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1. UVOD

Kromé chemického sloZzeni mladiny a mnozstvi
rozpusténého kysliku jsou pro pribéh hlavniho
kvaseni pfi ur¢itém teplotnim rezimu zejména du-
lezité mnozstvi a aktivita kvasni¢nych bunék.

Pro stanoveni hustoty vareénych kvasnic a je-
jich koncentrace v zakvasené mladiné se pouzivaji
sedimentacni i fotometrické metody, popf. pfimé
pocitani bunék v komurce [1].

Vitalita kvasni¢nych bunék se posuzuje barve-
nim methylenovou modfi nebo jinymi barvivy [2].
Pouziti fluorescenénich technik vyzaduje fluores-
cen¢ni mikroskop [3]. Dokonalejsi, ale nakladné&;jsi
postup je prutokova cytometrie [4]. K nepfimému
stanoveni kvasni¢né vitality rovnéz slouzi stanove-
ni rezervnich sacharidu, napf. glykogenu nebo tre-
halosy [2, 5].

Klasickou metodou stanoveni vitality kvasinek
podle EBC je pozorovani ristu mikrokolonii kva-
sinek v Zelatiné pod mikroskopem [6]. Méné pou-
zivané metody zahrnuji stanoveni ATP luminis-
cenéni metodou, radiotechnické metody se znace-
nymi substraty, imunotechnické techniky a meto-
dy zalozené na méfeni impendance kvasni¢nych
suspenzi [7, 8].

V posledni dobé se v pivovarstvi pouzivaji ze-
jména méfeni spotieby rozpusténého kysliku
a acidifikacni test [9 — 11]. Podstata testu spociva
ve vyméné vodikovych kationtd mezi bunkou
a okolim po piidavku glukosy do michané su-
spenze kvasnic.

V minulosti byly velmi oblibené tzv. fermento-

metry, méfici volumetricky mnozstvi uvolnéného
oxidu uhli¢itého [12]. Klasickou technikou posou-
zeni aktivity bunék je modelové kvaSeni, které se
oviem z ¢asovych divodi nemuze pouzit k pro-
vozni kontrole nasazovanych kvasnic [13].

Pfistroj pro méfeni aktivity kvasnic navrhli
Miick a Narziss [14]. Do nerezového valce se napl-
ni kvasnice, rozmichané v mladiné, pfi konstantni
teploté se méfi linearni zavislost tlaku a z jeji
smérnice se uréi aktivita kvasnic. Tento pfistroj,
ktery vyzkouseli a modifikovali pracovnici Vy-
zkumného dustavu pivovarského a sladatského
(VUPS) v Praze, se vyrabi ve spolupraci s firmou
CUBE [15].

Nase sdéleni se zabyva méfenim aktivity vare¢-
nych kvasnic méfenim mnozstvi, nebo rychlosti
uvolinovani oxidu uhli¢itého.

2. MATERIAL A METODY
2.1 KVASNICNE KMENY

Pouzival se provozni kmen Saccharomyces cere-
visiae subsp. uvarum (carlsbergensis), ¢. 2 podle
sbirky VUPS.

2.2 MERICE PRUTOKU A TLAKU PLYNU

Laboratorni elektronicky prautokomér plynua
s rozsahem 20 a 2000 ml.min~"' a laboratorni elek-
tronicky tlakomér s rozsahem 20 a 200 mbar (SI-
Special Instruments, SRN) zapijéila firma EKO-
TECHNIKA, Praha.

2.3 VAHY

Banky s kvasici mladinou se vazily na technic-
kych vahaich OWA LABOR (Polsko) s citlivosti
0,01 g.
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2.4 SPEKTROFOTOMETR

Jednopaprskovy spektrofotometr CADAS 100
(Dr. B. Lange, SRN) se pouzival s originalnimi
sklenénymi valcovitymi kyvetami.

2.5 VYVIN OXIDU UHLICITEHO
PRI KVASENI

Kvasnice se odsaly na Biichnerové nalevce, do-
konale promisily s mladinou ve zvoleném poméru
v 50 ml Erlenmeyrové baiice pfi 25 °C a po uza-
vieni zatkou se sklenénou trubi¢kou se oxid uhli-
¢ity plastikovou hadi¢kou odvadél do pfistroje
pro méfeni tlaku nebo pratoku plynu.

