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1. vod

Diplomov á prace je zarnerena na vývoj nových metod kontrol. kalit
pivovarských kva nic p ři kva šení v cylindro-kónických tancích . K tomuto účelu byl .
použity z ákaloměry estrojovan é v Oddělení optotenn álni spektroskopie Kat dry
chemick é fyziky a optiky l\1FF UK. Pracovníci tohoto oddělení se již více než deset let
věn ují výzkumu a vývoji nových turbidimetrickvch metod i př ístroj ů, jež nalézají ~irok é

up lat nění v pi vovarsk érn průmyslu ( abriel a kol. (I 994)~ ladký a kol. (I 998)~ '1 ladký
Cl C ísařov á ( 1999 )~ ladký a kol. (2001) , . ladk v a Di nstbier (2001 a 2003), Di nstbier
a kol. (20 0 ~)) . Tat o práce o v ě řila že zakalornerv mohou bvt ú spěšně využity k m ěřeni

sedi menta č ně fl okula čn í ch charakter istik i vitality kvasinek a nahradit tak drah é
pI-í st roje zahran i čni výroby.

St ál e cas tč j i české pivovary upo u štěj í tradicui zp ů so by výroby pi va v otevicnvch
kvas ných kádích ve spilce pivovaru a ve 'naze zvýšit jeho produkci zavád ěj í nové
tec hnolog ie, mezi než patř-í kvašení v uzavřených kvasných nádobách tzv . cylindro­
kónických tancích (CKT) ~ které obvykle pojmou 2000 až 5000 hl mladiny V CK~r

dochází v pr ůb ěhu kvašení ke ložitym reologickym a biochemickvm prOCeSLI111, jež
ov l ivň uj í edimentaci a tl okulaci kvasinek na konci kvašení.

Po k ončen í fermenta ce je nutné oddělit kvasinky od mlad ého piva . I ř i takto
velkých objemech nelze použít centrifugaci a je tedy nutné spol éhat na matku p řirodu .

Ta obdaři la pi vovarské kvasinky schopností shlukovat se, tj. flokulovat . lokulací se
výrazně zvč t š i veliko ~ t "čá .tic" a urychlí 'e tak sedimentace kvasinek . Načasování a
rozsah ll okulace na konci hlavního kvašení jsou zv l áš t ě d ůle žit é pro piva pl ze ňsk ého

typu (ležá ky). ega tivní zrneny ve fl okula ci kva ni c nepříznivě ovliv ňuji pro ces
od dě l ová n í kvasnic od ml ad ého piva i jeho vlastnos ti. Kvasinky se po odd ěl ení od
mlad ého piva promyji a pakliže L i zac hovají 'vou schopnos t flokulovat a dobrou
vitalitu, mohou být opětovně použity ke kvašení nové dávky mladiny v CKT.

letoda popsa ná v diplomov é pr ác i. jež se Vám právě dostala do rukou , by mela
napomoci ř eš i t n ěkt e ré prob lémy se ztrá tou flokulence, a tin: zabránit škod ám na
ccskcm pokladu jak ým je české pivo. První č á s t práce jsme proto zasvětili p řehledu

sou č asuych poznatk ů o tl okul aci a v i ta l i tě kvasnic, pozornost jsme mimo jiné věnovali i
vl ivu kvašeni v CKT na tyto dva procesy . Taktéž jsme uvedli řadu alternativních
metodi ck ých pří tUPLI k dané probl ematice.

Dalšim úkolem této práce bylo porovnat edirnentaci a vitalitu de eti kmen ů

pivova r .kych kvasinek Saccharomyces ccre visiae (3, 6, 8~ 9, 1I , 12, 26, 32, 95 a 98) .
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2.

2. 1.

Přehled ouča ých poznat
a vita itě kva inek

Kvasinky

o o II ac •

Kvasinky JSou eukaryotní mikroorgani l11Y pa t ř i c i mezi vy I houby.
Mikroorgani my zahrnované mezi kva inky lze charakterizovat tim, že jde větši nou o
jed n obu n ěčn é organi my roz množujici "-' p řev á žn é pu č en ím a zpracová ající zd roje
uhlíku kvašenim Tato charakteri __ tika vsak nepla tí str i k t ně . ě k te r é kvasinky mohou za
ur čitych podm ínek vytvářet rnycelia, pak mohou tedy existovat i ve vícebu něčné ft rmě

Většina kvasin ek ' e rozm nožuje pucenim ovsem při rů stu ve forrnc mycelia dochází
k p řehr ád e čn ému dělení . Existují také kvasinky, které navz do ry sv ému názvu nejsou
scho pny fermentace a zdroje uhlíku zpracovávají výhrad ně oxida tivnimi způsoby

Do dne šnich dn ů se dochovaly doklady o t0 111, že již s ta rověcí Sumerov é,
Egvptan é a Babylo ňan é p řed 6000 - c)OOO lety vyráběli n á] oje podob né dnesnimu pivu
Cl vínu. I oprvé však byly kvasink y spat řcnv až 1\ . van Lceuwenhoc kcm kolem roku
16 )() ja ko male kuličky v pi vě . V letech 1866 a I S76 publikova l L. Pasteu r pr áce,
v nichž dokázal akti vní ú ča ·,t mikroorganism ů na kvasn ém procesu. ejznám éj ši
kva .inka vsak do tala svoje jm éno už v roce 18 _) 7, kdy ji Theodo r Schwa nn označ i l

jako Zuckerpilz (cukernou houbu), od čehož bylo odvozeno i latinské pojmenov áni rodu
Saccharomyces (z řeckého accharos == cukr, mvkes == hou ba). První čis té kultury l\'.
ccre visia« pak byly izolovány právě z piva Ch . Hansenern a z vlna Muller­
Thuruauem v letech 1883 - 1890.

'-

V syst ému hub ( /" /lIIXi ) patří kva .inky mezi Eumycota - vlastní houby, a to do
dvou velk .ch pododdělení : Ascontycoti1/( 1 - vřeck ovyt ru é houby a Basidiomy coti1/( 1 ­

stop kovýt rus é houby. Rod Saccharomyccs je zařazová n v rámci vřeckovýt rusných hub
li o FndrnJI VCl! / es .

Dostupnost kyslí ku je nezbytná pro mno ženi všech kva sinek . Větš i na kvasinek
parř: mezi faku l tativ ně anaerob ní, p ři č em ž ph anaerobní kultivaci jsou vyžadována
alcspot) 'ropová množ: tví kyslíku nezbytná pro biosyntézu n ěkt erých životně d ůl e žit ých

látek Fakultativné anaerob ní kva__ inky lze rozd ěl it do dvou skupin, převážná čás t z nich
se řad: mezi tzv resp irativni typy k 'a, "nek, u ni chž převládá energeticky výhod n ěj ší

resp: racc nad ferme ntaci . Saccharomvccs ccrcvisiac je zástu pcern tzv . fermc ntati vního
typu kvasinek, tudíž i vaerobních podmink ách p řevážně fermcntuje, respirace při

kultivaci na glu ko e p řed s t avuje jen asi 10 % uhlíkatého metaboli smu , při kultivaci na
jiných cukrech se podíl res pirace zvyšuje.

Kvasinky l.\'. cerevisiae vytvářej í buňky ve tvaru ro tačn í h o elipsoidu a obvykle
do .ahuji v dclšim rozměru délky 3 - 15 iiln . Velikost buněk roste i s ploiditou , p ři č em ž

pivovar .k é kmeny bývají diploidní až polyploidní (Janderová a endová, 1999).

2.1.1 .

R ůstov á křivka (obr.2-1) zobrazuje časový vývoj kultury, p ěstované v tekutém
mediu bez přid áv áni dalších živin . vývoj kvasin kové kultury je monitorov án m ěřcn im

optické hustoty .uspcnze (O O()()()), jež odráží počet buněk . Rů s tovou kř i vk u m ůžeme

rozdělit do několika fází . B ě hem lagfáze (latentní fáze) se kvasinky p řizp ů sobují

110 -' elnu zivotnimu prostředí, získávají ene rgii pro pučení a jejich počet zů st ává
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fyziologick é 1111ado ti kultura ob ahuj
ejbujněj '; í růst nastává v xponenciáln i

aniž by do aho aly eliko ti pll odních

konstantní . Ke konci laufáze v období tzv .
~

n ej vě t "í mno ž tví buněk ~ malými pupeny.
(logaritmick é) fázi. Buňkv ~ e p řekotn ě dělí,

b u něk.

Jak o zdroj uhlíku mohou kva inkv využívat také ethanol , poté co b la glukosa
vyčerp á na a v m édiu se nahromadi I ethanol jako 111 tabol icky produkt . Růstov á křivka
těchto kvasinek pak vykazuje diauxicky charakter. Diauxickv posun (fáz 5 na obr.2-1)
odpovídá obdo bí. kdy se kvasinky pii zp ůsobuj í nov ému zdroj i uhlíku .

Zav ě recnvm st ádiem kul tury je stacionarni faze V rané stacionární fázi bUJ1ky
zv étsuj: sv ůj objem avšak rů st bunck se postupn ě zpomaluje, až se zcela zastaví a
následuje rychlé odunurani buněk .
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()br .2-1 R ů s t o v á křiv ka .\ '( f c c l u fI ·() IJ /. \ 'CCS cere visic u: v YPD m édiu (I % (w/v )
k vaxinkovv extrakt . :2 (~/~ (w/v) pep to n. 2 o/ó glukosa ). Kvasinky z pozdní exponenciální
lazc byly rozptýleny v č e r s t v é m YPD mediu (poc á teč ni OD(d)() 0,05 ) a inkubovány při

teplotě .10°(' a třepání 125 revzrnin Kul tura byla sledová na 111 ěřenÍ111 opti cké hustot y
při vln ivé délce 600 n111 OOC>()() . RLl tov é fáze latentn í, I - 2 raná exponenciální, _)
st ředni e, pon nci álni, 4 pozdní xponencialni fáze, 5 diauxi cký po sun, 6 - 7 post­
diau: ický r ů t a tacionárnÍ fáze rů tu . Ko: centrace glukosy pokl esla na počátku

diauxického posunu na O, I 0/0. Převzato z Monje-Casas a kol. (2004) .

2.1. 2. . ' t I "a Vi · .ov é : t '#

Povrch kvasinko vé bu úkv t vo ří pla__ matick a membr ána s bu něčnou stěnou a
cven tualne p{JUZdre111 , vnitrobun '.cnv obsah je rozdě l n membr ánami do r ů zn ých

urganel Chemick é složení, struktura a funk ce buněčných kompo nent jsou podobné
oxtanum euk aryo tuim bu ňk ám , proto se podrobněji zrni nime pouze o těch

charakteristi kách, které jsou d ůle žit é pro pochop ení proces ů studovaných v této
diplomove práci.

Kvasinkova b u něč n á .t éna je struktura o tl ou šťce J 50 - 400 nm a mů že

představovat až .)0 % suché váhy bu ňk y . Jej ími hlavn ími komponentami jsou
polvsacharid: a proteiny. Přibližně 60 % váhy buněčné těny tvoří polymery glukosy
(glukany), zhruba 40 % glyko ylovan é protein y (mananproteiny) a asi 2 % polyrner
, '-acetylgluko .aminu (chitin) . Zastoupení jednotlivých polymer ů i architekturu těny

0 \ livnuji k u l t i vačn í podm ínky či rů stov á fáze a li šÍ se i u mateřských a dceřiných

buněk Všech ny uvedené části bun ě čn é s t ěny ~~'. cerevisiae jsou nav ájern spojeny
ko valcntnimi vazbami

Glukany (ob r.2-2) vytvá řej í d vě formy, fibril ární p-I ,3-glukan a amorfn í /3-J ,6­
glLkan Fibrilarni glukan e vyskytuje ve vn i t řn í vr t vě buněčné stěny přiléhají cí
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k pla matické m 111 brán ". amorfn í glukan převládá v tř dní rst " těn . Za udržen í
tvaru buňky j ou zodpově dn ' pr áv ě glukany.

Mananprot iny hrají spolu glukany trukturní roli v tř dní vr tvě buně čn é

tě ny . ale před vsím tvoří vněj š í vr tvu tény, kt rá m á kart áčkovitý vzhl d. T n
způ obují mano ylové řet ě zce. a to krat ší. jde-li o Ovmano eI 10 an é prot in ~ či delš í
v případě -mano ylovaných proteinů . Del ší ř tězc j ou zpravidla ětven é, a-l ,6­
vazbami v lin ární č á ti řetězce . Lineární část je tvořena tzv. core e dvěma 11101 kulami

-acetylgl uko aminu a 12 až 1- mano ylov ýrni jednotkami a tzv . vnčjšim řetězcem

a i 701110lekulan1i lnano y. Vn čj š i řet č z c jc taktéž větv ný.Ve vétv níj ouob až ny
jednotky manobio y~ mano triosy a manot trao a- 1., 2 a a -1 ., 3-vazban1i.

Chitin n ní v bunč č né t ěn ě rozložen rovnoměrné .. j e lokalizov án z jm éna
v obla ti jizev. které Zll távaj í na buněč né těně po oddělení pupenu. protož ji zev
v průběhu života buňky přibýv á , p řibývá i chitinu (Janderová a B ndo á , 1999).

mann oprotein

N-g lycan s

O-glyca ns

:1-1.6 q luc

,\- 1.3
gluc an

chitin

pl smelB rnernbr ane

Obr.2-2 Vztah y mezi OUČáL trni buněčné těny S. cerevt [Cle. (A) Základní jednotka
j .dnotlivýrn i komponentami . Polyp ptid j " obarven modře , oligosacharidy jsou

vyzna č eny žluté. Zobrazen o je pouze několik v ě tv ic ic h bodů g l ukanů. Chitin se může

vázat také na ,8- 1,6-g1ukan. (B) pojení zák ladních jednotek tvoří buněčnou stěnu.

13-1,' -glL k nové řetězce j ou spl t ny do trojitých šroubovic a chitin j e zachycen jako
.ry 'tal iv á mikr d m 'na. Převzato z Lipke a Ovalle (1998) .

o ac

St wart a Russell ( 1981) popsali tlokulaci jako vratný jev, při kterém buňky

vytv ář j í shlu cy a buď rychle edimentuj í, nebo jS)U vynášeny k povrchu média,
v .t r '111 j sou rozptýleny. Pro tento proce e po žívají také termíny aglutinace,
v lo č ' 0 \ ání či shlu 'ování vasruc, chopno t kvasinkových buněk flokulovat při

opt imálních podmín cách, ctere JSou určeny geneticky a fyzio logicky, se nazývá
tO ' L I nce (van der ar a kol.., 1993 ).

Fl0 ' L lace představuje snadný a přirozený způ ob oddělení kvasnic od mladého
piva . . . a č aso v á n i a roz ah flokulace na konci hlavního kvašení jsou zv l áště důležité pro
pi · plz ňs . ého typu (ležá y). Množství kvasnic zůstávajících v pivu rozhoduje o
prod ' .i iac tyl a ac taldehydu během procesu zrání. egativní změny v aglutinaci
.va 'ni ~ n příznivě ovlivň ují proces oddělování kvasnic od mladého piva i jeho
'lastno ti ( an der Aar, 1996).
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2.2 .1. Historický V)Tvoj metod měřeni Ilokulace

Flokulace se te'"Í velk ému zajmu vedc ů , v posl edn ích 30 letech byl o publi kováno
roene 1O až 15 č l á n k ů s touto tematikou ap ř mezi lety 1990 a 199 5 2 1 autorů

vytvořilo 17 různýc h metod pop saných ve 30 článcích . P řesto necxi tuje mezin árodn ě

uznávaná metod a pro určen í tlokulace. Od roku ]985 bylo pro zkoum áno pf-es sto kmenů

kva nic, ale ca sto byl nedo st at ečně popsán jej ich charakter a genetická informace. tj.
chyběl popis, zda byl kmen ur č en k vý robě spc dne či svrchn ě kva šen ého piva, dále jeho
fl okula čn í genotyp nebo fenotyp ( pee rs a Ritcey, 19(5) .

Až do 60 . let 20 . sto letí se pokoušeli věd ci pochopit tlokulaci r ů znými

modifikacemi životních podm ínek kvasinek pou žitim so lí , cukrů , alkoholu a
roz pusténeho kyslíku. Dále m ěnil i pl-I a teplotu media Od poloviny 70. let vznikaly
ge netické studie, jež odha lova ly molekulami taj emstvi tlokulace . \ 1 80. a 90 . letech byla
vvtvoře n a lektin-like hypot éza vvsvctluj ici mechanismus shlukování buněk . Tvto Ick tin­
li ke struktury byly pojmenova ny zvmolek ti nv (Ju: a Spcers , 20(0 ).

První ln etoda kvantiflkace t-lu kuIace byla popsá 11 a Seho 11 fc Ide111 již v roce l () OC) .

Burns ova metoda z roku 1937 je základem ve ts inv mod ernich t est ů a dočkala se
modifikaci od mnoha autorů např- o Hclm a kol. (1 C)5J ), ]\I1i11 (1 96421, 1964b), Patel čl

1ng ledew (1 975), M iki a KoI. (1 982 ). BurnsLlv test a jeho verze, stejněj ako 111 etoda
popsaná iclsenem roku 19_,7 a vylep šená ishi haro u v roce 1976 se shoduj í v to m. že
vyjimají kvasi nky z r ůstov ého media , pro myvaji je a nechávají je sedimento vat ve
standardním mediu definovan ým složeni m, vapenatymi ionty a fi xovaným pl-I. Tyto

in vitro testy byly v mi nulosti kritizovány, protože m ě řeni prob íhala v puťru bez
ethanolu a se sto krát až dv ěst ékr át vetší koncent rací buněk než jaká je na konci
pivovarského kvašení . Gilliland vyt vo ř i l in vi vo test , v n ěm ž je fl okulace m ě řen a primo
v r ús tovem m édiu (Soares a Mota"! ]9( 7).

Vět šina metod če rpá ze dvou prací , p ři čem ž první Gillilandova z roku 1951 se
zabvva tl okulaci in vivo, kdy kvasinky kvasí v mladin ě a je charakte rizová na jejich
disperze, a druhá l-Ielnlo va z roku 1053 ZkOU l11éÍ tento jev in vi tro, tout o technik ou jsou
mcre nv sedimenta čn í charakte ristiky kvasnic rozptýlených v C~aSO~~ pufru . Helmo vá
metoda je variantou Burn sova testu a základem Metod analýzy ASBC (Am erican
Socictv of Brewing Chernist ). Jak Helm ů v . tak Gilliland ův test mají status EBC"
t l .uropcan Hrcw iru; Convcnt ion) (Sp eers a Ritcev, 19(5) .

Základ větš i ny tec hni k tvoři m ě řeni rychlosti sedimentace, neboť ta indikuje
Ivz ikaln: chování buněk v kapaln ém médi u Burn s v roce] 937 prováděl tot o m ě řen i ve
vod é. Patel a Ingledew ( 197)) pou žih fosfátový pufr , Stratford a Keenan zkoumali
chování buněk jak v citr át-fosfátov ém pufru (1 987), tak v citrá tovém ( 1988), Kernpers a
kol (1991) si vybrali ace tátový' pufr a sulfátový pufr si pro svou práci zvo lili f-l elIn a
kol ( 1053) i Bourdaudhui a kol. (2004). Flokulace je obvykle vyjadřována

v procentech. to znamen á, že se měři počet bu něk nebo optická hustota po fl okulaci, a ta
je pak srovnána s celou populací po detlokul aci (D 'H autcourt a Srnartov á, 1999).

\ Tgo. letech byly uskutečněny deta ilní analýzy vlivu počáteční kon centrace
kvasnic (Kihn a kol ~ 1988b, Miki a kol ., 1982) a mícháni (Stratford a Keen an, J988) ~

napr Suatford a Keenan michali kvasničnou suspenzi 4 -- 6 hodin , aby dosáhli
ro I1U \-ah, mezi vo lnymi a aglutinovanymi buňkami

2.2.2. ( ; ene t ick é pozad í flokulace

..uauord Cl Assinder (1991) vytvořili sacharidový inhibiční model, podle kterého
mohou byt kmeny kvasinek rozděleny do dvou flokulačních fenotypů : flokulace

\- asinek Flo l typu je inhibována pou ze manosou a nikoliv glu kosou, maltosou ,
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sacharosou či galakto ou, kva sinky tohoto fenotypu mají toti ž specificky mano .ovy
lektin Inhibici flokulace kvasnic ewflo typu způsobuje manosa, gluko a, malto a,
sacharosa. ale ne galaktosa . Krnenv ewllo fenotypu vytvaieji široce pecifickv lektin
indukov aný pou ze ve stacionární fázi Flo 1 fenotyp je ři zen ll.O 1 genem, u ew f 10
fenotypu ma ři d i c i funkci Lg-rl,() 1 gen . \ / roce 1992 Masy a kol. popsali t řet í na
111anosU neci t1ivý typ. Glukosa, 111aItosa i 111aIto triosa jsou cukry utiIizované

pivovarskvmi kvasinkami jako zdroje uhlíku, sacharidov á inhibice flokulace tedv 111 LLze
bvt kontrol ni m mechanismem vvtvoienvm k zajistení asimilace kvasných cukrú
(ll vedeno v pr ác i D' 1-1 autcou rta a mart ove. 19(9).

__"chopnos t kvasinek flokulo vat se ln ěn í b ěhem kvašení podle toho , jak je
regu lová na exprese ll.O! genu . Van der Aar a kol. (199]) zjistili, že v buňk ách se
objevuje maximalni konc entrace 11lJ~ A odpovídající ll.O 1 genu těsně před t ím , než
buň kv začnou fl okul ovat .

ato a kol. (2001) u skute č n i li první genetický vvzkurn mechanismu p řemenv

flo kulujicich kvasnic na netlokulující. Flokulence b ěhem generací klesá, i když ostatn í
vlastnosti se nernéni . Studium probíhalo několik let. tj . od roku 1994 do roku 1997 .

Byly ledová ny zmeny ve flokula cnun genu L,g-/fl ,() 1 ř i d i c i m flokula ci spodně

kvasících kvasinek používaných pro výrobu ležáku . a zač á t k u vlastnily buňkv celý
L,g-/flJ ( ) j ge n a s i l ně tl okul ovaly. avzdory ú spěšn é kultivaci došlo u některých buněk

k částečné nebo kompl etn í deleci v L,g-/fl,()j ge nu. Jeliko ž byla pro další zakvašení
z kónusu odebí rána vždy pouze čás t kvasnic, po stupně se s každvn: kva šením zv."šoval
pod íI nef okuluj icich b u něk v po pulaci Obecně toti ž panuj e názor, že netlok uluj ící
hunkv JSOLl obdařeny větší mno žic i aktivitou, protože se mohou vznáše t a mno ži:

v mediu i v pozdní fázi kvašeni . Nakoncc p řev á ži v kultu ře neílokuluj ici kvasinkv

Mechanismus tlok ulace odhaluje pr áce Mikiho a kol. (1 982) . j1J~() j ge n řídí

expresi proteinových součástí bu něčné st ěny, je nž maji lektin-like akti vitu . Tyto
proteiny potřebují pro své navázání na polysachari dy sousedních buněk vápenaté ionty .
Pokud jso u obě blízké buňky floku lujici, tj . na jej ich povrchu se vyskytují jak
pro te inov á, tak sacharidová tlokulační místa. je interakce mezi bu ňkami bilaterální a
velmi silná (obr.2-3a). Jestliže jedna buňka postrádá fl okulační prot einy, je interak ce
pouze jednos tranná (obr .2-3b) . Tato s k u t eč no s t vysvět l uje fl okul aci pozorovanou ve
.'In esi ílokul uj iciho a ncflokuluj icrho kmene kvasinek . Pom ěr nefl okuluji cich a
ílokulujicich b u něk se ve shluku pohybuje od ] : I do ) : I . P řed po kl ád á se, že bilaterální
interakce mezi flokuluji cimi kvasinkami ma předno st před jednostrannou interakcí
ncllokulujici buů ky s tl okulují cí bu ňkou K vytvo řen í vazby mezi b u ňkam i tedy n ern ů ž e

dojit , POUZť po kud obě sousední bu ňky nevlastn í funk ční tl o k ul ač n í gen a tudíž si
ncvvtv ářeji povrchové proteiny, které jsou pro flokulaci nezbytné .

