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ANNA KOCKOVA-KRATOCHVILOVA, CSAV, Chemicky tstav SAV, Bratislava 663.13

Mno#stvi praci, stdle se objevujicich. v odbor-
nych pivovarsko-sladafskych ¢asopisech dokazuje,
jak je problematika pivovarskych kvasinek stale
Zivym predmé&tem vyzkumu. Potvrzuji to také Setné
pfednasky na riznych mezindrodnich sjezdech a
symposiich. Tato problematika je palCivou nejen
v zemich, kde technologicky postup neni jestg tak
jednostranng usmérnén jako pfi spodnim pivovar-
ském kvaseni, ale je o ni zdjem vieobecny. Dokla-
dem toho je také u nds mnoho dotazli a poZadavkil
na nové Cisté kultury. Tento pfisp&vek, ktery se
zabjvd uvedenou problematikou je rozd&len na
dvé C4sti. Prvni &ast je vénovdna vysledkiim ve
vyzkumu kvasinek za posledni 1éta ve svétovém
maFitku, druhd na3im vlastnim domécim problé-
mim a vytyen{ sméru soustavného vyzkumu v otaz-
ce pivovarskych kvasinek.

Hlavni smé&ry, v nichZ se nejvice udé&lalo, jsou
tii:

1. Studium wvyuZiti rfiznych cukrd kvasinkami.

2. Hled4ni novych kmendl s rozmanitymi poZa-
davky ma zdkladni metabolismus.

3. Aglutinace a sedimentace pivovarskych kva-
sinek.

Studium vyuZiti riiznych cukrii kvasinkal_ni

Papirovd chromatografie umoZnila nahlédnout
blize do sestavy cukrii ve rmutech, sladindch, mla-
dindch nebo v pivu. Dnes je vypracovdno mnoZstvi
metod pro diikaz nejrfizngjSich cukernych sloude-
nin jako aldohexdz, aldopentoz, ketohexo6z, keto-
pentéz, uronovych kyselin, deoxycukri, amino-
cukrii, oligosacharidfi i polysacharidfi. Nejpodstat-
n&j3im zdrojem t&chto cukrd pro pivovarské teku-
tiny je sladovy 3krob, ktery pfi rmutovéni podlé-
ha enzymantickému rozkladu. AvSak dnes byly po-
drobeny studiu i jiné polysacharidy, pfichazejici
do sladin z jetné obilky, jako jsou napf. hemi-
celulézy, rozkladajici se enzymaticky ma alfa a
beta-glukan, ktery tvofi mejvétsi fast neSkrobna-
tgch polysacharidd v jedmeni nebo na araboxylan
apod. Mnohé z nich jsou potom zdrojem vyskytu
pent6z v sladindch, nap¥. arabinbzy, xylozy, oligo-
sacharidi xylobiozy a vy3Sich pento-oligosachari-
dfi. O t&chto cukrech, které se dostdvaji do pivo-
varskych tekutin z jinych zdrojl, neZ je 3krob,
bylo v poslednich letech uvefejn&no vice pojed-
néni.

Nejvit3i vyznam pro kvaSeni maji vSak cukry
vzniklé pFi rozkladu Skrobu — cukry maltézové
fady. Diky chromatografickym metoddm méame
dnes podrobn&jsi znalosti o jejich sestavé. Rozbo-
rem pFi rmutovani se u nds zabyvala riiznd praco-
visté a také naSe pracovisté vydalo o tom né&kolik
zprdv. Enzymatickym rozkladem wvzniklé cukry
podléhaji déle také zméndm chemickym. Jde napf.
o chemickou hydrolyzu sachar6zy, O epimerace
maltézy, maltotribzy apod. NaSi pracownici se
zabyvali studiem schopnosti zkvaSovat epimeracl
vzniklé keto-oligosacharidy maltézové Fady a zjis-
tili, ¥e nase kmeny pivovarskych kvasinek tuto
schopnost postradaji. Jsou viak jiné kvasinky, kte-
ré klidné z prost¥edi odstrani nejen maltulézu, ale

*) Pfedneseno na IV. sladafsko-pivovarském semindfi 8. pro-
since 1961 v Plzni.

