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Ovod

V kvasnom priemysle sa vo velkej miere p3uZivaja
gisté kultiry kvasiniek a kvasinkovitych mikroorganiz-
mov. S tym savisia problémy kontamindcie vyrcby inymi
kvasinkami, mutaéné zmeny produkénych kultar, zne€is-
tenie baktériami a pod. Preto je potrebné priebezne kon-
trolcvat kultiry kvasiniek, ich fyziologické vlastnosti,
hlavne schopnost utilizovaf rozne zdroje uhlika a dusi-
ka. D8kaz asimilacie je Casto spojeny s problémami. Jed-
ngm z nich je Casovd néaro&nost asimilainych testov,
ktorg sivisi s mnoZstvom testcvanych zdrojcv  uhlika.
Napriklad Lodderovd et al [1] odpori¢a na testovanie
aZ 32 roznych zldfenin uhlika. Kockovd-Kratochvilovd
et al. [2] zniZila mnoZstvo testovangch latok na 11 (mal-
toza, sachar6za, laktoza, rafinéza, melezitoza, D-xyl6za,
L-arabinbza, inulin, trehal6za, celobibza, skrob). Kreger-
-pan Rij [3] zniZila poCet testovanych zdrojov uhlika na

18 a# 27. Dalsi problém spoliva v tom, 7e asimilané tes-
ty nie s standardizované. Niektori pracovnici uprednost-
flujd pracu v kvapalnom kultivatnom prostredi [4, 5],
ini na médiu spevnenom agarom [8, 7]. Vzhladom k to-
mu, ¥e $tandardizdcia nebola doteraz urobena, a teda
neexistuji presne vypracované postupy, ktoré by sa od-
porié&ali, bolo by potrebné preverit podmienky, zZa akych
testy prebiehaji. Vybrali sme k tomu kmene kvasiniek,
ktoré sa 1i8ili fyziologickymi vlastnostami [8). Presku-
sali sme vplyv roznych faktorov, ako je pH prostredia,
koncentracia otkovacej suspenzie, Vplyv vitaminov
a pod. Vysledky tychto testov ukéazali, Ze existuje cely
rad faktorov, ktoré maji vplyv na vysledky. Ak tieto
pracovné postupy nie si dodrzané, moZu sa vysledky
znatne odliovaf. Nie je preto zvlastne, Ze asimilacie
zdrojov uhlika a dusika dokazuje jeden autor ako nega-
tivne a druh§ ako pozitivne. Cielom price je ukazat,
ako treba postupovat pri identifikacii kvasiniek s pouZi-
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tim asimilatnych testov. Na zdklade naslich vysledkov
navrhujeme urgity Standardny postup, ktory by mal byt
dodrZany.

Névrh Standardného postupu pri tzstoch asimilacle zdro-
jov uhlika a dusika kvasinkami

Predovietkym je potrebné preverit ¢ist tu pouZiva-
nych chemikalii a subsiratcv, ako sa sacharidy, polyoly,
alkoholy, dusika’é latky. Nesmi obsahovat zvySky lahko
utilizovateIngch latok, napr. gluk6zy, ktoré by skreslili
vysledok. As'milaénym test m pri url vani kvasiniek
musia predchadzat niektcré iné testy:

1. Zistenie cp imalnej teploty [9]. PouZitim nevhidnej
teplo.y, napr. pri kmeiioch psychrofilnych prili§ vysokej,
moZe dochadzat k spomaleniu, pripadne zam2dzeniu ras-
tu a predlZeniu potiatognej rasicvej fazy. Zistenie opti-
mélnej teploty a teplotného rozmedzia umoZni vylacit
_ inkubatni teplotu ak) faktor, kior§ mdze padmienit va-
riabilitu vysledkov.

2. Je po'rzbné vopred zistit p:trebu vilamin-v. Rasbi
sa to jednoduchym testom, kicry umoZni zist't, &i dany
mikroorganismus rastie v prostrcdi bez vitaminov aleb)
nie [9].

V pripade, #2 kmeii vitaminy poirsbuje. musia sa pri-
dat do prostredia, aleb> sa méZu pridaf na krazk ch
z filtratného papie~a aspoil tie najpotrebnejiie pre kva-
sinky, ako je biotin, pan‘otena!, pyridoxin, inczitol, nia-
cin a pod.

