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V priibéhu vyroby piva se uplatriuji speci-
fické technologické postupy, béhem kterych
kvasinky prochazeji bud vratnymi, nebo ne-
vratnymi zménami. Mezi tyto postupy patfi:
propagace kvasnic, hlavni kvaseni, oSetfo-
vani a skladovani kvasnic. Takové procesy pfi-
naseji vice ¢i méné stresujici podnéty, na néz
kvasinky v rizné mife reaguiji, a to jak v za-
vislosti na genetické vybavé daného kmene,
tak na povaze konkrétniho stresového fak-
toru. Nasledujici prehled literarnich poznatk
shrnuje hlavni stresové faktory v pivovarském
procesu, hlavni zmény, jimiz kvasinky pro-
chazeji béhem propagace, kvaseni a sklado-
vani. Déle je uveden souhrn nejpouzivanéj-
Sich fluorescenéné-optickych metod pro
sledovani téchto zmén.

Stresové faktory v pivovarském procesu
Pro vymezeni pojmu stresovy faktor bylo
v minulosti pouzito vice definic, napfiklad
Hohman a Mager [1] definovali stresové fak-
tory jako ,nékteré chemické a fyzikalni para-
metry procesu majici negativni vliv na bu-
nécny rast“. Naproti tomu jini, napt. Ruis [2],
si pod pojmem stresujici predstavuji ty pro-
cesy, jez odstranuji populaci bunék z ,kvas-
niéného raje“. Tento raj pak definuji jako ,pro-
stfedi nabizejici optimalni podminky pro dalsi
zivot a rast populace kvasni¢nych bunék za
maximalniho mozného podilu viabilnich bu-
nék“. Vétsina technologickych operaciv perio-
dickém procesu kvaseni mladiny je pro kva-
sinky urCitym zpUsobem stresujici. Razné
formy stresu, jako je napfiklad teplotni Sok,
vedou ke konformaénim a strukturalnim zmé-
nam v membrandch, narlstajici tvorbé spe-
cifickych proteini a k posundm v bunééném
cyklu [3]. Zakladni ¢asti mechanismu odpo-
védi na stres tvofi aktivace gend oznacova-
nych jako ,heat shock genes*. B€hem zkou-

mani zmén vyvolanych teplotnim stresem
bylo zjisténo, Ze burky jako odpovéd vytva-
feji specifické bilkoviny, oznacované jako heat
shock proteins (déle jen HSPs). Pozdgji bylo
zjisténo, ze HSPs jsou tvoreny i pfi jinych stre-
sovych podminkach, nez je teplotni stres, a Zze
zékladni funkci HSPs je rychla a G¢inna od-
povéd na prozivany stres [4].

Oxidacni stres je spojovan s plisobenim ak-
tivnich forem kysliku, jako jsou volné kyslikové
radikaly a reaktivni formy kysliku, jakym je na-
pfiklad peroxid vodiku. Tyto formy kysliku
vznikaji pfi oxida¢nim metabolismu kvasinek,
mohou se v bunice akumulovat a ovlivnit je-
jich €innost negativnim zpGsobem. Pfi oxi-
dacnim stresu nardsta také obsah a aktivita
nasledujicich enzym(: CuZn superoxid dis-
mutasy (EC 1.15.1.1), Mn superoxid dismu-
tasy (EC 1.15.1.1) a katalasy (EC 1.11.1.6).
Tyto enzymy jsou v literature [5] oznaCovany
jako SOD1, SOD2 a CTT1 a jejich zvy$ena
aktivita je brana jako marker oxida¢niho
stresu. Nékteré experimenty [7] ukazuji po-
8kozeni kvasinek plsobenim rychlé zmény
koncentrace rozpusténého kysliku.V realném
provozu vSak nejsou kvasnice vystaveny ta-
kovym koncentracim rozpusténého kysliku,
které by negativné ovlivnily jejich aktivitu [5].
Oxida¢nimu stresu jsou kvasinky vystaveny

pouze béhem aerobni propagace za pouziti
Gistého kysliku nebo jeho smési se vzdu-
chem, kdy je koncentrace rozpusténého kys-
liku v médiu fadové desitky miligram( na litr
[6].

