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VIABILITA A VITALITA KVASNIC V PROVOZNIM KVASENI

YEAST VIABILITY AND VITALITY IN BREWERY FERMENTATION
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Kosin, P. — Savel, J. — Kolouchova, I. — Broz, A.: Viabilita a vitalita kvasnic v provoznim kvaseni. Kvasny Prum. 53, 2007, &. 2, s. 30-34.

Vybrané moderni metody méreni viability kvasnic, a¢ jsou kvli vy$si presnosti vhodné pro speciélni a vyzkumné tkoly, neposkytovaly
v bézné provozni praxi podstatné vyhody proti dosud pouzivanému barveni methylenovou modfi. Pfi stanoveni vitality kvasnic vykazoval aci-
difikagéni test vy83i pfesnost, ale také pracnost ve srovnani s deflokuladnim testem. Zadny z test(i neumoznioval pfedpovédét pribéh hlavniho
kvaSeni pfi pouzivani kvasnic, uchovavanych a oSetfovanych podle zasad spravné vyrobni praxe. Uvadi se rychla modifikace acidifikaéniho
testu, zaloZena na zkraceni po¢tu promyvani kvasnic pfed pfidavkem roztoku glukosy.

Kosin, P. — Savel, J. — Kolouchova, I. — Broz, A.: Yeast viability and vitality in brewery fermentation. Kvasny Prum. 53, 2007, No. 2,
p. 30-34.

Selected modern methods for viability assessment, although are due to higher accuracy suitable in yeast research or in solving some of
the special tasks in fermentation technology, did not bring any significant advantages to brewery routine compared to the conventional stai-
ning with methylene blue. Acidification power test showed to be more accurate but also more time consuming compared to deflocculation
test. None of these vitality tests was able to predict fermentation performance of yeast at full scale brewery fermentation, when yeast were
stored and treated according to principles of good manufacturing practice. Rapid modification of acidification power based on reduction of
washing steps of analyzed yeasts test is shown.

Kosin, P. — Savel, J. — Kolouchova, I. — Broz, A.: Die Hefelebensfahigkeit und -Vitalitdtsbestimmung wéhrend der Garung in einer
Bierbrauerei. Kvasny Prum. 53, 2007, Nr. 2, S. 30-34.

Die héhere Genauigkeit von modernen Messmethoden der Hefelebensfahigkeit und Vitalitdtsbestimmung ist zwar fur eine spezielle Zwecke
oder flr eine Forschung sehr geeignet, jedoch fur die tégliche Betriebsbestimmung im Vergleich mit der Ublich angewandte Methode der Met-
hylenchloridfarbung nicht mehr so verteilhaft ist. Wahrend der Hefelebensfahigkeitsbestimmung wies der Azidifikationstest im Vergleich mit
einem Deflokulationstest zwar eine bessere Messgenauigkeit aber auch einen héheren Arbeitszeitaufwand auf. Keiner von diesen Testen
konnte jedoch fiir eine Vorhersage des Hauptgarungsprozessverlaufes unter Anwendung recht gepflegten Heffe angewandt werden. Es wird
eine Modifikation des schnellen Azidifikationstests auf Grund der Heffewaschenzahiminderung vor der Glukoselésungszugabe beigefiihrt.

KowwH, M. - WWaBen, 51, — Konoyxosa, U. — Bpox, A.: Buabunurta n sutanuta fpoxoken B NponssoacTBEHHOM 6poxxeHun. Kvasny
Prum. 53, 2007, Ho. 2, cTp. 30—34.

