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Poznamky k metodikam stanoveni
cizich kvasinek v pekaFském droZdi

[ Ndvrh nové metodiky s pouZitim riizngch nedeficitnich substrdti)

RADOVAN KUBICEK a ALENA HOQUSKOVA, Severomoravské lihovary a konzervarny, n. p., Olomouc

V soufasné dobé jsou v pekafském droZdi vaiSiny

nadich droZdéaren zastoupeny v urcité mife vedle
pravych pekafskych kvasinek — druhu Saccharo-
myces cerevisiae i kvasinky jiné, oznaCované jako
.divoks“ nebo ,nepravé”. Jsou vesm&s mikroskopic-
ky dosti dobfe odlisitelné od sacharomycet. Podle
zkuSenosti poslednich let jde vesmés o zastupce
rodu Candida, tedy nesporulujici kvasinky s odlis-
nymi biochemickymi a pekafskymi vlastnostmi, neZ
maji pravé pekaiské kvasinky. Jejich vliv na funk-
ci droZdi v t&sté byl nékolikrdt diskutovan [1].
" Nejéast&ji byly nalézdny v droZdi kvasinky Can-
dida robusta [ufilis) a Fidfeji Candida tropicalis.
PFitomnost t&chto cizich kvasinek v droZdi lze pro-
kdzat kultivaci na selektivnich ptdéach, asimilova-
nych pouze témito kvasinkami [2 a 3]. Kvantitativ-
ni zastoupeni ,nepravich® kvasinek v pekaPském
drocZdi lze zjiStovat pomoci t8chto selektivnich phd
srovndnim po&tu kolonif s pottem vzrostlych kolo-
nii na neselektivni plidé (melasovém nebo sladin-
kovém agaru], jeZ byla zaoZkovédna stejnym mnoZz-
stvim téZe kvasnitné suspenze. Pro zaolkovani se
nejlépe osvéd&uje povrchovy roztér ma ziuhlé aga-
rové plds. Rovn&? je moZné zjiStovat zastoupeni
cizich kvasinek ze vzrostlych kvasniZnych kolonii
na melasovém nebo sladinkovém agaru, a to z riiz-
ného vzhledu kolonii. Sacharomycety pravidelng
tvofi podstatnd h&lej$f a hutnéj3i kolonie neZ ne-
pravé kvasinky, a to je podkladem metodiky vhod-
né pro provozni udely. Tento zplisob ma vyhodu
i v tom, Ze je vyloufena chyba, vznikajici z event.
nestejného odméfeni kvasnitné suspenze na selek-
tivnl a neselekiivni phdu. MA v8ak své nedostatky
Zatimco kolonie Candidy tropicalis jsou vesmes na-
prosto typické, kolonie Candida ufilis a sacharo-
mycet jsou si v nékterych pfipadech velmi podob-
né; obvyklé barevné rozdily se stanou nepatrnymi,
takZe odeéitadni je velmi nesnadné. Je to zplsobeno
raznymi vlivy — ménlivosti sloZeni Zivné piidy {me-
lasy, sladinky), pH a snad i fyziologickym stavem
kvasinek ve zkouSeném droZdi.

U selektivnich pid ma$la nejvétdi uplatnéni pida
pouZivajici jako zdroje dusiku lysinu, nepfistupného
sacharomycetdm a naopak obvykle dobfe asimilo-
vatelného nepravymi kvasinkami droZdi. Zde se
viak Casto nardZi na nedostupnost nebo na nedo-
konalou ¢istotu této aminokyseliny. Druhou méné
tasto pouZivanou metodou je kultivace na agarové
piidé s 10 9% glukdzy, na niZ sacharomycely prak-
ticky merostou, zatimco nepravé kvasinky utvateji
drobné kolonie, diky své schopnosti spokojit se
s nizkym obsahem dusikatych latek. U obou té&chio
metod je viak nutnd soub&Znd kultivace na neselek-
tivni ptid&, a to zvy3uje pracnost stanoveni.