i maltotribzu a z ni epimeraci vznikly cukr, jako
nap¥. vinné kvasinky, Sacch. cerevisiae rasa XII

. nebo druhy rodu Schizosaccharomyces. Enzymatic-

kou hydrolyzou sladového 3krobu mebo uZ z od-
Stgpenych dextrinli vznikd4 tzv. nigeroza, ktera
tvoff s maltulézou téméFf chromatograficky par.
A ziistdva jistd jeSté Fada dosud neidentifikova-
nych cukrdi, vznikajicich pri rmutovani v sladi-
néch. Také i polyfenolické latky jeCmene a chme-
le mohou byt zdrojem mikrokvant rznych cukri.

Cukerné sloZky mladiny maji velky vyznam pro
fermenta¢ni ¢innost ndsadovych kvasnic. Je pfFiro-
zené, ¥e hlavnim zdrojem cukru pro tvorbu alko-
holu je maltéza. Ale také sachar6za stejn& doble
kvasi a je dokonce prvnim cukrem, ktery z kvasici
mladiny zmizi jesté pred glukdzou ‘a fruktozou.
Kvasinky si nejd¥fve vybiraji nejsndze vyuZitelne
cukry, takZe k dokvaSovani ziistdvaji zbytky ne-
zkvasené maltézy, a vysSi cukry maltézové Fady.
Podle toho jaky fond hydrolytickych enzymid maji
kvasinky, mohou je pti dokvaSovdni ddle Stépil.
Byla dokonce objevena kvasinka, nazvand Sacch.
diastaticus, o jejichZ vlastnostech bylo podéano né-
kolik zprav. Tyto kvasinky pry obsahuji enzym
glukamyldzu, kterd nejdfive St&pi alfa-1,4-giuko-
sidickou vazbu dextrinu. KvaSeni dextrini v pivé
viak podporuji jestd8 mlé¢né baktérie, z nichZ né-
které varianty maji schopnost §tépit také alfa-1,6-
vazbu 5tépnych produktii amylopektinu.

Za posledni 16ta byl také podstatn& pozménen
nézor na mechanismus vstupu cukrii do bun&k kva-
sinek. Zatimco v starsich pracich se hovofi o bu-
nésné membrand jako o bariéfe, jiZ prostupuji di-
fuzi molekuly uréitych rozmérd, dneSni nazory
pokladaji vstup cukrii do bungk za aktivni pfenos.
V posledni dobd byl tento ndazor také aplikovan
na pivovarské kvasinky v pivovarskych tekutindch.
Zjistilo se, Ze do bunék pronikaji i takové cukry,
které nejsou metabolizovany a tyto se mohou v buii-
kach hromadit tak dlouho, dokud se jejich kon-
centrace uvnitf mnevyrovnd s jejich konceniraci
v prostfedi. Jakmile zatnou v buiice nabyvat vySsl
koncentrace, vychézeji z buiiky, & to takovou rych-
losti, jakou jsou do ni pFijimany. Pravdépodobné
i mechanismus vystupu je tentyZ, jaky se uplat-
fioval pfi vstupu. Naproti tomu cukry, které jsou
utilizovany, mohou pronikat do buné&k i tehdy, kdyZ
jejich koncentrace v buiice je vy33i neZ v prostiedi.
Pronikaji sem tedy ve sméru proti koncentraénimu
spadu. To nemiiZe byt postup samovolny, ale po-
tfebuje se k tomu energie, kterd by tento transport
umoZ¥nila. Povaha této energie neni dosud znama.
Tento aktivni pFfenos se vysvétluje dnes modelové
tak, e prendSeny cukr musi mit urcity tvar, aby
se mohl v urfitfch mistech dotykat latky, ktera
tu slouZi jako nosi¢. Riznymi pokusy s inhibitory
cukerného metabolismu se dnes dokazuje, Ze tako-
vym nositem je kyselina ribonukleova. Mista, v kte-
rych se cukr s touto latkou dotykd, mohou byt
obsazena n&kterymi kovovymi ionty nebo skupina-
mi, napf. uranylem, vdpnikem i hof¢ikem. Tyto
ionty mohou pak brzdit pfenos cukru do bunék.

