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Vyznam termolyzy pfi vyrobé a uZiti suSenych krm-
nych kvasnic byl diskutovan v na8i predeS$lé praci [1].
Sprdavné provedené tepelné opracovani usnadiuje tok
mikrobidlni suspenze pii vysokych koncentracich bioma-
sy a zvySuje nutriéni hodnotu vyrobku. I kdyZ je tepelné
opracovani mikrobidlni suspenze technicky jednoducha
operace, je energeticky narofna a pfi nespravné prove-
dené termolyze vznikaji ztraty ve vyuZiti kapacity zafi-
zeni, ztraty energie a klesd jakost vyrobku [2, 3]. Jako
raciondlni zpiisob tepelného opracovani (termizace) bylo
navrZzeno rychlé kratkodobé (2 aZ 4 min) zahtati kvas-
niéné suspenze na teplotu 80 az 90°C s bezprostfedné
nasledujicimi vyrobnimi operacemi zahu$tovani a suSeni.
Pro posouzeni stupné termolyzy bylo vyuZito snadno
méfitelnych fyzikdlnich veli¢in, jako je zména viskozity
suspenze a zmeéna objemu odstfedéné pevné faze [1].
V této praci jsme se zaméfili na pozorovani zmé&ny mor-
fologie a struktury kvasniénych bun&k v zdvislosti na
intenzité a dobé tepelného opracovani.

MATERIAL A METODY

Pouzity mikroorganismus

Vliv tepelného opracovani mikrobidlni suspenze na
morfologii a strukturu bunék byl zkoumdn s kmenem
Torulopsis ethanolitolerans RIFI 235, tj. s kulturou vy-
uZivanou v zdvod# Seliko Kojetin k vyrob& suSenych
krmnych kvasnic ze syntetického ethanolu. Kultura byla
pripravena kultivacf na syntetické plidé s ethanolem
béZné pouZivanym laboratornim postupem [4]. Biomasa
byla izolovana odstfed®nim na laboratorni odstfedivce
Westfalia LWA-205 v komorovém uspoiddani. Ze ziskané
pasty kultury s obsahem 22 aZ 22,5 % hmot. susiny bylo
ptipraveno kvasni¢né mléko 15 % hmot. sudiny fed&nim
pitnou vodou pfi laboratorni teploté.

Technika termolyzy

Cast kvasnitného mléka byla opracovana podle reZi-
mu, ktery odpovidd technologickému postupu pfi vyro-
bé krmnych ethanolovych kvasnic (vyhfivani v nédobé&
opatfené parnim hadem a duplikdtorem). Suspenze kvas-
nic ve sklenéné nadobé& byla ve vodni lazni 90°C vy-
hffata za michani na 80°C a pfi této teploté ponechédna
po dobu 30 minut, Poté byla ochlazena na 20°C (hrubéa
termizace).

Druha ¢ast kvasni¢ného mléka se Cerpala kovovym
hadem [1] ponofenym ve vodni lazni 80°C takovou
rychlosti, aby doba zdrZeni pfi teplot& 80°C byla 2 aZ 3
minuty (Setrnd termizace). Na vystupu protékala sus-
penze chladiem, ve kterém se zchladila na 20 °C. Tento
postup odpovida provoznimu zpilisobu termolyzy za po-
uZiti kontaktniho ohfivage [3]. Zbyvajici cast 15 %
kvasnitné suspenze se ponechala bez tlpravy jako kon-
trola pro porovnani rozdili mezi jednotlivymi rezimy
tepelného opracovani. 3

Staneveni extraceluldrni kvasnitné susiny

100 g vzorku suspenze se odstfedi na kyvetové odstFe-
divce pfi 3000 ot min—! po dobu 10 minut. Supernatant
se slije, zva?i a z alikvotniho podilu se stanovi susina
odpafenim na vodni ldzni a dosuSenim pii 105°C do
konstantni véhy. Sediment se pfevede s pitnou vodou
do odmérné baiiky 250 ml a z alikvotniho podilu se sta-
novi suina stejnym zplisobem. Extracelularni suSina je
podil sudiny supernatantu vyjadieny v % hmot. na su-
Sinu bunék, z niZ pochazi.