PI-i tl ok ulaci dochází tak é k n ár ů 'tu počtu karboxylových kyse lin v buněčn é

stěne, a tak se buněčný povrch stává hydrofobn ěj š ím (Strauss a ko l, 2004) . Z řejm é jsou
karboxylové kyseliny produkovány při nedokončené J3-oxidaci v mitochondri ích
kvasinek, ukt zalo .e totiž, že pro tlokulaci je důležit á funkce mitochondrii , protože
gly'kolytické a dýchací inhibi to ry fl okulaci potlačují .

V současné době se shlukování kvasinek vysvět l uj e Mikiho teorií (1 982), ale
taktéž se přisuzuje jis tá role hydrofobn ím interakcím Poznání principů fl okulace
zdaleka nebylo jednoduc hé a v průb ěhu času vzniklo něko l i k různých hypotéz, které
bvlv později zavrženy . ap ř 111 0del fl okulace založený na fyzikálně chemických
principech, navrhoval kooperaci vodikovy rn i vazbami mezi povrchov ými polysacharidy
a prernostcm aniontovych fu nkčních skupin na p řilehl ém bun ě čn ém povrchu pomocí
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divalentních kationt ů jako je Ca~ ' (1i1L 1964a~ 1964b). Těchto chelátových komplexů

se m ěl y účastnit karboxylové skupiny kvselych protein ů bun écne steny . Pozitivní efekt
monovalentnich kationt ů na tlokulaci byl přisuzov án nábojové neutralizaci , naopak
i n h i b ič n í vliv vysoké koncentrace kationtů byl pr)! zp ůsoben n ár ůstem kladného náboje
na bun ě čnem povrchu, který vyústil v elektrostatickou repulzi mezi buňkami
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( )hr :2 -_) N'lu ci eI tlokul ace rl J ( ) j gen ii ci í exprcsi pro teinovÝch souč á stí bun ěčné stěny
/úvislýc h na vápenatých iontech Cl vykazujících lektin -Iike aktivitu . V případ ě

recesivního ge nu .I I() j pokrývaj í buněčný povrch nouze sacharidová flokulační místa. (a)
Obousnanna interakce mezi flokulujicim i bu ňk a m i (b) Jednostranná interak ce mezi

ílokulujic: a neflo kulující buň k ou Převzat o z Miki a kol. (1 982).

2." .-l. 'a kto ·Y ovliv 1 rj ící fl r I ac

Flokulace je závislá na celé řadě fakt or ů . Na shlukování buněk má vliv pI-I
media, jeho osmotick ý tlak, který má potenciál m ěnit velikost buněk , iont ová síla
naopak ovlivnu]e povrchový náboj kvasinek . svou roli hraje i koncentrace jednotlivých
IOl1 tLl :''/I e/i fyzikální faktory lze zařadi t reologické vlastnosti roztoku, typ proud ěn í

t laminarm či turbulentni) , velikost a tvar b u ně k pop říp ad ě jiné koloidní efekty.
I .czbvtnou podm ínkou tlokulace je p ř ít o mno s t vápenatých kationt ů v médiu,

l11dIlaI1L) a specialmch protein ú na povrchu b uň ky . O dominantni roli Ca2
t ve flokulaci

~ asine], sv édci i to , že vCl penaté kationty jsou scho pné iniciovat fl oku laci v širokém
ro zm ez: pl f (-' I() ) na rozdíl od ostatních kationt ů , jejichž účinn o st je značně závi sl á
na pl l roztoku Flokulace buněk zpro st řed kovaná Ca2

' není narušována ani p ř: p ř i d án í

\ clkeho mnozstvi a ' či K ' do rozto ku, což ovšem neplatí o tlokulaci zajišťované

\'lg~ · . Pre 'to lze za určitých podmínek nahradit vápenaté kationty např . Mg2
I , Mn2

I či

/ 11 ~ . ( I '1iki a k II I , I982)
\ ' n ěk t e rýc h případech stačí k navození flokulace jen velmi mal é množství C:a2

' ,

např L kmen ů 'vydatnou flokulaci, jako je RRI-t Y-265 , je zapotřebí při pH 4,0

I I



koncentrace IO-Cl [\/1 Ca ~ . (S oares a 1\ /1ota. IC)C)]) . ižsí koncentraci C~ a2
· je možno využít

k rozlišen í kmen ů, které vvkazovalv podobné vlastnosti pii vyš:í koncentraci
vape natvc h kationt ů (Boxov áa kol ., 200 I) .

Kurivama a kol . (1 99 I) se zabvvali studiem kationtů jako inhibitor ů flokulac e
- . . ")

lnhibicn: vliv kati ont ů j e pat m é zp ů s o b e n sou pcřcni 111 mezi tem: to kationty a Ca- ' ionty
o vaze bná mista na protei nu. j enž se pod ílí na ílokulaci a pro svou funkci potřebuj e
p rávě C a ~ · . Kationtová inhibice flokulace probíhá v porad í: L(ľ~ ' - - Sr 2

' 13a2
' Mn2

'

/' A1 3
' a '. Přiče111Z vazebná af nita Ca~ . ke speci rickvm lllÍStLl111 je stej ného řádu

ja ko La3
' . Kompetitivni sila těchto kationt ů se zdá být umcrna ioritovemu polom ěru a

valenci (bivalentní kationty jsou silnejsí inhibitory než. monovalcntni kationty) . Odezva
ruz nvch kmen ů kvasinek na p ř ítomnost kationtu v mediu se lišila také podle toho, zda
tyto kmeny vlastnily J.1J() / nebo /-lJ()5 gen . Gcnv f-1J() / ci J.1J()5 pravdcpodobnč

kódují rúzne varianty flokulacnich p rotein ů, tato domncnka byla potvrzena i reakcemi
se sacharidy .

\ í minulosti byla uskutecuena celá r-ada studií o pozitivn ím i negativnim vlivu
ruznvch katio nt ů na flokula ci. avšak ne vzdv byly jejich za vě rv jednozna čn é Néktere
kationty 1110 ho Ll patrné za urcitvch podminek ílokulaci podporovat a ph jiných ji mohou
naopak uarusovat Podrobnosti lze nalézt nap ř v publikaci Tavlor a Orton (I c)7::-') .
Podobne roz po ruplný je i vliv ethanolu , V)!voj ílokulace v jeho pritomnosti se liší kmen
od kmene (Jin a Spcers. 2000, D 'Hautcourt Cl Smartova, IC)C)C)) .

Jin Cl Speers (2000 ) zjistili, že kvasink y ewllo i Flo 1 fenotypu vyka zuj í vě t š í

ílokulaci ph vyšš ích teplot ách. tj . př-i ) oC~ byla flokulace ewllo buněk nevýrazn á. ale
pi'i tep lotách nad 10°(" byla pozorována silná flokulace Z hodnoty aktivační energie
vyp lvva, že kvasinky ew Flo fenotypu (E, == 1I~O kcal/mol) JSOll t eplotně c i t l i vějš í než
ty s FIn I fenotypem (E, == 3,2 kcal/mol) .

Dale 111 0hou mit na ílokulaci vliv n ěkt eré kultivační podmi nky, např . zákvasný
pom ěr . objem m édia. zrn énv pf-I b ěhem kvašení a inkubační ča s (Jin a Speers, 2000) .

V pivovarské praxi se používá zakvas ny pom ě r O~) - 1 kg kva snic na 1 hl mladiny, tj.
I () - 2U . 10(1bunék/rnl Co se týče objemu m édia. tak spíše než jeho vlastní objem, m ů ž e

hrát d ůle ži tou ro li objem vzduchu nad m éd iem v nád obě, neboť ten m ů že 111Ít vliv na
provzdusncm mladiny

Pro vyvolání aglutinace je nutné dodat mechanickou energii, bez mícháni se
Il CI1 1U hou fl ok uluj ici bu ňky v p ř í tomnosti Ca 2 . shlukovat . Avšak je třeba dbát na
vhodnou kombi naci doby a intenzí ty míchání~ prot ože mích áni m ů že tak é vést
" rozbi jcni již vvtvorcnvch s h l u k ů buněk . Vědci vyzkouseli řa d u zp ů sob ů mích áni , aby
ci odCl 1i bU ll k2iJ 11 Put řebIIou eIIerg ii, II apf- Ke111 pers a ko I. (I 99 I) využ iIi k navození
llokulacc michani kvasni čn é suspenze na vortexu . p ři č em ž maxim áln í flokul cnce
docílili po I () až )0 sekundách mích áni

Soares a lota (1997) se rozhodli In iciovat tlokulaci p řevracen ím nádoby
.' kvas inkami I o prvn ím o točen í válce s kvasničnou suspenzí tlokuluj e a sedimentuje
přib l iž né 40 ~/o b u něk , množstv í usazených kvasinek rychle stoupá s po čtem inverzí
alce, poče t usazených buněk je t ém ě ř konstantní p ř i více než dvanáct i otočeních

nadoby P ř i č em ž do 2 minut po ukončení mícháni sedimentovalo 90 % buněk , b ěhem

uaslcdujicich minut 'e podíl usazených buněk již t ém ě ř nern énil, prot o lze mno žství
L sazcnvch kvasnic po 7 minut ách sedimentace použít jako vyjádření fl okulence
j L' ( notIi "y'cII kII1enLl kvasni c.

Kihn a kol. (198gb) ve své studii ini ciovali flokulaci mimo jin é pomoci
mauncuc kcbo míchadla. u labo rato rního kmene CYC869 do sáhli stacionárního stavu
po 2,~ 111in nucha ni, avšak pivovarské kmeny potřebuj í více č asu - přibli žně 30 minut

\ 'Ii\ cm michani na flo kulaci se zab ývali tak é Stratťo rd a Keenan (1988)~ podl e
111 -ll je ncjlepsi .ariantou pou žití orbitá lní třepačky , kdy lze dobře stanovit počáteční

r .hlo -. t. sta .ionarni stav i velikost s hl u ků bu ně k . Magnetické míchadlo totiž rozbíjí
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velké shl ukv bun ěk navíc s jeho véts: rychlo ti či velikostí roste i rychlo t tlokulace.
ao pak viř i ve mích áni je až pf-í1is ucinne. neboť stacionárního .tavu je do aženo již po

n ěkolik a sekundách, což ov ~ e 11 1 neumo žnuje m ě řit poč áte čni rychlosti tlokulace .
tra tford a Keenan (1 987) taktéž zjistili, ze e..istuje minirn álni rychlost michani

nutn á pro iniciaci tlokulace (např pod ) 0 rpn1 pl-i 6 111g sušinv/ml a pH 4 ,) se buňkv

neshlukovaly) a že pocatccni rychlost flokulace roste exponenciálně právě s rychlostí
111 íchúní. ]\/1i111 0 to se 111Í ni111 ÚIní prúh 111 ícII úní nutn)! pro iniciCl Ci tlokulace zvySuje
v závislosti na zv étsujicim se pI-I: od ) 0 rpm pf-i pl-I 2,0 až po ~ o rpm pf-i pl-I 9,0 . Avsak
ph I2O rpill 111 cl PI-I j iž je n n1a I ~' vIiv nCl poCcl tec111 r)!chlost tl okulCl cc

Op ti111áI11 í pod 111 í11 k~! pro tlokulaci vet ši 11 ~! Spod ne kvCl .j cícII kvCl sinek nastá vaji,
když konce ntrace vápníku v mediu p řesa huje :2 () Ing/I, pl-I ro zl ok u se ud ržu] e na 4 ,) Cl

tep lota do 27°C . ! ezbytncl je také detl II() vaná koncentrace buněk ( ~ 2. 1O7
bun ěk/ml).

dostatek srážek mezi bu ň k am i, absence rúznvoh inhibitor ů flok ulace jako jsou manosa ,
glukosa a EDT A (van der Aar, 19( 6 ) .

2.2.:- . elekrivn í in h ibice vazebné akt ivity jako n ás troj pozu.in í Ilokulace

(l-MMP je derivát manosy obsahuj ící methoxv skupinu na CI a slou ží jako
ko mpetitivni inhibito r manoso-specifickych l ektin ů . Flokulace Newl-Io kmenu poklesla
již pf-i malé koncentraci ct-MJ\!lP, ag lutinace buněk byla čá stečně inhibovana I() InM

(1- lIP ze 72 ~ 8 % na ) R,8 % a zeeIa inhi bová na IOO ln J\!1 (1'- MMPna 7, 1 0/0. Flokulace
1" 10 I kmenu byla redukována až ph koncentracích ()'-MMP vyšš ích než )00 111M .

I experim ent ů proved ených Jincm a Spcerscm (2000) lze usoudit . že flokula ce Ncwl lo
kvas nic je citlivejš í na p ř i t omno st cukru než fl ok ulace Flo I kmen ů . Pozoro vanv trend
inhibice so uhlas i s inhibicí mano sou popisovanou i v jiných publikacích .

Kihn a ko l. (I 988a) se zaméř i l i na studium inhibice flokula ce kmene NC~Y(~~6 9

pomoci ně k te rýc h manosovvch a glukosových d er i v át ů . Na zá k l adě reak cí mano sy a
methvl-ma nosy, ktere z p ůsob uj i znatelnou, avšak slabou inhibici, a manosaminu ci
: -acctvl manos aminu, jež neinhibují aglutinaci až do koncentrace 500 InM, do sp ěli

k závěru , že v inte rakci s rnanosovym receptorem je d ůl e žit á axiální poloha aI-I skupiny
na C ~ 2 Zj i št ě n í , že p-u it ro fen yl - rr-mano sa inhibuje výrazněj i shlukování kvasinek než
<amotn á mano 'a, ukázalo vyso ko u afi nitu receptoru k hydro fobnimu nitrofenyl ov éruu
residuu Tudi ž manoso-vazeb né misto se nalézá v blízko sti hyd roťobní oblasti, podobně

jako je tUI11Ll Ll 1l1J1 iha jiných lektinu Si l nějš í inhibice manosovym dimerem (3-0-c(-D­
manosvl-D vmanosa) ve srovnání s {110n O ne rern vypovídá o to m, že receptor váže více
nc/ jeden manoso vv zbytek .

l rčas l a-111aJ1 éU1 Ll na flokula ci byla pro kázá na kompetitivni inhibicí manosou a
konkana valinern A (Miki , 1(82) . Konkanavalin A je so nda pro vysoce větvené

(.(-1l1al1an~ · kvas inek .\'. ccrcvisiae Dále je flo kulace n evratně inhibována naru šen ím
hLnečile <tcnv zvmolvasou , nebo redukcí či š tč p c n i m protei n ů merkapto ethanolern a
prutl-inasol1 1< / č by 'e 1110hlo podle uvedených poznatk ů zdá t, že fl ok ulence kva snic
jc velmi choulostivá vlastnos t, kmen S646- 1B si zac hov áv á svo u schopnost fl okulovat i
při radě dcnaturujicich podm ínek (vaření, působeni 6 M mo čovi ny , 2 % Tritonu X- IOO
(detergentL ), pou žití :2 % dodecylsulfátu sodného) .

2.2.6. .. "íla tl energ ie vazby

'azcbna energie mezi buňkami I11ŮŽe být vyjádřena jako zrn ě na Gibbsovy
<randardm volné energie ( I GO== 3,39 a 3,33 kcal/mol pro Flo 1 a NewFlo kmeny) . Jin a
,:peers ( :2 000) vypoče t l i sílu buněčné vazby, když předpoklád ali , že interakční

zda lcuos: zvmol ektin u a mananu dosahuje 1 nm a že zyrnolektin je monovalentni
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Vazeb né síly byly vvcislenv na 2,36 . 10-1 1
1 a 2,32 . 10-1 1 , tyto hodnoty jsou velmi

blízké síle 2.2 i0. 11
' pot řebn é k odtržení dvou buněk, jez byla získána reologi ckvm

studiem su ' penze pivních kvasnic .
Vazebná energie elektrostatické interakce je mnohem v ět š: (10 - 20 kcal /mol)

než síla vodíkové vazby (2 - 10 kcal /mol) , hydrofobni interakce (1 - 3 kcal /mol) či Van
der Waalsovy interakce (0 ,2 - 2 kcal /mol) . Vazebná energie flokulace vou velikostí
patři do intervalu mezi vodíkovou vazbu a hvdrofobui interakci .

2.2.7. Prcdča na flokulace a vliv kva YenÍ v (~Kl" na kvalitu kvasnic

Zavažnvr» probl émem pf-i vv ro bč piva mů že bvt před č asn á flokulace kvasnic .
Naka111ura Cl kol. (1 997) vyvinuli novou metodu na urcovani faktoru před časn é

aglu tinace kvasnic. D ř i v éj ší ukon če n í kva šen: zp ů s o b uj e tzv . tak tor předčasn é floku lace

kvasnic (PYF), který je p ř ítomen ve sladu a prechaz: tak i do mladinv Dříve byla lato
vada sladu zjišťována kvasnvm test em. avsak tato metoda vyžadovala 16 dní a nebyla
použitelná ve všec h p ř íp ad ech .

PY F fakto r je vvsoko molckularni kyselý polvsacharid obsažený v jecmenu. a to
zejména v obalový ch vrstvách zrn, kde je ho piibli žne desetkrát větší množstv í než
uvn itř obilek. ový test 111á širší uplatn ěni a k jeho realizaci jsou zapo třeb í pou ze 4 dny,
navíc pomoci n ěj je 1110žné stanov it PYF faktor již z nezesladovaného j e Č,t11ene.

Vysledky jim získané do b ře korelují ' hodnotami z tradi ční metody
Hlavni kvašen í piva v současnos t i čas t o probíhá v cylindro- kónických tancích

( C~ K T), což jsou nádrže o obje mu 2000 hl a více. Kvasnice c i t l i vě reagují na skladováni
na d ně t ěchto cylindro- kó nických t ank ů , kde jsou vystaveny st resov ým faktor ům např .

rÚZnél11U mn o žstv i alko holu. Vyšši koncentrace alkoholu u dna je zp ůso ben a

autofcnncutac i díky uti lizaci sac haridových rezerv kvasinek ve spojení s velkým
/ř-eděníI11 mladinovvch cukr ú Prot o kvasin ky na dn ě C~K --r obsahuji m én ě glykoge nu
í Powcl! a kol, 2(04) .

Glvkogen a trehalosa patří mezi zasobn i fo rmy g lukosy v kvasinkách . Glykogen
Ic bohatě vět vený glukan 1l11lOŽI1Uj ící SOUČaSI1t~ odbourává ní g lll kos ových jednotek ze
\ 'šeeh vě t v í , Hutter (200 I) uvedl. že syntéza glvkogenll kolísá b ěhem kvasného pro cesu .
'vc strcsovvch situacích je v bu ňk ách glykogen př í tomen ve větš í kon centraci a slouží
jako zásoba energie Zat ímco trehalosa se vy__ kytuje v men ším mno žstv í a spíše chrání
hun ku p řed stresem než, že by poskytovala zdroj energie . Powell a kol. (2004) sledovali
obs ah trehalosy II kvasnic v závislosti na tom, jak ým zp ůsobem byly kvasinky
oddělová ny od mlad ého pi va . t j kvasinek z tzv , teplé s k l izně se obsah trehal osy
udr žoval na nízké úro vni, ale II k onvenční sklizně bylo jej í množství vyšš í v d ů sl edku

stresu Le zm ěny podrninek a z delšího skladování na dně nádoby. Pou žitá metoda
xk li z ně kvasnic ma vliv i na životaschopnost bun ěk nap ř , první frakce teplé s k l izně

obs ahoval a (91 , I ._ 2, I) % viabilních buněk , oproti tornu konvenčn í s k l i zeň poskytovala
pouze (~) 3,4 ~_ J, )) % životaschopn ých kvasinek , V druhé část i teplé sk l izně byla

IahiIitah Llněk ni žší () I,7 _ 6, 2) % .

Hodnota plí kvasnicového pi va byla nejvyšší u vzork ů ze dna cylindro­
I uuckcho tanku (p l l ) ,)) , naopak p~{ piva z poslední ch frakcí (pI-I 4,3) se blížilo
ho dno tc pl l konečného produ ktu \ !ysoké pH kvasnicového piva souvisí s JýZOLl buněk ,

\ r 't\'y ~\ '( snic na dně C~KT obsahují bu ňk y ve spatn ém fyziologick ém stavu. proto je
/.dcj.':1 pll \ '~'ŠŠl Podobný gradient byl pozorován i Ll tepl ot (I "C - 8°C) (Powell a kol .,
~ ( ) ()--t ) 1 \ ~ ' š e l1 é teploty uvnitř kónusu mohou být d ů sl edkem autoferrnentace, při níž
bunkv spotrebovavaji glykogenové zásob y, generují teplo, oxid uhličitý a ethanol
( ( , Cl IIiII a koL I <.) t) 9)
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Hodgson a kol. (1 999) došli na základe fluorescencniho barvení bun ék
calcofl uo rern ( 1mg/ml) k z ávě ru ze kvasnice usazené mezi středem a horní č á ,tí konu u
jsou nejvhod něj sÍ k o pě t ovn é mu zakvasovani y ' této oblasti se toti ž nalézaj Í populace
mlad ýc h kvasinek , jež ob sahuji ) 0 0'-0 až 6 ) ° '0 panenskvcl: bun čk a které z á ro veň

vykaz ují nejlep ší kva né vvsledkv I a dne CK~r se ve vétsi miře objevují velké staré
bu11ky a IIaopak v pivu Ztl "táva 111 IIoŽství III aI~! ch paneIIsk)!ch bUll ěk.

Kvasinky mohou bvt znovu pou žit)! k zakvašeni až dvacetkrát, av šak
v pravidelných inte rvalech je nutná propagace. aby se picdeslo infekc ím eliminovali se
respi račně de ticientní mutanti apod . Opakovan é zakvasovaui 111á sv á úskalí . Probl émem
111LIze být ni žší viabilita sklizených kvasnic, ztráta hoikosii Cl redukované chmelov é
aroma piva, ale i zvýšené riziko autolýzy buněk a chudá utilizac e látek v CK~r (Cahill Cl

kol ., 1999).
Podrobnosti o vlivu kva šeni v cylindro-konickvch tancích jak na kvalitu kvasnic.

tak na chuť piva lze nalézt mimo j iné v Kaneda a kol. (1992) .

