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Viockovanie pivovarskych kvasienek

ANNA KOCKOVA-KRATOCHVILOVA,

Ceskoslovenské akadémia vied, Chemicky dstav SAV, Bratislava

Vlo&kovanie (flokulencia, samovoInd aglutind-
cia) méd u spodny¢ch pivovarskych kvasiniek velky
technologicky vyznam a je preto jednou z najdéle-
Zitejsich vlastnosti druhu Saccharomyces carlsber-
gensis Hansen [1]. Vlockovanie vo zmysle samo-
voinej aglutindcie treba rozliSovat od tvorenia kric-
kovitych vlociek, vznikajacich u vrchnych kvasiniek
tak, Ze sa dcerske bunky od materskych p.i pacani
neoddeluji a celd takco vytvorena vlotka je vyna-
Sand vyvijajicim sa kyslicnikom uhlicitym k po-
vrchu kvasnej tekutiny, na ktorej sa tvori hustejsia
vrstva. U spodneho kvasenia sa druhotne zhlukuja
jednotlivé uz dozrelé bunky. Preto nevlockuja v Sta-
diu najbujnejsieho pucania, ale aZ ku koncu kvas-
ného procesu. Zhlukovanie buniek vo vécsie vlocky
je tu preto tkazom opdcnym, pretoZe zhluky buniek
svojou vahou klesajui, ku anu nadob s kvasnou teku-
tinou, ktord zatial zniZila svoju mernd hmotu od-
kvasenim extraktu. Tak nastdva usadzovanie, se-
dimentécia. Vlo¢kovatenie aj usadzovanie kvasiniek

bolo preto vZdy v technologii kvasenia predmetoin -

Stiaia, pretoZe je déleZité, aby zacCalo vo vhodnej
dobe a nadobudlo sprdvnych rozmerov. Kvasinky
nesedimentujice by davali pivo ,pradzne” a taZko
filtrovateIné, kvasinky prili§ skoio sa usadzujice
by nedokoncili kvasny proces, pivo by ostdvalo
neprekvasené, dokvasovanie by viazlo, snadno by
dochédzalo ku kontaminovaniu atd. Na zdklade
tejto tvahy rozliSuji niektori pracovnici dva typy
kvasiniek [2], druhi, ako napr. Gilliland (3] aZ
Styri:

I. trieda kvasiniek: NevloCkuja.

II. trieda kvasiniek: VloCkuji aZ na konci kvas-
ného procesu.

111. trieda kvasiniek: Vlo&kuja sice na konci kvas-
ného procesu, ale nasledovane prudko sedimentuji
a vSetky bunky sa rdzom usadia.

IV. trieda kvasiniek: Kvasinky vloCkuja skoro,
takZe dcérske bunky sa ani nestalia oddelovat a
pred¢asne sedimentuja. :

Ododdvna sa pripisovala schopnost vloCkovat
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kmefiom, rasdm, varietdm. Iba v poslednej dobe sa
vSak tdto skisenost vedecky formuluje tym, Ze sa
vlockovatenie poklada za vlastnost deditna. Je po-
kladana za vlastnost dominantni — F (flocculence)
a ,,prachovitost” za vlastnost recesivnu — f. To vSak
nijako nehovori proii skuto¢nosti, Ze existuje velky
pocet rdznych chemickych, fyzikalno-chemickych
a fyzikalnych ¢initelov, ktoré vlockovitost zvysujia
alebo vyvolavaju odvlockovatenie [1, 4]. Tak je
zndmy ucinok vysokomolekuldarnych substancii zo
sladu [5, 6], vplyv viacmocnych katiénov [7, 8, 9],
réznych aniénov, napr. fosfatov, viazanych k po-
vrchovym vrstvdm bunkovych blan [10], alkoholov
[11], povrchového napétia, pH prostredia [10], hod-
noty elektrického néboja na povrchu buniek [1, 12,
13, 14, 15, 16, 17], pricomnosti komplexov manan-
-fosfolipid-proteinovych v povrchovgch vrstvach
blan [18, 19], atd. Naproti tomu st zndme aj vply-
vy a okolnosti, ktoré vlotkovatenie potlataji, ako
je pritomnost niektorych cukrov v prostredi, mal-
tézy a manodzy [20, 21], enzymov, rozpistajicich
polysacharido-lipidicko-bielkovinné ‘komplexy, ako
je papain, trypsin, lipdza alebo enzymovy komplex
zo slimékov [22].

