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1 ÚVOD

Stav kvasnic nasazovaných v provozním
kvašení má zásadní vliv na výslednou kvalitu
produktu, proto je jeho kontrola nedílnou sou-
částí každodenní pivovarské praxe. Provozní
kvasnice se nejčastěji hodnotí stanovením vi-
ability a vitality, dále se například posuzuje
mikrobiologická čistota. Viabilita je chápána
jako podíl živých buněk a vitalita vyjadřuje fy-
ziologický stav dané buněčné populace [1].

Pro hodnocení viability se v pivovarech
běžně používá barvení methylenovou modří.
V literatuře lze nalézt více variant této metody,
které se liší v koncentraci barviva nebo v roz-
toku použitém pro rozpuštění barviva [1, 2, 3,
4]. Fosfátová methylenová modř o pH 4,6 se
podle starších prací používá v koncentraci
0,02 % [3], později se doporučuje koncent-
race 0,01 % [4]. Při použití koncentrovaněj-
šího barviva lze po smíchání s kvasničnou
suspenzí preparát ihned pozorovat pod mik-
roskopem [3], u 0,01 % barviva se zařazuje
1–5minutová inkubační doba [4]. Další rozší-
řenou metodou je barvení methylenovou
modří rozpuštěnou na koncentraci 0,01 %
v dvouprocentním citrátovém ústojném roz-
toku. Metodu přípravy tohoto barviva lze na-
lézt v literatuře na mnoha místech [1, 2, 5, 6],

nikde ale není přesně specifikováno, jestli se
jako ústojný roztok používá citrát monosodný,
disodný nebo trisodný, ani pH výsledného
roztoku. Pravděpodobně se jedná o dihydrát
citrátu disodného, který má ze všech tří pH
nejblíže k neutrálnímu. Jako další rozpou-
štědlo methylenové modři lze použít destilo-
vanou vodu [1, 4].

Barvení kvasinek methylenovou modří je
v literatuře vytýkána nepřesnost při nižších
hodnotách viability a nesnadné vyhodnoco-
vání výsledků [1, 2, 5]. Jako alternativa se do-
poručují přesnější fluorescenční barvicí me-
tody, ať již ve spojení s fluorescenčním
mikroskopem, nebo průtokovým cytometrem.
Vhodná barviva mohou být například propi-
dium jodid (PI), fluorescein diacetát (FDA)
nebo 1-anilin-8-naftalen sulfonát hořečnatý
(Mg-ANS), který je doporučován i analytickou
komisí EBC [4]. PI je interkalační barvivo vá-
žící se na nukleové kyseliny buněk s poruše-
nou plazmatickou membránou [7], Mg-ANS
se váže na bílkoviny stejných buněk [8] a FDA
je elektroneutrální nefluorescenční substrát
esteras, který je po hydrolýze jako fluoresku-
jící fluorescein díky náboji zadržován v nepo-
rušených buňkách [7].

Jako nefluorescenční alternativu methyle-
nové modře lze použít methylenovou violeť,

která po obarvení poskytuje jasnější odlišení
obarvených a neobarvených buněk, a tím
i snadnější vyhodnocení výsledků [2].

Základním požadavkem pro jakoukoli ana-
lytickou metodu používanou v pivovarské praxi
je nenáročnost provedení a rychlá dostupnost
výsledků, proto nejsou pro stanovení viability
v praxi příliš rozšířeny kultivační metody.

Pro posouzení vitality kvasinek bylo navr-
ženo mnoho různých metod, jejichž základní
dělení je na testy sledující metabolickou akti-
vitu (test acidifikační schopnosti, vitální tit-
race, měření intracelulárního pH atd.) a testy
sledující obsah některé vnitrobuněčné kom-
ponenty (glykogenu, trehalosy, sterolů a ne-
nasycených mastných kyselin atd.) [1]. Vý-
sledek testů vitality má pomoci předpovídat
výkon kvasnic při kvašení. Žádný z těchto
testů se ve větší míře nerozšířil do provozních
pivovarských laboratoří.

