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Abstrakt

[lokulace je vratn jev, pri kierem kvasimhky vyvivareji sShluky a urvehlugi tak svou
sedimentact na koner hlavniho kvaseni piva. Nami vwyinuty: jednoduchy flokulacni rest
by mcl napomoct k lepsimue poznani a diagnostice pripadimyvehr negativanich zmen tohoto
procesi. lento flokulacai test umozmge sledovat prubeéh flokulace od samého pocatku,
kv pson splicny vsechny podminky flokulace — pritomnost Ca™ v médin i dostatek
srazek mezi bunkami, az po sedimentact zbylveh volnyeh bunck. Navie zvoleny druh
michani dovoluje jasne rozdelit flokulacni test na cast, v ktere se postupne formiiji
shiuky kvasinek. dale na kratky casovy uscek, béhem nchoz se shluky kvasinek wsadi. a
zaverecnon cast, kdy sedimentigi jednotlive bunky.

Druha cast prace byla vénovana zkoumani sedimentace a vitality deseti kmen
pivovarskych kvasnic (3, 6, 8, 9, [, 12, 206, 32, 95 a 95). Na zaklade konfrontace
mereni velikost bunck pod mikroskopem s casovym vyvojem poklesu zakalu suspenze
kvasnic behem sedimentace jsme sestavili krivku, pomoci niz 1z uréovat velikost bunck.
Zvarn derivace sedmmentacni krivky jpsme schopni rozhodnont. zda suspenze obsahige
pucict bunky ¢ nikoliv.
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Abstract

[locculation iy a reversible phenomenon, wherein yeast cells adhere in clumps
and accelerate thewr sediment at the final stage of the main fermentation. We have
developed a simple floceulation test. which would improve  understanding of  this
process. The flocculation test enables us 1o observe the course of flocculation from the
very hegommunge, when all flocculation conditions are satisfied — presence of calcium i
medium and  sutficient number of collistons between cells, to the sedimentation of
remeanung free cells. Moreover, selected kind of stirving allows us to separate the
Hlocculation west mto three parts: i the first one yeast cells gradually form clumps, then
comes a short part, durimg which yeast clumps sediment rapidly, and in the final part
tdividual cells settle down,

Second part of the diploma thesis 1y devoted 1o study of sedimentation and
vitality of ten brewery yeast strainy (3, 6, 8, 9, 11, 12, 26, 32, 95 and 98). On the basis
of confrontation of nucroscopic measuremenltys of cell sizes with time evolutions of haze
of veast suspenstons during thenr sedimentation we have created a curve, which can be
used 1o determine size of cells. We are able to decide according to the shiape of the first
derivative of a sedimentation curve, whether a yeast sample contains budding cells or
1.

Kevwords sedimentation, flocculation, acidification, Saccharomyces cerevisiae



1. Uvod

Diplomova prace je zameéfena na vyvo] novych metod kontroly kvality
pivovarskych kvasnic pri kvasent v cylindro-konickych tancich. K tomuto ucelu byly
pouzity zakaloméry sestrojovane v Oddéleni optotermalni spektroskopie Katedry
chemicke fyziky a optiky MFF UK. Pracovnici tohoto oddeélent se jiz vice nez deset let
venuji vyzkumu a vyvoji novych turbidimetrickych metod 1 pristroju, jez naleézaji Siroke
uplatnéni v pivovarskem prumyslu (Gabriel a kol (1994), Sladky a kol. (1998), Sladky
a Cisarova (1999). Sladky a kol (2001). Sladky a Dienstbier (2001 a 2003), Dienstbier
a kol (2005)) Tato prace overila. ze zakalomeéry mohou byt uspeésné vyuzity k méreni
sedimentacneé tlokulacnich charakteristik 1 wvitality Kvasinek a nahradit tak drahe
pristroje zahranicni vyroby

Stale Casté)i ceske pivovary opoustép tradicni zpusoby vyroby piva v otevienych
kvasnych kadich ve spilce pivovaru a ve snaze zvysit jeho produkct zavadépn nove
technologie, mezi néz patit kvaseni v uzavienych kvasnych nadobach tzv. cylindro-
konickych tancich (CKT), ktere obvykle pojmou 2000 az S000 hl mladiny. V CKT
dochazi v prubéhu kvaseni ke slozitym reologickym a biochemickym procesum, jez
ovliviuji sedimentaci a flokulaci kvasinek na konci kvasent

Po skonceni fermentace je nutne oddelit kvasinky od mladeho piva. Pit takto
velkych objemech nelze pouzit centrifugact a je tedy nutne spolehat na matku prirodu
Ta obdarila pivovarske kvasinky schopnosti shlukovat se, tj. flokulovat. Flokulaci se
vyrazne zvetsi velikost | castic™ a urychli se tak sedimentace kvasinek. Nacasovani a
rozsah flokulace na konci hlavniho kvaSeni jsou zvlaste dulezite pro piva plzenskeho
tvpu (lezaky) Negativnt zmény ve tlokulact kvasnic nepfiznivé ovliviiuji proces
oddelovant kvasnic od mladeho piva 1 jeho vlastnosti. Kvasinky se po oddéleni od
mladeho piva promyji a paklize si zachovaji svou schopnost flokulovat a dobrou
vitalitu, mohou byt opétovneé pouzity ke kvaseni nove davky mladiny v CK'T

Metoda popsana v diplomove praci, jez se Vam prave dostala do rukou, by méla
napomoct fesit néktere problemy se ztratou tlokulence, a tim zabranit Skodam na
ceskem pokladu jakym je Ceske pivo. Prvni Cast prace jsme proto zasveétili prehledu
soucasnych poznatku o tlokulact a vitalité kvasnic, pozornost jsme mimo jin¢ vénovali 1
viivu kvasent v CKT na tyto dva procesy. Taktez jsme uvedli fadu alternativnich
metodickych pristupu k dané problematice.

DalSim ukolem teto prace bylo porovnat sedimentaci a vitalitu deseti kmend
pivovarskych kvasinek Saccharomyces cerevisiae (3,6, 8,9, 11, 12, 26, 32, 95 a 98).
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2. Prehled sou¢asnych poznatku o flokulaci
a vitalité kvasinek

2.1. Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni mikroorganismy  patiici  mezi  vySsi houby.
Mikroorganismy zahrnovane mezi kvasinky lze charakterizovat tim, ze jde vetSmou o
jednobunécne organismy rozmnozujici se prevazne pucenim a zpracovavajict zdroje
uhliku kvasenim. Tato charakteristika vSak neplati striktné. Neéktere kvasinky mohou za
urcitych podminek vytvaret mycelia, pak mohou tedy existovat 1 ve vicebunécne forme.
VétSina kvasinek se rozmnozuje pucenim, ovsem pit rustu ve torme¢ mycelia dochazi
k prehradecnemu délent Existupr take kvasinky, Ktere navzdory svemu nazvu nejsou
schopny termentace a zdroje uhliku zpracovavaj vyhradne oxidativnimi zpusoby.

Do dnesnich dnu se dochovaly doklady o tom, ze jiz starovéct Sumerove,
Egyptane a Babylonane pred 6000 -~ 8000 lety vyrabeh napoje podobne dneSnimu pivu
a vinu Poprve vsak byly kvasinky spatieny az A van Leeuwenhoekem kolem roku
1680 jako male kulicky v pive Vletech 1866 a 1876 publikoval L. Pasteur prace,
v nichz dokazal aktivni ucast mikroorganismu na  kvasnem procesu.  Nejzname)si
kvasinka vSak dostala svoje jmeno uz vroce 1837, kdy ji Theodor Schwann oznacil
jako Zuckerpilz (cukernou houbu), od ¢ehoz bylo odvozeno i latinske pojmenovani rodu
Saccharomyces (z teckeho saccharos = cukr, mykes = houba) Prvni Ciste kultury S
cerevisiae  pak  byly 1zolovany pravé zpiva E. Ch. Hansenem a zvina Muller-
hurgauem v letech 1883 — 1890

V systemu hub (Zungi) patit kvasinky mezi l.umycota — vlastni houby, a to do
dvou velkych pododdélent: Ascomycotina — vieckovytruse houby a Basidiomycotina
stopkovytruse houby. Rod Saccharomyces je zarazovan v ramci vieckovytrusnych hub
do Lndomycetes

Dostupnost kysliku je nezbytna pro mnozeni vsech kvasinek. Vétsina kvasinek
patit mezi takultativné anaerobni, pricemz pit anaerobni kultivact jsou vyzadovana
alespon stopova mnozstvi kyshku nezbytna pro biosyntezu nékterych zivotné dulezitych
latek  Fakultativné anaerobni kvasinky lze rozdeélit do dvou skupin, prevazna Cast z nich
se radi mezi tzv respirativnl typy kvasinek, u nichz prevlada energeticky vyhodné)si
respirace nad termentaci. Saccharomyces cerevisiae je zastupcem tzv. fermentativniho
typu kvasinek, tudiz 1 v aerobnich podminkach prevazné fermentuje, respirace pri
kultivaci na glukose predstavuje jen asi 10 % uhlikatého metabolismu, pfi kultivaci na
jinych cukrech se podil respirace zvysuje.

Kvasinky §. cerevisiae vytvareji bunky ve tvaru rotacniho elipsoidu a obvykle
dosahuji v delSim rozmeéru delky 3 — 15 um. Velikost bunék roste 1 s ploiditou, pricemz
pivovarske kmeny byvaji diploidni az polyploidni (Janderova a Bendova, 1999).

2.1.1. Rustova krivka

Rustova krivka (obr 2-1) zobrazuje casovy vyvo] kultury, péstovane v tekutem
mediu bez pridavanm dalsich zivin Vyvoj kvasinkove kultury je monitorovan mérenim
opticke hustoty suspenze (ODg). jez odrazi pocet bunék. Rustovou krfivku muzeme
rozdeht do nékolika ftazi Behem lagtaze (latentni ftaze) se kvasinky prizpusobuyi
novemu zivotmimu  prostredi, ziskavaji energii pro puceni a jejich pocet zustava
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konstantni. Ke konci lagtaze v obdobi tzv. fyvziologicke mladosti kultura obsahuje
nejvetst mnozstvi bunek s malymi pupeny. Nejbujngjsi rust nastava v exponencialni
(logaritmicke) fazi. Bunky se prekotné déh. aniz by dosahovaly velikosti puvodnich
bunek.

Jako zdroj uhliku mohou kvasinky vyuzivat take ethanol, pote co byla glukosa
vycerpana a v mediu se nahromadil ethanol jako metabolicky produkt Rustova kiivka
techto kvasinek pak vykazuje diauxicky charakter. Diauxicky posun (taze S na obr 2-1)
odpovida obdobi. kdy se kvasinky prizpusobujt novemu zdroji uhliku

Zaverecnym stadiem kultury je stacionarnt taze 'V rane stacionarni tazi bunky
zvetsu)l svu) objem. avsak rust bunek se postupné zpomaluje, az se zcela zastavi a
nasleduje rychle odumirani bunek

Glucose (g/l)

-5
0
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Obr 2-1  Rustova kiivka  Saccharomycees  cerevisiae v YPD  médiu (I % (w/v)
kvasinkovy extrakt, 2 % (w/v) pepton, 2 % glukosa) Kvasinky z pozdni exponencialni
taze bylv rozptyleny v Cerstvem YPD mediu (pocatecnt ODgy 0,05) a inkubovany pii
teplote 307C a trepant 125 rev/min. Kultura byla sledovana meérenim opticke hustoty
pi1 vinove delce 600 nm ODg. Rustove taze. latentni, 1 — 2 rana exponencialni, 3
stredni exponencialni, 4 pozdni exponencialni taze, 5 diauxicky posun, 6 — 7 post-
diauxicky rust a 8 stacionarni faze rustu. Koncentrace glukosy poklesla na pocatku
diauxickeho posunu na 0,1 %. Prevzato z Monje-Casas a kol. (2004).

2.1.2. Struktura kvasinkové stény

Povrch kvasinkove bunky tvori plasmaticka membrana s bunécnou sténou a
eventualne  pouzdrem, vnitrobunécny obsah je rozdélen membranami do ruaznych
organel  Chemicke slozeni, struktura a tunkce bunécnych komponent jsou podobne
ostatmim - eukaryotnim - bunkam, proto  se podrobn€ji  zminime pouze o téch
charakteristikach, Ktere jsou dulezite pro pochopeni procesu studovanych v této
diplomove praci

Kvasinkova bunécCna sténa je struktura o tloustce 150 — 400 nm a muze
predstavovat az 30 % suche vahy bunky Jejimi hlavnimi komponentami jsou
polysacharidy a proteiny Priblizné 60 % vahy bunécne stény tvori polymery glukosy
(glukany), zhruba 40 °% g¢lykosylovane proteiny (mananproteiny) a asi 2 % polymer
N-acetylglukosaminu (chitin)  Zastoupeni jednotlivych polymert i architekturu stény
oviiviiupr kultivacni podminky ¢ rustova faze a lisi se 1 u materskych a dcefinych
bunek Vsechny uvedene casti bunécne stény 5. cerevisiae jsou navzajem spojeny
kovalentnimi vazbami

Glukany (obr 2-2) vytvareji dvé formy, fibrilarni -1 3-glukan a amorfni f-1.6-
clukan  Fibrilarni glukan se vyskytuje ve wvnitini vrstvé bunécné stény priléhajici
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k plasmatické membrané. amortni glukan prevlada ve stredni vrstveé stény. Za udrzeni
tvaru bunky jsou zodpovédné prave glukany.

Mananproteiny hraji spolu s glukany strukturni roli ve stredni vrstvé bunécné
stény. ale predevSim tvori vnéjsi vrstvu stény. ktera ma kartackovity vzhled. Ten
zpusobuji manosylove fetézce. a to kratSi. jde-li o O-manosylované proteiny. ¢i delsi
v pripadé N-manosylovanych proteinu. DelSi retézce jsou zpravidla vétvené. s a-1,6-
vazbami v linearni ¢asti fetézce. Linearni ¢ast je tvorena tzv. core se dvéma molekulami
N-acetvlglukosaminu a 12 az 15 manosylovymi jednotkami a tzv. vngjSim fetézcem
s asi 70 molekulami manosy. Vngjsi fetézec je taktéz vétveny. ve vétveni jsou obsazeny
jednotky manobiosy, manotriosy a manotetraosy s a-1,2 a a-1,3-vazbami.

Chitin neni v bunééné stén¢ rozlozen rovhomeérné. je lokalizovan zejména
v oblasti jizev. Které zustavaji na buné¢né sténé po oddéleni pupenu. A protoze jizev
v prub&hu zivota bunky pribyvva. piibvva i chitinu (Janderova a Bendova, 1999).

mannoprotein 2
" N-glycans i

-gl n s
S-glyRans GPI remnant / ;
3-1.6 glucan >
A .’"_’/'
_>~.r"'l i 3 .
\.‘__‘glucan .
- membrane proteir
chitin W H %
plasma
A B membrane

Obr.2-2 Vztahy mezi sou¢astmi bunééné stény §. cerevisiae. (A) Zdakladni jednotka
s jednotlivymi  komponentami. Polypeptid j¢ obarven modfe, oligosacharidy jsou
vyznaceny zlute. Zobrazeno je pouze nékolik vétvicich boda glukand. Chitin se muaze
vazat také na f-1,6-glukan. (B) Spojeni zakladnich jednotek tvofi bunécnou sténu.
[-1.3-glukanoveé fetézee jsou spleteny do trojitych Sroubovic a chitin je zachycen jako
krystalova mikrodoména. Prevzato z Lipke a Ovalle (1998).

2.2. Flokulace

Stewart a Russell (1981) popsali tflokulaci jako vratny jev, pfi kterém burnky
vyvivare)i shluky a bud rychle sedimentuji. nebo jsou vynaSeny k povrchu meédia.
v Kterem jsou rozptyvleny. Pro tento proces se pouzivaji také terminy aglutinace,
viockovani ¢ shlukovani kvasnic. Schopnost kvasinkovych bunék flokulovat pfi
optimalnich podminkach. které jsou urCeny geneticky a fyziologicky, se nazyva
flokulence (van der Aar a kol., 1993).

Flokulace predstavuje snadny a prirozeny zpusob oddéleni kvasnic od mladého
piva. Nacasovani a rozsah flokulace na konci hlavniho kvaSeni jsou zvlasté dulezité pro
piva plzenského typu (lezaky). Mnozstvi kvasnic zustavajicich v pivu rozhoduje o
produkci diacetylu a acetaldehydu béhem procesu zrani. Negativni zmény v aglutinaci
Kvasnic nepfiznive ovlivauji proces oddélovani kvasnic od mladého piva i jeho
vlastnosti (van der Aar, 1996).



2.2.1. Historicky vyvoj metod méreni flokulace

Flokulace se tési velkemu zajmu vedcu. v poslednich 30 letech bylo publikovano
rocneé 10 az 15 ¢lanku s touto tematikou Napr. mezi lety 1990 a 1995 21 autoru
vytvortlo 17 ruznych metod popsanych ve 30 ¢lancich. Presto neexistuje mezinarodné
uznavana metoda pro urceni flokulace. Od roku 1985 bylo prozkoumano pres sto kmenu
kvasnic. ale casto byl nedostatecné popsan jejich charakter a geneticka informace. t).
chybe! popis. zda byl kmen urcen k vyrobe spodné ¢i svrchné kvasencho piva, dale jeho
tlokulacni genotyp nebo fenotyp (Speers a Ritcey. 1995).