Zaujimavé je, Ze viacej Stidia v tejto oblasti ako
spodné pivovarské kvasinky Sacch. carlsbergensis
si vynatili kmene Sacch. cerevisiae, v niektorych
krajinach eSte pouZivané k vyrobe piva. U Sacch.
carlstergensis je vacSmi tak dobre vyvinutd schop-
nost vlockovat a usadzovat sa, takZe vyber pracho-
vého kmeifia robi Casto taZkosti. Aj ked sa ndjde,
v podmienkdch spodného kvasenia tato vlastnost
ztrdca a stdva sa opdt vloCkujiacim. Niekedy sa
Sacch. cerevisiae, pouZivané ako produk¢éné kmene
v pivovarstve $lachtia tak, aby sa u nich ¢o najviac
potlacil oxydativny metabolizmus a zvyraznil sa
metabolizmus anoxydativny [23, 24]. Okrem toho
sa niekedy pracuje aj so zmesami kmeiiov, ktor
maja réznu schopnost vlockovat [25]. Chesters [26]
sa zaoberal rozborom schopnosti vlockovat vo
vnitri kmefia Sacch. cerevisiae. Izoloval kultdry
z jednobunkovych kolénii a zistil, Ze javia znaZni
variabilitu v schopnosti sedimentovat.
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Jeffrey [25] sa zaoberal tieZ otdzkou zniZenia
vlotkovitosti (F—>f) a zistil, Ze zdvisi na zvySeni
teploty. Naproti tomu pri nizkej teplote rastd rych-
lejsie kvasinky vlo&kujice — F, ako prachové — f,
a teda ich tendencia k vloCkovateniu vzrasta. Pre-
. toZe spodné pivovarské kvasinky patria k chladno-
milnym, pestovanym pri 5 aZz 9 °C, musi u nich pro-
ces vlodkovatenia ist smerom f > F. Amaha a Ta-
keuchi [28] sledovali potrebu vitaminov pre vloé-
kovatenie pri réznych teplotdch. Zistili, Ze vSeky
vlotkujice kvasinky pri nizkej teplote potrebuji
inositol. Podobne Dunwell a spol. [29] zamerali
svoje Stidium tie? na otazku vlotkovatenia v si-
vislosti s pritomnostou alebo chybanim biotinu a
kyseliny aspardgovej v prostredi.

Z celkovych doterajSich znalosti o vloCkovateni
vidno, Ze technologické pomery pri vedeni spoiného
kvasenia, hlavne nizka teplota, poskytuji kvasin-
kam najlepsie podmienky nielen k zachovaniu, ale
aj k podpore schopnosti vlofkovat. Tym si tieZ
vysvetlime, Ze tato vlastnost je v prevahe, pretoZe
sa vyselektovala, a treba ju pokladat za jeden
z va¥nych znakov druhu Saccharomyces carlsber-
gensis Hansen. To bol dévod, prefo sme pri typizo-
vani kmeiiového materidlu u tohoto druhu posudzo-
vali tieZ vlotkovatenie skimanych kmeifiov.

Material a metody

Kmene kvasiniek. PouZili sme kmene 2z nasej
zbierky, ktorgch pévod a oznacenie kmeiia je v Ka-
talogu ,,Cs. zbierky mikroorganizmov® [33]. Kmene
boli uZ pred tym hodnotené biochemicky, morfo-
logicky a sérologicky [30, 31, 32]. Na po.ovnani2
sme pouZili kmene Sacch. cerevisiae, 21-4-17, Sacch.
ciastaticus, 21-45-1, Sacch. cartilaginosus, 21-14-1 a
Sacch. willianus, 21-15-2.