Teplotni stres je vyvolavan zménou vnéjsi
teploty. Kritickym faktorem, ktery zde plsobi,
je rychlost této zmeény. Teplotni $ok pUsobici
na bunky vyvolava nejen zvy$enou toleranci
k pozdéjsim teplotnim vykyvim, ale i k etha-
nolovym a jinym stresiim. Experimentalné
ovérena data [10] ukazuji, jak pfedchozi tep-
lotni ok vede k narlistu procenta prezivaji-
cich bunék po vystaveni populace novym
stresovym podminkam (tab. 7). Tento jev je
znam pod pojmem kfizova ochrana. V pod-
minkach pivovaru teplotni stres narlista po
pfevedeni kvasnic ze skladovacich prostor do
kvasnych nadob. Kvasnice jsou skladovany
pfi teploté 4 °C. V pfipadé kvaseni piva typu
»ale“ mohou byt kvasnice nasazeny do mla-
diny o teploté az 25 °C. Pokud kvasi piva le-
zackého typu, tato teplota se pohybuje na
nizsi hranici, a to od 8 do 13 °C [8]. Je také
znamo, Ze teplota kvasnic sedimentovanych
v kénusu CKT neni zcela uniformni a dosa-
huje pomérné vysokych hodnot ve vétsi vzda-
lenosti od chladiciho povrchu kénusu, pfi-
¢emz rozdil mezi teplotou v tésné blizkosti

Tab. 1 Priklad zvysené tolerance ke stresovym faktorim po predchozich stresovych pod-

minkdch [10]
Typ kvasnic | Pouzity teplotni stres Prezivajici bunky | Prezivajici buiiky v 20%
pred inkubaci (°C) p¥i 45 °C (%) roztoku ethanolu (%)
Spodni 21 6,4 52,4
Spodni 37 85,5 98,5
Svrchni 21 14,7 49,2
Svrchni 37 89,4 78,5
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duplikatoru a vprostied kénusu muze byt az
deset stupnl. Dalsi rychlou zménu teploty
predstavuje napfiklad styk povrchu chladi-
ciho hadu s okolIni rozkvasenou mladinou.
Praktické zkuSenosti naznacuji, Zze ackoli jsou
tyto nahlé zmény v provozu bézné, nejsou ur-
Cujici pro stav kvasnic a prubéh kvaseni. Je
také znamo, ze rostouci teplota zesiluje ne-
pfiznivé Ucinky ethanolu na buriku [9].
Ethanol patfi mezi hlavni stresové faktory
pusobici pfi kvaseni piva zejména pfi pouziti
tzv. HGB technologii. Pfitomnost ethanolu
zpUsobuje pro kvasinky nepfiznivou zménu
fyzikalné-chemickych vlastnosti kultivacniho
média. Hlavni toxické plsobeni ethanolu spo-
Civa v tom, Ze snizuje funkénost hydrofobni
vrstvy cytoplazmatické membrany. Timto pu-
sobenim zvysSuje celkovou permeabilitu cyto-
plazmatické membrany a inhibuje specificky
transport sacharidd a aminokyselin do buriky.
Efekt zvySené permeability buné¢né mem-
brany bunky ¢asteéné kompenzuji zvétSenim
primérné délky acylovych fetézci membra-
novych fosfolipid. Tim se obnovi esencialni
bariérova funkce membrany. Ethanol ovliv-
fiuje i aktivitu nékterych enzym0 pfitomnych
v burice [11]. Zvy$ena hladina ethanolu mize
zpUsobovat inhibici bunééného rustu, je-li et-
hanol pfitomen v obsahu pfesahujicim 2 %
obj. V souvislosti s HSPs Piper a kol. [6] do-
kazali, ze ethanol v koncentraénim rozmezi 4
az 10 % obj. vede k podstatné tvorbé téchto
protein(. Lee a kol. [3] sledovali v souvislosti
s ethanolovym a jinymi stresy HSPs u vice
kmenu kvasinek. Po vyhodnoceni vysledkl
autofi zjistili, ze ze vSech sledovanych strest
mél pouze ethanolovy stres (7 % obj.) vy-
znamny vliv na tvorbu HSPs. Tento trend byl
zjistén u vSech sledovanych kmenu. Vysledky
uvedené v jejich praci vyjasnily rozdil mezi la-
boratornimi a provoznimi kvasnicemi. Stresy
aplikované na laboratorni kvasinky vedly k vy-
tvofeni mnoha HSPs, a to nejen v pfipadé et-
hanolového stresu. To podle autor( ukazuje
bud na to, Ze HSPs nejsou dobrymi ukazateli
stresu u pramyslovych kmenU pivovarskych