2 MATERIÁL A METODY

2.1 Mikroorganismy

Spodní pivovarské kvasinky Saccharomy-
ces cerevisiae subsp. uvarum, kmen č. 2
podle sbírky VÚPS. Vzorky se odebíraly
z kvasničných zásobních tanků pivovaru.
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2.2. Chemikálie a roztoky

PBS (Phosphate buffer saline) se připra-
vil rozpuštěním 8,5 g NaCl, 1,5 g
Na2HPO4.2H2O a 0,25 g NaH2PO4.2H2O
v 1 litru destilované vody.

Všechny ostatní chemikálie pocházely od
Sigma Aldrich.

2.3 Barvení methylenovou modří a methy-

lenovou violetí

K barvení se použila fosfátová methylenová
modř o koncentraci 0,01 % nebo 0,02 %,
popř. citrátová methylenová violeť o koncent-
raci 0,01 % [2, 3, 4].

2.4 Barvení s PI a FDA

Propidium jodid se rozpustil v redestilované
vodě na koncentraci 1 mg.ml-1 a skladoval při
teplotě 4 °C v temnu. Zásobní roztok FDA se
získal rozpuštěním v acetonu na koncentraci
10 mg.ml-1 a byl skladován v temnu při tep-
lotě –20 °C. Ze zásobního roztoku se připra-
voval pracovní roztok FDA o koncentraci
1 mg.ml-1 ředěním acetonem.

Kvasničná suspenze se promyla odstředě-
ním 10 min při 1460 g (3000 min-1) a resus-
pendováním v PBS a naředila pomocí PBS
na přibližnou koncentraci 2,5.107 buněk.ml-1.
Do mikrozkumavky se napipetovalo 1 ml
kvasničné suspenze, 10 μl PI a 80 μl FDA. Po
promíchání se mikrozkumavka nechala in-
kubovat 10 minut v temnu.Pro pořizování mik-
rofotografií bylo nutné odstranit fluorescen-
ci pozadí buněk odstředěním (1460 min-1,
5 min) a resuspendováním obarvených buněk
v PBS.

2.5 Barvení s Mg-ANS

Barvivo Mg-ANS (0,15 g) se rozpustilo
v 1 ml absolutního ethanolu a doplnilo vodou
do 50 ml na konečnou koncentraci 0,3 %. Bu-
něčná suspenze (0,25 ml) o takové koncent-
raci, aby při pozorování mikroskopem bylo
v pozorovacím poli mikroskopu přibližně 100
buněk, se v mikrozkumavce smíchala s 0,25
ml Mg-ANS a nechala 5 minut inkubovat [4].

2.6 Deflokulační test

Neproprané kvasnice se odstředily
(1460 min-1, 10 min) ve válcové kyvetě a se-
diment se zředil pětkrát vodou, čímž vznikla

20% kvasničná suspenze. Kvasničná sus-
penze (1 ml) se smíchala s 4 ml roztoku sa-
charosy o koncentraci 10 % v další válcové
kyvetě, která se odstředila 2 min při 1460 g.
Po odstředění se kyveta ihned umístila do
spektrofotometru a proměřila se závislost ab-
sorbance při 800 nm na čase [9]. Výsledek
testu se vyjádřil jako rozdíl mezi absorbancí
v 20. minutě a absorbancí na počátku testu.

2.7 Vitální titrace

Při testu se měří pokles pH alkalizovaného
vzorku kvasnic, který je způsobený metabo-
licky aktivními kvasnicemi a odpovídá jejich
vitalitě [10].

2.8 Test acidifikační schopnosti

Test se zakládá na měření poklesu pH
kvasničné suspenze po přídavku sacharidic-
kého zdroje energie, který je přímo úměrný
vitalitě kvasnic [11]. Provedení testu vychá-
zelo z uspořádání dle Kara [12] a bylo mírně
modifikováno pro urychlení stanovení (viz
část 3.2).

2.9 Stanovení ústojné kapacity kvasnič-

ného supernatantu

Provozní kvasnice se odstředily, jejich su-
pernatant odlil a titračně proměřila závislost
jeho pH na přídavku 0,01 M HCl (tzv. první
odstředění). Tento postup se třikrát opakoval
po doplnění kvasničného sedimentu destilo-
vanou vodou na původní objem a resuspen-
daci (druhé, třetí a čtvrté odstředění).

2.10 Přístroje

Spektrofotometr CADAS 200 (Dr. B. Lange,
Německo).

Fluorescenční mikroskop Nikon ECLIPSE
400 s fluorescenční kostkou Nikon B-2A (EX:
450 – 490 nm, DM 505 nm, BA 520 nm) (Ja-
ponsko).

