Kvasn§ primyslI

rod. 12 (1966) - &islo 12 ! 289
Stanoveni kontaminujicich kvasinek v peka¥Fském drozdi
metodou fizového kontrastu

JOSEF TOMISEK, Spojené lihovary, n. p. Praha, zdvod DroZdarna Kolin gg-;.tlsiz

Stale se zvysujici poZzadavky na jakost pekafske-
ho droZdi, vynucené hlavn& automatizaci v pekar-
nach, jsou predmétem mnohych diskusi. Jednim
z hlavnich bodfi je zkracovdni doby Kkynuti a
s tim souvisici obsah kontaminujicich kvasinek,
nespravné nazyvanych nepravé.

Jen zku3eny pracovnik pomérné dobfe rozezna
pod mikroskopem kontaminujici kvasinky v oby-
gejném preparatu. Nesmi pFitom zapomenout na
tasté diferenciace zdkladniho kmene vlivem Zivot-
nich a technologickych podminek, vyvolavajicich
zmény tvaru buiiky, strutkury plasmy atd. Z téch-
to divodil bylo vypracovdano n&kolik metod pro sta-
noveni kontaminujicich Kkvasinek v pekaFském
droZdi, aby se tak dostalo porovnatelnych vysledkl
pro hodnoceni jeho kvality. Jsou to metody:

1. Péstovani na lysinové piidé (dl-lysin mono-
chlorid)

2. P&stovani na glukoze
3. Péstovani na sladince

Vsechny tyto metody jsou kultivacni a k ziskani
vysledkii vyZaduji 72 aZ 96 hodin. I kdyZ jsou tyto
metody jinak dobré, pro drozdarskou praxi jsou
fasovd neidnosné. V&tsim potiZim p¥i vyrob& lze
se vyhnout jen rychlym zjiSténim a zdsahem. A toto
poskytuje metoda fazového kontrastu.

Fdzovy kontrast

Metoda fazového kontrastu [l], zavedend do
mikroskopie Holandanem F. Zernikem, je metoda
mikroskopického pozorovéni, 1lisici se principaln&
od viech ostatnich, dfive uZivanych metod. Jejim
objevem se znacné rozdifilo pole mikroskopického
badani, nebot mnohé objekty lze touto mikrosko-
pickou technikou pozorovat podstainé lépe neZ ji-
nymi metodami a v n&kterych pfipadech je tato
metoda jedinym vyhovujicim zpfisobem pozorovani.

V mikroskopické technice jde vesmé&s o zobra-
zeni osvétlenych prepardti. Ma-li byt viditelny
uréity detail prepardtu, musi zpfisobit ve svétle,
které nani dopadd, n&jakou zménu, odliSnou od
zmény, jeZ je vytvdFend okolnim prostfedim, tj.
musi odliZnd zmd&nit nékterou z veli¢in, charakte-
rizujicich pFislusné svételné vlnéni, tj. amplitudu
(uréujici intenzitu svitla), vinovou délku (udéava-
jici barvu svétla), fazi popf. polarizaci. Podle dru-
hu zmény rozliSujeme riizné mikroskopické me-
tody [2]. Velmi nesnadné je zobrazit struktury,
které jsou bezbarvé a od svého okoli se 1i31 jen
indexem lomu. PFili§ velk§ rozdil v indexu lomu
zplsobuje silné Cerné ordmovani struktury, pfi
malych rozdilech v n&m splyvd obraz s okolim.
Nejvyrazn&jsi je obraz preparatu, zbarveny uméle
¢i prirozens. Struktury pohlcuji &ast Pvétla a pro-
poust&ji jen zbytek. Stejn& tomu jeiu nezbarvenych
preparatil, jejichZ struktury riizng zmens$uji inten-
zitu svétla (jako by byly obarveny v riiznjych stup-
nich edi), o niZ vime, Ze je urfovdna amplitudou
svételné viny.

A — amplituda — intenzita svétla
je uamérna Ctverci amplitudy
prisluiného vinéni; 2 — vlnova
délka -- je vzdalenost dvou
sousednich mist v témze pohy-
bovém stavu
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Obr. 1. Fdze (g) charakterizuje pohybovy stav vinéni
v uréitém misté, uddpd se ve stupnich, pFitom dva stavy,
jejichZ jdze se lisi o 360°, jsou totoiné

Nezbarvené objekty neméni viak amplitudu svét-
la, které jimi prochazi, ale pisobi na stav svétel-
ného vin&ni, posunuji jeho fazi. Zatimco rozdil
v kmitoétu (tedy i v délce vlny) a amplitudé viny
nase oko zachyti jako rozdil v barvé nebo intenzité
svétla, zm&nu fdze nerozeznd. Je tedy nutno pfe-
nést rozdily fazi na rozdily v amplitudé a potom
lze rozligit i struktury, které zpiisobily zménu
faze.

Tuto podminku spliluje metoda fazového kon-
trastu. V podstatd jde o posunuti fézi, konkrétné
posunuti nultého maxima o Ctvrtinu vinové délky.
Tim vznikaji rozdily svétla a tmy mezi objektem
nebo strukturou a médiem. Vznikne tak kontrastni
cbraz, mnohdy i s péknym barevnym rozlisenim.

