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Aglutinacia kvasiniek
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A. GINTEROVA, Ustredny vyskumny dstav potravindrskeho priemyslu, pobotka Bratislava

S kvasinkami ako déleZitymi priemyselnymi
mikroorganizmami sa stretdvame v réznych prie-
myselnych odvetviach, medzi ktorymi hlavné miesto
zastdva pivovarnictvo, liehovarnictvo, vinarstvo,
droZdiarstvo a v stiCasnej dobe sa silne rozvijajica
priemyselna vyroba kvasni®nych krmiv. Preto sd
kvasinkovité mikroorganizmy ¢€astym predmetom
vyskumu. Jedna z ich vlastnosti, ktora ma v réznych
odvetviach rézny vyznam je aglutindcia (flokula-
cia). Pod tymto pojmom rozumieme zhlukovanie
jednotlivich buniek do klkov, vlociek réznej vel-
kosti (najmenej po 3 bunky), ktoré potom vzhladom
na svoju velkost rychlejsie vypadavaji zo suspenzie.
Samotny problém aglutindcie je velmi stary a po-
pisal ho vlastne prvy raz v 2. polovici minulého
storotia Pasteur. Vaznejsim vyskumom aglutinacie
sa vSak zadali zapodievat aZ na prelome 19. a 20.
storotia nemecki pivovarnici. PretoZe sa aglutindcia
v réznych priemyselnych odvetviach kvasinkovitych
mikroorganizmov prejavuje rozne, aj vyskumy sa
zameriavali na tento problém z réznych hladisk.

Najcastejsie sa s aglutindciou stretdvame v pivo-
varnictve a tu tkvie i taZisko vyskumov a dosiahnu-
tych vysledkov. Na konci kaZdej normaélnej fermen-
tacie S. carlsbergensis dochadza k aglutinacii a
vloéky kvasnic alebo spadnd ku dnu, alebo vypla-
vajii na povrch. V pripade, Ze k aglutindcii neddjde,
alebo nie je dostatoéne intenzivna, zostdvaji bunky
dlh3i ¢as v mladine a vyrobok sa znehodnoti. V pi-
vovarnickom priemysle je teda aglutindcia normal-
nym javom a vyskumnikom ide iba o to, aby sa od-
halili pri¢iny tohto javu a aby aglutindcia mohla byt
ovladatelnd, pretoZe predcasné vyvloCkovanie kva-
siniek ma za nasledok neprekvasené piva, onesko-
rené velmi prekvasené. Ide teda o reguldciu pro-
cesu.

Iné pomery st v liehovarnictve a droZdiarenstve.
Kedysi sa v liehovaroch, ktoré pracovali s Cisty-
mi zd&parami, déavala prednost suspenznym, tzv.
praskovitym kvasniciam, ale v zavodoch, kde sa
stitasne vyrabali lisované kvasnice, sa pred zavede-
nim odstredovania doporucovala slaba aglutinacia
pre snadnejiie oddelenie kvasnic. Odkedy v droZ-
diariiach pracuji vykonné separatory, stala sa aglu-
tindcia nevitanou poruchou, pretoZe okrem toho, Ze
vyvlockované kvasnice v zapare zniZuji vykon od-
strediviek a pochopitelne, horsie sa prepieraji, ma-
vaji obvykle zniZenu trvanlivost (okrem iného pra-
ve pre nedokonalé premyvanie) a zniZend aktivitu
v ceste, v dosledku nedokonalého rozptylenia sa a
teda zniZenia ticinného sty&ného povrchu kvasiniek
s cestom. Pri liberkovani sd niekedy lamavé a zni-
#uji vykony liberkovacich strojov. o

Ako uZ bolo spomenuté, najviac prepracovani je
aglutindcia u pivovarskych kvasiniek. V sivislosti
s pekarskymi kvasnicami nachadzame v literatare
len velmi mélo Specidlne zameranych experimental-
nych prac a povacsine len zmienky o tomto jave

v réznych droZdiarenskych technoldgiach. Téato si-
tudcia v $tidiu aglutindcie je okrem iného (napr.
ovela vACSi vyznam aglutindcie pre pivovarnictvo
ako pre droZdiarstvo) spdsobend i hospodarskou
situdciou, pretoZe velké pivovary mali moZnost zria-
dovat si vyskumné laboratéria, v ktorych sa tieto
a iné problémy riesili.