Az do 00 let 20 stoleti se pokouseli veéder pochopit flokulact ruznymi
moditikacemi  zivotnich  podminek  kvasinek  pouzitim  soh, cukra, alkoholu a
rozpustéeneho Kysliku Dale menili pH a teplotu media. Od poloviny 70, let vznikaly
veneticke studie. jez odhalovaly molekularni tajemstvi tlokulace. V 80 a 90 letech byvla
vytvorena lektin-like hypoteza vysvetluper mechanismus shlukovant bunék. Tyto lektin-
like struktury byly pojmenovany zvmolektiny (Jin a Speers, 2000)

Prvini metoda kvantitikace tlokulace byla popsana Schonteldem jiz v roce 1909
Burnsova metoda zroku 1937 je zakladem vetsSiny modernich testu a dockala se
moditikact od mnoha autoru napr. Helm a kol (1953), Mill (1904a, 1964b), Patel a
Ingledew (1975), Miki a kol (1982) Burnsuv test a jeho verze, stené jako metoda
popsana Nielsenem roku 1937 a vylepsena Nishtharou v roce 1976 se shoduj v tom, ze
vyjimaji kvasinky z rustoveho media, promyvaj je a nechavaj je sedimentovat ve
standardnim mediu s detinovanym slozenim, vapenatymi tonty a tixovanym pH. Tyto
- vitro testy byly v minulosti kritizovany, protoze mereni probihala v pufru bez
ethanolu a se stokrat az dveéstékrat veétsi koncentract bunék nez jaka je na Konci
pivovarskeho kvaseni Gilliland vytvoril in vivo test, v némz je tlokulace meéfena primo
v rustovem mediu (Soares a Mota, 1997)

Veétsina metod cerpa ze dvou praci, pricemz prvni Gillilandova z roku 1951 se
zabyva flokulact in vivo, kdy kvasinky kvasi v mladin¢ a je charakterizovana jejich
disperze, a druha Helmova z roku 1953 zkouma tento jev in vitro, touto technikou jsou
mereny  sedimentacni charakteristiky Kkvasnic rozptylenych v CaSO, putru. Helmova
metoda je variantou Burnsova testu a zakladem Metod analyzy ASBC (American
Society ot Brewing Chemust)  Jak Helmuv, tak Gillilanduv test maji status EBC
(Luropean Brewing Convention) (Speers a Ritcey. 1995)

Zaklad veétSiny technmik tvort mérent rychlosti sedimentace, nebot' ta indikuje
tyzikalni chovani bunék v kapalnem mediu. Burns v roce 1937 provadél toto méfeni ve
vode, Patel a Ingledew (1975) pouzili fostatovy putr, Stratford a Keenan zkoumali
chovani bunek jak v citrat-fostatovem putru (1987), tak v citratovem (1988), Kempers a
kol (1991) si vybrali acetatovy putr a sulfatovy putr si pro svou praci zvolili Helm a
kol (1953) 1 Bourdaudhui a kol (2004) Flokulace je obvykle vyjadiovana
v procentech, to znamena, ze se méfi pocet bunék nebo opticka hustota po flokulaci, a ta
je pak srovnana s celou populact po detlokulaci (D Hautcourt a Smartova, 1999)

V' 80 letech byly uskuteCnény detailni analyzy vlivu pocatecni koncentrace
Kvasnic (Kihn a kol ., 1988b, Miki a kol., 1982) a michani (Stratford a Keenan, 1988).
napi Strattford a Keenan michali kvasnicnou suspenzi 4 — 6 hodin, aby dosahl
rovnovahy mezi volnymi a aglutinovanymi bunkami

2.2.2. Genetické pozadi flokulace
Strattord a Assinder (1991) vytvorili sacharidovy inhibicni model, podle kterého

mohou byt kmeny kvasinek rozdéleny do dvou ftlokulacnich fenotypu: flokulace
kvasinek Flol typu je inhibovana pouze manosou a nikoliv glukosou, maltosou,
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sacharosou ¢i galaktosou, kvasinky tohoto fenotypu maji totiz specificky manosovy
lektin. Inhibici flokulace kvasnic NewFlo typu zpusobuje manosa, glukosa, maltosa,
sacharosa. ale ne galaktosa. Kmeny NewFlo fenotypu vytvareji Siroce specificky lektin
indukovany pouze ve stacionarm tazi. Flol fenotyp je tizen /-/.()/ genem, u Newklo
tenotypu ma tidici funkei Le-/7.017 gen Vroce 1992 Masy a kol popsal treti na
manosu  necithvy typ  Glukosa. maltosa 1 maltotriosa jsou cukry utihzovane
pivovarskymi kvasinkami jako zdroje uhliku. sacharidova inhibice flokulace tedy muze
bvt kontrolnim mechanismem  vytvorenym Kk zapstént  asimilace  Kvasnyveh  cukru
(uvedeno v pract D Hautcourta a Smartove, 1999)

Schopnost  kvasinek tlokulovat se meéni behem kvasent podle toho, jak je
regulovana exprese /7.0 ¢enu. Van der Aar a kol (1993) zjstili, ze v bunkach se
objevuje maximalni koncentrace mRNA odpovidajict /7.0 genu tésne pred tim, nez
bunky zac¢nou tlokulovat.

Sato a kol (2001) uskutecnili prvni geneticky vyzkum mechanismu premeny
flokulujicich kvasnic na netlokulujici Flokulence béhem generaci klesa, 1 kdyz ostatni
vlastnosti se nemeéni. Studium probihalo nékolik let, tj. od roku 1994 do roku 1997
Bvly sledovany zmény ve flokulacnim  genu  Le-//.07 nidicim  flokulact  spodne
kvasicich kvasinek pouzivanych pro vyrobu lezaku Na zacatku vlastnily bunky cely
l.a-/1.0)1 gen a silné tlokulovaly. Navzdory uspésne kultivact doslo u nekterych bunek
k castecne nebo kompletni delect v Lg-/7.0/1 genu Jelikoz byla pro dalsi zakvasent
z Konusu odebirana vzdy pouze cast kvasnic, postupne se s kazdym Kvasenim zvysoval
podil netlokulujicich bun¢k v populact  Obecné totiz panuje nazor, ze netlokulujici
bunky jsou obdareny vetsi mnozict aktivitou, protoze se mohou vznaSet a mnozit
v imediu 1 v pozdni tazi kvaseni Nakonec prevazi v kulture netlokulujier kvasinky

2.2.3. Princip flokulace

Mechanismus tlokulace odhaluje prace Mikiho a kol (1982). /.01 gen fidi
expresi proteinovych soucasti bunécne stény, jenz maji lektin-like aktivitu. Tyto
proteiny potrebuji pro sve navazani na polysacharidy sousednich bunék vapenaté ionty.
Pokud jsou obe blizke bunky ftlokulujici, tj na jejich povrchu se vyskytuji jak
proteinova, tak sacharidova flokulacni mista, je interakce mezi bunkami bilateralni a
velmi silna (obr 2-3a)  Jesthze jedna bunka postrada flokulacni proteiny, je interakce
pouze Jednostranna (obr 2-3b). Tato skutecnost vysvétluje tlokulact pozorovanou ve
smest  Hokulujictho a  neflokulupicitho kmene  kvasinek.  Pomér neflokulujicich  a
tlokulupicich bunék se ve shluku pohybuje od 3:1 do 5:1. Predpoklada se, ze bilateralni
mterakce mezi tlokulujicimi Kkvasinkami ma prednost pred jednostrannou interakci
netlokulujicr bunky s Hokulujict bunkou. K vytvoreni vazby mezi bunkami tedy nemuze
dojt. pouze pokud obé sousedni bunky nevlastni tunkéni tlokulacni gen a tudiz si
nevytvare)t povrchove proteiny, Ktere jsou pro tlokulaci nezbytne

Pri tlokulact dochazi take k narustu poctu karboxylovych kyselin v bunécéne
sténe, a tak se bunécny povrch stava hydrotobnéjSim (Strauss a kol, 2004). Ziejmé jsou
karboxylove kyseliny produkovany pri nedokoncene f-oxidaci v mitochondriich
kvasinek, ukazalo se totiz, ze pro ftlokulaci je dulezita funkce mitochondrii, protoze
olykolvticke a dychaci inhibitory flokulaci potlacuji

V soucasne dobe se shlukovani kvasinek vysvétluje Mikiho teorii (1982), ale
taktez se prisuzuje Jista role hydrofobnim interakcim. Poznani principa flokulace
zdaleka nebylo jednoduche a v prubéhu casu vzniklo nékolik riznych hypotéz, ktere
byvly  pozdép zavrzeny  Napr model flokulace zalozeny na fyzikalné chemickych
principech. navrhoval kooperaci vodikovymi vazbami mezi povrchovymi polysacharidy
a premostent aniontovych tunkcénich skupin na prilehléem bunéénem povrchu pomoci
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divalentnich Kationtu jako je Ca™ (Mill, 1964a, 1964b). Téchto chelatovych komplext
se mely ucastnit karboxvlove skupiny kvselych proteinu bunécne stény. Pozitivni efekt
monovalentnich kationtu na flokulaci byl prisuzovan nabojove neutralizaci, naopak
mhibicni viiv vysoke koncentrace kationtu byl pry zpusoben narustem kladn¢ho naboje
na bunécnem povrchu, ktery vyustil v elektrostatickou repulzi mezi bunkami

flo |

Obr 2-3 Model tlokulace /7071 gen tidi exprest proteinovych soucasti bunécne stény
zavislych  na vapenatych i1ontech a vykazupcich lektin-like aktivitu. 'V pripadé
recesivitho genu flol pokryvaji bunécny povrch pouze sacharidova tflokulacni mista. (a)
Oboustranna interakce mezi flokulujicimi bunkami. (b) Jednostranna interakce mezi
tlokulupicr a netlokulujict bunkou. Prevzato z Miki a kol (1982)

2.2.4. Faktory ovliviiujici flokulaci

Flokulace je zavisla na cele radé taktoru Na shlukovani bunék ma viiv pH
media. jeho osmoticky tlak, ktery ma potencial ménit velikost bunék, iontova sila
naopak ovlivauje povrchovy naboj kvasinek. svou roli hraje 1 koncentrace jednotlivych
wontu - Mezi tyzikalm taktory lze zaradit reologicke vlastnosti roztoku, typ proudéni
(laminarm ¢1 turbulentni), velikost a tvar bunék popripadé jine koloidni etekty.

Nezbvtnou podminkou tlokulace je pritomnost vapenatych kationtu v mediu,
mananu a spectalnich proteinu na povrchu bunky O dominantni rol Ca’' ve flokulaci
Kvasinek svedcr 1 to. ze vapenate kationty jsou schopne iniciovat flokulaci v Sirokém
rozmezt pH (3 10) na rozdil od ostatnich kationtu. jejichz ucinnost je zna¢né zavisla
na pH roztoku Flokulace bunék zprostredkovana Ca’ neni narusovana ani pri piidani
velkeho mnozstvi Na ¢ K do roztoku, coz ovSsem neplati o flokulaci zajistované
Mg~ Piesto lze za urcitych podminek nahradit vapenaté kationty napi. Mg” . Mn® ¢i
/n” (Mikia kol . 1982)

\' nékterveh pripadech staci k navozeni flokulace jen velmi malé mnozstvi Ca® |
napr u kmenu s vvdatnou flokulaci, jako je NRRLY-265, je zapotfebi pfi pH 4.0
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koncentrace 10 M Ca® (Soares a Mota. 1997) Nizsi koncentraci Ca® je mozno vyuzit
k rozhsent kmenu. ktere vvkazovaly podobne vlastnosti pri vyss$i Kkoncentraci
vapenatych kationtu (Boxova a kol.. 2001)

Kurivama a kol (1991) se zabyvali studiem Kationtu jako imnhibitoru tlokulace
Inhibicni viiv Kationtd je patrné zpusoben soupefemim mezi témito kationty a Ca™ ionty
0 vazebna mista na proteinu, jenz se podili na flokulact a pro svou funkcr potiebuje
pravé Ca~  Kationtova inhibice flokulace probiha v pofadi: La' > Sr*" > Ba® ~ Mn”

A" > Na . Pricemz vazebna afinita Ca® ke specitickvm mistim je stejného fadu
jako La' Kompetitivni sila téchto kationtu se zda byt umérna iontovému poloméru a
valenci (bivalentm kationty jsou siln¢j§i inhibitory nez monovalentni kationty). Odezva
ruznych kmenu kvasinek na pritomnost kationtu v mediu se lisila take podle toho, zda
tvto kmeny vlastmily /7.07 nebo /77005 gen Geny [-1.01 ¢ [I'1.0)5 pravdépodobne
kKodupr ruzne varianty tlokulacnich protemu, tato domnénka byla potvrzena 1 reakcemi
se sacharidy

Vo minulosti byla uskutecnéna cela rada studn o pozitivnim 1 negativimm viivu
ruznych kattontu na flokulaci, avSak ne vzdy byly jejich zaveéry jednoznacne NeKtere
Kationty mohou patrn¢ za urcitych podminek tlokulaci podporovat a pti jinych ji mohou
naopak narusovat. Podrobnosti 1ze nalezt napr v publikact Taylor a Orton (1975)
Podobne rozporuplny je 1 viiv ethanolu, vyvo) tlokulace v jeho pritomnosti se lisi kmen
od kmene (Jin a Speers, 2000, D Hautcourt a Smartova, 1999)

Jin a Speers (2000) zpstili, ze kvasinky Newklo 1 Flo1 fenotypu vykazuj vetsi
Hokulact pi1 vyssich teplotach, t). pii 57°C byla Hokulace NewFlo bunék nevyrazna, ale
pii teplotach nad 10°C byla pozorovana silna tflokulace Z hodnoty aktivacni energie
vyplyva, ze kvasinky NewFlo tenotypu (E, = 11,0 kcal/mol) jsou teplotné cithve)si nez
tv s Flol tenotypem (E, = 3.2 kcal/mol)

Dale mohou mit na flokulaci vliv néktere kultivacni podminky, napi zakvasny
pomer, objem media, zmény pH béhem kvaseni a mkubacni cas (Jin a Speers, 2000).
\' pivovarske praxi se pouziva zakvasny pomer: 0.5 — | kg kvasnic na | hl mladiny, tj.
10 20 10" bunek/ml. Co se tyce objemu media, tak spise nez jeho vlastni objem, mize
hrat dulezitou roli objem vzduchu nad mediem v nadobé, nebot’ ten muze mit vliv na
provzdusnén mladiny

Pro vyvolant aglutinace je nutne dodat mechanickou energii, bez michani se
nemohou flokulujict bunky v pritomnosti Ca™  shlukovat. AvSak je tieba dbat na
vhodnou  Kombinact doby a intenzity michani, protoze michani muze take veést
k rozbiyent iz vytvorenych shluku bunék Védcer vyzkouSeli radu zpusobu michani, aby
dodali bunkam potfebnou energi. napr Kempers a kol (1991) vyuzili k navozeni
Hokulace michani Kvasnicne suspenze na vortexu, pricemz maximalni flokulence
docilih po 10 az S0 sekundach michant

Soares a Mota (1997) se rozhodl iniciovat tlokulaci prevracenim nadoby
s kvasinkami Po prvnim otoceni valce s kvasnicnou suspenzi flokuluje a sedimentuje
priblizne 40 % bunek. mnozstvi usazenych kvasinek rychle stoupa s poctem inverzi
valce, pocet usazenych bunék je temer konstantni pit vice nez dvanacti otocenich
nadoby  Pricemz do 2 minut po ukonceni michani sedimentovalo 90 % bunék, béhem
nasledujicich minut se podil usazenych bunék jiz temér neménil, proto lze mnozstvi
usazenych  kvasnic po 7 minutach sedimentace pouzit jako vyjadreni flokulence
iednotlivyeh kmenua kvasnic

Kiln a kol (1988b) ve sve studi iniciovali flokulaci mimo jine pomoci
maunetickeho muchadla, u laboratorniho kmene NCY(C869 dosahli stacionarniho stavu
po 2.5 nun michani, avsak pivovarske kmeny potrebuji vice casu - priblizné 30 minut

\livem michani na flokulact se zabyvali take Stratford a Keenan (1988), podle
nich je nejlepst variantou pouziti orbitalni trepacky. kdy lze dobre stanovit pocatecni
nvehlost. stacionarnt stav 1 velikost shluku bunék. Magnetické michadlo totiz rozbiji
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velke shluky bunék, navic s jeho veétsi ryvchlosti ¢i velikosti roste 1 rychlost tlokulace
Naopak virive michani je az prilis ucinne, nebot stacionarnitho stavu je dosazeno jiz po
nekolika sekundach. coz oviem neumoznuje merit pocatecni rvchlosti flokulace.

Stratford a Keenan (1987) taktez zjistili, ze existuje minimalni rychlost michani
nutna pro iniciaci tlokulace (napi. pod SO rpm pii 6 mg suSiny/ml a pH 4.5 se bunky
neshlukovaly) a ze pocatecm rychlost tlokulace roste exponencialné prave s rychlosti
michant Mimo to se nunimalnt prah micham nutny pro miciact tlokulace zvysuje
v zavislosti na zvetSujicim se pH: od S0 rpm pri pH 2.0 az po 80 rpm pit pH 9.0 Avsak
pit 120 rpm ma pH jiz jen maly viiv na pocatecn rychlost tflokulace

Optimalnt podminky pro tlokulaci vetsiny spodné kvasicich kvasinek nastavaji,
kdvz Koncentrace vapniku v mediu presahuje 20 mg/l. pH roztoku se udrzuje na 4.5 a
teplota do 27°C Nezbytna je take detinovana koncentrace bunek (- 2. 107 bunek/ml),
dostatek srazek mezi bunkami, absence ruznych inhibitoru tlokulace jako jsou manosa.
alukosa a EDTA (van der Aar, 1990)

2.2.5. Selektivni inhibice vazebné¢ aktivity jako nastroj poznani flokulace

a-MMP je derivat manosy obsahujict methoxy skupimu na € a slouzi jako
kompetitivni inhibitor manoso-specitickych lektinu. Flokulace NewFlo kmenu poklesla
iz pii male koncentraci «-MMP, aglutinace bunek byla ¢aste¢né ihibovana 10 mM
-MMP ze 72.8 % na 58.8 % a zcela inhibovana 100 mM «-MMP na 7,1 % Flokulace
Flol kmenu byla redukovana az pii koncentracich «-MMP vyssich nez 100 mM
/. experimentu provedenych Jinem a Speersem (2000) 1ze usoudit. ze tlokulace NewFlo
Kvasnic je cithvejst na pritomnost cukru nez tlokulace Flol kmenu Pozorovany trend
inhibice souhlast s inhibict manosou popisovanou 1 v jinych publikacich

Kihn a kol (1988a) se zamérili na studium inhibice tlokulace kmene NCY (869
pomoct nekteryeh manosovych a glukosovych derivatu. Na zakladé reakct manosy a
methyl-manosy, Kktere zpusobuji  znatelnou. avsak slabou inhibici, a manosaminu ¢i
N-acetylmanosaminu, jez neinhibuji aglutinact az do koncentrace 500 mM, dospel
k zavéru, ze v interakci s manosovym receptorem je dulezita axialni poloha OH skupiny
na (. Zpstént, ze p-nitrofenyl-c-manosa mhibuje vyraznéji shlukovani kvasinek nez
samotna manosa, ukazalo vysokou afinitu receptoru k hydrofobnimu nitrofenylovemu
restduu Tudiz manoso-vazebne misto se naleza v blizkosti hydrofobni oblasti, podobné
jako je tomu u mnoha jinych lektini SilngjSi inhibice manosovym dimerem (3-O-a-D-
manosyl-D-manosa) ve srovnani s monomerem vypovida o tom, ze receptor vaze vice
nez jeden manosovy zbytek

[ ‘Cast «-mananu na tlokulact byla prokazana kompetitivni inhibici manosou a
honkanavalinem A (Miki, 1982) Konkanavalin A je sonda pro vysoce vétvene
c-manany  kvasinek S, cerevisiae Dale je tlokulace nevratné inhibovana narusenim
bunécne steny zymolyasou, nebo redukcer ¢ Stépenim proteinu merkaptoethanolem a
proteinasou K A¢ by se mohlo podle uvedenych poznatku zdat, ze tlokulence kvasnic
e velmi choulostiva vilastnost, kmen S646-1B si zachovava svou schopnost flokulovat |
pi1 fadé denaturupicich podminek (vareni, pusobeni 6 M mocoviny, 2 % Tritonu X-100
(detergentu). pouzitt 2 %o dodecylsultatu sodneho)

2.2.6. Sila a energie vazby

Vazebna energie mezi bunkami muze byt vyjadrena jako zména Gibbsovy
standardni volne energie (AG” = 3,39 a 3,33 kcal/mol pro Flol a NewFlo kmeny) Jin a
Speers  (2000) vypoceth silu bunéfne vazby, kdyz predpokladali, Ze interakcni
vzdalenost zvmolektinu a mananu dosahuje 1 nm a ze zymolektin je monovalentni



Vazebne sily byly vvéisleny na 2,36 107" N a 2,32 10" N, tvto hodnoty jsou velmi
blizke sile 2.2.10™"" N potiebne k odtrzeni dvou bunek. jez bvla ziskana reologickym
studiem suspenze pivnich kvasnic.

Vazebna energie elektrostaticke interakce je mnohem veétsi (10 — 20 kcal/mol)
nez sila vodikove vazby (2 — 10 kcal/mol). hydrotobni interakce (1 — 3 kcal/mol) ¢ Van
der Waalsovy interakce (0.2 — 2 kcal/mol). Vazebna energie tlokulace svou velikosti
patit do intervalu mezi vodikovou vazbu a hydrotobni interaket.