M36paHHble COBPEMEHHbIE METOAA U3MEPEHNs BUabNNNTbl APOXIKe HeokasblBasbl B MPOM3BOACTBEHHOW MPaKTUKE 3HA4YUTEsbHbIE
npevMyLLecTBa No CPaBHEHNIO C A0 CUX MOP NPaKTUKYEeMbIM KpalueHNeM METUIEHOBOW Na3ypben, XOTS OHbl U3-3a TOYHOCTU YA006HbIE ANSA
crnecuarnbHbIX 1 UccnenoBaTenbCKnx 3aganvi. Mpu onpegeneHnn BUTanuTbl POXoKen nokasbiBanca AP-TecT 60nee TOYHbIM, HO Tpy-
[0EMKUM MO CPaBHEHMIO C TECTOM AeddnioKynaumm. Hu oavH TecT He No3BoNsAn npeackasaTh TeHeHne 6POXKEeHNS C MPUMEHEHNEM APOXOKEN
XPaHEHbIX Ha MpYHUMNAax npaBUSIbHON MPOM3BOACTBEHHOW MpakTuku. BBogutcsa 6bicTpas mogudmkauma AP-TecTa, OCHOBaHHas Ha

COKpalLLeHUM Yrcra NPOMbIBOK APOXOKEN nepen [06aBKOW rMOKOCHI.
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1 UvoD

Stav kvasnic nasazovanych v provoznim
kvaseni ma zasadni vliv na vyslednou kvalitu
produktu, proto je jeho kontrola nedilnou sou-
¢asti kazdodenni pivovarské praxe. Provozni
kvasnice se nejc¢astéji hodnoti stanovenim vi-
ability a vitality, dale se napfiklad posuzuje
mikrobiologicka Cistota. Viabilita je chapana
jako podil zivych bunék a vitalita vyjadfuje fy-
ziologicky stav dané bunééné populace [1].

Pro hodnoceni viability se v pivovarech
bézné pouziva barveni methylenovou modfi.
V literatufe Ize nalézt vice variant této metody,
které se lisi v koncentraci barviva nebo v roz-
toku pouzitém pro rozpusténi barviva [1, 2, 3,
4]. Fosfatova methylenova modf o pH 4,6 se
podle starSich praci pouziva v koncentraci
0,02 % [3], pozdéji se doporucuje koncent-
race 0,01 % [4]. Pfi pouziti koncentrovanéj-
Siho barviva Ize po smichani s kvasni¢nou
suspenzi preparat ihned pozorovat pod mik-
roskopem [3], u 0,01 % barviva se zafazuje
1-5minutova inkubacni doba [4]. DalSi rozsi-
fenou metodou je barveni methylenovou
modfi rozpusténou na koncentraci 0,01 %
v dvouprocentnim citratovém ustojném roz-
toku. Metodu pfipravy tohoto barviva Ize na-
|ézt v literatufe na mnoha mistech [1, 2, 5, 6],

nikde ale neni pfesné specifikovano, jestli se
jako ustojny roztok pouziva citrat monosodny,
disodny nebo trisodny, ani pH vysledného
roztoku. Pravdépodobné se jedna o dihydrat
citratu disodného, ktery ma ze vsech tfi pH
nejblize k neutralnimu. Jako dalsi rozpou-
Stédlo methylenové modfi Ize pouzit destilo-
vanou vodu [1, 4].

Barveni kvasinek methylenovou modfi je
v literatufe vytykana nepresnost pfi nizSich
hodnotach viability a nesnadné vyhodnoco-
vani vysledku [1, 2, 5]. Jako alternativa se do-
porucuji presnéjsi fluorescenéni barvici me-
tody, at jiz ve spojeni s fluorescenénim
mikroskopem, nebo pritokovym cytometrem.
Vhodna barviva mohou byt napfiklad propi-
dium jodid (PI), fluorescein diacetat (FDA)
nebo 1-anilin-8-naftalen sulfonat hore¢naty
(Mg-ANS), ktery je doporuc¢ovan i analytickou
komisi EBC [4]. Pl je interkala¢ni barvivo va-
Zici se na nukleové kyseliny bunék s poruse-
nou plazmatickou membranou [7], Mg-ANS
se vaze na bilkoviny stejnych bunék [8] a FDA
je elektroneutralni nefluorescenéni substrat
esteras, ktery je po hydrolyze jako fluoresku-
jici fluorescein diky naboji zadrzovan v nepo-
rusenych burkach [7].

Jako nefluorescenéni alternativu methyle-
nové modfe Ize pouzit methylenovou violet,

ktera po obarveni poskytuje jasnéjsi odlien{
obarvenych a neobarvenych bunék, a tim
i snadnéjsi vyhodnoceni vysledk( [2].