Uvediem prehlad nazorov na aglutindciu, ako sa
ony objavovali v literatire od zaciatku tohto sto-
rotia. UZ prvi experimentdtori v tejto oblasti vy-
badali, Ze aglutaindcia bude spésobend urcitymi
vztahmi medzi kvasinkami a sladinou, v ktorej rastli
a pri¢iny vyvlotkovania videli hlavne v zloZeni Ziv-
ného prostiredia. Skoro sifasne sa v3ak objavuje
aj iny nazor, ktory sa aplikoval hlavne na agluti-
naciu vrehnych kvasnic, a to p6sobenie mikroorga-
nizmu Leuconostoc aglutinans (neskér premenova-
ny na Lactococcus aglutinans)]. Predpokladalo sa,
Ze kvasnicna bunka, pestované za prevzdusiiovania,
sa obaluje slizovitym produktom tychto bakteérii,
v désledku ¢oho dochédza k aglutinacii. Experimen-
talne bolo dokazané, Ze ak bola potlatend tvorba
slizu tymito baktériami, bola i aglutindcia niZSia.
Samozrejme tento nazor nemohol vysvetlif pri¢inu
aglutindcie v kultdrach, ktoré neboli infikovaneé.

Zaujimavid tedriu aglutinacie podal Lange (1907]),
ktory experimentoval s lisovanymi kvasnicami. Po-
dla nej je aglutindcia zapri¢inena vrstvou proteinu
adsorbovaného na bunkovej stene. U neaglutinova-
nych kvasnic je tato vrstva proteinu rozpustana
bunkou vylufovanym enzymom peptazou. Aglutino-
vané kvasnice nevylucuji dostatoéné mnoZstvo pep-
tdzy a proteinova vrstva sa nestaci rozkladat, preto
dochédza k vzdjomnému ,zlepovaniu® buniek. Lan-
geho tedria sa zaklada na stanoveniach pdsobenia
proteolytickych enzymov kvasnic. Nov3ie vyskumy
vak tito tedriu nepotvrdili.

Cely rad autorov skimal vplyv najrozli¢nej3ich
soli na aglutindciu. U vd&$iny z nich bol aglutinany
vplyv skutofne dokdzany. Predovietkym to platilo
pre vapenaté a hore¢naté soli, soli kyseliny boritej,
hlinité a Zelezité soli. Napriek tomu sa nepodarilo
vplyvom soli vysvetlit aglutindciu. Je to jednak tym,
e v mnohych pripadoch na vyvolanie aglufinacie
boli potrebné znatné mnoZstva soli, ktoré sa ani
teoreticky nedali v prirodzenych substrdtoch pred-
pokladat ani analyticky dokézat, jednak tym, Ze
akonahle sa skiimala kaZda jednotlivd sol v desti-
lovanej vode, bola situdcia prehladnd, ale ked sa
uvaZoval vplyv mnohych soli v zmesi, bolo taZko
robit nejaké zavery. Naviac tu existovala ind stran-
ka tej istej veci — pH. Vplyv pH roztokov bol u nie-
ktorych autorov povaZovany za hlavnd pri¢inu aglu-
tindcie (Malkow a spoluprac. 1933). AZ mnovsie
vyskumy vniesli do tychto pokusov viac svetla.

Zatiatkom tridsiatich rokov sa v literatire aglu-
tin4dcia za¢ina uvaZovat ako koloidne chemicky jav.
Lilers poukazuje na vzajomné pdsobenie medzi zld-
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¢eninami, pritomnymi na bunkovej stene a zluceni-
nami v sladine. Zaoberal sa tieZ elektrickym nébo-
jom bunkovej steny. Podal teoreticky velmi pocho-
piteIny predpoklad, Ze maximum aglutindcie sa
kryje s izoelektrickym bodom bunkovych proteinov
(Liers a Heuse 1921), ktory sa vSak podla ddajov
v literatire nepodarilo experimentdlne dokéazat.
Liiersov pohlad na aglutindciu bol v3ak novy a pri-
niesol nové moZnosti experimentovania. Zacali sa
zostrojovat rézne mikroelekiroforetické aparatiry,
v ktorych sa priamo pod mikroskopom pozoroval
pohyb buniek v elektrickom poli. Prvé vysledky
v3ak boli zataZene znafnymi metodickymi chybami
a je ich taZXko uvaZovat. Zaroveii sa v tejto dobe
zatina venovat viac pozornosti pH prostredia.

