmé, ¥e zne-
pokojujici je predevSim pomérng vysoky vyskyt

Tabulka 3

Respiraéni kvocienty jednotlivijch kmenii kvasinek

ZkouSeny Respiratni kvocient
kmen ! na glukoze

Provozni kmen
S. cerevisiae 2,0—-22
droZdérny I.

Provozni kmen

S. cerevisiae 4,0-43
droZzdarny II.

Kmen C. utilis

vyizolovany z droZdi 11

drozdéarny 1.

Kmen C. utilis
vyizolovany z droZdi T2
droZdarny II.

Provozni kmen
lihovarsky 45—47

Drsné forma ‘
pro~ozniho kmene ‘ 1,1—1,2
lihovarského ‘

C. utilis, ktera, jak jiZ bylo uvedeno, m4i znad&né
nepiiznivy vliv na jakost droZdi. Podle Plevako a
Givartovského [1949] dobré droZdi s dobou Kkynuti
50 aZ 65 minut neobsahuje obvykle vice neZ 1 aZ
2 % sedlinotvorné kontaminace, zatimco kfisotvor-
na kontaminace miiZe dosdhnout aZ 15 %. U 6 vzor-
kil z 11 sledovanych vzorkil expediZniho droZdi byla
zjiSténa kontaminace C. utilis do vySe 10 % (u droz-
daren III., IV., VI.), kterd je podle téchto autori
charakteristickd pro droZdi stiedni jakosti. Zbyva-
jici vzorky vykazovaly vySsi kontaminaci C. utilis,
pfictemZ u droZddrny oznacené II., u niZ jsou casto
pozastavky na jakost droZdi ze strany pekéren, byla

- zjiSténa kontaminace C. utilis pies 35 9% (poditdno

na celkovy pocet bunék). Pokud jde o kiisotvorné
kvasinky, je situace podstatné lep3i. Kvantitativng
byla zjiSt8na pouze u dvou droZdaren (IIL, IV.),
pii¢emZ v Zddném piipadé nebyla prekrofena hra-
nice 15 %, kterou Plevako a Givartovskij [1949]

uvadgji jako pripustnou pro droZdi dobré jakosti.

U ostatnich droZddren byla kfisotvornd kontami-
nace zjiSténa jen sporadicky. Tato pFizniva situace
je pravdépodobné dosaZena diky veétSi morfologické
odliSnosti kfisotvorné kontaminace od provozniho
kmene, at uZ jde o protahlé buiiky a piitomnost
pseudomycelia nebo o vzhled kolonii. U sedlino-
tvorné kontaminace neni tak markantnich morfolo-
gickych rozdilii od provoznich kmenid S. cerevisiae,
takZe dosud mohla jeji pfitomnost droZdéarenskym
pracovnikiim snadno uniknout.

Pro zjiSténi velmi nizké kontaminace kfisotvor-
nymi kvasinkami se nam osvédcilo ¢arkovani sus-
pense droZdi (3 g droZdi ve 27 ml sterilni vody)
zfedovaci metodou na sladinovy agar s 2 X 107°* M
az 4 X 107* M koncentracemi kyseliny jodoctové,
kdy rozvoj ostatnich kvasinek je jiZ znalné potla-
¢en. Kfisotvorné kvasinky rostly v tomto pripadé
ve formé& Siroce se rozriistajicich kolonii na pofatku
néatéru. Tento zphsob zjiSténi krisotvornych kvasi-
nek je podle naSich analyz mnohem citlivéjsi neZ
metoda uvadénd Whitem [1954]. U Whiteovy me-
tody nedochéazi totiZ k tak znacnému potlaceni pro-
vozniho kmene kvasinek, kter§ pak pri hustSim
zdsevu nedovoluje rozvoj kontaminujicich mikro-
organismf. Carkovaci metodou byla zji§t&na nepii-
tomnost kfisotvornych kvasinek pouze u dvou vzor-
kit (I. a V. droZdérna).