2.2.7. Predcasna flokulace a vliv kvasent v CK'T na kvalitu kvasnic

Zavaznym problemem pri vyrob¢ piva muze byt predcasna tlokulace kvasnic
Nakamura a kol (1997) vvvinuli novou metodu na urcovam taktoru predcasne
aglutinace kvasnic. Drive)st ukoncent kvasent zpusobuje tzyv. taktor predcasne tlokulace
kvasnic (PYF), ktery je pritomen ve sladu a prechazi tak 1 do mladiny. Drive byla tato
vada sladu zpstovana kvasnym testem. avsak tato metoda vyzadovala 16 dm a nebyla
pouzitelna ve vsech pripadech

PYF taktor je vysokomo
zeymena v obalovych vrstvach zrn, kde je ho priblizné desetkrat vétsi mnozstvi nez
uvniti obilek. Novy test ma SirSi uplatnent a kK jeho realizact jsou zapotiebi pouze 4 dny.
navic pomoci n¢] je mozne stanovit PYF taktor jz z nezesladovaneho je¢mene
Vysledky jim ziskane dobre koreluji s hodnotami z tradicni metody

Hlavni kvaSeni piva v soucasnosti casto probiha v cylindro-konickych tancich
(CKT). coz jsou nadrze o objemu 2000 hl a vice Kvasnice citlive reaguji na skladovani
na dné téchto cylindro-konickych tanku, kde jsou vystaveny stresovym taktorum napr
ruznemu  mnozstvi alkoholu  Vyssi koncentrace alkoholu u dna je zpusobena
autofermentaci  diky utilizaci sacharidovych rezerv kvasinek ve spojeni s velkym
sredénim mladinovych cukru Proto kvasinky na dné CK'T obsahuji meéné ¢lykogenu
(Powell a kol . 2004)

Glykogen a trehalosa patii mezi zasobni tormy glukosy v kvasinkach. Glykogen
¢ bohaté vétveny glukan umoznujict soucasne odbouravani glukosovych jednotek ze
vsech veétvt Hutter (2001) uvedl, ze synteza glvkogenu kolisa behem kvasneho procesu
Ve stresovyeh situacich je v bunkach glykogen pritomen ve vétsi koncentract a slouzi
lako zasoba energie Zatimco trehalosa se vyskytuje v mensim mnozstvi a spise chrani
bunku pred stresem nez, ze by poskytovala zdroj energie. Powell a kol. (2004) sledovali
obsah trehalosy u kvasnic v zavislosti na tom, jakym zpusobem byly kvasinky
oddelovany od mladeho piva U kvasinek ztzv teple sklizné se obsah trehalosy
udrzoval na nizke urovni, ale u konvenéni sklizné bylo jeji mnozstvi vyssi v dusledku
stresu ze zmeény podminek a z delsiho skladovani na dné nadoby. Pouzita metoda
sklizné Kvasnic ma vliv 1 na zivotaschopnost bunék, napr prvni frakce teplé sklizné
obsahovala (91,1 + 2.1) % wviabilnich bunék, oproti tomu konvencni sklizen poskytovala

pouze (834 + 38) % zivotaschopnych kvasinek V druhe casti teple sklizné byla

ekularni Kysely polysacharid obsazeny v je¢menu, a to

viabilita bunék mzsi (81.7 +6.2) %

Hodnota pH  Kkvasnicoveho piva byla nejvyssi u vzorku ze dna cylindro-
honickeho tanku (plt 5.5). naopak pH piva z poslednich frakci (pH 4,3) se blizilo
hodnote pH konecneho produktu Vysoke pH kvasnicoveho piva souvisi s lyzou bunék,
vistvy kvasnic na dne CKT obsahuji bunky ve Spatnem tyziologickem stavu. proto je
sdejst pHovvsst Podobny gradient byl pozorovan 1 u teplot (1°C — 8°C) (Powell a kol
2004)  ZyySene teploty uvniti konusu mohou byt dusledkem autofermentace, pri niz
bunky spotrebovavan glykogenove zasoby, generuji teplo, oxid uhlicity a ethanol
(Cahill a kol. 1999)
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Hodgson a kol (1999) dosh na =zakladé tluorescent¢ntho barveni bunék
calcotluorem (Img/ml) k zaveru, ze kvasnice usazene mezi stredem a horni ¢asti Konusu
jsou nejvhodnejst k opetovnemu zakvasovani V teto oblasti se totiz nalezaji populace
mladych Kkvasinek. jez obsahup S0 % az 65 %0 panenskych bun¢k a ktere zaroven
vykazup nejlepst kvasne vysledky Na dne CKT se ve vets mire objevuji velke stare
bunky a naopak v pivu zustava mnozstvi malych panenskych bunck

Kvasinky  mohou byt znovu pouzity k zakvaSemi az dvacetkrat, avsak
v pravidelnych intervalech je nutna propagace. aby se predeslo infekcim, eliminovali se
respiracne deficientni mutanti apod. Opakovane zakvasovani ma sva uskali. Problemem
muze byt mzst viabilita sklizenych kvasnic. ztrata horkosti a redukovane chmelove
aroma piva, ale 1 zvysene riziko autolyzy bunck a chuda utilizace latek v CKT (Cahill a
kol , 1999)

Podrobnosti o viivu kvaseni v eylindro-konickych tancich jak na Kvalitu Kvasnic,
tak na chut piva lze nalezt mimo jine v Kaneda a kol (1992).

2.2.8. Prehled metod méreni flokulace

VetSina zminenyeh poznatku o tlokulact kvasinek byla ziskana pomoct ruznych
metod, jez byly odvozeny z Helmova testu, a proto je; zde uvedeme v mezinarodné
uznavane podobe (American Society of Brewing Chemists). Metody nekterych dalSich
autoru, ktert se ve znaéne mire prave timto testem ispirovali, jsou shrnuty v piehledove
tabulce 2-1
FHelmuv test
Sedimentace vzorku Kvasnic je pozorovana v roztoku CaSO, putrovanem na pH 4.5
(hemicka cinidla:

a) Myci roztok siranu vapenateho — rozpustime 0,510 g CaSOy v 1 litru destilovane
vody

b) Putrovany roztok CaSOy — rozpustime 0,510 g CaSOy, 6,80 ¢ CH3;COONa a 4,05 ¢
CHCOOH v I htru destilovane vody. Vysledny roztok by mél mit pH 4.5

¢) Mladma (10 |2°P) sterilizovana piir 100°C po dobu 20 min ve trech
nasledujicich dnech

d) Mladinovy agar -~ pridame 2 g agaru ke 100 ml mladiny (¢imdlo ¢) v 500 ml
Frlenmeyerove bance Zahfivame do rozpusténi a sterilizujeme 20 min pii 121°C

¢) Normalni slany  roztok rozpustime 9 ¢ NaCl v I litru destilovane vody a
sterthizujeme 20 mun pint 121°C
\ [etoca.

Priprava vzorku kvasnie: Roziedime vzorek Kvasnic normalnim slanym roztokem
(ciidlo ¢) na koncentract 10 107 bunék/ml Nalijeme piiblizné 15 ml roztaveného
mladimoveho agaru (¢imidlo d) do Petrtho misek a nechame ztuhnout. Naneseme ocka
kvasinkove suspenze na 3 agarove plochy a inkubujeme 3 — 7 dnu pr 25°C
Naockujeme kvasnice z agarovych misek do tii 1000 ml banék obsahujicich 200 m]
mladiny (¢inidlo ¢). Inkubujeme staticky 3 dny pfi teploté 25°C. Premistime 5 — 6 ¢
suspenze do 30 ml myctho roztoku CaSOy (¢inidlo a) a odstredime
[ rcent sedmmentacniho  objemu: N trojim provedeni odmeérime 10 ml putrovaného
roztoku CaSOy (¢imidlo b) do 15 ml centrifugacnich zkumavek a pridame | g promytych
kvasnic Rozptyvlime kvasinky a umistime je do vodni lazné o teploté 20°C na 20 min.
Protiepeme a po dalSich 10 min zméfime objem kvasinkove suspenze.
Ntanioven flokulacniho typu:
1) Flokuluper kvasinky Suspenze se rychle rozdéluje do dvou vrstev blizko hladiny
kapaliny Toto rozhrani rychle pada a je méreno po 10 min
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2)  Neflokulujict kvasinky:  Rozhrani se tormuje mnohem pomaleji blizko dna
zkumavky. Rozhrani je méreno opét po 10 min,

Samotny Helmuv test podava jen velmi omezene informace o flokulaci, flokulacni
typ se posuzuje pouze pohledem Proto byla navrzena spousta jinych metod, ktere urcuji
tlokulact spektrofotometry. K mefent by se meéla pouzivat vinova delka, pri ktere
dochazi k maximu absorpce To je zavisle na pomeru indexu lomu media a kvasnic.
pomeru velikosti ¢astice a vinove delky. na rozmerech a distribuci shlukt. Niemene pro
merent tlokulace se pouzivaj vinove delky 600, 620, 660 nebo 700 nm (Speers a
Ritcey. 1995),

Dalst nedostatky Helmova testu odhahili D Hautcourt a Smartova (1999), dosh
totiz k zaveéru, ze Cas urceny ke Kultivact bunek podle Helmovy metody je dostatecny
pouze pro Flol kmeny. protoze Newklo kmeny potiebup delsi dobu kultivace, aby se
pin¢ projevila jejich tlokulence  Taktez overli, ze pouziti EDTA pii promyvani
kvasinek neovliviuje pozdejsi flokulaci meéfenou v pufiu s Ca®  jonty. Promvvani
kvasinek roztokem EDTA je vScobecneé povazovano za nezbytny proceduralm krok
v merent flokulace

Helmova metoda a metody z i odvozene jsou zalozene na poznatku, ze
tlokulujict kvasinky potrebupi ke zdarnemu prubehu tlokulace pritomnost vapenatych
ontu. Existuje vsak jesté druha skupina metod, jez se zamérila na skutecnost, ze povreh
tlokulujicich - bunék je  hydrotobn¢jsi nez  povrch  netlokulujicich  bunék.  Mezi
nejzajimavesi techniky z teto Kategorie patii ta vytvorena Akiyamou-Jibikiovou a kol
(1997) Jepich chromatograticka metoda mérent tlokulace vyuziva hydrotobni interakce
bunc¢cneho povrchu (HICF) 7 chromatograticke kolony s tenylsepharosovym  gelem
CL-4B se pit promyvani kolony 100 mM acetatem sodnym (pH 4,2) s obsahem 1.0 M
NaCl nejprve vyplavap slabé hydrotobni kvasinky a po zaméné eluentu za 30 %
isopropanol jsou sebrany silné hydrotobni kvasinky Nasledne se zmeri absorbance
sebrancho eluentu pri 660 nm. Metoda je Casove nenarocna, nebot jeji realizace zabira
pouze 1S min

Silne hydrotobni trakce obsahuji veétsinu flokulujicich bunék, u netlokulujicich
kmenu je pocet bunék v téchto frakcich nizky  SmiSena kultura v poméru 11
flokulupcich a netlokulujicich kvasinek se temér rovnomeérné rozdeéli mezi silné a slabé
hvdrotobni traket Mnozstvi hydrotobnich bunék tedy reprezentuje intenzitu tlokulace.

Metoda HICFE byla vyzkouSena na 75 kmenech spodné termentujicich kvasnic,
e vvsledky dobre koreluji s Helmovou metodou. Navic je HICF metoda, na rozdil od
Helmova testu, vhodna pro posuzovani tlokulace 1 u slabé tlokulujicich kmenia. HICF
metodou byl sledovan vyvoj hydrotobicity bunécneho povrchu a flokulence béhem
kvaseni v mlading 'V pripadé netlokulentnich kmenu bezprostredné po pridani kvasnic
do mladiny jejich HICF hodnoty prudce stouply, v nasledujici rané exponencialni fazi
se smizily a opét postupné rostly béhem stacionarni taze rustu Flokulujici kmeny se lisi
pouze i ze opétovny narust hydrofobicity bunécneho povrchu nastava jiz na konci
exponencialn taze rustu Kvasinky tedy ztraceji tlokulenct v rané fazi rustu a znovu ji
ziskavaj v pozdm exponencialni nebo rane stacionarni tazi. Zlomovy bod, v kterém
sacimajt kvasinky tlokulovat a sedimentovat souvisi s casem, kdy puvodni 11,5 %
extraht mladiny je zredukovan na mené nez 7 %

\Van der Aar a kol (1993) pomoct meérent kontaktniho uhlu vody nalezli
souvislost mezi bunéénym cyklem kvasinek a zménami v hydrotobicité jejich bunécéne
steny - Tésné pred ukoncenim bunécneho déleni se kvasinky z flokulujiciho kmene
stava)l hvdrotobngjsi, kontaktni uhel se posunul z 527 na 75° zatimco neflokulujici
bunky zustavaji jen mirné hydrofobni (52°)
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| abulka 2-)

\vber nehohika metod merem tlokulace bunek

\utorl | Hustota | Roztoky. jmz byl Odstied ovant | Michan Teplota | Cas mezi | Roztok. v némz Zpusob mereni
metody |suspenze  [vzorek pied méfenim | pouzite pro | merent | micha- probihalo méreni
(bunek'ml) | promyvan | Iniciacl nim a flokulace
L flokulace merenim
Bourdaudhu | 10° |~ - delonizovana voda. | I min. 6000-g |30 s; pak 25°%(C 10 min put‘rl_ 0.1 ml vzorku + 0.9
a kol (2004) | 1+ CaSOy, putr vzorek kontrolni vzorek: ml delonizovane
(051 g/l) S~ prevracen 0.5MEDTA. vody. absorbance
v15s pH 7.0 600 nm
Boxovaa kol |1 10 | = destilovana voda. | cas vzdy S 10 s vortex: |20°C | min citratovy putr. CaCl, | odebrano 0.2 ml
(2001) =250 mM EDTA. min. otacky: horizontalne kontrolnt vzorek: 0.1 | suspenze pod
3+ destilovana voda. | 4500 rpm: na orbitaln ml bez Ca® + 9.9 ml | meniskem + 1.8 ml
[~ 50 mM citrat 1500 rpm; tiepacce pri S0 mM EDTA 250 mM EDTA,
sodny (pufr). pH 4.5 [ 4300 rpm 100 rpm 2 h absorbance 620 nm
Kihn a kol 10" labora- |3~ destilovana voda. |5 min. 2500+g. | 15 s vortex. S min 0.1 mM HCL 0.5 absorbance 660 nm
(1988a. torni. |~ 2mM EDTA. pH 8 |4°C tiepano pri (lab ). mM Ca” . dolito
1988b) 28.5.10" I = destilovana voda 60 rpm S min IS min destilovanou vodou
pivovarske (lab ) ¢1 30 (piv.) do S ml
Kmeny min (piv. ) kmeny
Soares a 110" 2x 250 mM EDTA: S min. 4500-¢. | 18- 20°C 24 ml 250 mM 200 — 1000 ul
Mota (1997) i - 250 mM NaCl. 4°C prevraceni NaCl. pH 4.5 + 1 ml | odebrano z hladiny
pH 2.0: 100 mM CaCls. pH [ 20 ml v 25 ml valci,
[ 250 mM NacCl. 4.5 (vvsledne 4 mM | rozpusténo v 250
pH 4.5 Ca™ ) mM NaCl. pH 2.0.
absorbance 620 nm
Stratford a 2.10° 2x 250 mM EDTA S min, 2000~g |4 druhy, pt. 3{25°C |5 min 50 mM citratovy S mm pod meniskem

Keenan
(1988)

ml vzorek
ve 4 ml
kyvete |- /s
prevracen

|

pufr. pH 3.0. S mM
EDTA. SO mM
CaCl- (konecna
koncentrace 10mM)

odebrano 0.5 ml.
dolito 250 mM
EDTA na 3 ml.
absorbance 600 nm

(* slozent putru: 0.51 g/l siranu vapenateho. 6.8 ¢/l acetatu sodneho. 4.05 ¢/l ledove kyseliny octove. 4 %o ethanolu)
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Je znamo. Zze schopnost kvasinkovveh kmenu flokulovat je pfimo umérna
velikosti hydrotobicity jejich povrehu nebo mizkemu povrchovemu napéti. Azeredova a
Kol (1997) pouzivali k ur¢eni komponent povrchoveho napéti kvasinek tii kapaliny
(vodu, glycerol a dijodmethan) se znamymi Komponentami povrchoveho napeéti. jedna
z nich musi byt nepolarni (v tomto pipadé dijodmethan). Preferencni pritahovani mezi
bunkami flokulujicich kmenu. zodpoveédne za shlukovan bunek, muze byt vysvétleno
nizst volnou energii hyvdrotobni interakce A" mezi bunkami a molekulami vody.

tudiz je uprednostiovana vzajemna interakce mezi bunkami. AG"" nabyva mensi

hodnoty pro flokulujici bunky nez pro netlokulujict

2.3. Vitalita a viabilita kvasnic

Viabilita je  definovana jako  schopnost  bunek se mnozit a  vyvkazovat
metabolickou aktivitu Kvasinky st zachovavap metabolicke tunkce po dlouhou dobu.
prestoze i1z tieba ztratily schopnost se rozmnozovat

Termin wvitalita se pouziva pro popis Kkvasne kapacity, dychaci etektivnosti
bunek, schopnosti kvasinek prijimat Kyslik a jejich metabolicke aktivity. Vitahita je tedy
tunkct tyziologickych a biochemickych podminek kvasinek (Fernandez a kol ., 1991)

Stanoveni viability a vitality kvasinek pred zakvasenim je dulezite pro zajistén
stale kvality piva a radneho prubehu kvasent. Dlouhe skladovani a tyziologicky stres
vznikajicr behem pivovarskeho procesu mohou vazné ohrozit zivotaschopnost kvasinek.
Vitalita sklizenych  kvasnic odrazi kvalitu  pouzitych zakvasnych kvasnic, slozeni
mladiny, podminky kvasen a sklizn¢ Kvasnice s nizst vitalitou a viabilitou produkuyi
pivo s mensi stabilitou pény, to je pravdépodobné zpusobeno uvolhovanim proteasy do
piva diky autolyze bunek  Vitalngjsi kvasinky termentuji rychlep a efektivng)i.

2.3.1. Méreni zivotaschopnosti bunék pomeci barviv

Viabilitu kvasnic lze zjstovat barvenim bunék, napr. Cahill a kol (1999) meéril
viabtlitu barvenim bunék methylenovou modri. Pouze 75 % Kkvasinek svrchniho kvaseni
bvlo schopno zivota po dvou tydnech skladovani pii 4°C, pred skladovanim obsahovala
tato populace 97 % zivych bunek Kvasinky spodniho kvaseni se zdaji byti odolné)si,
nebot™ jejich populace 1 po 17 dnech skladovani obsahovala 90 %  zivotaschopnych
bunék. pricemz na pocatku experimentu tam bylo 95 % zivych bunék.

Methylenova modri je prumyslové pouzivany standard pro stanoveni viability,
piestoze efektivita tohoto barveni je ponékud kontroverzni pri méreni viability mensi
nez 90 %, Proto se uvazuje o jejim nahrazeni methylenovou violeti, jez poskytuje
reprodukovatelngsi a presng)Si vysledky (Van Zandyckeova a kol., 2003).