3 VÝSLEDKY A DISKUSE

3.1 Metody pro stanovení viability

Pro stanovení viability se porovnávalo pět
různých technik barvení. Klasické světelné
metody reprezentovalo barvení fosfátovou
methylenovou modří (0,01 a 0,02 %) a citrá-

tovou methylenovou violetí. Fluorescenční
techniky zastupovala kombinace barviv FDA
+ PI a barvení s Mg-ANS. Pro vyhodnocení
barvení s fluorescenčními barvivy se použil
fluorescenční mikroskop.

Pro porovnání metod se použily jen kvas-
nice běžně se vyskytující v pivovaru, tj. kvas-
nice o viabilitách 93–98 %. Kvasnice uměle
usmrcené pro snížení viability se při těchto
testech nepoužívaly. Pro rutinní využití bar-
viva v pivovaru není důležitá schopnost
přesně určit viabilitu kvasnic pod hranicí 90 %,
jelikož kvasnice s podílem živých buněk pod
93 % se vyřazují. Pro rutinní využití je spíše
důležitá rychlost a snadnost provedení testu,
nenáročnost na přístrojové vybavení a cena
barviva.

Výsledky barvení ukazuje obr. 1. Při hod-
notách viabilit běžně se vyskytujících v pivo-
varu se mezi jednotlivými barvivy nezjistily
statisticky významné rozdíly, výsledky se pří-
liš nelišily ani v rozptylech.

Barvení s 0,02% methylenovou modří bylo
ze všech metod nejrychlejší, jelikož odpadala
nutnost jakékoli inkubace. Buňky byly výraz-
něji obarvené než při barvení s 0,01% met-
hylenovou modří, ale vyhodnocování vý-
sledků bylo mírně ztíženo častým výskytem
intenzivně obarvených nečistot z kvasnic.

Barvení s 0,01% methylenovou modří bylo
stále poměrně rychlé, oproti předchozímu
barvení se doba přípravy vzorku prodloužila
o 5minutovou inkubaci buněk s barvivem.
Obarvené buňky byly méně výrazně obar-
vené, ale zároveň se ve vzorku méně obar-
vovaly nečistoty.

Nevýhodou práce s methylenovou modří
bylo nesnadné vyhodnocení stavu částečně
obarvených buněk, které se ale v jisté míře
vyskytují u všech barvicích metod.

Barvení methylenovou violetí mělo stejné
výhody, nevýhody i dobu přípravy jako bar-
vení 0,01% methylenovou modří, při vyhod-
nocení výsledků měla tato technika širší inter-
val spolehlivosti a tedy horší opakovatelnost.

Barvení s kombinací PI a FDA bylo oproti
0,02% methylenové modři časově náročnější
(o přibližně 20 min) při dodržování přísnějších
pravidel bezpečnosti práce, protože propi-
dium jodid je mutagenní činidlo.Výhodou této
techniky je jednoznačnost vyhodnocování ob-
razu, při správném postupu barvení se mrtvé
buňky zbarví červeně a životaschopné ze-
leně, jen minimum buněk zůstane neobar-
veno.

Obraz získaný touto barvicí technikou zů-
stane výrazný jen po velmi krátkou dobu, je-
likož fluorescein po excitaci rychle ztrácí své
fluorescenční schopnosti (vysvěcuje se) a ze-
lené buňky se odbarvují. Další nevýhodou
fluoresceinu je, že se kvůli jeho slabému ná-
boji rychle vyplavuje ven i z buněk s neporu-
šenou plasmatickou membránou [7], a může
tím zvyšovat fluorescenci buněčného pozadí.
Proto je nutné se při práci vyhnout zbytečným
prodlevám, což může být problém při analýze
více vzorků najednou.