2.2 .8 . P ře h led II etod 111 ěřel1 í Ilo kulace

Většina znu n énvch pozna t k ů o flokula ci kvasinek byla získána pomoci rů znych

metod. jez byly odvozeny z Helmova testu , a proto jej zde uvedeme v mezin á rodn ě

uznávané podobě (American Society of Brcwing Chcniist s) . Metody n ěkterých da lších
ClU torú kteii se ve značné 111íře pravě tí111 to tes te m inspirova Ii, .i SOLI sll rnu ty v p řeh Iedove
tabulce 2- 1
l lclmuv test :

--- - ----

Sedimen tace vzorku kvasnic je pozorová na v roz toku C~aSO~l pufrovanem na pl-l 4,) ,
( řhctnicka cinidla:
(1) Mycí rozto k síranu vápenatého - rozpustíme 0,5 lO g CaS04 v I litru destilo vané

vody

h) Putrovanv roztok aS04 -- rozpust íme 0,5 lOg C~aSO~l , 6,80 g C"I-I:~COONa a 4,05 g

Cl ! ,(~()OI-I v I litru destilované vody. Výsledný rozto k by m ěl mít pH 4,5 .
c ) ~1ladina (10 - 12°P) - sterilizovaná ph 1 0 0°C~ po dobu 20 min ve třech

následují cích dnech .
li) [\/1 1adinovÝ agar -- při dán1e 2 g agaru ke IOO ml 1111Cl diny ( činidl o c) v 5OO 1111

l -r lcnm cv ero ve balíce. Zah ř ív áme do rozpu št ění a steri lizujeme 20 min při 12 loe>
c ) ~Urll1alnl slaný roztok -- rozp us t imc 9 g NaC~i v I litru destilované vody a

sterili zujeme 20 111in ph 121 °('
.\ I tj I (J( lLI .'

j)(ljJ/'(I\ '(1 vzorku kvasnic: RO I:I-edÍ I11e vzorek kvasnic norma lni rn slan ým roztok em

(činidlu c) na ko nce ntrac i 10(1 - 107
bun ěk/ml . Nalijeme přib ližně 15 lni roz taveného

mladinoveho aga ru (či n i d lo d) do Petriho mi sek a nech áme ztu hnou t. Na neserne očka

.vasinkove suspenze na 3 agarové plochy a inkubujerne ] - 7 dnů p ři 25 °(~ .

: . a o č k uj eme kvas nice z agarových misek do tří 1000 rnl baněk obsahujících 200 ln )

mla: inv (činidlo c) Inkubujeme staticky 3 dny při tepl ut ě 25°C . P řem i stimc 5 - 6 g
.uspenze do 30 1111 myci ho roztoku CaS04 ( činidlo a) a odstřcd i me

( rr(~eI Ií \e( I I I )1(! I II( I['II íh() ()bjen111 .' V troj í111 proveden í od lně ř ílne IO lnI pufr-ovaného
roztoki ('a .'O~ (činidlo b) do 15 ml cen t r i ťugačn í c h zkumavek a p řid áme I g promyt ých
kvasnic Rozptvlime kvasinky a umistime je do vodní l ázně o teplotě 20° ./ na 20 min
Protrcpeme a po dal šich 10 min zm ě říme objem kva sinkové suspenze.
.\/(II/()\ 't' 11I 1/()k ll/( /(' l líl lO I)-IJ/I :

I) Fl )KL IUjlCI kvasinky : Sus penze se rychle rozd ěluj e do dvo u vrstev blízk o hladiny
k(1 P(11 i I1~ ' ~I'()tl) rl) zhra 11 í rychle padá a j e 111ě řeno po IO ln in.
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2) eflokulujici kvasinky : Rozhraní se formuje mnohem pomalej i blízko dna
zkumavky Rozhraní je meřeno op ět po 10 min

amotnv Helm ův test podává jen velmi omezen é informace o flokulaci, flokula čn í

typ se posuzuje pouze pohledem Proto byla navržena spousta jiných metod, které určují

fl okulaci spektrofotometrv. K m ěřeni by se m ěla používat vlnová d élka. př-i které
dochází k 111axi111u absorpce . To je z ávisle na poměru inde:'LI l0l11U m édia a kva 'nic,
poměru veli kosti č ás t i ce a vlnové delkv, na rozmerech a distribuci shluků icm énc pro
m ěře ni flo kulace se pou žívají vlnové delkv ()O O, 620, 66 0 nebo 700 nm (Speers a
Ritccv, 1C)C))) .

DaIší nedostatky 1--1 eII11ova tcstu udIIaIjIi I) 'IIautc uurt Cl ,' 111artova (I C) 9C) ) , dosIi
totiž k zaveru že čas urcenv ke kultivaci bunek podle llelmovv mctody je dostate čn ý

pouze pr() FIu I kII1eny, pro tože ! 'c\v}, Iu k11 ll: 11:l putf-cbu] í de Iší dobu kultivace, aby se
pln é projevila jej ich fl okul cncc Ta kt éž ovciili že použití I~L)rr J\ pii prornvv áni

...,

kvasinek neovl iVI1 Uj e poz dcjsí tlokII Iaci l11eI-enOU v pu tl-u s Ca- . ionty . Promvv ání
kvasi nek roz to kem ED--r A je všeobecn é pova žovano za nezbvtny procedurální krok
v měřeni flokulace

Helmov á metoda a metody z ní odvozené jsou založené na poznatku , že
flo kulujici kvasinky p ot řebuji ke zdárnému pr ůb éhu flokulace p ř ítomnost vápenatých
ion t ů ·xistuje však je št ě druhá skupina metod , jež se zarn éiila na skutečnost. že povrch
flokulujicich b u n ěk je hydrofobněj ší než povrch neflokulujicich bun ěk Mezi
nejzajimavéjši techniky z té to kategorie patti ta vytvoře n a Ak iyamou-Jibikiovou a kol.
(1997) . Jejic h chromatog rafic k á metoda m é řcni fl okulace využívá hydrofobní interakce
buněcneho pov rchu (I-I ICF) . Z chromatografic k é kolony s fenylscpharoso vym ge lelll
( ,I ;-~+ 1-3 se pf"i pro 111ÝváIIí ko Io ny I°O II1M acetát e111 SodnÝI11 (p 1-( 4 ~ 2) s obsaIIen1 I ,O 1\1
I a('1 nejprve vyplavují slabě hydrofobní kvasinky a po zamenc eluentu za ~ O ~/á

isopropanol jsou sebrány si l ně hydro fobní kvasinky. á s led ně se změř : absorbancc
sebraného eluentu ph 660 nrn Metoda je časově nen árocna . neboť její realizace zabírá
PU Ll I.C I ~ 111in .

SiInč hydro fobní fl"akee obsahuj í vět šinLl tlukUluj ících bu 11Čk, u ne tlokulujícícll
~ ll1 C n L '1 je počet buněk v těchto frakcích nízký. Smíšena kultura v pom ěru I : I
Ilokuluji cich a netlokulujících kvasinek se t ém éi rovno rnč mé rozd ělí mezi s i l ně a s l abě

hvdro fobni frakci. Množství hydrofobních b u něk tedy reprezentuj e intenzitu flokulace
Metoda I- IIC~F byla vyzkoušena na 75 kmenech s pod ně fcrmentujicich kva snic,

lejl vvslcd ky dobře korelují s Ielmovou metodou Nav íc je I-IICF metoda, na rozdíl od
l lcl111UVa testu, vhodná pro po suz o v án i floku lace i u s l a bě fl okulujicich kmen ů I-IICF

metodou byl sledo ván vývoj hydrotob icity buněčného povrchu a flokul ence b čhcm

kvaseni v mladi n ě V p řipad é neflo kulentnich kmenů bezprost řed ně po přidání kva snic
do 1111adil1Y jejic h HlCf hodnoty prudce stouply, v následují cí rané exponenciální fá zi
-c snížily Cl opět post up ně rostly b čhem stacionární fáze růs tu Fl okulující kmeny se li ší
pOL I. l' t nn je opětovný n ár ů st hydrofobi city buněčného povrchu nastává již na konci
cx ponencia lm fú ze růstu Kvasinky tedy ztrácejí flokulenci v rané fázi rů stu a znovu ji
/. Iska vají \ pozdni exponenciální nebo rané stac ionární fázi Zloln ový bod , v kter ém
/ ~l Č I naj1 k\ asinky flokulovat a sedimentovat sou visí s č a sem , kdy p ů vodní I 1,) %

l.' trakt mladi nv je zredukovan na mcné než 7 % .

"an der Aar a kol. (1993) pomoci m ě řeni kontaktního úhlu vody nalezli
~ ) ll \ i .los: mezi bunécn ým cyklem kvasinek a zm ěnami v hydrofobicitě jejich buněčné

' t ě n y T ésne pi-ed u ko nč en í m bu něčného dělení se kvasinky z tlokulujícího kmene
siavaj: hvdrofobn éj ~ í , kontaktní úhel se posunul z 52° na 75°, zatímco netlokulující
bunkv zústavaj: jen mirn é hydrof()bní (52 °) ,
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I <lbll]~~ l =- \ \ \ hl" J1l'~l )llk~l mci od mci cu : ll~ )~ll LJl'l' bu ncl,

'p ůsob meteni

5 nl111 pod meniskem
odebráno 0.5 1111.
dolito 250 1111\1
ED1~ .A na 3 1111.
absorbance 600 um

200 - 1000 pl
odebráno z hladiny
20 1111 v 2) n11 válci.
rozpuštěno v 250
1111\1 NaC1. p}-1 2.O.
absorbance 62 0 11111

absorbance 660 nm

0,1 n11 vzorku -t-- 0,9
111\ cieionizovane
vodv. absorbance
60 0 11111

odebráno 0.2 1111
suspenze pod
111 enisketll - j I ,8 1111
25O n10/1 I~ D ~ l :\ ,
absorbance 620 nm

5O 1111\1 citr átový

pufr. pH 3.0. 5 111M
EDT .A. ~ 50 1111\1
CaC1 2 ( kon e č ná

koncentrace 10111M)

24 1111 25O m f\1
NaC1. pH 4.5 + I 1111
I OO 111 ~/1 CaC12. PI-f
4.5 (vvsledne 4 111 ]\1
Ca2 ' )

Roztok , v nem w

probíhalo m ě řeni

fl okulace

O~ I n11\/1 HCL O~ 5
1111\/1 Ca2

' . ci oIito
destilovanou vodou

do 5 n11

, -.;:

putr :
kontrolní vzorek :
O~ 5 rvI EoT.t\.
FH 7,0
citrátový' pufr . CaCI~
Kontrolní vzorek ' O I. ,

1111 bez Ca2
· --r 9,9 1111

50 1111\1 ED -r .~

5 mm

) 1111 n

(lab .) ~

I) 111in
(pi v)

kmenv

111erenl111

I
I
i
I

208 C

20C C I 1 nun

258 ( ' I I O 111 in

Teplota Č as mezi
mercni mícha

n1111 a

'"prevracen

4 druhy, pf, 3 1258 C
n11 vzorek
ve 4 1111
kyvetě I .' / s

- I

I

prevraceru

18 -,

vh charu
použi t é pro
. .. .
uu craci

fl okulace

30 s; pak
vzorek
5," pre vracen
\' I 5 s

l .__

lO s vo rtex:
horizontálně

na orbitální
třepačce při

I

I 100 r12Ill :2 h
15 s vortex:
t řep áno pf-i
60 rprn 5 min
( lab .) či 30
min (piv .)

5 111in. 2000 xg

5 min. 4500 " g ~

4°C

1 111in. 6000 ·' g

cas vzdv 5
min. otac kv:
4500 rpm .
1500 rpm ;

. 4500 rpm

. 5 111in. 25OO"g ~

4 8 C

I ()d ~t rcdovam

1~ dest ilovaná voda:
1'"~ :2 5O 111 f\1 EDr .~\ ~

3 · dest iIovana \ oda
I -, 5O 111 1\1 cit rat

sodn~! (pufr), e!~_~. ---'-,-
3 '"' dest il ovan á voda.
I x 2 1111\1 EDT.A., pH 8
I '>. desti lovana voda

_ x 250 111.1\1 EDT.A.

I
!

I

2 " :2 50 1111\1 EDT;--\:
1 1 ' 250 1111\1 NaCL
l pI-I 2 ~ O:
II "250 mM NaCL
pH 4 ~5

-"1' deionizovana \ oda.
I

I 1. CaSO~ puťr

(0 ,5 I g/I)

I I{ o I .to~ v. .i i11 i i7, tJ ~ \
1 \ zorck pi-cd I11ci'ť111111

promv, au

2,108

1.1O ~

810 labora-
torni:,
28,5. l O()

pivovarsk é
kmenv

1O~

Ilustota
~Llspcn7ť

(bunckml)

Strat ford a
Keenan
(19 88)

Kihn a kol.
( 1988a.
1988b )

Soares a
1\'1ota ( 199 7

Boxov á a kol
(200 1)

Hourdaudhui
a ~ o l (20U-1)

·\ u t l )l l

I1ictnd\

(* složení pufru O~ 51 g/l síranu vápenat ého. 6.8 g/l acetátu sodného. 4.05 g/l ledové kyseliny octové. 4 ~/o ethanolu)



Je zn ámo. že schop nos t kvas inko vvch kmenů flokul ov at je primo um érn á
vel ikosti hvd rofobicitv jej icII povrchu nebo nizkemu povrchovemu napět í . Azercdova a
kol. (1 997) používali k ur čeni komponent I ovrchov ého napeti kvasinek tf-i kap aliny
(vodu, glycero l a dijodrnethan) se znamvm: komponentami po vrchového napět í , jedna
z nich mus í být nepo lární (v t0111t o p ř íp ad ě dijodmethan) . Preferenční př-itahován í mezi
buňkami flokulujicich kmen ů , zod pověd né za shlukování buněk , 11l 11že být vysvět leno

nižší volnou enerui í hydrofob ní inte rakce ( ; {( ir mezi buňkami a mol ekulami vo dy,
'- • 1 \ \ -

tudíž je upřednostuovana vz ájemn á intera kce mezi buňkami ( ;/:\I{ nab ývá men ši

hodnoty pro flokulujici buúkv než pro neflukulujici

23. Vitalita a viabilita kva nic

\ í iabiIita je deti nováII čl j ako sehup nust bunek se 111 IIozit Cl vykCl zo" Cl t
metabo lick ou akt ivitu . Kvasi nkv si zach. )vá"aj í 111Ctabo lické fu nkce po dlou hou dobu ,
pf-estože již t řebCl ztra tiIy sehop 11 ost seroz11 lnoŽovCl t .

T erm ín vitalita se používá pro popis kvasné kapa city, dýcha cí efektivnos ti
bunék. schopnosti kvasi nek přij í111at kys lik a jej ich metabolick e akti vity. Vital ita je tedy
funkcí fyziologických a biochernickvch podminek kvasinek (Fcrnandcz a kol ., 19(1 ).

"-_tanovení viability a vitality kvasinek p řed zakvasenim je d ů lež i t é pro zaj ištěn í

stá lé kvalitv piva a ř á d n é h o pr ůb ěhu kvašení . Dlouhé skladov ání a fyziologický stres
vznikající b čhem pivovarského procesu mohou vážně ohrozit ž ivotascho pnost kvasinek.
Vitalita sklizených kvasnic odráží kvalitu použitých za kvas nyc h kvasnic, složení
mladiny, podminky kvašení a s k l i z ně . Kvasnice s nižší vita lito u a viabilitou produkují
pivo s mcn š: stabilitou pěny , to je pravděpodobně způsobeno u vol ň ov án ím prot easy do
piva li íkYaII tu IÝze blln ěk. Vitalněj ší kvasinky ferl 11 entují rychleji a eťektivIIěj i.

2. . I. , /)Č ř· ·11í ž·vot aschoII II osti bII 11 ěk IIo II o :' IIa .4V iv

\ fiab iIitu kvasnic lze zjisťova t barvení 111 bunék , např . (' ahi II a ko l. ( 1999) m é řil i
\ labilitu bar vcnim buně k meth yl enovou mod ři Pouze 7) % kvasinek svrchního kvašení
hvlo schopno života po dvou týdnech skladování při 4°(:, před skladov áním obsa hova la
tat o populace 97 % živýc h b u něk . Kvasi nky spodního kvašení se zdají býti odo l něj ši ,

neboť jej ich populace i po 17 dnech kladov áni obsahovala 90 % živo taschop ných
bunek p řicernz na počát ku experin entu ta1TI bylo 95 o živých buněk .

: Icrh ylenov á modř je p rů myslov é používaný standard pro stanovení viabi lity,
pi-estu ze efektivita tohoto barve ní je poněkud kon troverzní při m ě řen í viabi lity men ši
než ()() °u Proto se uvažuje o jej im nahrazení methylenovou violeti . jež poskytuj e
re p ro d u ko va t e l n ěj š í a přesnější výsledky (Van Zandyckeo v á a kol ., 2003) .

via bil itu lze ta . é určovat pomoc í barvení buněk fl uo rescenč n i m i barvivy, které
l l' PU\ ažuval10 La m én ě subjektivní než např . barvení methylenovou mod ři Neboť

luorc -c cnc iu barviva posk ytují lepší rozlišení mezi mrtvými a živými bu ňkami - to
demonstrovali Graham a Caiger již v roce 1969 B ěhem 90 . let se stala fluorescence
hl~ /Il~ 'll1 zp úsobcm určování viability buněk , a to ja k živoč išnýc h, tak bakteriálních č i

k ~l~in~() \,( 11
l '~ istujl rh z ák ladn í mechanismy fungování fl u o re scen ční ch barviv:

I) Harvi\ ,1- jež se váží na nukleové kyseli ny, mohou bud' procházet skrz plazmat ickou
membranu . a tak detekovat živé buňky . Ane bo nemo hou vo l ně pronik at p řes

membram a do buněk se dostávají až v okamžiku, kdy je membr ána po škozena,
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tudíž označuj í mrtv é buúky. Intenzita vyza řovan é fluore .cence závisí na afi nitě

těchto barviv k nuk leovv m kvselinam
2) Fluorescenčni so ndy měřic : membranovv pot encial buněk mohou být bud' kl adně ,

nebo záporně nabité . Z ápor né nabitá barviva vstupují voln é pou ze do mrtv ých
buněk díky t0 I11U, že mrtv é b U I1 k ~! ztrácej : svúj mcmbranovv pot cncial

3) Poslední skupi nu tVOI-í barviva, která fluor eskují teprve po jist é p řem éu c uvn it ř

bu ľ1 ky. ]\/1g.A S (he111Í II o I-Ccnatá súI I -aniIino-S-nat-t alensulfo nové kyseIiny ) pro nika
do neživotaschopnvch bunek. kde se \'úže na cytoplasmatickc prot einv a ge neruje
zluto zelenou fluorescenci . Avsak I\'lg /\ j 1S ťu nguje spa tne v p ř: tomnosri vysok é
koncentrace látek narušujicich membr án u. jako je ethanol. Barvivo FU I (2-chloro­
4-( 2,3-dihvdro-J -111et hyl-(benzo-I ,3-thi azo l - ~ - yl r-mct hyldien)- 1-fenylchi nolinum
jodid) prochází membr ánou a ve vakuolách l\. ccrvvisiu« t vo ř: válcov é struktury
(CIV), jež vyzařuji červenou fluorescenci. Ostatní barvi va, nap ř fluor esccin
diacctat nebo karbo: .yfluoresccin diace tat ((" FDr\ ), jsou hydrolyzována estcrasa mi
v živých buňk ách. což je či ní sv ételkuj ici mi Tvto barviva unikají z buněk

poru šenymi membr ánami a v d ůsled ku toho zů stava j : mrt v é bunkv ncobarvcne.
Van Zandyckeová a kol. (2003) provedli srovnávací expcrimentv flouroforů s

methvl enovou violetí . ejlcp ši shody bylo dosaženo ph pou žití oxonolu a berb erinu ,
zby lá barviva projevovala drobné nepřcsnosti zejm éna pak propidium jodid, kterv byl
shledán zcela nevhod nÝ pro 111 čr·ení viabiIity, a Fl.' N I, jenz stálepoci hocl 11 ncuvCl I
zivotaschopuost bun ěk .

.... .3. ... . )r .IIc i II acid i fi k tl č il íh() tc -, t II

Zatimco viabilitu kvasinek lze pomerne dobře ment pomocí barvení buněk

širokou škálou barviv, vitalitu lze patrně nejlépe stanovi t na zá k l a dě a cidifika čnih o

tes tu. Okvselovani vněj šího prostředí patří mezi základ ní projevy buněčné odezvy na
nej rúznějš í stimuly - p řid áni substrátu či soli (např . Kel), nebo okys l iče n í média
v ncp řu omno sti sub trátu ( igler a Hofer, 1<)9 I) . Test acidifika čni síly vypovídá o
zdra v: kvasinek , informace z něj získané mohou sloužit k předpověd i průb ěhu kvašení,
tolerance k r ůzn ým teplot ám skladování a schopnosti red ukovat vicinální diketony
( lcrnandcz a kol ., ! C)C) I )

;\ cidifikac ni k ř i vka je charakteristická pro daný k111en kvasi nek a buněčnou

hi~turii , 'ej lepšínli substráty pro aci di fi k a č n i testy kvasinek ~\'. ccrevisiae jsou: g lukosa,
lruk toxu manosa, sac harosa, ga lakt()Sd) malto sa (ta je na rozdí l od os ta tních cukrú
t ranspo rtovana l-I ' -svmportem Cl 1111.12.e tedy zp ů sobi t počáteční alkalizaci vněj šiho
p ru ~ t ř'e d l ) Ll ethanol (v provzdu šn énvch suspenzích). Saturace nastává př i 20 - ]0 InM

konccnuac: glu kosy a p řibli žne 10 111g sušiny kva snic/ml . Saturační kinetika
p ro to no x cho to ku 111á d vě čás ti , Jez korespondují přibližně s nizkoafinitnim
kon-a iu ti\ nl111 systemem p řij í m á ni glukosy (u snadněnou difúzí) a vysokoafinitnim
lnech, nismem (l l ' -svmportern ) spojen ým s expres í glukn k.i nasy .

