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Cizi kvasinky zaujimaji diileZité misto mezi mikroorga-
nismy kazicimi pivo. Mohou vyuZivat.zbytkové cukry
piva, rozmnoZovat se v n&m a kazit je tvorbou sedliny
nebo zdkalu. Kvasni®ny zdkal vznika v stofeném pivu
méné dasto, vétSinou u vice provzdu3n&nych piv, v nichZ
se mchou rozmnoZovat kvasinky s pPevahou aerobniho
metabolismu nad anaerobnim. Tato zjiSténi, Zasto uva-
dénd v literatufe, jsme si potvrdili sledovanim velkého
podtu vzorkd piv s nizkou trvanlivosti [Savel, 1970).
Tvorba kvasnitné sedliny je tedy nejéastéjsi pFi€inou
porudeni pfedepsané trvanlivosti lahvového piva.

Kvasnitna sedlina v pivé byva prdskovitd, krupicovita,
nebo se bufiky kvasnic seskupf do vétSich shlukd. Tyto
sedliny lze obvykle snadno rozmichat nékolikerym pfe-
vracenim lihve. :

Mnoho cizich kvasinek tvofi sedlinu stejného charak-
teru jako kulturni kmen a kromé& toho byvaji v sedlinach
pfitomny kvasinky riznych druh@i. Vzhledem sedliny zé-
visi nejen na druohu kvasinek a sloZeni piva, ale 1i8i
se i mezi riznymi kmeny jednoho druhu kvasinek. Proto
1ze jen obtiZné ze vzhledu sedliny soudit na pfitemnost
cizich kvasinek.

Pritkaz a stanoveni cizich kvasinek v sedlindch zka-
enych piv umoZiiuje mnoho mikrobiologickych testl
(Bendovd a Kurzovd 1972, Gilliland 1971, Savel 1970).
Pripady, v nichZ lze pfimo z charakteru sedliny spolehli-
vé urdit, Ze se pivo zkazilo cizimi kvasinkami, jsou dosti
vzacné. Timto druhem kvasnitné kontaminace se zabyvd
naSe sdéleni.

Materiil a metody

Kvasniéné kmeny. Kmeny Sacch. logos, Sacch. pastoria-
nus, Sacch. exiguus, Sacch. diastaticus a flokulujici kme-
ny Sacch. carlshergensis jsme obdrZeli ze sbirky VOPS
v Praze, kmeny Sacch. cerevisiae ze sbirky katedry
mikrobiologie VSCHT v Praze. Vlastnosti cizich kvasinek
z nasdi sbirky jsme popsali v predeilém sd&leni (Savel
1970).

Uréeni charakteru sedliny v pivé. 10° pasterované pivo
v 0,51 lahvi jsme zaockovali 0,2 ml kvasnifné suspenze,
ziskané tFidenni kultivaci ¢istého kvasniéného kmene
v sladind (10 % hm) pFi 28°C. Lahev jsme asepticky
uzavieli sterilni korunkou a po pétidenni kultivaci pfi
20 °C jsme hodnotili charakter sedliny.

Stanoveni vlastnosti izolovangeh kmeni kpaginek. Vie-
chny znaky izolovanych kvasniénych kmenii jsme ur€ili
podle Lodderové (1952, 1970).

Sedimentaéni vlasinosti kvasinek. Cisté kmeny kvasinek
jsme kultivovali 5 dni p¥i 20°C v provozni (10 % hm)
mladiné a po separaci kvasinek jsme méfili jejich sedi-
mentaéni vlastnosti podle Helma a Thorna (1953).

Do redakce doslo 3. anora 1972

Priikaz cizich kvasinek. PFitomnost cizich kvasinek jsme
prokazovali kultivagni metodou na pidé s krystalovou
violeti [Scherrer et al. 1969) a s kyselinou jodoctovou
(Silhdnkovd 1962, Savel 1970).