kvasinek, nebo ze tyto kvasnice jsou pfiro-
zené vice odolné vici strestim [4].

Osmoticky stres je zpusoben koncentrac-
nim rozdilem uvnitf a vné buriky, a v této sou-
vislosti je zmifiovan zejména se zavadénim
technologii kvaSeni vysocekoncentrovanych
mladin, kde k negativnim efektim vysokého
osmotického tlaku na aktivitu kvasinek do-
chazi[10]. Reakce kvasnic na osmoticky stres
byly podrobné zkoumany a charakterizovany
Ivorrou a kol. [12]. Pfi studiu HSPs béhem
kva$eni vina tito autofi prokazali, Zze pfitom-
nost bilkoviny GPD1 povazované za méfitko
osmotického stresu byla maximalni v ¢asnych
stadiich kvaseni. Naproti tomu v kone¢nych
stadiich kvaseni byla hladina této bilkoviny
snizena na hranici moznosti detekce. Jako
kompenzaci negativnich vlivi vysokého os-
motického tlaku pfi po€atku kvaseni doporu-
Cuji néktefi autofi [13] zvySeni obsahu stopo-
vych prvkll (Ca, Mg, Mn a Zn) v zakvasené
mladiné a jeji obohaceni o rastové faktory.

Doposud bylo publikovano velmi malo ana-
lyz [10, 14] vlivu hydrostatického tlaku na
kvasnice. Vysledky ukazuji, ze pouzitim tla-
kového Soku narlistd odolnost kvasnic k po-
zdéjSim tepelnym, tlakovym a ethanolovym
Sokdm. Autofi [14] uvadéji tyto jevy do sou-
vislosti s bilkovinou HSPs 104. Jeji podstatné
zvySeni v kvasnicich pozorovali az pfi vysta-
veni kvasnic tlakovému Soku s pouzitym tla-
kem 75 MPa. K tomu Ize poznamenat, ze tlaky
pouzité v jejich studii podstatné prevysuji hod-
noty bézné se uplatiujici v provoznich pod-
minkach. Z béznych zkudenosti nevyplyva, ze
by hydrostaticky tlak byl determinujicim fak-
torem procesu kvaseni.

Zmény v pribéhu propagace kvasnic
Kultivaci neboli propagaci kvasnic se ro-
zumi aseptické namnozeni Ccisté kultury
v mnozstvi dostagujicim pro laboratorni nebo
provozni Ucely. Doposud bylo popsano néko-
lik zpusobUl propagace kvasnic a ty Ize z bio-
inzenyrského hlediska rozdélit na vsadkové
(batch) a kontinualni procesy. Kontinualni pro-

Tab. 2 Nékteré fluorescencni sondy pouZzivané pri stanoveni bunécného cyklu a nukleovych

kyselin

Sonda Aex™X | Aem™* | Pouziti

(nm) | (nm)
Propidium jodid [27] 535 617 barveni DNA, mrtvych bunék, pritokova
cytometrie

Akridinova oranz [25] | 500 526 RNA/DNA, pritokova cytometrie
Ethidium bromid [25] | 518 605 barveni mrtvych bunék, pritokova cytometrie
DAPI [25] 358 461 bunéény cyklus

Hoechst 33342 [28] 350 461 bunécny cyklus; ...

