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1. STANDARDNI PRUBEH KVASENI

A DOKVASOVANI

Snaha po zajiSténi vyrovnané kvality piva
vede k zaméru dosahovat reprodukovatel-
ného pribéhu vyrobnich operaci, vcetné
prubéhu kvaSeni a dokvaSovini. Je také
znamé, Ze pri standardnim kvaSeni a dokva-
Sovani je rozptyl obsahu tékavych i netéka-
vych senzoricky aktivnich litek mensi. Pro-
dlouZeni doby kvaSeni muZe naopak
zpusobit rizné obtiZe, napf. pomnoZeni kon-
taminujicich mikroorganismt, nedostate¢né
odbouravani diacetylu, nevyrovnanou hof-
kost apod.

Standardni pribéh hlavniho kvaSeni a do-
kvaSovani ovliviiuji vlastnosti mladiny,
hodnoty procesnich parametrii a mnoZstvi
i vlastnosti vare¢nych kvasnic.

Vlastnosti mladiny zaviseji na kvalité
sladu, pribéhu varniho procesu a nastaveni
vstupnich parametri, napf. teploty a obsahu
rozpusténého kysliku. Kvalitu mladiny 1ze
popsat nékolika znaky a sledovat jejich ko-
lisani v jednotlivych vérkach néstroji stati-
stické procesni kontroly (SCP). Standard-
nost pribéhu kvaseni se hodnoti podle
odchylek rustové, kvasné a sedimentacni
kiivky, pfedepsané pro tento proces.

Operator procesu upravuje priubézné pro-

cesni parametry tak, aby dosihl v prede-
psané dobé vystupnich parametrii kvality,
mezi néZ se napi. zahrnuje stupen prokva-
Seni, obsah kvasni¢nych bunék, koncentrace
diacetylu apod.

ProtoZe rozptyl vystupnich hodnot zévisi
na nastaveni vstupnich parametru, lze jejich
zménou v uréitych mezich také ovladat stan-
dardnost procesu. Z tohoto divodu se musi
volit pro kazdy vstupni znak povolené
pasmo hodnot, ve kterém je moZno se podle
potieby pohybovat. Pro fizeni procesu se
proto dava prednost pouziti klasického mo-
delu zaloZeného na skokové funkci pred Ta-
guciho principem. V ném se naopak spoléha
na optimalni hodnotu parametrii a kazda od-
chylka od této hodnoty se povaZzuje za ztratu.

2. VLASTNOSTI VARECNYCH
KVASNIC
Ztechnologického hlediska se za kvalitni
zpravidla povazuji kvasnice, které rychle
kvasi, sedimentuji dobfe, ale nikoliv pfed-
Casné, poskytuji dostatecnou sklizei a udi-
leji pivu vhodny senzoricky profil piva. Sen-
zoricky profil piva zavisi mimo jiné také na
schopnosti kvasnic redukovat karbonylové
latky mladiny, napf. 3-methylthiopropional-
dehyd, ktery zodpovida za mladinovou chut
piva [1]. Dobri re-

Tab. 1 Barvici metody dukéni  vlastnost

— - - - kvasnic je také
Barveni ve viditelné oblasti | Fluorescen¢ni barviva nutni k odbourdni
Methylenové modf Akridinovi oranz nezadoucich pro-
Methylenova modf + safranin O | Bromkresolova zelei dukti, vznikajicich

Ponceau Cerveii

Methylenovi violet
Rhodamin B
Erythrosin B

Primulin

EosinY
Viablue

Diacetat fluoresceinu
Isothiokyandt fluoresceinu

Mg sl kys. 1-anilin-8-naftalensulfonové

kvaSenim, napf. di-
acetylu.

Pribéh kvaSeni
ovliviiuje také kon-
centrace kvasinek
pii zakvasSeni. K je-
jimu pfesnému na-

Tab. 2 Fyziologicky stav a metabolické testy kvasnic

staveni se pouZivaji
automatické zakva-

Sovaci  pfistroje,
Stanoveni sloZek, nebo Fyziologické testy které se vétSinou
stavu buiiky zakladaji na optic-
Sacharidy Spotieba kysliku kém nebo elektric-
Mastné kyseliny Tvorba oxiﬂn;pliéitého kém principu [2].
Lipidy Mg** test (MRT) Se -
Steroly AcidifikaZni test swf"‘;ﬁg:si:’";:o
ATP Deflokulacni test ) S
NADH Redukce TTC zz.ak.v;’asem. _.ovﬁem
Interceluldrni pH Redukce karbonylovych litek zavisi na jejich ak-
Proteasy tivité. U vére¢nych
Esterasy kvasnic se pfitom
pH sedimentu rozliSuje viabilita,
Kapacitance (radiofrekvenéni souvisejici s repro-
senzor) dukéni  schopnosti

bunék a vitalita, kterou urcuji fyziologicky
stav kvasnic 1 jejich metabolicka aktivita.
Schopnost kvasnic spliiovat technologické
poZzadavky se Casto zahrnuje pod techno-
logickou aktivitu. A¢koliv v literatufe se
terminem aktivita nékdy oznacuje spojeni
vitality a viability, v tomto sdéleni se ak-
tivitou vzdy rozumi technologicka akti-
vita.