Stanovenie sedimentadnej schopnosti. Jednotlivé
kmene sme oc&kovali do 50 ml svetlej mladiny
0 10 % véah. extraktu a inkubovali pri teplote 5°C
aZ? do ukoncéenia hlavného kvasenia, po dobu 6 dni.
Poiom sme kvasni tekutinu zliali, bunky vyprali
30 roztokom CaCl,, upravenym raz na pH 3,5 kyse-
linou citrénovou, a raz na pH 5. V tychto roztokoch
sme bunky hned suspendovali, suspenziu vliali do
kyvety Langeho kolorimetra a stanovili pociatotni
absorpciu svetla. Meranie sme prevadzali v 5Sminu-
tovych intervaloch po dobu 30 minit. K stanoveniu
poétu usadenych buniek sme zkonStruovali p.ie-
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Obr. 1. Priebeh se@iimenmcte, ktory ukazuje zlom v progeh
5 minatach sledovania pri pH 3,5
A — najmendia sedimentatnd rychlost; B — strednd; C najvacSia
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Obr. 2. Priebeh pravidelnej sedimentdcie
A — najmensia sedimentatnd rychlost; B — strednd; C najvacsia

mernd kalibra&éni krivku z troch kriviek ziskanych
stanovenim percenta absorpcie svetla v rézne hus-
tych suspenzidch buniek kmeiia .malobunkového,
48-19, stredne velkého, 48-63 a velkobunkového,
48-54.

Vysledky

Uvedenou metoédou sme preskusali sedimentalnua
rychlost najprv u typickych kmeiiov druha Sacch.
carlsbergensis Hansen (tabulka 1).

Uké4zalo sa, Ze medzi skimanymi kmefimi si dva
typy sedimentécie:

1. Kmene, ktoré sme oznatili ako zlomové (F),
sedimentuji rychle po¢as prvych 5 mindt (obr. 1)
a po.om uZ len pozvolna. Sedimentatna krivka nie
je priamodar4, ale lomena.

2. Kmene, ktoré sme oznatili ako prachové (f),
sedimentuji rovnakou rychlostou po dobu 30 mindt

Tabulka 1
Prehlad vytriedenych kmeriov druhu Sacch. carlsbergen-
sis Hansen
Dizko-8irkovy { 2,2a%13 1,1 az 1,2 1,0az1,1
pomer | podlhovasté stredne ovalne gulaté
'
1. Kmene s ma- 48—26° 48—19*
lymi bunkami 48—20*
i 48—15
4834
2. Kmene s prie- 48—30 48—21 48—8
mernymi bun- 48—22° 48—12 48—37
kami 48—10° 48—13 48—38"
48—9 48—863 48—18"
48—6" 48—23*
48—33" 48—49"
48—3 48—53
48—21°
48—35*
48—4°
48—18°
48—47
48—61*
48—31
3. Kmene s vel- l 48—386" 48—55"
kfmi bunkami | 48—57 48—17"
3 4852 | 48—30"
48—7" 48—50*
48—1" 48—59
| 48—45° | 48—48"
48—32" 48—54"

* Kmene zlomové, ostatné si kmene prachové
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Obr. 3. Prehlad poletného zastiépenia viskytu zlomovej
sedimentdcie

(obr. 2) a preto ich sedimentatny priebeh je pria-
mocary.

Zo vietkych skumanych kmeiiov, vytriedenych
ako Sacch. carlsbergensis Hansen je 74,4 % kme-
fiov zlomovych. Vzhladom k morfotypizécii [ta-
bulka 1) je percentné zastipenie v jednotlivych
morfologickych skupindch nerovnaké (avsak ani po-
¢et kmeiiov, ktoré mame k dispozicii nie je rov-
naky):

Tabulka 2

Percentudlne :zastiipenie zlomovijch kmefiov v jednoi-
livych morfotypoch Sacch. carlsbergensis Hansen

% zlomovych % prachovych
kmefiov kmefiov

1. Kmene s mal§mi bun-

kami 80 20
2. Kmene so strednymi

bunkami 56 44
3. Kmene s velkymi bun-

kami 84 16

U 30 skiimanych kmeiiov, ktoré tvorili zlom v se-
dimentacnej krivke, sme hodnotili tak tito 5-minu-
tovii sedimentdciu ako aj celkovi sedimentédciu po
30 minutéch. Obr. 3 a obr. 4 ukazuji poletné za-
stipenie jednotlivfch sedimentaénych rychlosti
v dobe 5 a 30 minit pri pH 3,5. Rozdiel v sedimen-
tatnej rychlosti je zdvisly za danych podmienok od
pH prostredia. U védcSiny kmeriov nastdva zlom
v sedimentédcii len pri pH 3,5, zatial€o pri pH 5 je
priebeh pravidelny tak, ako u prachov§ch typov.
Len niekolko kmeiiov, 48-19 z malobunkovych
48-52, 48-7, 48-32 z velkobunkovych a 48-6, 48-22,
48-38, 48-49 a 48-4, javia tieZ zlomovy priebeh
sedimentécie aj pri pH 5.