Vzhledem k uvedenym skutecnostem jsme se po-
kusili vypracovat pii stanoveni cizich kvasinek
v dro¥di takovou metodiku, jeZ by spojovala vyhody
selektivnich pGd s vyhodami jediného ofkovani a
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soutasné najit ndkolik vhodnych subsirdati — zdro-
jii dusiku — pokud moZno zcela b&%nych, jimiZ by
bylo moZno nahradit deficitni lysin.

Pokusna fast

K pokusfun se pouZilo jednak izolovanych droZ-
datskych sacharomycet [droZdéarny Hej€in, Pavlo-
vitky) a izolovanych divokych kvasinek Candida
robusta a Candida tropicalis [Pavlovicky), jednak
droZdi I., IT, III. a IV. generace z droZddren Pavlo-
vicky a Hejéin. Ke splnéni prvého poZadavku jsme
se rozhodli pouZit limitovaného riistu kolonii sa-
charomycet, zatimco riist cizich kvasinek jsme ne-
omezovali.

Aby bylo moZné odecitat naprosto bezpetng ko-
lonie sacharomycet cizich kvasinek z jediné Petri-
ho misky, musi byt kolonie t&chio mikroorganismi
velikosti nebo typem tak odlisné, aby nemohla
vzniknout zdména. PouZili jsme proto jako zakladu
lysinové selektivni phOdy, vhodné pro vyrazny riist
cizich kvasinek [(zaméfeno na Candida robusta a
Candida tropicalis), k niZ jsme p¥iddvali mald defi-
novatelnd mnoZstvi dusikatych substrati, asimilo-
vatelnymi sacharomycetami. MnoZstvi dusikatych
Zivin, nuinych pro limitovany rfist sacharomycet,
jsme urcili vypoctem.

Zatimco kolonie Candida robusta dorfistaji na ly-
sinové piidé po 3denni kultivaci primeérdl asi 4 aZ
6 mm, bylo moZno p¥ipustit rst kolonii sacharo-
mycet maximdlng do priméru 1 aZ 2 mm. Za pfed-
pokladu, Ze kolonie sacharomycet mohou b&hem
t¥idenni kultivace Cerpat Zivné ldtky z agarové
vrstvy 2,5 mm silné (p¥l normdlnim zdsevu asi 100
kolonii na misce praméru 10 ¢m) z teréiku o pri-
méru asi 10 aZ 12 mm, nesmi byt v tomto terciku
vice sacharomycetami asimilovatelnych dusikatych
Zivin, ne? postati na rist kolonie do praméru
1,5 mm. Kolonie tohoto priméru md objem asi
0,7 mm?, a to odpovidd asi 0,14 mg susiny s obsa-
hem 5% N, tj. 0,007 mg N. Z ioho vyplyva, Ze
vhodnd koncenirace dusiku asimilovatelného sacha-
romycetami je asi 0,03 mg N v 1 ml phdy.

Na zaklad# téchto propoétll byly pfipraveny pldy
1, 2, 3, uvedené v iabulce 1.

Na pliddch s anoragnickou dusikatou sloZkou sa-
charomycety prakticky nerostly, zatimco na ptdz
s melason rostly ve velmi dobfe odeitatelnych ko-
loniich vypoltenych rozmérfi. Lépe se o0svEdlila
piida s niZ5l ddvkou melasy (3 g/1000 ml), jak je
ziejmé ze srovndni obr. 1 a 2. Sacharomycety vy-
Zaduji pfitomnost riistovych latek z plirozenych
materiélli; ryze syntetické pidy nejsou vhodné. Me-
lasu v pldé& Ize nahradit odpovidajicim mnoZstvim
sladovéno vitazku.

RozliSovani kolonii sacharomycet a Candida ro-
busta na pidé 3 je velmi dcbré a zdmeéna skoro
vyloutena. Rovnd¥ kolonie Candida tropicalis ros-
tou naprosto typicky, takZe lze dokonale rozliovat
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Tabulka 1
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Obr. 1. Suspenze smési sacharomycet a Candida robusta,
kultivovand 3 dny na pidé 3 (s 6 g melasy na 1 litr}
candida rrnhusta — velké kolonie; Sacharomycetv — malé kolonie

Obr. 2. Suspenze smési sacharomycet a Candida robusia,
kultivovand 2 dny na pudé 3 (s 3 g melasy na 1 litr)
candida robusta — velké kolonie; Sacharomycety — malé kolonie

a oded&itat vSechny t¥ typy kvasinek z jediné
misky.