Rozbory kontaminace droZdi uvedené v tabulce 1
ukazuji, Ze kolisani vysledkl je vétSinou v rozmezi
2 % (poé&itdano na celkovy podet bunék). Bezpetné
zjistitelna je kontaminace jiZ o minimalni vysi 1 %,
nebot pfi paralelnich stanovenich jsou pfi zhruba
400 koloniich na misce 4 kolonie kontaminace
dobfe patrné. Pro kfisotvorné kvasinky lze citlivost
ZjiSténi jeSté zvysit Carkovaci modifikaci, pricemZ
viak jiZ nejde o jejich kvantitativni stanoveni. Dvoji
ziedéni (4500 buné&k/ml a 1500 buné&k/ml) pro vysev
volime proto, Ze b&Zné pocitaci komirky pro svij
vysoky prepoéitavaci faktor (4 X 10°) neskytaji
zaCinajicimu pracovniku jistotu, Ze se na misce do-
sdhne pii jednom zFfed®&ni optimélni poCet kolonii,
tj. 350 aZ 450. Pivodné pouZivana koncentrace (ko-
lem 800 kolonii na misce) umoZiiuje pomérné pres-
né zjisténi absolutniho po¢tu bunék kontaminace
pri jejim niZ3im vyskytu, avSak nezarucuje pfesné
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stanoveni poCtu bunék provozniho kmene, k jehoZ
stanoveni by bylo tfeba dal$tho zfed&ni. Neni-li po-
Citaci komiirka k dispozici, je moZno pomocné po-
Citani bun&k vypustit a nahradit vyofkovanim nd-
kolika redéni suspense na Petriho misky tak, aby-
chom meli jistotu, Ze zachytime na miskach fedéni
dévajici vznik 120 aZ 500 kolonii. Tento zpiisob méa
oviem za nédsledek vétsi spotiebu nadobi a Zivnych
plid. V kaZdém pripadd je v3ak t¥eba bezpodmined-
né dodrZeti uvedeny zpiisob ofkovani, tj. roztirani
susperise po povrchu utuhlé piidy. V pfipadé roz-
michdni suspense kvasinek do ztekucené piidy totiZ
dochazi ke vzniku riizné velkych kolonii podle toho,
jak hluboko v pldé jsou kolonie uloZeny a jaky je
tedy pfisun kysliku ke kolonifm.

Navrhovand metoda dovoluje zjistiti velkou v&tsi-
nu druhli kvasinek uvddénych v literatuie jako
moZna kontaminace droZdi. Podle naSeho zjisténi
se vymykd témto moZnostem pouze Saccharomyces
exiguus podobné jako je tomu u metody Bureiové
a Racha [1958]. Torulopsis daftila uvadéna jako
moZnd kontaminace droZdi [Plevako a Givartovskij,
1949] nebyla sledovédna, nebot je ndm nedostupné,
avSak da se predpoklddat, Ze se bude chovat ob-
dobné jako Torulopsis famata (diive uvddéna jako
Torulopsis minor), ktera na3i metodou zjistitelna
je. Pro orienta¢ni zjisténi, zda buiiky, tvorici v&tsi
hladké kolonie v pfitomnosti kyseliny jodoctové,
piislusi druhu C. utilis, doporutujeme tyto zkousky
(viz tabulku 2): zkvaSovani sachar6zy a maltdzy
a asimilace dusi¢nanii. P¥i sledovdni asimilace je
na jednu Petriho misku moZno soufasné& nacarko-
vat 8 kultur.

NeZadouci disocia¢ni formy provozni kultury, at
uZ jde o prechodné, tj. sedlinotvorné formy s kolo-
niemi lesklymi, jen mirné zvrasné&nymi nebo o drs-
né kiisotvorné formy, se chovaji podobn& jako
kontaminujici kvasinky. :

Navrhované metody s kyselinou jodoctovou lze
pouZit nejen pro expedi¢ni drozdi, ale i pro zdkvasy
a jednotlivé generace a popf. pro provéieni &istoty
zasobni provozni kultury udrZované v laboratofi
droZdarny. Ve vSech t&chto pfipadech sta¢i pouze
zjistit pocet bunék v 1 ml dozravajiciho zdkvasu
nebo kultury na slading a nafedit je na pfislusnou
koncentraci bunék (tj. asi 4500 bun&k/ml a 1500
bunék/ml) a zaockovat uvedenym zpiisobem na des-
ky sladinového agaru s kyselinou jodoctovou.

Této metody lze rovnéZ pouZit pro hrubé zjisténi
piitomnosti bunék S. cerevisiae v torulovém krm-
ném drozdi. Jde oviem jen o orientadni zjisténi,
nebot ziskané vysledky budou niZ$i ne# skuteiny
stav kontaminace, avSak vzhledem k tomu, Ze za-
tim neni vypracovdna vhodna metoda pro zjisténi
kontaminace torulového drozdi, miiZe byt i toto
hrubé pribliZeni uZitetnou pomiickou pracovnikiim

VvV provoze.
R

Shrneme-li dosaZené vysledky, vidime, e novéa
metoda zjiSténi neZadoucich kvasinek v pekafském
droZdi se plné osvédcila. Identifika¢nimi testy bylo
prokazano, Ze vSechny kolonie oznafené v piitom-
nosti kyseliny jodoctové jako kontaminace patiily
skute¢nd pifslusnikiim kontaminujicich druh@ nebo
nezadoucim disociatnim formam provozniho kme-

ne. Nevyhodou metody je neschopnost rozliseni
kiisotvorné kontaminace od disociacnich forem
provozni kultury a neschopnost zji§téni S. exiguus,
jeZ byva uvadéna jako moZnd infekce pekafského
droZdi. PFednost metody je predeviim v bezpe&ném
zjisténi druhu C. utilis, ktery se moriologicky piili3
neodliSuje od provoznich kmeniti, aviak velmi ne-
priznivé ovliviiuje jakost droZdi. Tim je dédna do
rukou droZdaren i kontrolnich laboratofi jedno-
duchd metoda pro rychlé zjist&ni kontaminace
droZdi, jejiZ potFebnost se jevi pravé pro pomé&rné
vysoky vyskyt neZadouci C. utilis ve vyrobcich né-
kolika naSich droZddren.