Příprava vzorku při barvení s Mg-ANS je
podobně rychlá jako s 0,01% methylenovou
modří a zároveň umožňuje snadné vyhodno-
cování výsledků jako při barvení s PI a FDA.
Barvivo Mg-ANS navíc nepodléhá tak ry-
chlému vysvěcování jako fluorescein. Nevý-
hodou této metody je poměrně časově ná-
ročné nastavení vhodného poměru intenzit
dvou zdrojů světla, fluorescenčního (v epi-
skopickém uspořádání) pro zviditelnění obar-
vených buněk, a světelného (v diaskopickém
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Obr. 1 Porovnání hodnot viability kvasinek zjištěných jednotlivými barvicími technikami. (MM
– methylenová modř, MV – methylenová violeť, FDA+PI – fluorescein diacetát + propidium jo-
did, Mg-ANS – 1-anilin-8-naftalen sulfonát hořečnatý)
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uspořádání) pro zviditelnění neobarvených
buněk. Použitý mikroskop (Nikon ECLIPSE
E 400) totiž neumožňoval v dostatečném roz-
sahu měnit intenzitu světelných zdrojů.

Ze dvou ověřovaných fluorescenčních me-
tod se barvení s Mg-ANS zdá být výhodnější
než s kombinací PI a FDA, jelikož je příprava
vzorku rychlejší a Mg-ANS není mutagenní či-
nidlo.

Pro rutinní použití v pivovaru se zdá být
stále nejvhodnější methylenová modř, a to
v její původní podobě o koncentraci 0,02 %,
protože tato metoda je ze všech nejrychlejší
a poskytuje srovnatelné výsledky jako mo-
derní barvicí metody (obr. 1).

3.2 Metody pro stanovení vitality

Pro stanovení vitality kvasnic se pro rutinní
využití v pivovaru ověřovaly tři metody: deflo-
kulační test, vitální titrace a test acidifikační
schopnosti.

Deflokulační test
Při deflokulačním testu se měří rychlost

uvolňování kvasinek ze sedimentu měřením
nárůstu absorbance vzorku nad sedimentem
při 800 nm. Kvasinky se ze sedimentu uvol-
ňují účinkem oxidu uhličitého a jejich kon-
centrace ve vznosu je přímo úměrná množ-
ství a aktivitě kvasinek [9]. Pro jednoduchost
provedení se proti původní práci čirá mladina
nahradila roztokem sacharosy o koncentraci
10 %.

Nejprve se stanovila citlivost testu, pětkrát
v klasickém uspořádání testu s 4 ml 10% sa-
charosy a pětkrát s 4 ml roztoku, který obsa-
hoval 10 % sacharosy a 10 % ethanolu pro
oslabení aktivity kvasnic.

Test byl citlivý k oslabení kvasnic ethano-
lem. Příklad průběhu absorbance vzorku
v čase pro neoslabené kvasnice a stejné
kvasnice oslabené ethanolem ukazuje obr. 2.
Nárůst absorbance v grafu odpovídá aktivitě
kvasinek, které se bublinkami oxidu uhličitého
uvolňují ze sedimentu. Pro urychlení testu se
místo průběhu křivek porovnávaly pouze roz-
díly absorbancí ve 20. minutě a na počátku
testu.

Opakovatelnost metody se zjistila porov-
náním výsledků z pěti měření a vypočtením
intervalu spolehlivosti. Přes výrazné rozdíly
výsledků deflokulačního testu u oslabených

a neoslabených kvasnic byl rozptyl této me-
tody dosti vysoký (obr. 3).

Vitální titrace
Test vitální titrace spočívá v alkalizaci kvas-

ničné suspenze 0,1 M NaOH na pH 10 a mě-
ření času, který kvasinky potřebují na aktivní
snížení pH na hodnotu 6,5.Podle literatury [10]
se čas potřebný k okyselení vzorku kvasin-
kami o dobré vitalitě pohybuje okolo 20 minut.

Pro ověřování metody se použily kvasinky,
které v testu acidifikační schopnosti a deflo-
kulačním testu vykazovaly dobrou vitalitu. Při
dvojím opakování pokusu se ani po 90 minu-
tách měření pH nesnížilo pod hodnotu 7,5,
což mohlo být například způsobeno poško-
zením kvasinek přílišnou počáteční alkalizací.

Test acidifikační schopnosti (AP test)
Test v provedení podle Kara [12] je pro ru-

tinní použití v pivovaru časově příliš náročný,
proto se nejprve hledal způsob zkrácení doby
testu, a to úpravou vzorku s redukcí trojná-
sobného promývání vzorku kvasnic před mě-
řením. Nutnost promývání kvasnic před tes-
tem plyne mj. z přílišné ústojné kapacity

kvasničného prostředí. Při měření ústojné ka-
pacity supernatantů po prostém odstředění
kvasnic (tzv. první odstředění) a prvním, dru-
hém a třetím promytí (tj. druhé, třetí a čtvrté
odstředění) se ukazuje, že ústojná kapacita
poklesne výrazně již po prvním odstředění
a rozmíchání v destilované vodě (obr. 4).

