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1 UvVOD

Prltokova cytometrie je opticka me-
toda, s niz Ize ziskat informace o velmi
malych ¢asteckach (mikronovych a sub-
mikronovych) v roztoku. Tato metoda se
bézné pouziva na hodnoceni intracelu-
larnich komponent mikroorganismu [1].
Umoznuje pochopit a kontrolovat napfi-
klad dynamiku buné&&ného metabolismu
a rustu, a diky tomu popsat kvaseni.
Touto metodou Ize sledovat i bunécny
cyklus, sledovat zmény rychlosti rastu
kvasinek, zmény populace vyvolané mu-
tacemi, méfit velikost a pocet bunék
nebo intracelularni pH. Pouzitim prito-
kové cytometrie Ize zjistit poruchy kva-
Seni ve velmi kratkém Casovém intervalu
[2, 3]. Podle nasich zkuSenosti Ize tuto
metodu aplikovat také na hodnoceni
¢astic zakalu piva.

Pratokova cytometrie mize byt apli-
kovana pouze na vzorky bez shlukl ¢as-
tic. Vzorek je unasen v proudu tekutiny
(voda, solny roztok, tlumivy roztok)
a poté transportovan tryskou rovnomeér-
nou rychlosti do méfici cely, kde je oza-
fovan rtutovou lampou nebo laserovym
paprskem, ktery Ize nastavit na pozado-
vanou vinovou délku. Rychlost toku te-
kutiny je 10 m.s™!, coz umozriuje analy-
zovat2 000 az 10 000 ¢astic za sekundu.
Oba svételné zdroje (HBO rtutova lampa
a argon-iontovy laser nebo He-Ne-laser)
mohou byt pouzity k simultanni excitaci
[4]. Castice dopadajici svétlo rozptyli, od-
razi nebo fluoreskuji pfi urcité vinove
délce, méfi se tedy veli€iny: uhel roz-
ptylu, snimany v pfimém sméru od své-
telného zdroje (Forward Angle — FSC)
a odpovidajici velikosti ¢astic, uhel roz-
ptylu, snimany pod Uhlem 90° od své-
telného zdroje (Side Angle SSC), popi-
sujici granularitu bunky, a fluorescence
pro rtizné vinové délky (fluorescence je
také snimana pod uhlem 90° od svétel-
ného zdroje). Z téchto méfenych veligin
ziskame informace o poctu prochazeji-
cich &astic, jejich tvaru, velikosti, morfo-
logii a dalSich vlastnostech [5, 6, 7, 8, 9].

Obdrzené signaly Ize detekovat jed-
nim nebo vice detektory. VétSina pfi-
stroji ma dva detektory rozptylu svétla:

LAS (Low Angle
Scatter) detektor, sni-
majici maly uhel roz-
ptylu a HAS (High
Angle Scatter) de-
tektor, snimajici vel-
ky uhel rozptylu. LAS
detektor snima za-
feni vzniklé rozptyle-
nim svétla na povr-
chu Castice, méfi
tedy velikost &astic,
zatimco HAS de-
tektor snima zare-
ni vzniklé rozptyle-
nim paprsku svétla
po prichodu ¢astici,
¢imz podéava infor-
mace o vnitfni struk-
tufe bunky. Pfi pou-
Ziti téchto detektor(
mohou byt ¢astice
obarveny fluorescen-
¢nimi barvivy, ktera

Obr. 1— Schéma pratokového cytometru (1— senzor fluorescence,
2 — senzor fluorescence, 3 — suspenze bunék, 4 — prutokové ko-
mlrka, 5 — senzor rozptylu, 6 — zpracovani signalu, 7 — odchylo-
vaci desticky, 8 — sbérace bunék, 9 — laser, 10— snimaci prostor)
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Obr. 2 - Zaznam z cytometru — pivo nefiltrované pres membranovy filtr 0,2 um
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Obr. 3— Zaznam z cytometru — pivo filtrované pfes membranovy filtr 0,2 um

jsou specificka pro rizné struktury ¢as-
tic, nebo je fluorescence zavisla na ak-
tivité castice (propustnost pro fluores-
cenéni barviva). Fluorescence je pak
méfena jako autofluorescence nebo
jako fluorescence molekul znackovaci
latky.

Mérena svételna intenzita je preve-
dena detektorem na pulsy napéti, které
jsou tfidény ve vzrlstajicim poradi do
elektrickych kanald zaznamovych ploch.
Pulsy napéti jsou Casto velmi slabé,
a musi byt proto zesileny.