Souhrn

Je popséana jednoduch& metoda pro zjist&ni kon-
taminace droZdi kfisotvornymi i sedlinotvornymi
divokymi kvasinkami a pro zji§téni pFitomnosti di-
sociaCnich forem provozni kultury. Princip metody
spocCivd v potlaceni rozvoje provozniho kmene kva-
sinek plisobenim kyseliny jodoctové. Metoda, ktera
umoZituje zjistit kontaminaci sedlinotvornymi kva-
sinkami ve vysi minimalng 1 % a u kiisotvornych

kvasinek piPi jeSté nizSim rozsahu kontaminace,
byla provéfena na expedi¢nim droZdi 6 droZdéaren
CSSR. Jeji pomoci bylo zjisteéno, Ze nejb&znéjsi kon-
taminace naSeho droZdi je zpiisobena C. utilis, jejiz
buiiky €ini 5 a% 35 % vSech bun&k. Kontaminace
kiisotvornymi kvasinkami je mnohem vzdcng&jsi a
je representovdna hlavné C. krusei. Kromé toho
byly u dvou droZdéren zji3tény kolonie odpovidajici
pravdépodobné disociaénim formam provozni kul-
tury. ProtoZe pritomnost C. ufilis zna¢né ovliviiuje
jakost droZdi, je pfezkouSena metoda doporutovana
jako kontrolni metoda k posouzeni jakosti droZdi.
Soucasné ji miiZe byt pouZito ke kontrole Cistoty
jednotlivych stupiii vyroby droZdi i k provéfreni
zdsobni provozni kultury.
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OIIPENEJIEHHE 3APAJKEHUYA
XJIEBOITEKAPHBIX OPOM KEH
JVKHMUW  TPOXOKAMH
H JHCCOLHMALIMOHHBIMH ®OP-
MAMH OCHOBHOTI'O UITAMMA

B craTthe onHchIBaeTCS HOBEIL MeTOX
Onpenesenust 3apajKeHHs APOXKeH Hu-
KHMH JIPOXKKXaMH BHISEIBAIONIHMH IBeJb
" ocaxupande. IIpuHumun metoma 3a-
KJIoYaeTcs B MOAABJISHHH JeATENbHOCTH
OCHOBHOTO INTAMMa HOAYKCYCHOH KHC-
aotol. MeTtox Gl mpoBepeH Ha MIeCTH
IPOXKIKEBBIX 3aBoJaX, Jro MOXKHO pe-
KOMEHJOBaTh JJIs1 KOHTPOJAH IPoXKmKed
B pasHmlx Gasax TpPOH3BOACTBAE, 4
TaxKe A5 TPOBEPKH COCTOSIHUS WHC-
TOTHl CKJAAJHDYEeMBIX 3aNaCHBIX KYJb-

TYp.

ERMITTLUNG DER BACKHEFEKONTA-

MINATION DURCH ,WILDE® HEFEN

UND DISSOZIATIONSFORMEN DES
BETRIEBSSTAMMES

Es wird eine Methode zur Er-
mittlung der Kontamination durch
Kahmhaut- und Bodensatz-bildende
wilde Hefen beschrieben. Das Prinzip
der Methode besteht in der Unter-
driickung des Betriebs-Hefestammes
mittels Jodessigsdure. Die Methode
wurde auf der Expeditionshefe in 6
tschechoslowakischen Hefefabriken
erprobt. Das Verfahren kann auch zur
Kontrolle der einzelnen Hefeproduk-
tionsstufen und der Reinheit der Re-
serve-Betriebskultur beniitzt werden.

ASCERTAINING THE CONTAMINA-

TION OF BAKER'S YEAST BY WILD

YEAST AND DISSOCIATING FORMS
OF WORKING YEAST

The article deals with a new me-
thod which has been developed for

ascertaining the contamination of
standard, working vyeast by wild
strains causing sedimentation and

floating mould films. The method is
based on subduing the standard, work-
ing strain by iodacetic acid. The sug-
gested method was applied success-
fully and verified at 6 yeast plants.
It could be wused also for routine
checking at various production stages,
as well as for ascertaining the condi-
tion of stored supplies of standard
strain yeast.



