Nékteré poznamky k testovani kvasniénych kmen

Ing. JAN SAVEL, Jihoteské pivovary, n. p., podnikové Feditelstvi, Ceské Bud&jovice

AcCkoli existuje mnoho analytickych metod k uréo-
vani vlastnosti pivovarskych surovin a produktd,
z0stdva posuzovani pivovarskych kvasnic dosud ne-
dofeSenym problémem. PFitom bylo na tomto poli
vykonano mnoho prace. Existuji obsihlé sbirky
Cistych kment pivovarskych kvasnic s riznymi
vlastnostmi. Byla vypracovdna fada metod, umoz-
fujicich rozliSeni jednotlivych kmenid a jejich vlast-
nosti. Pfesto zavddéni vybranych kmend do provo-
zu nardZi na Cetné obtiZe. Chovani kvasnic za pro-
voznich podminek byvd odliSné od chovani Zjists-
ného v laboratof¥i.

Aby se tento rozpor odstranil, byly vyvinuty no-
vé metody ke stanoveni pouZitelnosti kvasnic
k provoznim tGéelim. Podstatou t&chto metod je co
nejlepsi napodobeni provoznich podminek v labo-
ratofi. Kvasnice se zpravidla kultivuji v kvasnych
vélcich pFi nizké teploté (7 aZ 10 °C), pFidemZ se
prib&Zné& sleduji technologicky daleZité vlastnosti,
jako rychlost kvaSeni, sedimentace, lom a rist
kvasnic, chemické sloZeni piva aj.

Priikopnickou préaci v tomto oboru vykonal Wein-
furtner [1—8], ktery pracoval s kvasnymi vilci
obsahu asi 800 ml mladiny nebo syntetické pidy,
prIi stdlé teplot& 7 °C. Kvasnych valcii obdobné kon-
strukce pouZivaji i jini auto¥i. Lietz [9] sledoval
chovéni kvasnic v sklen&ném valci s mladinou, po-
nofeném pfimo v kvasné kadi ve spilce.. Skupina
pro vyzkum kvasnic pfi EBC doporuguje pouZivat
1,5 m dlouhych sklen&nych valcii. Rovnd? se obje-
vuje stdle vice praci, pouZivajicich metody kvas-
nych vélci k FeSeni nejrizné&jsich otdzek, tykajicich
se hlavniho kvaSeni. Dixon [10] sledoval zm&ny
hofkych latek v prib&hu kvaseni ve sklen&ném, val-

covitém fermentoru. Pricha [11] pracoval s apara-
turou podle Weinfurtnera, v niZ zjistoval stav bakte-
ridlni kontaminace na priibéh kvaSeni. Charakte-
ristiky kvasnic, ziskané testovdnim ve valcich, se
pouZiva také pFi typizaci kvasnic. Walkey [12] po-
uZil vysledkii modelovych kvaSeni k rozdsdleni 153
druh@i kvasnic z britskych pivovari do ndkolika
skupin. V CSSR se typizaci pivovarskych kvasnic
zabyvala Bendovd et al. [13, 14]. Vypracovala po-
drobnou charakteristiku 55 kmen@i sbirky VUOPS
v Praze. Kromé& obvykle sledovanych znakii, jako
je délka a $irfka bungk, kvocient povrch/objem, spo-
rulacni schopnost, asimilace a zkvaSovdni cukri,
doplnénych i mén& zndmymi testy (tvorba obfich
kolonii, test s kyselinou fosfomolybdenovou), obsa-
huje jejich charakteristika rovnéZ vysledky kvas-
nych zkouSek podle Weinfurtnera. Tim vznikla da-
leZita zakladna pro vybér technologicky vhodnych
kmenti pro jednotlivé pivovary.

Pfes tsp&chy dosaZené kvasnymi zkouSkami,
objevuji se i kritické hlasy k ‘jejich pouZivani.
Emeis [15, 16] doporuduje radgji testovat kvasnice
pFfimo v pivovaru ve v&tSich objemech (1—2 hl) mla-
diny. KvaSeni v tak velkém objemu umoZiiuje totiZ
sledovat i vlastnosti kvasnic bshem dokvaZovani.
Také Masschelein [17] uvadi, Ze laboratornimi testy
nelze predpov&dét organoleptické vlastnosti hoto-
vého piva.