Pfi vazkovém méreni se méfil pokles hmotnosti
50 ml Erlenmeyrovy barnky se smési kvasnic
a mladiny pfi 25 °C.

2.6 FOTOMETRICKY TEST

Kvasnice se odstiedily (10 minut, frekvence ota-
¢ek 3000 min~') v pivodni valcovité kyveté (Dr.
B. Lange), po odliti supernatantu se pétkrat ziedi-
ly vodou a zvolené mnozstvi suspenze se v dalsi
valcovité kyveté doplnilo ¢irou mladinou na 5 ml.
Po 2 minutach dalsiho odstfed'ovani se kyveta se
sedimentovanymi kvasnicemi umistila do spektro-
fotometru a programem t-SC se méril ¢asovy pru-
béh absorbance pii 800 nm.

3. VYSLEDKY MERENI

3.1 VLIV KONCENTRACE KVASNIC
NA RYCHLOST KVASENI

Kvasnice, odsaté v Biichnerové nalevce se v Er-
lenmeyrové barce smisily s mladinou v rizném
poméru a v Sminutovych intervalech se méfil uby-
tek hmotnosti kvasici mladiny. Vysledky méfeni
uvadi obr. 1.
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Obr. 1. Ubytek hmotnosti 10 g smési kvasnic a mladiny,

obsahujici 2,4, 6 a 8 g kvasnics 8, 6,4 a 2 g 12% mladi-

ny

3.2 VLIV KONCENTRACE MLADINY
NA RYCHLOST KVASENI

5 g odsatych kvasnic se misilo s 5 g rizné kon-
centrované mladiny a v Sminutovych intervalech
se méfil ubytek hmotnosti kvasici mladiny. Vy-
sledky uvadi obr. 2.
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Obr. 2. Ubytek hmotnosti smési 5 g kvasnics 5g 12,9,6
a 3% mladinou

3.3 MERENI TLAKU V UZAVRENEM
SYSTEMU KVASICIi MLADINOU

Elektronickym tlakomérem se méfil tlak v 50ml
barice se smési kvasnic a mladiny v 0,5minuto-
vych intervalech (obr. 3). Prvni dvé méfeni zahr-
nuji dva ruzné odbéry ze stejnych kvasnic.
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Obr. 3. Zmény tlaku uzaviené kvasné nadobky, obsahu-
jici 1 a 5 g kvasnic ve smési s 3, 6 a 12% mladinou. Mé-
feni oznaCena —lll— a —==— predstavuji dva rizné od-
béry ze stejnych kvasnic

3.4 MERENI PRUTOKU OXIDU
UHLICITEHO PRI KVASENI

Elektronickym prutokomérem se méfil pritok
oxidu uhli¢itého uvolnovaného pfii kvaseni smési
kvasnic a mladiny v 0,5minutovych intervalech
(obr. 4). Prvni dvé méfeni zahrnuji dva rizné od-
béry ze stejnych kvasnic.

3.5 FOTOMETRICKE STANOVENI AKTIVITY
KVASNIC

Suspenze odstiedénych kvasnic ve vodé (20 %
sedimentu) se davkovala v mnozstvi 0,5, 0,75, 1
a 1,5 ml a doplnila se do celkového objemu 5 ml
¢irou 12% mladinou. Po opétovném odstiedéni
(2 min, frekvence otacek 3000 min ') se sledovaly
zmény absorbance pii 800 nm v ¢ase (obr. 5).
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Obr. 4. Zmény pritoku oxidu uhli¢itého z kvasné na-
dobky, obsahujici 1 a 5 g kvasnic ve smési s 3, 6 a 12%
mladinou. Méfeni oznacena —ill— a —sf=— zahrnuji dva
rizné odbéry ze stejnych kvasnic
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Obr. 5. Zavislost absorbance (800 nm) smési ¢iré mladi-
ny a odstfedénych kvasnic. Cisla udavaji pocet ml 20%
kvasni¢né suspenze v 5 ml smési.