U disacharidii byly dnes osv&tleny dva mecha-
nismy wvstupu. Prvni z nich se tykd maltézy. Mal-
toza pronikd do bunsk podobnym mechanismem,
jaky byl pravé vyloZen. Tento systém pfenosu mal-
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tozy do bunék kvasinek je indukovatelny za pfed-
pokladu, Ze buiiky vlastni geneticky komplement.
Maltbza, kterd je jednou vnesena do buiiky, je en-
zymaticky hydrolyzovdna. K tomu potfebnéd hydro-
lyza je také enzymem indukovatelnym a geneticky
kontrolovanym. K vyuZiti maltézy kvasni€nou buii-
kou je tedy zapotfebi membrénového prenéaSejiciho
systému (permedza) a vnitfntho hydrolytického
enzvmu. Druhy princip vstupu do buné&k je vy-
svétlovdan na ptiklad@ invertdzy, kterd je jako hy-
drolyticky enzym umisténa pfi povrchu membréany.
Jejimu vstupu opfedchéazi St&peni sacharbzy. takZe
do bun&k vZ ofechdzi mechanismem, popsanym pro
jednoduché cukry. Fosforylované cukrv. které vzni-
kaji jako meziprodukty pfi vyuZiti té-hto jedno-
duchych hex6z. nemohou pronikat bun&fnou mem-
branou. Z toho se usuzuje, Ze svstém alkoholické-
ho kvaZeni ie sdruZeny s mpermedzovym aktivnim
pifenosem volného cukru do buiiky a ne jeho fos-
forvlovaného derivdtu. Fosforvlovanych cukrii ne-
miiZe byt yvuZito intakinimi Zivyimi buiikami. ale
jen plasmatick¥m obsahem. Testé je tfeba vzoome-
nout. Ze intaktni kvasniné buiiky mohou hydroly-
zovat koloidni 3krob. ba dokonce i inulin. a&koli
#4dny z nich nemtZe wprochdzet bunéfnou mem-
brdnou. Proto tyto hydrolytické enzvmy musi byt
umistény na povrchu kvasinek. Zda jsou tyto en-
zymy umistény v struktufe bun&fné stény anebo
jsou ¢4sti oprotonlasmové membrdnv. meni dosud
rozieSené. Umisténi nékterych hydrolvtick¥ch en-
zymii na mnovrchu kvasinek by také wvysvitlilo
schoonost $t&pit dextriny kvasinkou Sacch. diasta-
ticus.

V posledni dob& se u pivovarskv¥ch kvasinek
Sacch. carlsbergensis sleduje schomnnst utilizovat
maltotridzu. Tato kvasinka neoropousdti maltotrio-
zu, ale bezbunéén¥v extrakt obsahuje enz¥m. schom-
ny tento cukr rozklAddat. Zjistilo se. Ze kvasinky
mohou maltotriézu utilizovat p¥i pH 5 a 7. niknliv
v3ak ofi pH vy38im. Dalo by se to vvsvétlit tvor-
bou keto-cukru epimeraci v alkalickém prostfedi.

Hled4ni novéch kmem#i s rozmanitémi poZadavky
na zédkladni metabolismus

U kvasinek byl jiZ ddvno pozorovan tzv. Pasteu-
riv efekt. Je to tkaz. pfi n8mZ se vlivem kvsliku
objevi sniZenad kvasivd schoonost. Napf. vyuZily-li
kvasinky za anaerobnich podmfnek 80 % glukdzy,
za podminek aerobnich, n#&kolikrat za sebou ve-
dené. mohou sniZit tuto utilizaci aZ na 14 %. Tyto
otdzky zajimaii dnes pfedevSim ty, kftefi pFipravuji
pivo jesté svrchnim kvaSenim, za podminek teplej-
3tho vedeni anebo za podminek méné anaerobnich.
U svrchnich kvasinek Saecch. cerevisiae je také
Pasteurfiv efekt zfeteln&jsi neZ u spodnich kvasi-
nek Sacch. ecarlsbergensis.