Když aerobní hladovění v destilované vodě přesáh n e 4 - 5 h, začne se zvyšovat
pl l suspen/e v d ůsled k u p řij ím áni H· při sou č asn é m vy l u čo ván í K j a díky produk ci

'I I , \ dcam inacruch reakcích , také rozsah acidifikace s i l n ě klesá . Hladovění je
uoprovazeno poklesenl vn i t rob u něčné hladiny ATP a respirační rychlo sti .
K podobncmi o .labeni acidifika čni odezvy na přidání ubstrátu dochází i po vystavení
k as ine], r úznvn: inhibi torům, zvýše né t epl otě , kyselosti a j in ým ncpřizniv ým fak to r ů m

: cidi fi kacru odpověď buněk na při d á ní substrátu mů že být tedy použit a jako
l l agr1u s tic k~ nastroj pro stanovení metabolic ké schopnosti bu něk např . v prů mysl o v ý ch

Litl ruch
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Okyselení vnéj '"ího prostřed í b ěhem gluko so u indukované acidifi kace prameni
z vy l uč o vá n i CO 2 a organických kysel in ven z bu ňkv , z č i n no s t i pIa maticke H '­
.1\TPasy. dále pak z mechani sm ů kontrolujicich p rou dě ní K' a mo žná i jiných io nt ů

První událostí po přid áni glukosy je p řechodn ý roz mac h endogenního d ých ání a
tvorby CO2 z vnitřních zdroj ů Rychlost vyrobv CO2 b ěhem tohoto rozkv etu je 500 --

600 III za minutu na 1 n1g sušiny, tj . asi 100" rychlejší než produkce u rčen á

Warburgovyrn manometrem pf-i delš ích casovvc h intervalech . Tato tvorba CO2

z mobilizovan ých vnitřnich zdroju rychle opad á. v souvislosti s vvcc rp áni m kyslíku ze
suspenze é1 prudk ým narůstcn: I ADI-I I I A[) ' pomě ru. a je nahrazena produ kcí ( '02

z p řidan ého substrátu , Alkoholov é kvaše ní I ()O lnl1101 glukosy vydá 140 - 190 In11101

CO2 . Obvyklá koncentrace CO2 ve vodc, kter á je v rovnováze se vzduchem. cini ] . 10-5

111 01 /1. Dohromady s CO2 vznik lvm 7 glukosy se 111 l'I ZC kon cem race (~{) 2 v suspenzi
v:;šplII at asi 11 a 1 -- :2 111111 o1/1 (ph I O 111g SU ši11 ~/ kvCl S11 ic/1111 ). [)oSud ne 11 í PI-es 11C 7.11 Ú111o,

Koli k C() 2 pro chází skr z bunecnou mcmbram: jako takového a kolik v podob ě I-J ( '() ~ .

Avšak propustno 't kvasinkové plasmatickc membr ány pro II( ~ C) ~ je 10-x - 10-7 cm/s ve

srovnání -, 0,3 - 0,6 cm/s pro CO 2. icm éne kvasinky obsahují auhydrasu, která 111 11 ze

katal yzovat C02/f-ICO ~ rovnováhu .

Druh ým krokem následujicim po p řid áni glu kosy k suspenzi k\'. cerc visiue Je
alkoholové kvašení , které vede k produkci acetátu, butvlcnglvk olu , acctoi nu,
acetaldehydu, glycerolu a sukcinátu. Sukcinát vzniká v cit ratovcm cyklu a podíl í se na
okyselová ní vněj šiho prost ředi kvasinek .

V neposlední řadč p řisp ív á k okyselování vnějšího prostřed í svo u č i n nost í

~ vasinkova ATPasa. Ta je umist čna v plasmati ck é membr á n ě kvasi nck a patf-í k F~ I F~ 2

tVIlU nebo P-typu AT Pas, které p řem ísťuj í kationty skrz pla5111(1 tické memhrány bun ěk

I.vlr-at, ros tlin, eukaryotních mikroorganism ů i některých bakterii . A'lPasa Je p řib lizu«

/c dVOLl t reti11 za n oře na do cyto plasmv Cl obsahuj e residua pro v áza ní A r-r l) a enzY 111ovOU
ťo~ť\)I·\'lélci . 'ra je závis lá na naváz áni transporto vaného kationtu, jenž je typický pro

. ') ,

dunv druh A'IPasv 1-1 ' , a nebo Ca , zatirnco zpět do cvtop lasmv je větš i n ou

píc 111 i~ ťov a11 K ' . V A r-rPasá cll , ktere pll111 PLIj í K ' do cYtop Ia5111y, je K i nezbyt 11Ý pro
hvdrolvzu fosfoc nzymu

f '~ n zY I 11 alternuje rnezi 2 hlavními stavy f~, a E2, a tvoří přechodný fosfory lovanv
intcrrn cdiat v kyselénl prostředí stab ilní, v zásadit ém labilní jJ-aspartylfosfát . Jeho
prcmcna je podstatná pro rychlost hydro lýzy Ar-rp (20 - 60 Jl1no l P/ lTIg proteinu za
mi n) \ ' ncpriromnosti nukleot i d ů je enzym převážně ve stavu I , b ě hem ATP
h!'dro ly;:y pak hladina E2 nar ůst á 'r ransportni krok zahrnuje hydrolýzu I A1'P za
<oucasncho vy l o u č e n í ] f-I ' r roto ny .' e váží na 1 formu na vnit řn ím membr ánov ém
pov rchu Cl jsou u volňov ány z E2 fo rmy na venkovním povrchu . V nep řitornnosti

~L h-tratu jsou vazebná mista obou povrch ů větš i nou neprotonovaná a pumpa je
II r / l ) '(l na \' rov nováze, v okam žiku acidi fi kace cytop lasmy však pumpa značně zrychlí
" o u C'il111 u~t Analogicky ji m ů že spouštět okyse leni v n i tř k u bu ňky b ěhem glukosou
1I1 d L kovane acidifikace. zatirnco konečné nízké exuacelulárni pI-I zp ů sob í n ár ů st

)h ~a l.cl1l II -vazebnvc h 111Í st na vn ěj šíln povrchu , tudíž pu111pU zp omal í

l a ~ iba energie pro živinový H ' -symport je jednou z fyziologickvch rolí
\ lPa:« . j inou je jeJI ucast na regulaci buněčného pI-I. Ke konci exponenciální fáze

rusu .\. c e r e l' I .\ / ( / l' dvakrát až tř-ikrát klesá aktivi ta jejich ATPas . Akt ivita enzymu se li ší
b u n ě k pestovanych na rúznvch cukrech v závislosti na zp ů sobu , jak ým jsou tyto cukry

rauxportovanv do b u ň ky , ATPasa je vratně aktivována glukoso u, maltosou, trehalosou
a galakt usoL Ten to proces je doprovázen n á růstem fosfo rylace enzymu, z ásadit ým
po xunen: : pl l optimu a zvysenim afinity k ATP (Sigler a H ofer, 199]).
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I I I· - cukr sYlllpon I

u

K ' - ll ' anuport

l-r

A nuport draxl ik u J h\ ln

Obr.ž--! Sch éma transportních d ěj ú v plasmatick é membr áně kva inek. Modifikovaný
obraz k z práce F rnándeze a kol. ( 1991 ).

f c idi tikač n í sc é n ář:

ilu .osa je rychl přij í m á na buň kam i a je ft) , ťorylována na membráně vhodnými
.inasami. Fo forylace m á za nás ledek okam žit é vnitřní oky elení díky uvolňování

protonu ve fo sforylačni reakci. Vnitrobuněčné okyselení m ů že zp ů sob i t ot řen í

i intov ých kaná lú \' mern bráně, což p řina š í depolarizaci 111e111 hrány ~ j ej i rozsah
/ /1sad nť lávisí na vnčj ~ ím pl l (ohr.:2 -4 ).

_) . 'úsl ln é je 11 ' - Tl'asa fosforylov ána na glukose závislou reakcí a její aktivita
vzr ústa. V stejnou dobu se snižuj e hlad ina vn i t ro buněčného A'IP kv ůli fosforylaci
xubstratu (a tvorb ě cAMI ) tak. že buněč n ý energetický mechanismus (buněčné

i~' .h áni) j silně stimulovaný.
_)) Rozmach tvorby 2 redukuje hyperpolanza č n i efekt enzymu a spolu s únikem

i Hl tu \ cde ' n árúsn P I.
4 ) I .v ) scn i L\p~I j l: spojeno p řij im ánim K t ~ glukosa vedle aktivování H+-ATPasy,

a ti \ uje tak ' kvasinkový syst ' 111 přijímání K' . avzdory j eho čá tečné kompenzaci
\: pouštěním II ' , masivn í přítok K1- do buňky Zp LL obuj e pomalou, ale trvalou
membrán iv )L depolarizaci "1 al aliza ~ i vn i t řk u buňky .

5) V' ) šší vnitřní pl Cnadále hlo .ujc / kaná ly a př i nízkém ~\~J proudí K + ven z buněk .

rent prou muže hý'! compenzov án odtokem organických aniontů (sukcinátu
aj.), . ter é Sť nahromadily v buňkách.

(») '. .c rpani glu ' OSy přináší postupné navýšení pf-Jo (protože méně energie je potřeba

pro H ' -! I I asu) a slabý nán st \v kvůli značném u odtoku K t-. Při anaerobních
P )l mu 'á .h přet rvá vá značně dlouho e trace ulárni t ladina organických kys lin,
za t ímco při aero bních j sou cy eliny znovu přijim ár y buňkam i (Sigler a Hofer,
ll) .

a' O~/ ~L bstrátu:
. 1echan 15111 s aciditi kace S. cerevtsiae v nep ř í tomnos ti substrátu Z l vis í na

ll , J1L sl: \ suspenzi. Okysli čen í u penze v nepřítomnost i substrátu výrazně

)\ li nuje rou én í K' -, crz membránu, buněčnou hladin ATP a j iné charak eris tiky.
() .:: liccni, .ter é s' bou nese obvykle přechodné o yselen í média, může být
/ P L .· ibeno r )/PI .' len írn b uně / v čerstvém médiu (vzduchové bubliny), nebo p řid án ím

PL) o. i L o ik L o buněčné suspenze.
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P řen os buněk do č e r s t v é h o media s obsahem kvsliku vvvola dočasný nar ůst

endogenního dýchání podobnv tornu . jakv .i e pozorov án pf-i pf-i dání Sll b str átu Schoj no: t
buněk spo ntánne okyselovatprostf-edí J f-i pi cchodLl do cer 't\.cho 111 'dia závi 'í na
rů s t o v é fázi a lábne s hladoveni 111 . ~~ pout anní ok\ 'clCl l í ncnastavá u re 'piracne
deficient nich mutant ů a Ll kvanidem osetrcnvch bun ěk . Jedná se tedy o stimulaci
endogenního dvc háni a produkci (~() 2 analogickou k té, co následuje okamzitc po
p řid áni substrá tu.

Stejne jako -. ubstráte111 indukovčl ncl aciditi k čl ce, tčl k i SPon tcl nní acidit-i k člce je
ovlivněna aerobnim hl ado v énim. které vede k tvorbě amoniaku v dcaminačnich

rea kcíc h. Hladovění m á tak é za následek : nízení buně čn é hladiny A1'1) a I okles
počáteční rychlosti endogenního dýchání . ~ ouc et spontanni a substr átem induko an é
ac idifikace, m é řcny p ři definovan ých podminkach. ktcrv odraz: schopnost bun ěk

mobili zo va t endogenní sub: tratv a utilizovat c:'ogennL klesá lineárně s I okracuji cim
h l adov ěnim

~ anrot né provzdušnení 111 é dia bez pf-ítomnosti substr cl tu 111 LI že aktivuvat
111en1bránovou I-I ' -,AT Pasu. PI-idcl ní 1-12O2 k sLISpcnzi kvčl sinek př incl ší vÝvoj kysIíku
následova ný in tenzivn ím dvchanim Extracelularni pl-I m ů že poklesnout až na ~ 3,) ,

Proces tedy zahrnuje aktivaci 1-1 ' -I\~ r P a sy , ponevadz hodnotv vnej siho pI-I ' 4,) není
mo žn é dosáh nout pou ze po moci (~() _ , avšak ucdochazi k žádnému vypouštění

orga nickýc h kyse lin a pri iivu K ' do huúkv I a rozdíl od glukosou indukovane
acidifikace, se zda být ~I ' odtok kompe nzov án drasclnvmi kationt y. Kdyz extrucc lul árn:

hl adina K ' po k les ne pod u rč i to u uro vcn . peroxidem indukovaná acidifikace
hvpcrpo larizuje membr ánu. a tak se zas taví jak další vylucovani (-I ' ~ tak endogenní
dýchán í, ač koliv by zbývaj ící hladina () 2 v suspenzi s t a č i l a pro jeho další pokra čo v áni

(,~ ig Ier a II () fcr. 199 1).

í o alit .va: nic Z4 ložcnú I a zlllcnč p H média

t 11eLi kvantitat ivní metody urcovani vitality kvasnic patří m ě řeni obsahu
~I\'kogenu v b uň k ác h. reduk čního poten c ial 1 kvasinek, u vol ňovan í CO2 nebo t řeba

·tanovení spcci ti cké ryc hlosti př ij ímán í kyslI kll . Avšak tyto m etody jsou vět ši nou
L' d SU VČll ar() č il é na rozdí I ocl f\ P tes t Ll Opekaro ;' é a Sig Iera (1 982). Acidif kač il í síIa
( : \ p ) vvj a dřu j e so učet zm ény prC k ní ž dojde po rozptýlení kvasinek ve vodě , a
lib traicm indukované zm ény pl I po př i d a n í glukosy k suspenzi, AP odráží hladinu

huncc n ch /drojL'1 energie . Bunkv J -j Lll.! 1\ 1 se pohybuje mezi 2,) a I ,) , jsou v dobr ém
/ l u l u ~ i c~ cl ll stavu, ty s hodno t.u li t P v intervalu od 1,0 do O jsou částečn ě

~ -

P)~ )/cI1 Ca kvasink y s P () jsou již znacné poni č en é

}{oclri gues a kol (200 1) vyvinuli novou metod u na určo vání vitality kvasinek
11(! /\ an o u vi tal t i t racc, jež je schopna p ředpo věd ět i kvasnou scho pnos t . Principem

\ it altiuacc je zm é řcni času, jaký potřeb uj í kvasinky na zm ě n u pI-I ok olníh o pro středí

I. pl l I () 11(1 (i ~ Č~as nutný ke snížení pf-I na 6,5 je ve v/ta hu k produkc i CO2 a proton ů

l~ t u m ctabolic .vch ukazatelů Kvasinky s lepší metabolickou aktivi to u totiž snižuj í pl I

r~ 'hlcJi Bchcm te stování nebyly buň k ám poskytnuty žádné vn ějš í zdroje en ergi e ~ a tak
b. ! ~ proronv c; C'()2 produkovány výhradně z vn i třn ích zásob energie~ což také svědč í o

I . lu c bL nč k ~re s t ted y nepřínlo u "azuje velikost těchto zásob . Výsledky vitaltitrace se
)bi-c ll )( L JI ' Cl Cid i tl kačnín1 testen1.

p ~ tlnu a kol (1 l)()3 ) se rozhodli pou žívat jako indikáto r Inetaboli ck e aktivi ty
d"II1 C~ / \ ' ( ' :\p ( C~u n 1 u l a t ive Acidiflcation Power). Jedná se pou ze o j iné zpracování
" lcd~ LJ ( 'IC iti ' a č n l h o testL , Hodnoty pf-I zaznaln enávané v Ininutových intervalech se

J)i'CPl) ~'t )l na kuncentraci protonů , dále se vypočte absolutní z lněn a ko ncentrace prot nLl
( P ( '( ' ) lti l) ~ hsolL tní rozdíl n1ezi po sobě následující lni ko nce ntracelni pro to n ů C:AP
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tvoří oučet dvaceti P ce hodnot . \ r~ ' s : í citlivost Ci I) oproti A!' není za přiči ně na jen
eliminaci logaritmick é škalv ale i skutečnosti. že ! P bere v úvahu nernonotonni
charakter acidi tlkacni křivkv Rozdil v obo u přisn: p ů j sou ilu .t ro vanv tabu1KOu 2-2~ kde
G označuje kva inkv, jez byly po ) 6 generací pestovanv v mladine s obsahem gluko y,
M pak buňky kul tivova né v maltosove ml adino a GI /1 zn a č í kvasink , které byly
poprv é po 56 generacích kvaše n. s maltosou \ ' tabulce 2-2 jsou takt 'ž uvedeny
vvsledkv acidifik acuich test ů, v ktervch byl a jako substr át pou žita glukosa anebo
maltosa

Tabulk a I _ I ' ~rovnání hodnot acidifikacni ,' I! \ ' ( /\P) a kumulativni acidifikacni síly
(C,J-\ P). Podle Patino a kol. (I C)9~)

druh kvasinek j\ P ( ~ f\ P (. I 0 -(1 )

glukosa maltosa glukosa 111alt() ,',1

G 2,27 2,202 C) 3 ") I-)

M 2, 15 2, I C) 86 83

I I 1 2,13 2,0.) 84 81

("j-\P profily lépe vystihují metabolick é od lišnos ti mezi kvasinkami . ( ~ P G
kvasin k nabývá trojná sobné velikosti, když je k b uň k á m b ěhem acidifikacniho testu
př idá11 a g luk() sa op rot i 111 aItose. kvasinek 1 či n í rozdíI v C'AP pro oba sLl bstraty
pouze .1, 6 °/ 0

7")_ J



3. perimentální čás

3.1 . Bl iž v

í sezn ámen í e zkoumanými krne ty
kva inek S. cerevisiae

V této práci j 111 e se zameř i l i na pivovarsk é krnenv kvasinek spodního kvašeni .
Kvašeni piva při použití t ěcht o kmen ů probiha asi 7 dnů ph tep lotách pod I ) O( a po
skončení fermentace kvasinky sedimentuji Kmeny svrchního kvašeni fermentuji krat ší
dobu při teplotách kolem 20°C Cl kvas inky jsou na konci kvasem vvnášeny na povrc h
tekutiIIY. Pro některé experi111eII tY .i smC využil i take pckčl ř-ské dr (..1 Ždí. K111 eny
.\'( fcc l l( IFo /Jl. vc e.\' ccrv visioe používa né pro výrob u pckais kcho droždí nemaji na rozdí l od
pivovarských kmen ů genetické sklony k Il ok ulaci. protože ílokulace buněk by vedla k
produkci cl ro ždí kru pickovité konzistence a horší kvality (Jande rova Cl Bendova, I C)C)C) ) .

, ~ birka pivovarských kmen ů V ýzkumn ého ústavu pivovar ského a s l a d a řskeho
( \/U I S) obsahuje 1I) k men ů pivovarských kvasinek . Pro ú č el y diplomov é práce bylo
vvbrano 10 kmen ů. jej ichž n ěkt eré provozní charakte ristiky jSOLI LIvedeny v tabu lce 3- 1"
Podrob něji j: 111e se věnova li kmenu 9) vzhlede m k je ho obli b ě v č es k ýc h pivovarech.

Tabulka 3-1 : Provozní charakterist ika použiva nvch kmen ů

K men Prokvašeni mladiny Sedimentace
")

.tředn é.,
i

6 středně velmi dobrá
R
l) st ředn ě dobrá

- - ----

1I hluboko
f-

_.

12 středně / hluboko velmi dubrá
-

2() I hlubok o
I

dobra
I . _-

)2 I střcd n é dobra
------ - .-

t)~ hluboko dobrá
l) ( ) hluboko dobrá

l. .pcrimenty byly p ro vád ě ny v několika etapác h. Na obrázku 3- 1 jsou
/achyccl1y' bunk y pivovarských kvas inek kmene 95 z pivovaru , kde byly použity pro
,,\ asen: piva v cylindro- kónických tancích při tep lotě 12°C. Jedná se o synchronizované
"u Itury bL nck ve stacionární fázi r ů stu Populace kvasinek, jež prošla jedn ím kvašenim

cvlindro- ouickem tanku (P 1111, PI p), i ta, která m ěla být teprve použita pro kvašení
( P() 1l1, POp) , obsahovaly velmi rozmanit é buňky co do velikost: i tvaru, ale žádn á z nich
nch vl a \ c stadiu pučení ěko l i k a násob né promyti buně v destilované vod ě a citrá t­
ť() " t~ lt ) cm PUtl-U s roztokem EDTA a následné uchovávání těch to kvasinek v citrát­
tl) \ t~ltU \ cm PLlÍI-U tyto bunkv (POp, P Ip) nijak v i d i t e l n ě nepoškodilo . Tuto sérii vzo rk ů

.ioplnu] c p e " a ř- s k e droždí (obr 3-1 O), je hož buň ky jsou drobnější a ku latější než buňky

PI \ u <.l r" cho kmene
a oh razki: 3-2 je zobrazeno o něch 10 kmenů pivovarských kvasinek , jejichž

. i .ua ktcnst i " ~ ' j xou uvedeny v tab ulce 3- I . Na rozd íl od předešlých průmyslov é

p 0 ~ IU an ch k\ asmek , obs ahovaly tyto vzorky mno žství pučících buněk v různ ém

~ ta d i l1 pL L'CI1 1 Tvto kvasi nky byly l abo rato rn ě pěstovány v mladině v kvasných válcích
( Pl) dc . Iti Č l deseti dnech fermentace byly odd ě l eny od mlad ého piva. Kvasinky byly
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tři krát promyty de tilovanou vodou a podrobeny acidifika čnim t st ům , dál b O', ly
promyty podle procedury pop ané v kapitol 3.3. a změ řeny jejich dim ntační křivky

i veli TO ti bun "k pod mikroskopem. Po tup a vvsl dky kvantitati vní anal ýz kva in k.
j ej ichž vzorky jsou na obrázcích ~ -1 až ~ - ~ . .l ~ 111 0 žn '~ nalé zt v kapitol 4.1 .

Flokulace byla studována opě t na kvasrnk ách z kmen 95 a to, jak z pivovaru
(obr.J -3a), tak z 111al ' ho pokusného Ck T ve vi P ~ (obr.3-3b), tj . z provozních i
poloprovozních podm ín k. Ve vzorku z ľ P byly nalezeny pučící buňky, c ž by
naznačovalo. ž kva Inky n byly ode br án y Vl fázi. kdy by m čly 111Ít nejvy šší kl ny

T flokulaci . Toto j také patrně j .dnim z duvodů , proč tyto kva Inky tlokulovaly hůře

n ž ty z pivovaru, mezi ni111 iž e pučící bun ky n -\" y 'kytovaly .

) .
(

)

, '

, {

I I

'4 • , I

" J

, \

o
)

I ,

' . "
I

/

( ,

I ,/ ) 'J

( )

POp

p

, )
I I

I /
( ,/

Obr.3- 1 . l i ' ros opi ~ , snímky vasnic . POm označuje pivovarské vasinky odebrané
pr Jl n. a~ -ni111 \ ylindro- . ónickém tanku uchovávané v mladině , POp pak značuje

t \ 1 .v : sni ' t: po promytí v destilované vodě a citrát-fosfátovém pufru. Obdobně 1m a
,; 1p j S )L označ eni .vasnic odebraných po prvním kvašení v CKT. Poslední snímek ( )
I. ibr: zuj br II ' " pe .ař s cého droždí rozptýlené v citrát-fosfátovém pufru .
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Obr.3-_ ( "a předchoz í stran ě ) Mikro .opick é snimky d ~ eti kmenů pIVO ar kých
.va in k. Cí la II obr ázk ů e hodují cisly. pod kterými j ou tyto km ny V d n
sb írc kva in ' k ve Výzkumu '111 ústavu pivovarsk ' 111 a sladař k ' 111 ( P).
Charakter: tiky j dnotl ivych kmen ů lze najít \' tabulce 3-1.