V dal3i fazi jsme se pokusili nahradit lysin ji-
nymi zdroji dusiku neasimilovatelného sap]}aromy—
cetami. Postupovali jsme empiricky a vysli z pfed-
pokladu 3$irokého asimilaéniho spektra kvasinek
rodu Candida. O¢ekavali jsme, Ze mohou eventualné
asimilovat dusik nékterych organickych aminil, at
priméarnich €1 vySe substituovanych. Kladli jsme
dfiraz na snadnou dostupnost a moZnost pripravy

v Cistém stavu. VyzkouSeli jsme tak anilin a trieta-
nol-aminhydrochlorid. S pouZitim t&chto latek jsme
pfipravili ptidu 4 a 5 {tabulka 1}, u nichZ jsme vSak
volili niZ8i koncentraci dusikatého substratu vzhle-
dem k moZnému inhibiénimu Géinku. Na obou téch-
to plidach rostly zkouSené kvasinky rodu Candida
dosti dobfe, sice pomaleji neZ na lysinové plidé,
avSak podstatn® lépe neZ na ¢isté glukdzové pads.

Gbr. 3. Suspenze smési sacharomycet a Candiuu robusta,
kultivovanda 3 dny na pudé 7 (trietanclaminovy agar

Candida robusta — velké kolonie; Sacharomusety — malé kolonie

Obr. 4. Suspenze smési sacharomycet a Candida robusta,
kultivovand 3 dny na ptdé 6 (anilinovyg agar)

Candida robusta — velké kolonie; Sacharomycety -— drobné
a stredni kKolonie

Rfist na trietanolaminové péidé byl rychlej8i neZ
na anilinové. Sacharomycety na téchto ptiddch ne-
rostly, avSak bylo-1i k nim p¥iddno po tfech gra-
mech melasy na litr, narfistaly i sacharomycetové
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kolonie ve velmi dobfe ode@itatelné formé& (pidy
6, 7, v tabulce 1). Rovng¥ rlst kolonii sacharomycet
je pongkud tlumen anilinem ve srovndni s trieta-
nolaminem {obr. 3 a 4]. Piidy nejsou nijak narotne
na presnost dozovani pouZitych sloZek. U anilinové
phdy (4, resp. 6] je tfeba dbat na vysledné pH, jeZ
se ma pohybovat mezi 5 aZ 5,5. (Trietanolaminhyd-
rochloridu i anilinu se poufilo v &isté formé, pfe-
tisténych rekrystalizaci, resp. destilaci.)

Srovnani ndlezdi obsahu ,nepravich® kvasinek
v dro#di pomoci uvedenych selektivnich pfd (lysi-
nové, trietanolaminové a anilinové), dotovanych 1i-
mitovanym mnoZstvim melasy, ddvalo na vzorcich
pekaFského expeditniho i generacniho droZdi ve-
smds velmi dobré vysledky, jak vyplyvd nap¥. z fa-
bulky 2. Je to plné pochopitelné, pon&vadZ jde pou-
ze 0 obménu téZe metodiky.

Vesmds jsme pouZivali kultivace pfi teploté 28
a¥ 30 °C. Tfeba upozornit, Ze pfi opakovaném roze-
hifvani anilinového agaru v autokldvu postupné
ubyvé tuhosti agarového gelu. Je proto vhodné pri-
pravovat tuto piidu do zdsoby v mendich lahvi¢kdch
po asl 150 a% 200 g a rozehfivat ve vrouci vodni
l4azni.

