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Pii vyrobé krmnfych kvasnic se propagace vychazejici
z ¢isté kultury provddi obvykle méné &asto neZ pii ji-
nych typech fermenta¢nich vyrob. Kultiva&ni postupy
jsou vesmés kontinudlni a pfi zpracovani né&kterych
surovin probihaji &asto i Fadu mésich bez poruch. Ani
v téch pripadech, kdy je tfeba pro zvySenou kontami-
naci média nebo z jinych piicin pferusovat kontinudlni
kultivaci dastéji, se pfi zahdjeni nového Kkultivaéniho
cyklu obvykle nepouZivaji ndsadni kvasnice ziskané
pomnoZenim ¢&isté kultury, ale fermentaéni médium se
zakvasuje ndsadnim kvasniénym mlékem uchovavanym
v chlazenfch sbornicich. Propagace ¢isté kultury se
provadi jen vyjime&né& pfi vadinych poruchdch nebo po
delsich provoznich zaraZkach. ZakvaSovdni fermentord
masivnim inokulem z ndsadniho kvasniéného mléka pod-
statn& sniZuje ndroky na obsluhu a zvy3uje stupeii vy-
uZiti hlavniho fermenta¢niho zafizeni. Tyto vyhody jsou
zv1adté vyrazné ve velkych zdvodech s velkoobjemovymi
fermentory. Nédsadni kvasnicné mléko se pripravuje se-
paraci nekontaminovaného zralého média z dobie probi-
hajici kultivace a skladuje se ve chlazenych sborni-
cich, obvykle pfi + 5°C.

Pfi vyrobg krmnych kvasnic ze syntetického etanolu
je hlavnim kultivaénim procesem kontinualni kultivace
s recirkulaci odstfeddného média. V jejim pribghu se
hromad&nim metabolitl popifpadZ akumulaci necistot
z pouZivanych technicky ¢istfch minerdlnich Zivin po-
stupng zhorsuji podminky pro pomnoZovéani kvasinek a
po urdité dob# je nutno pro pokles produktivity kulti-
vaci pferu$it. Na pocatku nové kultivace se fermentory
zakva$uji ndsadnim kvasni¢nym mlékem ziskanym sepa-
raci nekontaminovaného zralého média z pocdtku pred-
choziho kultivaénfho cyklu. Propagaéni stanice se uvadi
do provozu jen v ojedinélych pfipadech. Provozni pro-
pagaci nepfedchazi vZdy obvyklé laboratorni pomnoZo-
vani @isté kultury, nybrZ prvni propagédtor se vétSinou
zakva$uje ndasadnim kvasniénym mlékem nebo pastou,
které se uchovavaji v laboratoFi pfi + 5°C a ¢as od
tasu prekva3uji v laboratornim fermentoru.

Kvalita néasadnich kvasnic je jednim z hlavnich fak-
torlt ovliviiujicich priibéh a vysledky kultivaci. Proto je
tieba v&novat kontrole kvality nédsadnich kvasniénych
koncentrat néleZitou pozornost a pravideln& sledovat
aktivitu inokula&niho materialu.

K hodnoceni kvality inokula je moZno pouZit Fady
metod. Velmi b&Znymi hodnoticimi kritérii v mikrobio-
logické praxi jsou napf. poéitdni Zivych bun&k metoda-
mi kultivaénimi [1], nebo poc¢itdni Ziv§ych bunék metoda-
mi mikroskopickymi za vyuZiti rlzngch technik barve-
ni [2, 3, 4, 5], popFipadé& dal$imi metodami napf. kolo-
rimetrickymi [6].

V praxi se vitalita kvasnitné kultury vétSinou stano-
vuje mikroskopicko-moriclogickym hodnocenfms bunék
[7], nebo technikou barveni podle Finka-Kiihlese, kterou
se rozliSuji mrtvé a Zivé bufiky barvenim roztokem me-
tylenové modii ve fosfatovém pufru [8]. ACkoliv je tato
metoda pomeérné rychld, je nevyhodnd tim, Ze je znad-
né subjektivni, protoZe v nékterych pripadech se téZko
rozliSuji buiiky s oslabenou metabolickou aktivitou a
proto méni metylenovou modi na leukeformu pomaleji
a mohou byt neprdvem  povaZovany za mrivé buiky