, ,..

a b

Obr.S-.' I i .roskopick é snímky kvasinek kmen e 95 . a) kvasinky z cylindre-k ónick ého
tar:ku z pivovaru .. h) kvasin ky odebrané z poku sného cylindre-k ónick ého tanku v

l íp" .

ara ry

f • r · ra o 'í ř ' edimentace a flo r lace

I: )t )gra tiť záka10 111ě ru ( Z LP).. který j '111e po IIŽíva li pro Ině ření ed i111entace a
floki la L:, je na obr. 3-4. l llavní o učás t í z á ka lo rn ě ru je tepelně izolovaná měřicí

.m iru .. .i 1. je nap l ně na d .s tilovanou vodoi .. dl l níž je ponořen teploměr. De tilovaná
\ oda tak slouží k termostatovan í vzo rk ů i jako irnerze. Zákaloměr je vybaven vnějším

tcrmosuuick , 111 Sj st érnern. který je schopný u ržet dl ouhodobě kon stantní teplotu
\ mcric i · 0 111 0 řť .. a to v roz ah u 15 - 4()O(' . icd i lnou so učást í zákaloměru je ovládací
j L~ lnot a. .tcr á je: prop )jena S po č í tač em. Flokulaci kva inek j 111e iniciovali
magn ctic .~ 111 míchadlem .. jehož motorek je umístě n na dně měřicí komory. Díky
) lada -í j .dn itcc ll: míchání \') pno: t b I přeru š ní nahrávání dat.

tep1 imč r

111 ; ři .:
. )111 )r'

' I " p l nč I1á

lIll ~ r /

~-------,

I

t .rmo t· I

ovládací
jednotka
míchadla

ov ládací
jednotka
z ákal orn ě ru

Obr.? - : par: tur: pro nl V ře n í sedimentace a tlokulace kvas nek ( ZLP), kterou vyvinul
/ h )td \ il rle ti \ Oddělení optotermální spektroskopie K CH O pod vedením R r.

. liro L ~ D: -nstbier: r OC . Ing. Petra Sladkého .. CSc.
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Z ákalo merem lze ur čit koncentraci. velikost buněk piipadn č i jin I vlastnosti
kva sn ič n é ~ u "penze. Kvasinky v roztoku se chovaj: jako rozptylová centra. na kt rvch
,'e rozptyluje uzkv paprsek .v étla Zdrojem sv ětla \ ' zakalorn cru je L - < D dioda ,"' vlnovou
délkou 66 0 n111. Za řen i emitovan é diodou prochaz: soustavou Cl cek skrz skl n ě n I

o ke IIko do 111ě ři cí ko111 o ry. v jej ín1Z st ředII senachúzí zkIIn1av ka se v zo rk 111 . (" cl st záf- ní
se po inte rakci e vzo rkem rozptvli a cást projde . Podle směru , v kt r 1 11 1 rl zptvl ne
světlo registrllj en1e, rozezn áv áme transmisi (detektor zaicni je U111ÍSt '" n ve sm ěru

paprsku vycházej ícího ze zdroje), nefclomcrrii (paprsek své! la je buňkou rozptýlen do
směru ko lm ého na pll vodní sm čr paprsk u) a dopř -d11)/ rozptyl. pf-i ncmž
zaznamenavarne zářen í odchýlené o 111al)' LI hel bl izky 1~ n I ouživany turbidimet r
U111oŽt111je reg i trovat elastickv rozpt-, I svct la ve všech tI-ech úhlech sou časn é .

'iÝ.tupnirni údaji j ou Zn a Zf tj . zákaly, které jsou dány pom ěrem inten zity sv ět la
r( zpt_I lené hodo úhIu C) Oo ci l ) (' a intenzityp ruš IéIIo záf-ení~ tYtop0111ě ry jsII II cl aIe
p řepo čit á vanv pomoc í k alibra čn í k[-j vkv zákalov ého standardu Jako zákalový standard
se používá roztok formazinu a ,' )/ sledný zúkal se pak ud ává v jednotkách L~13( ~

( I"u rop ean 13rew ery Co nvention).
Da lší možnosti u pIat nen í za ka Iomcru lze naj ít v pllbl ikucich Cl abricl a kul .

( I t) <-) 4L ~ ~~ IadkÝ Cl Cí.. ařova ( I t) C) C)}, SIadk\1a kol . ( l l) l) ~ . :2 O() I) 11 Cbo SICl dkÝ Cl D ienstb icr
( :2 () () 1 Cl :2 oO,"' ).

3. ... . ... . t- ) a .a t I ra I)ro 111 ~ ře11 í aci(Iifika čilích tl'Sttl

P řcd cv š i 111 za ú č e l em mc řen i acidifik acn ich test CI byl ~' roce 2(0) pud vedením
Ri Dr t iroslava ienstbiera v r ámci spolupráce s VUPS sestrojen prototyp
iurbidimetri ck é titrač ní aparatury. je hož so učás tí je i laboratorní turbidimetr/z úkalometr
l / ~ľ () 1 Tato aparatura (ol r.~-)) je vybave na vvkonnejsim termostatem ~ kapalinovou
lazru , j ~ l1 ~ je schopny pracovat v siroke m interva lu teplot od - 10°C až po +- 8 0°C~

s picsn osu O~ 10
' . V lázni t rmo: tatu je krotne standardniho če rp ad l a, které lze použít

k 1111 c IIaní Ifl Zné citer1110 Statovaní vIIcj šího zCl rl J:eIIí kapaIinou z Iaz IIě ter1110statu, je ště
(l a IC nczavi.. le če rp ad l o spojené s teplot ním \ '~~: ru č n í kem a výs tu pem mimo termostat
Iakto je rca lizov an uza v řeny c i r k u l ač n í okruh s ob ě hem imerzn í kapaliny v m ě ři ci

ku Inu ic l akaI() 111 Ct ru Odd ěl eni tohoro okruhu od kapa Iiny v Iázn i termosta tu umo žniIo
minimali zova! objem kapaliny, kterou lze jednoduše m ě ni t bez nutnosti vypo uštěn í celé
l1~lpll1l' t crmo .tatu a udržo vat tak imcrzni kapalinu v zak alomctru č i s t o u , což je nezbytné
pf u icho pra \ 110Ll meřici funkci

r tetu aparatuře je zařazen i pl- I-Inetr se s k leněno u elektrodou vybavený
L' t L' r111111 tepIon1ě re111 a 111ag 11 ctické 111 íchadlos regulovatelnou rychlostí 111 íchání . rTaké
)ptlC a čast dO Lnala drobných zlněn , tudíž zákalollletr poskytuj e údaje
ncťcl0111ctrickél11 a tra nSlllisní nl kanálu . Vzhledelll k roz ll1ě rLlIn ln ěři cí kOlnory lze

pro\ (: dťt 111ť:ř-ení vzorkll o objenlech 5 - 200 rnl v závis losti na použitéln typu
for U\ I1ÍCC Cl \t. rozsahu zákalLI od Odo 1000 BC .

Pud ohně jako lJl LP lze i turbidin1etr L'TOI vybavit dávkovací putnpOL
111uinustl prugranl0\ého nastave ní a řízení řady funkcí (rychlost dávková ní ,

p ) i. ~ u ana lL \ a titré ntu, pronlěn livá rychlost dávkování , požděnÍ. ..). Pod robnosti o
t CL h111 L' ~ ch 111 oLi. 11 ) stech turbidi111etrL L,TOl Ize naIézt v textu D ienstb iera a koI. (2O05 ).

'': Cl 'l1 l1. ') L L( sti (: paratury I ", ~r O I ( stejně t ( k l JZL ) lze p lně ov ládat ru č l ě nebo
p~h::' t~l -'Clll }{ líCl progranl . IZ , jenž z větš í čás t i vyt vo ř i l Mgr. Petr Gabriel ,
I ) 11 1l l1 ii--.l jc ~ jedl1 otlivýn1i přístrojovýn1 i kOll1ponentaln i, zobrazuje graficky prllběh

111t...·rcn l 'l1 L'licll1 (hodnotu pfL turbidity-zákalu , teploty) na obrazo vce P a sou časně je
kl( l L l () )L ho rL pru následné zpracování a vyhodnocení.
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[ pumpa I

I temlO ta! I

turbidimetr

pH -metr I

říz ní
m íchadla

Obr. _~-__ Laboratorn í turbidimetr/z ákalomctr LlO 1. Aparaturu vyvinul a zhotovil
.o lektiv Odd ~ I ní optotcrrnálni .pektroskopic KC'II F() pod veden ím R Dr. iro lava
Dien tbi ra.

Při měřeni všech acidifi kač n i c h te st ů byla rych lost m ích áni na tavena na první
stupeň a t rrno: tat hyl naříze n na 25 °C~ . V době měřeni ncm čl pl I-metr p řipojený

t .plom "r.. tj. pracoval ' automatic ko u korekcí teploty na 25°( '.

r Ů a m tady m ěření

Po prostudov ání Iit ratury zab ývaj ici se m é řenim tlokulace kvasinek j lne
shledal i.. '/ ~ žádná z popsaných rnetod pří pravy vzork ů a jej ich m ě řeni není plně

p ) L 1itclná \ na šich podm ínk ách. Proto jsme pr.stoupili k vyvinut í nové metody, která
i) ji "tL n1íry čerpá / publi " lC Í citovanýc h v kapitole 2.2.

K\ asin ' y odebran é v pivovaru z C k T rozrních ámc v mladin ě . 100 až 200 ml
t éto " L spcn ,«: p ř .lijcmc do 0.. 5 1 lahví a dop níme desti lovanou vodo u. uspenzi
pr nřcpcn e a nech áme alespo ň 30 min v klidu při teplotě l °e. Tímto postupem výrazně

/ (1 )l 1~1 imc oposu probíhaj í .i pro :~s kvašení piva a značně i tak usnadníme dal ší
[ arupi la 1 ~ ' \ asinkami. f o l P ~ r u daného času odpipetujeme l Oml kvasničné

~ L ~pcn/ c li ) ·ent ri fugačních z uIr la \; r •

Obsah I. ' l max " . dúkIf dné rozm ích ám a centrifugujeme 3 min při ., 100 rpm
( ~ () () ) g) , Slijcm« Sl pernatanty f sedimenty dopln íme destilovanou vodou do l O mL
pr )tř .pcmc a opět .entrift g jeme .. post p opakujeme t ři k rát. Jako pátý mycí roztok
p )L / 'j -n · lOC jl 0_: Vl l.D'I (výs ledná konce: trace S mM EDTA) a ci trát-fosfátový
pi tr pll __- . Pot é vasin 'Y promyjeme samotným citrát .. f sfátovým pufrem (pI-14., 5 ) ~

~ ~é - ~ [ t) s pernat: nt ji ž neslíváme kvasinky v n éi ~ ladujeme při teplotě 1° .
III I) P )~tL penl (uhr..3-6) I Zť .vasinky účinně promýt a zároveň zbavit flokulace, a to i
pr ~ ) .h Ol 'cntr t c ích ( .vasin ový sediment nezřídk zaujímal až 50 % ( bjemu

I n.u) .
Pr )11 y ~ nim odstr: nim e z povrchu kvasinek zbytky růstového média i pří padné

pr ) 111 ~tt b ilisrm . snižime ch . bu dal šího m ěření. H dnoty zákalů supematantů

I )0 ~. ' / l ~ - 7h j ) zaznamen ány v grafu na ob rázku 3-7a. Optimálním řešením se
. /: lo .' p ět prom ý\ acích cy r I ~ (šestý mycí roztok slouži l zároveň jako skladovací ),

prut )/. ~' ~~í P )Č~ n1Y í ji ž nepři náš el požadované zlepšení. Dále si lze povšimnout
I urncho I sen: /: .al při použití citrát-fo fátového pufru (pH 4 '1 5) s EDTA, které je
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pravděpodobně zpu sobeno uvolncnim nckicrvch l átek I. povrchu buněk právě

v dů 1 dku Z 111" n y pH roztoku .

1

1
Prom ývani a centrifugace : ~ 1()O rpI11 =- 20() l) g (~ I11in). -+~ dcsti] ivana voda ..

1,' cit rát-ťo ..~ ťá to \ · )· pufr pll -+.: -. 100 ) /10 ._- \1 1-:1) '1':\. 1x citr.u -tosIatovv pufr pll -+ .. 5

1

flok ulacc:
citr.u -fosfátov-. pulr pll -+ .. 5.. 100 111 ('a('11

1

cdimcntacc:
citr át -fosfátov ýp uťr pll -+ .. 5

P0/.tok pro 1110 f' L~ 11 í

.>

\11 či"cn Í: 660 nn:
~ .. ---l

Obr.3-6 .. ch éma m .tody měře ni sed imentace a llokulacc kvasnic

b

II

a

Zn

• Zť

•
23 4

Pořad í supernatan tú

~-------------_..:-_-- -----_.

o r
-..
r ,

U 60m
u,

- 40
~

~ 20..ej

()

Obr.3-7 up maranty L myt í pivovarských kvasinek . a) Vývoj z ákal ů .. upernatant ů

I promýv áni kvasinek . Zn ozna č uje /.ú .a l roztoku m ě řen ý v úhlu 900 ~ Zfvyjadřuje zákal
roZlO ' L 111 .. řen) v útl u 15o . b) I,' )togra fie sLlpernatantů z 111Ytí kvasnic ~ pořad í
SL pernatantr je .tejn é j a 'o v ohr.3-7'cL Auto rem designu zkumavkov ého stojanu je doc .
ln12 . P tr ~ ' lad' \ "- c.

"-- "

T ost ' L pt: .ařsk ého droždí rozm íc áme v de...tilovan é vodě a buňky promyjeme
st j ně jl 1 ) pivov rs . é kvasinky. Drožd í. které nem á přirozen é sklony k aglutinaci ') j me
pOL ži li ja 'o .tandard pro vyladění prornývaci procedury. Ze srovnání pn' běhu
, d im ntač n í .řivky pe .ařsk ého droždí (obr.4-4 nahoře ) a pivovarských kvasinek
(obrá zky -+-2 a 4-J nah: ře ) v' několika prvních minutá ch mě ření vyplývá, že navržená
'on entrace rozto .u ED~r je dostate čn á, aby zabránila nechtěné fl okulaci
pi \ )vars '.~ .h .vasín ' .

. ia V l~P "- ' bylo vypěstováno a třik rát promyto destilovanou vodou 10 kmenů

pi ovar ' ~ .." .h .vasine c. Odstředěné kvasinky jsme zalili 1 ml destilované vody a přes

no -. L ' .ladni l i při tep l o tě l oe . Před měřením jsme suspenzi rozřed il i 39 ml destilované
vo y pl-l 6 .. : a úkladné protřepali. Pro acidifikač ní test j sme použili 15 ml této
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S Ll Spen ze. zb)'tek js 111 e od... t r- ť diIi Cl PrUlII ~ 'Ii pu1'rCIII .' JI "I ci a\ 'kCIII I ~ [) .l ! \ . Cl b~ ' CIIo 111

dodrZeIi p'"íPr Cl \ II \ 'Zorku pro :II \ I-eni .'cdiIII L'nta(l' k \ '~1.' inck

I a ubrclzku 3-(') .i c nazna( l' 11 SIcd l'i I111l ) stI p{-l'dl' IIa/ l ',iI( IL' II III l'l icní .. cdi III C11 t Cl l 'C Cl

t-l okul ace kvasinek, l Pru lnvtve II k \ 'asIIi l' Slij ('mc SLI JI l' rIIa ta 11 t ( .~·l' .. t ~ ' ln ~ . cí rU7 tok ) Cl

uaredime je citrát-f()st~ltO \ '~'lll putrcm pl I -L.- [) l ) /J~lll l1a \ '~ ~ ' odpipciujcmc ~ lni \ 'zurku

Cl v ter111 ost Cl t tl \ 'ane111 zcl kalo:II 0ru JIh t l' PII)tl' _ ~ ( ' Jl (ll II l'innc ..cci imcJl tal' 11 1 k I-i \ 'ku

()bdobnesi pucín Ú111 C Pii 1110 i CJlI tlokul al 'l\ S t1111 ru I. dJll\ I11 . :( l\ ci o ZkUlna\ 'k ~ '

odpipctuj e11 1e pouze -l III I k\ 'čl SJl i( Jl C SUSPL\IIZ l\ (l \ 'Iu ;~ 1111 C 111 agnet i l ' kC 111 íL' II Cl dIu. Pu pr \ '11 1
minut é mích áni přid áme ke vzorku I 1111 citrdt -ťu . 't~ltU \ ' l'l llu puíru . ktc rv obsahuje U.~ \ 1

cae12 ' :2 H 2O, vý sled ncl koncent r Cl Cc ( 'aC' I: '2I l : () t ~1k buci C I () () I11 , 1. Jlu t L~ . CU Sl' \ ' ~ ' t \ 'oI-I

Shlu ~y kvasni c Cl soustCl vad uspe.ic xlo rU\ '11 U\ '(l f ,Jl L~ II u st:1\ 'U. \ ' ~ ,P11 C111 C ln ícII ÚJl í, .l cnto

okam žik je vsak krnenove zavislv
p'"i ln eření acidi tlkacnÍcll tc.. tu dCS l\tip i\ 'U \ 'arsk ~ 'l ' II ~ 111 CJl ľl i.. 111 C \ .~ . cIIazCIi

z prací .. 'iglera a kol. (I CJR I) či Opckarove a Sig lcra ( Il)S2) , Kva .. inkv jxmc rozmichali \ '
dest ilo v anc vodc s upr Cl vcnv n1 pl ' h ,3 a I ~ lni tétu Su sPl \ JlZC j S111 c co lll'.ir~ ' cIIIcj i
odpipetovali do zkumavky vloži l i do III IllagI1L\tic ~l' muhadlo zasuJl u li p l l sondu č l

spUstil i n1CI-cní A P testu II čl turb icl i 111 et ru I " I' () I . I) l\hl' 111 I () 111 iIlUt .iS 111 e I. tl I. II (1111 L' IIali pr \ '11 1

ťázi Cl cicl i tl k čl čníhot estub ťZ Jl hci aIIéIIu SUbstr útu. phbIi1.110 Po I () 111 i IIU túcI~ j S111 C po 111 U l' I

roztOkll I a() t I vyro \' IIal i Jl t I 11 čl () , 3. S \ '~ '.i i 111 kuu ~ 1l1l' Ill\ l) S, kdl \ h~ 'Io llUt 11 o Jl oUl .ít .i cst l~

IIekoIik kapek zI-edě IIé ~y.. cIi 11 ~/ chlo ru \ 'oli í~ o\ 'c 11 d U I' l ' tu \ ' ll L' S 111 /.l' 11 í PI I , fl u II S t ,tl L'IIí

hodnot:; pf-I kolel11 6,3 jSlllC ke \ 'zor~u pI-icLtli 7 ~ ( ) .ul 21 ,S II () rUl.tu~lI g l u ~ us~ ' , Kll1Cll \
by'Iy pro 111 Cr-ovÚIIY V Po I"Cl cl í: 32, .). (). S, l) . 1I . I 2. 2(). l) ~ a l) S, \ 'Šl\C1111~ ' acici i fi kaL' 111 t L~ St ~ '

j Sl11e uskutečnili v jedell den .

Y c/pcril11entech jSll1C používali dcstilu\',lIHHl \ 'udu, prCS lle.lI rcce llO

ci cioniz ovanoLl vodu s vodivostí 111CllŠÍ než 0 ,) ~lS .CJll-1 uprave ll ou reverzn í O SJ ll ľ) 1. 011

zařízenínl , qual 35, ZI11iiiovélný I () 1111\'1 citrút-ťosf~'ltO\ '~,' puťr .is l11e phpra vo vali tak, ze
porozpll Ště IIí 3,6 g a:2 f-IPO-l . I :2 ~ 12() (lly'ci rogeII rusťo reČ 11 an disoci nÝ ci o ci ekaIIydrút p,a.

od ťirlll Y renta) v I litru destilované VOd:'l jSI11C po kapkúcll phci úvali koncclltrovan~1

ru ztok kyseliny citróno vé (p ,a" L,ach- l cr, s.r ,t).) až do nastavení po žado van ého p l l ,
I)áIe j s111e používali C I ()f-I J -l : ()x Cl : ' 21-r: () (I ·J) ľ : \ ) a ( ,a( ,I: ,21I: ( ) od ti r 111 y Sig 111 a Cl

g IukoSLl ~ j ej í111 Ž vý robcen1 byl a fl rl 11 a I j acIIC111 Cl ,

31



( 1)

(~ )

(J )

t: j (U \ '

(())

(7)

(8)

4. vý ledky měřen'

4.1. edimentace kva nIC

I a '" ástici .-- hII 10 tno..tílJl PII Sl) II í \ ' kaP~IIi110 o hII S to t \ 1" a v i .. ko/ i t0 'l t Ť- i .. íly:
tíhová sila C . vztlakov á sí la Pi a odporov á síla prostrcd : j-'_, ( Stokcsuv za kou). Čá s t i c e o
objemu I/''''e pohybuje \' kapal ino rych lost í r . PrO) \ ~Iikost sil pl.u i:

G == 1710co-.,

F, == lťpg

F.~ == 6Jr17r\ '

Po j ist ~ m Ča.'c se tčl c.. o
rovnov áze.

(~. - F, - F~ == O (4)

Z ~ vzorce (4) múžc mc po ncko l ika uprav ách vvpocit.u vcli ko : t rychlo tl cdimcntacc
.ulov é části c .

4 '
ntg - -:; nr \pg - () Jr,Irv == O (5)

-)

(31J1 - 4nr Ip )~
\' == l

1 nnr

\' = 2(PI - p) r 2g

917
v pos1~dní ro\'nic i Pl označ u] ~ hII Stotu tč Icsa. ktcrc sc \" kaJlaIinČ Jlohy huj e. Jel ikož
kva inky rodu Saccharomvccs ccrevisiac tvo ř i nej častčj i buňky ve tva ru ro tačního

e I ip idu, 1110d i ti k ujeIII C v Zorec (7) .
'\ )h42 o ( I" - ! ) ) a -

\ ' == f ,

917
' de a reprezentuj ~ v likost velké poloosy a b vyjad řuj e velikost mal é poloosy e lipso idu.
I lLsrota kva .ni čn ých bun ěk se pohybuje 111CLi 1070 - 1090 kg.m:', buňky rodu
Saccharom vce cerevisiae nejčas t ěj i dosah ují dé lek 3 - 15 )fll1 a š í ře k 3 - 4 Jml . Ze
vz )rc () j e patrné ~ že e, 1~ t uj ~ Pr·íJl 1á souvislost mezi veliko ~ tí částice a jej í
.ed imenta čn i rychlostí. Proto j .n t: se rozhod li konfrontovat výs ledky získané ze
~ : 'a omért ~ m éřenim v likosti buněk pod mikros kopem.

