ky kakaa prosycené tukem a tedy hydrofobni. Jedna se proto o ukol
velmi komplexni, ktery si vyZida dosti znaéného usili ke zddrnému vy.
feSeni, vedoucimu k velkému zvySeni jakost; vyrobki naSich zavoda a k
prodlouzeni jejich trvanlivosti.
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Metédy pre stanovenie aglutinaénej schopnosti
technickych mikroorganizmov®)

ANNA KOCKOVA-KRATOCHVILOVA

Jednou z velmi déleZitych vlastnosti technickych mikroorganizmov,
napr. kvasiniek pri alkoholickom kvaseni, je sposob ich sedimentacie.
Miera sedimentacie je uddvand aglutinaénou schopnostoa. Aglutiniciou
sa tu rozumie shlukovanie kvasiniek vo viacbumeéné vlocky, ktoré iak
nadobudni viédiu vahu a TahSie padaju ku dnu kvasnej nidoby. Aglu-
tindcia je preto z najvacSej Casti pri¢inou sedimentacie. PretoZze vysled.
ny metabolizmus je zavisly od velkosti celkove] semipermeabilnej plo-
chy, spésob aglutindcie vplyva na pricbeh metabolizmu kultiiry. Pretoze
téma, o kiorej budem hovorit, je v uzkej suvislosti prave s touto fyzio-
logickou funkeciou mikroorganizmov, rozoberiem mnajskér priéiny aglu-
tinacie.

Malkov (1) poklada za pric¢iny aglutinicie napr. oslabend enzymati-
cku aktivitu, oslabemné rozmmoZovanie, vplyv soli obsiahnutych v pro-
stredi, zvy3ujacich alebo smizujicich pH, G¢inok produktov vymeny ldt-
kovej, vplyv mlieénych baktérii a pod. Etanol ako produkt alkchelic-
kého kvasenia podporuje podla Plevaka a Bakusinskej (2) velm; silne

aglutinaciu, ked je pritomny v koncentracii 1 — 3%, v koncentracii
4 — 7% len slabo, v koncentréicii 8% uZ vébcc mie. Pri pivovarskem

procese by inal vplyv ma aglutiniciu vo vacSej miere len alkohol pri
stupliovitosti, ktora rata s extraktom a% do 10% vahovych. Aviak nie.
len metabolické produkty kvasiniek maja vplyv na aglutiniciu, ale ako
*) Prednesené na pracovnej konferencii chemickych vyskumnikov, technikov, zlep3ovate-
fov. novitorov v Banskej Stiuvnici v juli 1951,
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bolo uz raz povedamé, aj mlieéne baktérie, ba dokonca sme pozorovali, Ze
aj produkty pliesni v prosiredi, ktoré tuto funkciu kvasinick silne us.
merfiuji. Kvasinky pestované za pridania malého mmoZstva produktov
vymeny litkovej pliesne Aspergillus niger pozmefiuja vizuilne
svoj vzhlad ma vyzor kvasiniek svrchného kvasenia. To je pravdepodob-
ne v savislosti s pozorovanim Kiesslinga (3), ktory zistil, Ze v kultire
alkoholického kvasenia po pridani vyluhu z Aspergillus niger
nastane zvySenie vytvarama Kyseliny mhecne] v zatiatoéne] faze kva:,e-
nia. Dosial menované pric¢iny aglutinicie treba doplnit a rozsirii vy-
kladmi prvopodstatnymi podla fyzikdlnych a fyzikilnochemickych za-
konitosti, ako je mapr. permeabilnost buneénych blin, vyluéovanie gu.
méznych litok, adsorptivnost a javy elektrokinetické.

Ked sa pozerame ma kultiru mikroorganizmov, napr. kvasiniek,
v tekutom prostredi ako ma koloidny roztok, aglutinicia znamena vy-
vlo¢kovanie koloidu a okamih, kedy aglutinicia nastala, isoelekiricky
bod. Podla Michaelisovej (4) tedrie o elektrickej dvojvrstve mesa &ia-
sto¢ky koloidu mna svojom povrchu elekirické naboje, z roztoku ktory
ich obklopuje sa hromadia popri nich opaéné elektrické miboje. Ked je
napr. Ciastotka vybavena ma svojom povrchu zipornymi elektrickymi
nabojmi, hromadia sa z roztoku ma jej povrchu ndboje kladné, takze
d'aldia vrstva roztoku je o tieto chudobmej$ia. Smerom do vniitra pro-
stredia tychto nabojov ubifida a elekirokineticky potenciil sa tym sme-
rom sniZuje, pribida opaénych mabojov tak dlho, kym sa komcentracic
obidvoch nevyrovnzju. MéZeme tieZ povedat, Zze hustota niboja smerom
do vmitra prostredia klesa a rovna sa nule vtedy, ked koncentricia anio-
nov sa rovna konceniricii katiénov. Rovnovéaha je v tomto pripade ana-
logicka s rovnovihou sedimentaénou, aviak pri sedimentacii posobi pri-
tazlivost, v tomto pripade elektrické sily. Elektrickd dvojvrstva ma
rozhranie ma povrchu blany buniek kvasiniek. Tato semipermeabilna bla-
na oddcluje dve rozne keloidné prostredia: plazmu buneénit zvnttra
a zivmy substrat zvonka. Pomery v prirodzenom Zivmom prostredi nic
st viak také jednoduché, lebo tie isté fyzikalne zikony, ktoré platia pre
suspendované mikroorganizmy, platia aj pre ostatné koloidné &astice
v roztoku, ako napr. biclkoviny, alebo aj mikrebiilne infekeie a pod.