\iabilitu lze take urcovat pomoci barveni bunék fluorescencnimi barvivy. ktere
© povazovano za mene subjektivni nez napf. barveni methylenovou modri. Nebot
Huorescencnt barviva poskytupi lepst rozliSeni mezi mrtvymi a zivymi bunkami — to
demonstrovall Graham a Caiger jiz v roce 1969 Béhem 90 let se stala fluorescence
heznym zpusobem urcovani viability bunék, a to jak zivociSnych, tak bakterialnich Ci
kvasinkovyeh

Existup it zakladn mechanismy tungovani tluorescenénich barviv:

1) Barviva. jez se vazi na nukleove kyseliny, mohou bud’ prochazet skrz plazmatickou
membranu. a tak detekovat zive bunky. Anebo nemohou volné pronikat pres
membranu a do bunek se dostavaji az v okamziku, kdy je membrana poskozena,

| 8



tudiz oznaCuji mrtve bunky. Intenzita vyzarovane fluorescence zavisi na afinité
techto barviv k nukleovvm kyselinam

2) Fluorescencni sondy merier membranovy potencial bunék mohou byt bud® kladne.
nebo zaporné nabite. Zaporné nabita barviva vstupuji volné pouze do mrtvych
bunck diky tomu. ze mrtve bunky ztraceji svuj membranovy potencial.

3) Posledni skupinu tvoii barviva, ktera fluoreskuji teprve po jiste premene uvniti
bunky. MgANS (hemihorecnata sul I-anilino-8-nattalensultonove Kyseliny) pronika
do nezivotaschopnych bunck. kde se vaze na cvtoplasmaticke proteiny a generuje
zlutozelenou  fluorescenct Avsak MgANS  funguje Spatné v piitomnosti - vysoke
Koncentrace latek naruSujicich membranu, jako je ethanol Barvivo FUNI (2-chloro-
4-(2.3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-vl)-methyldien)- [ -tenylchinolinum
jodid) prochazi membranou a ve vakuolach S. cerevisiae tvori valcove struktury
(CIVS), jez vvzaruji Cervenou fluorescenci. Ostatni barviva, napr. fluorescein
diacetat nebo karboxyfluorescein diacetat (CFDA), jsou hydrolyzovana esterasami
v zivych  bunkach, coz je ¢ sveételkujicimi Tyto  barviva unikaji z bunék
porusenymi membranami a v dusledku toho zustavaj mrtve bunky neobarvene

Van Zandyckeova a kol (2003) provedl srovnavaci experimenty flouroforu s
methylenovou violeti. Nejlepst shody bylo dosazeno pii pouziti oxonolu a berberinu.
zbyla barviva projevovala drobne nepresnosti zeyjmena pak propidium jodid, Ktery byl
shledan  zcela nevhodny pro mérenmt viability, a FUNI, jenz stale podhodnocoval
zivotaschopnost bunék

2.3.2. Princip acidifikacniho testu

Zatimco viabilitu kvasinek lze poméerne dobre merit pomoct barvent bunek
Ssirokou skalou barviv, vitalitu lze patrné nejlepe stanovit na zakladeé aciditikacniho
testu - OKyselovant vngjsiho prostredi patit mezi zakladnt projevy bunécne odezvy na
nejruzne)st stimuly — pridant substratu ¢t soli (napr. KCl), nebo okysliceni media
v nepritomnosti substratu (Sigler a Hofer, 1991) Test acidifikacni sily vypovida o
zdravi kvasinek, informace z n¢j ziskane mohou slouzit k predpovédi prabéhu kvaseni,
tolerance K ruznym teplotam skladovani a schopnosti redukovat vicinalni diketony
(Fernandez a kol | 1991)

Aciditikacmt kiivka je charakteristicka pro dany kmen kvasinek a bunécnou
histort NejlepSimi substraty pro aciditikacni testy kvasinek S. cerevisiae jsou: glukosa,
truktosa, manosa, sacharosa, calaktosa, maltosa (ta je na rozdil od ostatnich cukri
transportovana  H -symportem a muze tedy zpusobit pocatecni alkalizact vnéjSiho
nrostiedr) a ethanol (v provzdusnenych suspenzich) Saturace nastava pri 20 — 30 mM
honcentract  elukosy a  priblizné 10 mg  susiny  kvasnic/ml.  Saturacni  kinetika
protonoveho  toku ma  dve  casti, jez  koresponduji - piitblizné s nizkoafinitnim
Lonstitutivininm systemem  prijimani - glukosy  (usnadnénou  difuzi) a vysokoatinitnim
mechanismem (H -symportem) spojenym s expresi glukokinasy.

Kdyz aerobni hladoveéni v destilovane vodé presahne 4 — S h, zacne se zvySovat
nH suspenze v dusledku prijimani H o pri soucasném vylucovani K a diky produkci
NH: v deaminacnich  reakcich, take rozsah acidifikace silné klesa. Hladoveéni je
doprovazeno  poklesem  vnitrobunéne  hladiny  ATP a respiracni  rychlosti.
K podobnemu oslabeni aciditikacni odezvy na pridani substratu dochazi i po vystaven
hvasinek ruznym inhibitorum, zvysene teploté, kyselosti a jinym nepfiznivym taktoriim
\ciditikacnt odpoved™ bunék na pridani substratu mnze byt tedy pouzita jako
digunosticky nastroj pro stanoveni metabolické schopnosti bunék napf. v priumyslovych
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Okyselent vngjsiho prostiedi beéhem glukosou indukovane aciditikace pramen
z vylucovani CO; a organickych Kyselin ven zbunky, z ¢&innosti plasmatické H -
ATPasy, dale pak z mechanismu kontrolujicich proudént K a mozna i jinych iontt.

Prvni udalosti po pridani glukosy je prechodny rozmach endogenniho dychani a
tvorby CO; z vnitinich zdroju. Rychlost vyroby CO> béhem tohoto rozkvétu je 500
000 w4l za minutu na | mg susiny. tj. asi 100~ rychlejsi nez produkce urcena
Warburgovym manometrem pit  delsich  ¢asovych intervalech. Tato tvorba CO»
z mobilizovanych vnitinich zdroju rychle opada. v souvislosti s vvcerpanim kvsliku ze
suspenze a prudkym narustem NADH/NAD  pomeéru, a je nahrazena produkcr CO>
z pridancho substratu. Alkoholove kvasem 100 mmol glukosy vvda 140 — 190 mmol
(O, Obvykla koncentrace CO; ve vode. ktera je v rovnovaze se vzduchem, ¢ini 3. 1 7
mol/l. Dohromady s CO, vzniklym z glukosy se muze Kkoncentrace CO> v suspenzi
vvsplhat ast na 1 - 2 mmol/l (pit 10 mg susiny kvasnic/ml) Dosud neni presné znamo.

Kolik CO> prochazr skrz buneé¢nou membranu jako takoveho a kolik v podobe HCO
Avsak propustnost kvasinkove plasmaticke membrany pro HCO | e 10N 107 em/s ve
srovnant s 0.3 — 0,6 cm/s pro CO,. Nicmene kvasinky obsahuji anhydrasu, ktera muze
katalyzovat CO,/HCO . rovnovahu

Druhym krokem nasledujicim po pridani glukosy k suspenzi S, cerevisiae je
alkoholove  kvaseni, ktere vede k produkci acetatu,  butylenglykolu, acetomu,
acetaldehvdu, glycerolu a sukcmatu. Sukcinat vznika v citratovem cyklu a podili se na
okyselovant vng¢jsiho prostiredi kvasinek

V neposledni radé prispiva kK okyselovani vn¢jsiho  prostiredi svou  ¢innosti
kvasinkova ATPasa Ta je umisténa v plasmaticke membran¢ kvasinek a patin k b E»
tvpu nebo P-typu ATPas, Ktere premistup Kationty skrz plasmaticke membrany bunek
evitat, rosthing eukaryotnich mikroorganismu 1 nekterych baktern. ATPasa je priblizne
se dvou tretin zanorena do cytoplasmy a obsahuje residua pro vazani ATP a enzymovou
tostorvlact  Ta je zavisla na navazani transportovancho Kationtu, jenz je typicky pro
dany druh ATPasy H . Na nebo Ca™ . zatimco zpét do cytoplasmy je vétsinou
premistovan KV ATPasach, ktere pumpupi K do cytoplasmy, je K nezbytny pro
hvdrolyzu tostoenzymu

Fnzym alternuje mezi 2 hlavnimi stavy £, a Es, a tvori prechodny tostorylovany
mtermediat, v kyselem prostredi stabilni, v zasaditem labilni S-aspartyltostat. Jeho
preména je podstatna pro rychlost hydrolyzy ATP (20 — 60 gmol Pi/mg proteinu za
min)  V nepritomnosti nukleotidi je enzym prevazné ve stavu E,;, béhem ATP
hvdrolyzy pak hladina E; narusta Transportni krok zahrnuje hydrolyzu 1 ATP za
soucasneho vylouceni | H - Protony se vazi na E; formu na vnitfrnim membranovem
povrchu a jsou uvolnovany z E, formy na venkovnim povrchu.  V nepritomnosti
substratu jsou vazebna mista obou povrchd vétSinou neprotonovana a pumpa je
udrzovana v rovnovaze, v okamziku acidifikace cytoplasmy vsak pumpa znacné zrychli
svou cmnost  Analogicky 1 muze spoustet okyseleni vmtiku bunky béhem glukosou
mdukovane aciditikace, zatimco konecne nizke extracelularni pH zpasobi narust
obsazent Ho-vazebnyceh mist na vnéjsim povrchu, tudiz pumpu zpomali

/asoba energie pro o zivinovy H -symport je jednou  z fyziologickych roli
\ [ Pasv. pnou je jep ucast na regulact bunécneho pH. Ke konci exponencialni faze
rustu S, cerevisiae dvakrat az tiikrat klesa aktivita jejich ATPas. Aktivita enzymu se lisi
u bunek péstovanveh na ruznych cukrech v zavislosti na zpasobu, jakym jsou tyto cukry
transportovany do bunky. ATPasa je vratné aktivovana glukosou, maltosou, trehalosou
4 valaktosou  Tento proces je doprovazen narustem fosforylace enzymu, zasaditym
posunem v pH optimu a zvySenim afinity k ATP (Sigler a Hoter, 1991).



H \Vapoustent protonu je dustedkem aktivity A TPasy

H™ - cukr symport

‘ K" K
\ntiport drasliku a zivin
K - H antiport
H

Vvlucovani protonu je vysledkem ¢imnosti dvchaciho fetézee

Obr.2-4 Schema  transportnich déju v plasmatick¢ membrane kvasinek. Modifikovany
obrazek z prace Fernandeze a Kol. (1991),

Aciditikacéni sceénar:

1)

+)

6)

Glukosa je rychle pfijimana bunkami a je fosforylovana na membrané vhodnymi
Kinasami. Fostorylace ma za nasledek okamzit¢ vnitini okyseleni diky uvolnovani
protonu ve tostorylacni reakei. Vnitrobunééne okyseleni muze zpusobit otevieni
iontovveh kanalu v membrané, coz piinasi depolarizaci membrany. jeji rozsah
zasadné zavisi na vngjSim pH (obr.2-4).

Nasledné je H -ATPasa fostorylovana na glukose zavislou reakei a jeji aktivita
vsrusta. Ve stejnou dobu se snizuje hladina vnitrobunééného ATP kvali fostorylaci
substratu (a tvorbé ¢cAMP) tak. ze bunéény cnergeticky mechanismus (bunééné
dvchani) je silné stimulovany.

Rozmach tvorby CO> redukuje hyperpolarizaéni etekt enzymu a spolu s inikem
ontu vede K narustu ApH.

/vyvsent ApH je spojeno s prijimanim K : glukosa vedle aktivovani H -ATPasy,
aktivuje také kvasinkovy systém piijimani K . Navzdory jeho ¢aste¢né kompenzaci
vwpousténim H'. masivni pfitok K* do bunky zpusobuje pomalou, ale trvalou
membranovou depolarizaci a alkalizaci vnitrku bunky.

Vi §si vnitini pH, nadale blokuje K kanaly a pfi nizkém Ay proudi K" ven z bunék.
[ento K proud muze byt kompenzovan odtokem organickych anionta (sukcinatu
a).). ktere se nahromadily v bunkach.

Vicerpani glukosy prinasi postupné navySeni pH; (protoze méné energie je potieba
pro H -AlPasu) a slaby narust Ay kvali znatnemu odtoku K'. Pfi anaerobnich
podminkach pretrvava znaéné dlouho extracelularni hladina organickych kyselin.
satimco pii aerobnich jsou kyseliny znovu pfijimany bunkami (Sigler a Hofer,
1991).

Aciditikace bez substratu:

Mechanismus acidifikace S, cerevisiue v nepfitomnosti substratu zavisi na

hladine kyshiku v suspenzi. Okysli¢eni suspenze v nepfitomnosti substratu vyrazné
ov livauje proudéni K skrz membranu. bunéénou hladinu ATP a jiné charakteristiky.
Okysliceni. kter¢ ssebou nese obvykle prechodné okyseleni média, mize byt
spusobeno rozptylenim bunék v cerstvém médiu (vzduchoveé bubliny), nebo pfidanim

t

neroxidu vodiku do buné¢né suspenze.
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Prenos bunék do cCerstveho media s obsahem Kysliku vyvola docasny narust
endogenniho dychani podobny tomu. jaky je pozorovan pii piidani substratu. Schopnost
bunek spontann¢ okyselovat prostiedi pii prechodu do cerstveho media zavisi na
rustove ftazi a slabne s hladovénmim.  Spontannt okyselent nenastava u  respiracné
deficientnich mutantu a u kyanidem oSetienych bunék  Jedna se tedy o stimulaci
endogenntho dychani a produkci CO- analogickou k te. co nasleduje okamzité po
pridani substratu

Stejne jako substratem indukovana aciditikace. tak i spontanmi aciditikace je
ovlivnéna aerobnim hladovémm, ktere vede K tvorbé amoniaku v deaminacnich
reakcich. Hladovéni ma take za nasledek smzem bunécne hladiny ATP a pokles
pocatecnt rychlosti endogenniho dychani Soucet spontanni a substratem indukovane
aciditikace. méreny pri detinovanych podminkach, ktery odrazi schopnost bunek
mobilizovat endogenni substraty a utilizovat exogenni, klesa linearné s pokracujicim
hladovénim

Samotne provzdusnéni media  bez  pritomnosti - substratu muze aktivovat
membranovou H -ATPasu Pridani H.O> Kk suspenzi kvasinek piinasi vyvoj kyshku
nasledovany itenzivinim dychanim Extracelularni pH muze poklesnout az na =~ 3.5
Proces tedy zahrnuje aktivact H -ATPasy, ponévadz hodnoty vngjsiho pH < 4.5 neni
mozne dosahnout pouze pomoct €O, avsak nedochazi K zadnému  vypoustén
organickyeh kyselin a priivu K do bunky  Na rozdil od ¢lukosou indukovane
aciditikace. se zda byt H odtok kompenzovan draselnymi kationty Kdyz extracelularni
hladina K poklesne pod ur¢itou uroven, peroxidem indukovana aciditikace
hvperpolarizuje membranu, a tak se zastavi jak dalst vylucovam H . tak endogenni
dychani, ackohv by zbyvajict hladina O> v suspenzi stacila pro jeho dalsi pokracovani
(Sigler a Hoter, 1991)

2.3.3. Vitaltitrace a jina méreni vitality kvasnic zalozena na zméné pH média

Mezi kvantitativin - metody urcovani vitality  kvasnic  patit - mérent  obsahu
olvkogenu v bunkach, redukcéntho potencialu kvasinek, uvolnovani CO; nebo tieba
stanovent  speciticke  rychlostt pripmant kyshiku  AvSak tyto metody jsou vétSinou
casove narocne na rozdil od AP testu Opekarove a Siglera (1982). Acidifikacni sila
(AP) vyjadruje soucet zmeény pH, Kk nmz dojde po rozptyleni kvasinek ve vodé, a
substratem indukovane zmény pH po pridant glukosy k suspenzi, AP odrazi hladinu
buncényeh zdroju energie. Bunky, jepichz AP se pohybuje mezi 2.5 a |5, jsou v dobrém
iy ziolovickem stavu, ty s hodnotami AP v intervalu od 1.0 do 0 jsou casteCné
poskozene a kvasinky s AP - 0 jsou j1z znacné ponicene

Rodricues a kol (2004) vyvinuli novou metodu na urCovani vitality kvasinek
nazvanou vitaltitrace. jez je schopna predpovédét 1 kvasnou schopnost. Principem
vitaltitrace je zmérent ¢asu, jaky potrebuji kvasinky na zmeénu pH okolniho prostredi
7 pH 10 na 6.5 Cas nutny ke snizeni pH na 6,5 je ve vztahu k produkci CO; a protonu
aho metabolickyeh ukazatelu. Kvasinky s lepsi metabolickou aktivitou totiz snizuji pH
rvehlep Béehem testovani nebyly bunkam poskytnuty zadneé vnéjsi zdroje energie, a tak
byly protony a CO; produkovany vyhradné z vnitinich zasob energie, coz take svédci o
vitalite bunek  Test tedy neprimo ukazuje velikost téchto zasob. Vysledky vitaltitrace se
dobre shodujr s acidifikacnim testem

Patino a kol (1993) se rozhodh pouzivat jako indikator metabolicke aktivity
hyasinek 12y CAP (Cumulative Acidification Power) Jedra se pouze o jiné zpracovani
vwsledhu acidifikacniho testu. Hodnoty pH zaznamenavaneé v minutovych intervalech se
piepoctou na koncentraci protonu, dale se vypocte absolutni zména koncentrace protont
(PACC) juko absolutni rozdil mezi po sobé nasledujicimi koncentracemi protonu CAP

)
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tvori soucet dvaceti PACC hodnot. Vyssi citlivost CAP oproti AP neni zapfi¢inéna jen
eliminact logaritmicke Skaly. ale i skute¢nosti. ze CAP bere v uvahu nemonotonni
charakter acidifikacni kiivky. Rozdily obou piistupu jsou ilustrovany tabulkou 2-2, kde
G oznacuje kvasinky, jez byvly po 56 generact péstovany v mladiné s obsahem glukosy.
M pak bunky kultivovane v maltosove mladiné a G/M zna¢i kvasinky G, ktere byly
poprve po S6 generacich KkvaSeny s maltosou V tabulce 2-2 jsou taktez uvedeny
vysledky acidifikacnich testu. v kterych byla jako substrat pouzita glukosa anebo
maltosa

Fabulka 2-2° Srovnant hodnot aciditikacni silv (AP) a kumulativin acidifikacnt sily
(CAP) Podle Patino a kol (1993)

druh kvasinek AP CAP (10™")
glukosa maltosa glukosa maltosa
G 2,27 2,202 93 31
M 215 2,19 80 83
G/M 2.13 2.03 84 81

CAP profily lepe vystihup metabolicke odlisnosti mezi kvasinkami. CAP G
kvasinek nabyva tronasobne velikosti, kdyz je k bunkam béhem acidifikacniho testu
pridana glukosa oproti maltose. [ Kvasinek M ¢ rozdil v CAP pro oba substraty

pouze 3.0 %o
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3. Experimentalni ¢ast

5.1, BlizSi seznameni se zkoumanymi kmeny
Kvasinek S. cerevisiae

Vi teto praci jsme se zamerili na pivovarske kmeny kvasinek spodniho kvaseni
Kvaseni piva pii pouziti téchto kmenu probiha asi 7 dnu pii teplotach pod 15°C a po
skonceni fermentace kvasinky sedimentuji. Kmeny svrchniho kvaseni termentuji kratsi
dobu prt teplotach kolem 20°C a kvasinky jsou na konci kvaseni vynaseny na povrch
tekutiny ~ Pro  néktere experimenty  jsme  vvuzili take pekaiske drozdi. Kmeny
Naccharonyvees cerevisiae pouzivane pro vyrobu pekaiskeho drozdi nemaji na rozdil od
pivovarskych kmenu geneticke sklony Kk tlokulaci, protoze flokulace bunek by vedla k
produkct drozdi krupickovite konzistence a horsi kvality (Janderova a Bendova. 1999).