Vzorek .vasnic vložíme do zákaloměru a v kinetickém módu programu MZN
n: hrajern pn b ěh ~ dimentace kvasinek. Předpok ládej me. že na začátku ex perimentu
\' "aSě I == O, j ou rozptylová centra o poloměrech r / .> rl > r s rozmístěna rovnom ěrn ě

v ' l érn obj erru 'uspenze (obr.4-1).

o o o I
O o o o o o

O o o O o o o o

O o o O o o O o o

O o o O o o O o o

1/ t J

Obr. 0_ 1 . todcl sedimentace kvasinek a poklesu zákalu suspenze.
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\ l tase I -= O se ~\ 'asil1~u\'l? bunkv /.élL'I1UU pl1Il~ 'hl)\ '~lt ,' \ ' ~' I 11 i r<,)\ 'nu\ 'aZI1~ '111i

rvchlostmi \'(1') \ 'C ,~ 11 1 e rU svisle dolu , Jc"tli).l' ~\ '~lZl'~ ,'\'L,t la prucllazl vzorkem \' hloubce

II
/ I pod hIadi11 o U SU SPe11 ze. pčl k \' ča,.c I. pruili c IIo r III \ T .. t \ 'tl ccI1 tcr o poIo 111Č ru t:

\'(1'.) -

iiI. nep ii .. Pí\ 'aj í k ruzI' t ~ '1u
\ '( ľ , ) .

svazke 111, a tak tyto bu 11 k~ r pr-es tanou pI- i.. PI \ 'tl t k ro zJ t ~ 'Iu. ( oZ .. c projc \ 'Í Pu kIc.. C111

IIi11 te11 zity rozpt~/ Ie11 é11 o Z ~l I'Cll í. Podobnl' \ ' L' ase! ,

ce11 tra o po Io111 é ru t _'1 a dále sc sní51,í \ 'cIikostld kall!

Derivace č a so v é h o prubehu il1tCl11it~, rOlp t ~ ' l u s\ 'l\tLl hch cm sedimentace
obsa11 uj e i 11 for111 ac i o hLl Sto tČ Jl ra\.cl 0Jl oci uh11l).. t i / )(I' ) . t l' li ~, o zastoLl Jl c I1 í rUl II~ ' ch
\ 'ť Iikostí ro7 Pt~ ' Io \ . ~! Ch cent cr \ .c .. t IIcl U\.d ne SU.'Pl\ IIZ i I:Ull k (i l '(I' ) \ 'Šak neIId lcZneI11 c
ph 1110 . aIc \ '~: IIÚSobC11 oU i II tcll1 ituU r\)/ Jl t~ 'Iu II ~1 .i l\dIIU111 l' l\ IIt rLI . ktl \ra t l \/, I ,Ú\ 'isI 11 d I' ( \ l\t.~' I

rozpty lová centra maj: \ 'čtšÍ ucinnv r) llll-l\/. rO/.pt~ ·ILI) , Ph rca lncm I11 L\I-l'IlÍ hudl' nal c.: 'l1a

' 1. cil i " ,
f Ll 11 r-: cc --- - ne tor111 ovan čl je,'"' t0 \'Ii \ 'l\111 IIL\ nulo\ 'l\ ŠIi l, \ ' S\ ' ~1/ .kLI d \ '1 i \ 'L\ 111 tl L\ ro \ 'll U IuL\r tl l\ IIu

dl
ru zIožeII í intc IIz it~/ ZÚrcní pu cl éI PI-í Č I1l\ II o prl 'l j'L\Z II S\ .~ 1/. kLI I ) ~IIL\ I1 l\hII cl L\ II ik ci ~ ' .. PIlll\ 11 a

pod 111 Í11 ka do ko IIaIe rov IIo 111 Č r II éIIo rOli u ístCI1 í rozpt ~ . iu \ '~ 'l ' II l' l \11 tL' r \ ' č as L' I (), I a

č a so v é m pr ůb ěhu intenzity rozptvlcncho zÚI-l'ní se pruj L\\ '1 i vliv k olixani poc tu

ro zptylových center v objemu. z kter ého .jc <huano r o zpt ~ 'l l'Il L\ zú f·Č llí . T ento jev hud e
tí111 výrazněj ,"í, cí111 bud e tc 11 to ob jen1 111 C11 Ší, a l' íln 11 i:(š Í bu cl l' uhjc 111 u\ r Ú IIu :.to ta

ro zPtyl ových center ve vzo rku. k tcr ,'1 \ '.\ 1k IICnu'1:(C b~ r t 11 ikd y ph IišveIkÚ, ab~'

nedocházelo k vicen ásobncmu rozptylu .

RealnÝ prl lběh sedi 111entaCuího cx Jl cr i111 C11 tu jezobrale 11 11 aIIo ř' C IIa ohr,L~ - 2, kcl ~'

jSI11e m ě řil: sedimentaci kvasinek PO (podrobnost i o OZl1ače l1Í lz e nalézt v kapi tu le -" I .) .

I c závisI() sti sedi111e tl tacen Cl ko 11 cell tra c i bUI10k \ r ~, Jl I~! 11 ul o, /.c j C 11 cj v11 odll čj ší l110I"it
sedi111 C IItac i pr-i koncentra ci bUllČ ~ tako \'é, ah~ ' 1 11 11 CPř' es(ll II ) \ .aIo 4() 1.~ 13 ( ,, ( )bjcn1

\' zo rk II by l ) 1111 stejněj ako II VŠťch 11 úsIeci lij ícÍc II C~ per i111 C11 t l 'I , fl ř' i čl 11 aIÝze dat j sInc se
/ (II11 Č ř- i Ii nCl sedi111 entač il í khv~ U 111 Č j"C11 o II \ r Ll hll! ()() (1 11 ), k tcrÚ 11 C11 í Z čl t íže na t Cl k
velk)'111 .~ Ul n c111 ve sro v IIání sc zá~ čl IC111 111Č h~ 11 ~/ 11 1 '., cl o Pf-cd 11 é 111 LIIIlu (/ t) ,

[)erivaci časového prl'lb ěhu zúkalu SllSpl' lil.C b01lelll sccli l11cntace kvasinck . j s l1 1 ť

pucí tali jako rozdíl fUl1k ční ch hodnot /n čj I r podč le l1ý casový l11 int cr val cl11 ,
vysIeel ke 111 so ttvva rového vy hIaze11 í tCl kto z ís~ čl 11 ~I ch ci at j s()u Jl lné čá ry v IIorních čl

prosti-celních g rafech v obrázcích 4- 2 až 4-1) . ( 'asovoll derivaci sed i Jl le n tačn í kh vk y /n

(obr -+-2 uprostře d) jsn1e na základě vý še uvedených přcclpok ladll porovnali se
Lastou penÍn1 jednot livých veliko ,~t í k '( ~i nKových buněk (ob r .4-2 do le) nl ě řených pod
Inikroskopen1. a obrázku 4-.) j zachycena sedi l11entace kvasinek PI , na obrázku 4-4
pak sedin1ťntace buněk pekai-ského droždí,

K vasinky jsnle pozo rova li ponlocí nlikroskopu Olynlpus I X 70 vybaveného
kal11erOU Pulnix T M-765 za použití inlerzního objektivu Olynl pu s U PlanApo,
60 ~ / 1,20 \V , (f)/0, 13 - 0,2 1. K ro zI11 ěro vé kalibraci nlikroskopických snín1kLl jsnle

\')'už il i objekt iv OlYl11pUS LCPl anFI, 20 / /0,40, Cf) /. Ph urc:ování velikostí kvasinek j Sllle
pustupu \ 'ali nú ' I ed o v n ě, II každého vzo rku kvasnic j s n l ~ pof-ídili deset snínlk tl tak ,

~ by 'hOI11 Lacll }t,ti li ctle"poll sto bu něk , obrázky jSI11e p0l11 ocí progranlu L,u cia (j on
, lLtLc h 'v'erze 4 61 pi-evedli do binární podoby, jež je vhodná k san1otnén1L 111ěf-ení

bLně ' , a to jSJl1e provedli v pr,,)granlLi Inl ageJ ] . ~ ~ u V progranlu Origin 7,0 j Slne

/11 HOvili histogran1Y z obsahll prúf-ezú kvasinek , Jeden s lcHlJJ eček v těchto hi sto ~~ran1 ch

( n a p ř" obr -l-2 dule) odpovídá 5 pm2 Histogramy jsou zobrazovány prostorově posunuté
'L či derivaci s e di n1 en t ačn í k řivky a s převrácenou oso u ..Y, aby byla lépe patrná analogi e

di 't r ibuce veli ko 'tÍ kvasinek (obr .4-2 dole) s deri vací sed i ln ent ačn í křivky (obr.4-2

L prost red)
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Obr. -2 .. ' . im nta m charakteristi ka kvas inek PO z kme ne 95, tj. kvasinek p ř d
n. .az ním \ C'K 'l~ . .,\rLlhoře je zachycena sedimentace kv: inek ., kde Zn znač í zákal
, spenz 111 vřen} v úhl 900~ Zf vyjad řuje zákal kvasničné sus penze m ě řený v úhlu 15°.
[j)r()slř ~(1 j La .rcsl na derivace sedimentační kři vky --dZn/dt., jejíž tvar se podobá
{V ' ru i .tribt ce ploch průřezu buněk PO ~ kte rá je zobrazena dole. Je den sloupeček

..,

tomto hi .togr. nu odpovídá ploše 5 ;nn-.

l ' v Vt; iny následujících grafů., kde to podm ínky experiment ů dovolily, j sme pro
\ Vt ; í př hl dnost a porovnatelnost dat zachovali stejný rozsah os.
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Obr.-1-- "\ ... '~ in .ntacru charakterist ika kvasinek I) 1 (kmen 95)~ které byly jed enkrát
pOL žit: při 'v' š ní v ('KT. .\'{'/hoře : edimentace kvasinek Pl , Uprostre d : erivace
~ t: imentačni křivky. Dole: Distribuce ploch průřezů buněk Pl. Vysvětlení veličin lze
n: jít )br ázk L -+-_.

Pomoci mikros 'opu jsnle změřili velikosti pivo .. rských kvasinek PO a Pl
. ml: in" (\ ličinv s inde ern 111 ) i v citrát-fosfátovém pufru (hodnoty označené

ind x m [J) (obr.3-I). Budeme-li považovat počet proměřených buněk N za dostatečný,

pa ' b: I jasné patrný trend nárůstu velikosti kvasinek po přenesení z mladiny do pufru,
' 1 r~ je pravděpodobně způ soben změnou osmotického tlaku prostřed í. Taktéž buňky

p 1~ .te rc již byly použi ty při kvašení v cylindro-kónickém tanku, dosahovaly větších
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rozmé rů n ž bulíky PO. kt ~ré doposud ncby ly na ..al.eny v (' 1("1'. "r ento jt v lz vv v '" tlit
tím. že tar š: kultury. v na šem případe Pl. obsahují \,čL'"'í množstv í starš ích a včtšich

buněk n Ž 111 1adé kultury (PO) (Sinclair a kol.. 199 ))~
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Obr. - ~ ed i nlen tačn í charakteristika kvasinek pekařského drožd í. Nahoře je
obraz .n. .edirnentace buněk měřená v úhlech 90 0 a 150 spo lu s derivacemi těchto

,t i\ .. L jmJstřed: Derivace sedimentační křivky pekařského droždí. Dole: Distribuce
loch průřez ~ buněk pekařského droždí.
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Z obrázku 4-4 vypl ýv á. že buň ky pek a řs k é h o droždí jsou velice drobn é ve r narn
s pivovar kými kmen y a vynikaj i i úzkou distribuci .bsahu pru řezu bun ěk. K vyp "t ní
prům ěrn é plochy p rúř Zll bunk v pekařsk é h o dro ždí ,\n == (2 _ ) Jll11

2 j .. 111 'P užili 14
bun č k. Žádná z buněk pe kařskcho dro>ií stejn č jako pi \ 'O\"(1r .kvc h kva -. in k 1)0. I) 1 a P
e v době 111 " ř ~ní nenachúzcIa vL ~' túd iu pUČení. tlldíž j cj ich d istr ibllce\'e Iik t í a

derivac scdim enta čn í cb kři vek bvlv p0 l110rn0 úzké ve srovn áni s deseti laboratorn ě

pé_tovanými kmeny kvasinek
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Obr. - - _edimen ační .harakteristika kme ne 3. Nahore : Sed imen ta č n í křivky buněk

tohoto cm ne pol s derivacemi těchto křivek. Uprostřed: Derivace sedimentační

.řiv ' ' 111 ne 3. Dole: Distribuce ploch průřezů buněk kmene 3. Vysvětlení veličin lze
nalez \" I g n ě obrázku 4-2 .
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V horní a t řcdn í ca ~ t i obrázku .i . - jsou shrnuty Y)".lcdky .ed imcntac knl n '"'l,\

Z tvaru der] vac dimcntacni k ř i vkv lze vypozorovat urc itou podobnost di tribu í
v Iikostí k\'a inek (obr.-+ -: doIc ). saII10zřcj n1"" nes n1í111c Zapon1ínat na j i -,tá zkr I nL j ž
byla pop ána na zač á t k II této kapi toly. Př: ...c stavovan í hi ·t o g n.l1l1U .1sm c z rn ~ ři Ii plochy
průřezu 147 kva sinek. jej ichz prumcr č in í '\3 =: ( (): _ 2-+ ) )1l11 ~ . e vzorku j 111 nal zli
'"'l 1 ~/o puč íc ích bUI1 ě k .
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Obr. -6 .'e irnenta "ní charakt ri tika kmene 6. Na hore je zac hycen vývoj zákal u během

s dim nt' 'e buněk toho to kmene měřený v úhlec h 900 (Zn ) a 150 (Zf) , Uprostřed je
zobraz -na eriva .e .edimenta čni křivky kme ne 6 ~ dole pak distribuce ploch průřezů

Ln" T .mene 6. Jeden sloupeček v tomto histogramu odpov ídá ploše 5 JlIT12.
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Obráz k 4-6 (nahoře a uprost rcd ) obsahuje informace o .ed irncntaci knl n 6~

jehož buňky do sahoval y plochy p ruřczu ncjcasicj i ')'(1 = ( .+6 _ 1 ) ,.Lm"~ (obr.4-6 dol ),
tuto hodnotuj me vypoč etli z 2 13 bunck Ve vzorku kmene 6 ' C nach ázelo 33 % bun ěk

v tádiu pučení... edimcntacc kI11 CnC () je zachvccna na obr ázku --+-7 .. ' dim nta čn í

křivka tohoto kmene se \ ')T(1zn0 liší od vscch ostatních k ři vek patrn é z d ů vodu pan ěkud
1

nerovnom črn é distribuce ploch pru rczu bunck. jej ich> prUI11Čr hyl .S(\ == ( 73 + 30 ) Jm1 -
(obr.4-7 dol e ). Tuto hod notu j 111C ~ ta11 o\" i Ii na 15O hu 11 kúch. / nic hž --+ --+ % bylo
v různ ém ~ tád iu pučen í.

-~

J ,..

"'O
I

==.-

0,5

14()

Zn
~Zf

-dZn/dt - 1~'"

-dZ e/dt I

120100o4020

100

--- O
U
re:........

60:.D--
"... 40. V

~
..~ r

20 t

O

O

t ( tll in)

--- 0,5 f
==.- 0~4 t-
~

==-- 0,3u
CO

0~2w
'-' O, 1.....,J

"'O

I== O,
~ -O1 rI ,

-0,2 ...

O 20 40 (,0 O 100 120 140

t ( 111 in)

130 105 80
')

S ( J.lm- )

55 30 5

Obr. -7 .. ' dim ntačni charakteristika kmene 8. Nahoi e: S dimentační křivky buněk

.m n spol derivacemi těchto kři vek. Uprostřed: Derivace sedimentační křivky

.menc . Dole: Di stribuce ploch průřezů buněk kmene 8. Vysvětlení veličin lze nalézt
\ ' I ~ " obráz r - 2.
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Průb é h sedim ~ ntace kmene <.) je vvobrazcn v horní a . třed n i č á "ti obrázku 4- ,
kv-a in 'Y daného kmene dorustal v ploch . p ruřczu \ prumcru '9 = ( -9 + 30 ) ,wn 2

(obr.zl- dole), k určení této hodnoty .i ~'111 C použ.i li 147 bun ěk. :: % z nich v tu dobu
puč 10.
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Obr. ' ed i nlcn tačn Í charakteri stika kvasinek kmene 9. Nahore je zachycena
, dim ntac .vasinck. kde Zn značí zákal uspenze měřený v úhlu 90°, Zf vyjadřuje

L ,' ' . I .v' sni" n é -. ' penze měřený v r hlu IS°. Uprostřed je zakreslena deri vace
imentačni ' ř i v k) - dZn/dt. Dole je zobrazena distribuce ploch průřezů buněk kmene

. J den '10 pťČe.' v tomto histogramu odpovídá ploše 5,um2,
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Obr. -( ~ 'edinl ~ntační charakteristika kmene 11 . Nahore . Sedimentace buněk kmene 11
m v ř -ná \ - \ OL Lhl ech 15° a 90°. Uprostred: Derivace sedi men ta č n í křivky kmene 11 .
Dole [Ji .tribuce ploch průřezu buněk kmene ll. Podrobněj ší výklad veličin je podán u
ibr, L. /

, obraz r -+ -9 jsou znázorněny sed i men tač n í charakteristiky kmene 11 , jehož
zor ' ob .ahoval 8 % puč ících bun ěk. proto i průměr ploch průřezů jeho buněk

./ / ~ ( O _ 33 ) ;ffi1
2 patři l spolu s kmenem 12 ~)/2 == ( 80 + 32 ) JLl11 2 k největ š ím. Pro

' t ~ nov ní průměrné veli kosti jsme v případě kmene 11 použi i 120 buněk a pro spočtení

./_j sm využili 152 .vasinek, z nichž 40 % tvořily buňky p číc í. Kmeny II a 12 mají
lrni p obn é istribuce elikostí buněk (obrázky 4-9 a 4-10 dole) i záporně vzaté
rlv: ' ed imentačn í c h kři vek (obrázky 4-9 a 4-10 uprostřed), což ukazuje
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pol hlivo t m ěření edirncntace kva .inck pomoci zá ka l omč ru l ZLJI) jako pr t ř dku
k ur č en: y liko ti buněk.

V horní a středn í č ásti obrázku 4- 11 .l l: zobrazen prubeh .cdimentace kmen 26..
prům ěrn á plocha průřezu bunck tohoto kme ne íosahovala ,\ _,() == ( - 6 + 21 ) Jml ~ .,

při" em ž hodnotu j sme vypoč etli ze 109 buněk .. z nichž 48 % pučelo.
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Obr. - 1O Sed ím ntacru charakteristika kmene 12. Nahore : vývoj zákalu huněčné

' L 'penz běh m sedimentace kvasinek kmene 12. Uprostřed: Derivace sedimentační

.ři , /) I mcne 11 měřené pod úhlem 90°. Dole: Distribuce p och průřezů buněk kmene
1_. Podrobné] "í V)' . lad veli č i n je podán II obrázku 4-8 . Vyvinutou metodu měření

, dim nta .e .vasinek nazval doe. Ing. Petr Sladký, CSc. Sedimturb.
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Obr. -1 Sed i menta čn í charakt ristika kmene 26. Nahore : Sedimentace kvasil ek
rmen 26. Lpro.\'lřeLf: Derivace sedimentační křivky kmene 26. Dole: Distribuce ploch
prúř Zl bi né k .mene 26. Význam veličin je popsán v legendě obrázku 4-8 .

L ň ': .m n 32 nabývaly průměrn é velikosti S'3 ] == ( 60 + 26 ) jfm
2

, kterou jsme
změřili na 143 .vasinkách (obr.4-12 dole). a ob ráz ku 4-13 je nakreslena distribuce
, . liko -ti 20 buně r rmen 95, z nichž 37 % pučelo, aritmetický průměr ploch průřezů

br n" r tohoto kmene činí 5 '95 == ( 53 + 27 ) j nn
2

• Vzorek kmene 98 obsahoval 42 %
p ., Í ~í .h .vasinek a průměrn á plocha průřezů jeho buněk byla 5 98 == ( 81 + 30 ) jLm2,

ho nota byla .tanov na na 154 buňkách (obr.4-1 4).
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Obr. -12 ~ ' irnenta čn í charakt rist ika kmene 32. ahore je vyobrazena sedimentace
, ' I sine ' .m ne 32. Uprostred se nalézá graf deri vace sedimentač n í kři vky km ,ne 12.
Dole j zn ázorn ěna distribuce ploch průřezů buněk kmene 32 . Význam ve l i č i n je
p rps: n \' l e gendě obraz .u 4- .

J" asin /) .rnene 32~ mezi nimiž jsme nalezli 33 % puč íc ích buněk , byly
L lov ány z mladin) po 10 dnech kvašení podobně jako buňky kmene 3 nebo 95 . Kmen

9 - pod l t: bulky 3- 1 je hluboko prokvášejícím kmenem na rozdíl od kmenů 3 a 32, je "
~ řa í mezi .rn ny tředné prokv ášející mladinu. To mimo j iné znamená, že kultury

1 ~ chto ' Dl nt potřebují kratší dobu, aby dospěl y do stacionární fáze růstu , v které ji ž
l ň 'Y nepu ~ í. Desátý den kvašení byly z mladiny izolovány ještě hluboko prokvášející
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klnenyl 1 a 12_jejichž \" Zorky obsahovaIy / načné mnoŽství puč ících buněk (4 a 4O0/0).
4 % buněk ve tádiu pučení .c nal ézalo takt é> ve vzorc ích kmen ~ 26. j ž patří do

.upiny hluboko prokvásejicich kmen u a nav íc hyl spolu s ostatn ími km n 6, , 9 a 98
odd "len od mladiny již dC YÚ1 ) ' den kva šeni.
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Obr. - 13 im ntačn í charakteristika kmene 95 . Tyto buňky byly pěst vány
, " asn -rn vál ~i v VÚl)" na rozdíl od buněk kmene 95, jejichž charakteristiky j sou na

ob raz --í -h -2., - j či 4-15 . ~ 'uhoře : Průběh sedimentace kvasinek kmene 95. Zn
označ j z ákal suspenze měřený v úhlu 90°, Zfvyjadřuje zákal snímaný pod úhlem 15°.
l I)ro.'/rec/. Derivace edimentačn i křivky kmene 95. Dole: istribuce ploch průřezů

un č , "nl ne 95 .
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Obr. . - 1/ .. 'e í i rn e n tač n i charakteristika kmene 98. Naho rc: edimentace kva inek
' 111 ne .' . Lprostred : Derivace d imentační kři vky kme ne l 8. Dole: Distribuce ploch
pn, rez; buněk ' ll lene 98. Význam velič i n je pop sán v legendě obrázku 4-8 .