Vyvinula se snaha vypé&stovat také z téchto
svrchnich kvasinek kmeny, které by hloubg&ji kva-
sily. Proto se mnoho pracovnikii uchylilo k poku-
sfim. jako kdysi provedl Ephrussi a Slonimski, kdyZ
vypéstovali respiratn& deficientni mutanty, tzv.

,malé kolonie“ (petit colonie). Podobné mutanty .

se ztradtou dychaci schopnosti se daji vypéstovat
riiznym zplisobem, napf. vlivem nékterych mine-
rélnich soli nebo Géinkem akriflavinu, UV zaFenim
apod. Tyto mutanty postrddaji celou fadu oxydo-
reduk&nich enzymi, zejména cytochromovych. Sta&i
je potom v gluk6ézovém prostfedi provétrat, aby
tyto enzymy a pfenaSele elektronli ziskaly opét
tento systém. Vysvétluje se to postupnou indukci
tak, Ze kyslik indukuje cytochrom oxyddzu a tato

indukuje tvorbu cytochromu c, ktery pak indukuje
fadu cytochromovych reduktdz. Takové snadno ob-
novitelné enzymy jsou kataldza a cytochrom-per-
oxydéza. Bylo dokézéno, Ze ty vlivy, které podpo-
ruji tvorbu kataldzy, podporuji syntézu kyseliny
ribonukleové.

Nektefi pracovnici se pokouSeli pfipravit d&in-
kem akriflavinu mutanty, které ztratily schopnost
dychani také ze spodnich kvasinek Sacch. carls-
bergensis. AvSak vysledky téchto pokusid byly ne-
uspokojivé, nebot pofet ziskanych mutantl byl za-
nedbateln& maly.

Plivodné se myslilo, Ze k vypé&stovani ztratovych
mutantli Gfinkem chemikdlii je nutné, aby kul-
tura, na kterou tyto plisobi, se nachézela ve stadiu
intenzivniho puceni. AvSak nékteré novéjsi pokusy
s vlivem soli mangéanu ukézaly, Ze to neni nezbyt-
nou nutnosti pfi uréité hlading volnych aminoky-
selin a pfi urcité koncentraci iontd hoif€iku. Dnes
se soudi, Ze tyto respira¢ni varianty vznikaji jako
vysledek mechanického defektu v distribuci dé&dic-
nych struktur, usmériiujicich dychéni.

Aglutinace a sedimentace pivovarskych kvasinek

0 sedimentaci pivovarskych kvasinek jako di-
sledku vlotkovaténi (aglutinace) je bohata lite-
ratura v minulosti i v soufasnosti. AvSak pfes
mnoZstvi praci, které se uvefejiiuji v této védni
oblasti, nebylo za posledni léta do nich vneseno
n&jaké nové hledisko — néco, co uZ dfive nebylo
vysloveno. I kdyZ se stdle diiraznéji prosazuje ge-
neticky charakter téchto vlastnosti, musime pfiznat,
Ze aglutinace jako vlastnost kvasinek se odeddvna
pfipisovala kmenim a rasam. Kvasinky byly roz-
liSovany na spodni a svrchni, na prachové a vlot-
kovité.

Dnes se vi, Ze to meni jen vlastnost kmeni, ale
e je to také otdzka vnéjSiho prostiedi, kieré
miiZze ovliviiovat svym sloZenim vlofkovat&ni kva-
sinek. Nejsou to jen vlivy chemické, ale i fyzi-
kdlné chemické a fyzikalni. Mdme-li shrnout na-
zor, ke kterému sméfuji vysledky experimentdlni-
ho badani v této oblasti, je asi takovy: kvasnitna
kultura je smé&si dobfe vlotkujicich bun&k a bunék
u nichZ tato schopnost chybi. Né&které latky v pro-
stfedi, jako napf. bilkoviny, alkoholy, vicevalentni
ionty, pentozany, chmelové latky apod., mohou flo-
kulaéni efekt zvysit. Naproti tomu jiné vlivy, napf.
cukry mebo zvySena teplota mohou vést k sniZeni
vlockovitosti. Tak se mohou vng&jSimi GCinky vy-
selektovat kultury se schopnosti vlo&kovat anebo
kultury, které tuto schopnost ztratily. N&ktefi se
domnivaji, Ze jsou pouze kultury vlotkovité a ne-
vloGkujici a %e meni pFechodnych charakter@i. Jini
opét rozdéluji kvasinky podle vlotkovaténi do vice
skupin tak, Ze odliuji kvasinky prachové a potom
ndkolik stupiii kvasinek vloZkovitych podle toho,
v kterém stadiu kvaSeni vlockovaténi nastane.