4. DISKUSE

Hodnoceni aktivity kvasnic podle méfeni rych-
losti vyvinu oxidu uhli¢itého je oblibena technika,
ktera se v minulosti ¢asto pouzivala k sledovani
prubéhu hlavniho kvaseni i aktivity kvasnic.
K rychlému hodnoceni aktivity kvasnic ji pouzili
némecti autofi [14], ktefi mnozstvi uvolnéného
oxidu uhli¢itého hodnotili podle naristu tlaku
v uzavieném systému.

Rychlost vyvinu oxidu uhli¢itého silné zavisi
nejen na teploté, ale také na vzajemném poméru
kvasnic a substratu. V puvodni praci se doporucu-
je smisit 200 g kvasnic se 700 g mladiny a po ho-
mogenizaci v ultrazvukové lazni méfit rychlost na-
rustu tlaku v uzavieném reakénim systému [14].

Na podobném principu je zaloZen pfistroj po-
dle VUPS, ale ultrazvukovou lazefi nahrazuje
magnetické michadlo. V obou ptipadech se aktivi-
ta kvasnic hodnoti podle rychlosti linearniho na-
rustu tlaku.

Pro posouzeni dalSich mozZnosti téchto metod

jsme méfili abytek hmotnosti rizného mnozstvi
kvasnic s riznou davkou 12% mladiny pii 25 °C.
Linearnimu narlistu mnozstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého odpovidal pomér 2 dily kvasnic a 8 dild
mladiny. U ostatnich smési byla linearni jen poca-
tecni ¢ast kiivky. Postupny pokles rychlosti tvorby
oxidu uhli¢itého patrné odpovida vycerpani zkva-
sitelnych sacharidi mladiny.

Se zvétSujicim se mnozstvim kvasnic také rostla
rychlost tvorby oxidu uhli¢itého a souéasné se
zkracovala pocate¢ni stacionarni faze uvoliovani
oxidu uhli¢itého. Této skute¢nosti lze vyuZit pfi
rychlém méfeni aktivity kvasnic v kratkém ¢&aso-
vém intervalu, ihned po smiseni kvasnic s mladi-
nou.

Tyto zavéry se potvrdily po smiseni kvasnic
s ruzné koncentrovanou mladinou. Z obr. 2 je
dobie patrné vyCerpani rizného mnozstvi sachari-
di v mladiné.

Pfi zanedbani pocate¢ni kratké stacionarni faze
Ize tvorbu oxidu uhli¢itého ptiblizné povazovat za
reakci druhého fadu, s diferencialni rovnici tvaru

dm/dt = k.c.(S, — a.m) (1)
kde m je mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého
(pokles hmotnosti), vztazeny na jednotku hmot-
nosti smési, ¢ je hmotnostni koncentrace kvasnic
ve smési, S, je hmotnostni koncentrace zkvasitel-
ného pivodniho extraktu ve smési mladiny
s kvasnicemi, a je pfepoditavaci faktor, udavajici
mnozstvi extraktu, potfebné na tvorbu 1 g oxidu
uhli¢itého a t je ¢as. Rovnici, ktera vychazi z né-
kolika zjednodusujicich pfedpokladi, lze upravit
i pro jiné koncentraéni jednotky.

Schematicky tvar rovnice zanedbava inhibici
vyvinu oxidu uhli¢itého vznikajicim ethanolem,
vyéerpanim dusikatych latek, nebo rustovych fak-
toru. Predpoklada se pfitom nadbytek dusikatych
latek a ristovych faktori, uvolnénych do prostie-
di kvasnicemi ve vysoké koncentraci a jejich klad-
ny vliv pfi potlaceni inhibi¢niho vlivu ethanolu.

Ze stejného divodu nelze z metody rychlého
stanoveni aktivity kvasnic patrné spolehlivé pfed-
povédét chovani kvasnic v realném prostiedi, na
konci kvasné kfivky, kde se uplatiiuji inhibi¢ni
vlivy ethanolu pfi relativné nizkém obsahu kvas-
nic a vliv poklesu koncentrace kvasnic sedimenta-
ci [13].