[5,8]. Proto jsou vyhodn#j5i metody objektivni. Spo-
lehlivou metodou hodnoceni fyziologického stavu kul-
tury je fermentaéni pokus. Spatny fyziologicky stav
kultury se projevi prodlouZenim pocatetni lag fdze ris-
tu, nebo sniZenim ristové rychlosti kultury. Velkou ne-
vyhodou tohoto testu je v3ak jeho Cascvd nédro¢nost.
Daldim moZnym a pouZivanym kritériem hodnoceni mi-
krobidlnich kultur jsou respiraéni manometrické meto-
dy, zaloZené na sledovdni zmén ve vymé&né plynd [9,10].
7 manometrickych metod je nejpouZivangjsi metoda
Warburgova, kterd se aplikuje na Warburgové piistroji.
Pii pouZiti této metody je zde rovnéZ nutno pocitat vidy
s tim, Ze takové vySetieni je vZdy nédrofné na pracnost
a tas nejen pfi vlastni zkousce, ale i pFl kalibraci pfi-
stroje.

Pro na3e adely jsme se pokusili vyuZit zavislosti zm&n
koncentraci rozpuiténého kysliku v kvasniénych sus-
penzich na intenzit¥ dychédni za vyuZiti pfistroje na mé-
feni rozpuit#ného kysliku [11, 12, 13]. Metodu lze co
do vyznamu porovnat s Warburgovou technikou, ale
je neporovnateln# jednodu3sf, kratSi a pocitd s mini-
méalnim laboratornim vybavenim.

Materidl a metodika

Mikroorganismus

PouZili jsme kvasnién§ kmen Candida utilis 49, jenZ
pochézi ze sbirky VUKPS a pouZiva se pro fermentace
na syntetickfch péiddch s etanolem i v primyslovém
mefitku.

Sledovdni zmén rozpusdténého kysliku

Ke sledovani zmé&n rychlosti spotfeby kysliku jsme
sestavili jednoduchou aparaturu (obr. 1].

Aparatura pro stanovenf koncentrace rozpusténého kys-
liku obsahovala: analyzdtor rozpudténého kysliku s de-
tekéni elektrodou (Vyvojové dily CSAV - Oxytest), vzdu-
chovaci akvarijni motorek, 400 ml kédinka, michadlo.
Cely systém je termostatovdn ultratermostatem na 30 °C.
V jednodu3im prcvedeni sta€i k temperovani a michéni
laboratorni magnetickd michaCka.

Postup: do kadinky s 300 ml vodovodni vody vytem-
perované na 30°C se vhani vzduchovacim motorkem
vzduch a¥ do nasyceni tekutiny rozpusténym kyslikem.
Potom se pfidd 1 ml kvasnitné suspenze obsahujici asi
40 a% 50 mg sudiny (50 g kvasni&né pasty/250 ml vody)
a 1 kapka etanolu a za nepferuSeného mirného michéa-
ni se zastavi vétrani. Od tohoto okamZiku se na analy-
zdtoru rozpudténého kysliku sleduje rychlost dbytku
rozpudténého kysliku a vynese se do grafu. Vyhodny je
automaticky zdznam na registratnim pfistroji.

Spotfebovdvany O, jsme vyjadiovali pﬁ') jednoduchost
jako Qpi, vyjadfujici spotfebovany rozpustény kyslik
1 gramem biomasy za 1 hodinu. Zmény vitality kvas-
ni¢nych bun&k (vyjadiené jako zmény Qp,) jsme sle-
dovali u dlouhodob& uchovédvanych kvasniénych kultur
(kvasni®nd pasta, kvasni¢né.mléko) uloZenych v chlad-
nice pfFi + 5°C. Kultura kvasni¢né- pasty se ziskala
kultivaci GC. utilis na syntetické pidé s etanolem a néa-
slednym odstFfed#nim dokvaSené kultury na laboratorni
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kalové odstfedivce Westphalia LWA 205. Izolovana pasta
se balila do hlinikové f6lie.

Kvasnitné mléko se pFipravilo z kvasniné pasty zfe-
d&nim vodou na suspenzi obsahujici 9 % susiny.