Celkova priemernd sedimentadné rychlost sa dé
u zlomovych kmeiiov vyjadrit hodnotou 15 300 000
buniek, ktoré sa v 1 ml usadia za dobu 30 mintt
v 3% roztoku CaCl; o pH 3,5. Primernd zlomové
rychlost sedimentécie tychto kmeiiov je vyjadrena
hodnotou 12 600 000 buniek v 1 ml, ktoré sa usadia
za dobu 5 minidt v 3% roztoku CaCl, o pH 3,5 za
uvedenych podmienok pokusu.

Priemernd sedimentacné rychlost zlomovych kva-
siniek pri pH 5 bola ovela niZ$ia a €¢inila 7 200 000
buniek/ml, usadenych za dobu 30 minit. Z toho len

9 hore uvedenych kmerfiov malo priebeh lomeny a
priemernd hodnota tohto zlomu bola 8770000 bu-
niek/ml, usadenych za dobu 5 minut.

Zaujimavé, Ze takmer polovina priemernych kme-
fiov Sacch. carlsbergensis mala pravidelny priebeh
sedimentdcie. Medzi nimi boli aj kmene, ktoré si
ratané k osvedenym produkénym ‘kmeiiom, ako
napr. 48-63 alebo 48-37, podobne ako u velkobun-
kovych kmeiiov osvedCeny kmeii 48-1. Tieto kmene
sa v praxi vyzna&uja vlastnostou rychle prichédzat
do kvasenia a stredne alebo hlb3ie kvasit. Piiamer-
néd celkovd sedimentatnd rychlost tychto kmeiiov
bola 10 200 000 buniek/ml, usadenych za dobu 30
minit v 3% roztoku CaCl; pri pH 3,5. Spodné hra-
nica bola 6 000 000 buniek/ml za 30 mintt p i tychto
podmienkédch. Tato hranicu sme zvolili stfasne za
hranicu medzi sedimentujicimi a nesedimentujtacimi
kmefimi. Pri pH 5 sa tieto kmene javili ako nesedi-
mentujice s rychlostou 3300030 buniek/ml, usa-
denych za dobu 30 mindt.

Pri prevddzani biochemickej typizdcie celej sku-
piny kmeifiov, vedenych v naSej zbierke ako pivo-
varské kvasinky, sme vytriedili skupinu s vlast-
nostiami Sacch. cerevisize. Bolo to 13 kmefiov
(48-11, 48-27, 48-62, 48-40, 48-43, 48-51, 48-44, 48-28,
48-24, 48-29, 48-14, 48-42, 48-56), ktoré boli schopné
kvasit-rafin6zu len do /s, zanechdvajiice na chro-
matograme prekvaseného roztoku rafin6zy 3Skvrnu
melibiézy. Medzi tymito kmerimi boli r6zne vrchné
kvasinky, anglicky produkény kmeii Sacch. cere-
visiae a kmene, ktoré sporuluji. Ukézalo sa, Ze
vietky tieto kmene maja pri sedimentacii pravi-
delny priebeh a pritom niektoré, ako napr. 48-11,
48-27, 48-62 [malobunkdvé), 48-29, 48-42 a 48-56 boli

- uZ pod zvolenou hranicou sedimentédcie. Celkova

priemernd sedimentaéné ry¢chlost celej prechodnej
skupiny ku druhu Sacch. cerevisiae bola 8 603000
buniek/ml, usadenych za 30 mindt pri pH 3,5. Pri
pH 5 bola len 3200000 buniek/ml usadenych za
30 min.