Na chovéani kvasnic pfi hlavnim kvaSeni ma vliv
Fada ciniteld. Jsou to predevsim velikost zdkvasu,
provzdudnéni mladiny, teplota kva3eni a zakvasna
teplota, sloZeni mladiny, obsah kali v mlading,
kyslik difundujici do mladiny pf¥i kvaSeni, druh
kvasni¢ného kmene, adaptace kvasnic.
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Abychom co nejvice pribliZili laboratorni zkouSky
provoznim pomeériim, sledovali jsme chovani kvas-
nic v provozni mlading v kvasné aparatufe podle
Weinfurtnera, pFicemZ jsme ménili nékteré podmin-
ky kvaSeni, zatimco ostatni ziistavaly konstantni.
Porovnanim takto ziskanych vysledkd s vysledky
norméalniho provozniho kvaseni jsme se pokusili

uréit nejvhodngjsi zpsob testovani kvasnic.

Material a metody

Kvasniéné kmeny. PouZilo se dvou flokulujicich
kment (&. 3, 5) a dvou neflokulujicich (€. 1, 2) hlu:
bokoprokvaEujicich kment ze sbirky VvUPS v Praze.
Pro porovnani slouZil provozni kmen (€. 4) pivova-
ru, v jehoZ miladiné se konaly laboratorni i provoz-
ni zkouSky.

Mladina. Provozni mladina 12 0% hmot. se odebra-
la ze stok pred spilanim a zahtivala se 1 hodinu
v proudici pafe. Pro kvasné zkousky se mladina
pred zakvaSenim fedila vodou na 11,50 % hmot.

Kultivace ndsadnich kvasnic. Studovany kmen se
prevedl ze sikmého mladinového agaru do sterilni
mladiny ve zkumavce a kultivoval 48 h pii 28 °C.
Dalsi kultivace néasledovala v téchto stupnich:

30 ml mladiny ve Freundenreichové baiice (3 dny,
20 °C), 50 ml mladiny v Erlenmeyrové baiice (4 dny,
20°C), 250 ml mladiny V Chamberlainové baiice
(5 dni, 14 °C}, 500 m] mladiny (12 dni, 8 °C). Pfe-
ockovalo se opatrnym slitim prokvasené mladiny a
rozmichadnim sedimentu Vv mlading dal$iho stupné.
Ve vsech pripadech se pouZzilo 12 0% hmot. sterilni
mladiny.

zakvageni mladiny. Kvasinky z posledniho kulti-
vagniho stupné se po sliti vEtsi casti mladého piva
prevedly do sterilni kyvety a odstfedovaly 5 min
pii 3000 ot/min. 2 g sedimentu se zakvasilo 750 ml
sterilni mladiny stupiiovitosti 11,50 + 0,02 % hmot.
Podet bunék v mladiné se pohyboval Vv rozmezi
6,2—6,6 . 10° bung&k/ml.

odbér vzorkii. Kazdy den se vzorky kvasici mla-
diny vytlacovaly z kvasnych valcl kyslicnikem
uhli¢itym, odebranym z lezackych tankd za pouZiti
gumového balonku. Po vytfepani 15 ml vzorkdi na
tfepacce (10 min) se mladé pivo filtrovalo s pii-
davkem kiemeliny pies. skladany filtr.