Veliky vyznam se piripisuje povrchovym polysa-
charidém, kterym se kdysi déval souhrnny nazev
Jkvasnitné gumy“. Dnes s pokro&ilym vyvojem bio--
chemie a sérologie jsou tyto povrchové polysachari-
dy analyzovény také chemicky. Tyto analyzy uka-
zaly na dfileZitost manan-fosfolipid-proteinového
komplexu, ktery mé hlavni vyznam pfi aglutinaci
kvasinek. Ngékteri tvrdi, Ze kvaSeni vloCkujicimi
kvasinkami je moZné jen tehdy, maji-li tyto urcité
obdobi, kdy nevlotkuji a jsou-li v mladiné suspen-
dovéany. Je proto také tfeba sledovat podminky od-
vlotkovaténi a latky, které toto podporuji. Bylo
zjisténo, Ze obdobi, kdy kvasinky nevlo€kuji, odpo-

#
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vidd obdobi, kdy dochézi k syntéze mananového
komplexu. Analyzou bun&tnych blan se zjistilo, Ze
prachové kvasinky obsahuji vEtSI mnoZstvi mananu
aZ ma konci kvaSeni. Proto jsou dnes pokladéany
prachové kvasinky za vlofkovité ve stadiu, kdy
pravé nevlockuji.

Tyto t¥i kratké souhrny vyznacuji dvé dileZité
véci:

a) Ze vyzkum problematiky pivovarskych kvasi- °

nek se nezastavil jen ma pokusnictvi, ale vyuZiva
plné a do hloubky v3ech poznatkil zdkladniho vy-
zkumu;

b) Ze problematika v celosvétovém mefitku je

velmi podobnéd na$im vlastnim potiebam.

I kdyZ se za posledni 1éta u nés ve vyzkumu pivo-
varskych kvasinek mnoho neudéglalo, je tfeba vzpo-
menout alespoii praci organizaéniho razu pf¥i ziizeni
stfediska ,,Slovenské &isté kultury pivovarske“.
Tato prace zaleZela v tom, Ze pfedevi8im byla pro-
vedena katalogizace, kterd spocivala na zdkladech
jiZ provedené typizace naSich Kkultur jeS§té v Bra-
nickém pivovafe. Ke kulturdm pivovarskych kva-
sinek byly v3ak pfipojeny i jiné €isté kultury, napf.
vinné kvasinky, patogenni kvasinkovité mikroorga-
nismy a také nékteré plisné. VSechny tyto kultu-
ry udrZuje dnes mikrobiologickd laboratof Che-
mického ustavu CSAV v Bratislavé. K tomu byly
pred tfemi léty pfipojeny také prdce s propagaci
pfesn& urfenych nésadovych provoznich &istych
kultur. Od té doby byla katalogizace provedena jiZ
dvakrat. Na jejim zdklad& jsou dnes zaregistro-
vany mnale ¢isté kultury v stdtni sbirce a také
v Mezindrodnim centru mikrobnich kultur v Lau-
sanne. Chemicky tistav CSAV v Bratislavé ma v pla-
nu v budoucnosti s touto katalogizaci pokracCovat,
nejen proto, aby ziskala tradice, ale zejména pro-
to, Ze se tato sbirka mikroorganismii stdle rozsi-
fuje o kmeny, ziskané z ciziny, o kmeny, potfebné
pro biochemicky vyzkum biosyntézy sacharidi
i 0 doméci izolaty, nebot se provadi priizkum vy-
skytu kvasinkovitych mikroorganismii v pfirod# na-
Sich krajin. Provadi se také typizace nékterych da-
leZitych druhii. Oba vydané katalogy vzbudily zdjem
o maSe pivovarské i ostatni kultury také v cizing,
takZe za posledni 1éta bylo doddno mnoho kmenti do
SSSR, Belgie, Japonska, Dédnska, Madarska, Polska,
Rakouska, Jugoslavie apod.

