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ABSTRAKT

V diplomové praci byl sledovan {gneh kvaSeni ve spilce vybraného pivovaru, zavislosti
raznych faktoé a jejich gipadny vliv na vitalitu a viabilitu nasazovanychalswic, coz o
ukazat opodstatimou vicenasobnou pouzitelnost kv@séiho kmene vramci spravného
technologického procesu kvaseni piveedPretem sledovani byli i dalSi faktory: fyziologicky
stav kvasnic, pH, teplota, mnozstvi jemnych a hchbKali, mnoZstvi rozpushého kysliku
v mladirg, stup& prokvaSeni mladiny. Ke stanoveni se odebiraly kigdwasici mladiny a
vypranych nasadnich kvasnic. Pouzity kmen nasadniabnic byl sledovan od jeho prvniho
nasazeni az po posledni (celkdwl nasazen 4x po s&b U odebranych vzotkmladiny
bylo vzdy zngteno pH, teplota, zdanlivé prokvaseniufpgrné od 4. dne od zakvaseni) a
pocet burgk. Pred kazdym dalSim nasazenim byly kvasnice vypraryka stanovena jejich
vitalita. Metodou vitalniho barveni se sledoval poartvych burk v suspenzi kvasnic
uréenych pro dalSi nasazeni. MnoZzstvi mrtvychdsubylo vzdy pod mezni hodnotou 5%,
v jednom pipadt nebyla nalezena dokonce Zadna mrtuékbw odebraném vzorku.

Dulezitym faktorem, pedevSim pro pomnoZeni kvasnic, je mnozstvi rozpé$io kysliku
v mladirg. Byly provedeny zkouSky s nedostaté provzdusinou mladinou. Pomocéc¢hto
zkouSek bylo dokazano, Z¢i medostateném provzdusni mladiny Q se prodlouzila doba
hlavniho kvaSeni v gméru o 3 — 4 dny. Byly provedeny i zkouSky s vySSibsahem Kkail
v mladirg pii nichz bylo dokadzano, Ze vysSi obsahtkakma vyznamny vliv na pbeh
hlavniho kvaSeni a na vlastnosti kvasnic.

Cilem této prace bylo potvrdit, na zaktarhracovanych vysledksledovanych paramétr
u optovré nasazovaného (celk®v4x) kmene pivovarskych kvasnic,éiem hlavniho
kvaseni, spravnost jednotlivych opakovanych nadazpribéhu technologického procesu.

KLI COVA SLOVA

pivovarské kvasinky, Saccharomyces cerevisiae havrkvaseni, metabolismus kvasinek,
aktivita, vitalita, viabilita, mladina, kultivacbunk, pctitani burk, vitalni barveni, pH,
stupdi prokvaseni, zdanlivy extrakt, kvasniéky

ABSTRACT

In this diploma thesis, the properities of brewsryeasts during the operation beer
fermentation in the selected brewery and dependeotdiferent agents and their influence
on viability and vitality of the yeasts were stutlieOther observed properities were
physiological state, pH, temperature, a value @&f &od coarse sludges, a value of dissolved
oxygen in wort, the level of wort’s fermentatiohwere collected the samples of fermenting
wort and washing yeasts for determination. The ysedts were observed from the first time
until thein last used (generally 4 times). pHnperature, apparent fermenting and total
numer of yeast cells were measured in the collestanples. The used yeasts were washed
before every other application and vitality wasedetined. The number of death cells were
observed by this method. The number of death ceiger fell bellow 5 %. The value of
dissolved oxygen in wort is also the important agenthe growth of yeasts. The touchs with
low number of oxygen showed that the time for femtagon had to be longer (by about 3 or
4 days more). The touchs with higher number of gisdshowed that the sludges haven’t any
influence on the yeasts and the procces of ferrtienta

Confirm the accuracy of the repeated used of #astg was the object of this thesis
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1 UVOD

Praimyslova i domaci vyroba piva, vina i jinych alkalkich napoj se opira o cilené
vyuZzivani kvasinek, igvazri druhuSaccharomyces cerevisiaéyrobni proces fedpoklada
pouziti standardnich kvasnic s deldefinovanymi vlastnostmi, pokud mozno r@mymi i
pii opakovaném nasazeni. Podle nazoru technologa ks@snice jednou ze surovin
kontrolovatelnych jednoduchymi metodami a zajici bezproblémovou vyrobu kvalitniho
napoje. Termin kvasinky sétginou pouziva v laboratornimeiiitku, zatimco vyraz kvasnice,
nebo varéné kvasnice, ozrtaje vlhkou biomasu &sSiho mnozZstvi kvasnic, vyuzivanych
v provozu. Kvasinky, nalezejici k houbam, se stdmétem pa@etnych ¥deckych studii,
které rozdgily znalosti o jejich pouzitelnosti k vyr@talkoholickych napdi [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kulturni pivovarské kvasinky
2.1.1 Taxonomie kvasinek

Kvasinky jsou jednobuigné mikroorganismyadici se do nd&te Eukaryota fiSe houby
(Fungi) [3]. V systému hub p#t kvasinky meziEumycota do pododdleni Ascomycotina
(vieckovytrusné houby). V ramci systemieekovytrusnych hub jsou pivovarské kvasinky
zarazovany doridy Endomycetegtvori primitivni asky, netvi plodnice a askogenni hyfy) a
celedi Saccharomycetacead 4].

V pivovarnictvi se vyuziva druhSaccharomyces cerevisiaabsp.uvarum. Builky jsou
ovalné nebo kulaté, u diploidnich kiknse tvdi pseudomycelium, u triploidnich nebo
aneuploidnich byva pseudomycelium rudimentarnikipysou wtsi. U pivovarskych kmen
se spory zpravidla netvionebo jejich poet je nizsi a nevitalni. [14].

V ramci druhu Saccharomyces cerevisiagxistuje asi 1000 technologickych knien
S riznymi vlastnostmi [3].
schopnost zkvaSovat sacharidy za tvorby ethanaxidu uhliitého. Tato schopnost zavisi
nejen na ftomnosti gislusného enzymového systému, ale také na systémoziujicim
vstup sacharidldo burgk [1].

2.1.2 Historie a vyvoj zairazeni kvasinek

V historii se postuphoddlily a do dnesni doby se pouZzivajiedzakladni technologie
vyroby piva a tim padem i dva kvasmé kmeny — spodni pivovarské kvasnice a svrchni
pivovarské kvasnice [1].

Pavodni nazev pro rod svrchnich pivovarskych kvasimmchazi z roku 1837 od
Schwanna (Zuckerpils — cukerna houba). Tyto k¥asimroce 1938 ozr@ berlinsky
botanik J.F.Meyen nazvef@accharomyces cerevisjaenz je latinsky ekvivalentiwodniho
ozna&eni spojeny s druhovym nazvem, souvisejicim sdkfim ndzvem pro pivo. Specifikaci
rodu ugresnil roku 1870 Rees [1].

Ze spody kvasicich kvasnic z pivovaru Spatenbrau a pou¥olanr kodaiském pivovaru
Carlsberg izoloval Emil Christian Hansen dva kmepgdr kvasicich kvasinek. Kme# 1
ziskal nazev Saccharomyces carlsbergensigzatimco kmen¢. 2, pouzivany dale
v mnichovskych pivovarech, se jmeno@ccharomyces monacendi

Oba néazvy pozji splynuly pod jediné ozri@ni Saccharomyces carlsbergensis
Z anglickych piv Hansen izolov&8accharomyces cerevisiagpopsal ho v roce 1883 [1].

Od tchto dob nebo-li dob Hansena, se k vyrghiva pouzivali pouzeiisté kmeny
pivovarskych kvasnic. Prvni propagé stanice zahdjila provoz v Carlsbergu 12. listhpa
1883. Hansen také vydal v roce 1885 taxonomickodiistvasinek [1].

Pozdiji se ziskaly dalSi druhy kvasinek rodwaccharomyces které ovSem
z pivovarnického hledisk&asto paily k cizim (divokym) kvasinkam [1].

Za vSeobech uznavané taxonomické systémy se v pivovarstvi gvasystémy podle
Lodderové a Kreger van Rijové z tzv. holandskéhsko kdyZz se mezitim objevily i
systematiky s rozdilnym pojetim. Jejich taxonomiskddie z roku 1952 udava jiz 30 diuh
kvasinek rodu Saccharomyces s 3 varietami, prahavrkvasinky Saccharomyces cerevisiae
a ostatni druhy se v pivovarstvi povazovaly zamétio divoké kvasinky [1].
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Vroce 1970 splynuly druhySaccharomyces carlsbergensiSaccharomyces logos a
Saccharomyces uvarumio jednoho druhusaccharomycesktery z pivovarského hlediska
zahrnoval typické kulturni a cizi kvasinkg:ast pivovarskych mikrobioldg pouzivala i
nadale stary nazev, ostatiépzali nové ozngeni, pop. ho doplnili jes¢ starym nazvem [1].

Podobr splynuly druhy Saccharomyces cerevisja&accharomyces cerevisiaear.
elipsoideusSaccharomyces willianusnovy druhSaccharomyces cerevisiflg.

Po roce 1984 existuje jiz jen jediny druh pro spodrmsvrchni pivovarské kvasinky,
ozna&ovany jako Saccharomyces cerevisiadento druh oft obsahuje kvasinky, it/e
povazované v pivovarstvi za cizi (divokédetns pro pivovarskou vyrobu nejSkodéijgi druh
Saccharomyces diastatic[lg.

Pivovarsti mikrobiologové se dppokousSeli rozliSit svrchni a spodni pivovarskéasinky.
Nektefi z nich ovSem povazovaliipodni druhy za variety nového kmene, jini za potgra
dalSi uvadli staré ndzvy v zavorce [1].

Proto se i v satasné pivovarské literatel mizeme setkat siznymi obnénami nazw,
jako Saccharomyces cerevisiaar. carlsbergensis Saccharomyces cerevisiaar uvarum
ssp. Carlsbergensis Saccharomyces cerevisigearlsbergensis Saccharomyces uvarum
(carlsbergensis Saccharomyces cerevisiae uvarwmar. carlsbergensis Saccharomyces
uvarumvar. carlsbergensigpro spodni pivovarské kvasinky a podobné &fyrexistuji i pro
svrchni kvasinky [1].

Variety (varieta, var.) druhu se [iSi ¢itymi, spiSe podruznymi vlastnostmi, zatimco
poddruhy (subsp., ssp.) se lisi fyziologicky vyzmj&imi nebo biochemickymi viastnostmi
[1].

Kvasniéné kmeny pouzivané v pivovarstyB], [4]:

- spodni pivovarské kvasinkyaccharomyces cerevisifgarlsbergensispopt. uvarum
se pouzivaji P vyrob¢ piva typu lezdk v teplotnim rozmezi 7-15 °C, pdvjejich burgk se
vyznauje hydrofilnim charakterem, maji tedy schopndgkilovat a sedimentuji na &n
kvasné nadoby. Rafinosu zkvasuji uplpomoci enzymu melibiosa — na fruktosu a
disacharid melibiosu, ta je hydrolyzovana na glukasgalaktosu a pak zkvaSovana), maji
niZsi mistovou teplotu a tepelnou odolnost

- svrchni pivovarské kvasinkySaccharomyces cerevisjase pouZzivaji § vyrobé piv
zejména v Anglii jako jsou nappiva Ale, Stout, Porter, Trapist a u nas aémicku
k vyrobe pSenénych piv v teplotnim rozmezi 18-22 °C. Kvasinkyradwniho kvaSeni se
vyzna&uji spiSe hydrofébnim povrchem a jsou vynaSetiy kyaSeni vznikajicim C©
k povrchu kvasné tekutiny, kde dochazi k jejich mhaokni a tvorkk ,kvasniné deky*.
Rafinosu zkvaSuji pouze 1/3 molekuly.

Rozdily mezi svrchnimi a spodnimi kvasinkami zahrnii [1]:

- UpIné zkvaSovani rafinosy spodnimi kvasinkamiotiptasténému (1/3) zkvaSovani u
svrchnich  kvasinek. Kvasinky, nezkvaSujici @plnrafinosu obsahuji pouze
B-fruktofuranosidasu, zatimco ostatni druhy takgalaktosidasu

- imunochemické diference, rozdilné slozenidsagch stn

- vy8Si maximalni teplotaistu u svrchnich kvasinek

- vySSi tepelna odolnost svrchnich kvasinek

- rozdilné sloZeni genetického materialu

- rozdilné technologicky vyznamné vlastnosti
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2.1.3 Shirka pivovarskych kvasinek

Moderni pamyslova vyroba si vyZzadujeéistou kulturu mikroorganisin ktera spiuje
svymi biologickymi a biochemickymi i technologiaky vlastnostmi poZzadovanou kvalitu
hotového vyrobku. Také podle uzité technologie kwaSje teba vybirat k aplikaci kmeny,
spliujici naroky na kvalitu hotového piva. VSechnytpbZadavky vedly k zaloZergbirky
pivovarnickych kvasinek na mikrobiologickém odtdeni VUPS, mezinarodregistrované
pod zngkou RIBM ( Research Institute of Brewing and Matdjj [2].