3. Jednoduché testy kvasenia moZu predchédzat tes-
tom asimiladnym. V pripade kvasenia jednotlivych sa-
char:d v [9] ich uZ netreba tesiovaf na asimilaciu, pre-
toZe sacharidy, ktoré st skvasované, s aj asimilovaneé.

Pri preverovani asimildcie zdroj-v uhlika a dusika
treba dodrZat urctiy p-stup:

a) Pri testcvani asimilacie na pevngych pédach v Petri-
ho miskach je potrebné také mnoZstvo agaru, aby p Cas
inkubé4cie nevysychal a tak necbmedzoval rozmn Zova-
nie kvasiniek. P_dla vysledkov v tab. 1 moZno odporulit
hribku agarovej vrsivy 4 aZz 5 mm.

Tab. 1. Zdvislost vlastnosti agaru a kvality zZn od hrab-

ky agaru
Hrabka ‘ :
agarovej Viastnosti azaru Kvalita zon
vrstvy mm |
|
1 azar vyschol uz po 3 | slabo viditeIné
az 4 dnoch
3 vlastnosti agaru sa dobre viditeIné velké
nemeni'i potas 7 dn: z61
8 vlastnosti agaru sa stabSie viditzIneé
nemenili poc¢as 8 dni v dosledku hrubsej

I i agarovej vrstvy

Tab. 2. Zdvislost kvality rastovich zén od koncentrdcie
buniek v ml ino'ula

Konc. buniek v ml |

inokula Kvalita rastovych z6a

1t z61y neboli viditeIné

106 zony slabo viditelné aj po niekolkodiiovej
inkubécii

177 uz po 24 h velké, dobre v'ditelné zony

15 ’ po 24 h boli zény slabo vid:teIné, po dvoch

|d|‘w:h bola celd miska prerastena, zony
| neboli vobec viditeIné

Tab. 3. Zdvis'ost velkosti zén od koncentrdcie sachari-
dov na agarom spevnenom médiu

Konc. sacharidov ‘ Pliemer zOony [mm]

{g.1=% |

maltéza | <cacharoza
20 15 22
100 29 30
200 29 32
kryftalik pevnej latky 30 32

b) Je doéleZity fyziologicky stav kultdry. Kultdra ma
byt pripravena tak, aby nebola starSia ako 24 aZ 72 h.

c) Pri zaotkovani pevného prostredia treba ppuZivat
vhodni koncentraciu ofkovacej suspenzie, pribliZzne 107
buniek v 1 ml [tab. 2). Pri pouZiti niZSei koncentréacie
suspenzie buniek sa vysledky méZu skreslit tak, Ze moZu
byt hodnotené ako negativne, naproti tomu vy3Sie kon-
centracie um~-Znia narast z vlastnych zdrojov, t. j. z auto-
lyzovanych aiebo inak poSkodenych bunick, takZe vy-
sledok sa prejavi rovnomernym poras:om na miske.

d) Treba dodrZiavatf optimdlnu koncentrdciu testova-
nych zdrojov uhlika. Z tab. 3 vyplyva, Ze koncentracia
100 g.1-! je najvhodne$ia. NiZ$ia koncentrdcia moZe
rastovid zénu velmi zdZit a pri zle rasticich kmeiioch sa
mobZzu lahko odéitaf neg:iivne vysledky. Vy3s3ie koncen-
tracie, pripadne krystaliky testovanej latky moZu spd-
sobit, Ze Siroké naras'ové zony splyvaja.

e) Zavislost asimilacie sacharidov od pH (pH agarom
spevneného prostredia bolo upravované Kkyselinou siro-
vou s konc. 1 mol.1-'). Pri &tddiu asimildcie druhu
Hansenula fabianii kmeifi CCY 38-20-1 sme zistili, Ze da-
ny kmeii asimiluje aj rafinézu pri pH 48 a 5,1, zatial o
pri vy38om pH sa asimildcia neprejavila. Vzhladem k to-
mu, ze aktivita r6znych enzymov sa prejavuje v uréitom
rozmedzi pH, odp rifame zakladat dve p2ralelné misky,
kde v jednej je pH upravené na 4 aZ 5 a v druhej na 6.

Tab. 4. Zdvislost asimildcie sacharidov od pH na agarom
spevnenom médiu s vitaminmi pre druh Han-
senula f[abianii kme1 CCY 38—20—1.