Pri sérotypizécii sme vytriedili kmene, ktoré ne-
reagovali pozitivne s antisérom 48-63 ako 3pecilic-
kym pre druh Sacch. carlsbergensis Hansen. Boli to
kmene urcené ako Sacch. monacensis Hansen,
Sacch. mandshuricus Saito, ale tieZ niekolko typic-
kych Sacch. carlsbergensis, ako 48-12, 48-52, 48-53

Obr. 4. Prehlad pocletného zastiipenia vyskytu celkovej
sedimentdcie

Skupiny o sedimentaénej rychlosti vyjadrené v milibnoch buniek
v ml/30 min:
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a 48-77. Z nich jedine kmeil 48-52 javil zlomovy
typ sedimentdcie.

Porovndvacie kmene Sacch. cerevisiae, 21-4-17,
Sacch. cartilaginosus, 21-14-1 a Sacch. willianus,
21-15-2, nesedimentovali lebo rychlost usadzovania
ich buniek bola pod ndmi stanovenou hranicou tak
pri pH 3,5 ako pri pH 5. Jedine Sach. diastaticus
Andrews et Guilliland javil prachovi sedimentacni
schopnost pri pH 3,5 s rychlostou 8 000 000 buniek
na ml usadenych za dobu 30 min. Touto hodnotou
sa radil do skupiny medzi Sacch. carlsbergensis a
Sacch. cerevisiae (13 spomenutych kmeiiov].

Diskiisia

Nami vytriedené kmene spodnych pivovarskych
kvasiniek (tabulka 1) predstavuji populdciu druhu
Sacch. carlsbergensis Hansen in sensu stricto. Ako
také musia odpovedaf vlastnostiami a znakmi 3pe-
cifike daného druhu. Doterajsie identifika&né znaky
a na nich zaloZené urdovacie klidfe su tak strohé,
#e nevystihuji dobre odlisnost charakteristik v3et-
kych doteraz popfsanych druhov. Si toti% zaloZené
na typovych kultirach ako nomenklatorickych ty-
poch a preto neobsiahnu celd variabilitu populécii
velkvch druhov. To je dovod, prefo sa snaZime dnes
vychddzat na miesto z typov§ch kultar, dlhy Cas
vedenych v zbierkach. prevadzat typizécie vo zmys-
le Statistickom u velkych stdborov kme®ov. UkéZe
sa, Ze premenlivost kmefiov je tak velkd, Ze Casto
prechody medzi jednotlivymi druhmi splyvaji. Preto
sa hladaji nové vlastnosti a nové znaky, ktoré by
prehlbovali naSe znalosti o charakteristike druhov.
Ak zaujmeme k taxon6mii hladisko fylogenetické,
musime hladat znaky v ekologickych faktoroch,

ktoré v histérii druhu formulovali jeho 3pecifiku.

PretoZe druh Sacch. carlsbergensis Hansen sa
vytvoril za podmienok kvasnej vyroby, je technolo-
gicky postup pri spodnom kvaseni piva prdve tym
ekologickym ¢Cinitelom. Preto si viimame préve ta-
kych vplyvov pri v¢robnom postupe, ktoré mohli
mat vyznam pri selekcii znakov, ktoré by druh
Sacch. carlsbergensis odli¥ili od fylogeneticky naj-
bliZSich druhov, ak¢mi st Sacch. cerevisiaze [Rees)
Mewen a Sacch. uvarum Beijerinck. Také znaky
méZeme vidief mapr. vo vyuZivani maltotriozy,
v aerobnosti a anaerobi6ze, v stupni ploidity, v mor-
fologii, v kultivatnej teplote, v tolerancii k eta-
nolu, v osmofilnosti atd. Ako ukazuje laboratérny
test stanovovania sedimentanej rvchlosti, ako je
v predu popisany, zdd sa byt vhodn¢m pre posu-
denie schopnosti vlotkovaf ako Specifickej vlast-
nosti pre druh Sacch. carlsbergensis Hansen. Najmé
zlomova sedimentdcia méZe temto druh odliSovat
od obidvoch spomenutych pribuznych druhov.