3. MERENI VIABILITY A VITALITY

KVASNIC

Viabilita kvasnic se nejcastéji méfi kul-
tivacnimi testy v tekutych nebo ztuZenych
zivnych pidich podle poé¢tu kolonii nebo
mikrokolonii. Nékdy se do této skupiny za-
hrnuji také barvici metody, ackoliv spravné
naleZeji k metodam stanovujicim vitalitu.

Vitalita kvasnic se posuzuje mikrosko-
pickymi metodami podle vzhledu bunék,
obsahu vakuol, barvenim ve viditelné ob-
lasti a fluorescen¢nim barvenim [3]. K bar-
veni ve viditelné oblasti se pouzivaji razna
barviva, napf. methylenovda modf, methyle-
novi violet, methylenova modf v kombinaci
se safraninem, Ponceau Cervei aj. (tab.1).

Jako fluorescenc¢ni barviva se pouzivaji
akridinova oranz, diacetit fluoresceinu, rho-
damin, erythrosin, primulin, hofe¢nata sul
kyseliny 1-anilin-8-naftalensulfonové aj.
[4-7].

Barveni fluorescen¢nimi barvivy umoz-
fiuje stanoveni jednotlivych bunéénych slo-
zek, nevyhodou je vysoka cena fluores-
cenéniho mikroskopu. JeSté drazii je
prutokovy cytometr, s nimz lze ziskat infor-
mace o intraceluldrnich komponentech kva-
sinek, jako jsou bilkoviny, nukleové kyse-
liny aj. v celé populaci bunék [8,9].

Nejsir$i skupinu testi predstavuji tzv.
metabolické testy kvasnic, které zahrnuji
stanoveni jednotlivych sloZek nebo stavu
kvasnic, a fyziologické testy. Rozhrani mezi
obéma skupinami neni ostré a nékteré z nich
by bylo moZné zafadit do obou skupin
(tab. 2).

Mezi duleZité kvasni¢né sacharidy nale-
Zeji glykogen a trehalosa. Odbouravani gly-
kogenu poskytuje energii pro syntézu ste-
roli a nenasycenych mastnych kyselin,
trehalosa pisobi jako antistresovy faktor
[10].

Steroly a nenasycené mastné kyseliny
jsou duleZzité pro spravnou ¢innost kvasnic-
nych membrin, obzvlisté za anaerobnich
podminek. Proto mize byt obsah téchto 14-
tek mirou viability kvasinek [11].

Intercelularni pH (ICP) je rovnéz dobrym
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Obr. 1 Redukce furfuralu (¢ = 10 mg.l'") vdreénymi kvasnicemi
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Obr. 1 Redukce furfuralu (¢ = 10 mg.l'') v dokvaSovaném pivu
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ukazatelem viability kvasnic, nebot jeho
hodnoty zéviseji na spravné funkci proto-
nové pumpy kvasinek. Ke stanoveni ICP se
pouzivi esterifikovany 5(6)-karboxyfluores-
cein, ktery se po vstupu buiiky rozstépi a z in-
tenzity fluorescence, zavislé na hodnoté ICP,
se usuzuje na viabilitu kvasni¢nych bunék
[12]. Cytoplazmatické pH se také muZe mé-
fit ¥'P-NMR analyzou [13].

Aktivita esteraz se méfi s pouZitim bar-
vivem znacenych substritil, napf. p-nitrofe-
nyl, nebo B-naftyl-estertl, znima je metoda
s diacetatem fluoresceinu [14].

V posledni dobé opét vzrista zijem ne-
jen o méfeni intercelularniho pH, ale také
o jednoduché a rychlé testy, jako jsou mé-
feni pH kvasni¢ného sedimentu nebo test na
proteazy. Samostatnou ¢ast tvori radiofrek-
venéni metoda, méfici soucasné koncentraci
i aktivitu kvasnic [2].

Méfeni vitality se miZe vyuzit k ziskani
dalSich dulezitych informaci. Protedzovy
test napf. vznikl pivodné pfi testovani
schopnosti kvasnic vylucovat proteolytické
enzymy, Stépici proteiny, které podporuji pé-
nivost piva. Také je moZné tyto testy vza-
jemné kombinovat [15].