2.1.3.1 Historie sbirky

Vroce 1946 byla zaloZzena ve Vyzkumném Ustavu @vekém a sladakém v Praze
nejwtsi ¢s. Shirka kvasinek a kvasinkovitych mikroorganisfrvelkd zadsluha RNDr. Anny
Kockove-Kratochvilové). Jako zaklad sbirky poslbpzkmeny shromazshé v letech
1942-1944 v Laboratovitaminové a hormonalni chemie v Praze, také monmtoduknich
kmeni z Danska, Holandska a mnoh#&edbevropskych pivovar Cela sbirka byla v té déb
uchovavana na Sikmych sladinovych agarech podipaxgfm olejem a uloZenatippokojové
teplo€. Prvnimi kmeny v nové shirce pivovarskych kvasirsek staly kmeny pouzivané
v ¢eskych pivovarech, vesm kvasinky spodniho kvaSeni, tehdy a@wané jako
Saccharomyces carlsbergensispribéhu let byla sbirka neustale raz8iana a doplovana
o dalSi nové kmeny (ze zahramich pivovat a sbirek a o navvySlechtné ¢i geneticky
zkonstruované kmeny) [2].

Roku 1964 se stala Shirka pivovarskych kvasitikekem Federaceeskoslovenskych
(nyni ¢eskych a slovenskych) sbirek mikroorganism jako jedna z velmi specificky
zangienych pémyslow vyuzitelnych sbirek je od roku 1996 také &mti ,Narodniho
programu ochrany genofondu mikroorganisandrobnych Zivéichi hospodéského vyznamu
a jejich vyuziti v referetni diagnostice” [2].

2.1.3.2 Shirkové kmeny

Sbirka obsahovala vroce 1999 124 kingrivovarskych kvasinek a byla a stale je
pribéZzné dophovana no¥ vySlechénymi perspektivnimi produwimi kmeny, které maji
specialni vlastnosti vhodné pro nové vyrobni pmgti/e sbirce jsou zastoupeny oba typy
produlkénich kmeri, ve WtSi mie kvasinky spodniho kvaseBaccharomyces cerevisiaar.
carlsbergensisa v mensi nife i kvasinky svrchniho kvaSeBaccharomyces cerevisiaar.
Cerevisiad?2].

Ve sbhirce jsou obsaZzeny kmeny prothk - pracovni (sgiujici svymi parametry
pozadavky na vyrobu piva) a kmeny vhodné k vyzkumebo pro vyrobu pivnich specialit.
Kmeny ze sbirky jsou dodavany vyzkumnym pracovisimpivovatim jako ¢isté kultury ve
form¢ Sikmych agal, nebo pomnoZené v poZzadovaném objemu sterilniinyl§d].

Paraleld k této sbirce je8texistuje sbirka obsahujici kvasinky jinych krerfizné
provenience ( 14 kmérnvinarskych a 40 kmeihdalSich rod) a sbirka izoldt pivu Skodicich
G+ bakterii (45 kmein riznych laktobacil a 7 kmeid pediokoki). Ok tyto shirky jsou
uréeny pro vyzkum nebo jako srovnavaci [2].

2.1.3.3 Uchovani a vedeni shirky

Shirka je vedena na Sikmych sladinovych agarechzapdrafinovanou vatovou zatkou a
deponovana odter¢ v chladicim boxu. Tato metoda uchovani utgpe dodani kmene
Zadateli rychleji a v aktivnim stavu (sladina jérgzenym prosedim pro pivovarské
kvasinky, takto vedené kmeny se snadrevadi do vyroby, zachovavaji si léta své specifické
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vlastnosti, pravidekh se 2x r@né preoikovava). Sotiasrt se vede sbirka na Sikmych
sladinovych agarech igvrstvenych parafinovym olejem igmckovani 1x za dva roky).
Paralelni sbirka je vedena pouze na sladinovénugmat parafinovym olejem vzdy po dobu
dvou let. Jiné zjssoby @&kovani (lyofilizace, kryoprezervace) se uz nepoagij2].

Aby sbirka spravwa plnila swij Uu¢el a mohla byt vyuzivana, je peba, aby o
deponovanych kmenech poskytovala dogtaeinformace. Proto byly v fipéhu minulych
let owifovany a stanovovany zakladni morfologické a biodbkénviastnosti jednotlivych
kmeni [2].

Vybrané pivovarské kvasinky jsou pravidelriestovany laboratornimi  kvasnymi
zkousSkami, probihajicimi ve sklémych kvasnych valcich o kvasném objemu 0,5 | v 10%
technologické vlastnostifipraveného mladého piva — prokvaseni mladiny, sedtace
kvasinek a také se¢muje pozornost tvorbdilezitych metabolit jako vedlejSich produkt
pii kvaSeni tzn. produkci vysSSich alkohoésted, diacetylu i mastnym kyselinam a oxidu
sifi¢itému. Studie sbirek byly ro28hy o posouzeni tendenci prodnich kmerd k autolyze i
o citlivosti ke slozeni mladiny [2].

2.1.3.4 Produkeéni (pracovni) kmeny

Jedné se o kmeny sbirkovygisel 2, 3, 6, 7, 9, 10, 12, 95 a 96. Jejich charatiky podle
vysledki laboratornich kvasnych zkouSek jsou uvedeny v Taé provozni charakteristiky
v Tab. 2. Vice nez objem sedimentu se zda o sedafr@ncharakteristice jednotlivych
kvasntnych kmeri vypovidat bod flokulace udavajici stupeprokvaSeni mladiny v déb
kdy je ve vznosu neiSi patet burgk. To vyplyva g srovnéni odpovidajicich hodnot tohoto
prokvaSeni sifslusnou provozh zjisSttnou charakteristikou sedimentace. Laboratorn
stanovované metabolity v mladém pivu vypovidajiendenci kvasiného kmene k tvorb
nejdilezitéjSich prekurzakr organoleptickych vlastnosti hotového vyrobku. P
charakteristiky naopak napovidaji vhodnost kmene pavedenyd¢i nowe zavedeny
technologicky postupipvyrobé piva. Nekdy si také zrmina kvality suroviny mize nasled&
vyzadat zninu kmene provoznich kvasnié peznménénych senzorickych vlastnostech [2].

V pivovaru Litovel se pouziva prodéki kmen¢. 7 (v tabulkach Zlgtzvyrazren). Tento
kmen je podle provoznich zkuSenosti a laboratbrtésti zatazen do Il. kvasné skupiny, tj.
stredrg prokvasujici. Jedna se o kmen s dobrou prokvd&gimpnosti, vyzrialjici se nizkou
produkci vedlejSich metabalithkéhem hlavniho kvaSeni a dokvaSovani, coz iy vliv
na organoleptické vlastnosti hotovych piv [2].

Tab. 1Laboratorni charakteristiky produkich (pracovnich) kmen

kmeng.: 2 3 6 7 9 10 12 95 96

meéirené velkiny

zdanlivé prokvaseni (% | 66,5 | 66,7 | 67,7 | 60,2 [ 66,9 | 68,5 | 68,8 | 69,8 | 70,6
hm.), kvasna skupina | 1I-lll | 1I-lI -1 Il Il -1 11-11 Il I

sediment (ml) 5,5 5,0 55| 5,0 5,5 6,0 6,0 6,0 6,
sedimentani skupina C B-C C B-C C C C C C
bod flokulace (% hm.) 33 38 49| 34 42 38 - - -

diacetyl (mg/ml) 0,28 - 0,73| 0,40 | 0,33 - 0,36) 0,24 0,2p
vySSi alkoholy (mg/ml) 80 70 58| 54 71 67 68 75 65
oxid siicity (mg/ml) 26,4 - 17,7 - 17,4 13,2 - - 10,9
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Tab. 2 Provozni charakteristiky proddkich (pracovnich) kmein

kmeng.: 2 3 6 7 9 10 12 95 96
sledovana
vlastnost
hluboko hluboko
prokvasovan - stedre | stredre | stredr® | stredr® | hluboko - hluboko| hluboko
mladiny stredrg stedre
velmi
dobra
sedimentace - dobra | velmi| dobra | dobra velmi| dobra dobra velmi
kvasnic dobra dobra dobra
dobra

Uchovani geneticky nezinéného kmene je velice utkzité v zamu zachovani
biodiverzity. Také naroky gmyslu na uchovani technologicky standardnich viafnjsou
pro takto specializovanou sbirku mikroorganiswelkym zavazkem. Sbirka pivovarskych
kvasinek je svym zjsobem exkluzivitou nejen @eské republice, ale i vramci celého
vychodniho bloku a je zarukou zdroje stabikvalitnich kvasninych kultur gedevsim pro
ceské pivovarnictvi [2].

2.1.4 Chemické slozeni

Jako v kazdém organismu, tak i v kv@s® buice revazuje voda , twd 65 — 85% biiky.
¥ obsahu vody tud voda intravaskularni vazana uvniturék a ¥4 vody hydratai a volna,
vazana povrchovymi silami. SloZeni suSiny kvaséibuky je prongnlivé v zavislosti na
fyziologickém stavu a stékultury a néni se i se z&nami sloZeni substratu. Zakladni slozky
susiny v pivovarskych kvasinkach jsou uvedeny v. Bafb].

Tab. 3 Zakladni chemické sloZeni susiny pivovarskych keksi

SlozZka Obsah (%)
Sacharidy 15 -37
Dusikaté latky 45 - 60
Lipidy 2-12
Mineralni latky 6-12
Vitaminy, Kofaktory stopy
Sacharidy

V suSire jsou gitomny jako monosacharidy, oligosacharidy, polysaicly, derivaty a
substituované sacharidy. Velky podil je obsazerbalavych vrstvach hiky. Ostatni se
nachazeji v protoplazin(prevladaji glykogen a mannan). Reservni polysachgigiogen
obsahuje fevazri 1,4-vazby mezi glukosovymi jednotkandiasténé i 1,6-vazby a maly
podil kyseliny fosforené. Svrchni kmen obsahuji zpravidla vice glykogem spodni
kmeny. Mannanovy polysacharid s vazbami 1,2- a je@yziologicky spjat se schopnosti
kvasinek aglutinovat. Také obsahuji kvasinky okb#6 zkvasitelného disacharidu trehalosy a
dalSi nizSi sacharidy (glukosu a v nukleovych kiyeeh ribosu, deoxyribosu) [5].
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Dusikaté latky

Kvasniné buiky obsahuji té@ vSechny formy dusikatych latekiiemné aminokyseliny
jsou k dispozici pro proteosyntézu a metabolismaksidh latek. Z peptid je vyznamny
obsah glutathionu (glutamylcystylglycin) s neobwkl e-peptidovou vazbou, ktery
prostednictvim SH-vazby cysteinu hrajélézitou roli v redoxnim systému kvasné buiky
[5].

Bilkoviny tvori hlavni ¢ast dusikatych latek kvasné susiny. Z albuminbyl z kvasnic
izolovan cerevisin s vysokym obsahem bazickych akyselin a z fosfoprotein
zymokasein. ¥tSina bilkovin je v kvasiné buice gitomna jako apoenzymy, také jsou v ni
piitomny nebo seip projevu Zivotnich funkci indukuji enzymy vSechs@ehlavnich tid.

Z jednotlivych tid jsou to nap [5]:

Oxidoreduktasy - alkoholdehydrogenasa, glyceraldehydfosfatdelgeatrasa,
peroxidasa, katalasa, atd.
Transferasy — hexokinasa, fosfoglukokinasa, pyruvatkinasa, fofglgceratkinasa,

fosfoglyceromutasa, aj.
Hydrolasy — acetyl-CoA-hydrolasai-glukosidasap-fruktofuranosidasa, aj.
Lyasy — pyruvatdekarboxylasa, fruktosodifosfataldolasalasa, aj.
Isomerasy- triosofosfatisomerasa, glukosofosfatisomerass#oflycerat- fosfomutasa, a;.
Ligasy — acetyl-CoA-synthetasa, glutathionsyntetasa, @tkarboxylasa, aj.

Lipidy

Zdrava kvasinka &tSinou obsahuje do 5% lipid z nichz ¥tSinu tvai slozené lipidy,
lecitiny, kefaliny, cerebrosidy a steroly.éieré z nich gimo reguluji propustnost b&né
stny a tim ovliwvauji transport substratu do fiky. Tuky obsazené v sugimaji jak nasycené,

tak nenasycené mastné kyselinyfevtadajicim podilem kyseliny hexadekanové, steaeové
olejové. Jsou lokalizovany hla¥wv cytoplazné a menstast je slozkou buigné struktury [5].