Zakladnim pozadavkem pro jakoukoli ana-
lytickou metodu pouzivanou v pivovarské praxi
je nenarocnost provedeni a rychla dostupnost
vysledk(, proto nejsou pro stanoveni viability
v praxi pfili§ rozsifeny kultivaéni metody.

Pro posouzeni vitality kvasinek bylo navr-
zeno mnoho rliznych metod, jejichz zakladni
déleni je na testy sledujici metabolickou akti-
vitu (test acidifikacni schopnosti, vitalni tit-
race, méfeni intracelularniho pH atd.) a testy
sledujici obsah nékteré vnitrobunééné kom-
ponenty (glykogenu, trehalosy, steroll a ne-
nasycenych mastnych kyselin atd.) [1]. Vy-
sledek testl vitality ma pomoci predpovidat
vykon kvasnic pfi kvaseni. Zadny z téchto
testy se ve vétsi mife nerozsifil do provoznich
pivovarskych laboratofi.

2 MATERIAL A METODY

2.1 Mikroorganismy

Spodni pivovarské kvasinky Saccharomy-
ces cerevisiae subsp. uvarum, kmen ¢. 2
podle sbirky VUPS. Vzorky se odebiraly
z kvasniénych zasobnich tank{ pivovaru.
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2.2. Chemikalie a roztoky

PBS (Phosphate buffer saline) se pfipra-
vil rozpusténim 85 g NaCl, 1,5 g
Na,HPO,.2H,0 a 0,25 g NaH,PO,.2H,0O
v 1 litru destilované vody.

V8echny ostatni chemikalie pochazely od
Sigma Aldrich.

2.3 Barveni methylenovou modfi a methy-
lenovou violeti
Kbarveni se pouzila fosfatova methylenova
modf o koncentraci 0,01 % nebo 0,02 %,
popf. citrdtova methylenova violet o koncent-
raci 0,01 % [2, 3, 4].

2.4 Barveni s Pl a FDA

Propidium jodid se rozpustil v redestilované
vodé na koncentraci 1 mg.ml' a skladoval pfi
teploté 4 °C v temnu. Zasobni roztok FDA se
ziskal rozpusténim v acetonu na koncentraci
10 mg.ml"" a byl skladovan v temnu pfi tep-
loté —20 °C. Ze zasobniho roztoku se pfipra-
voval pracovni roztok FDA o koncentraci
1 mg.ml" fedénim acetonem.

Kvasni¢na suspenze se promyla odstfedé-
nim 10 min pfi 1460 g (3000 min"') a resus-
pendovanim v PBS a naredila pomoci PBS
na pfibliznou koncentraci 2,5.107 bunék.ml.
Do mikrozkumavky se napipetovalo 1 ml
kvasni¢né suspenze, 10 ul Pl a 80 ul FDA. Po
promichani se mikrozkumavka nechala in-
kubovat 10 minut v temnu. Pro pofizovani mik-
rofotografii bylo nutné odstranit fluorescen-
ci pozadi bunék odstfedénim (1460 min,
5 min) a resuspendovanim obarvenych bunék
v PBS.

2.5 Barveni s Mg-ANS

Barvivo Mg-ANS (0,15 g) se rozpustilo
v 1 ml absolutniho ethanolu a doplnilo vodou
do 50 ml na koneénou koncentraci 0,3 %. Bu-
nécna suspenze (0,25 ml) o takové koncent-
raci, aby pfi pozorovani mikroskopem bylo
v pozorovacim poli mikroskopu pfiblizné 100
bunék, se v mikrozkumavce smichala s 0,25
ml Mg-ANS a nechala 5 minut inkubovat [4].

2.6 Deflokulacni test

Neproprané kvasnice se odstfedily
(1460 min-', 10 min) ve valcové kyveté a se-
diment se zfedil pétkrat vodou, ¢imz vznikla

20% kvasnitna suspenze. Kvasni¢na sus-
penze (1 ml) se smichala s 4 ml roztoku sa-
charosy o koncentraci 10 % v dalsi valcové
kyveté, ktera se odstredila 2 min pfi 1460 g.
Po odstfedéni se kyveta ihned umistila do
spektrofotometru a proméfila se zavislost ab-
sorbance pfi 800 nm na Case [9]. Vysledek
testu se vyjadfil jako rozdil mezi absorbanci
v 20. minuté a absorbanci na poc¢atku testu.