Ústojná kapacita různě promytých vzorků
se proměřovala pro dva extrémní vzorky, za-
hrnující kvasnice jednou nasazené a sklado-
vané v zásobním tanku 3 dny při 3 °C a kvas-
nice dvakrát nasazené v provozu a úmyslně
skladované v zásobním tanku po dobu 12 dní
při 3 °C. Tlumivé schopnosti supernatantů
těchto kvasnic ukazuje obr. 4. Z grafu vyplývá,
že přečištěním vzorků kvasnic o odlišných
ústojných vlastnostech (1. odstředění v obr. 4)
jedním odstředěním a rozmícháním ve vodě
již lze získat vzorky s porovnatelnými zbyt-
kovými ústojnými kapacitami (2. odstředění
v obr. 4). Proto je možné časově náročné pro-
mývání vzorku kvasnic podle původního uspo-
řádání testu nahradit pouhým odstředěním
vzorku a resuspendací v destilované vodě.

Dalšího zrychlení bylo dosaženo zmenše-
ním objemů všech činidel používaných při
testu. Celý test se prováděl v jedné nádobce,
čímž se ušetřil čas při ředění vzorku před mě-
řením. Při vlastním stanovení se přibližně
7 g hustých várečných kvasnic pomocí in-
jekční stříkačky vpravilo do zvážené plastové
uzavírací vzorkovnice o přibližném objemu
50 ml. Nádobka se suspenzí se odstředila
a supernatant vylil.

Zjistila se hmotnost získaného kvasnič-
ného sedimentu a do nádobky se přidalo de-
setinásobné množství destilované vody (po-
dobné ředění jako v původním uspořádání
testu). Sediment se resuspendoval, nádobka
umístila na laboratorní magnetické míchadlo
a do suspenze ponořila elektroda pH metru.
Po ustálení se hodnota pH zaznamenala
a k suspenzi se přidal roztok glukosy (20 %)
v množství úměrném množství suspenze, tj.
0,55 ml.g-1 sedimentu podobně jako v pů-
vodní práci [12], a po deseti minutách se ode-
četl pokles pH.

V původním uspořádání trvalo provedení
testu acidifikační schopnosti u jednoho
vzorku přibližně 60 minut, v redukovaném
uspořádání testu trvalo proměření jednoho
vzorku přibližně 25 minut.

Obr. 2 Závislost absorbance na čase při deflokulačním testu pro neupravené kvasinky a kva-
sinky oslabené 10 % ethanolu v prostředí
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Obr. 3 Citlivost a opakovatelnost deflokulačního testu pro neoslabený a ethanolem oslabený
vzorek kvasnic
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kosou indukované acidifikační schopnosti,
spontánní acidifikaci nelze v zrychleném
uspořádání testu měřit.

U testu se ověřovala jeho schopnost rea-
govat na vystavení kvasnic různým pozitivním
či negativním vlivům. Při ověřování testu se
proto ke kvasničné suspenzi nepřidávala sa-
motná glukosa, ale glukosa s přídavkem
ZnSO4.7H2O, NaNO2 nebo ethanolu tak, aby
při zachování koncentrace glukosy byly vý-
sledné koncentrace zinku 0,2 mg.l-1, dusitanu
10 mg.l-1 a ethanolu 10 % obj.

Průběh pH v čase při testu acidifikační
schopnosti pro ethanolem oslabené a neo-
slabené kvasnice ukazuje obr. 5. Opakova-
telnost testu se určila vyhodnocením vý-
sledků z pěti měření stejného vzorku
a vypočtením intervalu spolehlivosti, který byl
uspokojivě úzký (obr. 6).

Test byl dostatečně citlivý na přídavek zinku
a ethanolu, méně výrazně test reagoval na
přídavek dusitanu, přestože na tuto koncent-
raci dusitanu kvasnice při kvašení mladiny re-
agují citlivě.