Na jav aglutindcie sa aplikuji nové metodiky a
nové poznatky z odboru koloidnej chémie. Vyvojom
nazorov i metodickych postupov sa podrobne za-
ober4 v stibornom referate Silbereisen (1960), ktory
v tomto smere publikoval pocetné prédce. MoZno
konstatovat, e nazory na aglutindciu boli znalne
roztriestené, prave tak, ako i vysledky experimen-
talnych prac. Na vysvetlenie by bolo moZné uviest,
#e sa pracovalo s roznym kvasinkovitym materia-
lom a teda sa ani teoreticky neda oCakavat jednota
vo vysledkoch pokusov. Cenné je, Ze sa vypracovali
metodiky, s ktorymi sa mohlo aspoii pribliZzne kvan-
titativne pracovat.

Z metod, ktoré bholi vypracované pre stanovenie
samotnej aglutindcie sa najviac ujala metoda
Burnsova (1937), ktora bola zna¢ne jednoducha a
nendro&éna. Merala sa vy3ka sedimentu v kalibrova-
nych skimavkéch za ur€ity ¢asovy interval. Na po-
dobnom principe, ale technicky naro¢nejsiu metoédu
vypracoval siiCasne Nielsen (1937), kde sa na aglu-
tindciu usudzovalo v rozdielov suSin suspenzie ho-
mogennej a fiastotne sedimentovanej, ktorej urcity
objem sa po danom Case vypuStal z byrety.

Jansen (1958) vo svojej stbornej stati kon3tatuje,
e do roku 1940 sa vyskumy aglutindcie sdstredili
hlavne na spodne fermentujice kvasinky. Z fakto-
rov, ktoré vplyvaji na aglutindciu bol do urcitej
miery pre$tudovany vplyv elektrolytov [ako sa ne-
skor zadal uvaZovat vplyv soli). Zistila sa tieZ za-
vislost aglutinacie na rase 3tudovanych kvasiniek,
ale nerobili sa nijaké genetické vyskumy. VSeobec-
ne sa stanovila komplexna povaha javu aglutinacie
kvasnic.

Bohatym zdrojom tdajov o aglutindcii za dal3ie
desatrofie st materialy Europského pivovarského
kongresu v Brightone v r. 1951, ktory mal ako za-
kladnt tému rokovania prdve aglutindciu. Tu najde-
me vysledky podrobného genetického rozboru aglu-
tindcie, ku ktorym pristapili vo svojich pokusoch
Gilliland ([1951) a Thorne (1951). Skamali agluti-
naciu vrchne fermentujacich kvasnic. Obaja zistili,
7e aglutinacia je vo svojich 3pecidlnych pripadoch
dedi¢ne charakteristicka a teda pod genetickou kon-
trolou. Gilliland robil genetické pokusy na dvoch
typoch divokych kvasiniek (S. cerevisiae), pretoZe
pivovarské kvasinky tazko sporuluji. Z pokusov vy-
vodil, e aglutindcia je ovladand jedinym génom.
Thorne bol metodicky tspe$nejSi a ziskal spory
z pivovarskych kvasnic. Zistil, Ze hybridy ziskané

kriZenim aglutinujiceho a neaglutinujiceho kmeiia
boli aglutinujice, zatial€o dva neaglutinujice kme-
ne produkovali neaglutinujici hybrid. Podrobny
rozbor Thorneovyjch prac by presahoval rdmec tohto
glanku. Je v3ak zaujimavé, Ze tento autor dokazal,
Ze za aglutindciu su zodpovedné najmenej tri pary
génov. Pritom Samozrejme aj Gilliland aj Thorne,
hoci stoja na stanovisku dedicnej podstaty agluti-
nécie priznédvajd, Ze treba brat do tdvahy i faktory
prostredia.