2.7 Vitalni titrace

P¥i testu se méfi pokles pH alkalizovaného
vzorku kvasnic, ktery je zplsobeny metabo-
licky aktivnimi kvasnicemi a odpovida jejich
vitalité [10].

2.8 Test acidifikacni schopnosti

Test se zakladd na méfeni poklesu pH
kvasni¢né suspenze po pfidavku sacharidic-
kého zdroje energie, ktery je pfimo umérny
vitalité kvasnic [11]. Provedeni testu vycha-
zelo z usporadani dle Kara [12] a bylo mirné
modifikovano pro urychleni stanoveni (viz
¢ast 3.2).

2.9 Stanoveni ustojné kapacity kvasnic-
ného supernatantu

Provozni kvasnice se odstfedily, jejich su-
pernatant odlil a titracné proméfila zavislost
jeho pH na pridavku 0,01 M HCI (tzv. prvni
odstfedéni). Tento postup se tfikrat opakoval
po doplnéni kvasniéného sedimentu destilo-
vanou vodou na plavodni objem a resuspen-
daci (druhé, tfeti a ¢tvrté odstfedéni).

2.10 Pristroje

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

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

3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Metody pro stanoveni viability

Pro stanoveni viability se porovnavalo pét
rliznych technik barveni. Klasické svételné
metody reprezentovalo barveni fosfatovou
methylenovou modfi (0,01 a 0,02 %) a citra-
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Obr. 1 Porovnani hodnot viability kvasinek zjisténych jednotlivymi barvicimi technikami. (MM

— methylenova modr, MV — methylenova violet, FDA+PI — fluorescein diacetat + propidium jo-
did, Mg-ANS — 1-anilin-8-naftalen sulfondt hofecnaty)

tovou methylenovou violeti. Fluorescenéni
techniky zastupovala kombinace barviv FDA
+ Pl a barveni s Mg-ANS. Pro vyhodnoceni
barveni s fluorescenénimi barvivy se pouzil
fluorescenéni mikroskop.

Pro porovnani metod se pouzily jen kvas-
nice bézné se vyskytujici v pivovaru, tj. kvas-
nice o viabilitaich 93-98 %. Kvasnice uméle
usmrcené pro snizeni viability se pfi téchto
testech nepouzivaly. Pro rutinni vyuziti bar-
viva v pivovaru neni dulezitd schopnost
pfesné urcit viabilitu kvasnic pod hranici 90 %,
jelikoz kvasnice s podilem zivych bunék pod
93 % se vyfazuji. Pro rutinni vyuziti je spiSe
dulezita rychlost a snadnost provedeni testu,
nenarocnost na pfistrojové vybaveni a cena
barviva.

Vysledky barveni ukazuje obr. 1. Pfi hod-
notéch viabilit béZné se vyskytujicich v pivo-
varu se mezi jednotlivymi barvivy nezjistily
statisticky vyznamné rozdily, vysledky se pfi-
li§ neliSily ani v rozptylech.

Barveni s 0,02% methylenovou modfi bylo
ze vSech metod nejrychlejsi, jelikoz odpadala
nutnost jakékoli inkubace. Buriky byly vyraz-
néji obarvené nez pfi barveni s 0,01% met-
hylenovou modfi, ale vyhodnocovani vy-
sledkll bylo mirné ztizeno ¢astym vyskytem
intenzivné obarvenych necistot z kvasnic.

Barveni s 0,01% methylenovou modfi bylo
stale pomérné rychlé, oproti pfedchozimu
barveni se doba pfipravy vzorku prodlouzila
0 5minutovou inkubaci bunék s barvivem.
Obarvené burnky byly méné vyrazné obar-
vené, ale zaroven se ve vzorku méné obar-
vovaly necistoty.

Nevyhodou prace s methylenovou modfi
bylo nesnadné vyhodnoceni stavu ¢aste¢né
obarvenych bunék, které se ale v jisté mife
vyskytuji u vSech barvicich metod.