Mezi fyziologické testy naleZi napr. elek-
trochemické méfeni spotfeby rozpusténého
kysliku [16]. Méfeni tniku oxidu uhli¢itého
je oblibenou metodou, na které se zakladaji
ruzné laboratorni fermentory pro testovéni
vitality i viability kvasnic. Z hmotnostniho
dbytku kvasici nadobky lze spocitat oka-
mzité hodnoty zédkladni analyzy piva [17].
Vyvin oxidu uhli¢itého lze také méfit elek-
tronicky jako tlakovy nariast v uzaviené na-
dobce, nebo jako okamZitou hodnotu jeho
pratoku [18]. S vyvinem oxidu uhli¢itého
souvisi také podstata deflokulacniho testu,
ktery se zaklada na optickém méfeni zpétné
rozptylenych sedimentovanych kvasinek do
mladiny, nebo syntetického Zivného média
[18].

V posledni dobé uverejnény test uvoliio-
vani hofe¢natych ionti z kvasnic (Magne-
sium Release Test - MRT) se zaklada na mé-
feni koncentrace Mg?* iontl, uvolnénych
z bunék ihned po zakvaseni [19].

Acidifikacni test, ktery se zaklida na mé-
feni extracelularniho pH po smiSeni kvasnic
s roztokem glukosy, se rozsifil zejména v an-
glosaskych zemich, ackoliv ho pavodné vy-
vinuli ¢esti autori [20]. Méfeni redukce tri-

fenyltetrazoliovych soli (TTC) stanovi sou-
Casné aktivitu i koncentraci bunék na za-
kladé méfeni aktivity D-glyceraldehyd-3-
fosfatNAD oxidoreduktasy (EC 1.2.1.12)
[21].

Schopnost redukovat karbonylové latky
mladiny a mladého piva ndleZi nyni k dile-
zitym vlastnostem kvasnic. Pro vyzkumné
tucely se puivodné zkoumala in vive i in vitro
schopnost redukovat typické aldehydy, vy-
skytujici se v pivu [22].

Novou moznost poskytuje méfeni rych-
losti redukce furfuralu. Tento postup se za-
klada na smiseni vzorku s kvasnicemi s roz-
tokem furfuralu a jejich kultivaci pfi teploté
28 °C podobu 15 az 60 min. Po zvolené dobé
expozice se furfural i vznikly furfurylalko-
hol izoluji rychlym pfehdnénim vodni parou
a stanovi se pfimou spektrofotometrii v UV
oblasti (obr:1,2). Této strategie lze vyuZit
i pii redukci dalSich aldehydu, napf. benzal-
dehydu, a pfi méfeni ve viditelné oblasti také
napr. pii redukci diacetylu.

4. MERENI TECHNOLOGICKE

AKTIVITY KVASNIC

Technologickd aktivita se méfi modelo-
vymi testy, které napodobuji pribéh hlav-
niho kvaseni. Patfi sem metoda kvasnych
valcl, nebo vazkova analyza kvaseni [17].
Tyto metody se nejvice blizi provoznimu
kvaseni, jejich vysledky viak ovliviiuje ge-
ometrie kvasnych nadobek a predevsim jsou
prilis zdlouhavé [23].

Nepfima metoda stanoveni aktivity kvas-
nic se zaklada na vyuziti softwarovych sen-
zoru. V redlném cCase se pfitom sleduji
snadno meéfitelné veli¢iny (napf. teplota,
zdanlivy extrakt, rychlost uvoliiovéni oxidu
uhli¢itého) a na zikladé modelu se dal3i hod-
noty dopocitavaji a pfedpovida se tak bu-
douci pribéh hlavniho kvaSeni. Nejvhod-
néj3i je rychlé méreni hustoty kvasiciho piva.
Nejjednodussi jsou ¢idla méfici tlakovy roz-
dil v dvou nebo tfech mistech kvasného
tanku, popf. tenzometrické méfeni sily plo-
viku [24,25].

Modely kvaseni se zaklddaji jak na kla-
sickém kinetickém modelovini. tak na mo-
delech s umélou inteligenci. Prostfedky
umélé inteligence (Artificial Inteligence -
Al) zahrnuji jak expertni systémy (ES), tak
prosttedky umélych neuronovych siti
(ANN). Casto se tyto moZnosti kombinuji do
tzv. hybridnich modela [26].

5. ZAVER

Zavérem lze konstatovat, Ze pres velké
mnozstvi metod méfeni aktivity kvasnic se
v praxi pouZiva relativné nespolehliva, ale
rychli a jednoducha metoda barveni methy-
lenovou modfi. Tato situace se pravdépo-
dobné nezméni, pfes stale rostouci kritiku
metody, ani se zavadénim novych metod bar-
veni [7,27].

Piesto se mohou nové metody uplatnit ve
specidlnich pfipadech, zejména pri patrani
po pfi¢inach zavad hlavniho kvaseni, snaze
standardizovat kvasny proces a zpomalit ne-
zadouci senzorické zmény pfi starnuti.
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