Vysledky analyzy mohou byt vyja-
dfeny mnoha zplisoby, napf. vynese-
nim odezvy LAS detektoru proti distri-
buci intenzity fluorescence nebo
relativniho poctu ¢astic proti distribuci
intenzity fluorescence. Vysledky lze vy-
jadrit téz dvou- a tfidimenzionalné his-

=
Obr. 4 — Mikrofotografie zakalu

togramem nebo bodovym diagramem
pro dvé charakteristiky. Kazdy bod dia-
gramu odpovida jedné mérené ¢astici.
Mezi nejcastéji pouzivany bodovy dia-
gram v pritokové cytometrii patfi tzv.
dotplots diagram, ktery udava zavislost
dvou korelujicich parametru (vlastnosti
bunék), napf. popisuje zavislost veli-
kosti bunék (FSC) na jejich granularité
(SSC).

2 MATERIAL A METODY

2.1 Filtrace vzorku

Pro filtraci vzorku piva byla pouzita
membranova filtrace. Vzorek byl filtrovan
pfes membranovy filtr 0,2 um, 0,45 pm
podle potfeby pro zakoncentrovani za-
kalu. Pro svou inertnost byl pouzit teflo-
novy mikrofiltr.

2.2 Barveni vzorku

Pro specifické barveni komponentud
zakalu byl pouzit fluorescein isothiokya-
nat (FITC) — barveni bilkovin, Fluostain |
— barveni polyfenolli a Fura-2 — barveni
vapniku.

2.3 Pratokova fluorescenéni
cytometrie
Byl pouzit pratokovy cytometr PAS Il
vyrobce Partec. Ziskané vysledky byly
zpracovany programem WinMDI 2.8.
Schéma prutokového fluorescenéniho
cytometru je znazornéno na obr. 1.

2.4 Fluorescenc¢ni mikroskopie

Zakalotvorné &astice byly mikrosko-
povany fluorescenénim mikroskopem
Olympus BX-51 s digitalnim fotoapara-
tem Olympus Camedia C-300Zoom.
Byla pouzita specialni fluorescenéni
kostka (filtr) pro zobrazeni polyfenolic-
kych a bilkovinnych &astic. ZvétSeni 100
az 400x.

3 VYSLEDKY A DISKUSE

Pomoci fluorescenénich metod byly
analyzovany nebiologické zakaly piva.
Pro velmi jemné C&astice zakalu jsme
pouzili pratokovou fluorescenéni cyto-
metrii. Pivo jsme pfimo davkovali do cy-
tometru a méfili FSC a SSC pfi excitaéni
vinové délce 488 nm argon-iontového la-
seru—ato v pfimém prichodu a pfi hlu
90°, zarovefi se snimala fluorescence na
tfech barevnych kanalech. Oznaceni RN
je rozpéti latexovych kalibrac¢nich ¢astic
o praméru 3 pm. Pfiklad méfeni pro ne-
filtrované pivo je uveden na obr. 2. Pfi-
klad méfeni filtrovaného piva (filtrovano
pfes membranu o velikosti pérd 0,2 um)
je na obr. 3. Takto Ize vyhodnocovat za-
kaly, pokud nejsou v roztoku velmi velké
Castice.

Jestlize chceme charakterizovat
vétsi Castice, musime pouzit fluores-
cenéni mikroskopii. Srazeninu miizeme
zakoncentrovat membranovou filtraci.
Podle mnozstvi ¢asteCek zakalu pak

Obr. 5 — Mikrofotografie zakalu — barveno FITC — specifické fluores-
cencni barvivo pro bilkoviny
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Obr. 6 — Mikrofotografie zakalu — barveno barvivem Fluostain | — spe-

cifické fluorescencni barvivo pro polyfenoly

volime objem piva, ktery budeme fil-
trovat. Pro filtraci je vhodny membra-
novy filtr o priméru péra 0,45 pm. P¥i
membranové filtraci je zachycena sra-
zenina a zakal na filtru. Detail zakalu
je zobrazen na obr. 4. Na tomto ob-
razku je nativni masivni zakal bez fluo-
rescenéniho barveni. Pro zvySeni spe-
cificity a pro uréeni slozeni zakalu
muizeme, stejné jako v pfipadé fluo-
rescencni pratokové cytometrie, pouzit
specifické fluorescenéni barveni. Cas-
te¢ky byly charakterizovany barvenim
pomoci FITC (obr. 5) a Fluostainu |
(obr. 6) na bilkovinny a polyfenolicky
material.