VYSLEDKY POKUSU
Vyskyt a izolace silné flokulujici kvasnitné kontaminace

V lahvovém pivu jednoho zavodu na3Seho narodniho
podniku se v kratké dobé po stofeni (3 aZ 5 dni) obje-
vovaly velké shluky bilé, syrovité hmoty. Mikroskopickou
prohlidkou jsme zjistili, Ze se skladaji z kvasniénych
bungk morfologicky obtiZné odliSitelnych od bunék kul-
turniho kmene. Protfepanim lahve zkaZeneho piva se
shluky rozptylily, ale po 2 aZ 3 hodindch klidu se samo-
volné spojily ve v&tsi kusy vzhledem podobné kouskiim
Zvvkaci gumy. Tyto aglomeraty lpély velmi pevn& na
dné lahve a bylo je moZno uvolnit pouze velmi intenziv-
nim protfepdvanim. Zavada Cinila samozfejmé pivo ne-
prodejnym a bylo ji nutno co nejdfive odstranit.

Ze shlukid kvasinek jsme izolovali kvasnifny kmen,
ktery kazil pivo stejnym postupem. ProtoZe tento kmen
dobfe rostl na p@d& s krystalovou violeti, bylo zfejmé,
Ze pivodcem ndkazy je kmen cizich kvasinek. Stejnou
metodou jsme identifikovali zdroj kontaminace. Byl jim
nedostatedn® vyc¢iitdny tsek potrubi mezi filtrem a sta-
c¢ecim strojem.

Po dokonalé sterilaci stacecich cest se podafilo za-
vadu odstranit a trvanlivost piva se zvySila na 10 aZ 14
dni. Pivo se nyni kazilo pouze kvasinkami kulturniho
kmene za vzniku prachovité nebo krupicovité sedliny.

Popsanda kontaminace piva je v praxi velmi nepfijemna
nizkou trvanlivosti napadeného piva i charakteristickym
vzhledem sedliny, kterd snadno upoutd pozornost spo-
tFebitele. Proto jsme se zabyvali kmenem kvasniéné
kontaminace podrobnéji.

Vlastnosti izolovaného kmene kvasniéné kontaminace

Ze vzorkd piv s charakteristickymi shluky kvasnic
jsme izolovali n&kolik €istych kvasni€nych kmenf. Pro-
toZe viechny izoldty kazily po zpétném zaofkovani piva
zplsobem popsanym v pfedeSlém odstavci, tato vlastnost
se neménila v dalSich generacich kvasinek a nezavisela
na pfivodu pouZitého piva, povaZovali jsme izoldt za zé-
stupce stejného kvasniného druhu. Schopnost kazit pivo
charakteristickym zptisobem se nezménila ani po dvou-
letém (tfimé&siéni interval mezi pfeofkovanim) uchova-
vani kmenii ve sbirkové kultufe. Vysledky ziskané stu-
diem t¥i ndhodné& vybranych izoldtli se navzdjem prak-
ticky neliSily a jsou uvedeny v dalsim textu.

Riist v sladinovém extraktu. Po tfech dnech riistu pfi
25°C jsou buiiky kulaté, kratce ovalné nebo ovélné
(obr. 1). Vyskytuji se jednotlivé, v parech nebo malych
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shlucich, rozmnoZuji se pufenim. Velikost bundk je
[3,2—6,7) X (4,1—8,5) um. Po tfech dnech se tvoii silny
sediment; po jednom&si¢ni kultivaci pfi 17°C slaby
prstenec v misté styku sladiny se sklem. Zdkal ani po-
vrchové blanka (kiis) nevzniké.

Obr. 1 Obr. 2

Rist na sladinovém agaru. Po tFidenni kultivaci p¥i 25 °C
jsou bufiky kulaté, kratce ovalné nebo ovédlné, jednotlivé,
v parech nebo v malych shlucich (obr. 1).