7

§

. vodni ldzeii,
probubldvaci frita,
vzduchovaci motorek,
. kyslikovd elektroda,
Oxytest,

michadlo,

. ultratermostat.

No ;s N~

Obr. 1. Schéma aparatury pro stanoveni Qo, kultury
kvasinek
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Obr. 2. Vliv stdri kvasniéné pasty na fermentaéni akti-
vitu Candida utilis 49

Fermentaéni pokusy

Srovnédvaci kultivaéni pokusy se provadg&ly v labora-
tornim sklen&ném fermentoru o obsahu 30 1 s pln&nim
145 1, opatfenym samonasdvacim michadlem typu Wald-
hof a cirkulaénim véalcem. Fermentor je vybaven auto-
matickou regulaci teploty a pH. Regula&éni pHmetr za-
jistuje davkovani zdroje N (&pavkové vody) a zdroje C
(synteticky etanol). Fermenta&ni pokusy se provadgly
pii teplot® 30°C a pH = 4,5. Zakladni Zivna phda obsa-
hovala v 1 litru: 1 g (NH,),S0s, 1,6 g KH,PO4, 05 g
MgS0,.7 H,0, 0,02 g ZnSO,.7 Hy0. PouZité soli byly
chemicky &isté a k vlastni pfipravé Zivné pldy bylo
pouZito vodovodni vody. Zdroj dusiku byl bghem fer-
mentaci dopliiovdn piitokovym zpisobem 25 % &pavko-
vou vodou, kterd se ddvkovala spoletné se syntetickym
etanolem ve focrmé# lihodpavkové smési v zévislosti na
zméndch pH Zivné pidy b&hem fermentace [14].

K inokulaci laboratorniho fermentoru se pouZivala
kvasnitnd pasta v mnoZstvi 10 g/l pldy, coZ odpovidalo

asi 2,3 g sud./l. Po upraveni potatetniho pH Kkyselinou
sirovou na pH 4,5 se zahajovala fermentace pfidavkem
20 ml ptedlohy syntetického etanolu. Pri kultivaci se
kontroloval riist stanovovanim sus$iny, filtraci odebira-
nych 10 ml vzorkd kvasniéné kultury filtratnimi kelim-
ky S4. Zfiltrovand biomasa se v kelimku proplachovala
2 X 10 ml destil. vody a suSila se 4 hodiny pfi 105 °C.

Vysledky a diskuse

Na zédkladd predchozich zkuSenosti jsme zjistili, Ze
kultura kmene kvasinek Candida utilis 49 se pro fer-
menta&ni tG&ely nejvhodn&ji uchovdvd ve formé& pasty
v chladniéce pfi + 5°C. Pro pokusné igely bylo nutné
zjistit po jakou dobu lze toto inokulum pouZivat a kdy
se podstatnd zhor3uje fyziologicky stav buné&k. Fyzio-
logicky stav kvasniéného inokula jsme hodnotili v prvnt
fad® fermentatnim pokusem. Ze sledované KkvasniCné
pasty uloZené v chladnice pii + 5°C jsme v Casovych
intervalech v priib&hu asi 1 mésice postupn& odebirali
inokulum pro fermenta&ni pokusy v 30litrovych labora-
tornich fermentorech. Z porovnéni priib&hu riistu jsme
usuzovali na fyziologick¢ stav kvasnitné pasty (obr. 2).
Z grafu vyplyvéd, Ze béhem 12 dnii dschovy v chladnié-
ce se podstatnd nezhor$ila vitalita uchovévanych kva-
sinek, atkoliv celkovd doba kultivace se mirné pro-
dluZovala.

Podstatné sniZeni fermentani aktivity nastalo po
23 dnech tschovy a vyrazné zhorSeni se projevilo po
1 mésici dschovy, kdy samotnd pasta vykazovala jiZ
znamky rozkladu.

7 provedeného pokusu vyplyvd, Ze pfii dschove kul-
tury kvasinek ve form#& kvasniéné pasty je moZné ji po-
uZivat k fermentacim maximdln® do 12. dne dschovy
v chladnitce. Po této dob& je nutné kulturu kvasnitné
pasty op#&t oZivit pfekvaSenim.

Ovéfeni fyziologické aktivity kvasniéného inokula
fermentatnim pokusem je spolehlivé a jednoznagné,
aviak v praxi je Easto tfeba ovEfit Zivotaschopnost kul-
tury v mnohem krat3im Case.