TOTO-1 [29] 514 533 bunécny cyklus, viabilita

YO Pro1 [29] 567 583 bunéény cyklus, viabilita

Tab. 3 Priklady sond pro barveni fyziologicky vyznamnych latek

Sonda Aex™ | Aem™* | PouZiti

(nm) | (nm)
Acriflavine [22,35] 470 512 glykogen
FITC-concavaline A[21] | 500 526 trehalosa
FITC[25] 518 605 bilkoviny
FITC-nystatine[38] 358 461 steroly
Nilska cerven[37] 350 461 neutralni lipidy
Monobromimane[25] 514 533 glutathion
Propidium jodid[27] 567 583 celkové nukleové kyseliny

cesy vzhledem k pretrvavajicim problémim
s rizikem kontaminace nenalezly vétsi prak-
tické uplatnéni, navic technologie vyroby mla-
diny je vsadkova a zakvaSovat je tfeba v ur-
¢itych €asovych intervalech, a proto dodnes
pfevazuiji procesy vsadkové. Tyto procesy lze
rozdélit na aerované a neaerované. Zivnym
médiem pfi rozmnozovani pivovarskych kva-
sinek je sterilni vychlazena mladina, ktera
mlzZe byt pfizivena rozpustnymi solemi né-
kterych kovl. BEéhem propagace dochazik jis-
tym fluorescenénimi metodami popsatelnym
zménam ve fyziologickém stavu a struktufe
kvasni¢né populace [8, 15].

V poslednim desetileti se mnoho autord za-
byvalo sledovanim bunééného cyklu [16, 17],
apoptosou [18], zménami ve viabilité [19],
zménami povrchovych bilkovinnych struktur
[20] a sacharidu [21]. Dalsi autofi pak sledo-
vali esterasovou aktivitu [22], intracelularni
pH [23] a proteasovou aktivitu [24]. VSechny
tyto parametry byly sledovany pomoci prito-
kové cytometrie [25] nebo fluorescencni mi-
kroskopie [26] a vyuzity k optimalizaci propa-
gace kvasnic z hlediska fyziologického stavu
nasadni populace.

Bunéény cyklus kvasinek je ¢asto sledovan
fluorescenénim barvenim DNA [21, 22, 25].
K tomuto UcCelu Ize pouzit vice barviv, jez se
k DNA vazou riiznym mechanismem (tab. 2).

Apoptose, neboli ,programované bunécné
smrti“ rliznych kmenu pivovarskych a labora-
tornich kvasinek se ve svych experimentech
vénoval Neumajer [30] a Mamdooh [31]. Bylo
zjisténo, Ze u pivovarskych kvasinek nema
tento fenomén vétsi prakticky vyznam a kva-
sinku |ze v tomto ohledu vyuzit spiSe jako mo-
delovy organismus vys$Sich eukaryot pfi stu-
diu rakoviny [31]. Z fluorescencnich sond Ize
jmenovat anexin V, kaspasové kity apod. Po-
drobnéjsi vycet s desitkami odkaz(i na pri-
marni literaturu je obsaZen na webovych
strankach firmy Molecular Probes [32].

Fluorescenénim barvenim a vyhodnoce-
nim fyziologicky vyznamnych kvasni¢nych
sacharidd a polysacharidl se zabyvalo vice
studii [21, 22]. Bylo zjiSténo, ze pro barveni
glykogenu Ize po ur€itych upravach vyuzit
fluorescencniho barviva acriflavinu, a pro sta-
noveni trehalosy na fluorescein isothiokianat
vazaného concavalinu A. Experimentalni
prace [33, 34] v Ustavu kvasné chemie a bio-
inzenyrstvi potvrdily pozitivni korelaci mezi
rliznymi metodami [35, 36] stanoveni kvas-
nicného glykogenu. Dalsi fyziologicky vy-
znamné latky, na jejichz obsah v burikach Ize
usuzovat z fluorescencniho barveni, jsou ne-
utralni lipidy barvitelné nilskou Cerveni [37]
a steroly reagujici s FITC s vazbou na nysta-
tin [38] (tab. 3).

Dale Ize mluvit o sondach, s jejichz pomoci
je mozno usuzovat na vitalitu a aktivitu kva-
sinek, tyto sondy Ize rozdélit na sondy pro sta-
noveni intracelularniho pH, membranového
potencialu a enzymovych aktivit (fab. 4).