Po mésici je natér na sladinovém agaru leskly aZ sla-
b& matny, bilé barvy.
Tvorba pseudomycelia. Pseudomycelium se netvofi.
Sporulace. Kvasinky snadno sporuluji na sadrovém ka-
valku i na acetatovém agaru podle Fowela [1952). Spory
jsou kulovité, nejfast&ji 2—3, ale vyskytuji se i builky
s 1 nebo 4 sporami (obr. 2).

Zkva3ovdni cukrit

glukb6za + maltéza +
galaktoza . laktbza —
sacharbza + rafindza +1/3
rozpustny Skrob —

Asimilace cukri
glukoza + lakt6éza slab& nebo vilbec ne
galakt6za +
maltdza +

Asimilace etanolu (+)

Asimilace dusiénanu draselného —

Podle t&chto znakd lze zkouman§ kmen zaFadit
k Saccharomyces sp. ZjiSténé vlastnosti sv8d&i o pFislui-
nosti k druhu Sacch. cerevisiae, ale kmen jsme nemohli
detailné studovat pro nedostupnost potFebnych chemi-
kalii. ProtoZe lze kvasinky tohoto kmene snadno zamé-
nit za kulturni kvasinky, dopliiujeme popis vlastnosti
je3té dalSimi znaky:

Rist v mladiné. Tvar i velikost bun&k je stejny jako ve
slading. Sediment ve Freudenreichovd banice m4i stej-
ny vzhled jako sediment kulturniho kmene (Sacch.
carlshergensis) na rozdil od ného v3ak mnohem pevn#ji
Ipi na dn& banitky. Lze jej uvolnit pouze silnym krou-
ziv§ym pohybem.

Rist v 10° pivé. Po p&tidenni kultivaci p¥i 20 °C vznikne
na dné& ldhve souvisld bldna, kterd po protfepdni lahvi
sloupne a roztrhd se na n&%olik 84sti. Stoji-li 1ghev
potom v klidu, shali se #asti sedliny do n&kolika v&tSich
kus@t hmoty podobné Zvgkacf gum&. Toto samovolné sba-
lovani je pro zkoumany kmen charakteristické a po ka#-
dém dal3im roztfepani se znovu opakuje. Zkouman§
kmen dobfe roste na pfid& s krystalovou violetf, zatfm-
co na piid& s kyselinou jédoctovou neroste.

Tvorba kvasnitné sedliny jinymi kvasinkami

Abychom porovnali vzhled sedliny izolovaného kmene
se sedlinami jinych kvasinek, zaokovali jsme 10° pivo
nékolika kmeny cizich kvasinek. Vybrali jsme riizné dru-
hy Saccharomyces sp. a siln& flokulujici kmeny Sacch.
carlsbergensis, nebot lze pfFedpokladat, Ze flokulujici
kvasinky rostou v piv& za tvorby shlukdl. Vysledky t&ch-
to zkouSek jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Vzhled kvasniéngch sedlin v pasterovaném

pivé
Sacch. diastaticus prachovita
Sacch. logos prachovita
Sacch. exiguus prachovita
Sacch. pastorianus prachovita
Sacch. carlsbergensis
flokulujici kmen &. 1 krupicovitd
flokulujici kmen &. 2 vlockovita
flokulujici kmen ¢&. 3 krupicovita
Sacch. cerevisiae
kmen &, 1 prachovitd
kmen &, 2 prachovitd
kmen €. 3 prachovita
kmen €. 4 prachovitd
kmen &. 5 prachovita
kmen &. 8 prachovita
Sacch. cerevisiae
haploidni kmen €. 1 prachovita
haploidni kmen &. 2 souvisly povlak, blana
haploidni kmen & 3 prachovita
haploidni kmen €. 4 prachovita
Sacch. cerevisiae var.
elipsoideus kmen &. 1 prachovita
kmen €. 2 prachovita
kmen €. 3 prachovitd

zkoumany kmen souvisly povlak, bldana

Pouze sedlina jediného kmene (haploidni kmen Sacch.
cerevisiae) byla podobné sedling izolovaného kmene.
Souvisld bldna haploidniho kmene se v3ak po protiepa-
ni pfeménila v hrubou, krupicovitou sedlinu, kterd se
na rozdil od zkoumaného kmene dile nespojovala do
souvislych shlukii. Také podle vysledkl dfivéjSi préce
(Savel 1970) nevykazoval ani jeden z 24 kmenii cizich
kvasinek izolovanych 2z piva charakteristicky vzhled
sedliny izolovaného kmene.