Barveni methylenovou violeti mélo stejné
vyhody, nevyhody i dobu pfipravy jako bar-
veni 0,01% methylenovou modfi, pfi vyhod-
noceni vysledkd méla tato technika Sirsi inter-
val spolehlivosti a tedy horsi opakovatelnost.

Barveni s kombinaci Pl a FDA bylo oproti
0,02% methylenové modfi ¢asové naro¢néjsi
(o pFiblizné 20 min) pfi dodrzovani pfisngjsich
pravidel bezpeénosti prace, protoze propi-
dium jodid je mutagenni €inidlo. Vyhodou této
techniky je jednoznaénost vyhodnocovani ob-
razu, pfi spravném postupu barveni se mrtvé
buriky zbarvi Cervené a zivotaschopné ze-
leng, jen minimum bunék zlstane neobar-
veno.

Obraz ziskany touto barvici technikou z0-
stane vyrazny jen po velmi kratkou dobu, je-
likoz fluorescein po excitaci rychle ztraci své
fluorescencni schopnosti (vysvécuje se) a ze-
lené bunky se odbarvuji. Dal$i nevyhodou
fluoresceinu je, ze se kvili jeho slabému na-
boji rychle vyplavuje ven i z bunék s neporu-
$enou plasmatickou membranou [7], a mGze
tim zvySovat fluorescenci bunééného pozadi.
Proto je nutné se pfi praci vyhnout zbyteénym
prodlevam, coz muze byt problém pfi analyze
vice vzorkl najednou.

PFiprava vzorku pfi barveni s Mg-ANS je
podobné rychla jako s 0,01% methylenovou
mod¥i a zaroven umoznuje snadné vyhodno-
covani vysledku jako pfi barveni s Pl a FDA.
Barvivo Mg-ANS navic nepodléha tak ry-
chlému vysvécovani jako fluorescein. Nevy-
hodou této metody je pomérné ¢asové na-
ro¢né nastaveni vhodného poméru intenzit
dvou zdroji svétla, fluorescenéniho (v epi-
skopickém usporadani) pro zviditelnéni obar-
venych bunék, a svételného (v diaskopickém
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usporadani) pro zviditelnéni neobarvenych
bunék. Pouzity mikroskop (Nikon ECLIPSE
E 400) totiz neumoznfioval v dostateéném roz-
sahu ménit intenzitu svételnych zdroju.

Ze dvou ovérovanych fluorescenénich me-
tod se barveni s Mg-ANS zda byt vyhodné&;jsi
nez s kombinaci Pl a FDA, jelikoz je pfiprava
vzorku rychlejsi a Mg-ANS neni mutagenni ¢i-
nidlo.

Pro rutinni pouziti v pivovaru se zda byt
stale nejvhodnéjsi methylenovd modf, a to
v jeji plvodni podobé o koncentraci 0,02 %,
protoze tato metoda je ze vSech nejrychlejsi
a poskytuje srovnatelné vysledky jako mo-
derni barvici metody (obr. 1).

3.2 Metody pro stanoveni vitality

Pro stanoveni vitality kvasnic se pro rutinni
vyuziti v pivovaru ovéfovaly tfi metody: deflo-
kulaéni test, vitalni titrace a test acidifikacni
schopnosti.

Deflokulacni test

Pfi deflokulaénim testu se méfi rychlost
uvolfiovani kvasinek ze sedimentu mérenim
narlstu absorbance vzorku nad sedimentem
pfi 800 nm. Kvasinky se ze sedimentu uvol-
Auji UuCinkem oxidu uhli¢itého a jejich kon-
centrace ve vznosu je pfimo umérna mnoz-
stvi a aktivité kvasinek [9]. Pro jednoduchost
provedeni se proti plivodni praci ¢ird mladina
nahradila roztokem sacharosy o koncentraci
10 %.

Nejprve se stanovila citlivost testu, pétkrat
v klasickém usporadani testu s 4 ml 10% sa-
charosy a pétkrat s 4 ml roztoku, ktery obsa-
hoval 10 % sacharosy a 10 % ethanolu pro
oslabeni aktivity kvasnic.