Ako uZ bolo spomenuté, z hladiska nabojove]j
teérie sa v starSich précach nedosiahla jednota na-
zorov. Boli préce, v ktorych sa tvrdilo, Ze v priebehu
fermentacie ziskdvaja kvasinky kladny néboj, hoci
na zatiatku mali zdporny. Wiles (1951) a Jansen a
Mendlik (1951) vyvratili tieto ndzory a zistili, Ze
kvasinky pofas fermentdcie nikdy nestrdcaji svoj
negativny ndboj. Wiles naSiel dva kmene kvasiniek,
ktoré podla jeho vysledkov nemaji naboj a dalej
zistil, Ze premyvanim v acetdtovom puiri sa nega-
tivny naboj buniek zvy3uje, €o vysvetluje odstra-
nenim bielkovinnych a inych ¢Castic ulpelych na
povrchu buniek. Pri skiimani vplyvu é&iridiel zistil,
7e napr. zelatina vyvoldva kladny ndboj buniek a
tieZ aglutinaciu. Tento kladny néboj sa dal premy-
vanim odstranit. Jansen a Mendlik stanovili izoelek-
tricky bod a teda bod zvratu nédboja kvasiniek na
pH 2,3, to sa vo fermentdciach prakticky nemoZe
vyskytniif. Podla Hartonga (1951) to v3ak nemusl
byt prave izoelektricky bod, pretoZe kvasinky pod
urfitou hladinou elektrického naboja sd nachylné
tvorit zhluky. Naproti tomu sa vSak Jansen a Men-
dlik domnievajt, Ze aglutinovatelnost kvasnic nie
je priamo zavisld na jednotlivych hladinach naboja
buniek.

Dalgi z ndzorov tejto doby na aglutinaciu je nazor
Trollea (1950), #e naboj ma len sekunddrnu tlohu
a ¥e aglutinacia je dosledok poklesu fermentacnej
sily — produkcie CO,. Podla neho bublinky CO:
udrZuji bunky v pohybe a brénia sedimentdcii. Ten-
to nazor je vSak zrejme znafne zjednoduleny a
v novsich pracach sa uZ neobjavuje.

Znova sa objavuje a vo svetle novych zisteni inter-
pretuje vplyv elektrolytov, hlavne vplyv soli s dvoj-
a trojmocnymmi kationmi. Potvrdilo sa v rade prac,
7e aglutinované kvasnice moZno premytim zbavit
aglutindcie a pridanim napr. vapenatych, Zelezitych
alebo céritych i6nov znovu vyvlotkovat. Takéto

“kvasnice moZno premytim znova zbavit aglutin4cie.

Jav je teda reverzibilny. Samozrejme spotreba roz-
nych elektrolytov na aglutindciu rdznych kvasnic
nie je rovnaka, ¢o siivisi s nerovnakou povahou po-
vrchovych skupin na bunkovej stene a z toho vy-
plyvajicim nerovnakym nabojom buniek. Tieto sku-
toénosti by z druhej strany dopliiali zistenia (Jansen
a Mendlik 1953), Ze povrchovo aktivne ldtky orga-
nického povodu [niektoré alkylsulfondty) sa adsor-
buji na povrch buniek a ovplyviiuji ich svojim
vlastnym nabojom. Dalo by sa sice ocakéavat, Ze ne-
gativne nabity povrch buniek bude odpudzovat ne-
gativne nabité anionaktivne latky, zda sa vsak, Ze
adsorptné sily tu prevaZuja a adsorbciu moZno
okrem vzrastu negativneho niboja buniek dokazat
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i ibytkom aktivnej latky z prostredia. U takychto
kvasnic bola pozorovana zniZena aglutinovatelnost.