K tomu jsme se pokusili vyuZit pfistroje na méfeni
rozpudtdného kysliku — Oxytestu.

Stejné jako pii fermentadnim pokusu jsme z uloZené
kvasniéné pasty v chladnitce odebirali postupné& vzor-
ky a z pripravené kvasniéné suspenze jsme hodnotili
rychlost spotfeby O, v zévislosti na dob& dschovy pasty
pii + 5°C. Pro jednoduchost jsme rychlost spotfeby roz-
pusténého 0, vyjadfovali hodnotou Qo,, predstavujici
spotiebu O, jednotkou biomasy za tasovy interval. Za
normélnich podminek by rychlost dbytku rozpusténého
0, v suspenzi mé&la byt Gmérnd pottu Zivgch bunék
v kultufe kvasinek.

V pokusu [obr. 3] za vyuZiti pfistroje na meéieni roz-
pusténého 0, — Oxytestu bylo dosaZeno u Cerstvé izo-
lované pasty ziskané po dokvaSeni kvasni¢né Kultury
hodnoty Qo, = 450 mg 0,/g.h, aviak tato hodnota se
v dobd uloZeni p¥i + 5°C postupné sniZovala. B&hem
prvnich 5 dnf byl pokles Qo, pomalej$i, potom nésle-
dovala do 12. dne faze rychlej§iho poklesu a opZt faze
stabilizace. V pribshu 1 mésice poklesla hodnota Qo,
za podminek uloZent kvasnitné pasty pfi + 5°C asi
o 2/3 piivodni hodnoty.

Obdobn# byla zji¥tovéna vitalita pomoci Oxytestu u
chlazeného kvasnidného mléka, jeZ miZe byt rovnéZ
dobrym zdrojem rezervniho inokula. Zm&na Qo, kvas-
ni¢ného mléka zchlazeného na + 5°C a obsahujiciho
99 susiny byla v tomto piipad& vyrazn&jsi v prvnich
p&ti dnech a po ni nésledovala postupna stabilizace
této hodnoty [obr. 4).

Ze vzajemného porovnéni obou metod, tj. fermentac-
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niho pokusu a méfeni rychlosti spotfeby O, Oxytestem
vyplyvaji nékteré zdsady pro pouZiti kvasniéného ino-
kula jako ndsadniho materidlu. Z porovnani rychlosti
ristu a Qp, je zfejmé, Ze kvalita inokula se pfi ucho-
vdavani méni, pritem# vyrazndjdi zm&ny v kvalitd ino-
kula nastdvaji po poklesu Qp, pod hodnotu 300 mg O,
/g.h, tj. asi po 12 aZ 14 dnech tschovy v chlazeném
prostiedi.

TﬂﬂL 1 1 1 | R, S | il =
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—=dny ulozeni kvasmine pasty

Obr. 3. Zmény Qo, kultury kvasniéné pasty v zdvislosti
na dobé uloZeni pri 5°C
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Obr. 4. Zmény Qo, kvasniéného mléka (9% sus.) v zd-
vislosti na dobé uloZeni pri 5°C

Za téchto podminek uloZend kvasni¢nd kultura ne-
ztrdcela svoji fermentatni aktivitu ani po 30 dnech, je
viak nutno podéitat s' tim, Ze starSi inokulum se projevi
negativné na riistovych parametrech kvasniéné kultury.

Dlouho uchovédvand kultura neni vhodna také jako
inokulum pro srovnavaci fermenta¢ni pokusy, kde se
mbZe projevit jako nezndmd proménnd a tim srovnani
znehodnotit. Pro srovndvaci pokusy je tfeba pouZivat
inokula maximdalné 5 dni starad. V provozni praxi, kdy
se inokulum uchovédva za chladu ve formé kvasni¢ného
mléka nebo pasty, je tifeba zdsobni inokulum vymeéiio-
vat nejpozdéji po 12 dnech.
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Adamek, L. - Rut, M. - Stros, F.: Hodnoceni kvality na-
sadnich kvasnic pfi vyrob# krmnych kvasniénych bil-
kovin. Kvas. priim. 24, 1978, &. 7, s. 153—155.