3.3 Testy vitality a provozní kvašení

Pro modifikovaný test acidifikační schop-
nosti se ověřovala jeho schopnost předpově-
dět výkon kvasnic při provozním kvašení. Cel-
kem u třinácti cylindrokónických kvasných
tanků se u kvasnic před zakvašením stano-
vila acidifikační schopnost a sledoval se prů-
běh kvašení podle každodenních rozborů.

Mezi sledovanými parametry a výsledkem
AP testu neexistovala výrazná korelace
(obr. 7). Výsledek testu acidifikační schop-
nosti nebyl schopný dostatečně předpovědět
výkon kvasnic při kvašení.Průběh provozního
pivovarského kvašení je funkcí mnoha vlivů,
z nichž aktuální stav nasazovaných kvasnic
tvoří pouze určitou část. Na délku hlavního
kvašení má vedle stavu kvasnic značný vliv
například složení mladiny včetně obsahu sto-
pových prvků, nebo přesný průběh teploty při
kvašení, řízený obsluhou. Kvalita vyrobeného
piva, zejména jeho chuťové vlastnosti a kolo-
idní stabilita, závisí na mnoha faktorech kvas-
ného procesu a lze ji jen obtížně stanovit z je-
diného rozboru [13].

Tyto výsledky se liší od podobné závislosti
uváděné v literatuře [12] (obr. 8). V citované
práci [12] se výkon kvasnic posuzoval u la-
boratorního kvašení a použily se kvasnice
s širokou škálou vitalit, od čerstvých až po re-
spiračně deficientní mutanty, nebo kvasnice
skladované 20 dní při 12 °C. Kvasnice s AP

Obr. 4 Tlumivá schopnost supernatantů kvasnic skladovaných 12 dní a 3 dny po prostém odstředění (1. odstředění) a po promytí destilova-
nou vodou (2., 3. a 4. odstředění)
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Obr. 6 Citlivost AP testu k přídavku různých činidel a opakovatelnost výsledků

Obr. 5 Průběh pH v čase při AP testu pro neoslabené a ethanolem oslabené kvasnice

Výsledek AP testu se vyjadřoval podle rov-
nice:

ap = pH0 – pH10,

kde ap je bezrozměrný výsledek testu, pH0 je
ustálená hodnota pH před přídavkem glukosy
a pH10 je hodnota pH po 10 minutách od pří-
davku glukosy.Hodnota ap tedy odpovídá glu-
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hodnotou pod 1,5 měly dokonce viabilitu ur-
čenou methylenovou modří pod 90 % [12].
Nasazení takovýchto kvasnic v provozu je
krajně nepravděpodobné a využitelnost takto
získané závislosti značně diskutabilní. Lze
předpokládat, že po vyřazení silně poškoze-
ných kvasnic z grafu na obr. 8 by korelace
byla podobná té námi naměřené.

4 ZÁVĚR

Vybrané moderní metody měření viability
kvasnic, ačkoli je lze s výhodou vyšší přes-
nosti použít k řešení jednotlivých problémů
speciálního a výzkumného charakteru, nepo-
skytovaly v provozní praxi podstatné výhody
oproti dosud používanému barvení methyle-

novou modří. Pracnost a časové i finanční ná-
roky fluorescenčních metod jsou pro běžnou
praxi doposud vysoké. Při dodržování běž-
ných zásad správné výrobní praxe pro úchovu
a ošetřování kvasnic s podílem mrtvých bu-
něk pod 7 % je metoda barvení s 0,02% met-
hylenovou modří dosud nejvýhodnější.

Pro stanovení vitality kvasnic lze použít jak
acidifikační, tak deflokulační test, který měl
sice nižší reprodukovatelnost, ale také nižší
pracnost. Acidifikační test mohl rozeznat pů-
sobení inhibitorů i stimulátorů kvašení přida-
ných ke glukosovému roztoku pro jeho sta-
novení, ale neumožnil předpovědět průběh
provozního kvašení. Příčinou je pravděpo-
dobně nepostihnutí vlivů individuálního slo-
žení jednotlivých várek mladiny včetně jejich
provzdušnění.
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Obr. 7 Závislost mezi hodnotou AP a dobou hlavního kvašení do obvyklého stupně prokva-
šení při sudování

Obr. 8 Délka hlavního kvašení jako funkce výsledku AP testu, prezentovaná v literatuře [12]