Shirka pivovarskych kmenu Vyzkumneho ustavu pivovarskeho a sladarskeho
(VUPS) obsahuje 115 kmenu pivovarskyeh Kvasinek Pro ucely diplomove prace bylo
vvbrano 10 kmenu, jejichz neéktere provozm charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 3-1
Podrobngji jsme se vénovali kmenu 95 vzhledem Kk jeho oblibé v ¢eskyeh pivovarech

Tabulka 3-1° Provozni charakteristika pouzivanych kmenu

Kmen Prokvasen mladiny Sedimentace
; : stredné
O B strednée velmi dobra
8
9 I stredné dobra
| ] | hluboko -
|2 l stredné / hluboko velmi dobra
20 '+ hluboko dobra
2 '+ - stredne ! dobra
U hluboko dobra
o8 | hluboko dobra

Experimenty  byly  provadeény v nékolika etapach. Na obrazku 3-1 jsou
zachyceny bunky pivovarskych kvasinek kmene 95 z pivovaru, kde byly pouzity pro
hvasent piva v eylindro-konickych tancich pri teploté 12°C. Jedna se o synchronizované
Kultury bunek ve stacionarni fazi rustu. Populace kvasinek, jez prosla jednim kvasenim
v eviindro-konickem tanku (PIm, Plp), 1 ta, ktera méla byt teprve pouzita pro kvaseni
(POm. Pop). obsahovaly velmi rozmanite burky co do velikosti 1 tvaru, ale zadna z nich
nebvla ve stadiu pucent Nekolikanasobne promyti bunék v destilovane vodé a citrat-
tostatovem putru s roztokem EDTA a nasledne uchovavani téchto kvasinek v citrat-
tostatovem pulru tyto bunky (POp, Plp) nyak viditelné neposSkodilo. Tuto serii vzorku
doplnuje pekarske drozdi (obr 3-1 D). jehoz bunky jsou drobngjsi a kulatéjsi nez bunky
pIVovarsheho kimene

\a obrazku 3-2 je zobrazeno onéch 10 kmenu pivovarskych kvasinek, jejichz
charaktenstiky jsou uvedeny v tabulce 3-1 Na rozdil od predeslych pramyslove
nestovanyeh kvasmek. obsahovaly tyto vzorky mnozstvi pucicich bunék v ruzném
stadiu pucent Tyto kvasinky byly laboratorné péstovany v mladiné v kvasnych valcich
4 po deviti ¢ deseti dnech fermentace byly oddéleny od mladého piva. Kvasinky byly
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tiikrat promyty destilovanou vodou a podrobeny acidifikacnim testum. dale byly
promyty podle procedury popsané v kapitole 3.3. a zméteny jejich sedimentacni kfivky
1 velikosti bunek pod mikroskopem. Postup a vysledky kvantitativni analyzy kvasinek.
jejichz vzorky jsou na obrazcich 3-1 az 3-3. je mozné nalézt v kapitole 4.1.

Flokulace byla studovana opét na kvasinkach z kmene 95 a to, jak z pivovaru
(obr.3-3a), tak zmalého pokusného CKT ve VUPS (obr.3-3b), tj. z provoznich i
poloprovoznich podminek. Ve vzorku z VUPS byly nalezeny pucici bunky. coz by
naznacovalo. ze kvasinky nebyly odebrany ve fazi. kdy by mély mit nejvyssi sklony
k flokulaci. Toto je také patrné jednim z duvodu. pro¢ tyto kvasinky flokulovaly hure
nez ty z pivovaru. mezi nimiz se pucici bunky nevyskvtovaly.

Plm Plp

D

Obr.3-1 Mikroskopické snimky kvasnic. POm oznacuje pivovarské kvasinky odebrané
pied nasazenim v cylindro-konickém tanku uchovavane v mladiné. POp pak oznacuje
ez kvasnice po promyti v destilované vode a citrat-fostatovém pufru. Obdobné PIm a
P1p jsou oznaceni kvasnic odebranych po prvnim kvaseni v CKT. Posledni snimek (D)
sobrazuje bunky pekafského drozdi rozptylené v citrat-fosfatovém pufru.
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Obr.3-2 (Na predchozi stran¢) Mikroskopické snimky deseti kmenu pivovarskych
kvasinek. Cisla u obrazku se shoduji s ¢isly. pod kterymi jsou tyto kmeny vedeny ve
sbirce  kvasinek ve Vyzkumném dstavu pivovarském a sladaiském (VUPS).
Charakteristiky jednotlivych kmenu Ize najit v tabulee 3-1.

a | b

Obr.3-3 Mikroskopické snimky kvasinek kmene 95. a) kvasinky z cylindro-konického
tanku 2 pivovaru. b) kvasinky odebrané z pokusného cvlindro-konického tanku ve
VUPS.

3.2.  ME¢rici aparatury

3.2.1. Aparatura pro méreni sedimentace a flokulace

Fotogratie zakalomeéru (UZLP). Ktery jsme pouzivali pro méreni sedimentace a
tlokulace, j¢ na obr. 3-4. Hlavni soucasti zdakaloméru je tepelné izolovand mérici
komora. jez je naplnéna destilovanou vodou, do niz je ponofen teplomér. Destilovana
voda tak slouzi K termostatovani vzorku 1 jako imerze. Zakalomér je vybaven vnéj$im
termostatickym  systémem. Ktery je schopny udrzet dlouhodobé konstantni teplotu
v mericl komote, a to v rozsahu 15 — 40°C. Nedilnou soudasti zakaloméru je ovladaci
icdnotha.  Ktera  je  propojena s pocitaéem. Flokulaci kvasinek jsme iniciovali
magnetickym michadlem. jehoz motorek je umistén na dné meéfici komory. Diky
ov ladact jednotee lze michani vy pnout bez preruseni nahravani dat.

ovladaci

. o jednotka
michadla
Mericl
Ir\\.ll"'i\’[';l
napinena
merzl
— ovladaci
jednotka
- zakaloméru

Obr 3-4 Aparatura pro méfeni sedimentace a flokulace kvasinek (UZLP), kterou vyvinul
4 zhotovil kolektiv Oddéleni optotermalni spektroskopie KCHFO pod vedenim RNDr.
Miroslava Dienstbiera a doc. Ing. Petra Sladkého. CSec.
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Zakalomeérem lze urtit koncentraci. velikost bunék pripadné i jine vlastnosti
kvasnicne suspenze. Kvasinky v roztoku se chovaji jako rozptylova centra, na kterych
se rozptyluje uzky paprsek svétla Zdrojem svétla v zakalomeru je LED dioda s vinovou
delkou 660 nm. Zaren emitovane diodou prochazi soustavou cocek skrz sklenéne
okenko do merict komory. v jeiimz stiedu se nachazi zkumavka se vzorkem. Cast zaieni
se po interaker se vzorkem rozptyli a Cast projde. Podle sméru, v kterém rozptylene
svetlo registrujeme, rozeznavame transmisi (detektor zaieni je umistén ve smeru
paprsku vychazejicitho ze zdroje). nefelometrii (paprsek svétla je bunkou rozptylen do
smeru - kolmeho na  puvodni  smeér  paprsku) a  dopredny rozptyl, pii némz
zaznamenavame zafeni odchylene o maly uhel blizky 157 Pouzivany turbidimetr
umoznuje registrovat elasticky rozptyl svétla ve vsech tiech uhlech soucasné
Vystupmmi udaji jsou Zn a Zt. tj. zakaly. Ktere jsou dany pomérem intenzity svétla
rozptyleneho do uhlu 907 ¢ 157 a intenzity prosleho zareni, tyto pomeéry jsou dale
prepocitavany pomoci Kalibracni kKitvky zakaloveho standardu. Jako zakalovy standard
s¢ pouziva roztok formazinu a vysledny zakal se pak udava v jednotkach EBC
(European Brewery Convention)

Dalsi moznosti uplatnént zakalomeéru lze napt v publikacich Gabriel a kol
(1994), Sladky a Cisarova (1999). Sladky a kol (1998, 2001) nebo Sladky a Dienstbier
(2001 a 2003) | |

3.2.2. Aparatura pro méreni acidifikacnich testu

Predevsim za ucelem mérent aciditikacnich testu byl v roce 2005 pod vedenim
RNDr  Miroslava  Dienstbiera v ramci  spoluprace s VUPS  sestrojen  prototyp
turbidimetricke titraéni aparatury, jehoz soucasti je 1 laboratorni turbidimetr/zakalometr
[.TO]  Tato aparatura (obr 3-5) je vybavena vykonng¢)Sim termostatem s kapalinovou
lazni. jenz e schopny pracovat v Sirokem intervalu teplot od -10°C az po +80°C
cpresnostt £ 0 17C V laznt termostatu je krome standardniho cerpadla, ktere lze pouzit
k- michani lazné ¢ termostatovant vngjSiho zanizeni kapalinou z lazné termostatu, jesté
navic nezavisle cerpadlo spojene s teplotnim vemeénikem a vystupem mimo termostat.
[akto je realizovan uzavieny cirkulacni okruh s obeéhem 1merzni kapaliny v méfici
komote zakalometru  Oddéleni tohoto okruhu od kapaliny v lazni termostatu umoznilo
minimalizovat objem kapaliny, Kterou lze jednoduSe ménit bez nutnosti vypousténi celé
naplné termostatu a udrzovat tak imerzni kapalinu v zakalometru €istou, coz je nezbytné
pro jeho spravnou mefict funket

\'teto aparature je czarazen 1+ pH-metr se sklenénou elektrodou vybaveny
esternim teplomérem a magneticke michadlo s regulovatelnou rychlosti michani. Také
opticka  cast  doznala  drobnych  zmeén, tudiz  zakalometr poskytuje udaje
v netelometrickem a transmisnim kanalu. Vzhledem k rozmérdm méfici komory lze
provadét mérent vzorku o objemech 5 200 ml v zavislosti na pouzitém typu
vzorkovnice a v rozsahu zakala od 0 do 1000 EBC

Podobne jako UZLP lze 1 turbidimetr LTO! vybavit davkovaci pumpou
s moznosti - programoveho  nastavent a  fizeni fady ftunkci (rychlost davkovani,
pozadovana davka ttrantu, proménliva rychlost davkovani. zpozdéni...). Podrobnosti o
rechnicky ch moznostech turbidimetru LTO1 1ze nalézt v textu Dienstbiera a kol. (2005).

\'Sechny soucastt aparatury LTOI (stejné tak UZLP) lze plné ovladat rucné nebo
pocttacem  Rudicr program MZN, jenz z vétSi casti vytvofil Mgr. Petr Gabriel,
komunikuje s jednothivymi o pristrojovymi komponentami, zobrazuje graficky priabéh
meienveh velic (hodnotu pH. turbidity-zakalu, teploty) na obrazovce PC a soucasné je
dhlada do souboru pro nasledne zpracovani a vyhodnoceni
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pumpa pH-metr
rizeni
termostat michadla

termostatovact okruh turbidimetr

Obr.3-3 Laboratorni turbidimetr/zakalometr [.TOl. Aparaturu vyvinul a zhotovil
Kolektiv Oddélent optotermalni spektroskopie KCHEO pod vedenim RNDr. Miroslava
Dienstbiera.

Pri mereni vSech aciditikacnich testu byla rvchlost michani nastavena na prvni
stupen a termostat byl narizen na 25°C. V dobé¢ mereni nemél pH-metr piipojeny
teplomer. tj. pracoval s automatickou korekei teploty na 25°C,

3.3. Priprava vzorku a metody méreni

Po prostudovani literatury zabyvajici se mérenim flokulace kvasinek jsme
shledali. z¢ zadna z popsanych metod pripravy vzorku a jejich méfeni neni plné
pouzitelna v nasich podminkach. Proto jsme pfistoupili Kk vyvinuti nové metody, ktera
do jiste miry ¢erpa 7 publikaci citovanych v Kapitole 2.2.

Kvasinky odebran¢ v pivovaru z CK'T rozmichame v mladiné, 100 az 200 ml
wto suspenze pielijeme do 0.5 | lahvi a dopinime destilovanou vodou. Suspenzi
protiepeme a nechame alespon 30 min v klidu pfi teploté 1°C. Timto postupem vyrazné
spomalime doposud probihajici proces kvaseni piva a zna¢n¢ si tak usnadnime dalsi
manipulact s kvasinkami. Po uplynuti daného c¢asu odpipetujeme 10 ml kvasni¢né
suspenze do centrifugacnich Zkumavek.

Obsah zkumavek dukladné rozmichame a centrifugujeme 3 min pfi 3100 rpm
(2009 ). Slijeme supernatanty a sedimenty doplnime destilovanou vodou do 10 ml,
protfepeme a4 opel centrifugujeme. postup opakujemie tiikrat. Jako paty myci roztok
pouzijeme 100 ul 0.3 M EDTA (vysledna koncentrace 5 mM EDTA) a citrat-fosfatovy
putr ptl 4.3, Pot¢ kvasinky promyjeme samotnym citrat-tosfatovym pufrem (pH4.5).
avSak tento supernatant jiz neslivame a kvasinky v ném skladujeme pfi teploté 1°C.
| imto postupem (obr.3-6) lze Kvasinky ucinné promyt a zaroven zbavit flokulace, a to i
pii vysokyveh koncentracich (kvasinkovy sediment neziidka zaujimal az 50 % objemu
VZOrKU).

Promyyvanim odstranime z povrchu kvasinek zbyt\y rustového média i piipadné
produkty metabolismu a snizime chybu dalSiho méfeni. Hodnoty zakalt supernatant
s obrazku 3-7b jsou zaznamenany v gratfu na obrazku 3-7a. Optimalnim feSenim se
ukazalo byt pet ;ﬁrum_\' vacich cyklu (Sesty myci roztok slouzil zaroven jako skladovaci).
protoZze VySSi pocet myti Jiz nepfinasel pozadované zlepSeni. Dale si lze povsimnout
mirncho 2y seni zakalu pri pouziti citrat-fostatového pufru (pH 4.5) s EDTA, které je
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pravdépodobné zpusobeno uvolnenim nckteryeh  latek 7z povrchu  bunék  prave
v dusledku zmeény pH roztoku.

Kultivace: v mladine v CK'T nebo kvasnyceh valeich

[ eplota skladovan: 1 C

l

Promyvani a centrifugace: 3100 rpm = 2009 ¢ (3 min). 4x destilovana voda.
Ix citrat-fostatovy putr pH 4.5 - 100 21 0.3 M EDTAL 1x citrat-tostatovy pufr pH 4.3

1

Roztok pro mereni

sedimentace: flokulace:
citrat-tostatovy pufr pH 4.3 citrat-tostatovy putr ptH 4.5, 100 mM CaCl,

|

Mereni: 660 nm

Obr.3-6 Schéma metody mereni sedimentace a tlokulace kvasnic

80 boeread bl '

-

':: 60) | j’n

= o 7

< 40 ;L

7~ 4

=< () +

~ 3 i | 1

N t * . .
() > ~

l 2 3 4 3

Poradi supernatantu

a
Obr.3-7 Supernatanty 2 myti pivovarskych kvasinek. a) Vyvo) zakalu supernatantu
¢ promyvani kvasinek. Zn oznacuje zakal roztoku mefeny v thlu 90°, Zf vyjadruje zakal
roztoku méfeny v uhlu 157 b) Fotografie supernatantu z myti kvasnic, poradi
supernatantu je stejné jako v obr.3-7a. Autorem designu zkumavkoveho stojanu je doc.
[ng. Petr Sladky. CSc.

Kostku pekarského drozdi rozmichame v destilovane vodé a bunky promyjeme
stejné jako pivovarske kvasinky. Drozdi. které nema prirozene sklony k aglutinaci, jsme
pouzili jako standard pro vyladéni promyvaci procedury. /¢ srovnani prubéhu
sedimentacni kiivky pekarského drozdi (obr.4-4 nahofe) a pivovarskych kvasinek
(obrazkyv 4-2 a 4-3 nahofe) v nékolika prvnich minutach méfeni vyplyva, Zze navrzena
koncentrace roztoku EDTA je dostate¢na. aby zabranila nechténé flokulaci
pivovarskych kvasinek.

Na VUPS bylo vypéstovano a tiikrat promyto destilovanou vodou 10 kmenu
pivovarskvch kvasinek. Odstfedéné kvasinky jsme zalili 1 ml destilované vody a pres
noc uskladnili pii teploté 1°C. Pred méfenim jsme suspenzi roziedili 39 ml destilované
vody s pH 6.3 a dukladné protfepali. Pro acidifikacni test jsme pouzili 15 ml této
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suspenze.  zbytek jsme odstiedili a promvli putrem s pitdavkem EDTA. abychom
dodrzeli pripravu vzorku pro méten sedimentace kvasinek

Na obrazku 3-0 je naznacen sled ¢innosti piedchazejicich méfem sedimentace a
Hokulace kvasinek  Z promvtveh kvasnic slijeme supernatant (Sesty. mver roztok) a
naredime je citrat-fostatovym putrem pH 4.5 Do zkumavky odpipetujeme S ml vzorku
a v termostatovanem zakalomeru pii teplote 25 € naménime  sedimentacm kivku
Obdobne si pocmame  pit merem tlokulace s um rozdilem. 7e do zkumavky
odpipetujeme pouze 4 ml kvasnicne suspenze a viozime magneticke michadlo Po prvni
minuté michani pridame ke vzorku 1 ml citrat-tostatoveho putru. ktery obsahuje 0.5 M
CaCly. 2H20, vysledna koncentrace CaCly 2H-O tak bude 100 mM Pote. co se vWivort
shluky kvasnic a soustava dospeje do rovnovazncho stavu, vvpneme michani Tento
okamzik je vsak kmenove zavisly

P mereni acidifikacnich  testu deseti pivovarskveh kmenu jsme  vvehazeli
z praci Siglera a Kol (1981) ¢i Opekarove a Siglera (1982) Kvasinky jsme rozmichali s
destilovane vodeé supravenym pH 6.3 a IS5 ml teto suspenze jsme co nejryehlei
odpipetovalt do zkumavky. viozili do m magncticke michadlo. zasunuli pH sondu a
spustili merent AP testu na turbidimetru LTOT Behem 10 minut jsme zaznamenali pryng
tazt acidifikacniho testu bez pridancho substratu, priblizn¢ po 10 minutach jsme pomoci
roztoku NaOH vyrovnali pH na 6.3, s vyviimkou kmene 98, kde bvlo nutno pouzit jeste
nekolik kapek zredene Kyseliny chlorovodikove na opétovne smzem phl Po ustalen
hodnoty pH kolem 6.3 jsme ke vzorku pridali 750 ul 21.8 "o roztoku glukosy  Kmeny
bvly promerovany v poradi 32, 3. 6.8 9 1112, 26,95 a 98 vSechny acidifikacn testy
jsme uskutecnili v jeden den

Voexperimentech  jsme  pouzivali  destilovanou  vodu,  presn¢p receno
deionizovanou vodu s vodivosti mensi nez 0.5 1S ¢m’ upravenou reverzni osmozou
zarizenim Aqual 35 Zminovany [0 mM citrat-tosfatovy putr jsme pripravoval tak, ze
po rozpusténi 3,6 ¢ Na,HPO, 12H,0 (hydrogentostorecnan disodny dodekahydrat p a
od tirmy Penta) v | litru destilovane vody jsme po Kapkach pridavali koncentrovany
roztok Kyseliny citronove (p.a., Lach-Ner, s1 o) az do nastavent pozadovancho pH
Dale jsme pouzivali CioHyN2OgNax 2HO (EDTA) a CaCl 2HO od firmy Sigma a
vlukosu, jejimz vyrobcem byla firma Lachema
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4. Vysledky méreni

4.1. Sedimentace kvasnic

Na ¢astici s hmotnosti m pusobi v kapaling o hustote p a viskozite 7 tii sily:
tihova sila G. vztlakova sila /7 a odporova sila prostiedi £+ (Stokesuy zakon). Castice o
objemu I”se pohybuje v Kapaline rychlosti v. Pro velikost sil plati:

(r = mg (1)
Fi=Vpg )
F, = 6mxnrv (3)

Po jistem case se teleso pohybuje rovnomerne primocaie a silv G, F, a F» jsou v
rovnovaze.