Analytické hodnoceni. Ve filtratu se stanovil
zdanlivy extrakt méfrenim refrakce [18]. Pocet kva-
sinek se urcil Thomovou komiirkou [19], suSina
kvasnic filtraci fritou S 4 [20]. Sedimentace kvas-

Tabulka 2. MnoZstvi narostljch kvasnic pFi kultivaci po

tas od podatku kvaSeni, na
kterém zadal pfisobit
vzdusni kyslik (dny)

podatetni susina kvasnic
(m;) mg/100 ml mladiny

nic se zjistovala méFenim objemu kvasnic v zaZe-
né casti kvasného valce. Rozpustény kyslik se mé-
¥il polarograficky [ 2192

Kpasné zaFizeni. Kvasné védlce podle Weinfurtne-
ra byly doplnény trubici, umozZiujici odbér vzorkl
bdhem kvaseni (Viz nakres). Izotermni prabéh kva-
geni zajistovala termostatovana vodni lazeil (Vy-
robek Vyvojového a pokusného stfediska Jihoces-
kych pivovari), v niz byly valce ponofeny. Pramér
kvasnych valc byl 45 mm, vySka bez zabrusove
hlavy 650 mm, délka trubic k mé&Feni sedimentace
kvasnic 145 mm, obsah mladiny 550 ml.

Vysledky meéfeni

Pri viech kvasnych zkouskach byly zachovany
tyto konstantni hodnoty: stupiiovitost pfivodni mla-
diny 11,50 % hmot., teplota kvaseni 8 °C, velikost
zékvasu 6,2—6,6.10° bunék/ml, dokonalé nasyceni
mladiny vzduchem pred zakvaSenim (kontrolovano
polarografickou metodou). Studovali jsme faktory
ovliviiujici kvaseni:

1. Vliv difazniho vzduchu

Je vieobecn& znamo, %e k dobrému prabéhu kva-
geni je nezbytneé dobré provzdu$néni mladiny. Ne-
dostatek kysiiku pred zakvaSenim miiZe mit znac-
ny vliv na tvar kvasnych i ristovych kiivek. PTi
nasich pokusech jsme zjistili, Ze pribéh kvaseni
v kvasnych valcich miZe vyrazné ovlivnit i vzduch,
ktery difunduje do kvasici mladiny kvasnou dekou.
Abychom to potvrdili, provedli jsme pokus s kva-
Senim za pFisné anaerobnich podminek (bez pfistu-
pu vzduchu, ale s mladinou nasycenou pfed zakva-
Senim vzduchem) a za pFistupu vzduchu (obr. 1, 2,
tab. 1).

Tabulka 1. Mnozstvi narostljch kvasnic pri kultivaci za
aerobnich (A) a za anaerobnich podminek (B)

pocatetni konecna mnozstvi
! suSina su$ina kvasnic na
= kvasnic (m;) kvasnic (mz) jednotku
g zakvasu
g
=2 mg/100 ml mg/100 ml
mladiny mladiny my/my
A B A B A B
1Y 40,8 46,2 314,9 328,0 7,7 7,1
2 46,0 48,5 332,0 318,5 7,2 6,6
3 45,6 46,3 308,2 302,2 6,8 6,5
4 40,8 442 304,8 292,1 7,5 6,6
5 44,0 45,3 307,4 2948 7,0 6,5

dodateéné zméné anaerobniho kvaseni v aerobni

mnoZstvi kvasnic na
jednotku zakvasu m,/my

konetna su$ina kvasnic
(m,) mg/100 ml mladiny

kmen &. kmen &. kmen €.
2. 3, 5. 7. 3. 5. 25 3: LS
4. 48,6 47,0 50,0 333,2 320,9 3488 6,9 8,8 6,9
B¢ 48,6 47,0 50,0 311,0 288,4 289,5 6,4 6,1 5,8
6. 48,6 47,0 50,0 315,4 285,4 285,22 6,5 6,1 5,7
8. 48,6 47,0 50,0 307,6 290,0 2930 6,3 . 6,2 3,9
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Ziskané vysledky ukazuji, Ze difdzni vzduch mi-
Ze mit vyrazny vliv na prib&h kva3eni, ristové k¥iv-
ky i sedimentaci. KvaSeni je nejen hlub3i a rychlejsi
a sedimentace lep3i, ale mohou se zménit i rozdily
mezi kmeny. Také mnoZstvi narostlych kvasnic je
za pristupu vzduchu vétsi.