Mineralni latky

Nejvice je zastoupen fosfor,fiplizné z poloviny vazany v nukleovych kyselinach,
bilkovinach, lipidech a vitaminech. Mezi dalSi vamné slozky popela gatdraslik (ma
vyznam pro propustnost obalovyc¢sti bugk = buréény transport), higik, vapnik (ma
schopnost flokulovat), sodik, sirafeknik a ze stopovych prik Zelezo (vyznamny
cytochromovy komplex), mangan, ¢ a zinek (ovliviuje metabolické ¢ge). Vysoka
koncentrace Caa Fé" zpisobuje mutaci kvasinek [5].

Vitaminy a kofaktory

Jako sowtidst enzym je v pivovarskych kvasinkachfiippmna fada vitamiri, nag.:
mesoinositol, cholin, ergosterol, nikotinamid, thia, kyselina pantotenova, pyridoxin,
kyselina listova a dalSi. Z kofaktor jsou v kvasniné buice gitomny edevsim
nikotinamidové nukleotidy NADP, NAD a flavinadenindkleodtid, dale kyselina lipoova,
ATP, kyselina tetrahydrolistova, koenzym A a d§#§i

2.1.5 Morfologie a cytologie

Tvar a velikost kvasginé buiky ma gimou souvislost se stavem a podminkami, v nichz se
buika nachazi. Zpravidla je blkia mirre ovalného tvaru s délkou 6-1@n a Sfkou 5-8um.
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Rozmery a tvar buiky uréuje velikost plochy povrchu a tim i moZnosti traokp a
metabolismu kvastné kultury [5].

Buriky kvasinek se skladaji z b&imé sény, plazmatické membréany, cytoplazmy a jadra.
Jadro a cytoplazma jsou nositeli Zivotanky, burécna stna a plazmaticka membrana
zprostedkovavaji transport Zivin a prodikietabolismu [5].

Bunécna stha

Urcuje tvar buiky a je sloZzena z mannanové, glukanové a proteiacst@y (viz. Obr. 1)

hlannan

|-

i'-'lembr-um:

Cytoplosm

Obr. 1Schéma struktury bédtiné stny kvasinek [5]

Mannanova vrstva obsahuje réaxeny manganovy polymer a prénlivé mnoZstvi
fosfatu. Glukanova vrstva obsahujg-glukanové polymery, proteinova vrstva zase
mannoproteiny a glukoproteiny. Pevnost &imé stny zaji¥uje glukanova vrstva,
mannanova je amorfni. V jizvach biknje navic pitomen chitin. Ve $h¢ jsou také fitomny
nékteré exoenzymy jako invertasa a melibiasa [5].

Cytoplazmaticka membrana

Obsahuje pedevsim bilkoviny a lipidy, v menSi faisacharidy a nukleové kyseliny. Ma
dulezitou roli v kontrole transportu fipsyntéze bu&né stény a vylwovani extracelularnich
enzymi [5]. Je volr propustna pro malé molekuly bez naboje a neobsahighaci enzymy
a systém oxidani fosforylace [9].

Cytoplazma

U mladych bugk se jevi jako pthlednd, homogenni hmota. Obsahuje membranovy
systém, tukové sferozomy, vakuoly s hydrolytickyerizymy, volutinem a lipidy, dale
mitochondrie (v nichZ probihaji energetickémeny a syntéza bilkovin) [5,9].

Endoplazmatické retikulum

Tento organ se nachazi v cytoplazkvasinek jako systém dvojitych membran s pom
velkymi péry. Na vgjSim povrchu obou membran js¢éatna zrntka polynoni (= agregéat
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ribozomi). Endoplazmatické retikulum tviov buice iizné nadobky a odteni, obsahujici
raizné enzymy a rezervni latky [9].

Mitochondrie

Jsou obklopeny ddma membranami: \&si membrana ma bradéwaty povrch, vnini
membrana tvid hluboké vchlipeniny s#mem dovnit mitochondrie. Tyto vchlipeniny se
nazyvaji kristy. Jsou sloZzeny hlavre bilkovin, lipidi fosfolipidid. Obsahuji kyselinu
ribonukleovou (RNA a malé mnozstvi deoxyribonuklédwyseliny (DNA). Probih& v nich
syntéza tkterych mitochondrialnich bilkovin [9].

Vakuola

Vakuoly byvaji kulovitého tvaru, obklopené jednoaah membranou. Mladé blky
obsahuji mensi vakuoly vestéim mnoZstvi. StarSi bky obsahuji ¥tSinou jednu vakuolu
vypliujici cely prostor. Uvnit vakuoly jsou hydrolytické enzymy jako proteinasy,
ribonukleasa a esterasa, takze vakuoly jsou mistawmz dochazi k rozpadédh struktur
buiky, které se neustale vie rozkladaji a obnovuji a které maji kratky gal® rozpadu
(mRNA, rekteré enzymy apod.). Kraimtoho obsahuji je§tpolyfosfaty a velkou zasobu
draselnych ionit, aminokyselin a purily takZe jsou rezervoarem latek, jeZz se prdEastni
metabolismu [9].

Ribozomy

V buice se nachazeji Buvolné nebo vadzané na endoplazmatické retikulurobiRé
v nich biosyntéza bilkovin [9].

Cytoskelet

Cytoskelet je i proteinovych vlaken, ktera se rozprostira v cydapt i vjade a
umoziuje vnitrobur¢ny pohyb organel z jednoho mista na druhé.

Souasti cytoskeletu jsou mikrotubuly (pémeé malo ohebné trubice sloZzené z bilkoviny
tubulinu. Kazda molekula tubulinu obsahuje guanosintrifosfétry je zdrojem energie pro
jeji zapojeni do mikrotubulu) vychazejici z polovétliska weténka v jadérku. Mikrotubuly
hraji dilezitou roli @i déleni jadra Bhem rozmnoZzovani [9].

Golgiho aparat

Je dalSim membranovym utvarem v cytopldzkvasinek. M& tvar jednoho plochého
méchyiku nebo gkolika propojenych plochych &ohyikt nebo anebo cisteren uloZzenych
rovnokezré vedle sebe. iedpoklada se Ze jeho funkci je transport prekurfgpr stavebnich
kameri) buré¢né stny z cytoplazmy fes cytoplazmatickou membranu [9].

Jadro

Je slozeno zjaderné membrany, jadérka a nukleoplaztvarené pevazri
z nukleoproteifi. Byva umistno uprosted buiky. U kvasinekSaccharomyces cerevisiae
nachazi v haploidnim j& 16 chromozoirny diploidni jadro ma dvojnasobny e
chromozoni. V jadre se vyskytuje také nizkomolekularni kyselina deitwonukleova
(DNA). Jadro se &astni dleni a pdeni buiky [5,9].

Jadérko

Je ulozZeno v ja@ &€sne pod jadernou membranou. Je srpkovitého tvaru [9].

17



2.1.6 Rist, rozmnozovani a starnuti

Pivovarské kvasinky, a kvasinky vSeob&cee rozmnoZuji vegetativnim ganim nebo
ziidka pohlavnim rozmnozovanim — sporulaci.

Vegetativni rozmnozZovani

Kvasniiny cyklus se obvykle definuje jako Udobi mezig¢aha naslednymi @denimi a
zahrnuje gkolik typickych fazi . Individualni faze bétného cyklu se tykaji vzdy jednotlivé
buinky a tim odliSuji od znamychistovych fazi bu&né populace, zahrnujici gateini lag
fazi, fazi exponencialnihaistu a posléze @pstacionarni faziistu [3].

V burééném cyklu kvasinek se rozeznéavaji 4 faze zna&rarma Obr. 2 [3]:

- presynteticka G1, kdy lika shromad'uje rezervni latky

- synteticka S, kdy hika syntetizuje DNA

- postsynteticka G2, kdy dista pupen

- mitoticka M
ODDELENI
BUNEK
ZDVOJENI
POLARNIHO TELISKA
f@‘-@ OBJEVENi PUPENE
CYTOKINESE

{

ROZCHOD
POLARNICH TELISEK
KARYOKINESE &

PREMISTENI
JADRA

Obr. 2 Schéma bufthého cyklu kvastiné buiky Saccharomyces cerevisiae [14]

Puceni burek se iniciuje uvoldnim energie z rezervnich sacharidosadhne-li pgebného
fyziologického stavu. Zdna aktivaci enzymu &biciho disulfidové vazby v bétné séne.
P puceni se tvél stna dcéinné buiky ,de novo* a po ukoteni fistu pupenu se diiana
buinka oddli. Na dcéinné buice Zistdva dcBnna jizva, na matské buice jedna z mnoha
mateskych jizev [5].

Schéma Zivotniho cyklu |ze itna Obr. 3.
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Obr. 3Zivotni cyklus Saccharomyces cerevisiae [14]

Pohlavni rozmnoZovéani sporulaci

Kmeny pivovarskych kvasinek sporuluji obt#Zmresto se ugié vyvolani podminek pro
sporulaci busk vyuZiva kizolaci novych mutaint Vlastni sporulaci ifedchézi
predsporulani faze, ktera se iniciujéistem ve vhodném prdstli a dostatkem utilizovanych
sacharid, dusikatych latek a vitamin Sporul&ni faze je aerobni a probih# peplo& okolo
25°C u spodnich a 30 — 34°C u svrchnich kvasinef¢astji v acetatovém médiu
s omezenym zdrojem sacharid ostatnich Zivin (obvykla doba sporulace 5 —ddim) [5].

Kvasinky vytvaeji kulovité spory uzaené ve vrecku, né&stji po ¢tyrech. Spory po
pieneseni do média vyklia vzniknou nové hiky. [5]

Jednotlivé kvaskné buky podléhaji stejen jako ostatni organismy individualnimu
starnuti, ukeny omezenym pitem cleni buiky (tzv. Hayflickiv limit). U kvasinek lze v
pribéhu starnuti zaznamenat morfologickeé i fyziologizkény [3].

2.1.7 Metabolismus

Zahrnuje katabolické {p odbouravani latek se ziskava energie) i anab®lipkocesy
(energie se spt#bovava na tvorbu novych , pro Zivot nezbytnyclelat Pro kvasinky je
typicky metabolismus v pragdi mladiny, kde je hlavnim biochemickym pochodem
glykolyza [5] = geména zkvasitelnych cukrna ethanol a oxid ukiity za &Eastifady enzyni
a koenzyn [6].

Pro veSkery metabolismus je zakladni podminkoiwspart zejména metabolizovanych, ale
i dalSich, latek do hiky [5].

Lze rozliSit ti typy transportu uplaujici se v kvasiné buice [5]:

» prosta difuze — latky rozpugté v mladig difunduji ve velké koncentraci do itky
v koncentranim spadu. Tento Zgob nevyzadujeifsun energie. Pragdnictvim
prosté difize probih& transporit$iny anorganickych latek jako*KMg?*, Fe”,
NH,*, SO a dalSich.

e usnadgna difize — zde je nutn&itomnost penasée v membra# opet neni teba
piisunu energie

e primarni aktivni transport — probiha proti konceéimu spadu, jeitba dodat
energii. Probiha za spoltesti membranového ndsi, specifické bilkoviny, a
umo#iuje transport fosfokman. Schéma je znazofno na Obr. 3.
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Obr. 4 Schéma aktivniho transportu [6]

Metabolické dje jsou velmi ovliwiovany koncentraci Zn (zpomaleniup&hu kvaSeni a
sniZzeni stuphiprokvaseni piva), a jiz nizkymi koncentracemi &gl, Hg, Li, Be, Ni, As, B a
Cu (inhibitory metabolickéhoge). NO* a NG jsou velmi toxické [5].

2.1.7.1 Metabolismus sacharid

Metabolismus sacharid pivovarskymi spodnimi kvasinkami zahrnuje, za ndnifch
podminek, asi z 98 % kvaSeni, ztoho 95 % pedsictvim glykolyzy a ze 3 % vedlejSimi
metabolickymi drahami.i#blizné 2 % sacharidl jsou odbouravany aerobrz toho asi 1,6 %
v citratovém cyklu a 0,6 % v pentézovém cyklu [5].

Pivovarské kvasinky metabolizuji pouzést sacharid v mladirg, rod Saccharomyces
nezkvasuje pentosy [5].

Transport moosachafidorobihd usnadimou diflizi. Transportni systém vykazujeitou
specificitu. Glukosa vstupuje do itky nejrychleji, ostatni monosacharidy pomaleji ¥aub
2-deoxy-D-glukosa, D-fruktosa..... a jako poslednbgol [5].

Transport di- a trisacharide slozigjSi (v piipadt maltosy a maltotriosy je zprdstikovan
specifickymi permeasami). Sacharosa j&p&ha je&t pred vstupem do hiky pomoci
invertasy (fisobi jako melibiasa extracelul&jri5].