Anaerobni propagace

PFi modelovani tohoto pochodu se obvykle
pouziva pocate¢niho jednorazového pro-
vzdusdnéni média na rovnovaznou koncent-
raci rozpusténého kysliku. Mnozeni kvasnic
poté probiha za anaerobnich podminek, tedy
stejnych nebo velmi podobnych podminek
jako pfi hlavnim kvaseni mladiny. Tento pro-
ces je charakteristicky relativné pomalym
mnozenim kultury s nizkym vytézkem bio-
masy a dlouhym rozmezim mezi jednotlivymi
kroky. Kvasnice ve fazi exponencialniho ristu
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Tab. 4 Priklady sond pro stanoveni aktivity kvasinek

Sonda

Pouziti

5-(and-6)-carboxy SNARF®-1,
acetoxymethyl ester, acetate [25]

intracelularni pH

2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-
carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester
(BCECF, AM) [25]

intracelularni pH

3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
(DIOC6(3)) [32]

membranovy potencial

Rhodamine 123 [37]

membranovy potencial,
mitochondrialni aktivita

Dihydrorhodamine 123 [40]

reaktivni kyslik

Fluorescein diacetat [22]

esterasova aktivita

Anti-H+-ATPase 69 kDa subunit (yeast

vacuolar), mouse lgG2a, monoclonal 8B1 [32]

ATPasova aktivita

Tab. 5 Vliv teploty a koncentrace mladiny na koncentraci rozpusténého kysliku pfi konstant-

nim pretlaku 0,1 MPa [19]

Voda 10% mladina | 12% mladina
Teplota (°C) Rozpustény kyslik (mg/l)
9 11,58 9,14 8,92
10 11,33 8,95 8,72
11 11,08 8,75 8,53
12 10,83 8,56 8,34

jsou v poméru 1:4 az 1:6 doplhovany zchla-
zenou sterilni mladinou o plvodni koncent-
raci mladiny 11 az 12 %. Samotna propagace
probiha 48 az 72 hodin v duplikatorovych na-
dobach zvanych propagatory. Za tuto dobu
dojde k namnoZeni bunék z vychozich 8 az
15 miliond/ml na 50 az 80 milion(/ml na konci
cyklu. Extrakt poklesne asi na tretinu pavodni
hodnoty, néktefi autofi [17] dokonce uvadeéji,
Ze by jeho hodnota neméla poklesnout pod
8 %. Vsadkovy proces je charakteristicky tim,
Ze propagacni cykly se opakuji fadu mésict
a kultura v dusledku hromadéni zmén starne
[10, 15].

Aerobni propagace

Zatimco pfi klasické propagaci je kvasnicim
dostupny kyslik z provzdusnéné mladiny
pouze na pocatku kvaseni, pfi aerobni pro-
pagaci je kvasici mladina provzdusnovana
v celém pribéhu propagace.Vzdusnéni miize
byt periodické nebo kontinualni. Hlavni pfinos
tohoto postupu [10, 15, 41] spociva v inten-
zivnéjSim nardstu biomasy, ve zvySeni vytéz-
nostniho koeficientu Yx/s (biomasy ze sub-
stratu) a v celkovém zvyseni aktivity kvasinek.

Jako provzdu$novaci médium se pouziva
sterilni vzduch nebo G&isty kyslik, pfipadné je-
jich smés. Mladina patfi mezi silné pénici ka-
paliny, a proto je pouziti sterilniho vzduchu
méné efektivni, jelikoz k dosazeni potfebného
obsahu rozpusténého kysliku je zapotiebi re-
lativné velkého mnozstvi dodavaného vzdu-
chu, coz zplUsobuje zasadni problémy s pé-
nénim. Zatimco pfi pouziti vzduchu se
rovnovazna koncentrace rozpusténého kys-
liku v mladiné (podle teploty) pohybuje od 8
do 9 mg/l, pfi pouziti ¢istého kysliku je jeji hod-
nota okolo 30 mg/l [4]. Fyzikalné-chemické
Udaje o rozpustnosti kysliku v mladiné uka-
zuji nepfimou Uméru mezi rozpustnosti kys-
liku v mladiné a jeji koncentraci (tab. 5) [41].