Tym, e k vedecko-taxonomick¢m Stddiam hlada-
me vznik vlastnosti prdve v technologick¢ch pod-
mienkach vvroby, spl¢va tu do uritej miery prisne
vedecky pristup s pouZiteInosfou v praxi. Prisne
taxonomicky vyhranené populdcie druhu Sacch.
carlsbergensis sa mdZu potom uplatnit pri vyrobe
piva spodnym kvasenim. Tak ako cel¢ rad inych
vlastnosti. aj zlomovd a prachovd sedimentdcia sit
stivzta?né s fermentaénymi vlastnostiami v prie-
behu hlavného kvasenia a dokvasovania a odréZaji
sa v hibke prekvasenia, v trvanlivosti, v chutovych
vlastnostiach piva a p. Znalost tejto charakteristiky
méZe byt preto voditkom tieZ pri vybere kmeiia pre
prevadzku podla Ziadanych vlastnosti.

Siihrn

Uvéadza sa tu jednoduchd laboratorna metéda na
stanovenie rychlosti sedimentécie, ako ddkazu pre
schopnost pivovarskych kvasiniek vlotkovat. Me-
toda bola aplikovana na typickych kmeiioch Sacch.
carlsbergensis in sensu stricto, na skupine kmeiiov,
tvoriacich prechod k Sacch. cerevisiae, na skupine
kmeiiov neaglutinujicich s $pecifickym sérom proti
typickému kmeiiu Sacch. carlsbergensis, na kme-
fioch synonymnych [Sacch. monacensis a Sacch.
mandshuricus) a na kmeiioch porovnavacich Sacch.
cerevisiae, Sacch. diastaticus, Sacch. cartilaginosus
a Sacch. willianus.
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OJIOKKYJISLHS ITHBOBAPEH-
HBIX OPOXOKEH

B cratbe paccMaTpHBaeTcs BecbMa
HecJqOXHblii  JaGopaTopHBIi  MeToA
onpejleleHHs] CKOPOCTH CeAHMEeHTAaIHH
nHpoBapenHbiX Apoxiked. [lokasa-
Tesib, XapaKTepH3yWLHi  CKOpoCTh
(IAOKKYASILHH HH3OBLIX NHBOBAPEHHBIX
JIPONCKel HMeeT BaXKHOe 3HaueHHe He
TOJALKO B 00JAaCTH TaKCOHOMHH, HO
TaKkKe TpH TNpaKkTHYeCKOM Bhuifope
IITAMMOB JJIS1 NPOH3BOACTBEHHBIX lie-
aei. [Ipeasaraemulii MeToa NpoBepsica
Ha THOHYHBIX WITaMmax Sacch. carls-
bergensis, na mrTaMmax TNpeacTasJs-
IOIHX MepexogHyo crynedb K Sacch.
cerevisiae, Ha WITaMMax He arrjaloTH-
HHPYIOIUX 1nocie npHOaBKH CleiH-
hHYHOIT  CHIBOPOTKH  NPHMEHAeMOH
A8 apoxxel Sacch. carlsbergensis,
a KpoMe TOro Ha HEKOTOPBIX IITaM-
MaxX KOHTPOJIbHBIX.
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FLOCKUNG DER BIERHEFE

Es wird eine.einfache Labormethode
zur Bestimmung der Sedimentations-
geschwindigkeit der Bierhefen be-
schrieben. Bei untergdrigen Bier-
hefen eignet sich diese Methode
nicht nur zu taxonometrischen Stu-
dien, sondern auch zur Selektion der
Betriebsstimme. Als Versuchsmate-
rial zur Erprobung der neuen Metho-
de wurden Stdmme der Sacch. carls-
bergensis, Hefestimme, die den
Ubergang zu Sacch. cerevisiae bil-
den, einige synonyme und Ver-
gleichs-Stdémme beniitzt.
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FLOCCULATION OF BREWING
YEAST *

The article deals with a simple, la-
boratory method which has been
developed for determining the speed
of yeast sedimentation. with bottom
brewing yeast the sedimentation rate
is one of the factors important for
taxonomy studies being at the same
time useful at selecting stiains for
breweries. The reliability of the
presented method has been verified
on typical strains of Sacch. carlsber-
gensts, on strains forming an inter-
mediate step to Sacch. cerevisiae,
on strains failing to agglutinate after
addition of specific serum used for
‘Sacch. carlsbergensis, and finally on
some synonymus and comparison
strains.