Prabéh metabolismu hexos ovhwuji podminky fermentace: za anaerobnich podminek
probihd kvaSeni podle Embden-Mayerhof-Parnasovansatu glykolyzy znazoemého na
Obr. 5 a 6 (zisk energie je 58,6 kJ), za aerobmodminek se odbouravaji sacharidy
v pentézovem cyklu, na ktery pak navazujespkyselinu pyrohroznovou, citratovy cyklus a
dychaciretézec (g zisku energie az 368,4 kJ z jedné molekuly glyk@s].
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2.1.7.2 Metabolismus dusikatych latek

Pfi metabolismu dusikatych latek, zejména aminokgselimladiny, jsou anabolické a
katabolické procesy v rovnovaze [5].

Podle rychlosti adsorpce a&asti na metabolismu kvasinek se zakladni aminokysel
roz&luji do ti a vice skupin. Mezi fipdnosti absorbované pitthreonin (THR), serin
(SER), glutamin (GLU), lysin (LYS), Lucin (LEU). o metabolismus zahrnujégalevsim
biosyntézu bilkovin, metabolismus nukleovych kyselnukleotidi, vysSich alifatickych
alkoholi, aromatickych alkohdél a dalSich. Pro&dnictvim meziprodukit premeny
aminokyselin je napojen na metabolismus sacharidalSich latekiitomnych v mladia [5].

2.1.7.3 Metabolismus lipid

Ma velmi maly vyznam, jelikoZ pivovarska mladinasahuje jen velmi malo lipidickych
slozek u nichZz fevazuje katabolickd3-oxidace mastnych kyselin a zardveprobiha
biosyntéza mastnych kyselin, tykfosfolipidi a sterok vesngs v napojeni na metabolismus
sacharid [5].

Tvorba vysSich alifatickych alkohola vicinalnich diketotn navazuje na metabolismus
sacharid a aminokyselin. Hlavnim meziproduktem jgbéetokyseliny a z aminokyselin se
téchto reakci z€astuji hlavre threonin, leucin, isoleucin a valin, jak je patze schématu
na Obr. 7 [5].

Tvorba  aromatickych  alkohdbl navazuje na  biosyntézu  aromatickych
aminokyselin.Hlavnim meziproduktem je kyselina ¢simiova [5].

Tvorba estar se uskut&iuje prevazi enzymovou cestou a je napojena na metabolismus
lipida [5].

Tvorba aldehyd a ketori m& vliv na organoleptické vlastnosti piva (tiepivé pasobi jiz
pfi koncentraci 0,5-1 mgY) [5].

Tvorba tkavych sirnych slotenin mé velky vyznam pro chigiva. Hlavnim zdrojem pro
jejich tvorbu v mladis jsou sirany [5].
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2.1.8 VyZiva a utilizace kvasnic

Pivovarské kvasinky Ziji a pomnoZzuji se ve velmizamany bohatém prostdi jako je
mladina. Ve svych hikach proto shromadiji mnoZzstvi vyzivnych latek: aminokyseliny,
bilkoviny, komplexy vitamii, biogenni prvky vazané v organickych sleminach a to vSe
tvori zaklad vyZivové hodnoty pivovarskych kvasinek][10

2.1.8.1 Uhlikaté zdroje

Pivovarské kvasinky zkvaSuji glukosu, fruktosu,aibsu, mannosu, xylulosu, sacharosu
a maltosu pop maltotriosu. Zatimco glukosa, fruktosa a saclansehou vstupovat do
buiky pfimo (sacharosa po roZpeni invertasou), ke vstupu maltosy jsou nutné ipké
permeasy [3].

Zkvasovani cukr je ovladano je ovladano specifickymi geny, ktexétv podstaturcuji
maximalni mnozstvi vyti@ného alkoholu a dosazitelny stipprokvaSeni. Rychlost a
stupdi vyuzivani sacharid jsou také zavislé na podminkach kvasSeni a vSeébeen
fyziologickém stavu kvasnic [3].

Béhem kvasSeni kvasnice vytgi zasobni sacharidy glykogen a trehalosu. Glykoge
zasobni polysacharid fedstavujici zdroj energiefiphladowni kvasnic i pro péateni fazi
syntézy lipidi. Disacharid trehalosa jdilézitym antistresovym faktorem [3].

2.1.8.2 Dusikaté zdroje

Hlavnim zdrojem vyuZitelného dusiku v mlaglijsou aminokyseliny a amonné ionty,
piicemz se obvykle uvadi hodnota volného aminodusilAN(F Free Amino Nitrogen) v
rozmezi 150-250 mgtl podle druhu a koncentrace mladiny. Kvasinky vyajiv
aminokyseliny postugha podle rychlosti vyuzivani se aminokyselinglidlo skupin A-D.
Nejmére vyuzitelnou aminokyselinou je prolin ze skupiny @.vyuzivani aminokyselin ép
rozhoduji selektivni permeasy [3].

2.1.8.3 Kyslik

Také podle pozadavku na kyslik se pivovarské keasrmhou vzestugndélit do skupin I-
IV. Pro vyrobu spodh kvaSenych piv se &Sinou vyuZiva térRt nasyceného obsahu
vzdusného kysliku (asi 6 - 8 mgH)& zakvaSené mladinpricemz rozpustnost kysliku zavisi
na teplog, tlaku a také na koncentraci mladirgast kysliku se spi#buje jeho reakci s
reduknimi latkami mladiny, nap melanoidiny a polyfenoly. Kyslik jefedevSim nutny pro
syntézu membranovych lipida steral a jejich obsah zfin¢ ovliviiuje potebu kysliku pi
dalSim nasazeni kvasnic. Takto sé&zm kvalita kvasnic vyraznzhorSovat i opakovaném
nasazeni a stejny ,pantovy” efekt se vyskytuje ndp pfi nedostateném obsahu kay
poskozeni kvasnic dusitany apod.ckaliv literatura zmihuje poSkozeni kvasinekfip
nadbyténém vzduséni, neni toto nebezpepii pouziti vzduchu k vzdugni prilis velké [3].

2.1.8.4 Anorganické soli

Kovy vyznamné pro kvasinky seéld na makroelementy (Mg,K,Zn,Fe,Ca,Mn,Cl),
mikroelementy (Co,B,Cd,Mo,Cu,Va,Ni,Cr,l) a kovy,agobici inhibéné, nebo toxicky
(Ag,Hg,Se,Pd, Te,As,Ni,Os,Li). Kovy jsowtg&inou vyznamné pro spravnou funkci enziyan
jejich poteba naista s rostouci koncentraci mladiny. NedostemnoZstvi Zfi (pod
0,2 mg.l") zpasobuje zavazné zpomaleni hlavniho kvaSeni, aleizéd&é na vazb kovu
(iontova, komplexni) a na sloZeni mladiny. Dal§iiyznamnym iontem je Mg, ktery
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zejména v mladinach s vy3si koncentraci extraktsimikolikanasobs prevladat nad CA
[3].

Anorganické sirné slaeniny, zejména sirany t¥iodulezity zdroj pro syntézu methioninu,
cysteinu a glutathionu. Metabolismus sirnych gemn rozhoduje o tvogbsirovodiku, oxidu
sifi¢itého a dalSich sirnych sldenin, majicich rozhodujici vliv na sensorické viasti piv a
jejich stabilitu [3].

Dulezitym prvkem je fosfor, ktery se vyskytuje v nesych kyselinach, fosfomannanech
a fosfolipidech [3].

2.1.8.5 Vitaminy

Pivovarské kvasinky poZaduji biotin a mnohé z riaké panthotenovou kyselinu, jejiz
nedostatek se tie projevit ve zvySené tvattsirovodiku a v naruseni metabolismu sirnych
slowenin, coZ méa vyrazny negativni dopad na sensoxilggtnosti piva [3].

2.1.9 Stresové faktory

V sowasnosti sgada fakto#, negiznivé ovliviujicich chovani kvasnic oz&igje jako
stresové faktory. Jejichipobeni sniZuje viabilitu i vitalitu kvasnic adte vést k poSkozeni
kvasntnych burk a jejich thynu. Protitiznym drulim streg mohou v kvasinkach existovat
rizné druhy obrannych mechanisi3].

2.1.9.1 Teplotni stres

Teplotni stres zahrnuje jakigobeni vysSich, tak nizSich teplot. Na vySSi tgptetguji
kvasntné buiky tvorbou specifickych bilkovin (HSPs - Heat-shdekoteins), zvySujicich
tepelnou odolnost kvasinek. V praxi vyznafj$n je chladovy Sok. Pro spravnou funkci
kvasnic je dlezita prostupnost b@inych membran, coz zavisi na obsahu stesopongru
nasycenych a nenasycenych mastnych kysetiryBhlém ochlazeni e membrana ziskat
vlastnosti gelu, coz fize kvasninou buiku poskodit [3].

Teplotni stres se upiatje zejména ) nespravném rezimu chlazeni kvasnic v konusech
cylindricko kénickych tank, kde Spatnd prostupnost chladu vrstvou kvasnikgqmge
kvasnice uvnit vrstvy pisobenim vySSi teploty a naopak nizka teplotamysizpisobuje
chladovy teplotni Sok [3].

2.1.9.2 Ethanolovy stres

Ethanol, jako vysledny produkt kvasného procesuatieg ptisobi na kvaskné buiky,
piicemzZ jejich fist inhibuje jizZ 10 % obj., zatimco kvaSeni az 200B§. Ethanol naruSuje
buné¢nou membranu, jeji prostupnost a inhibuje transpacharid a aminokyselin. Akoliv
odolnost proti ethanolu je &gna geneticky, zavisi na mnoha dalSich faktoreadtg pbsahu
Zivin, vlastnostech prosdi a nap i na koncentraci Mg, které zvy3uiji odolnost taly proti
ethanolu [3].

2.1.9.3 Osmoticky stres

Osmoticky stres zavisi na koncertach rozdilech uvniti vné buiky a uplatiuje se
zejména §i kvaseni mladin s vysokou koncentraci extraktdginbym faktorem, chranicim
buiky proti osmotickému stresu jeéimmnost trehalosy uvrfibuiky, a gitomnost glycerolu
a aminokyselin v okolnim prastdi [3].
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2.1.9.4 Tlakovy stres a stres oxidu uldiiého

Hydrostaticky stres se obvykle zfmje v souvislosti s kvaSenim ve vysokych cylindoick
konickych tancich (CKT), nelidlO m vysky kapaliny zvySuje hydrostatickijlgizné o 1 bar.
Kromé samotného vlivu tlaku se spiSe uplge zvySena rozpustnost oxidu uitieho,
piicemz 2 bary fetlaku jiz vyrazg snizuji kvasninou viabilitu. Na druhé strénmuaze mit
zvySeny obsah oxidu uliitého g@iznivy vliv, spaivajici v nizsi tvor nezadoucichtkavych
latek [3].

2.1.9.5 Hodnota pH jako stresovy faktor

Béhem kvaSeni se ¢ni pH mladiny nejen vlivem vistajici obsahu oxidu ukiitého, ale
piedevsim produkci organickych kyselin kvasnicemi. Méalitu kvasnic ma vliv i
vnitroburééné pH,éehoz s&asto vyuziva k rieni kvasniné aktivity. Od poateini hodnoty
pH = 55 mladiny klesa tato hodnota az k pH = 4,3,5 pro hotové pivo, zatimco
vnitroburééné pH kvasnic se pohybuje mezi 5,9 - 6,4. Nizkénbbd pH se uplaiuji pfi
kyselém prani kvasnicgt8inou s hodnotou roztoku okolo pH = 2 [3].

2.1.9.6 Oxidacni stres

Oxidani stres se zmuje v souvislosti s reakcemi volnych kyslikovychdikali i
reaktivnich druf kysliku, nap. peroxidu vodiku. Tyto vysoce reaktivni latky Vizai pFi
oxidatnim metabolismu kvasinek a mohou vé&poskozovat @lezité ¢asti buiky [3].

2.1.9.7 lontovy stres

Nekteré kovy vyvolavaji stresové reakce u kvasnicodkpzovat jejich struktury. lonty
kovi mohou blokovat funini skupiny enzym, vytésiovat potebné ionty jinych kofr a
inaktivovat enzymy. Jakofifklad Ize uvést antagonistick&gpbeni ZA/CW?*, Mg*'/C&,
Cd?*/Mg** apod. Opt zaleZi i na Hitomnosti ostatnich latek, zejména chelateh slowenin

[3].

2.1.9.8 Dusitanovy stres

Dusitany v mladi® vznikaji nefasgji vlivem gramnegativnich bakterii se schopnosti
redukovat dughany, gicemz k k reakci postaiji i velmi nizké koncentrace ddsianu (pod
10 mg.I* NO3). ProtoZe aktualni koncentrace dusitanmladire je velmi nizka, doporiuje
se pouzit testu s m-fenylendiaminem, ktery vaZeikajici dusitan, aniz by se dusitan
rozkladal, nebo reagoval s mladinou. Dusitany vdim&mohou zcela zastavit jeji kvaseni a
krome toho reakci dusitanu s mladinou vznikaji zdra-demp€né netkave nitrosaminy [3].