Test byl citlivy k oslabeni kvasnic ethano-
lem. Pfiklad prdbéhu absorbance vzorku
v Case pro neoslabené kvasnice a stejné
kvasnice oslabené ethanolem ukazuje obr. 2.
Narust absorbance v grafu odpovida aktivité
kvasinek, které se bublinkami oxidu uhli¢itého
uvolnuji ze sedimentu. Pro urychleni testu se
misto prabéhu kfivek porovnavaly pouze roz-
dily absorbanci ve 20. minuté a na pocatku
testu.

Opakovatelnost metody se zjistila porov-
nanim vysledkl z péti méreni a vypoctenim
intervalu spolehlivosti. Pfes vyrazné rozdily
vysledkl deflokulacéniho testu u oslabenych
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Obr. 2 Zavislost absorbance na case pfi deflokulacnim testu pro neupravené kvasinky a kva-

sinky oslabené 10 % ethanolu v prostredi

a neoslabenych kvasnic byl rozptyl této me-
tody dosti vysoky (obr. 3).

Vitalni titrace

Test vitalni titrace spociva v alkalizaci kvas-
niéné suspenze 0,1 M NaOH na pH 10 a mé-
feni Casu, ktery kvasinky potfebuji na aktivni
snizeni pH na hodnotu 6,5. Podle literatury [10]
se Cas potfebny k okyseleni vzorku kvasin-
kami o dobré vitalité pohybuje okolo 20 minut.

Pro ovéfovani metody se pouzily kvasinky,
které v testu acidifikacni schopnosti a deflo-
kula¢nim testu vykazovaly dobrou vitalitu. PFi
dvojim opakovani pokusu se ani po 90 minu-
tdch méfeni pH nesniZzilo pod hodnotu 7,5,
coz mohlo byt naptiklad zptusobeno posko-
zenim kvasinek pfiliSnou po¢atecni alkalizaci.

Test acidifikacni schopnosti (AP test)
Test v provedeni podle Kara [12] je pro ru-
tinni pouZziti v pivovaru €asové pfili§ narocny,
proto se nejprve hledal zplsob zkraceni doby
testu, a to Upravou vzorku s redukci trojna-
sobného promyvani vzorku kvasnic pfed me-
fenim. Nutnost promyvani kvasnic pred tes-
tem plyne mj. z pfiliSné ustojné kapacity
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Obr. 3 Citlivost a opakovatelnost deflokulacniho testu pro neoslabeny a ethanolem oslabeny

vzorek kvasnic

kvasni¢ného prostredi. Pfi méfeni Ustojné ka-
pacity supernatantd po prostém odstfedéni
kvasnic (tzv. prvni odstfedéni) a prvnim, dru-
hém a tfetim promyti (ij. druhé, treti a ¢tvrté
odstfedéni) se ukazuje, Zze ustojna kapacita
poklesne vyrazné jiz po prvnim odstfedéni
a rozmichani v destilované vodé (obr. 4).

Ustojna kapacita r(izné promytych vzorka
se promérovala pro dva extrémni vzorky, za-
hrnujici kvasnice jednou nasazené a sklado-
vané v zasobnim tanku 3 dny pfi 3 °C a kvas-
nice dvakrat nasazené v provozu a umysiné
skladované v zasobnim tanku po dobu 12 dni
pfi 3 °C. Tlumivé schopnosti supernatantd
téchto kvasnic ukazuje obr. 4. Z grafu vyplyva,
Ze precisténim vzorkd kvasnic o odli$nych
ustojnych vlastnostech (1. odstfedéni v obr. 4)
jednim odstfedénim a rozmichanim ve vodé
jiz 1ze ziskat vzorky s porovnatelnymi zbyt-
kovymi Ustojnymi kapacitami (2. odstfedéni
v obr. 4). Proto je mozné ¢asové narocné pro-
myvani vzorku kvasnic podle ptvodniho uspo-
fadani testu nahradit pouhym odstfedénim
vzorku a resuspendaci v destilované vodé.