Popis moZnosti kvalitativniho hodnoceni Zzivotaschop-
nosti uchovédvanych chlazenych kultur urenych pro
inokulaéni ugely. Vitalita kvasninych kultur byla sle-
dovdna fermentaénim a oximetrickfm stanovenim.

Bylo zjiit®no, Ze pfi uloZeni kvacni¢ného inokula pfi
4+ 5°C byla &astetnd Zivotaschopnost této kultury za-
chovdna i po 30 dnech. Optimélni dobou pro vyuZiti
téchto kultur jako inokulaéniho materidlu pro fermen-
tatni Géely bylo stanoveno do 12. dne stéFi. Pro pfes-
néj¥i srovndvaci pokusy bylo doporufeno pouZivat ulo-
Zené inokulum maximéln& do 5. dne.

Apamek, J. — Pyr. M. — llrpoc, ®.: OueHka MusHecrno-
COOHOCTH 3aKBACOYHBIX MAPOMKIKei, MPHMEHSEMbIX HAa 3aBO-
JAaX KODMCBBIX [pOXIKeBbIX mporennos. Ksac. mpym. 24,
1978, Ne 7, ctp. 153—155.

B crarbe pacemaTpuBaeTcs MeTOH KaYeCTBEHHOH OLEHKH
K H3HECNOCO6HOCTH JIPOXKIKEBLIX KYJATYP, XPaHAUHXCA B XO-
JOAHJIBHOH KaMmepe H npeJHa3sHayeHHBIX A8 NPHMeHeHHS
B KauecTBe 3aKkBackH. Ku3anecnocoGHOCTh onpeaensnachk Kak
cOpakHBaHHeM, TaKk H OKcHMeTpHueckH. Bplio ycraHoB.je-
HO, YTO NpH XPAaHEHHH 3aKBACKH B Kamepe C TeMmmepaTy-
poii 4-5°C oHa COXpaHSeT YAaCTHUHYIO KH3HECnocoGHOCTb
name mnocie 30-aHeBHOro criaaaupoBanufd. HanGoabmied
JKH3HECNOCOGHOCTHI0 OT/JIHYAaeTCsi 3aKBackKa, CPOK XpaHeHHs
KoTopoit He mnpesmmaer 12 namefr. Jlam 3KcnepHMeHTOB,
BKJIIOYAIOUIMX CPaBHEHHE, CJeJyeT NPHMEeHfATb 3aKBacKy He
cTapule 5 jiHeil.

Adémek, L. - Rut, M. - Stros, F.: Evaluating the Quality
of Yeast Inoculum Used in Plants Producing Fodder
Yeast Protein. Kvas. priim. 24, 1978, No. 7, pp. 153—155.

The article deals with a method permitting to evalua-
te the viability of cold-stored yeast cultures kept for
inoculation. The vitality of yeast cultures was de-
termined by applying both fermentation and oxi-
metric methods. The results indicate, that if the yeast
inoculum is stored at 5 + °C it maintains its partial
viability even after 30 days, but full activity can be
expected only if the storage period is no longer than
12 days. Inoculum to be used in comparison tests must
not be stored longer than 5 days.

Adémek, L. - Rut, M. - Stros, F.: Bewertung der Quali-
tit der Anstellhefe bei der Produktion von Futterhe-
feeiweifl. Kvas. prim. 24, 1978, No. 7, S. 153—155.

Der Artikel enthdlt die Beschreibung der Maoglich-
keiten der Qualitativen Bewertung der Vitalitdt der ge-
kiihlten, fiir Inokulationszwecke aufbewahrten Hefekul-
turen. Die Vitalitdit der Hefekulturen wurde mittels
Fermentations- und oximetrische Bestimmungen ver-
folgt. Es wurde festgestellt, daf bei der Aufbewahrung
des Hefe-Inokulums bei +5°C die teilweise Vitalitat
der Kultur auch noch nach 30 Tagen erhalten blieb.
Die optimale Zeit fiir die Anwendung dieser Kulturen
als inokulationsmaterial ist nach den Versuchsergebnis-
sen bis zum Alter von 12 Tagen. Fiir prézisere Ver-
gleichsversuche wurde empiohlen, das aufbewahrte
Inokulum spétestens am 5. Tag zu beniitzen,