2.1.9.9 Vliv kala

Vliv kali je ¢asto diskutovanym tématem, kde literarni Udaje raghikladné fisobeni
kali na pabeh hlavniho kvasSeni a naopak tzv. zalepovani k¢agnburcné stny. Fes
zna&nou rozsienost tohoto nazoru, nelze v litergwnalézt seridzni potvrzeni tohoto efektu
[3].

Rozeznavame dva druhy kdiL2]:

* hrubé kaly, jez se vytiwji v chmelovaru, obsahuji 50-60 % bilkovin, 20-30
polyfenoli, 16-20 % hekych latek a kolisavé mnozstvi ligich mineralnich latek.
Mnozstvi kah je zavislé na technologii ve vanna intenzié varu, na zfisobu a
mnoZstvi davkovani chmele, na koncentradipmavované mladiny a na
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vlastnostech swavaného sladu. V zajmu dobréhodlpthu kvaSeni je nutné
dokonale odstranit hrubé kaly z mladiny

* jemné kaly, které se vyuji v pribéhu chlazeni mladiny na z&kvasnou teplotu,
obsahuji pedevSim bilkoviny (48-57 %) a polyfenoly (11-26 %)dobr jako u
hrubych kah je mnoZstvi jemnych kalzavislé na technologii pouzité ve varma
zpiusobu chlazeni a na jakosti gg@anych surovin. Vfipadech, Ze jejich obsah
v mladirg je vy3Si nez 200 mg/l, Izecekavat zhorSeni cliavych vlastnosti a
souwasre se i vysSim obsahu absorbuji jemné kaly na povrch ikeks a tim
omezuiji jejich fyziologickou funkci

2.1.9.10Vliv pesticidi
Literatura se znfiuje 0 mozném negativnimiugobeni zbytik pesticidi, pouzitych pi
péstovani jgmene a chmele na pivovarskeé kvasnice [3].

2.1.9.11Vliv kontaminujicich mikroorganisnié

VétSina kontaminujicich mikroorganismv pivovarském provozu gsobi nepimo, tj.
vyuzivanim rozpughého kysliku, Zivin atistovych faktoéi a znénou vlastnosti kultiveniho
prostedi (nap. zmenou pH). Tzv. killer druhy kvasinek vytujici bilkovinny toxin, @inny k
citivému kmenu pivovarskych kvasinek [3].

2.1.10 Genetické faktory

VétSina vyznamnych vilastnosti kvasnic je genetickgdu@na pes syntézu kvasnych
bilkovin a enzymi. Tyka se to nejen zakladnich metabolickych procesle takeé
technologicky vyznamnych znaékjako jsou flokulace, schopnosti prokvaSovat mladin
odolnosti proti ethanolu a v neposledadt tvorby €kavych slodenin, utujicich sensorické
vlastnosti piva. DleZita je i schopnost redukovat karbonylové geiny mladiny a mladého
piva [3].

Uplnou genovd mapu 16 chromosbnSaccharomyces cerevisiae lze nalézt na
http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces. Metakenoveého inzenyrstvi slibuji
pripravit kmeny s technologicky vyznamnymi vlastnostmag. schopnosti 8pit dextriny,
zlepSovat filtrovatelnost piva, urychlit zrani piagpod., ale dosavadni @shy nejsou flis
preswdcivé [3].

Spontanni, nebo i indukované mutace zahrnuji tvargpir&né deficientnich (RD)
mutanfi s vyraznou fevahou fermentmiho metabolismu a s neZzadoucimu technologickymi
vlastnostmi, naip predasnou sedimentaci, nizkym prokvaSenim a tvorbaretiitu [3].

2.1.11 Aktivita kvasnic

Pod spolénym nazvem aktivita kvasnic se sasré zahrnuji dva terminy- viabilita a
vitalita kvasnic [3].

Viabilita kvasnic uéuje, zda jsou kvasémé buiky Zivé a schopné reprodukce.

Vitalita kvasnic vyjaduje fyziologicky stav a metabolickou aktivitu kvés.

Pro technologa mé vyznam technologicka aktivitaski@ vyjadujici schopnost kvasnic
sphovat technologické pozadavky [3].

Aktivita kvasnic hraje dlezitou roli v souboru vliwt, které misobi na kvasny procestiP
konstantni zakvasné davce se technolog snazi dadrstalé podminky procesu, jako jsou
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zékvasna teplota, mnozstvi rozpum&ho kysliku, minimalni kontaminace mladiny a jeji
slozeni. Pib¢h kvaSeni se reguluje chlazenim kvasné nadobypitatizké aktivie kvasnic
nebo nevhodném slozeni oviem poskytuje jen omemeramosti. Doba hlavniho kvaSeni,
stupeai prokvaseni a teplotaipsudovani jsou hlavni souhrnné ukazatele vyroveahkvaseni

a jejich kolisani vzdy sd¢i o nezvladnutém fbéhu kvaSeni a zasadnich chybach v
nastaveni hlavnich paramiekvaseni. [3].

2.1.12 Kontaminace

2.1.12.1Druhy kontaminace v pivovarské vyréb

Pivovarska vyroba vyuZivétipkvaseni a dokvaSovani pivezenouc¢innost pivovarskych
kulturnich kvasinek. Krogh nich se p vyrobé uplatvji v rizném rozsahu dalSi
mikroorganismy, které jsowtsinou pokladany za nezadouci [11].

Mikroorganismy jsou jednobétné nebo i vice buiné organismy velmi malych
rozméra, neschopné twd funkéni diferencované tk&n nebo pletiva. V systému
mikroorganisni se rozliSuji d¥¢ nadiSe zahrnujicProkaryota bez diferencovaného jadra a
Eukaryotas jadrem, odélenym od cytoplazmy jadernym obalem (Tab. 4) [11].

Tab. 4 Déleni Zivych mikroorganisin

1. nadiSe Prokaryota
1.tiSe Monera bakterie, sinice
2. nadiSe Eukaryota
2.1i%e Protista protozoagfasy, primitivni houby
3.1ise Fungi kvasinky, plisg
4.1iSe Plantal rostliny
5.tiSe Animalia Zivocichové

V pivovarské vyrod se vyskytuji hlavé plisré, néleZejici dafiSe hub ycota), mezi
pravé houbyEumycotg, zahrnujici tidy Zygomyceteéspdjivé houby)Endomycetegpwici
houby), Ascomycetes (vieckaté houby), Basidiomycetes (stopkovytrusné houby) a
Deuteromycete@~ungi imperfecdi, u nichZz neni dosud znamé pohlavni rozmnoZovit]i [

Kvasinky se povazuji za sekund&mweniklé jednobu&iné formy hub. Jsou heterotrofni,
nepohyblivé, rozmnoZuji se vegetativiidelenim nebo péenim) i pohlavnim zjsobem
(pohlavnimi sporami). Mohou tvid pseudomycelium, vzaénpravé mycelium. Bli se na
anamorfni a telemorfni stadiad Askomytea BasidiomycetefL1].

V pivovarské vyrob je prokazdno mnoho kvasgnich rodi, nag. Saccharomyces,
Candida Pichia, Torulaspora, Kloeckera, Dekkera, Debaryoasjc Brettanomyces,
Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula, Schizosammyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Zygosaccharomyceg. Za nejnebezpeéjSi se povazuji druhy nejvice
podobné kulturnim kvasinkach, fapsaccharomyces cerevisiae var. diastaticus, séhopn
rastu i v dolse prokvaseném pivu. V séasné dob se popisuje asi 100 rodh vice nez 600
druhi kvasinek [11].

Kvasinky se morfologicky rozliSuji podle tvaru alikesti kvasnénych burk, zpisobu
rozmnozovani a tvorby spor. Mezi rozdilné biochdmiznaky pdf zkvaSovani nebo
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asimilace sachand vyuzivani dusikatych slozek, hydrolyza &aeiny, S€peni lipidi, tvorba
pigmenti apod. Rostou v Sirokém teplotnim rozmezi a js&@ tézr¢ teplotré odolné [11].

Za cizi nebo divoké kvasinky se vSeobepovaZzuji kvasinky jinych radnebo druby, nez
ke kterym nalezi kulturni kvasinky. Sirsi terminakniné kontaminace oztiaje veskeré
kvasnéné buiky, které se negatienprojevuji v utitém mist vyroby, nap. i kulturni
kvasinky ve filtrovaném pivu. Krothtoho mohou vaimé kvasnice obsahovat kmeny
kulturnich kvasinek s nezadoucimi technologickywiastnostmi, nebo i jejich mutanty.
Znich jsou nejznamsi tzv. respirané deficitni mutanty sievahou fermentaiho
metabolismu. Tyto mutanty sétginou vyznauji vysokou sedimentai rychlosti a tvorbou
diacetylu [11].

Rist cizich kvasinek v pivu siégnovliviiuje mnozstvi rozpudhého kysliku. Cizi kvasinky
se liSi pordrnym zastoupenim fermegit@iho a oxidaniho metabolismu, néemz se zakladaji
i nékteré metody jejich stanoveni (Tab. 5) [11].

Tab. 5 Cizi kvasinky v pivovarnictvi

Fermentani metabolismus Oxidai metabolismus
Saccharomyces Bretanomyces Zygosaccharomyg¢es
Rhodotorula Saccharomycodes Pichia
Kluyveromyces Debaryomyces

Specialni pdy (agar s krystalovou violeti
s CuSQ, s monojodooctovou kyselinou,
lysinovy agar)

Plisre se pomnoZuji fedevSim ve sladské vyrok, v piv¢ nemohou dst pro nedostatek
kysliku a vysoky obsah oxidu utiiého. Kvasinky i bakterie se h@wyskytuji v surovinach,
meziproduktech i vyrobnich #iaenich pivovarskeé vyroby [11].

Bakterie nalezi vyhradn k prokaryotim. Jsou to jednobétné  mikroorganismy
s nediferencovanym jadrem. V pivovarstvi se ujigat tyc¢inkovité a kokovité bakterie,
pohyblivé i nepohyblivé, &Sinou nesporotvorné [11].

Z 35 skupin bakterii, vyskytujicich se ¥inpdé, se v pivovarské vyrabnachazi 7 skupin,
zastoupenychiznymi rody bakterii. Skupiny se charakterizuji modlysledk Gramova
barveni, morfologie a narékna kyslik (Tab. 6). Mezi & pati octové bakterie (rody
Acetobacter, Gluconobacter), ra& bakterie (Lactobacillus a Pediococcus), tzv.dnlavé
bakterie (¢tSinou zc¢eledi Enterobacteriaceae), dale rody PectinatugjaSfghaera, Bacillus,
Micrococcus, Acinebacter, Pseudomonas, a v zatnthi pivech také Zymomonas. ¢gledi
Enterobacteriaceae se u¥pd rody Enterobacter, Escherichia, Serratia, Klelesj
Citrobacter, Hafnia, Obesumbacterium a z@¥atih Enterobacter aglomerans [11].
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Tab. 6 Hlavni skupiny bakterii v pivovarnictvi

Octové bakterie

Acetobacter

G-, aerobni/mikroaerofilni

Gluconobacter tycinky a koky
Mladinové bakterie — tyinky Lactobacillus Fakultativré anaerobni G-
tycinky
Mlé¢né bakterie — koky Streptococcus, Leuconostoc G+ koky
Pediococcus
Micrococcus Micrococcus cristinae G+ koky
Obesumbacterium Obesumbacterium proteus  Fakultativré anaerobni G-
tyc¢inky
Pectinatus Pectinatus cerevisiphilus G- anaerobniifimé
Megasphaera Megasphaera cerevisiae Anaerobni G- koky
Bacillus Bacillus plantarum G+ ty¢inky a koky, endospory
Zymomonas Zymomonas mobilis Fakultativré anaerobni G-
tycinky
Acinebacter Acinebacter sp. G- anaerobni/mikroaerofilni
tycinky a koky

Bakterie se Zazuji podle biochemickych, morfologickych i fyzigiockych znak a
v posledni dob také podle analyzy genomu. Je pouZivan velmigddohy KIE pro
praktické pouziti v pivovarské labor#itakromé taxonomického éeni se bakterie i kvasinky
mohou @lit podle Skodlivosti v pivovarské vyrélpodle Backa (Tab. 7) [11].