E3te nazornejsie pokusy, ktoré sved¢ia o neoby-
cajne ddleZitej tlohe povrchovych skupin a teda
néaboja buniek boli robené s Iudskym fibrinogénom
a dialyzovanou Zelatinou. Ak boli kvasnice ,,0ba-
lené® fibrinogénom a izoelektirickym bodom pri pH
5,5 ukazovali rovnaké vlastnosti, ¢i §lo o kvasnice
aglutinované, alebo neaglutinované. V3etky mali ten

" isty izoelektricky bod 5,5. Mali negativny n&boj

v acetatovom pufre nad pH 5,55 a pridanim malého
mnoZstva viacmocného kationu aglutinovali. Pri pH
pod 5,5 naboj buniek prechddzal na pozitivhy a
mohol sa neutralizovat pridavkom polyvalentného
anionu (Alexander a McMullen 1949, cit. z Jansen
1958).

Tietovysledky jasne ukazuji, Ze zdkladné vlastnosti
kvasnic vo vztahu k aglutindcii sa mé%u maskovat
obalmi réznych bielkovin, o dokazuje, Ze extrémne
podmienky vonkajSieho prostredia méZu prevladat
nad charakteristickymi vlastnostami, riadenymi ge-
notypom. Dalej tieto vysledky ukazuji na doéleZitost
zmeny néaboja pri aglutindcii, i ked pravda nic ne-
hovoria o primarnych pri¢inach zmeny néaboja.
7 hladiska tychto vysledkov sa potom daja lahSis
pochopit i v literatire ¢asto spominané preventivne
alebo stimula&né vplyvy mnohych latok na agluti-
naciu.

Iného charakteru pravdepodobne bude ochranny
vplyv cukrov voci aglutindcii, ktory sa v litera-
tire Casto spomina. Eddy (1955) potvrdil star3ie
prace, Ze vplyv cukrov postupuje v rade maltéza—
sachardza—gluk6za. Tu by sa dalo wuvaZovat
i 0 Trolleovej tedrii aglutinacie, pretoZe preventiv-
ny G&inok maji cukry, ktoré kvasinky dobre skva-
suji. Zda sa vSak, Ze tento vplyv bude hlbSi ako
mechanické dispergovanie suspenzie vytvorenymi
bublinkami CO.. Naviac e3te treba zdéraznit, Ze
aglutinacia stuvisi s vekom kvasiniek (Helm a spo-
luprac. 1953) a rézne vplyvy, ktoré tu boli spomi-
nané, ale predovSetkym inhibicia aglutinicie cukra-
mi s tymto vekom kvasiniek siivisia.

Vo velkej vid&3ine prdc uvadzanych v literatire
sa pri probléme aglutindcie uvaZuje o vzdjomnom
vztahu kvasiniek a prostredia, kde oba faktory, aj
kvasinky aj prostredie sa zifastiiuji aktivne. Sa
vSak i iné prace, v ktorych sa autori pokusali néjst
3pecificky déinnn latku, ktord by samotnd bola za
aglutindciu zodpovedna. Sem by sme mohli zaradit
povrchovo aktivne latky z chmela, alebo Kudom
spominany treberin, ziskany horticou vodnou ex-
trakciou z jaémeiia (Kudo 1954). Za podobne afinné
latky povaZoval Kijima (1954) huminové kyseliny.
Pokusmi so Zelatinou obalenymi kvasinkami a sle-
dovanim koreldacie medzi aglutindciou a obsahom
bielkovin v mladine ukézal, Ze huminové kyseliny
mladiny spésobuji silnd aglutindciu a-hielkoviny,
obsaZené v mladine, pdsobia proti tomuto vplyvu
huminovych kyselin.

Neddvno na II. medzindrodnom sympéziu o kon-
tinudlnych fermentdciach v Prahe hovoril o agluti-
nécii KaluZnyj (1962). Uvadzal svoje pozorovania,
7e v aglutinovanych kvasniciach je v porovnani

s praskovitymi zniZeny obsah volnej, osmoticky po-
hyblivej vody a zvySeny obsah vody viazanej. Za-
roveil uvadza, e pdsobenie stimulatorov rastu kva-
siniek sa prejavi zvySenym obsahom volnej vody
a opatny ti¢inok mé p6sobenie inhibitorov. KaluZ--
nyj povaZuje preto pritomnost vodnych obalov bu-
niek a obsah ich pohyblivej vody za rozhodujici
pre jav aglutinacie.