Obr. 1

Obr. 2

Abychom si dale ovérili vliv diftdzniho vzduchu
na pribéh kvaSeni, sledovali jsme jeho acinek
v riiznych fazich kvaSeni. Z kvasnych valcti, v nichZ
probihalo kvaSeni za anaerobnich podminek, se
po urlité dob& (n8kolik dni) odstranila hlavice kvas-

Obr. 3
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ného vélce, takZe vzduch mél za pokrad&ujiciho kva- nych, rastovych i sedimenta¢nich ki¥ivek byla ve
Seni volny pristup k mladiné (obr. 3, 4, 5, tab. 2). shodé s pozorovanim ucinénym v predeslém pfipa-

Z vysledkid vyplyva, Ze diftzni vzduch miZe dé a projevila se vice u flokulujicich druh@i kvasnic.
ovlivnit priibdh kvaSeni nejvyrazngji v dobé ristu  Obdobné vysledky jsme ziskali i u zbyvajicich dvou

kvasnic, tj. asi do 5. dne od podatku kvaSeni. kmend.
V pozdg&jsi dobg& se jeho vliv zeslabuje. Zména kvas-

Obr. 4 obr. 5
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2. Vliv selekce a adaptace kvasnic

Je znamo, Ze kvasnice mohou p¥i opakovaném ve-
deni v provoze ménit své vlastnosti. Tato zména za-
hrnuje jak pfizptisobeni kvasnic urcitym podminkam
pfi kvaSeni, tak selek&ni vlivy. P¥i testovéni je nut-
no zodpovedét otazku, zda se kvasnice dostateéné
pfizptlisobily danym podminkam, aniZ by se déle vy-
razné menily jejich vlastnosti. Proto jsme sledovali
kvaSeni s kvasinkami tohoto pfivodu:

a) kvasinky predp&stované zplisobem popsanym
v metodické ¢asti,

b) kvasinky ziskané ze sedimentu v kvasnych
valcich se znovu paséZovaly podle a).

Vysledky méfeni jsou uvedeny na obr. 1,7
V obou pripadech se volila kultivace za aerobnich
podminek.

Priibéh kva3eni se podstatnd nezmé&nil ani po
kvaSeni v kvasném vélci a opakovaném pasdZovani
v provozni mladin& Pozorované drobné odchylky
budeme diskutovat v bodé& 4. Rozdily mezi kmeny
vSak zlistaly zachovany.

Kromé& krdtkodobych zmé&n mohou nastat zmeény
vlastnosti kvasnic vlivem selekce p¥i dlouhodobém
péstovani za stejnych podminek. V pivovarské praxi
se zpravidla produkéni kmen ziskdva izolaci z pro-
voznich kvaSeni. Kromé& toho byvaji v laboratofi
vedeny Cisté sbirkové kultury. K zji$téni vlivu dlou-
hodobé kultivace jsme provedli kvaZeni s kmeny
tohoto ptivodu:

a) provozni kmen ziskany izolaci

{kmen ¢. 4),

b} stejny kmen vedeny ve sbirce VOPS od r. 1964,

c) stejny kmen izolovany pfed 10 lety z provozu
a uchovavany v sacharbze s pasdZovanim po 1 aZ 2
letech v provozni mlading& pivovaruy,

d) stejny kmen ziskany izolaci z provozu pfed
2 lety a vedeny v laboratofi zdvodu jako shirkova
kultura na mladinovém agaru.

Z provozu

Kultivace probihala za aerobnich podminek, ve-
chny kmeny se pFedpéstovaly zpfisobem uvedenym
v metodické Casti.

Vysledky meéreni (obr. 8) ukézaly, Ze dlouhodo-
bym uchovdvanim kultur ve sbirce nebo naopak
dlouhodobou kultivaci v mlading za stejnych pod-
minek mohou kvasnice pon&kud zmé&nit své vlast-
nosti. Kmeny dlouhodob& uchovdvané ve shirce se
vyznaCovaly mirn& zvySenou rychlosti kvaseni a
ponékud vys$sim néartistem kvasnic. Zcela beze zmé-
ny zistaly sedimentaéni vlastnosti.