Viechny 3 skupiny riizn& opracovanych kvasniénych
suspenzi byly podrobeny mikroskopickému vySetfFeni ve

svételném a elektronovém mikroskopu ke zjiSténi zmén
v morfologii a v ultrastruktufe kvasniénych bunék. Pro
sledovani ve svételném mikroskopu byl pozorovany ma-
terial pouzit bez tdpravy, pro potfeby elektronové mik-
roskopie se pouzily specialni techniky celkovych prepa-
rata, ultratenkych fezii a vizualizace buné&inych povr-
chii.

Zpracovani vzorkit pro elektroncvou mikroskopii

Celkové preparaty byly pfipraveny timto zplsobem:
Vzorky kvasni¢énych suspenzi byly proprany kakodylato-
vym pufrem 0,1 mol.1-! o pH 7,2, buné&na biomasa byla
oddélena centrifugaci pfi 4000 ot za minutu po dobu
15 minut. Vzorek byl 2krat fixovan 1% OsO,; ve stejném
pufru a opét centrifugovan. Po dalSim trojndsobném
promyti fyziologickym roztokem a centrifugaci se sedi-
ment zfedil na odpovidajici koncentraci kvasinek, na-
n4sel se na pouhlikované formvarové folie a byl poko-
ven Au: Pd = 40: 60 pod thlem 20°.

Ultratenké fFezy byly pfipraveny fixanim postupem
podle Ryterové [5], zaloZeném na dvojité fixaZi 0OsO,
v Michaelisové acetdt-verovalovém pufru. Takto pFipra-
vené vzorky byly dehydratovany stoupajici ethanolovou
fadou a pfevedeny pres propylenoxid do Eponu. Jak se
ndm osv&d&ilo pfi jiném biologickém materialu, téZko
prostupném pro zalévaci médium, prodlouZili jsme pre-
dev3im intervaly pfevadéni vzorkii z ethanolu do zaléva-
ciho média, tj. fazi prosycovéni zalévacim médiem. Vzor-
ky byly Fezany na Ultrotomu LKB I. a LKB III. Rezy by-
ly kontrastovany 0,5 % uranylacetdtem v 50 % ethanolu
a plumbumcitratem [6].

Pro hodnoceni charakteru povrchu kvasni¢nych bunék
po tepelném opracovdni kvasinek se pouZila specialni
metodika rastrovaci (scanning) elektronové mikroskopie.

Nejlépe se nam osvédc¢ila vakuovd metoda fixace mo-
difikujici Karnowskiho glutaraldehyd-paraformaldehydo-
vou fixaci [7] a modifikovana metoda prosyceni s thio-
semikarbazidem (TSC) podle Hulinské et al. (nepubli-
kovano), kterd vedla k zesileni biologické membrény
kvasinek a tim ke sniZeni artefaktd, jeZ vznikaji pFi su-
Senf, pokoveni a vystaveni proudu elektronfi v rastrova-
cim adaptéru.

Celkové preparaty a ultratenké fezy byly studovédny
v piistroji JEOL 100 CX II. v prozafovaném modu, pro
preparédty povrchii kvasinek bylo pouZito scanning adap-
téru JEOL ASID 4 D v rastrovacim (scanning) modu.

Velikost bun&k se méfila ve svételném mikroskopu a
na kontaktnich pozitivech elektronogramii (zvé&tSenf
3600krat) posuvnym méfitkem, priméry st&én bun&k na
kontaktnich pozitivech elektronogramii ultratenkych Fe-
zi (zvétSeni 5500 krat) na svételném mikroskopu oku-
larovym mikrometrem Zeiss.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv zpilisobu tepelného opracovéani na morfologii kvas-
niénych bunék je uveden v tabulce 1.

Vliv zplisobu termolyzy na fyzikdlni vlastnosti kvas-
niéné suspenze byl studovan v predchéazejici préaci [1],
kde bylo prokdzdno, Ze $etrna termizace spliiuje poZa-
davky na zlepSeni toku hustych kvasniénych suspenzi a
na nutriéni vlastnosti vyrobku. ZlepSeni fluidity kvasnit-
né suspenze po termizaci lze v3ak jen Castecn& vysvétlit
zménou velikosti kvasniénych bungk. Tyto zmé&ny byly
pozorovédny jen ve svételném mikroskopu. Na elektrono-
gramech se neprojevily patrn& proto, Ze pripravou vzor-
kil pro elektronovou mikroskopii se rozdily stiraji.