Z uvedeného struného prehladu je zrejmé, Ze
v probléme aglutindcie zatial nie je jasno. Je sice
nahromadeny u# znaény experimentdlny material
(v tomto prehlade sa omedzujeme na citovanie prac
stibornych okrem niektoryeh zdvaZnych a novych
prac), ale este stéle je taZko rozlisit ¢o st primédrne
pridiny a o sekundarne nésledky. MoZno s istotou
potvrdit iba to, Ze ide o jav komplexny. Velmi prav-
depodobne nebude aglutindcia u pivovarskych kvas-
nic identicka so sporadicky sa vyskytujicou agluti-
naciou v droZdiariiach. Dedi¢né faktory boli doké-
zané zretelne, ale bolo tieZ konStantované, Ze
podmienky okolitého prostredia méZu typické vlast-
nosti kvasiniek maskovat, pretoZe sa st¢asne mozZu
v prostredi vyskytovat rozne alkoholy, bielkoviny,
pentézany a pod., ktoré aglutinaciu podporuji, ale
i iné bielkoviny, cukry a rdzne latky, ktoré pdsobia
proti aglutinécii a ovplyviiujid manan-fosfolipid-pro-
teinovy komplex na povrchu kvasnitnej bunky.

Poznanie podstaty aglutindcie, ktoré nebude jed-
noduchym problémom umoZni bliZSie osvetlenie
vztahu medzi bunkou a jej okolim. Ide nakoniec
o moZnost regul4cie tohto javu. Jeho odstrdnenie
bude zéaroveii odstrdanenim jednej z vaZnych pre-
kdZok zavedenia kontinudlnych procesov do roz-
nych oblasti fermentanych vyrob. Na druhej strane
mo#nost jeho vyvolania by nasla hojné uplatnenie
pri dspore separatorov hlavne v malych vyrobniach
kvasni¢nych krmiv.
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ATJIYTUHALIUS OPOMXJKEH

B cratbe paccMaTpHBAIOTCH IPOH3-
BOACTBEHHEIE HENOJAAKH HA JPOXKiKe-
BOM 3aBOjJe, BBINyCKawlleM XJjebomne-
KapHble JPOMOKH, NPHYHHOH KOTOPHIX
OBl arJyTHHAUHS ApoxKed. B cratbe
NMoJYepKHBAETCS BaKHOE 3HAYEHHe pe-
HIeHHs NpoOJeMbl arTyTHHAUHH C TOYKH
3peHHs rnepexofa HA HenpephiBHLHIE Me-
ToAm TpousBoacTBa. Ha ocnoBamun
HMEIIUXCA B HACTOSANIee BpeMs pe-
3yJLTATOR HAYYHO - HCCJIeJOBATeJbCKHX
paGoT He sABJASETCS BO3MOMKHBIM 0OBSC-
HHTb BIOJIHE HAJEXHO TNPHYHHEl aray-
THHAUHH XJeOoneKapHBIX JApPOXKed H
HeJb3s T03TOMY NpelJoXHTb 3hdex-
THBHBIe NpPOGHIAKTHIECKHE MEpHL.

AGGLUTINATION DER HEFEN
In dem Artikel werden die durch Hefe-
agglutination hervorgerufenen Be-
triebsstorungen bei der Backhefeer-
zeugung behandelt und es wird die
Bedeutung der Losung des Agglutina-
tionsproblems fiir den Ubergang zu
den kontinuierlichen Herstellungsver-
fahren erortert. Aufgrund der heutigen
Kenntnisse kann man die Ursachen

der Hefeagglutination nicht erkldren
und auch keine wirksame preventive
MaBnahmen vorschlagen.

FLOCCULATION OF YEAST
The article deals with troubles caused
by flocculation at factories produc-
ing baker’s yeast. The problems of
flocculation are extremely important
and must be duly understood prior to
changing existing batch technology to
continuous one. The knowledge of the
nature of processes taking place is at
present not deep enough to explaiﬁ
the reasons of flocculation, let alone
to suggest effective countermeasures.