Vplyv soli v prostredi sa uplatiiuje podobne ako u inych koloidov.
toliz schopmost porusit stabilitu a spésobit vyvloékovanie, aglutinaciu.
je tym vicsia, éim je vydSie mocenstvo v prostredi obsiahnutého prvku
a podla pravidla Hardy-Schulzeho (4) vplyv mocenstva prvku je v su-
lade s mocenstvom algebraickym. U anidnov sa tento vplyv stupiiuje od
SO;” < NO; < ClI” 7Z tohto dévedu v odbornych 3tidiich o agluti-
nacij kvasiniek sa velmi asto stretivame s pozorovanim vplyvu chloridn
hlinitého, uranylového, «dusiénanu uranylového alebo soli téria ma mi-
kroorganizmy. Moldavskaja (5) sledovala ako sa meni niboj kvasiniek
téinkom chloridu hlinitého a zistila isoelektricky bod pri koncentracii
0,01 — 0,02%. V pritomnosti Zelatiny sa isoelektricky bod posunul az
medzi komcentracie 0,001 — 0,05% chloridu hlinitého. Tieto latky, zvy-

572



Sujtce stabilitu mikrobiilneho koloidu (napr. zelatina, agar, albumin,
lecitin a pod.) mazyvala Moldavskaja ..sensibilitormi” To je podobny
tkaz, s akym sa stretédvame pri vyuziti tychto laiok na zmiernenie ic¢in-
ku sniZenia povrchového napitia (6).

Na stanovenie miery aglutinaénej schopnosti sa pouziva niektorych
prave uvedenych skusenosti:

1. Metéda, pri ktorej sa rdata priemerny pocet buniek v jednej vloc.
ke kvasinick. Na zvySenie aglutinaéného efektu pouZivame prisadu pro-
stredia metabolizovaného Aspergillom mnigrom. Stemdardizicia tohto
prostredia na zdklade analytickych metéd nie je jednoducha, preto po-
uZivame metédu biologickii. Stanovi sa priemerny poéet buniek vzdy tej
istej kvasinky v jednej vlotke (od troch bunick poéinajic) v rade roz-
licnych koncentricii Aspergillového substratu. Rozdiely velkosti
vlo€iek majskér tmerne stupaji aZ do dosiahnutia uréitej koncen.
tracie, dalej sa zvySuji len mierne a koneéne nastdva autolyza bunick.

1 Aspergillovél
0,1]0,2|0,3/0,4|0,50,6 [0,7}0,8] Trostredia
priemerny pocet bunick
431 4611481591 566656 [829] §61 v jednom shluku
: rozdiely medzi priemermi
0301020|020|065{090| 1,73 032
x
0,65 mL
10
j—> autolyza
8
6
5
4
o]

0,1 0,2 0,3 0,8 Asp prostr
Krivka v uréitom bode ukiZe strmé maximum a jemu zodpovedajica
koncentricia sa moze pokladaf za majviac ucinna. Priemer shlukov sa
rita z takého siitboru, ktory sa moze Statisticky pokladat za dostacujici.
2. PouZivame aj orientaénii metédu, pri ktorej mieru aglutinaénej
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schopnosti hodnotime podla koncentricie vodného roztoku chloridu
hlinitého, ktora prave spdsobi vyvlockovanie.