Specifické barveni je mozné i u oxala-
tovych zakall. Pfiklad mikrofotografie je
na obr. 7, kde byly pomoci sondy Fura-2
prokazany vysoké koncentrace vapniku
v oxalatu vapenatéem.

4 ZAVER

* Fluorescenéni barveni je velmi ugin-
nym nastrojem pro pfesnou charakte-
rizaci zakalu piva.

« Distribuce velikosti ¢astic a jejich cha-
rakter doplfiuje charakterizaci zakalu.

e Charakterizaci zakalu a zjisténi jeho
pfi¢iny je mozné vyuzit pfi pouziti pri-
tokové fluorescenéni cytometrie, pfi-
padné fluorescenéniho mikroskopu
s analyzou obrazu pro doplnéni infor-
mace.

» Je mozné i zakoncentrovani ¢astic na
specialnich membranach.
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Dostalek, P. — Fiala, J. — Novak, J.: Vyuziti
prutokové fluorescenéni cytometrie pro
charakterizaci zakal piva. Kvasny Prum.
49, 2003, ¢. 4, s. 90-93.

Pritokova cytometrie je optickd metoda,
s jejiz pomoci mlGzeme ziskat rlizné infor-
mace o ¢asticich s velmi malym priimérem
(mikronovych a submikronovych ¢&asticich).
Obvykle se pouzivéa pro charakterizaci riisto-
vych a morfologickych charakteristik bunéc-
nych populaci v&etné jejich intracelularniho
slozeni. Na téma aplikace pritokové cyto-
metrie na pivovarské kvasinky jiz bylo publi-
kovano nékolik ¢lanku. Jeji pomoci mizeme
monitorovat a fidit dynamiku rlistu a metabo-
lismu pivovarskych kvasinek a mGzeme také
daleko |épe popsat zakvaSovani a kvaseni
piva. S vyhodou Ize pouzit i fluorescenéni bar-
veni nékterych specifickych slozek a latek.

VyuZili jsme pratokovou cytometrii k ana-
lyze vzork( pivovarskych zakald. Méfili jsme
pocet Castic zakalu, jejich primér a jejich di-
stribuci. Protoze zakal piva sestava z ¢astic,
které obsahuji také rtizné latky, zkusili jsme

Obr. 7 — Mikrofotografie zakalu — barveno barvivem Fura-2 — speci-
fické fluorescencni barvivo pro vapnik

aplikovat fluorescenéni barveni také na ¢és-
tice zékalu piva. Pro charakterizaci ¢astic vét-
$iho priméru jsme pouzili fluorescenéni mik-
roskopii. Pro toto barveni jsme pouzili FITC,
Fluostain | a Fura—2, coz jsou specificka flu-
orescencni barviva pro bilkoviny, fenolické
latky a vapnik.

Dostalek, P. - Fiala, J. — Novak, J.: The Ap-
plication of Fluorescent Flow Cytometry
for Characterization of Beer Haze. Kvasny
Prum. 49, 2003, No. 4, p. 90-93.

Flow cytometry is an optical method. Re-
sults obtained by this method contain different
information about particles with very small di-
ameters (micron and submicron particles) in
solution. This method is usual applied to eva-
luation of growth and morphological charac-
teristics of cell populations included their in-
tracellular components and compounds.
There are several papers dealing with appli-
cation of flow cytometry to brewing yeast cells.
We can monitor and control dynamics of yeast
cell growth and metabolism by flow cytometry
and we can more detailed descript brewing
fermentation and yeast pitching. We can use
also fluorescent staining for some specific
components and substances.

We analysed samples of beer hazes by
these methods. We measured number of
haze particles, their diameters and distribu-
tion. As beer haze consist particles, which
contain also several substances we tried to
apply fluorescent staining for characteriza-
tion of beer hazes. We applied also fluores-
cent microscopy for characterization of beer
hazes consist from particles with the greater
diameters. We used FITC, Fluostain | and
Fura—-2 for staining of particles. These dyes
were fluorescent specific bounded to prote-
ins, phenolic substances and calcium.

Dostalek, P. — Fiala, J. — Novak, J.: Appli-
kation der Durchfluss-Fluoreszenz-Cyto-
metrie zur Charakteristik der Biertriibun-
gen. Kvasny Prum. 49, 2003, Nr. 4, S. 90-93.