Provoz aerobni propagaéni stanice je nutno
optimalizovat. Pfi pouziti sterilniho vzduchu
se provadi optimalizace z hlediska tvorby
pény a realné dosazené koncentrace roz-
pusténého kysliku. Pfi probublavani mladiny

Cistym kyslikem se pfi vy$Sich koncentracich
rozpusténého kysliku mohou projevit inhibiéni
ucinky kysliku a nasledné zpomalit narast bi-
omasy. Vzhledem k intenzivnéjSimu narlstu
biomasy je tfeba Castéji pfevadét kulturu do
provozu. Samotny cyklus aerobni propagace
trva 30 az 48 hodin. Ziskané krouzky se pou-
Ziji k zakvaSeni provozni mladiny v poméru
1:15 az 1:20 [10, 15]. Kvasnice pochazejici
z aerobni propagace vytvareji vice zasobnich
latek, napt. glykogenu, coz se projevi rychlej-
§im pfechodem do exponencidlni faze rlistu
a rychlej$im prabéhem kvaseni [16].
Wackerbauer a kol. [41] se ve své rozsahlé
studii zabyvali porovnanim rdznych systémda
propagace. Jejich prace porovnava jednora-
zové vzdusnéni, kontinualni vzdusnéni, dis-
kutuji vliv teploty, rychlosti chodu michadla,
koncentrace mladiny a kmene kvasnic. Sle-
dovanymi parametry byly po¢et bunék, tvorba
vedlej$ich produktt kvaseni a specificka ri-
stova rychlost. Z vysledk( jejich pokusu vy-
plyva, Ze s rostoucim stupném nasyceni mé-
dia kyslikem roste tvorba vysSich alkohold,
klesa tvorba esterl a vicinalnich diketon(.
S rostoucim stupném jednorazového nasy-
ceni kyslikem roste specificka rlistova rych-
lost, napf. pfi 0% nasyceni autofi udavaji hod-
notu 0,032 h'' a pfi 59 % nasyceni 0,045 h.
Frekvence ota¢ek michadla zkoumana v roz-
mezi 50 az 350 min' neméla podle uvede-

nych vysledk(l vyraznéjsi vliv na mnozZeni bu-
nék. Z hlediska maximalniho dosazeného po-
¢tu bunék se oproti jednorazovému vzdus-
néni jako ucCinnéjSi ukazalo kontinualni
vzdu$néni s aeraéni rychlosti 2 I/min. Pfi
tomto pokusu byl také zaznamenan vyraz-
néjSi pokles obsahu vyssich alkoholu a ethyl-
acetatu, zato obsah acetaldehydu byl zfe-
telné vyssi [41].

Zmeény pfri hlavnim kvaseni

V prabéhu hlavniho kvaseni je pro jeho mo-
delovani a monitorovani mozno sledovat
v podstaté stejné parametry jako v pfipadé
propagace kvasnic. Kromé vySe uvedenych
parametrd je béhem hlavniho kvaseni dule-
zité koncentra¢ni rozlozeni bunék v objemu
kvasiciho média a dédle pak flokulace, sedi-
mentace a pohyb biomasy v kvasicim médiu.
Nékteré zdroje zminuji moznost fluores-
cenéné barvit povrchové lektinové domény
kvasinek, které hraji zasadni roli béhem flo-
kulace [20]. Na konci hlavniho kvaSeni jsou
pak dllezité hodnoty jako pfipadna kontami-
nace a znec€isténi sbiranych kvasnic, které Ize
stanovit pratokovou cytometrii [22].

Ovlivnéni kvality kvasnic jejich oSetfova-
nim a skladovanim

K oSetfovani a prani kvasnic se pfistupuje
z nékolika duvod(, hlavnimi jsou predevsim
redukce bakterialni kontaminace, odstranéni
necistot a odstranéni oslabenych nebo ne-
krotickych bunék, a tim zvySeni podilu Zivo-
taschopnych kvasinek s vysokou vitalitou [10,
15].