DalSiho zrychleni bylo dosazeno zmenSe-
nim objemd vSech ¢inidel pouzivanych pfi
testu. Cely test se provadél v jedné nadobce,
¢imz se uSetfil Cas pfi fedéni vzorku pfed mé-
fenim. Pfi vlastnim stanoveni se pfiblizné
7 g hustych vare¢nych kvasnic pomoci in-
jekeéni stfikacky vpravilo do zvazené plastové
uzaviraci vzorkovnice o pfiblizném objemu
50 ml. Nadobka se suspenzi se odstredila
a supernatant vylil.

Zjistila se hmotnost ziskaného kvasnic-
ného sedimentu a do nadobky se pfidalo de-
setindsobné mnozstvi destilované vody (po-
dobné fedéni jako v plvodnim uspofadani
testu). Sediment se resuspendoval, nadobka
umistila na laboratorni magnetické michadlo
a do suspenze ponofila elektroda pH metru.
Po ustéleni se hodnota pH zaznamenala
a k suspenzi se pfidal roztok glukosy (20 %)
v mnozstvi Umérném mnozstvi suspenze, tj.
0,55 ml.g' sedimentu podobné jako v pl-
vodni praci [12], a po deseti minutach se ode-
Cetl pokles pH.

V puvodnim usporadani trvalo provedeni
testu acidifikaéni schopnosti u jednoho
vzorku pfiblizné 60 minut, v redukovaném
usporadani testu trvalo proméfeni jednoho
vzorku pfiblizné 25 minut.
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Ustojna kapacita supernatantia

Pfidavek HCI (ml, 0,01 mol.I")
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Obr. 4 Tlumiva schopnost supernatantt kvasnic skladovanych 12 dni a 3 dny po prostém odstredéni (1. odstredéni) a po promyti destilova-

nou vodou (2., 3. a 4. odstredéni)

Vysledek AP testu se vyjadfoval podle rov-  kde ap je bezrozmérny vysledek testu, pH, je

nice: ustalena hodnota pH pred pfidavkem glukosy
a pH, je hodnota pH po 10 minutach od pfi-
ap = pHy — pHio, davku glukosy. Hodnota ap tedy odpovida glu-
Pribéh pH u testu acidifikacni schopnosti
6
58
5,6 -
5,4
5,2
T 5 =&—bez ethanolu
e 10 % ethanolu
48
4,6
4,4
4,2
4 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 2 4 6 8 10 12

¢as (min)

Obr. 5 Prubéh pH v ase pri AP testu pro neoslabené a ethanolem oslabené kvasnice

1,40

1,20

1,00 -

% 0,80 -

0,60 -

0,40 -

0,20 -

bez pfidavku 10 % ethanolu dusitan (10 mg/l) zinek (0,2 mgl/l)

Obr. 6 Citlivost AP testu k pridavku riznych cinidel a opakovatelnost vysledku

kosou indukované acidifikacni schopnosti,
spontanni acidifikaci nelze v zrychleném
usporadani testu méfit.

U testu se ovéfovala jeho schopnost rea-
govat na vystaveni kvasnic rdznym pozitivnim
¢i negativnim vliviim. Pfi ovéfovani testu se
proto ke kvasni¢né suspenzi nepfidavala sa-
motnd glukosa, ale glukosa s pfidavkem
ZnS0,.7H,0, NaNO, nebo ethanolu tak, aby
pfi zachovani koncentrace glukosy byly vy-
sledné koncentrace zinku 0,2 mg.I"", dusitanu
10 mg.I"" a ethanolu 10 % obj.

Pribéh pH v Case pfi testu acidifikacni
schopnosti pro ethanolem oslabené a neo-
slabené kvasnice ukazuje obr. 5. Opakova-
telnost testu se urcila vyhodnocenim vy-
sledkd z péti méfeni stejného vzorku
a vypoctenim intervalu spolehlivosti, ktery byl
uspokojivé uzky (obr. 6).

Test byl dostate¢né citlivy na pfidavek zinku
a ethanolu, méné vyrazné test reagoval na
pfidavek dusitanu, pfestoze na tuto koncent-
raci dusitanu kvasnice pfi kvaseni mladiny re-
aguiji citlivé.