Die Durchfluss-Cytometrie ist eine optis-
che Methode, die ermdglicht, verschiedene
Informationen Uber Partikel mit einem sehr
kleinen Durchmesser (Mikron- und Submik-
ronpartikel) zu gewinnen. Gewdhnlich wird di-
ese Methode zur Charakteristik der Wach-
stums- und morphologischen Eigenschaften
von Zellenpopulationen einschliesslich ihrer
intrazellularen Zusammensensetzung ange-



wandt. Zum Thema der Applikation der Durchfluss-Cytometrie auf die Brauerei-He-
fen wurden bereits einige Mitteilungen verdffentlicht. Mittels dieser Methode kon- -
nen wir die Wachstums- und Metabolismus-Dynamik der Brauereihefen monitori- Te ChnOIO g’e UV
eren und regeln; sie hilft weiter auch dazu, die Angérung und Garung des Bieres
besser zu beschrieben. Mit Vorteil kann auch die Fluoreszenz-Féarbung einiger spe- [ |
zifischer Komponenten und Substanzen appliziert werden.

Die Autoren benutzten die Durchfluss-Cytometrie zur Analyse der Biertribun-
gen. Es wurde die Zahl der Trabungspartikel, ihr Durchmesser und ihre Distribu-
tion gemessen. Weil Biertribungen aus Partikeln bestehen, die auch verschie-
dene Substanzen enthalten, versuchten die Autoren, die Fluoreszenz-Farbung
auch auf die Partikel der Biertribungen zu applizieren. Zur Charakterisierung der

Biologicka Cistota. Technologie UV zafeni

Partikel von grésserem Durchmesser wurde die Fluoreszenz-Mikroskopie ange- jsou pouiivényk(j:.iétél}i vody, odpadnich VOd’
wandt. Fur diese Farbung wurde FITC, Fluostain | und Fura-2 benttzt — spezifis- vzduchu a pro Siroké spektrum materialti
che Fluoreszenz-Farbungsmittel flr Eiweissstoffe, phenolische Substanzen und zahrnujici potravindiskou vyrobu. Potiebna
Kalzium. biologicka Cistota se piedevsim tyka vody

a aplikaci s vodou spojenych, napf. pitna voda,

DHocranek, . - ®uana, U. - Hosak, W.: Ncnonb3oBaHue npoTo4Hoii (nyopecLeHTHOI LuTo- opakované pouZiti odpadnich vod, pfiprava

MeTpUM [N1S XapakTepucTUk1 noMyTHeHus nusa. Kvasny Prum. 49, 2003, Ho. 4, ctp. 90-93.

TPOTOUHAS LUTOMETPHS NPEACTABNSET ONTUHECKHIA METOf, G MOMOLLIO KOTOPOrO MOXHO NOfy- vysoce Cisté vody pro vyrobu polovodici
YNTb PA3HYIO MHCOPMALMIO O YACTULAX O4eHb MANoro AuameTpa (YacTuubl NopsaKa MUKPOHOB a fotolyza pesticidi. TaktéZ je UV zafeni
1 Cy6MUKPOHOB). OBbIKHOBEHHO MPUMEHSIETCS A151 XaPaKTEPUCTUKM CBOVCTB pocTa 1 Mopchonorim zna¢né pouzivano pro desinfekci vzduchu
COBOKYMHOCTY KNETOK, BKKOYAs NX BHYTPUKNETOUHbIV COCTaB. 1o TeMe 1CMob30BaHNs NPOTOYHON v klimatiza¢nich jednotkdch a prostorech
LMTOMETPUM B 06MacTv NMBOBAPEHHbIX [POXe! Oblno Ony6iMKoBaHO MHOTO cTaThed. Ee tankl stejné jako pro odstranéni zipachu

NOMOLLBHO MOXXHO NPOBOAWTb MOHWUTOPUHI U yNpaBnaTb LVHAMUKO pocta u meTabonmama
NVBOBaPEHHbIX [OPOXOKEA M HAMHOTO Nyyle onucaTb pa3dpakmBaHue M GPOXKEHWe nuBsa.
BbiroAHbIM SIBASIETCS MCNONb30BaHNe hNyOPECLIEHTHOrO KPALLEHNS HEKOTOPbIX CneLndUUYecKiX
KOMMOHEHTOB 1 BELLECTB.