Dal& moZné zjednoduSeni p¥ipravy pQd pro odli-
Yovani ,nepravjeh® kvasinek a Sacharomycet pfed-
stavuje ptida 8 (tabulka 1}, v niZ byly vypustény
mimomelasové dusikaté zdroje pro zdstupce rodu
Candida. V melase, jak zndmo, je obsaZen jako jed-
na z hlavnich dusikatych sloZek betain, ktery jsou
schopny ,,divoké” kvasinky asimilovat, zatimco sa-
charomycety nikoli. PF¥i primé&rném obsahu 1,5 %
dusiku v melase pFipadd p¥ibliZné 0,3 % dusi-
ku na dusik sacharomycetami asimilovatelny a
0,5 a7 0,6 % na dusik betainovy. Tyto ,divoké”
kvasinky maji tedy k dispozici podstatng vEtsi
mno¥stvi asimilovatelného dusiku neZ sacharomy-
cety, i pFi nepatrném dédvkovani melasy do pady,
jak je tomu v popsané metodé limitovaného rdstu
sacharomycet. Je pravdépodobné, Ze i dalsi dusikaté
slozky melasy jsou z&asti ,divokjmi” kvasinkami
zuZitkovavany. PFi praktickych zkouSkdch piidy 8
bylo rovnd# dosafeno velmi pfFiznivych vysledkll
z hlediska moZnosti oddéleného odeé&itdni sacharo-
mycet a nepravych kvasinek. Ze stejného hlediska
se jevi jako vyhodny dali pf¥irozeny dusikaty sub-
strat, jim# 1ze nahradit melasu, a to zahuSténe liho-
varské vypalky. Vzhledem k pomérng& vtiimu ob-
sahu betainového dusiku, vzhledem k dusiku asimi-
lovatelnému sacharomycetami a celkovému zkon-
centrovani dusikatych Zivin, se vystadi s davkou 1
a% 2 g zahu$ténych vypalki do 1 litru plidy. K prak-
tickému vyzkoudeni byla pfipravena piida 9, obdob-
né pidé 8, v niZ byla melasa nahrazena dvéma gra-

Tabulka 2
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Obr. 5. Modifikovand Pasteurova pipeta

a) kapilara k ofkovéani; d; — asi 40 mm; d; — asi 220 mm; b] ka
pilara s klitkou k roztéru

my vypalkil. Zahusténé vypalky je moZno k pfipra-
vé pid pohodlnd mechanicky vyfefil ziedénim vo-
dou 1:3 a odstfedénim, takZe lze timto zplisobem
piipravit pidu zcela €irou. Pridavek vypalkll je
mozno podle praktickych vysledkfi v jednotlivych
provozech podle potfeby ménit. Na zdkladé dosa-
Fenych zkuZenosti povaZzujeme pfidu 9 za nejvyhod-
n&jsi modifikaci pro provozni i kontrolni agely, po-
névad¥ se na ni dosahuje sice limitovaného, aviak
velmi zfetelného riistu kolonii sacharomycet, znaé-
n& odli¥nych od velikych kolonii ,,nepravych® kva-
sinek, a soudasné jsou vyloufeny veSkeré deficitni
latky. Vzhledem k malé ddvce vypalkil je moZng,
aby si kaZdd laboratof uchovavala zdsobu odzkou-
genych vypalkfi po dlouhou dobu.

P# vlastnim o&kovani, vzhledem ke zpiisobu ode-
#itani kolonii, neni tFeba takové péte pfi piipravé
a odméfovani kvasnitné suspenze jako pFi stano-
veni ze 2 misek (na selektivni a neselektivni pidg&}.
Je t¥eba dbat pouze o to, aby zdsev na plotné ¢inil
asi 50 aZ 250 kolonil.

Jako velmi vhodna se nam osvédfila tato tech-
nika ofkovani s pouZitim tenké sklen&né kapilary:

Kvasnitnou suspenzi nasajeme do sterilni kapi-
larky (obr. 5a), vneseme do misky dotekem na po-
vrch agarové plochy 1 a¥ 2 kapky (celkem asi
0,05 ml), kapilarku nad plamenem lihového kahanu
zatavime a ohneme vlastni vahou skla do Kkli¢ky
tvaru, zifejmého z obr. 5b. Tim vznikne z kapilary
velmi vhodny nastroj k roztirdni kapky suspenze,
ktery vzhledem k pruZnosti tenké kapilary naprosto
neporudi hladkou plochu agaru. Kapku suspenze
petlivé rozetfeme po celé ploZe. Na takto upravene
kapilafe ulpi jen velmi malé mnoZsivi suspenze.
Cely rozt&r lze provést asi za 1 min.