3. Meranie aglutinaénej schopnosti v praxi sa previdza na ziklade
sedimenticie meranim ubyvania zakalu nefelometricky.

4. Koneéne prj pozorovani vplyvov okolia na aglutindciu mikroor.
ganizmov, najmi roznych Zivmych a dezinfekénych roztokov, vyuZivame
poznatky elektrochemické. Podla akosti elektrického niboja na povr.
chu buniek pohybuji sa tieto pod uéinkom jednosmerného pridu ku
katoéde alebo anéde. Vieobecne sa hovori o pohybe elektrofonetickom.
Tento pohyb sa méZe pozorovat a jeho rychlost sa dd merat zariadenim,
ktoré sa nazyva mikroelektroforézia. Jednosmerny priid, ktorého poten.
cial mdze byt I'ubovoIne meneny az do 300 voltov, sa zavddza do sus-
penzie pozorovanych mikroorganizmov v mikrokomérkach alebo v U-tru-
biciach. Elektrédy sa mezavadzaji priamo do pozorovaného roztoku, pre-
toZze by sa ma mnich usadzovaly &iastotky. PouZivaji sa medené clektrody
zavedené do roztoku modrej skalice (109 roztok) spojené agarovym
mostom s nadobami s masytenym roztokom KCl (40 g KCI, 3 g agaru,
100 ml vody). Z nadob s chloridom draselnym vedd agarové mosty az
k uzdverom komérky na stolku mikroskopu, alebo do U-trubic. Objem
clektrédovych nadob ma byt podla Tiselia (7) 50—100 masobme vi&si
ako objem U.trubice alebo komorky. Podla tedrie o elektrickej dvoj-
vrstve sa da elektroforézia vyloZit mapr. tak, Ze bunka ma pevne adhe-
rujicu vrstvicku negativnych nabojov, ku ktorej prilieha vrstva pozi-
tivinych nabojov, ktord sa vo vonkajsom elektrickom poli méze odsunut
a uvolnené niboje sa dopliiuji z nmabojov, ktoré nesie elektricky prid
a mézu byt regemerované este skorSie, kym sa porusi elektrokineticka
rovnovaha. Na vedeni pridu ma teda Gcast celd bunka.

Mikrokomérky sa pripravuju podla Silbereisena (8) alebo Krossa
a Zuelzerovej (9) tak, Ze sa ma podlozné sklo prilepia po stranach dva
pruhy rovnobeZne odrezamé z velkych krycich skiel. Uprostred zostane
chodbitka 2—3 mm 3iroka. Uspesnost pokusov zéileZi na rozmeroch tejto
chodbicky, ktoré treba vyskusat. Komérka sa plni suspenziou a prikryva
krycim sklom tak, aby sa vo vniitornej éasti neutvorily vzdusné bubliny,
ktoré by prerusily vedenie pridu. Naplnend komérka sa uzatvira ma
obidvoch stranich rozohriatym agarom toho istého sloZenia ako pre
agarové mosty. Potom sa uloZi ma 5—10 miniit do inkubatora s 4° C,
optimalnej to teploty pre elektroforeticki pobyblivost.

I

_
%
.

wikrokom rka
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Suspenzie treba velmi starostlivo pripravit. Predovietkym pozoro-
vana kultira musi byt zbavena na svojom povrchu Zivného prostredia
alebo prostredia, v ktorom bola zimerne méaéani. Premyvanie destilova-
nou vodou sa prevadza centrifugiciou a opatovnym resuspendovanim
do destilovanej vody. Doba macania kultiry mikroorganizmov v sksa-
nom roztoku ma trvat iba 15 — 30 minit. Pozorovanie sa kona naj-
osvedéenej$im spésobom v acetitovom pufru o pH 4,7 (to odpoveda
0,01 moliarnemu roztoku octanu sédneho). Fosfatovy pufer sa pri sledo-
vani roéznych vplyvov soli viacmoenych prvkov meosvedéil, ako zistil
Barron, Munz a Gasvoda (10) pri pozorovani vplyvu dusiénanu uranylo-
vého ma pivovarské kvasinky a ako je tiez uvadzané Mc Quillenom (11)
pri merani rychlosti elektroforetického pohybu Escherichia coli.

Meranie sa mdze robit dvojakym sposobom:

1. priamym stancvenim rychlosti pohybu, alebo vypoéitanim husto-
ty naboja ma povrchu bunky, alebo

2. meranim hibky stredného priidu mikroorganizmov.

Priame meranie rychlostj elektroforetického pohybu sa vyjadru.-
je vypoétom u, ktoré prebehla priemerna bunka za 1 sekundu pri po-
tencialnom spade 1 V/em. Toto stanovenie sa potom moze d'alej vyuzit
pre zis'enie hustoty nibojov na povrchu priemernej bunky.