Tab. 7Hlavni skupiny mikroorganisérpodle Skodlivosti

mikroorganismus
I. Obligatre Skodlivé

specifikace
fist v pivu

Rod, druh
Lactobacillus Pediococcus, Pectinatus
Saccharomyces cerevisigar.
diastaticus
Lactobacillus, Micrococcus,
Zymomonas, kulturni kvasinky
Enterobacter, Pichia, Obesumbacterium
Acetobacter, Bacillus,
Enterobacteriaceae, Bacillus,
Debaryomyces
Enterobacter, Bacillus, Micrococcus,
Clostridium

Il. potencionalg Skodlivé fist v poSkozeném pivu

[ll. Neprimo Skodlivé
IV. Indikatorové

fist v meziproduktech
fist na zbytcich substratu

V. Latentni pezivani ve vyrob

2.1.12.2 Vyskyt mikroorganisni rizznych fazich vyroby

Pti hodnoceni vyznamu a Skodlivosti mikroorganismpivovarském provozu je nutné
uvazit, Ze v pibéhu vyroby se vyrazh meéni vlastnosti jednotlivych meziprodukt Slad
piitom obsahuje velké mnozstvi plisni, bakterii i $im&k, varni voda figdevsim bakterie,
ackoliv v nadrzich na vodu a v potrubi se mohou vyskat i kvasinky. B rmutovani se
mohou potldgovat nebo podporovat jednotlivé skupiny mikroorgamii v zavislosti na jejich
rastovém rozmezi teplot a pH, nebse méni podminky pro st jednotlivych skupin
mikroorganisni. Na konci rmutovani iezivaji jedevsim termorezistentni druhy gmgch
bakterii a roduBacillus Néktefi zastupci tohoto rodu mohou silmedukovat dughany na
dusitany a tim zjsobovat tvorbu tzv. Né&kavych nitrosamifi. Sladina je tekuty zZivny
substrat s vysokou koncentraci sacharidusikatych latek aidstovych faktodl, takze se

30



v nich miZze pomnoZzovat &Sina gitomnych mikroorganisin diky giiznivému pH (okolo
5,0-5,5) i obsahu kysliku, ktery se r@¢meni v Sirokych rozmezich. Podobné viastnosti ma i
mladina, &koliv horké latky mohou potkovat ffist ml&nych bakterii nebo bakterii rodu
Bacillus V mladirt se vyskytuje také velké mnoZstvi kvasinek i mlasijcth bakterii,
prevazr z ¢eledi Enterobacteriaceaekteré ogt mohou redukovat dusiany na dusitany a
ochuzovat mladinu o kyslik atstové faktory. Vznikajici dusitany také mohodininé
inhibovat fist kulturnich kvasinek. KrotnEnterobacteriaceagou zastoupeny rodyacillus,
Clostridium, Micrococcus. Pseudomonas, Acitobaetesamoiejmé také mléné a octove
bakterie [11].

O vyskytu a pomnozZovani mikroorganignv jednotlivych mistech vyroby rozhoduji
vysledné podminky, postupmeénéné ¢innosti kulturnich kvasinek. Po zakvaSeni kultutinim
kvasinkami rychle klesa obsah rozpungho kysliku a hodnota pKimz se potléuje rozvoj
mladinovych bakterii, ale preferuji se kné bakterie, protoZe kvasnice lji do mladiny
rastové faktory, zejména vitaminy, dusikaté baze,nakyseliny apod. Saasré se néni
spektrum aminokyselin také podle jejich specifiak&luzivani kvasnicemi [11].

Stanovenim mikrobiologickéistoty kvasnic se Ize velmi did informovat o sanitaim
stavu pivovaru. Mikrobiologickowistotu kvasnic lze zvysit tzv. kyselym pranim kvasn
zmirgnou kontaminaci mladiny. Soasré s poklesem rozpuSiého kysliku se také éni
spektrum cizich kvasnic od aerobnich k fakultatianaerobnim drutm. V podstat stejny
trend se také projevujeiplokvasovani piva [11].

Po separaci kvasnic filtraci se v pivu mohou rozhovat mikroaerofilni mléné bakterie,
cizi kvasinky, a fi st&eni piva s velmi nizkym obsahem kysliku (pod 0,1llfgtaké
bakterie velmi obavanych r@dPectinatusa MegasphaeraMezi striktni anaeroby také pat
kmeny roduPediococcu$ll].

Na zbytcich nedostate¢ odstragného piva se v d@bpiestavek ve st&ni pomnoZuje
vétSina bakterii a kvasinek, zaigtupu vzduchu i octové bakterie i psiPasteraci a tepelné
sterila&ni zasahy mohouipzivat vysoce tepetndolné kmeny mkénych bakterii i gkterych
kvasinek [11].

2.1.12.3Volné buiky a mikrofilmy

Pti hodnoceni vyznamu mikroorgani@mpivovarském provozu je nutné uvazit rozdily
mezi vlastnostmi volnych bk, vézanych na povrch jednotlivych fizaenich.
Mikroorganismy totiz¢asto tvdi souvislé nebo fieruSované tenké vrstvy mikroorganism
tzv. biofilmy. Biofilmy se liSi ploSnou hustotou, atabolickou aktivitou a pevnosti vazby
jednotlivych mikroorganistin Z biofilmu se jednotlivé biky uvoliuji v mife, ktera zavisi na
slozeni okolniho média, jeho fyzikalnich vlastnokte obsahu rozpudiych plym a
hydrodynamickych pogrech. Biofilmy se mohou postupntvoiit i z raiznych druli
mikroorganisni, kde zapouz@ni (enkapsulace) aerobnimi nebo fakultatiamaerobnimi
mikroorganismy mze vytvait podminky pro #st striktnich anaeraij11].

Ve srovnani svolnymi hikami obsahuji vdzané mikroorganismy vice rezervnich
sacharid, vice DNA a maji vySSi metabolickou aktivitu. Okley se také vyzralji mnohem
vySSi tepelnou odolnosti i rezistencicvdezinfelkinim prostedkim. V kon€&ném disledku
mohou tvait komplexy s vysrazenymi kalyiislobilkovinnymi komplexy, hikymi latkami i
nerozpustnymi solemi [11].

Kromé biofilma se kontaminujici mikroorganismy nachazeji v premikrotrhlinach i
v dutinach ¥tSich roznéri, nagf. v kandlcich spojujicich potrubi nadoby &fmimi ¢idly. Ve
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vSech pipadech se mikroorganismyipratoku piva postup# strhavaji do jeho proudu za
sowasného domvani jejich zbytk Zivnym substratem. Tyto celky tak vystupuji jako
kontinualni i davkové zdroje kontaminace [11].

V dusledku popsanych mechanignse ve stéeném pivu mohou mikroorganismy
vyskytovat v fizné koncentraci, kter& se pohybuje vrozmestolika fadi od 10° aZ
10> mg.mi*. O jejich pomnoZovani pak rozhoduje rovnovaha nséziceninami podporujici
jejich rist (sacharidy, dusikaté latkyjstové faktory), nebo i slozkamiist potla&ujicimi
(ethanol, he&ké latky, oxid uhkity). VysSi pH vSeobeeén podporuje pomnozovani
pivovarskych mikroorganisty za kritickou hodnotu se obvykle povazuje pH =[45.

S klesajicim obsahem oxidu utilého viistd zejména obsah cizich kvasinekisR
mlé&nych bakterii zavisi zejména na obsahukiioh latek a hodnét pH, protoze pouze
nedisociované formy Hhych kyselin maji inhikini (¢inky. Rezistence mtdéych bakterii
k ttmto latkam je ddi¢nd, rezistentni druhy jsou aZ o jeden konceénfrigad odolrjSi. Haké
latky mohou fsobit mikrobicidié i mikrobistaticky, jejich dinek souvisi s bugnym
transportem iorit mezi buikou a okolim [11].

Obsah rozpushéeho kysliku ma vliv podle druhufippmnych mikroorganisin v pivu.
Vy$8i obsah kysliku podporujéist cizich kvasinek (nad 1mg)l nebo mikroaerofilnich
laktobaciti, ale i rékterych pediokoi (0,1-1 mg.T). Nizky obsah kysliku (pod 0,1 mg)lje
nezbytny pro rozvoj striktnich anaetofPectinatus, Megasphaerackteré pediokoky) [11].

2.1.12.4Ruast mikroorganisni v pivu

Rast mikroorganism v pivu, WtSinou uvolgnych z pevnych povréh a dutin,
v exponencidlni fazéasto sleduje kinetiku prvnihtadu, tzn. Ze trvanlivost linearrklesa
s rostouci hodnotou logaritmu ¢@einiho pd@tu mikroorganism. S kazdym sniZzenim
pavodni koncentrace mikroorganifimna desetinu vzroste trvanlivost o stalou hodnotu,
zpravidla jen o &kolik dni. S teplotou kleséa trvanlivost mnohem &y |, tj. exponenciala
[2].

Velmi negijemnym disledkem plani piva do jednotlivych obalje skut€nost, ze i p
poklesu koncentrace mikroorganismod 1 buku/obal se nedosahne technické sterility, ale
pouze klesa pragpodobnost vyskytu narusenych jednotek (lahev, spitiemz spatebitel
naruSeni pozna a reklamuje celou zasilku. Kromikroorganisndi schopnych tstu ve
stateném pivu je mozné wm prokazat i ostatni druhy, které se&mnepomnozuji a pouze
pirezivaji [2].

2.2 Propagacecisté kultury pivovarskych kvasinek

Pti propagaci se vychaziczstych kultur, izolovanych a technologicky ésiéenych kmet
pozadovanych vlastnosti [2].

Zdrojem kvasinek rize byt provozni kvasici mladina ve stadiu bilycbuaka ve druhém
nebo tetim nasazeni nebo banka kvaegch kmer [2].

2.2.1 Laboratorni propagace

Je prvnicasti gipravy cisté kultury. Prace probiha v laborat@a za&ina izolaci jedné
kvasntné buiky a jejim zadkovanim do sladiny nebo na pevnou Zivnddyn kde se vytvid
kolonie, nasled& prenesena do sladiny (objem sladiny je obvykle 5 @bBvykle teti den,
odpovida stadiu bilych kroui#tkse kvasicim médiem zakvasSuje desetinasobny o&lpmtimy.
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Tento krok se opakuje do té doby, az je ziskaidtepaty objem krouzk pro dalSi krok —
provozni propagaci [2].

2.2.1.1 Provozni propagace

Cilem provozni propagace je za aseptickych podmpueknozit laboratorni kulturu tak,
aby ziskany objem krouikpost&oval k zakvaSeni provozni vyrobni Sarze. Cely pgoce
probihd v propagatorech. Kvasnice se propagujiovgani mladig, kter4 je nejprve
sterilizovana (30 minutip100°C) [2].

Pouzivaji se dvzakladni metody [2]:

klasicka propagace — vyuziv&Zmé postupy jako v provoznich podminkéach,
sterilizator je koncipovan jako separatnfizani. Teplota kvasSeni kolisa mezi 12 —
16 °C, kultura byva pomnoZzena v menSi n&dolebo v hlavnim propagatoru
(pomnoZzeni probiha wholika krocich), zakvaSovani p@mje obvykle 1 : 4 az 1 :
10, paet burgk v mladirg zakvaSené krouzky e byt nizSi nezip zakvasSovani
kvasnicemi

aerobni propagace — zakladem je taktované nebankaémi vzduSani s velmi
intenzivnim naistem biomasy. # vysSich koncentracich kysliku se mohou
projevit jeho inhibéni (kinky a zpomali se nast biomasy. K zakvaSeni provozni
mladiny se pouZivaji krouzky ziskané po 36 — 48iméch v ponsru 1 : 20.
Mladinou naplgna nadoba v propagai stanici se steriluje, chladi a zakvasuje
laboratorni  kulturou. Odtiend sterilace mladiny minimalizuje nebeZpe
degenerace kvasnic a unioje doplreni v propagatorech zbytky kroukk

sterilni vzduch (kyslik)

~studena

sterilni
mladina krouzky do CKT

nebo spilky

Obr.n8. S‘chématiéké'znézcml’" pfopagace
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2.3 Teorie kvaseni

Pti stacionarnim kvaSeni, které je zakladem klasiokgbstupu vyroby piva ve spilkach, je
piirastek mikroorganisiinnerovnondrny.
Na Obr. 9 Ize vitt jednotlivé Usekyirstu [5].

e

Eoncentrece tundl

—_— A —

Obr. 9Ruistova kivka kvasinek [5]

A — Zivé biiky, B — celkovy pt burek, | — lag faze, Il — exponencionalni faze, llitacsonarni faze,
IV — faze Uhynuistu

Lag — faze neboli faze zdrzeriistu, zvySuje se metabolicka aktivita Blanrast je nulovy,
velka spateba kysliku, syntéze RNA

Exponenciélni fdze — obdobi n&j§iho fistu

Stacionarni faze — snizeristove rychlosti kvasinek, ¥grpani zivin a tvorba metabuadiit

Faze Ubytkuirstu — zastaveni mnozZeni simstem pdtu mrtvych bugk

ZkvasSovani cuktr probiha v 11 stupnich zaasti 16 zakladnich enzyimalkoholového
kvaseni v nasledujicim pgadi: monosacharidy (transport do Bk sacharosa &bena na
glukosu a fruktosu pomoci enzymu invertasy), maltg®utnost syntézy ipnasée
maltosopermeasy a dodani energie), maltotriosa [5].