Uvedené sklen&né kapilary zhotovujeme do za-
soby z asi 10 cm dlouhych trubek z mékkého skla,
vnajsiho préméru 4 a¥ 6 mm vytaZenim po nahus-
tani skloviny na potFebnou délku a kapilaru rozpf-
lime. Sterilujeme a uchovdme v plechovém valci
potiebné délky.

P¥i uvedené technice otkovdni se ndm osvidcila
nejlépe tato p¥iprava suspenze: Asi 1 g droZdi se

! DroZdi pekafské | Dro#di pek.
Pavlovicky

Piida Pavlovicky

| - 1:—- —_— e ——
st KR KT%| S% [KR% | 5% [KR %
17,5
188 — = o 2 —
—_ 85,0

3 (lysinovd)

84,2 150 0,8 82,5
7 (trietanol.) 79,1 20,3 0,6 81,2
5 (anilin.) 834 16,3 0,3 —

DroZdi pek. | Drozai pek. | DroZdi pel;:. | DroZdi pek.
Pavlovigky \ Hejdin |  Hejéin Hej&in

5% |KR%| S % |KR%| S % |KR %

830 17,0 550 450 434 566 847

15,3

150 580 420 435 565 837 164

Poznamka: S — sacharomycety; KR — Candida robusta; KT — candida tropicalis
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rozptyli tycinkou ve 2 aZ 3 ml pitné vody, suspein-
ze se rozmichd ve 250 ml pitné vody, 0,5 ml této
suspenze se vnese do 100 ml sterilni vody a po roz-
michéani se konedné zFedi 0,5 ml suspenze 100 ml
sterilni vody. Touto kone¢nou suspenzi kvasinek
otkujeme povrch agaru na misce mnoZstvim 0,03,
maximalng 0,1 ml. To odpovidd p¥iblizng 100 aZ
200 zéroktm pi¥i priimérné hmot# 1 kvasinky 5 X
X 1075 gama.

Diskuss

P¥i praktickych zkouskdch droZdi popsanymi me-
todami jsme pozorovali v ndkterych pfipadech, Ze
kolonie sacharomycet mohou nabyvat nap¥. 2 odlis-
nych velikosti {obr. 3], i kdyZ odhlédneme od sku-
tefnosti, ¥e kolonie mohou vzhledem k omezova-
nému mnoZstvi asimilovatelnych Zivin narustat
v mistech Fiditho zdsevu do vetSi velikosti neZ
v mistech hustého zdsevu. Stavalo se to tehdy, po-
uZilo-li se v provoze droZddrny smdsnych kultur
sacharomycet, jeZ se lisily vzajemné asimilaéni Sifi
vzhledem k dusikatym sloZkam melasy. Identifikace
sacharomycet odli¥nych kolonii byla provedena
mikroskopicky 1 kultivaéné.

S moZnosti, e sacharomycety mchou tvofit riiz-
né velikosti kolonii, je tfeba poditat zvlasté p¥i za-
vadéni n&kterych novych hybridnich kment do pro-
vozu v jednotlivych dro?darnach a pracovnici si
musi pFi zavddsni metody ovéFit mikroorganismy
mikroskopicky i kultivadng. Velikosti kolonii sacha-
romycet se viak zdsadn® odli¥uji od velikosti ko-
lonii Candid, tak¥e zamény jsou skoro vylougeny.
Je t¥eba dédle doporudit, aby si pracovnici v jednot-
livych drofdarndch vyzkoudeli vhodnou modifikaci,
nejlépe srovnénim s vysledky na pfedepsané lysi-
nové padeé.

Na velikost i rychlest riistu sacharomycetové ko-
lonie mé vedle uvedenych okolnosti vliv i fyziolo-
gicky stav a vnitfni bohatstvi v§chozi buiiky Zivi-
nami. Pozorovali jsme napf., Ze sacharomycety IIL
generace a zvla§td 1. generace rostou rychleji a
tvoFi pond&kud veétsi kolonie neZ sacharomycely ex-
pediéniho drozdi, kieré jsou podstatng chud3si z hle-
diska obsahu zasobnich i ristovych latek.