/,

" NDT .k

. . _§. &
=2 3500 “ sin b 5
4 7 j
§="D

N = Avogadrovo &islo (6,0227 10*7)
D = dielektricka konstanta (pre vodu 81)
k = Boltzmannova kon3tanta (1,380 10— erg/grad)
T = absoldtna teplota
M = i6nova sila
4,802 . 10'° elektrostatickych jednotiek
viskozita
elektroforeticka pohyblivost
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Ked sa uvéazia vetky komStanty a zredukovatelné hodnoty, ukaze
sa, ¥e pre maSe meranie pri pouZivami toho istého pufru je jedinou pre-
mennou hodnotou rychlost elektroforetickej pohyblivosti. Staéi preto
prevadzat posiidenie len podla fejto hodnoty, ktord je priamo umerna
hustote néboja na povrchu.

Pri 25° C a pri D a 1 pre vodu plati:

6 = 738000 sin h ——— elektronov/u?
4. v w
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V druhom pripade sa meria Sirka stredného pridu mikroorgani-
zmov, lebo sa vychidza zo skiisenosti, Ze vrstvy priliehajice ku kryciemu
sklu hore a k podloZnému sklu dole maji smer zapri¢ineny zdporne na-
bitym sklom, ku ktorému prilieha vrstviéka kladnych nabojov z tekuti-
ny komoérky. Podla Silbereisena (8) treba s tymto zjavom ratal aZ do
hibky 1/5 komérky shora a od 4/5 dole. Za normalnych okolnosti je
napr. smer hlavného pradu anddovy a smer priadu kvasiniek v okrajo-
vych vrstvach katédovy. Zmemou vomkajSich podmienok aglutindcie sa
najprv hibka stredného pridu kvasiniek rozsiri a v isoelektrickom bode
vymiznu rozdiely medzi smerom stredného a okrajovych prudov kvasi-
niek, takze smer pohybu vietkych buniek je katédovy. Hibka pradu sa
meria posunom tubusu mikroskopu a zisfuje sa na stupnici mikrometric-
kého Srobu, dalej sa potom znazoriiuje schematicky. Celkové
vyhodnotenie vymedzuje presne len isoelektricky bod. Oproti jednej aj
druhej metéde hodaotenia vysledkov si v literatire uvadzané vyhrady.
Dnes sa pre sveju jednoduchost najviac pouZiva hodnotenie na zaklade
merania rychlosti elektrcforetického pohybu.

Stanovenie podla Silbereisena:
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Obycajne zdravé a fyziologicky zdatné bunky, pokial si jednotlivo
v pufri suspendovené, sa pohybuji smerom k andde, byvaji vybavené
zapornymi elektrickymi nabojmi a rychlost ich pohybu je tym védsia,
¢im je vidsia hustota naboja ma ich povrchu. Cim je podetnejsi tento
ziporny naboj, tym je menSia aglutinaéna schopnost a opacne. Elektric-
ka vodivost rychlejSie stipa, éim st podmienky pre Zivot a rast kultiry
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priaznivejSie. Starnutim ubyva anédova elektroforeticka pohyblivost so
stapajicim sklonom k aglutindcii. V okamihu, ked sa elektroforeticky
pohyb zmeni v smere a bunky sa zaénu pohybovat ku katéde, nastava
celkova aglutinacia, vyvlo¢kovanie kul iry, nepr. vplyvom pH 1,8 — 2,1
u kvasiniek. Kultiry mikroorganizmov, ktoré maji uz v normilnom
stave charakter vyvlodékovanej kultiry, napr. Pediococcus dam-
nosus utvarajici skupiny po 2,4 aj viacerych bunkach, javia katddovy
smer elektroforetickej pohyblivosti. Ako infekeia v kultire kvasinick,
tak Pediokoky zmierfiujii ry¥chlost elektroforc.ickej pohyblivosti kvasi-
niek. bunky Pediokokov sa lepia 1ma povrchy kvasniénych buniek a pod.
Vietky tieto prave uvedené vzfahy si v siilade s metabolizmom kulti.y,
pretoze rozpad slozZiiych litok v jednoduché znameni zvySenie elektric-
kej vodivosti, zatial €o syntéza znammeni jej snizemie. V pripade, ked
u starych buniek mastane zvysenie elektrickej vodivosti, ide pravdepo-
dobne o rozpad autoiyzou.
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Struktura dfeva a jeho zpracovani
na buni¢inu a papir*)
GUSTAV VINCENT
(Statni vyzkumni dstav pro lesni vyrobu, pracovisté Brno.)

Stoupajici spotfeba papiru a s ni souvisejici rostouci vyroba buni-
¢iny jsou pridimou velké poptavky po t. zv. celulosovém dfivi, &ili vlak-
niné. Doby, kdy lesni hospodafstvi mohlo dodatj celuloskam celé Zada-
né mmozstvi vlakminy v kuladich a $t€pinach dfeva téhoZ druhu mebo

*) Prednesené na pracovnej konferencii chemickych vyskumnikov, technikov, zlep3ovate-
Tov a novatorov v Banskej Stiavnici v jali 1951.