Flokula&ni vlastnosti izolovaného kmene

K zjiSténi souvislosti mezi tvorbou krupicovité, vloé-
kovité sedliny nebo shlukii a flokuladnimi vlastnostmi
kvasinek jsme testovali vybrané kmeny tvofFici tyto sedli-
ny v Helmové roztoku. Podle wvzrlstajici flokula&ni
schopnosti lze vybrané kmeny sefadit takto:

Flokula&ni schopnost
minimalni

Sacch. carlsberg.
flokul. kmen ¢, 1

< zkoumany kmen

< Sacch. carlsberg.
flokul. kmen & 3<

< Sacch. cerev.
hapl. kmen & 2<

< Sacch. cerev.
kmen &. 2

maximalni

VSechny kmeny se v Helmov# roztoku sdruZovaly do
hrubych shlukidl s velmi rychlou sedimentaci. Je zajima-
vé, Ze shluky izolovaného kmene se nevyznacovaly dal-
8im sbalovdnim, dobfe pozorovatelnym po zao&kovani do
piva. Tento tkaz se nepoda¥ilo vyvolat ani piidavkem
etanolu (0,5—3,0 % obj.), ani piva (10 % hm.) k Helmo-
vé roztoku (&isla udédvaji vyslednou koncentraci sloZky
v Helmové roztoku). Opatrnym okyselenim piva s kvas-
niénymi shluky se hruba sedlina aglutinovanych kvasi-
nek preménila na prachovitou. Op&tovné vytvoreni shlu-
kii 1ze doséhnout tpravou kyselosti prachovité suspenze
na plvodni hodnotu. Také zah¥ati shluklt v pivé na 50
aZ 60°C zpisobuje jejich zmé&nu na prachovitou suspen-
zi. VSechna tato pozorovéani svédéi o tom, Ze se na tvor-
b#& shlukfi podili vazba vodikov§mi mistky.

DISKUSE

Z davodi, které jsme uvedli v tvodni &&sti, lze ze
vzhledu kvasniné sedliny v zkaZeném pivé jen velmi
zFidka usuzovat na pfitomnost kontaminace kvasinkami.
Proto se literatura prakticky nezmifiuje o vztahu mezi
druhem kvasinek kazicich pivo a vzhledem sedliny vy-
tvoifené t&mito kvasinkami. Vlastnosti cizich kvasinek se
zkoumajf mnohem &ast&ji z jinfch hledisek. Posuzuje se
jejich schopnost kazit pivo, ovliviiovat jeho chuf a viint
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aj. Presto se domnivadme, Ze je z praktického hlediska
vhodné referovat o vyskytu teto kontaminace ve stofe-
ném pivé, nebot napadené pivo se kazi velmi rychle a
morfologickd podobnost cizich kvasinek s buiikami kul-
turniho kmene miZe vést k nespravnym zavériim o pfi-
¢iné zkazy piva. Gilliland (1971) se zmifiuje o siln& flo-
kulujicich kontaminujicich kvasinkdch a odkazuje ve
svém €lanku na dal3i pGvodni prace (Hough 1957, Gil-
liland 1957). Gilliland (1957) Fadi kvasinky podle flo-
kulace do ¢tyF skupin. Pro jednu z nich je typickym
znakem tvorba ,syrovitych“ shlukdt kvasnic. Hough
[1957) pouZiva flokula&nich testli k zkoumdni nadsadnich
kvasnic. Podle téchto praci vSak nelze spolehlivé srov-
navat popsané kmeny s naSim izoldtem. V Z4dné z nich
neni popsdno samovolné dalsi sbalovani sedliny, charak-
teristické pro néas izolat.