Hlavnim zdrojem zkvasitelnych cuki mladirg je maltosa, kvasinky maji pramlivou
schopnost ji zkvaSovat [5].

2.3.1 Hlavni kvaSeni

Hlavni kvaSeni probiha ve spilce. Budova, v nizpdka umisina, je tepel#é izolovana a
chlazend a udrZuje se vanstota [5].

Cilem hlavniho kvaSeni je neuplné zkvaSeni cukgchatatek za tvorby ethanolu, oxidu
uhlicitého a v malé niié i vedlejSich metaboiit (alifatické alkoholy, aldehydy, diketony,
mastné kyseliny, estery) aerobnim kvasenim:

CsH120s - 2 GHsOH + 2 CQ (1)
VSechny tyto latky a jejich vzdjemny pénspolu vytvdi chu’ a aroma piva. [7].
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Béhem hlavniho kvaSeni se uvolni teplo v hodredi 558 kJ na 1 kg zkvaSené glukosy a
zvySsi se teplota kvasici mladinyi P dennim kvasSeni je specificka hodnota chladuk@Bna
hl objemu kapaliny [5].

2.3.1.1 Faktory ovliviujici hlavni kvaseni

Teplota kvasenipro spodni kvasinky je optimalni v rozmezi 5-9Z@ySovani teploty
mé& za nésledek zvySenou aktivitu kvasnic, zhor&eminlivosti @ny, barvy piva,
prudsi pokles pH, vysSi ztraty itkgch latek, ¥tSi autolyzu buék a nizSi akumulaci
glykogenu v kvasgnych buikach. ZhorSeni aroma a chuti piva pySSich teplotach

ve spilce neni jednoztaé; tvorban-acetolaktatu, diacetylu a acetaldehydu, které maji
negativni dopad na organoleptické vlastnosti pgeazvysuje, ale sgasré probiha pi
vySSich teplotach kvaSeni i intenz#jirjejich redukce [5].

Druh a davka kvasnicma rozhodujici vliv na fiib¢h kvaSeni i kvalitu piva. &nr¢ se
davkuje 0,5 | hustych kvasnic na 1 hl mladiny ( @gatiméru odpovida 15 milioiim
burgk v 1 ml) [5].

SloZeni mladiny ovliviiuje rist kvasinek, ptbéh kvaSeni i kvalitu piva. Nema
obsahovat slateniny, které kvaSeni inhibuji. Nevhodny je obsakitduni, dustnan,
toxickych kow, kalicich a visk6znich latek. #nérné slozeni mladiny je uvedeno

v Tab. 8 [5].
Tab. 8 Priumerné slozeni mladiny
Maltosa 6,5-75%
Dextriny 14-1,7%
Rozpustny dusik 600 — 1000 mg
Polyfenoly 100 — 200 mg}
Horké latky 60 — 100 mgt
Aminodusik 130 — 180 mg} (10% mladina)
220 — 250 mgl (12% mladina)
Rozpu&tny kyslik 6 —8 mg.t
Viskozita 1,6 —1,9 mPa.s
pH 52-57

Mineralni latky maji iznorody vyznam. K, Mg, Zn jsou nutné pro funkady
kvasntnych enzymi ( predevSim kde je koenzym NAD a ATP). Zn je
nepostradatelny pro pomnozeni Bkin kvasny proces. Jeho nedostatek v mladin
ma za nasledek zpomaleni a nedokonalé prokvaséamdi ma ¥tSinou dostatek
stopovych prvi, deficit je sledovan pouze u zinku (kolisajici kentrace ve
sladech) [5].

Inositol, biotin a kyselina pantotenova jsotleZité vitaminy pro st kvasinek.
Jejich obsah se snizuje v infikovanych mladinagh [5

Kaly — jejich vySSi obsah (nad 12 mg suSiny ve 100 daddmy) zpisobuje
zpomalovani kvaSeni, nizSi prokvaseni,ipopiedtasnou sedimentaci a zhorSenou
vytéZznost kvasnic [5].

Nasyceni zkvaSované mladiny kyslikenje dilezité gedevSim pro pomnozeni
kvasnic. VySSi nasyceni mladiny kyslikeraispbi rychly fist kvasinek, zrychleni
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kvaseni, vysSi tvorbu acetaldehydu, astealkohofi, diacetylu, naopak jeho
nedostatek zpomaluje kvaSeni, snizujeinost kvasnic a omezuje jejich normalni
¢innost, msobi tvorbu sirovodiku, dimethylsulfidu, volnychastnych kyselin,
oxidu siicitého a nizSi pH mladiny. Obsah kysliku v mladiptéi zakvaSeni se
pohybuje od 6 do 8 mg-l Po ukogeni hlavniho kvaseni je zvySeny obsah kysliku
Vv pivu nezadouci [5], [12].

Obsah sirnych slaenin, dextrii, hakych, polyfenolovych a vysokomolekulérnich

dusikatych latek v mladéma vliv na vysledné organoleptické vlastnosti gija

2.3.1.2 Zmeény probihajici v mladi@ p#i hlavnim kvaseni

Dochazi k poklesugvodniho pH, z 5,2-5,7 na 4,3-4,7. pH kvasgych burk zistava
puvodni 6,0. Nej¥tSi pokles pH souvisi v gatku kvasSeni s pomnozenim kkn kdy se
uvoliuji anorganické fosfaty a je absorbovan amoniaknmakyseliny. Praskovité kvasinky,
a vSeobeahvyssi davka zakvasu, michani a vyssi tlagobi rychlejSi a hlubsi pokles pHi p
kvaSeni [5].

Takeé dochazi k poklesaxidoredukéniho potencialuna hodnotu 8- 12 a v zé&w kvaSeni
stoupa na 17. Nizky oxidoredtrk potencial mladého piva se zajisti dostafen nasycenim
mladiny kyslikem, vysokou koncentraci zkvasitelnychkmi a aminokyselin v mladi
nasazenim hlubokoprokvaSujicich kvasinek, zvySepgdilem reduktar v mladirg [5].

Nizkomolekularni dusikaté latky, jejich Sgpy, jsou hem kvaSeni absorbovany a
vyuzivany kvasinkami ke sta¥tnovych tkani, permeas a enzaynUrity podil je jimi
naopak vyldovan. Absorpce aminokyselin mladiny kvasinkami nginiha. Z aminokyselin,
jednoduchych cukr a oxokyselin si kvasinky transamimami reakcemi vytvéeji nové
aminokyseliny, které v daném okamziku iediuji k syntéze bwidného proteinu. Nedostatek
urgitych aminokyselin v mladi©zpisobuje zvySenou tvorbu vySSich alkahalnaopak jejich
piebytek znamena zvySenou tvorbu metab¢bi.

Vysokomolekularni dusikaté latky se hem kvaSeni vykuji z roztoku vlivem
shizovani pH, adsorpci na kvasinky a bublinky vajidtho CQ. jsou vynaseny k povrchu
kvasici mladiny nebo strhavany sedimentujicimi ki@ami [5].

Tvorba vedlejSich produkta hlavniho kvaseni (tj. vysSich alkohplested, aldehyd,
acetonu, diacetylu (Obr. 10) a sirnych <lenin) je ovliviena slozenim mladiny,
technologickymi podminkami (teplota, obsah rozgného kysliku v mladi¥), pohybem,
davkou a druhem kvasnic [5].

VySSi alkoholy se tvdi predevSim v p&atcich kvasSeni, jejich vznik podporuji vysSi
teploty kvasSeni a nedostatek aminodusiku v miadiBstery maji stejny vyvoj tvorby jako
vySSi alkoholy. Jejich mnozstvi stoupé Bvaseni kalnych mladin, s vysokym obsahem
volnych nenasycenych mastnych Kkyselin. MnoZsaldehydi, vznikajicich zejména
v pacatcich kvaseni, je timétsi, ¢im vysSi je davka kvasnic, menSi provzdusmmladiny,
vySSi zakvasna teplota a teplejsSi vedeni. Vznildgtaldehyd v prbéhu kvaSenicaste&ne
vytekd, casténé je vymyvan unikajicim Cg¢) ale hlavié se redukuje na ethandficinalni
diketony — 2,3-pentadion a 2,3-butandion (diacetyl) majitimmivy vliv na chd’ piva uz i
koncentracich 0,12- 0,15 md.|Extracelularni tvorba diacetylu z 2-acetolakti#omezena
pii vySSi koncentraci valinu v mladinOxida:ni dekarboxylace 2-acetolaktatu na diacetyl uz
nezavisi na kmenu kvasnic, ale na teplat pH prostedi. Diacetyl je zginé redukovan
enzymovou cestou na 2,3-butandiol v zavislostkmenu a mnozstvi kvasnic a na teplot
Kli¢ovy vyznam ma obsah 2-acetolaktatu, kteffydm kvasSeni dosahne maxima a v mladém
pivu jeho obsah poklesne. ZvySenou tvorbu diacefylisobi kontaminace pediokoky
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(sarcina), nedostatek aminodusiku, pozdni provzshi§ro zakvaSeni a Spatny fyziologicky
stav kvasnic.Volné mastné kyseliny (kyselina hexanova, oktanova, dekanova) seitvo
hlavre béhem prvnich 4 din kvaseni. Jejich vysSi tvorbatgmbuje Spatny fyziologicky stav
kvasnic, kalné mladiny a teplé dokvaSovani. ZvySeméoZzstvi kyselin zjsobuje
.Kvasnicnou gichu™ a zhorSenou nivost piva. Zesirnych slowenin vznika kEhem
kvaseni sirovodik, oxid 8tity (jeho mnoZstvi v pivu zavisi na stupni provzairs mladiny,
kmenu a davce kvasnic), dimethylsulfid a methiorfalochem kvaSeni klesa jejich
koncentrace). ZvySené hladiny sirnych skenin jsou pi¢inou ,letinkové chuti* piva.
Organické tékavé kyseliny (mraverti, octovd) vznikaji odbouravanim glukosy, v pivu se
vyskytuji v zavislosti na kmenu kvasnic a davceldg kvasSeni a stupni provzdudm. Vznik
netékavych kyselin (pyruvatu, malatu, citratu a laktatu) je dan dewoi aminokyselin a
maji vyznam v tvorb esteti. Glycerol se khem kvaseni tv® ve velkém mnozstvi (1300-
2000 mg.1) v zavislosti na obsahu zkvasitelnych dukrmie jejich zkvaseni. [5]
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2.3.1.3 Technologie kvaseni

2.3.1.3.1ZakvaSovani a provzdedvani

Cilem je distribuce kvasinek do celého objemu zodh@ mladiny. Saiasré se
zakvasSovanim se provadi i provzdédinehoz cilem je zvySeni obsahu rozpného kysliku
v mladirg tak, aby byl optimal&nastartovan metabolismus kvasinek [7].

Mladina je zchlazena na jiokovych chladiich na teplotu 6-9°C a transportovana do
kvasnych kadi. Bhem transportu je provzdidvana. ZakvaSuje se ,na ujatu”. Malym
mnozstvim (250 kg) nasadnich kvasnic se zakvady agem mladiny. Po 12-24 hodinéach,
ve stadiu vysokych  krou#k je rozkvaSend mladina smichana v pamcca 1:5
s provzduseénou mladinou o stejné teptot[5], [6].