3. Reprodukovatelnost méreni

K ovéreni reprodukovatelnosti kvasnych zkouSek
jsme konali fadu opakovanych mé&feni s péti zkou-
Senymi kmeny. Abychom neGmé&rng nezvysSovali
rozsah price, uvadime zde misto vZech ziskanych
hodnot pouze souhrnné zjist&ni: ]

UdrZuji-li se uvedené proménné ovliviiujici kva-
Seni na pfedem zvolenych stalych hodnotach, lze
dosahnout uspokojivé reprodukovatelnosti vysled-
k.. Podstatné je, Ze zistavaji zachovéany rozdily
mezi jednotlivymi kmeny, i kdyZ n&které znaky ta-
ké za téchto stdlych podminek kolisaji pf¥i opako-

vanych pokusech. Dobré reprodukovatelnosti se do-
sdhne u kvasnych kfivek, o n&co horsi u sedimen-
tatnich kfivek, nejhorsi u riistovych k¥ivek. Koli-
sani tvart kfivek je projevem méniciho se chemic-
kého sloZeni mladiny, dokonalosti, s jakou lze
udrZovat veli¢iny ovliviiujici kvaSeni a pFesnosti
jednotlivych stanoveni. Pouze v jednom z osmi opa-
kovanych kvaSeni pro viechny kmeny byl pozoro-
van odliSny priibéh kvasnych i riistovych k¥ivek
jednoho kmene (kmen &. 1). To bylo pravdépodob-
né zplisobeno nedostatkem nékteré z latek, ne-
zbytnych pro rist kvasnic studovaného kmene
{kmen ¢. 1), vzniklym kolisdnim sloZeni mladiny.
Tento pripad je uveden na obr. 6 p¥i soucasném sle-
dovani vlivu koloidnich latek.

4. Vliv kalii v mladiné

Nerozpustné &astice v mlading mohou mit rovngs
vliv na pribéh kvaSeni. Filtraci mladiny se dosdhne
rychlejSiho prbéhu hlavniho kvaseni [22]. P¥i ste-
rilaci mladiny koaguluji nerozpustné latky a mla-
dina se Caste¢n& vycefi. Proto jsme sledovali prii-
b&h kvaSeni v mlading stejného phivodu, av3ak
podrobené riiznym tpravam:

a) ptvodni mladina ze stoki,

b] mladina sterilovana 1X45 min,

¢) mladina sterilovdna 2 X 45 min,

d) mladina filtrovana s pfisadou kfemeliny.

Z vysledkii méfeni jsme zjistili, Ze &astecné
odstranéni kalli opakovanou sterilaci nemiiZe vy-

razné ovlivnit priib&h kvasnych kfivek. Znateln&jsi
je teprve vliv filtrace mladiny.

Diskuse

UCelem prace bylo specifikovat podminky,
v nichZ se musi provadét laboratorni kvaSeni, aby
vysledky byly pouZitelné v provozni praxi. Z toho
diivodu jsme jako kultivadni médium volili provcz-
ni mladinu. Reprodukovatelnost vysledkd je sice
v porovndni s pokusy na syntetické pidé horsi,
avsak pribliZi se 1épe pom&riim v provozu.

Velky vliv na prib&h kvaSeni méla diftze vzdu-
chu kvasnou dekou. To je ve shodd s pozorovanim
Krause a Sommera [23], ktefi referovali o vlivu di-
fuze vzduchu p¥i provoznim kvafeni za michéni.
Také Weinfurtner [5, 6] uvadi, e provzduindnim
mladiny po zakvaSeni a po 7 a 14 h od pocatku
kvaSeni se zrychlil kvasny proces. V praxi se tento
vliv miiZe uplatnit zejména u nizkvch nadob. Z pro-
vozu je dobfe zndmo, Ze v propagaédni stanici, kde
se kvasi pod mirnym pretlakem vzduchu, se zisk4
pivo dobfe prokvasené s dokonale sazenymi kvasni-
cemi. Neni-li mladina pfed zakvaSenim dobfe na-
sycena kyslikem, je vliv pfistupu vzduchu jesté vy-
raznéjsi. Zdd se, Ze z tohoto hlediska jsou pro
testovani kvasnic vyhodné&j$i dlouhé kvasné vélce,
s vysokou vrstvou mladiny.