V nasi praci jsme nemohli stanovit vSechny obvyklé
taxonomické znaky, nebot systematicka studie vyZaduje
velké mnoZstvi biochemickych testd s ldtkami na3i la-
boratofi nedostupnymi. Pfesto povaZujeme za prokdzaneé,
Ze zkoumany kmen néleZel k rodu Saccharomyces. Na
zdaklad® porovndni morfologickych a biochemickych
vlastnosti izolovaného kmene a vlastnosti Sacch. cere-
visiae prfedpokldddame, Ze zkoumany kmen je siln& flo-
kulujicim kmenem Saccharomyces cerevisiae. Lindner
(1930] popsal druh Sacch. cratericus, pozd&ji uvadény
jako Sacch. cerevisiae (Lodderovd 1952, 1970), ktery se
vyznafoval tvorbou syrovité hmoty v mladind. Povrch
sedimentu tohoto kmene v mlading byl pokryt charakte-
ristickymi , krdtery“. Tento znak vSak chyb&l u nami
zkoumaného kmene, jehoZ sediment byl zcela rovny.

Zajimavd je schopnost izolovanych kvasinek tvofit
v pivé pevné aglomerdty. To je zfejm& zpfisobeno vel-
kou vzdjemnou afinitou kvasni&ngch stén, kultivovanych
v pivé. Tento jev nebyl pozorovan u Zddného ze zkouma-
nych kmend cizich kvasinek. Eddy (1955]) referuje
o kvasinkach, které se staly siln& flokulujicimi p¥idav-
kem etanolu k Helmov& roztoku. Naproti tomu nemél
pridavek etanolu ani piva k bufikdm izolovaného kmene
rozptyleného v Helmové roztoku podstatny vliv na vzriist
flokulace.

Podékovani

Dékuji doe. Ing. L. Silhdnkové, CSe. z katedry mikro-
biologie VSCHT a dr. O. Bendové, CSe. z VOPS v Praze
za laskavé poskytnuti kmenfi kvasinek.
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Savel, ].: Vyskyt siln& flokulujici kontaminace v lahvo-
vém pivé. Kvas. prim. 19, 1973, & 8, s. 171—173.
Popisuje se vyskyt kvasnitné kontaminace lahvové-
ho piva. Infikované pivo mélo nizkou (3 aZ 5 ﬁni] trvan-
livost a obsahovalo typické shluky kvasniénych bunék.
Ze shluki byl izolovdan kmen kvasinek, ktery kazil pivo
stejnym zpiisobem. Charakteristickym znakem izolované-
ho kmene je schopnost shlukovat se v pivd do kousk,
vzhledem podobnjch Zvykaci gumé. Studiem izolované-
ho kmene se zjistilo, Ze néleZi k rodu Saccharomyces.

Pravdépodobné jde o silné flokulujici kmen Sacch. ce-
revisiae. Mezi 20 riznymi kmeny Saccharomyces sp. se
vSak nepodafilo nalézt kmen stejnych vlastnosti. Cha
rakteristické shluky kvasnic vznikaji teprve kultivaci
kvasinek v pivé a neobjevuji se u bunék z konce riisto-
vé faze v mlading. Kvasni€né buiiky jsou pravd8podobné
ve shlucich vzajemné vazdny vodikovymi mistky.

Ilapesn, §.: 3apaxenne GyTHIIOYHOro NUBa (JIOKKYJIHDPYIO-
mumMu Apoxkama. Ksac. mpm. 19, 1973, Ne 8, crp. 171.