Rychla méfeni aktivity kvasnic posuzuji pouze
kvasnou aktivitu kvasnic za optimalnich podmi-
nek. Chovani kvasnic za realnych podminek, ve
vztahu k slozeni mladiny, lze pfedpovédét pouze
modelovou kvasnou zkouskou, oviem za cenu
prodlouzeni doby analyzy. Rychlé méieni aktivity
kvasnic ma pfesto vyznam pro rozeznani trvale
poskozenych kvasnic.

Modelové kvaseni v provozu zakvasené mladi-
ny v kvasnych valcich muZe poskytovat stejné
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kvasné a ristové kiivky v poéate¢nich fazich kva-
Seni, ale odliSné v zavére¢né fazi kvasné kfivky.

Pro sledovani kvasné aktivity kvasnic ve smési
s mladinou je dilezity i objem smési pfi kvaseni.
Pro smés kvasnic a mladiny s celkovou hmotnosti
10 g postacoval reakéni prostor 50 ml.

Pouziti elektronickych pfistroji pro méfeni tla-
ku a prutoku pfinasi dalSi moznosti pfi méfeni ak-
tivity kvasnic. Elektronicky tlakomér umoziiuje
piesné méfit relativné nizké hodnoty tlaku, takze
pro meéfeni neni nutné pouzivat nerezovy valec,
ale sklenéné nadobky. Tak je mozné pracovat
s tlaky do 20 kPa.

Lepsi moznosti poskytuje elektronicky pritoko-
mér, méfici pfimo rychlost vyvinu oxidu uhliéité-
ho. Z obr. 4 je patrné, ze piiblizné po 10 minutach
je mozné méfit ustaleny prutok oxidu uhli¢itého.
Jednotlivé vzorky kvasnic se mohou lisit i délkou
stacionarni faze. Pfi vyCerpani zdroje sacharidu
klesa velmi rychle pritok plynu.

Méfeni prutoku plynu umoziiuje méfit okamzi-
té hodnoty prutoku u vétsiho poétu vzorki pii
pfepinani prutokoméru mezi jednotlivymi barka-
mi, coZ neni napf. mozné pfi méfeni tlakového na-
rustu.

Tlak oxidu uhli¢itého v uzavieném systému je
pfimo imérny jeho hmotnosti a nepfimo umérny
objemu plynového prostoru, takze rovnici (1) lze
modifikovat ve tvaru:

dp/dv = (K/V).c.(S, — p-b.V) (2)
kde K, b jsou nyni nové, teplotné zavislé konstan-
ty a V je objem plynového prostoru. Rychlost
a tvar odezvy rovnéz zavisi na celkovém objemu
prostoru, ve kterém se méfi tlak.

V pocate¢nich fazich méfeni se neprojevi zmé-
ny koncentrace substratu a rychlost tvorby oxidu
uhli¢itého i tlakového naristu jsou konstantni.
Odezvu pfistroje lze nastavit podle parametri pfi-
slusnych rovnic. Pfi zvysujici se koncentraci kvas-
nic klesa ovsem doba linearniho narustu tlaku, ne-
botf je k dispozici méné zkvasitelného substratu.

Fotometrické stanoveni aktivity kvasnic ukazu-
je dalsi moznosti pfi hodnoceni vare¢nych kvas-
nic. Jeho podstatou je rozptyleni kvasnic do ¢iré
mladiny s nasledovnym odstfedénim. Tim se na
dné kyvety utvofi smés mladiny s vysokou kon-
centraci kvasnic a rychle se uvolnujici oxid uhliéi-
ty rozptyluje kvasnice do mladiny.

Predpokladame, ze rychlost rozptyleni kvasnic
a jejich rovnovazna koncentrace jsou kromé
mnozstvi kvasnic zavislé rovnéz na jejich aktivité.
Zkouska je vlastné modifikaci deflokulaéniho te-
stu.