Asimilacia sacharidov
- i
pH Mal | sac | rac Raf | Mz
{ |

48 | + + - slabo +
5,1 ‘ > \ + | - slabo +
56 | + | + | - - -
61 | + + | = = +
6.8 | + + | - - +
6,9 + + — - .
pH Xyl Ara Inl { cel Tre
4.8 + - - - +
51 4 + — - + +
5,8 + — — + +
6,1 + | — — #* +
6,6 + | - - + +
6,9 - - 1 - + +

Vysvetlivky:

Mal ma:toza Xy! D-xy'6za

sac sacharoza Aa L-aradi: 6za

Laz laktoza 1al inul n

Raf raii.6-a Cel celobibza

Miz melazitd a Tre t-ehaloza

f) Pri testovani asimildcie dusikatych latck na agarom
spevnenom meédiu odpordame robif aj paralelny. tes!
v kvapalnom prostredi, zaloZeny na redukcii dusifna-
nov na dusitany. Dusitany vytvoria s e«-naftylaminom
v prostredi kyseliny sulfanilovej ¢erveny azokomplex
[10]. V pripade, Ze je test na agarom spevnenom médiu
pozitivny a v kvapalnom prostredi negativny, treba pre-
ver.t aj asimildciu dusitansv.

Testy asimilécie treba doplnit aj preskimanim morf2-
logickych vlastnosti, ako st tvary buniek, tvorba pseu-
domycélia, pripadne tvorba askospor. VSetky tieto testy
moZu byt dobrym voditkom na potvrd2nie spravnosti vy-
sledkov asimilaénych testov.
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pre asimila&né testy kvasiniek. Kvas. priim., 31, 1985,
€. 9, s. 204—206.

Schopnost asimilovat uhlikaté a dusikaté zdroje kva-
sinkami a kvasinkovymi mikroorganizmami je déleZitym
fakt>rom pri uréovani druhcv. Clanck sa zaobera roz-
nymi faktormi, ako je pH, teplota, koncentracia otkova-
cej suspenzie, koncentracia latok pouZivanych na asimila-
ciu. Zéaroveil je navrhnuty 3tandardny pcstup, ktory by
mal byt dodrZany.

KosauoBcka, P., Cnasukosa, E.: ONnTHMH3auMA YCJOBHIA Aas
HCMBITAHHS ACCHMHASIMM apoxkeit. Ksac. npym. 31, 1985,
Ne 9, cTp. 204—206.

CnocoGHOCTb YCBAHBAHHS YIJIEPOLO-H a30TOCOAEPHKANLIX
HCTOYHHKOB APOMKIKAMH H JPOKIKEBBIMH MHKPOOPTaHu3Ma-
MH SBJSETCH BaKHBLIM (PAKTOPOM NpH OnpeiejeHHH u3 Ti-
nos. CraThsi 3aHHMaeTcsi pasubimu (aktopami, kak pH,
TeMmepaTypa, KOHIEHTPAIlHsi HHOKYJAHpYIOulefi B3BeCH, KOH-
LeHTPAlHsT BeleCTB, MNPHMEHAEMBIX U1t  ACCHMHAALNM.

OaHOBpeMeHHO NPeAIsTaeTcs CTaHAapTHEIT METOA, KOTOPBIl
cae108aa0 Obl cOGMOAATD.

Kovatovska, R. - Slavikova, E.: Optimization of Condi-
tions for Assimilation Tests of Yeasts. Kvas. priim. 31,
1985, No. 9, pp. 204—206.

The significant factor for the determination of yeast
species is the ability to assimilate carbon and nitrcgen
sources by yeasts and yeast-like microorganisms. The
effects of pH, temperature, a concentration of the ino-
culated suspension and that cf substrates used for an
assimilation were tested. The standard procedure for the
determinaticn of the yeast species is described.

Kovatcvskd, R. - Slavikova, E.: Optimalisierung der Be-
dingungen fiir die Assimilationsteste der Hefen. Kvas.
priim. 31, 1985, Nr. 9, S. 204—206.

Die Fahigkeit der Hefen und hefeartigen Mikroorga-
nismen, Kohlenstoff- und Stickstoffhaltige Quellen zu
assimilieren, stellt einen wichtigen Faktor bei der
Bestimmung der Arten dar. Der Artikel behandelt die
verschiedenen Faktoren wie pH, Temperatur, Konzen-
tration der Impfungssuspension, Konzentration der zur
Assimilation verwendeter Substanzen. Es wird weiter
ein Standardverfahren empfahlen, daf bei den Assimi-
lationstesten eingehalten werden sollte,