Zajimavou otdzkou je chovani sacharomycet pfi

Obr. 6. Sacnaromycety z kolonie na pudé s lysiiem a
melascu (3 se 3 g melasy na litr)
Na poloving obréazku drozdarské
zvetiene

jsou sacharomycety stejné

limitovaném ristu. Morfologicky jsme sledovali na
lysinové piidd s melasou i na pidédch s anilinem a
trietanolaminem riist kvasniénych bungk a zjistili
jsme, ¥e na pGdd s lysinem bufiky sacharomycet
dosahuji mimo¥ddné velikosti, zatimco na druhych
pidéch maji velikost pouze normdlni. Na anilinové
pidé jsou kvasinky pomé&rné znalné vyzrngné, coZ
piikldddme jedovatosti anilinu. Zv1asté veliky riist
kvasniénych bun&k (obr. 6} na lysinové ptdé pFici-
tame celkem pfiznivému prostfedi pro vyvoj kvasi-
nek, omezeny pouze nedostatkem asimilovatelného
dusiku. Kvasinky mohou dorfistat maximalni veli-
kosti, av8ak vzhledem k vyCerpdni deficitnich latek
se nemohou umérng mno¥it. Zajimavé by bylo zji3-
téni obsahu lysinu v bilkovindch t&chto kvasinek
ve vztahu ke kvasinkdm wvyp#stovanym v normdl-
nim prost¥edi
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3AMETKH K METOJAM
OTIPEOEJIEHUS TTOCTOPOHHHX
TIPOMXOKEM B XJIEBOTIEKAPHDBIX
IOPOHOKAX

Has onpejaeneHds B [POH3BOACTBEN-
HBIX VCAOBHRX TMOCTOPOREIMX I1POAKIKed,
3apajkarmuHy XaefonexKapHble IpOX-
WM, OpelJaraeTcss MeTol, OCHOBaH-
HBIH Ha IIpHHIHNE KyJAbTHBALLHH.
JlpoxiKK BHpallEBalOTCsl Ha  arap-
arape, cogepxalleM TIHOKO3Y, aHWJIHH
(4JaH XJOPHCTOBOJAOPOMHBIH TPHITAHO-
gamui, KHoPOy B MeJaccy HIH €OJO-
I0BHIH 3KCTPAKT. ITa cpena cosiaer
HYXHbIE VCA0BHS AJA pﬂBMHO}KCHHH
KOJICHH MOCTOPCHARX ApokaKel (nanp.
Candida utilis, Candida tropicalis)
¥ npoxiKeHd HCTHHHBIX (Sacch. cere-
visiae). KonoHHH pasHBIX IpOMKed
JerK0 pAasiHYATCH N0 BeTHYHHE H
HWeH THQHIHPYIOTCH.

BEMERKUNGEN ZUR METHODIK
DER FREMDHEFENBESTIMMUNG IN
BACKHEFE

Fir die betriebliche Bestimmung
kontaminierender Hefen in Back-
hefe wird eine geeignete Kultiva-
tionsmethode vorgeschlagen. Der an-
gewandte Agarboden, der Glukose,
Anilin  bzw. Trietanolamin-Hydro-
chlorid, KH,PO; und Melasse, bzw.
Malzextrakt enthdlt, ermdglicht das
Wachstum nicht nur der Betriebs-
hefe [Saccharomyces cerevisiae]
sondern auch der kontaminierenden
Hefen (Candida utilis, Cand'da tro
picalis]). Die Kolonien des Betriebs-
stammes und der kontaminierenden
Stimme sind aufgrund ihrer unglei-
chen Grosse leicht unterschiedbar.

REMARKS TO METHODS USED FOR
THE DETERMINATION OF
CONTAMINATING YEAST IN
BAKERY YEAST

The article deals with the methods
applied for the determination of
contaminating yeast in bakery yeast,
of which one, based upon cultiva-
tion, can be recommended for rou-
tine inspections at plants. The sub-
strate is agar containing glucose,
aniline or hydrochloric triethanol-
amine, KH,;PO,; and molasses or malt
extract. This substrate accelerates
the growth of colonies of contami-
nating families [Candida utilis, Can-
dida tropicalis) und true yeast
(Sacch. cerevisiae). The colonies can
be easily distinguished by their
different sizes.