Tato prace se zabyva moznostmi rychlého posu-
zovani kvasnic v provozu. V dalsich pokusech bu-
de nutné standardizovat jednotlivé postupy, dui-
kladné provéfit jejich reprodukovatelnost a po-
soudit moznosti jejich vyuziti v praxi.
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Savel, J.—Prokopova, M.: Mé&feni aktivity vareé-
nych kvasnic. Kvas. prum., 40, 1994, & 11, s.
325—-329.

Clanek pojednava o moznostech rychlého sta-
noveni aktivity vareénych kvasnic v provoznich
podminkéach. Aktivita vare¢nych kvasnic se hod-
notila podle mnozstvi oxidu uhli¢itého, uvolnéné-
ho ze smési 20 az 80 % kvasni¢ného sedimentu
v 12% mladiné. Ubytek oxidu uhli¢itého se méfil
vazkové, elektronickym prutokomérem a tlakomé-
rem. Ve fotometrickém deflokulaénim testu se mé-
fily zmény Cirosti suspenze kvasnic v ¢iré mladiné
po jejich odstiedéni a novém rozptyleni unikaji-
cim oxidem uhli¢itym.

Savel, J.—Prokopova, M.: Measuring of the Acti-
vity of Brewing Yeast Kvas. prim., 40, 1994, No.
11, pp. 325—329.

Options for rapid assessment of the brewing
yeast activity under operational conditions are
discussed. The activity of brewing yeast was eval-
uated in compliance with carbon dioxide quanti-
ty, released from a mixture of 20 to 80% yeast’s
sediment in 12% hopped wort. Carbon dioxide
drop was measured by loss in weight by using of
electronic flowmeter and pressure gauge. By
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means of photometric deflocculation test were
measured changes of the yeast suspension in clear
hopped wort, after their centrifugation and fol-
lowing dispersion by escaping carbon dioxide.

Savel, J.—Prokopova, M.: Messung der Aktivitiit
der Brauereihefe. Kvas. prum., 40, 1994, Nr. 11, S.
325—329.

In dem Artikel werden die Moglichkeiten der
schnellen Bestimmung der Aktivitit von Brauerei-
hefe in Betriebs-Bedingungen behandelt. Die Ak-
tivitit der Brauereihefe wurde nach der Menge
des Kohlendioxids bewertet, der aus dem Ge-
misch von 20 bis 80% des Hefesediments in
12-%-Wiirze freigesetzt wurde. Die Kohlendioxid-
abnahme wurde gravimetrisch, mit dem elektroni-
schen DurchfluBmesser und mittels Druckmesser
gemessen. In dem photometrischen Deflockula-
tionstest wurden die Anderungen der Klarheit der
Hefesuspension in klarer Wiirze gemessen, nach

ihrer Separierung und neuer Dispersion durch
das entweichende Kohlendioxid.

lllase., 5I.—Ilporonosa, M.: 3mepenne akTus-
HOCTH Bapo4HbIX apowxakein. Ksac. npym., 40,
1994, No 11, cTp. 325—329.

Crarbst 00Cy)IaeT BO3MOKHOCTH OBICTPOro Ofl-
penelieHHss AKTHBHOCTH BapOYHBIX JAPOAIKEN
B JKCILTYaTALlMOHHbBIX YC/I0BHSIX. AKTHBHOCTb Ba-
POYHBIX JPOXKKeH OlIEHHBANIACh MO KOJWYEeCTBY
JIBYOKHCH YTJIepO/a, BbIAEJIHBIIErOoCs M3 CMeECH
20—80 %-noro apoxxesoro ocaaka B 12 %-Howm
OXMeJICHHOM cyciie. YObITOK ABYOKHCH yriepoja
M3MEPSLIICS BECOBBIM METOI0M, 3J1EKTPOHHYECKHM
pacxogomeTpoM ¥ manomeTpoM. [lpu nomoim
dboTomerpuueckoro e IOKYJISLUHOHHOIO TecTa
H3MEPSIJINCh M3MEHEHHUs] MPO3PavyHOCTH CYCIeH-
3UH APOKKEN B MPO3PAvyHOM OXMEIEHHOM Ccycle,
nocjie X neHTpHbyrupoBaHusi H HOBOTO paccesi-
HUS BbIJIEISIIOILENCS IBYOKHCBIO YIJIepo/a.