G-—F—-F,=0 (4)
/¢ vzorce (4) muzeme po nékolika upravach vypocitat velikost rvchlosti sedimentace
kulove castice.

4
mg ——mr pg—6mnr =0 (3)
3

Im—4m V)¢
e A2 SR DIE (0)

T 1 (7)
On
V posledni rovnict p, oznacuje hustotu telesa. které se v Kapaline pohybuje. Jelikoz
kvasinky rodu Saccharomyvees cerevisiae tvori nejCastéji bunky ve tvaru rota¢niho
clipsoidu, modifikujeme vzorec (7).

L _28(p - B (8)

kde « reprezentuje velikost velke poloosy a b vyjadiuje velikost malé poloosy elipsoidu.
Hustota kvasnicnych bunék se pohybuje mezi 1070 — 1090 kg.m™. bunky rodu
Saccharomyees cerevisiae nejcasté]i dosahuji délek 3 — 15 gm a Sirek 3 — 4 tm. Ze
vzorce (8) je patrné. ze existuje prima souvislost mezi velikosti c¢astice a jeji
sedimentaéni ryvchlosti. Proto jsme se rozhodli kontrontovat vysledky ziskané ze
zakalomeru s méfenim velikosti bunek pod mikroskopem.

Vzorek kvasnic vlozime do zikaloméru a v kinetickém modu programu MZN
nahrajeme prubéh sedimentace kvasinek. Predpokladejme. ze na zac¢atku experimentu
v Gase ¢ = (0, jsou rozptylova centra o polomérech »; =~ r> > r; rozmisténa rovnomeérné
v celém objemu suspenze (obr.4-1).

O°!{ i /
2 ° ° Bl
oo - oo e & @
OOQ OOO OOO
oo o oo ° oo -
l/ l> [ )

Obr.4-1 Model sedimentace kvasinek a poklesu zakalu suspenze.
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VCase 1 = 0 se Kvasinkove buiky zacnou pohvbovat svvmi rovnovaznvimi
rvchlostmi v(r) ve sméru svisle dolu Jestlize svazek svetla prochazi vzorkem v hloubce

. ) h
/1 pod hladinou suspenze. pak v case 1. projde horni vrstva center o poloméru r
()
svazkem. a tak tyto bunky prestanou piispivat k rozptvlu. coz se projevi poklesem
: e - i o h . .
intenzity rozptvleneho zareni. Podobné v case 7. 1z neprispivan K rozptyvlu
v(iro) o ‘ '

centra o polomeéru > a dale se smizi velikost zakalu

Derivace  Casoveho  prubchu intenzitv rozptvlu svétla behem  sedimentace
obsahuje informaci o hustoteé pravdepodobnost (7). tedvy o zastoupent ruznych
velikosti rozptvlovveh center ve studovane suspenzi Funkei 22(7) viak nenalezneme
primo. ale vynasobenou intenzitou rozptyvlu na jednom centru. ktera tez zavisi na 7 (v ¢S
rozptylova centra maji vetsi ucinny pruies rozptvlu) Pit realnem meren bude nalezena
: d/ : | . :
funkce = deformovana jeste viivem nenulove Sitky svazku a viivem nerovnomerncho
rozlozeni mtenzity zarent podel piicncho pruiezu svazku Dale nebude nikdy splnéna
podminka dokonale rovnomérncho rozmisten rozptylovyeh center v case + 0 Na
casovem prubchu intenzity rozptvlencho zaieni s¢ projevi 1 vliv Kolisanmi poctu
rozptylovych center v objemu, z ktercho je sbirano rozptylene zareni Tento jev bude
tim vyrazn¢jsi, ¢im bude tento objem mensi a cim nmizst bude objemova hustota
rozptylovych center ve vzorku. ktera vsak nemuze byt nikdy  prihis velka. aby
nedochazelo Kk vicenasobnemu rozptylu

Realny prubéh sedimentacitho experimentu je zobrazen nahoie na obr 4-2. kdy
isme merili sedimentact kvasinek PO (podrobnosti o oznaceni lze nalezt v Kapitole 3.1))
/¢ zavislosti sedimentace na koncentraci bunc¢k vyplynulo, ze je nepvhodng)si méiit
sedimentact pri koncentract bunek takove, aby Zn nepiesahovalo 40 EBC Objem
vzorku byl 5 ml stejné jako u vsech nasledujicich experimentu Pri analyze dat jsme se
camerth na sedimentacnt krivku meérenou v oubilu 90 (Zn). Ktera nen zatizena tak
velkym Sumem ve srovnani se zakalem merenvm o doprednem ublu (Zt).

Derivaci casoveho prubéhu zakalu suspenze behem sedimentace Kkvasinek jsme
pocital jako  rozdil  tunkcmch hodnot Zn ¢ ZF podéleny  Casovym intervalem,
vysledkem  softwaroveho vyhlazeni takto ziskanych dat jsou plne cary v hornich a
prostiednich grafech v obrazeich 4-2 az 4-15. Casovou derivaci sedimentacni kiivky Zn
(Obr 4-2 uprostied) jsme na zaklade vyse uvedenych predpokladu porovnali se
zastoupenim jednotlivych velikostr kvasinkovych bunek (obr.4-2 dole) méerenych pod
mikroskopem. Na obrazku 4-3 je zachycena sedimentace kvasinek P, na obrazku 4-4
pak sedimentace bunek pekarskeho drozdi

Kvasinky jsme pozorovali pomoci mikroskopu Olympus X 70 vybaveneho
hamerou Pulnix TM-765E  za pouziti imerznitho objektivu  Olympus  UPlanApo,
OGO </1.20 W, w/0.13 — 021 Krozmérove kalibract mikroskopickych snimkua jsme
vvuzilt objektiv Olympus LCPlanFl, 20 /0,40, »/ Pii urcovani velikosti kvasinek jsme
]\..nxlu[)u\.'.'l]i nasledovné. u kazdeho vzorku kvasnic jsme poridili deset snimku tak.
abvchom zachvtili alespon sto bunék, obrazky jsme pomoci programu Lucia G on
Mutech Verze 4 61 prevedli do biarni podoby, jez je vhodna k samotnému méreni
buneék. a to jsme provedli v programu Imagel 1 33u V programu Origin 7.0 jsme
zhotovili histogramy z obsahu prurezu kvasinek. Jeden sloupecek v téchto histogramech
(napi obr 4-2 dole) odpovida 5 um”. Histogramy jsou zobrazovany prostorové posunuté
vuct derivaci sedimentacni kiivky a s prevracenou osou x, aby byla lépe patrna analogie
distribuce velikosti kvasinek (obr4-2 dole) s derivaci sedimentacéni kfivky (obr.4-2

uprostied)

[
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Obr.4-2 Sedimentaéni charakteristika kvasinek PO z kmene 95, t). kvasinek pied
nasazenim v CKT. Nuhore je zachycena sedimentace kvasinek. kde Zn znaci zakal
suspenze méfeny v uhlu 90°, Zf vyjadfuje zakal kvasni¢ne suspenze méfeny v Ghlu 15°.
[ prostied je zakreslena derivace sedimentacni kiivky —dZn/dt. jejiz tvar se podoba
tvaru distribuce ploch prurezu bunék PO, ktera je zobrazena dole. Jeden sloupecek
v tomto histogramu odpovida plose 3 ,umz.

[ vetsiny nasledujicich grafu. kde to podminky experimentt dovolily. jsme pro
vetsi prehlednost a porovnatelnost dat zachovali stejny rozsah os.
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Obr.4-3 Sedimentaéni charakteristika kvasinek Pl (kmen 95). které byly jedenkrat
pouzity pii kvaseni v CKT. Nuhore: Sedimentace kvasinek Pl. Uprostfed: Derivace
sedimentaéni kiivky. Dole: Distribuce ploch prurezu bunék P1. Vysvétleni velicin lze
najit u obrazku 4-2.

Pomoci mikroskopu jsme zmeétili velikosti pivovarskych kvasinek PO a Pl
v mladiné (veliciny s indexem m) 1 v citrat-fostatovém pufru (hodnoty oznacené
indexem p) (obr.3-1). Budeme-li povazovat pocet proméfenych bunék N za dostateény,
pak byl jasné patrny trend narustu velikosti kvasinek po preneseni z mladiny do pufru,
ktery je pravdépodobné zpusoben zménou osmotického tlaku prostiedi. Taktéz bunky
P1. které jiz byly pouzity pfi kvaseni v cylindro-konickém tanku, dosahovaly vétsich
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rozméru nez bunky P0. Kter¢ doposud nebyvly nasazeny v CKT. Tento jev lze vysvétlit
tum. ze starsi kultury. v nasem pripadé P1. obsahuji vetsi mnozstvi starsich a vétSich
bunék nez mladé Kultury (PO) (Sinclair a kol.. 1998).

Spom =(62+17 );rm: N=142
Shop = (67 £ 15 ) zm” N=211
Spim=(66%x22) um" N=145
Sp1p = 70 £ 21 ) zm~ N=132
100 | T 2
—~ &0 ,E_
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i 6() EES
S 40 =
f 4 0,5 S
20 =
() -0.5
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Obr.4-4 Sedimentacni charakteristika kvasinek pekarského drozdi. Nahore je
vyvobrazena sedimentace bunék méfena v thlech 90 a 15° spolu s derivacemi téchto
kFivek. ( prostied: Derivace sedimentacni kiivky pekafskeho drozdi. Dole: Distribuce
ploch prufezu bunék pekarskeho drozdi.
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Z obrazku 4-4 vyplyvd. ze bunky pekaiského drozdi jsou velice drobné ve srovnani
s pivovarskymi kmeny a vynikaji i uzkou distribuci obsahu prufezu bunék. K vypocteni
prumerne plochy prufezu bunky pekatskeho drozdi Sy = ( 28 + 8 ) gam” jsme pouzili 145
bunek. Zadna z bun¢k pekaiského drozdi sieing jako pivovarskyeh kvasinek PO. Pl a P
se vdobe mefeni nenachazela ve stadiu puceni. wdiz jejich distribuce velikosti a
derivace sedimentac¢nich kfivek byly pomérné uzké ve srovnani s deseti laboratorné
péstovanymi kmeny kvasinek.
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Obr.4-5 Sedimentaéni charakteristika kmene 3. Nahore: Sedimentaéni kiivky bunék
tohoto kmene spolu s derivacemi téchto kiivek. Uprostied: Derivace sedimentaéni
kiivky kmene 3. Dole: Distribuce ploch prufezu bun€k kmene 3. Vysvétleni veli¢in lze
nalézt v legendé obrazku 4-2.

—
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V horni a stfedni ¢asti obrazku 4-3 jsou shrnuty vysledky sedimentace kmene 3.
z tvaru derivace sedimentacni kiivky lze vypozorovat ur¢itou podobnost s distribuci
velikosti kvasinek (obr.4-3 dole). samozieimée nesmime zapominat na jista zkresleni. jez
byvla popsana na zacatku této Kapitoly. Pri sestavovani histogramu jsme zméfili plochy
prufezu 147 kvasinek. jejichz prumér ¢ini S; = ( 65 + 24 ) zm~. Ve vzorku jsme nalezli
51 % pucicich bunek.
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Obr.4-6 Sedimentaéni charakteristika kmene 6. Nahore je zachycen vyvoj zakalu béhem
sedimentace bunék tohoto kmene méfeny v thlech 90° (Zn) a 15° (Zf). UprostFed je
sobrazena derivace sedimentacni kiivky kmene 6. dole pak distribuce ploch prurezi
bunck kmene 6. Jeden sloupecek v tomto histogramu odpovida plose 5 zm?.
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Obrazek 4-6 (nahoie a uprostied) obsahuje informace o sedimentaci kmene 6.

jehoz bunky dosahovaly plochy prutezu nejeasteji S, = ( 46 +

18 ) ;zm: (obr.4-6 dole),

tuto hodnotu jsme vypocetli 7 213 bunek. Ve vzorku kmene 6 se nachazelo 33 % bunék
ve stadiu puceni. Sedimentace kmene 8 je zachyveena na obrazku 4-7. sedimentacni
Kfivka tohoto kmene se vyrazne 1isi od vsech ostatnich kiivek patrné z duvodu ponékud
nerovnomeérné distribuce ploch prutezu bunck. jejich? prumer byl Sy = ( 73 + 30 ) zam’

(obr.4-7 dole). Tuto hodnotu jsme stanovili na 130 bunkach. znichz 44 % bylo

v ruzném stadiu puceni.
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Obr.4-7 Sedimentacni charakteristika kmene 8. Nahore: Sedimenta¢ni kfivky bunék
kmene 8 spolu s derivacemi téchto kiivek. Uprostied. Derivace sedimentaéni kfivky
kmene 8. Dole: Distribuce ploch prufezu bunék kmene 8. Vysvétleni veli¢in lze nalézt

v legendé obrazku 4-2.
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Prubch sedimentace kmene 9 je vvobrazen v horni a stiedni ¢asti obrazku -1-8;
kvasinky dancho kmene dorustaly plochy prufezu v pruméru Sy = ( 59 + 30 ) zm-
(obr.4-8 dole). k urceni této hodnoty jsme pouzili 147 bunek. 33 % znich v tu dobu
pucelo.
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Obr.4-8 Sedimenta¢ni charakteristika kvasinek kmene 9. Nahore je zachycena
sedimentace kvasinek. kde Zn znaci zakal suspenze méreny v Ghlu 90°, Zf vyjadfuje
zakal Kkvasniéné suspenze méfeny v uhlu 15° Uprostied je zakreslena derivace
sedimentaéni kiivky —dZn/dt. Dole je zobrazena distribuce El()ch prurezu bunék kmene
9. Jeden sloupecek v tomto histogramu odpovida plose 5 gm”.
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Obr.4-9 Sedimentaéni charakteristika kmene 11. Nuhore: Sedimentace bunék kmene 11
méfena ve dvou uhlech 13 a 90°. Uprostied: Derivace sedimentacéni kfivky kmene 11.
Dole: Distribuce ploch prufezu bunék kmene 11. Podrobnéjsi vyklad veli¢in je podan u
obrazku 4-8.

\' obrazku 4-9 jsou znazornény sedimentacni charakteristiky kmene 11, jehoz
vzorek obsahoval 48 % pucicich bunék. proto i prumér ploch prafezi jeho bunék
S;;,=(80x33) ,um: patfil spolu s kmenem 12 §,, = ( 80 = 32 ) ,um3 k nejvétsim. Pro
stanoveni prumérne velikosti jsme v pripadé kmene 11 pouzili 120 bunék a pro spoétenti
S, - jsme vyuzili 152 kvasinek. z nichz 40 % tvofily bufiky pucici. Kmeny 11 a 12 maji
velmi podobné distribuce velikosti bun¢k (obrazky 4-9 a 4-10 dole) i zaporné vzaté
derivace sedimentacnich kfivek (obrazky 4-9 a 4-10 uprostied). coz ukazuje

41



spolehlivost méteni sedimentace kvasinek pomoci zakaloméru UZLP jako prostiedku
k urceni velikosti bunék.

V horni a stiedni ¢asti obrazku 4-11 je zobrazen prubch sedimentace kmene 26.
prumérna plocha prufezu bunek tohoto kmene dosahovala Sy, = ( 56 + 21 ) zm,
pricemz hodnotu jsme vypocetli ze 109 bunek. z nichz 48 % pucelo.
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Obr.4-10 Sedimentacni charakteristika kmene 12. Nahore: Vyvoj zakalu bunééné
suspenze béhem sedimentace kvasinek kmene 12. Uprostied: Derivace sedimentacni
kfivky kmene 12 méfené pod thlem 90°. Dole: Distribuce ploch prufezi bunék kmene
12. Podrobnéjsi vyvklad veli¢in je podan u obrazku 4-8. Vyvinutou metodu méfeni
sedimentace kvasinek nazval doc. Ing. Petr Sladky. CSc. Sedimturb.
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Obr.4-11 Sedimentacni charakteristika kmene 26. Nu/ioie. Sedimentace kvasinek
kmene 26. Uprosted: Derivace sedimentacni kiivky kmene 26. Dole: Distribuce ploch
prufezu bunék kmene 26. Vyznam velicin je popsan v legendé obrazku 4-8.

Bunky kmene 32 nabyvaly prumérné velikosti 83, = ( 60 £ 26 ) m’, kterou jsme
smefill na 143 kvasinkach (obr.4-12 dole). Na obrazku 4-13 je nakreslena distribuce
velikosti 208 bunék kmene 95, z nichz 37 % pucelo, aritmeticky prumér ploch prifezi
bunék tohoto kmene ¢ini Sgs = ( 53 + 27 ) ﬂmz. Vzorek kmene 98 obsahoval 42 %
pucicich kvasinek a prumérna plocha prifezi jeho bunék byla S5 = ( 81 + 30 ) zm’,
hodnota byla stanovena na 154 bunkach (obr.4-14).
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Obr.4-12 Sedimentaéni charakteristika kmene 32. Nahore (€ vyobrazena sedimentace
kvasinek kmene 32. Uprostied se naléza graf derivace sedimentaéni kfivky kmene 32.
Dole je snazornéna distribuce ploch prurezu bunék kmene 32. Vyznam veli¢in je
popsan v legendé obrazku 4-8.

Kyvasinky kmene 32. mezi nimiz jsme nalezli 33 % pucicich bunék. byly
izolovany 2 mladiny po 10 dnech kvaSeni podobné jako bunky kmene 3 nebo 95. Kmen
035 podle tabulky 3-1 je hluboko prokvasejicim kmenem na rozdil od kment 3 a 32, jez
se fadi mezi kmeny stfedné prokvasejici mladinu. To mimo jiné znamena, Zze kultury
téchto kmenu potfebuji kratsi dobu. aby dospély do stacionarni faze rustu, v které jiz
bunky nepuci. Desaty den kvasSeni byly z mladiny izolovany jesté hluboko prokvasejici
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kmeny 11 a 12, jejichz vzorky obsahovaly zna¢né mnozstvi pucicich bunék (48 a 40 %).
48 % bunek ve stadiu puceni se nalézalo taktéz ve vzorcich kmene 26. jez patfi do
skupiny hluboko prokvasejicich kmenu a navic byl spolu s ostatnimi kmeny 6, 8, 9 a 98
oddelen od mladiny jiz devaty den kvaseni.
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Obr.4-13 Sedimentacni  charakteristika kmene 95. lyto bunky byly péstovany
v kvasném valci ve VUPS na rozdil od bunék kmene 95, jejichz charakteristiky jsou na
obrazeich 4-2. 4-3 ¢1 4-15. Nahore: Prubéh sedimentace kvasinek kmene 95. Zn
oznacuje zakal suspenze méfeny v ahlu 90°. Zt vyjadruje zakal snimany pod dhlem 15°.
[ prostred: Derivace sedimentacni kiivky kmene 95. Dole: Distribuce ploch prifezi
bunék kmene 95.
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Obr.4-14 Sedimentaéni charakteristika kmene 98. Nahorse: Sedimentace kvasinek
kmene 98. {prostied: Derivace sedimentacni kiivky kmene 98. Dole: Distribuce ploch
prufezu bunék kmene 98. Vyznam veli¢in je popsan v legendé obrazku 4-8.