Pfi zvySeném mikrobiologickém znecisténi
kvasnic se provadi kyselé prani pomoci roz-
tokl anorganickych nebo organickych kyse-
lin. Vyuzivéa se pfi ném faktu, Ze kvasinky jsou
na rozdil od vétSiny kontaminujicich mikroor-
ganismU vysoce odolné v{¢i nizkému pH. Pfi
kyselém prani se k biomase kvasnic nej¢as-
téji pridava kyselina fosfore¢na, vinna, sirova
nebo mlécéna, pficemz za nejvhodnéjsi je po-
vazovana kyselina fosfore¢na. Po plsobeni
pH 2,2 po dobu dvou hodin nebo pH 2,8 po
dobu 12 az 24 hodin se snizi podil kontami-
nace na minimum, avSak zarover narlsta po-
dil mrtvych kvasinek. Odumfela kvasni¢na
biomasa podléha autolyze a fyziologicky stav
viabilnich bunék se zhorSuje. Pro sledovani
téchto zmén existuje nékolik rychlych pres-
nych metod za vyuziti fluorescenénich tech-
nik. Vhodna jsou zejména barviva sledujici vi-
talitu a viabilitu kvasnic (tab. 6) [43].

Dalsi moznost, jak snizit kontaminaci kvas-
nic, predstavuje oxid chloricity (chlordioxid),
ktery se jiz dlouha léta pouziva pro dezinfekci
pitné vody. Jeho dezinfekéni vlastnosti jsou
zaloZeny na schopnosti penetrace do bakte-
ridIni buniky pfes hydrofobni oblast membrany

Tab. 6 Priklady sond pro stanoveni viability kvasinek

Sonda Vyhodnoceni
Fluorescein diacetate/Propidium iodide [48] Priitokova cytometrie, fluorescenéni
mikroskopie
Oxonol/Propidium iodide [48] Priitokova cytometrie, fluorescenéni
mikroskopie

5(6)-Carboxyfluorescein diacetate
(CFDA)/Propidium iodide [46]

Pratokova cytometrie,
fluorescenéni mikroskopie

Oxonol [DIBAC4(3)], MgANS, berberine,
sytox orange, FUN1 [46]

Pratokova cytometrie,
fluorescenéni mikroskopie

2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)
amino]-2-deoxy-D-glucose (2-NBDG) [47]

Fluorescenéni spektrometrie
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a jeji nasledné oxidaci. Oxid chloricity reaguje
s aminokyselinami obsahujicimi siru, které
jsou soucasti bakterialni membrany [44].

V mezi¢ase mezi jednotlivymi nasazenimi
v provoze vznika potfeba pivovarské kvasnice
po urcitou dobu skladovat. Mezi nej¢astgji
pouzivané zpUsoby skladovani patfi napf.
uchovavani kvasnic v chladu pod pivem, skla-
dovani ve vodé ¢i v roztocich rliznych soli
(NaCl, KH,PO, apod.) [44]. B€hem sklado-
vani maji na kvalitu kvasnic nejvétsi vliv che-
mické, fyzikalni a biologické faktory. Mezi che-
mické faktory patfi zejména obsah
rozpusténych soli ve skladovacim roztoku,
pficemz jako vyrazné pfiznivy je v literatufe
popisovan 2% roztok dihydrogenfosforec-
nanu sodného. Fyzikalnimi faktory jsou me-
chanické vlivy jako je pravidelné michani
a dale vliv doby skladovani. Na rychlost po-
klesu poctu prezivajicich bunék maji nejvétsi
vliv genetické vlastnosti daného kmene.
V pribéhu skladovani je opét vhodné moni-
torovat pokles vitality a viability (tab. 6). Z fluo-
rescencnich technik je nutno zminit pfede-
v§im  monitoring  intracelularnino  pH
v populaci pomoci pritokové cytometrie [23,
45].

Tato prace je soucasti feseni Vyzkumného
centra pro studium obsahovych latek jec-
mene a sladu 1M6215648902.
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