ABTOpbLI 1CMOML30BANM MPOTOUHYIO LIMTOMETPUIO ANS aHanu3a 06pasLioB MOMYTHEHWs nuBsa.
Bbinn n3amepeHbl KONM4YeCTBO YacTiL NOMYTHEHUS, X ANaMeTP W COCTaB. Tak Kak MomyTHeHue
n1Ba COCTOMT U3 YacTWLl COAEPXKALUMX TaKkXKe pasHble BELLECTBA, MPOBEPANach BO3MOXKHOCTb
NPUMEHEHNst hyOPECLIEHTHOrO KpaLLieHNst YacTUL, NOMYTHeHWs NBa. [ins xapakTepucTMKM YacTu
Gonbluero avameTpa Obina MCMONb30BaHa riyopecLeHTHas Mukpockonus. [ns kpalleHus Gbin
ucnons3osaH FITC, OnyocTamH | n Qypa—2 — cneumduyLueckre hnyopecLieHTHbIe KpacsLuee BeLy-
ecTBa Ans 6enkoB, eHoNbHbIE BELLECTBA U KasbLua.

nebo oSetieni povrchu potravin.

Pivo a sklo, sklo a pivo

Pivo a sklo — to bylo téma dal$iho z kulatych stold, neformalnich setkani s no-
vinafi, které pravidelné pofada Cesky svaz pivovarli a sladoven. Nejednalo se
tentokrat o mnohokrat jiz diskutovanou, ale stale palcivou a nedofeSenou otazku
sklo versus plast (myslim, Ze vétSina pfiznivcl dobrého piva ma v této véci zcela
jasno!), ¢ili transport ke spotrebiteli, ale o problematiku podavani napoje, viastné
o kulturu piti piva.

Jedinym pfednasejicim, ovSem nadmiru povolanym, byl feditel spole¢nosti
Sahm, s.r.o. Ing. Pavel Bobosik. Zamérné uvadim prednasejicim, protoze vy-
stoupeni Ing. Bobos$ika bylo odbornou, ale velmi poutavou pfednaskou, ktera
ukazala pfitomnym novinarim, Ze vztah napoje a nadoby, ze které je konzu-
movan, je velmi tésny, a Ze navrhovani designu pivniho skla je skute¢né véda.

Jisté, existuji situace, kdy i fajnSmekfi uhasi palcivou zizeri pivem pfimo
z lahve, pIechoJky nebo (nem}ili zb;ti) z papirového Eell’mku, ale ur(":i?é nem’??eba REGOM INSTRUMENTS s.r.o.
nikoho prfesvédcovat, ze pohled na Cerstvé nacepované pivo v tvarové krasné,
Cisté sklenici probudi ty nejlib&jsi pocity. Koneckoncli snad zadna reklama na
pivo se neobejde bez pohledu na uslechtily napoj v uslechtilém obalu. Ciré sklo
da vyniknout barveé, propusti odlesky, které ukazi, jak zivy a krasny je napoj uv-
nitf, umozni pozorovat rej stoupajicich bublinek, husta ¢epice pény pfi postup-
ném upijeni ;aneczhve’zyé na stén’éch pl’lé krouzky. Vizualni viemy jsou trvalejsi ESEF‘?“EIM
a mnohem dlraznéjsi nez slovni popisy.

Zdalo by se, Ze pivo a sklo k sobé patfi odjakziva. Pfekvapi proto, ze pivni
sklenice se vlastné zacaly vyrabét az na po¢atku minulého stoleti. | kdyz, to pre-
kvapeni vlastné nemusi byt az tak velké, vezmeme-li v Uvahu pfinejmensim dva
faktory: naro¢nost vyroby skla (a tudiz jeho cenu) a také charakter vyroby a di-
stribuce piva v minulosti. Dokud se pivo pilo nefiltrované, tedy vice ¢i méneé za-
kalené, mnohem |épe jeho konzumentim vyhovovaly kameninové nebo mo-
sazné nadoby.

Teprve kdyz se zacalo pivo filtrovat (z divodi estetickych i kvli delsi trvan- BRABCOVA 2/ 1159
livosti), vstoupili do hry mistfi sklafského femesla. Vyvoj proSel nékolika fazemi,
bé&hem nichz se zvySoval vyznam pivniho skla pro podporu konzumace a bu- 147 00 PRAHA 4
dovani pfiznivého image piva. V sou¢asné dobé, kdy je kvalita piv na vysoké
Urovni, piva jsou si chutové do znaéné miry podobna, hlife rozeznatelna, je pivni
sklo velmi vyznamnym marketingovym nastrojem pro budovani znacky. Tel.: 241 402 206

Moznosti pivniho skla jsou velké (mimo jiné Ize tvarem sklenice ovlivnit vni- Fax: 241 400 290
mani senzorickych vlastnosti téhoz piva, jak dokazal test, ktery provedla firma
SAHM v Némecku) a problematika velmi zajimava. Ur¢ité se k ni v nékterém
z ptistich ¢isel Kvasného pramyslu vratime.
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