Rozliseni kvasinek pod mikroskopem

V mikroskopu jevi buiika kvasinek strukturu, kte-
r4 je ddna hlavnimi sougdstmi buiiky, jako jsou
vakuoly, krystalky n&kterych latek, kapi¢ky tuku
ald. Tyto strukturni jednotky maji své fyziologic-
ké dkoly a phsohi vidy ve vzdjemném vztahu a
v harmonii s funk&nim potencidlem celé buiiky [3].
Podle velikosti a mnoZstvi strukturnich jednotek
ma potom buiika strukturu hrubozrnnou, jemno-
zrnnou nebo homogenni. Struktury se fasto neobje-
vuji dosti zfetelné nebo se jen slab¥ odlisuji. Stu-
dium struktur v buiikdch vyZaduje proto znatnou
rkudenost. Aby se n#které latky, hromadici se
v plasm& nebo v jejich strukturnich prvcich lépe
poznaly, musi se bufiky barvit.

0d té doby, co mikroskopii dopliiuje jednoduché
zaFizeni fazového kontirastu a temného pole, mi-
Yeme pozorovat i Zivé buiiky nebarveng, s velmi
kontrastujicimi strukturami.

Ve fazovém kontrastu hustd mista v bufikdach
velmi tmavnou, kdeZto mista FidSi zilistdvaji mno-
hem svétlej3i. Buiiky p¥itom neusmrcujeme fixace-
mi ani nepoikozujeme toxickymi roztoky barviv.

Buiiky kvasinek a kvasinkovitych mikroorganis-
mfi byvaji velmi rozmanité. N&kieré tvary bunék
jsou charakteristické pro urcité druhy. I tyto dru-
hy maji viak znaénou ménlivost. Rozmanitost bu-
néénych tvard mé né&kdy pravou genetickou pova-
hu, jindy je v3ak vyvoldna pouze okamZitym vlivem
prostiedi. Tak napf. se myslilo, Ze pseudomycelium
vytvari jen zcela urcitd skupina kvasinkovit§ch
mikroorganismi, aviak pozd&ji se ukazalo, Ze se
vyskytuje v souvislosti s v§Zivou a latkovou vyme-
nou, Ze je to atvar vynuceny Zivotnimi podminkami
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v Zivném prostfedi. Proto je zapotfebi dobfe zndt n& chépat kaZdou zménu tvaru jako biochemicky,
kvasinky v praxi, umét je sprdvné oSetfit a sprav- funk&ni odraz zmén vnéjSich podminek. Musi se
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uvaZovat o tvarové proménlivosti p¥irozené i dru-
hmotn& vyvolané, geneticky podloZené i vyvojové
funkéni.

Vsechny tyto zmé&ny (hlavné tvarové) vedly k to-
mu, e napf. protahlé buiiky byly mnohdy pokla-
dany za kontaminujici kvasinky (d¥ive oznafované
jako mykoderma a torula). Pfi b&Ziném mikrosko-
pickém pozorovani, hlavné probihajicich kvasnych
procesdi, stdval se Casto posudek sporny nebo ne-
priikazny a tak méalo uZitec¢ny.

PFi pozorovani oby¢ejného prepardtu fazovym
kontrastem se jevi kontaminujici kvasinky tmaveé,
barevné& odliSené a tudiZ na prvni pohled nédpadné.
Takovy obraz je potom ziejmy i pro méné zkuSe-
ného pozorovatele. I po strdnce bakterialni infek-
ce je mikroskopicky obraz vyraznéjsi, nebot bakte-
ridlni buliky se jevi syté Cervené. RozliSeni konta-
minujicich kvasinek bylo ov&feno na veétSi sérii
vzork{i pekaFského droZdi, pochazejiciho ze v3ech
na3ich droZdaren, dodanych pod krycimi €isly Stat-
ni inspekci jakosti*) v Praze, kterd stanovila kon-
taminujici kvasinky u stejnych vzorki na lysinové
piid&, na glukdze a na sladince.

Shoda vysledktt ziskanych metodou fazového
kontrastu s vysledky druhych metod je velmi
dobra. Pf¥itom nutno zdiraznit, Ze vysledky meto-
dou fazového kontrastu byly ziskdny pozorovanim,
trvajicim jen 1 aZ 2 minuty. Pro urychleni a zp¥es-
néni priace je nutné, aby zorné pole mikroskopu
mélo stejnou hustotu co do poctu bun&k (napfi.
50 nebo 100). Tim se dosahne zjednodudeni, nebot
pfi spoc¢itani kontaminujicich bungk se ziskd vy-
sledek pfimo v procentech.

Postup praci

NavéaZ#i se 2 g zkouSeného droZdi do 50 ml vody
a z pfipravené suspenze se zhotovi prepardt pod
mikroskop. V zorném poli je tak vZdy asi 100 bunék
(pFi 800nasobném zvétseni). Pri posuzovani agluti-
novaného droZdi je nutné pfi priprav& suspense
vodu patfi¢ng okyselit kyselinou sirovou, fadné
protfepat aby se rozplynuly shluky.