Pokusy déle ukazaly, Ze zplisob zvoleného pred-
péstovani je plné dostadujici k adaptaci kvasinek
na provozni mladinu. Priibéh kfivek se vyrazn& ne-
zménil ani po p&stovani kvasniénych kment ve
spilce a jejich op&tovném nasazeni v kvasnych val-
cich. To je ve shodé& se znalosti z praxe, Ze vlast-
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nosti kvasnic se opakovanym nasazovanim ve spil- Pozorované zmény byly vsak prilis malé, neZ aby
ce prilis neméni, pokud se nekontaminuji. maly vétsi technologicky vyznam. Sedimentacni
Zajimavym zjiSténim jsou rovnd? zmény nékte- charakter kvasnic nebyl pfi tom vibec pozménén.
rych vlastnosti vlivem uchovéavani kultur ve shirce. Piresto vysledky potvrzuji nezbytnost obdasného pa-
saZovani sbirkovych kmenidi v pro-

Obr. 7 Obr. 8 vozni mladin&. Ani sterilace mla-

diny a kolisajici sloZeni mladiny

j nemé&ly podstatny vliv na re-

Lt Sohmot-. produkovatelnost vysledki. Pouze

v jedné z nékolika opakovanych
zkousek jsme u kmene €. 1 pozo-
rovali podstatné zpomaleni pribé-
hu kvageni, které mohlo byt zpl-
sobeno nedostatkem nékterého
riistového faktoru v mlading.
Provedené zkousky potvrdily, Ze
pokusna kvaSeni se mohou dobfe
uplatnit pfi FeSeni nejriazngjsich
akolfi, tykajicich se hlavniho kva-
Seni a posuzovani kvasnic. Velmi
uzitetné je provadét nékolik kva-
seni ve stejné mlading najednou,
pricemZ jako porovndvaci kmen
slouZi v pivovaru b&Zné pouZivany

12._

L provozni kmen. Ziskané vysledky
laboratornich pokusti mohou dobfe
72+ predpovédét chovani kvasnic v pro-
vozu. Vysledky provoznich zkou-
0k Sek s péti zde pouZivanymi kmeny
uvefejnime pozdg&ji v samostatném
sdéleni.
8+
ok Souhrn
Laboratornimi pokusy byly sta-
AL noveny faktory s vlivem na vy-
sledky testovani kvasnic v kvas-
nych valcich podle Weinfurtnera.
2 Pribgh kvasnych, ristovych i se-
dimentaénich kiivek péti flokulu-
logn

B a
C
1 R A I JRT0l R L& oY e | e
g 0 S T . B R e e
dny
kvasna, sedimentacni @ rastova kiivka L
kvasna, sedimentacni aristova krivka pELE kmene ¢ 4 rizneho puvodu : ; iyl
kmend ziskanych ze sedimentu  Kvasnych valcd s provozni kmen izolovany zprovozu
S men 6y creemeeess kmen i Y ———— kmen vedeny ve sbirce VUPS odr196%
v A iR Obr. 9. A — trubice pro odbér vzorku,

Sire T el v ipeereorkmmis ———=kmen izolovany pred 10lcly B — kulitkov] uzdvér, C —

————— kmen ¢.3 e wmme=— kmen izolovany pred dvéma lety - kvasnj uzdvér



KVASNY PRUMYSL 223
ro¢. 17/1971 — &islo 10 Nékteré pozndmky k testovdni kvasniéngch kmeni
jicich i neflokulujicich kmen# byl ovlivnén diftizi [7] WEINFURTNER, F. - WULLINGER, F. - PIENDL, A.: Brauwiss.

vzduchu kvasnou dekou, sloZenim mladiny a v malé
mife obsahem mladinovych kalt. Sledoval se také
vliv selekce, adaptace kvasnic a zmé&ny vlastnosti
kvasni¢ného kmene, ktery byl uchovavan laborato¥i
po nékolik let a soucasn& pouZivdn v provoznim
kvaSeni. V zavéru je diskutovdna reprodukovatel-
nost testovani kvasnic.
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