Prv ní dva grafy na obr.4- 15 zn ázorňuj í průběh sedimentace kvasinek kmene 95
L proxoz pivovaru. Podle ploch průřezů buněk lze usoudit, že tyto buňky již byly
minim ál ně jednot po žity ' e kvašení v CKT (bližší údaje nebyly k dispozici), neboť

.osahovaly pn měrné velikosti Sp == ( 72 + 14 ) Jlll12 (hodnotu j sme určili z 340 buněk).
Z obr ázku - 1- ( ale i upro třed ) je patrné. že i tyto buňky stej ně jako PO a Pl byly
o brány v stacionární fázi růstu .. protože mezi nimi nebyly' nalezeny žádné pučící

bun r ; ' . ' ] ento ťakt se projevil poměrně úzkou a vcelku symetrickou distribucí ploch
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průřezů buněk (obr. 4-1 5 dole) i d .rivaci sed i mentač ní k řivkv (obr.4- 1- upro . t ř d). kt rá
nabvvala v rovnání -, de ~ e t i v\"še ZKO UI11an' "Ill i krnenv úzkého ma .irna . vý oj

w _ ..

dirn ntace tohoto Knl .nc j sme měř: Ii ~ frekvenci načítání dat 10 kund. pr tož t nto
knlen kvasineK hyl poIIžit i pro 1110 ř cní rllzn)"ch tlokuIačních závi lotí, kter é b 10
vzhl eden1 kry'chlo t i ~ ~ j aKou tloKulaCť probíhaIa ~ nII tno yzorKo\'at každ Ýchl O
V ostatních dimcntacnich experimentech hyly hody m ěřeny Pl) 30 s .kundách.
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Obr. -15 ...edim entač nt charakteristika kvasinek P (kmen 95), které byly použity při

, ašen C T. .\'(lh(Jře: edimentace kvasinek P. Uprostřed: Derivace sedimentační

. ř i v .v. Dole: Distribuce ploch průřezů buněk P. Vysvětlení veličin lze najít v legendě

obr ázku - .
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v~· ledkem y"ech v ýše zrn in '" nvch s e d i men tač n í c h xp rimentů j obráz k 4-16,
kt r)' zo braz uj vztah mezi velikost í bun ěk aj -j ich sedim ntací a v budoucno ti by měl

slouži t jako kalibrační k řivka. : 'a svisle o se jsou vynes ~ny průmě rné hodn ty Y lik tí
průřezu buně k . na vodorovn é pak casova ma.. ima záporně vzatých d rivací

dim ntač níc h k ř ivek. které jsme získali nafitovan ím patři čných z ávi 10 tí pomoc í
programu Oriuin 7.0. Bod v v t0l11tO urafu maji stejnou baryu jako d ri ac

'--' .,I ""- ...... ...

sedim nta čn í k řivky či distribuce velikosti bunck daného kmene. aby j '~ bylo možn é
nad no id ntiťi kovat. Tuto př-í 111 ku S == (J. L d/ II d: - +- h lze využi t k orientacn í111 U v)!p čtu

veliko ti kva inck a z tvaru derivace scdirncntac ni charakteristiky lze tak ' určit. v jak'
fázi růstu se kul tura nach ázi. tj. zda obsahuje puc ici buňky. Pokud budern znát i ča

odebrání buněk z ml adi ny .. 111U/el1le Ze zastoupení pučících bun ěk usoudit .. jak bude
dan ý kmen prok va šovat mladinu a pod le toho korigovat čas .. jež hy mčlv kva inky
., tr áv it v 1111 ad ině_ah y .j i sprÚvnČ prok\ asily.

')

h =- ( 12 - _ 11 ) )lIl1 -

")

Koe f cient poIchIivo ti R- Přcdsta\ 'LIj e indikátor v rozsLlhu O až 1 LIdav ajíc i, j ak přesně

odpovídají předpokládané hodnoty závislosti skutccn ým narn éřcným datům .. v t ' to
") 1

souvislosti lze považo vat R- == (L 7 --+ ~ za uspokojivý výsledek. Koeficienty u, h i R- lze
. arnozřej mé je .~ tě up řcsnova t pf-i da lších c..pcri mcntcch . /árovcI1 lze předpokl ádat .. že j .~

1110žné e stroji t podobnou závis lost pro každ)' kmen zvlúšť tak .. že by jednotlivé body
reprezentoval y různ é stád iunl \')'vojc kullLl ry.
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Obr. -16 ~ alibrač ní křivka pro V)'p )č et prům ěrn é plochy prů řezu kvasinkové buňky S
I: v, sového maxima záporně vzatých derivací sedimentačních kři vek měřených v úhlu
OJ (td/Il dt 111a ). Barvy b id ú pří lt ší jednotlivým kvasinkovým kmenům tak, jak byly

L ' v d ny v obráz ích 4-2 až 4-15.

šcchny sedimentačn í experimenty proběhly při ep l tě 25°, výjimkou
t platní z ávislosti sedimentace kvasinek . Při měření edirnentace je nutné zachovávat
'on .tantni t plotu. P oto ž při vyšší teplotě buňky sedimentují ryc hlej i, j ak je v i dět

L ) brázk -+- 17.
Rozdíly hodno t sed i men tač n íc h rychlostí jsou zřejmé z tabu lky 4-1 , které by ly

:p V t n., podl e vzore (8). V tabulce 4- 1 jsou uvedeny hodnoty hustoty a viskozity
o : při různých teplotách převzaté z tabulek Brože a kol. (1 80) a vypočtené rychlosti

im nta ' ť .vasinek při daných teplotách. Inte rvaly ryc hlostí zoh ledňují rozpětí

rozrn "rl a hustot cvasinkových buněk (hodnoty hustoty a veli kosti kvasinek byly
L v d n-, v úvodu této kapitoly). Ic lze však předpokládat, že hodnoty sedimentačních

ry 'hlo .ti v tabulce -1 bl dou zcela odpovídat teplotní závislosti sedimentace, kterou
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j 111 m ěři l i. proto že naše m ě řc n í pro bihala v citrat -fo .fátovérn pufru, j h ž hu tota a
viskozita nej ou ze cla toto žn é ' parametry vody. nav íc použit' buňky n byly m ěřeny

pod 111 ikro kopem. tud íž ncn í zn áma pře .ná distri buce .i :\j ieh v :.1 iko tí.
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Obr.4-17 ahoře je zn ázo rn ě na teplotni závislost. sedimentace kvasinek kmene 95. Zn
vyjadřuj zákal suspenze měřeny v úhlu 90°. \/ dolní části obrázku je zakr lena
teplotní závislost derivace sedimentač n í kři vky knl \ e 95.

Tabulka 4-1 : Tcplotni závislost rychlosti sedimentace kvasinek S'. cerevisiae. Rychlost
\' jL vypoct na podl vzorce (8) za pouzi ti hodnot hu toty p a viskozity '7 vody při dané
teplot ě .

[ !J 'I v
- -- ---
0(-' kv m J - I k I - Irn . 'o .s 111.S

20 99 ,2063 1,0019.10-) 3 - 10-7 - 1 C) 10-6., ~. , . .,- 997,0480 0,8909.10-J 4,0.1 0-7 - 2,2.10-6-)

30 995,651 1 0,7982.10-) 4 6 10-7 - ') 5 1r:~i), . ...., . d

lokulace kva inek

zhledem k tomu .. že doporučená koncentrace buněk pro optimální průběh

t o ' d ar by měl a přesahovat 2.10
7
buněk/ml, tj. Zn > 150 EBC a formazinový standard

j po ze 1000 E'BC (viz národní norma ČS 27027 přijatá 14.1 .1994), dal i j sme
v t ' to . pitol přednost prezentová.ní výsledků pomocí absorbance. avíc při v l áště
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yy ok ých koncentracích bun '; K'ť .1 ii, upl atň uj e i viccn á ~ )bn)' rozptyl v étla, kt rý by
zkre ~ IiI hodnoty uvádén é v Z ť i ln. tj . p )1110CÍ z ákalLI mě ř .ných v úhl ch 1 "' 0 a 90 °.

1 .a obrázku 4- 1 ).1 zobrazen typick y prubeh flokulačního xp rirn ntu. D
z ákaloměru UZLP jSI11ť vložili zkumavku se 4 n11 kva . n ič né su pe nz a magn tick ' 111
míchadl cm. pustili m eřc ni i mícháni vzorku . Po prvn í minut ě m ích áni j 111 přidali. 1 1111
roztok II O~ - M CaCl ~.2 H20 v citra: -ros tátovcm pu ťru pl-I 4.: (výsledn á koncentrace b la
100 JnM). Pok le ab orbancc v důsledku tohoto nařcdeni suspenze označuj první šipka
v obr ázku 4-18. Dodaním vapenatych Kat iontu jSI11 ť splnili posl -dní podm ínku. aby
1110hla zdárně začít flokulac c Kvasinek . '- uspcnzi kvasnic jsme michali dals ích 1'" minut
až do dosaž .ni rovnovážného stavu .. b ěhem toho to č as u se postu pn é formovaly hluky
kva: nic . .Již záhy po přid á ni vápcnatýcb iontu by ly shluky kva sinek po zorovateln é
pouhým OkeI11 a po 3 minut ách bvlo n10žné s patř i t pom ěrn é velké hluky kva inek. jak
se pohybuji v relativnč č i ré m objemu. ' r c s n č před vypnutirn m ích áni do ahovaly hluky
kva inek vcliko ti a i 1 111111.

) -.... -

2
-

. ~

7 1.:
2

o
() 15 30 45 60 75

t ( tll i11 )

90 l OS 120

hr.4-1 Floki lace a edimcntacc kva in ek kmene 95 z pivovaru . První šipka
ozna ;uj přidání 1 111 1 roztoku O.) M ( 'a('1 2.2H 20 v citrát-fosfátovém pufru pf-I 4 ~ 5

(vyslcdn á koncentrace 100 I11M~ -~96 . 107
bun ěk/m l ). Druhá šipka ukazuje na č as, kdy

h: I) vy pni to m ícháni suspenze. B ěhem následující minuty se usadí hluky kvasni c a
r )t~ u} s dirnen tuj í pouze volné buňky .

Drt há šipka v obrázku -+ -1 ~ pozornuje na č as, kdy bylo zastaveno míc háni
~L spenz .. během následuj ící minuty se usadily všechny shluky kvasnic a ve vzorku
Ll stal: pOL z jednotlivé buňk y . které postupně sedimentovaly. Tvar edimentačně­

t ) .ula ;ní . ř i vky po sedmnácti minutách od začátku měření se tudíž nijak nel išil od
se imcntacní . ř i v k y téhož typu kvasnic uvedené v obrázku 4-15 (nahoře). Sedime ntaci
J II itliv ý 'h .vasinkových buněk j sme s podrobně věn ' val í v minulé kapito le, pf to
I. ál bt ern Lvádét pouze flokulační části experimentů .

V obrá zki 4-19 je zaznamenána závi lost flokulace kvasinek na délce míchání
sp nz . Z obráz .u je patrn ' ~ že míchání po dobu jedné minuty je nedostatečné pro

navOl. ní t okulace. po vypnutí míchadla totiž absorbance vzorku neklesla, protože se
ncvytv oř i ly shlu y kvasinek, jej ichž usazením by se mohla snížit. Je zřejmé , že pro
ini .io ani f o culace je třeba uspenzi m íchat , dokud se nezačne zvolna snižovat
ab orbanc a v ideál ním případě s vypnutím míchadla vyčkat až do doby, kdy se
ab ~ rrbancc u tálí na určité hodnotě . Výhodou použití magnetického míchadla je, že

o sahuj v ýborné reprodukovate lnosti , neboť jeho rychlost (200 rpm) je pevně dána
možno strni motorku. proto je také průběh ostatních křivek v obrázku 4-19 ve společném

, ~ , l ze la totOŽI1\'.
0/
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Obr.4-19 Závislost ílokulacc kvasinek KI11 enC 95 na délce mích áni p ři koncentraci
1~26. 107

buněk/ml

Závi lost flokulacc kvasinek na délce mích áni j sme zm ě řili na kvasink ách
.mcnc 95 z pokusné ho (' K 'I" ve Vl ;P~' (ohr.3-3h .. pro jednoduchost ozna čme ty to
kvasinky V) .. dalš í flokulačn í charakter istiky j SI11e však muse li prom ěřovat na
kvasinkách kmene 95 7 pivovaru (obr.3-3a .. pojmenuj me je P).. protože buňky V b ěhem

nás I ~duj ících dvou dnů zcela / tratiIy Svou schop nost tlokulova1. Jednou z příč i n ztráty

tlokulence m ů že být i to .. že jSI11ť ve vzork u nalezl i j isté množství buněk ve stád iu
pučení ' 1 specifický llokulační protein .. jenž se podílí na fl okul aci , je syntetizován až na
.onci buněčného cyklu. Proto jSI11ť pozorovali u buné k V ce l kově slabší flokul aci oproti

bUI1Káll1 P. toto tvrzení dokládá i to.. že pro vytvoření max im álniho počtu a velikos ti
shl ukú buněk j 111 v případě kvasi nek V potřeboval i 40 111inut , zatímco při totožných
po " á t cč n i c h podm ínkách jsme u kvasinek P dosáhli stejného tavu j iž za 15 minut (viz
obr.4-21~ kane ntraee 1~3. 107 bunék/rnl ).

,-
---- - -------,
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I
- ~

2,4

10 mM
SO mM

- 100 n1M

2 I-
< 1~6 '

I., -

(),

o 5 10 15
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Obr. I -_O l ávislo t tlokulace kvasinek kmene 95 na koncentraci vápenatých iontů

. fa obrázku 4-20 je zaznamenán vliv koncentrace vápenatých iontů naflokulaci
.vasine .. znate lné rozdíly jsme nalezli pouze v několika prvních minutách po přidání

roztoku chloridu vápenatého. Při menší koncentraci (10 mM) se shluky kvasnic
fo movaly pomaleji , přesto po vypnutí míchání a usazení shluků kvasnic byla
, sorbane vzorku při všech třech koncentracích velmi podobná, lišila se o + 0,03 .
Při oz ná .oncentrace vápenatých iontů v mladině bude nepochybně o něco nižší, ale
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v kniz Kosaře a Procház ky (:2 OOO)_jež: ~ t: j iI S k \ ' I111 i ob" ím ě z111 iřluj o 111nož tíl á t k ~

kter é mají a naopak nesměj í byt ob sženy v mladin ě. aby bylo mo žn é v robit k alitní
pivo , je t nto a pekt komentov án slovy. že v ápníku m á b~·t v mladin č do tat k. avíc
obsah vápn íku bude pat rně siln« závi ~ I ~ ' na surovinách.. kt r é konkr étní pivovar používá.

Z ávislo st flokula c kva 'nic kmene 9 _- na koncentraci bun ě k vy tihuj obr.4-21.
· e vzrů staj ící kone .ntraci bun ~" k se po .tupn é zmenšuje po čat e čn í vodorovná fáz ..
b ě hem níž "':\ t\ 'OI4í mikroskopick é shluky buněk . Při nižších koncentracích buněk je i
111enší pravděpodobnost srúžek.. p ř· i nichž se po~ tup ně nabaluj í da I"í a daI"í bllňk -i •

ZvIáštII í111 pří pad e111 j ť koncen tracc :2 _25.1O() bune k!1111.. kt rá j ť již tak vy k á , Ž