JestliZe se po termizaci kvasni¢ného mléka sniZi jeho
viskozita 3krat [1], potom by se podle Stokesova zdko-
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Tabulka 1. Vliv zpusobu termizace na morjologii kvasnié
ngch bunék

Rozméry bunék (pm)
Extracelu
Zpiisob termizace la{”' ve svit, délka na .
; . "
Susind  Imikroskopu| elektro i
(%) (§xd) nogramu Sicny
kontrola 3,7 35X8,3 4,86 0,138
Setrna 10,3 2,7X6,8 5,04 0,128
hrubé 11,6 2,7X6,7 5,31 0,145

na meély obdobné zménit i rozméry bunék. To viak ne-
bylo pozorovanim morfologie a struktury kvasni&énych
bunék elektronovym mikroskopem prokéazano.

Nepozorovala se ani Zadna vyznamné zména integrity
bunék, tj. napf. protrZeni bun&&nych stén, vyliti cytosolu
apod. ZvySeni koncentrace extracelularni suiny v super-
natantu bylo jen Gmérné smrsténi buné&k [1].

Z toho vyplyva, Ze na vysokou viskozitu nativni kvas-
ni¢né suspenze maji vliv i jiné neZ sterické faktory a
Ze jsou to sily, které spiSe neZ s velikosti bun&k souvi-
seji s jejich biologickou aktivitou (elektrostaticky naboj,
extracelularni mikroprostiedi bunék].

Morfologické zmény povrchii kvasinek pfi zmen3ovéni
objemu kvasniénych bunék po tepelném opracovédni do-
kumentuji obrdzky preparati pofrizenych rastrovaci
[scanning) elektronovou mikroskopii (obr. 1—3). Na pfi-
pravenych prepardtech je zfejmé, Ze vlivem expozice
kvasinek pri teplot& 80°C dochéazi k v§znamnému zvras-
néni povrchl bunék, a to v pfimé zdvislosti na dob& pil-
sobeni. Zatimco u kontrolni suspenze kvasinek je po-
vrch bunék zvrdsnén jen velmi nepatrn& jemnymi cirku-
larnimi ryhami (obr. 1), jiz po kratké expozici pFi tep-
loté 80°C dochédzi k podélnému ztasovdni povrchu kva-
sinek (obr. 2). Po dal3i expozici pfi zvySené teplot& do-
chazi ke zrasovani ve vice smérech (obr. 3).

Velmi zavaZné je zjiSténi, Ze u tepeln& opracovanych
suspenzi kvasinek nebyla ani po 30 minutach expozice
80°C porudena celistvost bunék, coZ miZe byt dikazem
jejich znaé&né rezistence. To svédcéi rovnéZ i o tom, Ze
dosud vSeobecné pouZivany termin ,termolyza“ nevysti-
huje charakter provadéného procesu.

Tepelné opracovani (termizace) postihuje hlavné ak-
tivitu vnitrobunéénych enzymii a zpilisobuje ireverzibil-
ni zmeény na vnitfnich strukturdch bunék. Silné letalni
poSkozeni buné&énych organel je moZno pozorovat na
prepardtech ultratenkych Ffezdi u obou skupin rizné te
pelné opracovanych suspenzi kvasinek. Zatimco buiiky
kvasni¢né suspenze pfed termizaci obsahuji kromé& ce
listvé stény, vysoce densni cytoplasmu s bohatymi in
vaginacemi cytoplasmatické membrany, velka jadra a
méa!o drobnych vakuol,

ob& pokusné skupiny tepelné

Obr. 1. Kvasinky Torulopsis ethanolitolerans
neopracovand kultura — kontrola)

(tepelné

Obr. 2. Kvasinky Torulopsis ethanolitolerans [3etrné te

pelné opracovdni — 3 minuty, 80 °C)

Obr. 3.

Kvasinky Torulopsis ethanolitolerans [hrubé te
pelné opracovdni — 30 minut 80 °C)

riizné opracovanych suspenzi kvasinek vykazuji patolo-
gické nélezy. Celistvost bunéénych stén je sice zacho-
vana, ale dochéazi ke zménam na cytoplasmatické mem-
brané, kde se invaginace ztraceji a je pozorovatelné
pouze lehké vinéni. Oproti kontrolni suspenzi dochézi
k hrubé vakuolizaci cytoplasmy a ke zdufovani mito
chondrii.