3.3 Testy vitality a provozni kvaseni

Pro modifikovany test acidifikacni schop-
nosti se ovéfovala jeho schopnost pfedpové-
dét vykon kvasnic pfi provoznim kvaseni. Cel-
kem u tfinacti cylindrokénickych kvasnych
tankd se u kvasnic pfed zakva$enim stano-
vila acidifikaéni schopnost a sledoval se pru-
béh kvaseni podle kazdodennich rozbora.

Mezi sledovanymi parametry a vysledkem
AP testu neexistovala vyraznd korelace
(obr. 7). Vysledek testu acidifikacni schop-
nosti nebyl schopny dostate¢né predpovédét
vykon kvasnic pfi kvaseni. Priibéh provozniho
pivovarského kvaseni je funkci mnoha vlivd,
z nichz aktualni stav nasazovanych kvasnic
tvofi pouze uréitou ¢ast. Na délku hlavniho
kvaseni ma vedle stavu kvasnic znaény vliv
napfiklad sloZzeni mladiny véetné obsahu sto-
povych prvkd, nebo piesny prabéh teploty pfi
kva$eni, fizeny obsluhou. Kvalita vyrobeného
piva, zejména jeho chutové vlastnosti a kolo-
idni stabilita, zavisi na mnoha faktorech kvas-
ného procesu a lze ji jen obtizné stanovit z je-
diného rozboru [13].

Tyto vysledky se lisi od podobné zavislosti
uvadéné v literatufe [12] (obr. 8).V citované
praci [12] se vykon kvasnic posuzoval u la-
boratorniho kvaSeni a pouzily se kvasnice
s Sirokou Skalou vitalit, od €erstvych az po re-
spiraéné deficientni mutanty, nebo kvasnice
skladované 20 dni pfi 12 °C. Kvasnice s AP
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Obr. 7 Zavislost mezi hodnotou AP a dobou hlavniho kvaseni do obvyklého stupné prokva-

Seni pri sudovani

hodnotou pod 1,5 mély dokonce viabilitu ur-
¢enou methylenovou modfi pod 90 % [12].
Nasazeni takovychto kvasnic v provozu je
krajné nepravdépodobné a vyuzitelnost takto
ziskané zavislosti znaéné diskutabilni. Lze
predpokladat, ze po vyfazeni silné poskoze-
nych kvasnic z grafu na obr. 8 by korelace
byla podobna té nami namérené.

4 ZAVER

Vybrané moderni metody méfeni viability
kvasnic, ackoli je Ize s vyhodou vySSi pres-
nosti pouzit k feSeni jednotlivych problému
specialniho a vyzkumného charakteru, nepo-
skytovaly v provozni praxi podstatné vyhody
oproti dosud pouzivanému barveni methyle-

-
[4]
T

vysledek AP testu

o
o]
T

y = 4,12 - 0.0686x
r = -0.843: p = < 0.001

1 1 J

D 1
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40 S0 60
doba do prokvaseni (h)

Obr. 8 Délka hlavniho kvaseni jako funkce vysledku AP testu, prezentovana v literature [12]

novou modfi. Pracnost a asové i finan¢ni na-
roky fluorescen¢nich metod jsou pro béznou
praxi doposud vysoké. Pfi dodrzovani béz-
nych zasad spravné vyrobni praxe pro uchovu
a oSetfovani kvasnic s podilem mrtvych bu-
nék pod 7 % je metoda barveni s 0,02% met-
hylenovou modfi dosud nejvyhodnéjsi.

Pro stanoveni vitality kvasnic Ize pouzit jak
acidifikacni, tak deflokulacni test, ktery mél
sice nizsi reprodukovatelnost, ale také nizsi
pracnost. Acidifikacni test mohl rozeznat pu-
sobeni inhibitorG i stimulatort kvadeni pfida-
nych ke glukosovému roztoku pro jeho sta-
noveni, ale neumoznil predpovédét prabéh
provozniho kvaseni. Pfi¢inou je pravdépo-
dobné nepostihnuti vliv( individuélniho slo-
Zeni jednotlivych varek mladiny véetné jejich
provzdusnéni.
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