tvorba shlukII v Zhledcm k j ej ich vcIké111 U počtu ncprojev í pokIe se111 S igIIáIu.

~~~~~~~~~~~~~~~~ --~ ~ :-, 1-11il ~ -buněk/lll1 l
16 111 i 1. bun ěk/ml I

22,2 mi1. buněk/1111

3 1, 1 111 i1. bun ěk/ml

59,6 111 i1. bun ěk/ml

---.- 225 111 i1. bun v k/ml

0 4,

/
- ~

---. ! J- -~-

~
~

~ 1,6

o 5 10 15 20 25

t ( 111 in)

Obr.4-2 1 Závi slo st flokulace kvasinek kmene 95 na konce ntrac i bun ěk . Po první minutě

m ěřeni hyl přidán 1 1111 rozt oku O~5 M C~aC'1 2 .2H 2 () v ci trát-fo sfátov ém pufru (výsledná
.on ~ ť ntracIOO 111 ). Flok ulaci j s111cin icio\'aIi 111 íchá níln su penze podobul 5 111 inut.

Vliv teploty na fl ok ulaci kvasinek ilustruje obrázek 4-22 . Vzorky kvasin ek j sm e
před m é řenim nechávali vždy něko lik minut vytemperovat v lázn i z á ka l om ě ru na
po žadovanou teplotu. Při teplot " 30°C' jS111e pozorovali ilnou inhibici fl okulace, a to j ak
" i b é míchání vzo rku. tak po jeho vypnutí. Vyčeření uspenze př i této tepl otě bylo
výrazn é nižší než při 16°( či 20°(' . Tepl ita 35°C narušila mechani sm us fl okulace do té
mírv_že 'e nevytvořily žád né shlu 'Y kvasine k. Z obr.4-22 taktéž vyplývá, že při tep l otě

16°( ' j flo culace nejvydatn éj ši. což j~ vce lku přirozené , protože tato tepl ota se nej více
blíží t pl t ".. při které probíhá kvašení v C KT. Z technických důvodů j iž nebylo možné
t ep lo t suspenze dál snižovat ( z á kalorně r ZL,P není vybaven příl i š vý konný m
termo statem). proto doporuč ujeme pro účel y testován i fl okulace kvasinek teplotu
měř ní ~ O°C' ~ popřípadě 25°C jako kompromi s mez i laborair rní teplotou ., tec hnickými
rr ozno strni t rmo statu a požadavky kvasinek.

fo I) .ulaci .vasnic lze podpořit různým i způsoby m ícháni, tři z nich zobrazuj e
obr. -_.3. vý .hoz í koncentrace byla ve všech případech totožná (8., 8.10 7 buněk/ml) a na
b ň ' : j '111 P 0 sobil i jednu minutu, např. uspenzi kvasnic j sme během této doby 30
proj li pí nov ým rníchadl m. Čern é křivky naznačují., jak by vypada la sedi mentace
j norlivých b ně ' při zdánlivě stejné koncentraci buněk . Hlavní nevýhodou při pou Vití
vortex j to .. že vzore ' je nutné vyjmout z měři c í kom ory zákaloměru a některé rychlé
procc ~ j tak. mohou proběhnout ještě d ř í ve , než se nám ho tam podaří po promíchán í
op "t .ratit. . iaopak magnetické i pístové míchadlo lze použít přímo v zákaloměru .

'ort x a zv láště pa ' pí tové míchadlo patrně generují celou řadu různě velkých sh l uků

. a .nic so udě pod le pozvolného poklesu absorbance v prvních 50 m inutách ., během
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j dn é minuty po vortexování j 111:' pozorovali pod bný propad ab orbanc jako při

použití magnetick ého míchadla . toto sníženi ab sorbance vypovídá o u azo ání clkv ch
shluků kvasnic. Křivky na o h r. ~- 2 "\ j sou vu č: ' o bě posunuty. protože jak magn tick é,
tak pí tov é m íchadlo bylo ponořeno do kapaliny. tudí ž C lkov é obj 111 ' zorků

vz áj ~111ně lišil, '. B z zaj ímavos ti ncn i ani to. že ač jsme m íchali u p 11Zi magn tick ým
m íchadlem pouze jednu minut u a od promyti kvasnic v době měřen í ubéhl již týd n.
kvasi nkv vcl 111 i vvdatne fl oku 10\ 'a1 \ ' na rozdí l od kvasi nek V (obr.4-1 9). které by ly. ~ ~

prornéřov ány pouhý jeden den po promyt i. nut no vsak při znal. Ž koncentrace bun "k V
byla t ;lllČf- sedmkr át nižší.

. ... . _...

).....

2.4

' --' 2
-
2 1.6

«
1~2

O ~

O ~ 4 -

()

-.

--+- 1()O(

200
(

25°(
30 0

(

35°(

"'-~....

10

t ( 111 iII )

15 20 25

Obr.4-22 T cplotni závislost flokulace kvasinek kmene 95. Ve všec h případec h jS111e

tl )kII1aci inic ioval i přidán í111 1 1111 roztokII 0.5 M ( 'aC.'1~ .2H~O v citrát-fos fatové 111 PII frLl

pll ~ .5 (výsledná koncentrace 100 111M. 8.45.107 bunék/rn l) a patn áctiminutovým
mich áním su penze .

pístové míc had lo
magnetické m íchadlo
vortex

.3

) -
-. ~

2

- 1. -
2

«
O. -

O

O 20 40 60 80
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Obr. -2 -:' Závislost tl kulace kvasnic na druhu míchání. Ve všech třech experimentech
by l: počat ční .onccntrace buněk totožná (8.8. 107

bun ěk/ml : a vzorky kvasinek jsme
mic ' li 1 min. Č' m é kř i vky nazna čuji , jak by vypadala sed imentace volných buněk při

L ánli ." st jn ' .onc ntraci kvasinek .

Tabulka -2 obsah uje nejen koncentrace buněk při j ednotlivých měřeních , ale i
náv rh vyhodnoceni flokul ač ních testů. Veličiny F l až F4 j sou definovány následujícími
vztahy, de ~41 značí ab orbanci v daném čase :

F = A I II) - Al ťl OO .100%
I

~4 1 I ()
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l ř , vyjadřuje Z 111e tl U absorba nce \ ' d ůsl edku formov áni shluk ů kvasin ek (roztok chloridu
vápenatého j sine přidali \ ' 1:00, ča s 1: lOje tedv první s konečnou konc ntrací buněk ,

hodnota abso rbance v 16:00 je poslednnu bodem p řed vvpuutim michani) Parametr 1,'\
popisuje, jak se dík}' vvtvoieni s h l u k ů kvasinek zkoumanv vzorek postupně vvc řu je

I
' .·1. , J -- • --II . , O

" - _.:--..:. _' - ', I I , I () () o o (1 )
.·1, II I

I "~ hCl dno tÍ PukIcs absorba11 CC 7 Pl'} sobl'\11 ~ . tl okul :l l' Í, tc IItopara111 Ct r v sube spojuj e z111 enu
absorbatl cc \ ' dCI sledku t\'orb~ ' .. hIukII i j cj ich us(i :«)\..u1Í a jC 11 cj\'Íce podob11 ) , vCIič i nÚ111 ,

které jsou pOllZÍ\'ÚIl~' \' li tcr.uuic pro popis tlo ku lacc. Ilcj l'ast0ji se toti z uvad i
pro cctl t U (1111 Í Z 11 1ě II Cl absorbaIIce pi cd a po flok ulCl ci k\'Cl siII Ck. .·1 \7: I() je Cl bso ľba 11 ce po
jedné minut é bez micha ni tj . po usazení shluki) kvasnic .

·1 - ·11<-= '-' l_lll__' _~; . 100° o ( 11)
, , ~1 1 ] 1\

I'"\ Shrnujc cel kovou z n l e11 U absCl rbaIICC po :2) 111 inLl túcII 111 e f'eII Í, te11 to údaj sc zpravicl ICl

nijak výrazně ncliš: od hodnoty' I ,'~ , coz s \ 'čdč Í o tom, že hchcm prvni minutv po vypnutí
111Í chad la se usad i ly všec hIl :l sll Iuky kvCl sinck Pokucl nás zaj í11lÚ pou z ~ vlastní
tlokuIace, tak nenÍ t1-eba tento fa kto ľ již p u č Ítat .

~1 - II
t, ~ _1 _11

_' ()(_l-~ I~l l ~ . 100°-'0 ( 12)
/1

1
( , ll/ I

Poslední z veličin vyjadiujc. iélk~ ' podíl lna na pok lesu abso rbancc sa motnc usazcm

.. hluku kvasnic .

T ahul ka 4-:2 : Vyhod noccní flokul ač, 11 ícII tes tL'}

Popis testu c: I.' I.', j. ~ I,'
I -l------ - -- - -- ---

bunck / lni o / o;; o ' 0/0/ 0 I o 10

()br .4-20 - 10 111M 1,27. 10k 9 ') 7 1~ 8 72,0 6X 9
~ , ,

1,27.IO k
---

()br.4-20 - 50 111 I I - 7 1,4 7n,0 67,J-,)

1,27 . IOx
_._--

()br.4-20 - 100lnM 9,0 69,8 () ~~ , I 66,8

Ob r.4-21 2,25 .IOx '=) I 69,9 ( )X ~ 9 68 ,3- , -

Obr .4-21 5 ~96 .107 '"'ll '=) I 74~O 7 3 ~6 6 1,5- ) - , -

()br,4-21 .3 ,11 .10
7 46 ~ 69 ~4 72 ~2 42,8, .

Obr.4-2 1 2 ~22 . 10
7

I ) 0,-+, ()7, I 67,2 ~ '"'l 7-., ,",

1,6 .107 ~ ._ _ ._.._..t---_.

Obr.4-2 1 <1,7 - 9 70,J 29,3()) ,

Obr --+-21 1,3 . 107 40 () 62,5 65 ~3 2)~6,

Obr 4-22 -- 16°(' 8,45 .1 07
21 ,1 8 0 ~ I 82,8 74,8

Obr --+-22 - 20°(' 8,45 .1 07 2),7 80 8 79,8 72,7,

Obr ~-22 25 °C~ 8,45 .1 07
25,0 74 9 7- I 66,5, ) ~-

8 4'=) 107 - ----
U bl' -+- _2 -- 30U

( ' 16,5 47,7 48,0 -) '7 _4
~ - .

..:.- ._--

U bl' -+-22 -- .3 5°C~ 84~ 107
4,.3 ~ 8 6,8 -O ~, - . -,, , -

a čn í te ty

Děj i , které pro bíhají v buňce b ěhem acidifika čniho testu , j srne se podrobně

zabvvali v kapitole 2,3 .2 ., proto se nyní sou střed i me na samotn ém é řen í acidifikačních

te ~'l ll a jejich vý ' ledky. a obr.4-24 je znázorněn typický průběh acidifika čniho te stu, ,
ll ' méienv na kvasink ách kmene 9 z VUP
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Kva inkv isrne rozm íchal i v de .tilov, ne vod ě ~ pl-f upraven ým na h dnotu 6.. 3 ..
15 1111 t éto su penz odpipetujeme do zkumavky a pustime 111 ~f4 ní. B čh m prvních
deseti 111 iII IIt j 111 e pozorova1i.. j ak k \"a inky pontanné nižují pI-I.. zatí111 Co op tickÝ igná I
se nem ěnil. Po uplynutí deseti minut dorovn áme hydro.. idern sodným pH u p nz na
6.3. př idav ání hydro:' idu \" Yt \ "oř í skoky v ki· i\"ce 7 n. pro tož ř dě IIí II P nz kva nic
vede k ~ snižov ání zákal u. Poté. co se pll suspenze ust ál í na hodnotě 6.. ' .. přid ám

k su penzi kva nic 7 -O )/1 21 .8 % glukos v (\ ')"sledná koncentrace 60 111 ).. což e
proj ~ví posledn ím výrazným propadem na k řivc e z ákalu. Od tohoto okam žiku kva ink .
zpracov ávaji vn ějs: zdroj energie (glukos u) Ll dá le .'nižuj í pll okol ního pro třcd í . B ěh 111
tohoto období zpravidla opti cký sig nál 111Í rne rostl jako v p ř ípadě kmene 9 n bo Zll t ával
konstantní. tento jev 111ÚŽe být způsobe n zvctšov ánim objemu popřípadě délen ím
jednotliv ých buněk . protože suspenze všech kmen ů obsahovaly znač n é množ.. tví
dělících , e buněk v ruzn ém stádiu pučen i ( \"i z kapit ola 4.1 .).

12 -
-....
U
CO

120 LW--c
115

11o

6,5 ' -
I

pH

6 Zn

"'T'" - ,5
o-

4 - J.. :4 I

O 4 12 16 20 24 2 32 36

t ( 111 in)

Ohr.4-24 Acidifika čn í t -st pivovarsk ých kvasinek kmene 9. Po 10 minut ách m ě řeni

vyrov nám pl-I kvasničné susp -nzc hydroxidem sodným na hodnotu 6., 3 a přidáme

roz tok gluko y. koky v hodnotách zákalu (Zn) \) ipovidaj í ředění suspenze kvasni c
hyd roxidem nebo roztokem glukosy.

V tabule 4-3 a na obrázku 4-~ 5 je shrnut průb ěh acidifikačních te st ů deseti
.m .n ú pivovarských kva inek . Hod n ) t)" v abulce byly vypočteny podl e ná ledujíeíeh
vzor 'L. kde pH _- znač í hodnotu pl l po ~- minutá ch m ěřeni, obdobně pH 10. Změnu pH
v první č ásti aci di fi kač n í ho testu bez SL bstrátu vyjadřuje veliči na i1pHI. v ývoj poklesu
pH l spenze po přidání ub trátu harakterizují veličiny pH2 a i1pHJ, kde pHo
značuj pře nou hodnotu. na kterou j sme upravili pH suspenze těsně před přidáním

glL 'osy, v ideálním případě je tato hodnota 40vna 6,3. Acidifikační sílu kmen ů jsme
rči l: Zť dvou časových obdo bí (API a AP 2) .

pH I == 6,3 - pH_- ( 13)
pH2 == pHo - pH_- (14)
pH , == pHo - pH 10 (15)
P1 == pH 1 +i1pH 2 (16)
P2 == pH 1 T pH , (17)
tabulce -3 j - dále uvedena hodnota pH n, jež byla změřena po uplynutí času t f)

o při lan i glukosy. uspenze byly během této doby uchovávány při teplotě 25° , při

níž probíhala i jednotlivá měření. Posledním údajem v tabu lce 4-3 je čas to, který
zabrala příprava daného vzorku kvasnic , než bylo spuštěno měření, jehož výsledky jsou
n obrázku -25 ( naho ře ) . Délka času to II kmene 12 (6 min) vysvět l uj e, proč e
neobj evi] typ ický' pokle pH v prvních minutách měřen í. Pro lepš í vypovídací schopnos t
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prvn i čelsti acidifikacn.ho testu bv hvlo nutné zajistit konstantní ca ,-' připravv vzork ů ,

nebo po 1110C í stopek stanovi t pr-esn~ ' l'Cl S t. ; Cl bv bvlo 1110zné naměřen é kři vky tzv .

PoSunout t udIZ Pf- esn '" j i II rčit i .\ PI-I Po ~ ci IO 111 jnu tach.

T Cl bul ka 4-3: Z 111eIIa pl-I suspenze kvasnic po ) 111 inutcl ch 111eření bez sLl bstrcl tll ( pl-l. ),

Z I11ěna pI-I SU Spe 11 ze kvasnic po ~ a IO 111 i 11 Utcl chod pi idú11 í subst rátu ( P1-1 _, L\ PH3 ) .

I-I od 11 o ty aciditl kacní síly, kdy f\ P I == '\Pl-11 -f- L1 Pt-1 2 a P2 == P}-I I pH-' . I-I od not y
pl-II) suspenze po uplynutí č a s u IJ) od p řid áni glukosy . C'as 10 zabrala příprava vzorků .

km en j~ pI-{ I L\ P1-1 2 ~pI-I .~ ;\ p \ ;\ P2 l l) pl-IJ) 10

(hmin ) (min)
~ I ,O6--l 1, 087 1,~ 30 2,1) I 2,594 7' ~8 _",583 ;
" .• <- -
6 0,8 18 1,042 1,5 18 1,860 I " ~ ( 7: 12 1 464 ~

-, .)." ) - , -"
)

() ! ~' 0, 7 ~ 3 I 18~ 1,03) 1,437 () :oe) ~ (8; ;
(

'") _ ... - .r .o o.: -
l) (), l) I 2 1,214 1,707 2,12 6 :2 , 12() ) :20 ~ -, ~ '"". ), ) ~.) . )

I 1 I ,O()4 1,33 I 1,837 2,--l2) 2,() 3 I 4 :39 1 ~ 79 4. ,.

12 1,122 O96~ 1,484 2,US7 2,() () () 3:20 3,71 I (), .

26 O 8 - ~ 1,273 1,7C)7 2, 126 2,()) () 2:3() 3,7)8 4,l ) .)

~, 0,882 I , I ()8 1,647 2,0) 0 ! ')! () X' 17 _),477 /
. ) - - "'I '"' - l . .

95 I 0,507 1,11 0 1,723 I ,() I 7 ! ! 10 1:49 .),907 4- ...- ....

98 0,222 1,463 1,960 1,685 2,182 o:5() " qSI 4. , .

Prostř-ední graf na obr ázku 4-25 zn ázorňuje průb ěh a cidifika čniho testu po
p řid á ni glukosy, podobně jako spodní graf na obrázku 4-25 , kde jsme hodnot y pl-I
nor malizovali na po č áte čni hodnotu 6,3, protože reálná data se od této hodnoty o
něko l i k setin až desetin lišila. I a základe výsledk ů kmen ů v obou částech

acidi fik acniho testu jsme stanovili jejich pořadí :

8 < 6 < ~ 3 < 12 == _)2 <-- 9) 26 <-9 ==98 -- I I

I/ 111 e tl Li l II .iS111 e ph ř-adiIi č í s l a od je ci ne do deset i p() dle jej ich llspěŠnosti okysel ování
\ ' ll čj šíhuprost [-ed í běhe111 prvních 5 111 inut př-ed přidcl II íIII a pop ř- icl ání substratu Cl cl álepo
~~ minut ách od p ř i d á ni substrátu. Z těc h to 3 poradovych č íse l jsme ariuucri ckvm
pr úmérem ses tavil i výsledný zebři ček Tent o pos tup jSI11 C zvolili kv ůf lepší

' ~/ p o v í d aj í c í schopnosti , pro tože n a p ř z do lního grafu na obrázku 4-25 je z řejm é . že
ucinnost s jakou kme ny snižují pl-I, se v pr ůb ě h u času méni Zatimco po ) minut ách
dosá hl maxim álni hod no ty snížení pf-i kmen () g , po 25 minut ách držel prvenství kmen
I I apod Kmeny lze hodnotit i podl ~ veli .o sti acidifi kacni síly, ale ta je vypočítá vána

L pomérn é krátkého časového úseku . / však kvašení je dlouhodobý proces, proto je
treba vzít v úvahu nejen okamži tou reakci na p řid án í substrátu.

Bez přidání ub trátu .nižil y pI-I de til ované vody nejm én ě kmeny 98, 8 a 95,
'už své i č í o jej ich mal ých vni třníc h zásobác h energie. Na opačné s t ran ě žebří čku se
pohybuji kmeny 3, II a 12. Vni trobu něčné zdroje ostatn ích kmen ů se jeví ja ko
'vrovnane. B ěhem prvních 15 min po při dání glukosy snížily kvasinky kmene 98 pl-I La

4,22 9, naopak nejpoma leji m ěnily pH roztoku kvasinky z kmer e 8 (pH == 4,800) . "r ento
\ ' ~ ' \ )j 111 LIZe vypovídat jak o pomalej šim p řizp ůsobeni nov ým podmínk ám, tak o celkově

-Iahsuu metabolismu kmene 8, jenž zaostával již ve fázi tes tu, která probíha la
samo tn édestilované vodě .

Pro zre konstruování celého pr ůb ěhu aciditikační kři vk y by bylo třeba m ě řit

j cdnotfi 'e kmeny 50 - 60 minut , teprve pak není patrný zlom mezi počáteční čás t í

Lavi.. lo .ti pf- I a koncovým bodem zm ěřen ým po několika hodinách . Na ob rázku 4-26 je
znazo rnen vý'voj ko ncentrace proton ů , která odpov ídá dan ému pH suspenze .
.-vcidifi kacni tes ty v ~ ech kmenu proběhly v jeden den v pořadí : 32, 3, 6, 8, 9, I I, 12, 26,
l) ~ a 9), koncentrace kvasinek e vždy pohybovala v rozmezí 3 - 4.10 7 bun ěk/ml .
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Obr. -2 - . idi fi kační testy 10 kmenů pivovarských kvasinek. Nahoře je aznamenán
po ' les pH . vasn i č n é su penze před přidáním substrátu. Uprostřed je zachycen pokles
pH po přidání gluko y. Dole je zakreslen opět pokles pH po přidání glukosy, ale

ntokrát j sme data znormalizovali na počáteční hodnotu pH == 6,3, aby bylo možné
V)' I d cy jednotlivých měření lépe srovnávat. Kmenům jsme přiřadili stejné barvy jako
v apito l . 1.
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Obr.4-26 Vývoj koncentrace protonú po při d á n i roztoku glukosy k uspenzirn deseti
.m .n ů pivovarských kvasinek . Barevné označ en í kmenů jsme zachovali tak, jak bylr

zavcd no v kapitole 4.1 .

Vliv koncentrace buněk na V)! ledky ac i d i ťi k ač n í c h te 'tú ilustruje obr.4-27 . ato
m ě řen í jsme provedli na kvasinkách kmene 9 5 ~ poslední dvě nejvyšší koncentrace
b uně k byly m ěřeny o den pozd ěji, což by vysvě t lova l o drohn ý propad t éto č á ti
,mcen t rač n i závislosti. jak v .amo tn érn rozdílu pl l p řed (první graf na obr.4-27) a po
p ř i dán í glu ko y (druhý graf na obr . 4-2 7)~ tak acidifik a č n í síly (třetí graf na obr.4-27) .

M ě řeni konc ntrač n í závis losti AP kmene 95 nám přineslo i jeden poznatek o
flo .ulac i. zhl edcm k tornu. že pro acidifi kač n í t sty e používaly kvasinky promyté
pouze vodo u, tudíž na jej ich povrchu zůstalo ji sté mno ž tví vápenatých iontů ,

P)L irovali jsm při extrémn ě vysokých koncentracích buněk flokulaci , avšak
v ) .amži ' u p ři dán í glukosy se shluk) buněk roz padly. Z tohoto experimentu plynou

va z ávě ry .. j ednak kmen 95 mužcme podle acharidového inhibičního modelu
pops án 'ho v t oretick , část i zařad i t mezi i lcwl- lo kmeny a dál e pot vrdit ., že k flokulaci
d rch áz i t prv v okamž iku, kdy nej sou v m édiu přito rn ny zkvasiteln é cukry.

. i d i fi ka č n i testy n ám umožňují hodnoti t metabo lickou aktivitu ., činno st

. TPa ') i viabilin kva nic. Jejich vý ledk y jsou v tomto ohledu mnohem spo leh l ivějš í

m ž např. použití tluorescenč n í c h barv iv., jež j me pop ali v kapito le 2.3. 1. Výsledky
t" .h o tluor . e n č n ic h metod mohou být z tíženy arte fakty způsobenými např .

č ást m ým pon Š ním integrity plazmatické membrány, .ter é ještě není pro buňku

1 t,' InL av šak už umožň je průchod barviva přes membránu buňky .
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Obr.1-27 Vliv koncentrace buněk na výsledky acidifikačních testů kmene 95. První graf
L ' ~ h ) .uje po .les pH .vasin cov é suspenze z počáteční h dnoty 6,3 v nepřítomnosti

~ l b strat . Ho notu pH jsme stanovovali po 5 a 10 min měření. V druhém grafu je
zaznam nána oncentrační závislo t změny pH kvasinkové suspen e po 5., IO a 15
minutách od přidání glukosy. Závislost acidifikačn í síly na počáteční koncentraci buněk

j zobraz na r posledním grafu na obr. 4-27. AP (5 10 min) značí acidifikační sílu
, sp nz ' y poč tenou z součtu změny pH po 5 minutách bez ubstrátu a změny pH za
10 minut 0< přidání glu cosy, obdobný je význam vel i č i ny AP (10 + 10 min ).
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5. Závěr

Pů vo dn í ukolv diplomov é práce - .estavcni jednoduchého .edimcntacniho a
flo kulacniho testu -- j.'me splniIi a v nek tervc h p ř: padec II i překonal i, b čhem zkoumani

.i Sll 1e toti7. zjistiIi j es te ceIou i-adu IIoV)/CII Poznatků .

Ovci'il: j sme. ze námi navržená promyvac: procedu ra spolu s uchová v án ím
bun ék v citrat-fosfá rov en: pun-u pl-l 4.) nijak nepo škozuje kvasi 11 kove bunkv, ty j sou

poté, chopnv norrnaln é . edimentovat i ílokulovat Ob sahv prlll-ezCi kvasinek se takto
Z\rctsí pouze o -+ - ~ i l1 11~ \ ' d ůsledku Z 111C n~' osmotickvch porncr ú.

I koncen tra ční / ~l \ 'isIu.' ti sed inrcn t(l Ce jsI11eur čili ide cl ln í rozI11 czí konccntrčl cí
bll ně k takove. ab~' I n (7Úkal 111 Č ř- cn~ ' \' LI II lu ~) O ') nepi c\ ' ~ ' so\'čl I -+ () I ·J3( ,.

Studiem sedi mentace deset i pivov.usk vch kmenu kvasnic jsme prok azali pf-í1110U
xouvislox: mezi velikosti hunck čl rvchlost i poklesu / úkalu hchcm jejich sedimentace
Taktéž .i S111 c v~/ tvuii Ii kii \ 'ku (uhr -+ - I (i ) . kt l~ ruu Ize \ ' ~ ' užít .i aku kaIibracní kii vku pro
určení veliko st i b u ně k. aniž bvchom museli bunkv promcio vat pod mikroskopem .
I tva ru de ri vace sed i111 cntač ní kii vky jsmc Sl' hup11 i ruzhud nou 1. zda suspenze obsa hujc
pučící bunkv č i nikoliv. avíc lze zkoustruo vat podobnou zúvislost jako na obr.4-1 () pr()

.i edinÝ k111 en v rLl zné 111 stádiu vÝvoje kultur~/ čl ci cl Ie j i pak pouzívat pro posouzení , koIik
procent pučících buněk dan á suspenze moment úln ě obsahujc.

Metabolickou aktivitu , č i n n os t A'I 'Pasv a viabilitu kvasni c všec h deseti
7 1lli 110 vanÝcII k111 enLl j s111e zhodnot iIi po 1110Cí aciditi kač n í ch testľI .

Množství pu čí cí ch buněk v suspenzích deseti pi vovarských kmen ů a znúI11Ý č as

odebr áni kvas inek z mladinv n ás piimclv vyslovit hypot czu . ze z t ěchto ú d aj ů lze
usoudit. zda se jedná o hlubok o či s tř-ed ně pro kvasujici kmen. Tato vlastnos t se doposud
u rč ova l a podle toho, jak dokazaly kvasinky b ě hem n ěk olik ad enní kvasn é zkoušky
/ rcdukovat zdá IIIivÝ e.'tra kt 1111 adiIIY ( 13 endovú a Kahl er. 1C) Rl ). l Jvá ží111e-Ii~ ze na
p uč e n í mus: b u ň ka vynaluži t j istě nemalou encrgi i Cl tud íž zpracovavat živiny
/. okoInÍ ho prostředi. tak velke mnozsrv: pucicích bunck pou kazu]e na rcla t ivní do statck
ji vi n, kterc j sou dané b u ňkv ještě schop ny vvuz:L ,1 tak dále snižovat extrak1. Prot o
suspell zc II ILl boko pro kvaŠlij ících k111 e11 L)l ubsaII ovčll y vestejnoII cl obu výrazn ě vyšší
procento b u n ě k ve stádiu pučení . I a základe této 111yš lenky bychol11 1110hli zaplnit
praz dné n1Í sto v tabulce ]-1 a prohlásit kn1cn Xza hluboce prokvaš ující, Druhá pro vozní
'harakte ristika uvedená v této tabul ce -- ~~ li lnentace - není boh uže l p ř ín1 0 porovnatelná
' našinlÍ úd aj i~ protože tou e hodnot í 111 l1 ožství usazených kvas nic na konci kva né
zKousky a tudíž 'e vztahuje nejen k velikosti buněk , ale nepochyb ně je ovl ivněn a i
ho kulací daného knlene .

P odař-il o se náll1 vyvinout zcela ojedinělý tlokulační test. V žádnén1 z výše
LI11íněnýc h literárních pran1enLI ani dalších prostudovaných článcích (Calleja a John son
(1977), Jansen a Mendlik (1951), Taylor a Orton (I 978) ~ které se taktéž zabývají
tlokulací kvas nic, j -' nle nenalezli podobný test . V čen1 je náš test tak výji lnečný? P řed n ě

Lln Lžll Lje sledovat prLI!) ěh tlokulace od san1eho počátku , tedy od okcllnžiku , kdy j 'ou
~· p l n 0 11 .,' \'šechny podn1í nky t-l okulace - přítolnno st vápenatých iont Ll v rnédiu i dostatek
'razek Illezi bU llkal11i , až po ~ ed i l11 e n t ac i zbylých volných buněk , avíc zvolený druh

1111 "hánl dovoluje jasně rozdělit fl okulační test na čás t , v které se postupně fOr!l1ují
'hluky kvasiI1ek ~ dále na krátký časový úsek ~ běhen1 něhož se shluky kva snic u sadí ~ a
za ' e re č n U ll část , kdy 'ediln entuj í jednotlivé buľíky . Příno sn é je tedy nejen kontinuální
l 11 ě ř- e n l celého procesu tl okulace, ale i široký rozsah koncentrací, v kteréln jej lnůželne

priI1cipialně provádět. Většina světo vých publikací se tot iž olnezuje na rněření

ab 'o rbance několi kanásobně zředěných vzorků ztlokulovaných kvasnic ,
Kn1en 95 Inůže lne podle sacharidového inhibičního Inod elu flokulace popsaného

\ eoret i ~ké části zařad it lnezi ewFl o klneny,
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· 'alczf .iSI11C optimalni podrninkv pro I rovad čni flokulacniho testu :
• koncentrace buněk 1.1 n:\ buněk /ml

• délka michani kvasinkovc SUSPCI1ZC Inagl1ctÍcK~ 'lll michatilcm : ~ 111111

tcPIuta : :2 Ol C'

• ko n CC11 t r čl CC \ 'Úpc 11 čl t~ ' ch Ío 11 tú : 1O -- I OO 111 i\ 1
[)Ullt~1111C , ze \ '~'slcdk~ ' této pr áce budou d ále rozvijcnv čl piincsot: užitek širok é

vef"cj nosti Í novc IIPIčl t 11 C11 í Pru zúkCl Io 111ě r~ ' , ktcr c byl~I PÚ\ 'udne vyvínII ty pro 111 ef"ení
koIoidních zúkaICl V Pivu, Jčl k .i c \'idť t j soU \ 'cl:11 i dob i e poIIžitC111 c i v obICl sti 1\/1ÍeovCl

rozpt ylu (Prosser a kol , (I (89), Wilson a Fostcr ( 2 ()U~ )), kam kvasinkv SVOll velikostí
pat ř i
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