Metoda poskytuje rychle vysledky a je tim velmi
uZitetnd pro mikroskopickou kontrolu vyroby. Nut-
no viak podotknout, Ye touto metodou byly urco-
vdny na fazovém zailizeni zn. Meopta Praha kon-
taminujici kvasinky, vyskytujici se b&Zné v pekai-
ském droZdi tuzemské vyroby.

Na mikrofotografiich na obr. 2 i v €ernobilém
provedeni je zFejmy rozdil mezi buiikami Saccha-
romyces cerevisiae (svétlé) a kontaminujicimi kva-
sinkami (tmavé) pf¥i riizném zvétSeni. Preparat pod

*) Stanoveni provedl PhMr. V .Muzikéf, SIJ Praha.

Tabulka 1

Porovndni vgsiedki pri stanoveni kontaminujicich kvasi-
nek riizngmi metodami a metodou fdzového kontrastu
v %

A [ Meto_da . Korlltrolm metody
vzorku | , 14ZOV€ho | gladina | lysin | glukéza
| kontrastu v % % 0 [
1721 18 11 13 14
1729 45 42 44 45
1629 8 g 8 9
1640 26 30 32 33
1722 30 28 31 32
1893 16 18 20 21
1670 5 3 2 3
1720 8 12 13 10
1692 14 16 14 7
1695 26 26 28 25
1723 16 18 14 20
1628 20 20 23 24
1730 24 22 25 23
1724 45 40 46 50
1694 22 18 21 20
1719 45 50 48 53

fazovym kontrastem je p&kn#& barevny a rozdily
jsou ve skutecnosti jesté zfeteln&jsi.
Zdvér

Stanoveni kontaminujicich kvasinek v pekafském
droZdi, bylo dosud provadéno kultivaénimi metoda-
mi, tj. metocdami ¢asové naroénymi.

K rozli¥eni kontaminujicich kvasinek od Saccha-
romycet bylo pouZito metody fézového kontrastu.
Timto zplisobem se provede stanoveni z obydej-
ného nativniho prepardtu pouze mikroskopickou
prohlidkou. Saccharomycety jsou svétlé a kontami-
nujici kvasinky (béZné se vyskytujici v droZdi)
jsou tmavé.

Byly porovnany vysledky (iabulka 1) =ziskané
touto metodou s vysledky ziskanymi kultivanimi
metodami Stdtni inspekci jakosti v Praze. Shoda
je velmi dobrd, i kdyZ stanoveni kontaminujicich
kvasinek v pekafském droZdi trva jen 1 aZ 2 mi-
nuty. Pro svou jednoduchost a rychlost je to me-
toda velmi uZitetnd pro kontrolu technologického
procesu.

Obr. 2 dokazuje. Ze rozliSeni kvasinek je zfetelné
a jasné. Ve skutecnosti mikroskopicky obraz ziska-
ny metodou fazového kontrastu je p&kné barevny
a jest& lépe zachycuje vzniklé rozdily neZ Cerno-
bila fotografie.
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HCITIOJIb3OBAHHUE METOHOA
$A30BOIO KOHTPACTA HOJ1d
OTTPEAEJIEHUA OPOXOKEH,
3APAKAIONIX XJIEBOIIEKAPHBIE
APOXOKH

B craThe paccMaTpHBAaeTCs BO3MOXK-
HOCTh NpHMeHEeHHS Merona (asoBoro
KOHTpAacTa MJs OnpeleNeHHs TpH-
CYTCTBHSI H ONpefeJeHHs B XJeGome-
KapHBIX  [POXKIKAX  3apaXKalomHX,
BpelIHHX Jpoxiked. Mertox obecne-
YHBAeT TOYHOE pPasJHYyeHHe HCTHHHBHIX
ApOMOKeHd, T. e. CaxapOMHIETOB OT
JApOXIKeH, 3apakalolHx, 3aBOACKHe
xJnefoneKapHBe JPOXIKH.

BESTIMMUNG DER KONTAMINIE-
RENDEN HEFEN IN BACKHEFE
MITTELS PHASENKONTRAST-
METHODE

Fiir die Bestimmung der kontami-
nierenden Hefen in Backhefe wird
eine Methode mit Anwendung des
Phassnkontrastes vorgeschlagen, die
eine deutliche Unterscheidung der
Betriebsstimme der Hefen Saccharo-
myces cerevisiae von den kontami-
nierenden Hefen ermdglicht.

APPLICATION OF THE PHASE
CONTRAST METHOD FOR THE
DETERMINATION OF CONTAMINAT-
ING YEAST PRESENT IN BAKER'S
YEAST

The article deals with the applica-
tion of a microscopic method based
upon the phase contrast for the
determination of contaminating
yeast present in the plant bakery
yeast. The method permits to
discriminate very reliably plant
bakery yeast, i. e. Saccharomyces
cerevisiae, from contaminating yeast.