Pouha registrace kultur v8ak neni tfelem tako-
vého stiediska €istych kultur. Je tfeba kultury udr-
Zovat tak, aby si zachovaly své dileZité vlastnosti,
je tfeba sledovat jejich podminky vyZivy, kontro-
lovat jejich taxonomické znaky a také vypéstova-
vat nové primyslové kmeny, hodici se pro riizné
technologické postupy.

Autorkou byly kdysi laboratorné&, poloprovozné
i v provozu sledovény wvlastnosti naSich domécich
kmenifi. KdyZ byla naposledy studovédna otdzka vy-
uZiti riznych cukri z pivovarskych tekutin aZ po ho-
tové pivo, bylo zjiSténo, Ze naSe doméci kmeny, po-
kud jde o vybé&r a utilizaci cukrii, jsou ve svych vlast-
nostech témé&r vyrovnany. Neni proto divu, Ze

‘stale prichazeji dotazy a poZadavky ma kmeny se

specidlnimi vlastnostmi, stejné tak jak je to vidét
i v zahraniénim primyslu. Z toho se formuji pfi-
rozené poZadavky, které by si narokoval primysl
na svilj vyzkum v problematice pivovarskych kva-
sinek: >

1. Vypéstovani kmendi rychle a hluboko kvasi-
cich, jaké Zadaji prfedev3im slovenské zdvody.

2. Vypéstovani kmenfi s vlastnosti nevlofkovat,
které by se hodily na dokvasovdani nékterym na-
§im velkym zavodam, které je obcas Zadaji na
doplnéni série svych provoznich kultur.

3. Vypéstovani kmenéi odolnych vici nepiizni-
vym vliviim velkého mmnoZstvi surogdtii, a to podle
chemické povahy surogéatu, popf. vypéstovani ta-
kovych kmeni, které by byly schopny Sté&pit do-
dané polysacharidy.

4. UdrZet v rezervé kmeny-mutanty riznych vlast-
nosti, napf. schopné hluboko prokvaSovat pii tep-
lém vedeni bez tvorby neZddoucich privodnich
zplodin, kmeny odolné vii¢i kovovym iontlim, kme-
ny vhodné pro kontinudlni procesy atd. To zname-
nd udrZet je v takové formé, aby neztratily své
jednou ziskané vlastnosti.

Tim nejsou prirozend vyterpdny vSechny moZ-
nosti problematiky vyzkumu pivovarskych kvasi-
nek, ale jen ty, které jsou v soufasné dobé& dile-
Zité. Jak z piedchéazejiciho vyplyvd, jevi se nut-
nost, aby pfi takovém komplexnim vyzkumu doSlo
k stupiiovitému ¢len&ni vyzkumu a jeho skloubeni
v téchto hlavnich €léncich:

- 1. Vyzkum ve smyslu zdkladnim.
2. Vyzkum ve smyslu aplikovaném.
3. Priimyslovéa realizace.

Pii aplikaci tohoto €lenéni na naSe domé&ci po-
méry si jisté uvédomime, Ze mam tu n&co chybi.
I kdyZ by bylo naSe pracovisté s to FeSit otazky,
tykajici se zakladniho vyzkumu kvasinek a kva-
sinkovitych mikroorganismii, meni tu pracovistg,
které by tyto vyfeSené problémy pfené3elo do pri-
myslu.

Bylo by vhodné, kdyby prdce na tomto tseku
byly vhodn& koordinovédny, tak aby podniky samy
nemusily nastupovat tuto cestu a aby na3e kmeny
byly prezkouSeny pro mejrizn&jsi ufely. Kdyby se
podniky pfece rozhodly doplnit si sviij aplikovany
vyzkum zcela vaZné a disledn& mikrobiologické
pracoviité Chemického tstavu GSAV v Bratislavé
jim bude ochotn& néapomocné pii realizaci po
strdnce vyuky, organizace i iniciativy.
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