Prvni dva graty na obr.4-15 znazomuji prubéh sedimentace kvasinek kmene 95
¢ provozu pivovaru. Podle ploch prufezu bunék lze usoudit, ze tyto bunky jiz byly
minimalné jednou pouzity ke kvaseni v CKT (bhizsi udaje nebyly k dispozici), nebot’
dosahovaly prumémé velikosti Sp = ( 72 + 14 ) gm” (hodnotu jsme ur¢ili z 340 bunék).
Z obrazku 4-15 (dole 1 uprostied) je patrné. ze 1 tyto bunky stejné jako PO a Pl byly
odebrany ve stacionarni fazi rustu. protoze mezi nimi nebyly nalezeny Zzadné pudici
bunkyv. Tento fakt se projevil pomérné uzkou a vcelku symetrickou distribuci ploch
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prufezu bunek (obr.4-15 dole) i derivaci sedimentaéni kfivky (obr.4-15 uprostred), ktera
nabyvala ve srovnani sdeseti vvse zkoumanymi kmeny tGzkého maxima. Vyvoj
sedimentace tohoto kmene jsme merili s frekvenci nacitani dat 10 sekund. protoze tento
kmen Kvasinek byl pouzit i pro méfeni ruznych tlokulacénich zavislosti. které bylo
vzhledem Kk rychlosti. s jakou tlokulace probihala. nutno vzorkovat kazdych 10 s.
V ostatnich sedimentaénich experimentech byly body méreny po 30 sekundach.
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Obr.4-15 Sedimentacni charakteristika kvasinek P (kmen 95), které byly pouzity pfi
kvaseni v CKT. Nuhore: Sedimentace kvasinek P. Uprostied: Derivace sedimentaéni
kFivky. Dole: Distribuce ploch prufezu bunék P. Vysvétleni veli¢in lze najit v legendé
obrazku 4-8.
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Vysledkem vSech vyse zminénveh sedimentacnich experimentu je obrazek 4-16,
Ktery zobrazuje vztah mezi velikosti bunék a jejich sedimentaci a v budoucnosti by mél
slouzit jako Kalibrac¢ni kiivka. Na svislé ose jsou vyneseny prumérmné hodnoty velikosti
prufezu bun¢k. na vodorovné pak c¢asova maxima zdaporné vzatych derivaci
sedimentacnich Krivek. které jsme ziskali nafitovanim patiicnych zavislosti pomoci
programu Origin 7.0, Body vtomto gratu maji stejnou barvu jako derivace
sedimentacni kiivky ¢i distribuce velikosti bunek dan¢ho kmene. aby je bylo mozné
snadno identifikovat. Tuto primku § = «.t 40 + b lze vyuzit k orientacnimu vypoctu
velikosti kvasinek a 7 tvaru derivace sedimentacni charakteristiky 1ze také urcit. v jaké
tazi rustu se kultura nachazi. tj. zda obsahuje pucici bunky. Pokud budeme znat 1 Cas
odebrani bun¢k z mladiny. muzeme ze zastoupeni pucicich bun¢k usoudit. jak bude
dany Kkmen prokvasovat mladinu a podle toho korigovat ¢as. jez by mély kvasinky
stravit v mlading. aby ji spravne prokyasily.

a=(-094+0,16)min" h=(125+11)mm R- = 0,743

Koeficient spolehlivosti R predstavuje indikator v rozsahu 0 az 1 udavajici. jak presné
odpovidaji predpokladané hodnoty zavislosti skute¢nym naméfenym  datum, v této
souvislosti lze povazovat R = 0.743 za uspokojivy vysledek. Koeficienty a, b i R 1ze
samozrejme jeSte upresnovat pii dalsich experimentech. Zaroven lze predpokladat. ze je
mozne sestrojit podobnou zavislost pro Kazdy kmen zvIast tak. ze by jednotlivé body
reprezentovaly ruzné stadium vyvoje kultury.
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Obr.4-16 Kalibrac¢ni kfivka pro vypocet prumerné plochy prufezu kvasinkové bunky §
¢ Casoveho maxima zaporne vzatych derivaci sedimentacnich kfivek méfenych v tuhlu
907 (Lyzn w mav). Barvy bodu prislusi jednotlivym kvasinkovym kmenum tak. jak byly
savedeny v obrazcich 4-2 az 4-15.

Vsechny sedimenta¢ni experimenty probehly pri teplote 25°C, s vyjimkou
teplotni zavislosti sedimentace kvasinek. Pfi méfeni sedimentace je nutné zachovavat
konstantni teplotu. protoze pii vysSi teploté bunky sedimentuji rychleji, jak je vidét
2 obrazku 4-17.

Rozdily hodnot sedimentacnich rychlosti jsou zifejmé z tabulky 4-1, které byly
vvpocteny podle vzoree (8). V tabulce 4-1 jsou uvedeny hodnoty hustoty a viskozity
vody pri ruznych teplotach prevzaté z tabulek Broze a kol. (1980) a vypoétené rychlosti
sedimentace kvasinek pfi danych teplotach. Intervaly rychlosti zohlednuji rozpéti
rozméru a hustot kvasinkovych bunék (hodnoty hustoty a velikosti kvasinek byly
uvedeny v uvodu této kapitoly). Nelze vsak predpokladat, ze hodnoty sedimentaénich
rvchlosti v tabulce 4-1 budou zcela odpovidat teplotni zavislosti sedimentace, kterou
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jsme mgefili. protoze nase méteni probihala v citrat-fostatovém pufru. jehoz hustota a
viskozita nejsou zeela totozné s parametry vody. navic pouzité bunky nebyly méfeny
pod mikroskopem. tudiz neni znama piesna distribuce jejich velikosti.
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Obr.4-17 Nahote je znazornéna teplotni zavislost sedimentace kvasinek kmene 95. Zn
vyjadiuje zakal suspenze méfeny v thlu 907, V dolni ¢asti obrazku je zakreslena
teplotni zavislost derivace sedimentacni kitvky kmene 95.

Tabulka 4-1: Teplotni zavislost rychlosti sedimentace kvasinek S. cerevisiae. Rychlost
1 je vypoctena podle vzoree (8) za pouziti hodnot hustoty p a viskozity n vody pii dané

teplote.
[ £ l) V
o A‘,g;.m “ FZQ;_\ ! ms
20) 998.2063 | 1,0019.107 [ 3.5.107 —1,9.10°
25 997,0480 | 0.8909.10" [ 4,0.10” ~2.2.10"
30 995.6511 | 0.7982.10° [ 4.6.107 - 2.5.16"

4.2. Flokulace kvasinek

Vzhledem k tomu. ze dogoruécné koncentrace bunék pro optimalni prubéh
flokulace by méla presahovat 2.10 bunékfp’ll. tj. Zn > 150 EBC a formazinovy standard
je pouze 1000 EBC (viz narodni norma CSN EN 27027 pfijata 14.1.1994), dali jsme
v 1éto kapitole prednost prezentovani vysledku pomoci absorbance. Navic pfi zvlasté
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vysokych Koncentracich bunék se jiz uplatiuje i vicenasobny rozptyl svétla. ktery by
zkreslil hodnoty uvadené v Zt'i Zn. tj. pomoci zakalu méfenych v thlech 15° a 90°.

Na obrazku 4-18 je zobrazen typicky prubch flokula¢niho experimentu. Do
zakalomeru UZLP jsme vlozili zkumavku se 4 ml Kvasni¢né suspenze a magnetickym
michadlem. spustili méfeni i michani vzorku. Po pryni minuté michani jsme pridali 1 ml
roztoku 0.5 M CaCl,.2H-O v citrat-tostatovém putru pH 4.5 (vysledna koncentrace byla
100 mM). Pokles absorbance v dusledku tohoto naredéni suspenze oznacuje prvni Sipka
v obrazku 4-18. Dodanim vapenatych kationtu jsme splnili posledni podminku, aby
mohla zdarn¢ zacit flokulace kvasinek. Suspenzi kvasnic jsme michali dalSich 15 minut
az do dosazeni rovnovazncho stavu. behem tohoto ¢asu se postupne formovaly shluky
Kvasnic. Jiz zahy po pridani vapenatych iontu byly shluky kvasinek pozorovatelné
pouhym okem a po 3 minutach bylo mozné spatiit pomerné velkeé shluky kvasinek. jak
se pohvbuji v relativne ¢irém objemu. 1¢sné pred vypnutim michani dosahovaly shluky
kvasinek velikosti asi 1 mm.
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Obr.4-18 Flokulace a sedimentace kvasinek kmene 95 z pivovaru. Prvni Sipka
oznacuje pridani 1 ml roztoku 0.5 M CaCl,.2H,O v citrat-fostfatovém pufru pH 4.5
(vysledna koncentrace 100 mM. 5.96.10" bunc¢k/ml). Druha Sipka ukazuje na ¢as. kdy
bvlo vypnuto michani suspenze. Béhem nasledujici minuty se usadi shluky kvasnic a
poté uz sedimentuji pouze volné bunky.

Druha Sipka v obrazku 4-18 upozornuje na cas. kdy bylo zastaveno michani
suspenze. béhem nasledujici minuty se usadily vSechny shluky kvasnic a ve vzorku
custaly pouze jednotlivé bunky. které postupné sedimentovaly. Tvar sedimentac¢né-
flokulacni kiivky po sedmnacti minutach od zacatku méfeni se tudiz nijak nelisil od
sedimentacéni kiivky téhoz typu Kvasnic uvedené v obrazku 4-15 (nahore). Sedimentaci
jednotlivych kvasinkovych bunék jsme se podrobné vénovali v minulé kapitole, proto
zde dale budeme uvadét pouze tlokulacni ¢asti experimentu,

\V obrazku 4-19 je¢ zaznamenana zavislost tflokulace kvasinek na délce michani
suspenze. Z obrazku je patrne. ze michani po dobu jedné minuty je nedostatecné pro
navozeni tlokulace. po vypnuti michadia totiz absorbance vzorku neklesla, protoze se
nevyivorily shluky kvasinek. jejichz usazenim by se mohla snizit. Je zfejmé, Ze pro
niciovani flokulace je tieba suspenzi michat, dokud se neza¢ne zvolna snizovat
absorbance a v idealnim pripad¢é s vypnutim michadla vyckat az do doby, kdy se
absorbance ustali na urcit¢ hodnoté. Vyhodou pouziti magnetického michadla je, ze
dosahuje vyborné reprodukovatelnosti. nebot jeho rychlost (200 rpm) je pevné dana
moznostmi motorku. proto je take prubéh ostatnich kfivek v obrazku 4-19 ve spoleéném
useku zcela totozny.
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Obr.4-19 Zavislost tlokulace kvasinek kmene 95 na délee michani pri koncentraci
1.26.10 bunék/ml

Zavislost tlokulace kvasinek na délee michani jsme zmerili na kvasinkach
kmene 95 2z pokusného CKT ve VUPS (obr.3-3b. pro jednoduchost oznaéme tyto
Kvasinky V). dalsi tlokulacni charakteristiky  jsme  vSak museli proméfovat na
Kvasinkach kmene 95 7 pivovaru (obr.3-3a. pojmenujme je P). protoze bunky V béhem
nasledujicich dvou dnu zcela ztratily svou schopnost tlokulovat. Jednou z pfi¢in ztraty
Hlokulence muze byt 1 to. ze jsme ve vzorku nalezli jisté mnozstvi bunék ve stadiu
puceni a specificky flokulaéni protein. jenz se podili na flokulaci. je syntetizovan az na
konet bunééného cyklu. Proto jsme pozorovali u bunék V celkove slabsi flokulaci oproti
bunkam P. toto tvrzeni doklada 1 to. ze pro vytvoreni maximalniho poctu a velikosti
shluku bunék jsme v pripadé kvasinek V potiebovali 40 minut, zatimco pii totoznych
pocatecnich podminkach jsme u kvasinek P dosahli stejného stavu jiz za 15 minut (viz
obr.4-21, koncentrace 1,3.10 bunék/ml).
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Obr.4-20 Zavislost tlokulace kvasinek kmene 95 na koncentraci vapenatych iontd

Na obrazku 4-20 je zaznamenan vliv koncentrace vapenatych ionti na flokulaci
kvasinek. znatelné rozdily jsme nalezli pouze v nékolika prvnich minutach po pfidani
roztoku chloridu vapenatého. Pfi menSi koncentraci (10 mM) se shluky kvasnic
formovaly pomaleji. pfesto po vypnuti michani a usazeni shlukd kvasnic byla
absorbance vzorku pri vSech tfech koncentracich velmi podobna, lisila se o + 0,03.
Pfirozena koncentrace vapenatych iontu v mladiné bude nepochybné o néco nizsi, ale
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v knize Kosate a Prochazky (2000). jez se jinak velmi obSirné zminuje o mnozstvi latek.
které maji a naopak nesmgji byt obsazeny v mladiné. aby bylo mozné vyrobit kvalitni
pivo. je tento aspekt komentovan slovy. ze vapniku ma byt v mladiné dostatek. Navic
obsah vapniku bude patrné siln¢ zavisly na surovinach. které konkrétni pivovar pouziva.

Zavislost flokulace kvasnic kmene 93 na koncentraci bunék vystihuje obr.4-21.
Se vzrustajici koncentraci bunck se postupné zmenSuje pocate¢ni vodorovna faze.
béhem niz se tvori mikroskopické shluky bunek. Pfi nizsich koncentracich bunek je 1
mensi pravdépodobnost srazek. pii nichz se postupné nabaluji dalSi a dalSi bunky.
/v1astnim pripadem je koncentrace 2.25.10% bunck'ml. ktera je jiz tak vysoka. ze se
tvorba shluku vzhledem k jejich velkému poctu neprojevi poklesem signalu.
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Obr.4-21 Zavislost flokulace kvasinek kmene 95 na Koncentraci bunék. Po prvni minuté
mefeni byl piidan 1 ml roztoku 0.5 M CaCl,.2H,0O v citrat-fostatovém pufru (vysledna
koncentrace 100 mM). Flokulaci jsme iniciovali michanim suspenze po dobu 15 minut.

Vliv teploty na flokulaci kvasinek itlustruje obrazek 4-22. Vzorky kvasinek jsme
pred méfenim nechavali vzdy nékolik minut vytemperovat v lazni zakaloméru na
pozadovanou teplotu. Pii teploté 30°C jsme pozorovali silnou inhibici tlokulace, a to jak
v dobé michani vzorku. tak po jeho vypnuti. Vycereni suspenze pri této teploté bylo
vvrazné nizsi nez pit 167C ¢i1 20°C. Teplota 357C narusila mechanismus flokulace do té
miry. ze se nevytvorily zadné shluky kvasinek. Z obr.4-22 taktéz vyplyva, ze pii teploté
16°C je flokulace nejvydatng)si. coz je veelku prirozené, protoze tato teplota se nejvice
blizi teploté. pfi které probiha kvaseni v CKT. Z technickych duvodu jiz nebylo mozné
teplotu suspenze dale snizovat (zakalomér UZLP neni vybaven prili§ vykonnym
termostatem). proto doporucujeme pro ucely testovani flokulace kvasinek teplotu
metfeni 20°C. popripadé 23°C jako kompromis mezi laboratorni teplotou, technickymi
moznostmi termostatu a pozadavky kvasinek.

Flokulaci kvasnic lze podpofit ruznymi zpusoby michani, tfi z nich zobrazuje
obr.4-23. Vychozi koncentrace byla ve viech ptipadech totozna (8.8.10" bunék/ml) a na
bunky jsme pusobili jednu minutu, napf. suspenzi kvasnic jsme béhem této doby 30 x
projeli pistovym michadlem. Cerné kfivky naznacuji, jak by vypadala sedimentace
jednotlivych bunek pfi zdanlive stejné koncentraci bunék. Hlavni nevyhodou pfi pouziti
vortexu je to. ze vzorek je nutné vyjmout z méfici komory zakaloméru a nékteré rychlé
procesy tak mohou probéhnout jesté drive, nez se nam ho tam podafi po promichani
opét vratit. Naopak magnetické 1 pistové michadlo lze pouzit pfimo v zakaloméru.
Vortex a zvlasté pak pistové michadlo patrné generuji celou fadu ruzné velkych shlukt
kvasnic soudé podle pozvolného poklesu absorbance v prvnich 50 minutach, béhem
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jedné minuty po vortexovani jsme pozorovali podobny propad absorbance jako pfi
pouziti magnetického michadla. toto snizeni absorbance vvpovida o usazovani velkych
shluku kvasnic. KfivKky na obr.4-23 jsou vuci sobé posunuty. protoze jak magneticke.
tak pistové michadlo bylo ponofeno do kapaliny. tudiz celkové objemy vzorku se
vzajemne lisily. Bez zajimavosti neni ani to. ze a¢ jsme michali suspenzi magnetickym
michadlem pouze jednu minutu a od promyti kvasnic v dobé méefeni ub¢hl jiz tyden.
kvasinky velmi vydatne flokulovaly na rozdil od kvasinek V (obr.4-19). které byly
proméfovany pouhy jeden den po promyti. nutno vSak piiznat. ze kKoncentrace bun¢k V
byvla tém¢er sedmkrat nizsi.
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Obr.4-22 Teplotni zavislost flokulace kvasinek kmene 95. Ve vSech pripadech jsme
flokulact iniciovali pridanim 1 ml roztoku 0.5 M CaCl,.2H,O v citrat-fostatovém pufru
pH 4.5 (vysledna koncentrace 100 mM. 8.45.10" bunck/ml) a patnactiminutovym
michanim suspenze.
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Obr.4-23 Zavislost tlokulace kvasnic na druhu michani. Ve vSech tfech experimentech
byvla pocatecni koncentrace bunék totozna (8.8.10" bunék/ml) a vzorky kvasinek jsme
michali 1 min. Cerné kfivky naznacuji. jak by vypadala sedimentace volnych bunék pfi
szdanlive stejné koncentraci kvasinek.

[abulka 4-2 obsahuje nejen koncentrace bunék pfi jednotlivych méfenich. ale i
navrh vvhodnoceni tlokula¢nich testu. Veli¢iny £ az F; jsou definovany nasledujicimi
vztahy, kde A4, znaCi absorbanci v daném case:

z: R
F =160 116,004, (9)
'—ll 1)



1 vyjadiruje zmeénu absorbance v dusledku tformovani shluku kvasinek (roztok chlordu
vapenateho jsme pridali v 1:.00, ¢as 1:10 je tedy prvm s konecnou koncentraci bunék,
hodnota absorbance v 1600 je posledmm bodem pied vypnutim michani). Parametr /-
popisuje. jak se dikv vytvorem shluku kvasinek zkoumany vzorek postupné vycefuje
B A5, 1000, (10)
A
/> hodnoti pokles absorbance zpusobeny flokulact. tento parametr v sobé spojuje zmeénu
absorbance v dusledku tvorby shluku i jejich usazovani a je nepvice podobny velicinam,
ktere jsou pouzivany v hiteratuie pro popis  tlokulace. nejcastépr se totiz uvadi

procentualnt zmeéna absorbance pred a po flokulaci kvasinek .7, je absorbance po
jedne minute bez michani. tj. po usazen shluku Kvasnic
. A — A
/', — — I[}{)!]“ (ll)
A

/5 shrnuje celkovou zmenu absorbance po 25 mimutach meéreni. tento udaj se zpravidla
nijak vyrazne nelisi od hodnoty /5. coz sveder o tom, ze behem pryni minuty po vypnuti
michadla se usadily vsechny shluky Kvasinek  Pokud nas zapma pouze vlastni

tflokulace. tak neni tieba tento taktor jiz pocitat

Jo, = =2l _TPEV TO0%% (:1.2)
Posledni z velicin vyjadiuje, jaky podil ma na poklesu absorbance samotne usazeni
shluku kvasnic

labulka 4-2° Vyhodnoceni tlokulacnich testu

Popis testu ¢ Jo 1, b e
hunck /' ml % % % %

Obr 4-20 — 10 mM 127.10° [ 93 | 71.8 | 72.0 | 68.9
| Obr 4-20 — 50 mM 1.27.10 [125] 714 | 700 | 67.3
Obr4-20 - 100mM | 127.10° [ 90| 0698 | 68.1 | 60.8
Obr 4-21 22510° | 521699 089 | 68.3

Obr 4-2 1 596107 [325] 74.0 | 73.6 | 61.5

Obr 4-21 3.11.107 (4650694 722 | 42.8

Obr 4-21 222.10" [504] 671 ] 67.2 | 33.