B cratee paccmaTpHBaeTCd KOHKDETHEBIH caydail 3apaKeHus
Oy1BlI0uHOrO NHBa (AOKKYJIHDYIOWMMH JApoxkxamu. IluBo
OTJHYAJOCh KpaiiHe HeyJOBJeTBOPHTEJIbHOH CTOHKOCTHIO,
T. €. BCero JiHlib OT 3 /0 5 jHeil, OHO MOMYTHEJO H B HEM
NOABHJHCh THOHMYHBIE CKONJEHHS [JPOKIKEBHIX KiaeTok. M3
CKOnJieHH{i OBl H30JHDPOBAH INTaMM, OKas3aBIIHHCA CHO-
COOHBIM BBI3BATH CaM ONHCaHHOe 3apakeHue. Ero xapak-
TePHOH OCOGHEHHOCTBIO SABJSETCH, CJeJ0BaTe bHO, SCHO BHI-
pa)KeHHas TeHACHUHA K (JIOKKYJSLIHH H 00pa30BAaHHIO CKO-
II71eHHi, HANOMHHAIOIIHX CBOHM BHAOM IKeBaTe/lbHYIO pe-
suny. IllraMm Obla HAeHTHQHUHPOBAH KakK OTHOCALIHHACA
K cemeficTBy Saccharomyces. ITo Bceii BepoaTHOCTH 3TO
OZHH H3 (IOKKYJHPYIOLIHX WITaMMoB Saccharomyces ce-
revisiae. Mexay 20 usBecTHBIMH liTamMMaMmM Saccharomy-
ces HeT, 0JHAKO HH OAHOro, o6/1alalollero CXO4HbIMH CBOH-
crBaMH. CKOMUIeHHR JpOKiKeH MOABAAIOTCS JHIIL B MNHBE,
B TO BpeMsl Kak B cycle ux Her. MoxHO mpeamonarars,
4TO KJeTKH [ApOsIKell CBA3aHL BOJLOPOLHBIMH MOCTHKaMH.

Savel, ].: Flocculation in Boitied Beer Due to Yeast Con-
tamination. Kvas. pram. 19, 1973, No. 8, p. 171—173.

The article deals with the yeast contamination of
botttled beer. The keeping quality of contaminated beer
was very low, i. e. from 3 to 5 days and it was turbid
due to the presence of typical agglomatares of yeast
cells. One yeast strain isolated from aggregates was
found to be able to cause the described contamination
alone. The characteristic property of the strain in
question is its ability to form in beer agglomerates
resembling- as far as their shape is concerned —
chewing gum. The strain was identified as belonging to
the Saccharomyces family. Apparently it is one of flock-
ulating Saccharomyces cerevisiae kind, but among 20
known Saccharomyces strains none was found with
comparable properties. Characteristic agglomerates ap-
pear in beer and there is no sign of them in wort. Most
likely the yeast cells in agglomerates are held together
by hydrogen bonds.

Savel, |.: Das Vorkommen stark flokkulierender Konta-
mination im Flaschenbier. Kvas. prim. 19, 1973, Nr. §,
8. 171—173.

Es wird das Vorkommen der Hefekontamination im
Flaschenbier beschrieben. Das infizierte Bier wies eine
niedrige Haltbarkeit (3 bis 5 Tage) auf und enthielt
typische Anhdufungen von Hefezellen. Aus den Anhiu-
fungen wurde der Hefestamm isoliert, der das Bier auf
die gleiche Art verdarb. Das charakteristische Merkmal
dieses isolierten Stammes ist die Fidhigkeit der Hefen,
sich im Bier zu Klumpen anzuhdulen, die im Aussehen
dem Kaugummi &dhnlich sind. Durch das Studium des
isolierten Hefestammes wurde festgestelit, dass er dem
Genus Saccharomyces angehrt. Es handelt sich wahr-
scheinlich um einen stark flokkulierenden Stamm der
Sacch. cerevisiae. Es ist jedoch nicht gelungen, unter 20
verschiedenen Stimmen Saccharomyces sp. einen Stamm
mit identischen Eigenschaften zu finden. Die charakte-
ristischen Anhdufungen der Hefen entstehen erst bei der
Kultivation der Hefen im Bier und kommen bei den
Zellen aus dem Ende der Wachstumsphase in der Wiirze
nicht vor. Die Hefezellen sind wahrscheinlich in den
Anhédufungen untereinander durch Wasserstoffbriicken
verbunden.