V tomto ohledu je diileZité to, Ze se nezjistil v§znam-
ny rozdil v letdlnim po3kozeni intraceluldrnich struktur
kvasinek tepelné& hrubé a Setrné opracovanych, coZ svéd-
¢i o tom, Ze termizace provedena Setrnym zplisobem je
stejn® Gcinnd jako déletrvajici plsobeni teploty.
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Ve svételném mikroskopu a na elektronogramech se
prokéazalo, Ze termin pouZivany pifi vyrob& Kkrmnych
kvasnic — termolyza, nevystihuje pfesn& proces a pied-
stavu o tom, co pfi tepelném opracovani husté kvas-
ni¢né suspenze probiha. PFi tepeiném opracovani Toru-
lopsis ethanolitolerans RIFI 235 pri teploté 80°C po do-
bu 3 az 30 minut se poskodi vnitrobuné&éné struktury a
membrany, avSak nedojde k protrZeni buné¢né stény a
1yzi cytosolu. Proces lépe vystihuje termin termizace.

Anamex,Jl1. - Pyr. M. - Iyauucka, [I. - Moreacka, I'.: Baus-
HHE TeMNepaTtypbl MPH T. HA3. TepMOJH3e Ha MOPGOJOrHio
M CTPYKTYPY ApOxKeBniX Kiaerok. Ksac. npym. 33, 1987,
Ne 10, cTp. 298—300.

B cBeToBOM MHKpPOCKONE H Ha 3JeKTpOHOrpamMmax Obl10
J1I0Ka3aHO, 4TO TEPMHH, NPHMEHSIOUHACA NPH NMPOH3BOJACTBE
KOPDMOBLIX JApOXKiKeifi — TepMoJaH3, He TNOCTHraeT TOYHO
npouec H coob6paxkeHne 0 TOM, YTO NpoTeKaeT npH o6paboTKe
IYCTO# APOXKiKeBoil cycneHCHH. [Ipu TepmHYyeckoil oGpaboTke
Torulopsis ethanolitolerans RIFI 235 npu Ttemueparype
80°C B nponoaxennn 3—30 MHHYT BHYTPHKJETOYHbIE
CTPYKTYPHl H MeMOpaHbl = NOJABEPralTCA MNOBPekKJEHHIO,
O/1HAKO H€ MPOHCXOJHT NPOPHIB KJETOYHOH CTeHKH H pacrt-
BOpeHHe 1LHTO30.a. DBosee BHIpasuTeJbHBIM fBASETCH Tep-
MHH ,, TepMHu3auua®,

Adamek, L. - Rut, M. - Hulinska, D. - Mohelskéa, H.: Tem-
perature Effect During the Thermolysis on Yeast Cell
rforphology and Structure. Kvas. prim. 33, 1987, No. 10,
pp. 298—300.

The term ,thermolysis“ that is used in a fodder yeast
production is not the best one from the standpoint of a
description of a thermal treatment of a dense yeast
suspension. The thermal treatment of Torulopsis ethano-
litolerans RIFI 235 at the temperature of 80°C during
3 to 30 min results in a damage of the intrace lular
structure and membrane. However, the cell wall remains
unperforated. The process is better described by the
term ,termization®.

Adamek, L. - Rut, M. - Hulirski, D. - Mohelska, H.: Ein-
filuB der Tempera‘ur bei der =sog. Thermolyse auf die
Morphologie und Sirukiur der Hefezellen. Kvas. prim.
33, 1987, Nr. 10, S. 298—300.

Im Lichtmikroskop und auf Elektronogrammen wurde
bewiesen, daB die bei der Futterhefeerzeugung ange-
wandte Bezeichnung Thermolyse nicht zutreffend den
Prozefd charakterisiert, der bei der thermischen Bear-
beitung der dickfliissigen Hefesuspension verlduft. Bei
der Wéarmebearbeitung von Torulopsis ethanolitolerans
RIFI 235 bei der Temperatur von 80°C in der Dauer von
3 bis 30 Minuten werden zwar die intrazellularen Struk-
turen und Membranen beschéadigt, aber das Durchreissen
der Zellwdnde und die Lyse des Cytosols findet nicht
statt. Deshalb wiére der Prozef treffender durch die
Bezeichnung Thermisation charakterisiert.