Obr 4-21 16107 [51.7] 659703293

Obr 4-21 1.3.107 [49.0] 625 | 653 [ 25.6
Obr.4-22 - 16°C 84510" [21.1] 80.1 | 82.8 | 74.8
~ QObr4-22 - 20°C 845107 [297]808 [ 7981727
Obr 4-22 — 25°C 84510" |250] 749 | 752 | 665
Obr 4-22 - 30°C 845 10° |165| 477 | 48.0 | 37.4
[ Obr.4-22 - 35°C 84510° [43] 38 [ 68 [ -05

4.2, Acidifikacni testy

Deéji. ktere probihaji v bunice béhem aciditikacniho testu, jsme se podrobné
zabyvali v Kapitole 2 3.2 | proto se nyni soustredime na samotné méreni acidifika¢nich
testu a jejich vysledky. Na obr.4-24 je znazornén typicky prubéh acidifikacniho testu.
naméreny na kvasinkach kmene 9 z VUPS



Kvasinky jsme rozmichali v destilované vode s pH upravenym na hodnotu 6.3
IS ml t¢to suspenze odpipetujeme do zkumavky a spustime méfeni. Béhem prvnich
deseti minut jsme pozorovali, jak kvasinky spontann¢ snizuji pH. zatimco opticky signal
se nemenil. Po uplynuti deseti minut dorovname hydroxidem sodnym pH suspenze na
6.3. pridavani hydroxidu vytvori skoky v kiivee 7Zn. protoze fedéni suspenze kvasnic
vede Ke snizovani zdkalu. Pote. co se pH suspenze ustali na hodnoté 6.3. pridame
Kk suspenzi kvasnic 750 4l 21.8 %o glukosy (vysledna koncentrace 60 mM). coz se
projevi poslednim vyraznym propadem na kiivee zakalu. Od tohoto okamziku kvasinky
zpracovavaji vng¢jsi zdroj encrgie (glukosu) a dale snizuji pH okolniho prostiedi. Béhem
tohoto obdobi zpravidla opticky signal mirne rostl jako v pfipadé kmene 9 nebo zustaval
Konstantni. tento jev muze byt zpusoben zvetSovanim objemu popripadé délenim
jednotlivych bunek. protoze suspenze viech kmenu obsahovaly znacné mnozstvi
délicich se bunék v ruzném stadiu puceni (viz kapitola 4.1.).
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Obr.4-24 Acidifikacni test pivovarskych kvasinek kmene 9. Po 10 minutach méfeni
virovname pH kvasni¢né suspenze hydroxidem sodnym na hodnotu 6.3 a pridame
roztok glukosy. Skoky v hodnotach zakalu (Zn) odpovidaji fedéni suspenze kvasnic
hydroxidem nebo roztokem glukosy.

V tabulce 4-3 a na obrazku 4-25 je¢ shrnut prubéh acidifikac¢nich testu deseti
kmenu pivovarskych kvasinek. Hodnoty v tabulce byly vypocteny podle nasledujicich
vzorcu., kde pHs zna¢i hodnotu pH po 5 minutach méfeni. obdobné pH,y. Zménu pH
v pryvni ¢asti acidifikacniho testu bez substratu vyjadtuje veli¢ina ApH,. Vyvoj poklesu
pH suspenze po pridani substratu charakterizuji veliciny ApH, a ApH;, kde pH,
oznacuje presnou hodnotu. na Kterou jsme upravili pH suspenze tésné pied pfidanim
glukosy, v idealnim pripadé je tato hodnota rovna 6.3 Acidifikaéni silu kment jsme
ur¢ili ze dvou ¢asovych obdobi (AP, a AP»).

ApH, = 6.3 — pH: (13)
ApH: = pHy — pH:s (14)
ApH: = pH,—pHs (15)
AP, = ApH, + ApH; (16)
AP> = ApH, + ApH3 (17)

V tabulce 4-3 je dale uvedena hodnota pHy,, jez byla zmétena po uplynuti ¢asu 1,
od pridani glukosy. Suspenze byly béhem této doby uchovavany pii teploté 25°C, pfi
niz probihala i jednotliva méefeni. Poslednim Gdajem v tabulce 4-3 je ¢as ¢, ktery
zabrala pfiprava daného vzorku kvasnic. nez bylo spusténo méfeni. jehoz vysledky jsou
na obrazku 4-25 (nahofe). Délka Casu 7, u kmene 12 (6 min) vysvétluje, pro¢ se
neobjevil typicky pokles pH v prvnich minutach méfeni. Pro lepsi vypovidaci schopnost
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pryvni Casti acidifikacntho testu by bvlo nutne zajistit Konstantni ¢as pripravy vzorku.
nebo pomoci stopek stanovit presny Cas 7. aby bylo mozne namérene kivky tzv.

posunout. tudiz presneji urcit 1 ApH po 3 ¢ 10 minutach

Tabulka 4-3° Zmena pH suspenze kvasnic po 5 minutach mereni bez substratu (ApH,).
zmena pH suspenze Kvasnic po 5 a 10 minutach od pridant substratu (ApHz, ApHj;)
Hodnoty aciditikacni sily, kdy APy = ApHy + ApH. a AP> — ApH; + ApH;. Hodnoty
pHiy suspenze po uplynuti casu 71, od pridani glukosy Cas 7, zabrala piiprava vzorku.

kmen | ApH, \pHy | ApH; | APy AP I pHy lo
(h - min) (min)
3 1.064 | 1.087 [ 1.530 | 2,151 | 2.594 7:58 3.583 2
6 0818 | 1,042 | 1.518 | 1.860 | 2,356 1212 3404 3
S 0252 | 0,783 | 1,185 | 1,035 | 145 O 00 3.682 2
Y 0,912 214 | L7707 | 2,126 | 2.126 5 20 3,323 3
[ [.094 | .33 1.837 || 2.425 | 2,951 439 3.579 4
12 [ 112210965 | 1484 [ 2087 [ 2000 | 320 [3.711] o
20 0.853 | 1.273 | 1,797 | 2.126: | 2.650 2:30 3.758 4
32 0.882 | 1.168 | 1.647 | 2.050 | 2,529 83 5477 2
DR 0507 { 1,110 [ 1.723 | 1.617 | 2.230 | 49 3.907 4
08 | 0222|1463 [ 1900 | 1.685 [ 2,182 ] 050 [3081 | 4 |

Prostredni grat na obrazku 4-25 znazornuje prubch acidifikacniho testu po
pridant glukosy. podobné jako spodni grat na obrazku 4-25, kde jsme hodnoty ptHl
normalizovali na pocate¢ni hodnotu 6.3, protoze realna data se od teto hodnoty o
nckolik  setin az  desetin hsila. Na  zakladé vysledka  kmenu v obou Castech
acidifikacniho testu jsme stanovili jejich poradi

B=<6p<3I<2=32<958<26<9=98< |]

Kmenum jsme priradili ¢isla od jedne do deseti podle jejich aspésnostt okyselovani
vinelstho prostredi behem prvnich 5 minut pred pridanim a po pridani substratu a dale po
25 munutach od pridani substratu. Z téechto 3 poradovych cCisel jsme  aritmetickym
prumeérem  sestavili - vysledny  zebricek  Tento  postup jsme  zvolili  kvali  lepsi
vyvpovidajier schopnosti. protoze napi z dolnitho gratu na obrazku 4-25 je ziejme, ze
ucinnost, s jakou kmeny smzuji pH, se v prubéhu casu méni. Zatimco po S minutach
dosahl maximalnt hodnoty snmizeni pH kmen 98, po 25 minutach drzel prvenstvi kmen
Il apod Kmeny lze hodnotit 1 podle velikosti aciditikacni sily, ale ta je vypocitavana
2z pomerne Kratkeho casoveho useku  Avsak kvaseni je dlouhodoby proces, proto je
tieba vzit v uvahu nejen okamzitou reakci na pridani substratu.

Bez pridani substratu snizily pH destilovane vody nejmeéné kmeny 98, 8 a 95,
coz svedcr o jejich malych vnitinich zasobach energie. Na opacne strané zebricku se
pohybuji kmeny 3, 11 a 12 Vnitrobunécne zdroje ostatnich kmenl se jevi jako
vyrovinane Béhem prvnich |5 min po pridani glukosy snizily kvasinky kmene 98 pH na
4.229. naopak nejpomaleji menily pH roztoku kvasinky z kmene 8 (pH = 4,800). Tento
vvvop muze vypovidat jak o pomalejSim prizpasobeni novym podminkam, tak o celkové
slabsim - metabolismu Kkmene 8. jenz zaostaval jiz ve fazi testu, ktera probihala
v samotne destilovane vode

Pro zrekonstruovani celeho prubéhu aciditikacni krivky by bylo tieba meérit
jednotlive kmeny 50 — 60 minut, teprve pak neni patrny zlom mezi pocatecni casti
zavislosti pH a koncovym bodem zmeérenym po nékolika hodinach. Na obrazku 4-20 je
znazornén  vyvol  koncentrace protonu, ktera odpovida danému pH suspenze
\ciditikacni testy vSech kmenu probehly v jeden den v poradi: 32, 3, 6, 8, 9, 11, 12, 26.
0S5 a 98, koncentrace kvasinek se vzdy pohybovala v rozmezi 3 — 4 10 bunék/ml
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Obr.4-25 Aciditikacni testy 10 kmenu pivovarskych kvasinek. Nahore je zaznamenan
pokles pH kvasnicné suspenze pred pridanim substratu. Uprostied je zachycen pokles
pH po pfidani glukosy. Dole je zakreslen opét pokles pH po pfidani glukosy, ale
tentokrat jsme data znormalizovali na pocate¢ni hodnotu pH = 6.3. aby bylo mozné
vysledky jednotlivych méreni Iépe srovnavat. Kmenum jsme pfifadili stejné barvy jako
v kapitole 4.1.




6 8 9 — 11 12 26 ——32 95 —98

td

100 o

)

e
—
—

6O()

[H ] ( umol.dm

40)

20) 25 30 3

th

() S 10 ] 40 45 S50

'

t( min)

Obr.4-26 Vyvo] Kkoncentrace protonu po pridani roztoku glukosy Kk suspenzim deseti
kmenu pivovarskych kvasinek. Barevné oznaceni kmenu jsme zachovali tak. jak bylo
savedeno v kapitole 4.1.

Vliv koncentrace bunék na vysledky acidifikaénich testu ilustruje obr.4-27. Tato
mefeni jsme provedli na kvasinkach kmene 930 posledni dvé nejvySSi koncentrace
bunék byly méfeny o den pozdeji. coz by vysvétlovalo drobny propad této ¢asti
koncentracéni zavislosti, jak v samotném rozdilu pH pted (prvni grat na obr.4-27) a po
piidani glukosy (druhy graf na obr.4-27), tak acidifikacni sily (tfeti grat na obr.4-27).

Meéreni koncentracni zavislostt AP kmene 95 nam prineslo 1 jeden poznatek o
flokulaci. Vzhledem k tomu. ze pro acidifikac¢ni testy se pouzivaly kvasinky promyté
pouze vodou. tudiz na jejich povrchu zustalo jisté mnozstvi vapenatych ionta,
pozorovali jsme pi extrémne vysokych koncentracich bunék flokulaci. avsak
v okamziku pridani glukosy se shluky bun¢k rozpadly. Z tohoto experimentu plynou
dva zaveéry. jednak kmen 95 muzeme podle sacharidového inhibi¢niho modelu
popsancho v teoretické ¢astl zaradit mezi Newklo kmeny a dale potvrdit, ze k flokulaci
dochazi teprve v okamziku, kdy nejsou v médiu pritomny zkvasitelné cukry.

Acidifikaéni testy nam umoznuji hodnotit metabolickou aktivitu, ¢innost
A'TPasy i viabilitu kvasnic. Jejich vysledky jsou v tomto ohledu mnohem spolehlivéjsi
nez napi. pouziti fluorescencnich barviv, jez jsme popsali v kapitole 2.3.1. Vysledky
téchto  fluorescen¢nich metod mohou byt zatizeny artefakty zpuasobenymi napf.
¢astecnym porusenim integrity plazmatické membrany, které jeSté neni pro bunku
letalni. avsak uz umoznuje pruchod barviva pfes membranu bunky.
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Obr.4-27 Vliv koncentrace bunék na vysledky aciditikacnich testa kmene 95. Prvni graf
zachycuje pokles pH kvasinkové suspenze z pocate¢ni hodnoty 6.3 v nepfitomnosti
substratu. Hodnotu ApH jsme stanovovali po 5 a 10 min méfeni. V druhém grafu je
zasnamienana koncentracni zavislost zmény pH kvasinkové suspenze po 5, 10 a 15
minutach od pridani glukosy. Zavislost aciditikaéni sily na poc¢atecni koncentraci bunék

je zobrazena v poslednim grafu na obr.4-27. AP (5 + 10 min) znadi acidifikaéni silu

suspenze vypoctenou ze souCtu zmény pH po 5 minutach bez substratu a zmény pH za

| 0 minut od pridani glukosy. obdobny je vyznam veli¢iny AP (10 + 10 min ).
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Puvodn ukoly diplomove prace — sestavent jednoducheho sedimentacniho a
flokulacniho testu — jsme splnili a v nékterych pripadech 1 prekonah, béhem zkoumani
jsme totiz zjistili jesté celou radu novyeh poznatku

Ovérli jsme. ze nami navrzena promyvact procedura spolu s uchovavanim
bunek v citrat-tostatovem putru pH 4.5 nijak neposkozuje kvasinkove bunky. ty jsou
pote schopny normalné sedimentovat i flokulovat Obsahy prurezu kvasinek se takto
Zv&ts1 pouze 0 4 S am” v dusledku zmeny osmotickveh pomért

/ koncentracm zavislosti sedimentace jsme urcil idealnt rozmezr kKoncentrac
bunck takove. aby Zn (zakal méreny v uhlu V0 7) neprevvsoval 40 EBC

Studiem sedimentace deseti pivovarskveh kmenu kvasnie jsme prokazalt piimou
souvislost mezi velikost bunek a rvehlostt poklesu zakalu behem jejich sedimentace
Taktez jsme vytvorili kitvku (obr 4-10). Kterou lze vvuzit jako Kalibracm Kitvku pro
urcent vehikosti bunek, aniz bychom museli bunky promerovat pod mikroskopem
/ tvaru derivace sedimentacni kiivky jsme schopni rozhodnout, zda suspenze obsahuje
pucict bunky ¢i nikoliv. Navic Ize zkonstruovat podobnou zavislost jako na obr 4-106 pro
jediny kmen v ruznem stadiu vyvoje Kultury a dale ji pak pouzivat pro posouzeni, kolik
procent pucicich bunék dana suspenze momentalné obsahuje

Metabolickou aktivitu, c¢innost  ATPasy a wviabilitu  kvasnic  vSech deseti
zmimovanych kmenu jsme zhodnotili pomocr acidifikacnich testu

Mnozstvi pucicich bunék v suspenzich deseti pivovarskych kmenu a znamy Cas
odebrani kvasinek z mladiny nas primely vyslovit hypotezu, ze ztéchto udaju lze
usoudit. zda se jedna o hluboko ¢i stredne prokvasujict kmen Tato vlastnost se doposud
urcovala podle toho. jak dokazaly kvasinky béhem nekolikadenni kvasne zKkousky
sredukovat zdanhvy extrakt mladiny (Bendova a Kahler, 1981) Uvazime-li, z¢ na
pucent must bunka vynalozit jist¢ nemalou encrein a tudiz zpracovavat  ziviny
z okolniho prostredi, tak velke mnozstvi pucicich bunek poukazuje na relativni dostatek
zZivin. ktere jsou dane bunky jesté schopny vyvuzit. a tak dale snizovat extrakt. Proto
suspenze hluboko  prokvasujicich kmenu obsahovaly ve stenou dobu vyrazné vyssi
procento bunék ve stadiu puceni. Na zaklade teto myslenky bychom mohli zaplnit
prazdne misto v tabulce 3-1 a prohlasit kmen 8 za hluboce prokvasujici. Druha provozni
charakteristika uvedena v této tabulce - sedimentace — neni bohuzel primo porovnatelna
s nasimi udaji, protoze tou se hodnoti mnozstvi usazenych kvasnic na konci kvasne
zkousky a tudiz se vztahuje nejen k velikosti bunék, ale nepochybné je ovlivnéna i
tflokulact daneho kmene

Podarilo se nam vyvinout zcela ojedinély tlokulacni test. V zadnem z vyse
snmuinénych literarnich pramenu ani dalSich prostudovanych ¢lancich (Calleja a Johnson
(1977), Jansen a Mendhk (1951), Taylor a Orton (1978)), které se taktéz zabyvaji
flokulaci kvasnic, jsme nenalezli podobny test. V ¢em je nas test tak vyjimecny? Predné
umoznuje sledovat prubéh flokulace od sameho pocatku, tedy od okamziku, kdy jsou
spinény viechny podminky tlokulace — pritomnost vapenatych ionti v médiu 1 dostatek
srazek mezi bunkami, az po sedimentaci zbylych volnych bunék. Navic zvoleny druh
michant dovoluje jasné rozdelit flokulacni test na cast, v které se postupné formuji
shluky kvasinek, dale na kratky casovy usek. béhem néhoz se shluky kvasnic usadi. a
zaverecnou cCast, kdy sedimentuji jednotlive bunky Prinosné je tedy nejen kontinualni
merent celeho procesu tlokulace, ale i Siroky rozsah koncentraci, v kterém jej mizeme
principialné provadét. VétSina svétovych publikaci se totiz omezuje na méren
absorbance nékolikanasobné zredénych vzorku zflokulovanych kvasnic

Kmen 95 muzeme podle sacharidoveho inhibicniho modelu flokulace popsaného
v teoreticke Casti zaradit mezi NewFlo kmeny.
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Nalezli jsme optimaln podminky pro provadéni tflokulacniho testu:
e Koncentrace bunek 1 10" bunék/ml
e delka michan kvasimkove suspenze magnetickym nmuchadlem: S min
e teplota 20°C
e Koncentrace vapenatvch ontu 10— 100 mM

Doutame. ze vvsledky teto prace budou dale rozvijeny a prinesou uzitek Siroke
verenosti 1 nove uplatnéni pro zakalomery. Ktere byly puvodné vyvinuty pro méreni
Kolowdnich zakalu v pivu. Jak je videét jsou velmi dobie pouzitelne 1 v oblasti Mieova
rozptvlu (Prosser a kol (1989). Wilson a Foster (2005)), kKam Kkvasinky svou velikost
patfi
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