2.3.1.3.2Stadia hlavniho kvaseni

e zapraSovani a odrazeni — na povrchu s#i fgma (diky unikajicimu ), ktera je pro&mim
kvasici mladiny unaSena odiistkadt, mirrg klesa hodnota pH, a extraktu, n#érstoupa
teplota

* nizké bilé krouzky — 2éna 24 az 36 hodin (doba maximalniho vyvinu L@ naplgni
kadk, na povrchu kvasici mladiny se f¢ypické bilé tizice gny, pH klesa z hodnoty 5,6
na 4,7 — 4,9, teplota stoupa o 0,5 — 0,8°C za 2&inho

* vysoké hidé krouzky — tvtei se kBhem 3 — 4 dne, barva krouZkostup® prechazi
dohreda, intenzita kvaseni je maximalni, dénp jsou vnasSeny mrtvé Bly kvasinek a
kaly, intenzivni vyvoj tepla = dosazeni maximaleploty kvaseni (8 -12°C), nutnost
zchlazovani (éhem hlavniho kvaSeni se uvolni teplo v hodnasi 558 kJ na 1 kg

zkvasené glukosy a zvysi se teplota kvasici mlad#iy7 dennim kvaSeni je specificka
hodnota chladu 739 kJ na hl objemu kapaliny)

» propadani deky — sniZuje se intenzita kvaseni, obeh@ximalni aglutinace a sedimentace
kvasnic = sniZzuje se vysSkamy na povrchu k&g na konci tohoto stadiaigtava na
povrchu mladiny nizka (2 — 3 cm) a tmava vrstéayp(= deka), obsahuijici vyléané
latky, kvasnice a kontaminanty, musi $ay sebrat

.Mladé" pivo je pripraveno k sudovani. [5], [6]
Jednotliv4 stadia hlavniho kvaSeni jsou znasmama Obr. 11:

I - ZAPRASOVANJ ROSTOVA KRIVKA Ln:
1 - NIZKE KROUZKY A- HLUBOKOPROKVASUUIC]
Il - VYSOKE KROUZKY B- STREDNEPROKVASUJICI
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]
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Obr. 11Diagram hlavniho kvaSeni [5]
39



2.3.1.3.3Sedimentace a g kvasnic

Aglutinace a sedimentace kvasinek — shlukovanijighjausazovani na @nkac. Po
vyprazdrini kadi Zistava na ddjejich sediment, ktery se sklada tievirstev — Spinka (spodni
a horni vrstva, tmavsi, obsahuj&si podily néistot a mrtvych kvasnic), jadro (préstni a
nej\etsi cast, shira se a je pouzito k dalSimu zakvaSerigetPEtovného nasazeni kvasnic
se obvykle opakuje 5x.&6i pa&et nasazeni zvySuje riziko kontaminace a degenérasnic
[6].
Ziskané nasadni kvasnice se situji na ¥ifira situ, properou se ledovou vodou a provede
se mikrobiologicka kontrola zatfena na péet mrtvych bugk. V pifipac nutnosti snizeni
kontaminace se provede je&tyselé prani kvasnic. i€byte&né odpadni kvasnice sét§inou
prodavaji jako krmivo pro hospoika zvfata. Schéma sbirangisténi, oSetovani a
nasazovani kvasnic je zobrazeno na obr. 12 [6].
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Obr. 12Schémabirani,cisteni, oSetovani a nasazovani kvasnic [12]

2.3.1.4 Nepravidelnosti hlavniho kvaseni

Jedna se abnormalnigeh kvaSeni zfisobeny Spatnou kvalitou surovin, kvasnic nebo
technologickymi nedostatky. ®Ze se projevovat atypickym vzhledendng, zapachem,
pozdnim startem kvaSeni nebo jeho zastavenifiin? jsou hlavi ve slozeni mladiny,
kontaminaci, pitomnosti cizorodych latek, kolisani teploty, obs&lysliku, Spatném objemu

nebo stavu kvasnic a vysoké teplevaseni [5], [6]
Témto nepravidelnostem je nutnéedchéazet dslednou kontrolou, vysem surovin a daie

nastavenym technologickym postupem [6].
Pokud se &aké zavada objevi, Ize ji odstranit zéekim partie pomoci enzyimebo novym

zakvasenim][6].
Mezi nepravidelnosti kvaseni souvisejici s kvasiikpati [5], [6]:
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» poruchy sedimentace kvasinek, které souvisejiicghjegpatnym fyziologickym stavem a
se slozenim mladiny. Ke Spatné sedimentaci doghiaziizkém obsahw-aminodusiku,
zinku, vapniku a iorit PQ;* nebo i vysokém obsahu kélionti Zeleza a vapniku
v mladirg. Zarove se zhorSuje jejich fyziologicky stav a to hlaysi teplém skladovani
kvasnic a fi dlouhém a intenzivnim prani

* mutace kvasinek,ipnichZz mizeme pozorovat z&ny v chovani kvasnic — sedimentace,
prediasré ukorntené kvaseni nebo zmy senzorickych vlastnosti piveetnost mutaci je
podporovana vysokou koncentraci mladiny, skladawdkvasnic pi vySSich teplotach,
vysokou koncentraci iofitZzeleza a vapniku afippmnosti kontaminace. V pivovarské
praxi jsou znamyit typy mutaci: ztrata flokukmich schopnosti (nebezfre z hlediska
odstedivky, protoZze zmutované tky se neoddi pii sedimentaci), ztrata schopnosti
zkvaSovat maltotriosu a s tim spojena rychlejSirsedtace a ztrata schopnosti respirace
(= dychani, vedouci ke zpomaleni kvaSeni a vy&kiykci diacetylu a vysSich alkoligl

2.3.2 Dokvasovani a zrani piva

Cilem dokvaSeni a zrani piva je pomalé zkvaSovacharidi pii nizkych teplotach
s docilenim nasyceni a fixace oxidu ditho pivu, se saiasnym zaji&nim vyereni a
organoleptické zralosti piva. Probiha v lezackyahctch v lezackych sklepech s dobrym
vétranim a stalou teplotou -2 az +3°C [6].

2.3.2.1.1Technologie dokvasSovani a zrani

Z chemického hlediska je zrani piva odbouravarinotianladého piva.

Pozvolné zkvaSovani zbylého extraktu je v prvrifebh dnech dokvaSovani rychlejsi diky
mirnému provzdudmi a zvednuti kvasnicchem sudovani (koncentrace zbylého extraktu se
snizi na polovinu) [5], [6].

Velmi dalezité @i dokvasSovani jeifeni, které ovliviuje piibeh filtrace, @nivost a chd
piva a koloidni stabilitu. Kvasnicechem iteni sedimentuji a strhavaji s sebodityrpodil
vysokomolekularnich polyfenolovych a dusikatyctekatBehem dokvaSovani jejich pet
klesd z psatesniho obsahu 10 — 12.9Rvasninych burgk v 1 ml na 0,2- 2.10ml™* [5,6].

Zrani chuti a un¢ piva zajifuji mechanické a chemické Zny. Mechanicky se absorbuji
vysokomolekularni bilkoviny na sedimentujici kvasna, odstnauji se hakeé latky. Dochazi
k poklesu obsahu SOmerkaptaf, acetaldehydu, mastnych kyselin, keémdim sloZeni a
rastu obsahu senzoricky aktivnich esteDalSi dileZitou skupinou reakci jsou interakce
polyfenoli a bilkovin(odstrauje se bilkovinna drsna Hapst piva) za vzniku nerozpustnych
komplexi. Nejprve je to chladovy zakal (Ize jej j€Sbzpustit pi zvySeni teploty na 20°C),
ktery se postupnym starnutineprenuje na stabil§Si formu trvalého zékalu [5,6].

Mnozstvi kvasnic ma také vliv na dobu lezeni pi{&], [6].

2.3.2.1.2Nepravidelnosti dokvaSovani

Béhem dokvasSovani by neto dochazet ke kolisani teploty a nedostaéenu vzestupu
hradiciho tlaku (vysledkem jsou pivarilg prokvasena ve spilce, s malym podilem
zbytkového extraktu a s nizkym obsahem kuasygh burk). V opa&ném gipact se niize
uvoliovat rozpudiny CGO,, a tim se zveda kal ze dna nadabiani je naruSeno fprychlém
vzestupu tlaku ) [5], [6].
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Po vyprazdani zistanou na dhlezackych nadob stazky a stazkové kvasnice. Stagky
lisuji a stazkoveé pivo se micha po filtraci se&stéym pivem. Vysoky obsah &istot a Spatny
fyziologicky stav zéazuje stazkové kvasnice do kategorie oddadl [6].

2.4 Prehled metod pouzivanych pro kontrolu vlastnosti kvanic

Metody kontrolujici vlastnosti kvasnic jsou zé&mny do fi oblasti:

2.4.1 Méieni viability kvasnic

ZjiStuje se reproduini schopnost kvasnic. Existuji @wmodifikace této metody, klasicka
plotnova metoda a mikroskopicka metoda s pozorowéatviorby mikrokolonii. Pro filis
dlouhou dobu stanoveni se v kontrolni praxi tytdodg pouZivaji jeniidka [5], [6].

2.4.2 Méieni vitality kvasnic

Kontroluje se fyziologicky stav kvasnic. K jeho koole se vyuZivaji nasledujici postupy:

2.4.2.1 Mikroskopické metody
Kontroluji paet mrtvych busk, tvar a velikost vakuol [3], [6].

2.4.2.1.1Barveni burgk s pozorovanim ve viditelné oblasti

Prescastou kritiku klasické barvici metody s methylenovoodi pati tato metoda mezi
vSeobecd pouZivané oblibené postupy. Existujetné varianty metody slibujici lepSi
reprodukovatelnost, ipsrEjSi vysledky, nebo dokonalejSi rozliSeni aktivnicimaktivnich
burgk, ¢ehoz se zpravidla dosahujigavkem dalSich latek, barviv, nebo podminek bdrven
Novou variantu fedstavuje nahrada methylenové rfiadethylenovou violeti. Z ostatnich
metod se uvadi barveni s Ponceéauwveni, barveni methylenovou ntoge safraninem O,
nebo s basickym fuchsinem [3], [6].

2.4.2.1.2Fluorescereni barveni

Fluorescetini barveni vyuziva enzymové aktivity kvasnic k topéni barvivagimz se
uvolni slozka, fluoreskujici ve &tke s vhodnou vinovou délkoudtsinou v UV oblasti), nebo
vazby fluorescetniho barviva na busné struktury, gdemz ogt ¢asto rozhoduje prostupnost
burécné stny. Do prvni skupiny pét barviva jako diacetat . fluoresceinu a
karboxyfluoresceinu, , druhou skupinu zastupujivivar jako anilinova moij akridinova
oranz, bromkresolovy purpur, nebo 2zglecalcofluor, Fungolight, oxonol, primulin,
propidium jodid, isothiokyanat flouresceinu ftbtnatd @l kyseliny 1-anilin-8-
naftalensulfonove, rhodamin B, rhodamin 123, eghrd, eosin Y a viablue [3], [6].

Tyto techniky vyZaduji drahy fluorescan mikroskop. Jest drazsi je automaticky
pratokovy cytometr, umaiujici nmefit rozckleni burgk podle zbarveni jejich jednotlivych
¢asti a rozptylu sitla v iznych ahlech [3], [6].

2.4.2.2 Metabolické testy

Metabolické testy se pouzivaji kéfeni fyziologickych procedskvasnic. Mezi neéjast;ji
pouzivané metody patméireni spoteby rozpudiného kysliku v nejrznéjSich modifikacich,
meieni vyvinu oxidu uhliitého za konstantniho tlaku nebo objemu, podl€rzimmotnosti,
nebo hodnot derivacéahto veltin. Rychly start kvaseni Ize stanovit deflokiriam testem.
NejpresrjSi, ale také nejzdlouh&si metody se zakladaji na modelovani hlavniho énBa
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sledovani pibéhu kvasné, istové a sedimentai kiivky kvasnic v otevenych, nebo
uzawenych kvasnych valcich. Dale semipacidifikatni test, coz je reakce po rozmichani
v glukosovém roztoku [3], [6].

2.4.2.2.1Stanoveni rozpughého kysliku v mladig

Kyslik mé& rozdilny vyznam v jednotlivych fazich efoy piva (oddily 2.1.8.3, 2.3.1.1).
V pribéhu vyroby mladiny podporuje vydevani hrubych kal, tj. vysraZzeni komplak
polypeptidi a polyfenol, coz gispiva k jejimu vyereni a tim ke zvySenitipozené koloidni
stability mladiny a piva. Ve spilané mladise poZaduje 6-8 mg/l rozp&sého kysliku
k zajiseni ristu kvasinek [12].

Ke stanoveni rozpudtého kysliku se pouzivaji metody kolorimetricka)apograficka,
elektrochemick& a stanoveni plynovou chromatogiag].

2.4.2.3 ZjiSrovani slozeni bugk

2.4.2.3.1Méieni aktivity kvasnénych enzyni

Krome aktivity esteras v mikroskopickém (odst.8.4) i muekopickém provedeni se¢in
aktivity proteas, jejichZz vysoké hodnotyésiti 0 painajici autolyze kvasnic. iezité je
meieni redukni aktivity kvasnic na zakla&dméreni schopnosti redukovat diacetyl, furfural,
nebo tetrazoliové soli. S aktivitou kvasmych enzyni také souvisi vyltiovani hdecnatych
iontd z buaky [3], [6].

2.4.2.3.2Méieni obsahu charakteristickych sl@enin

V kvasnicich se obvykle stanovuje obsah glykogeslortrehalosy, ifemz se pouZzivaji
enzymové testy, inft@rvena spektroskopie, nebo selektivni barveniéislicovym
zpracovanim obrazu. Dale senymi analytickymi metodami hodnoti obsah lipidteroti a
nenasycenych mastnych kyselin. Relatiwmadné réreni obsahu ATP bioluminiscémimi
metodami umoiuje usuzovat na aktivitu kvasnic, podéhako @i fluorimetrickém néfeni
obsahu NADH, pob pontru NAD/NADH [3], [6].

2.4.2.3.3Méieni hodnot pH vi i uvnit# bunéek

M¢éteni znen pH vrgjSiho prostedi po pidavku kvasnic do roztoku zkvasitelnych aiukr
jako miru aktivity kvasnic navrhlitvodnre ¢esti autéi Opekarova a Sigler. Prost&rani pH
v husté suspensi sebranych kvasnic vypovida o \dsidkvasnic pro ofiovné nasazeni.
Intracelularni pH (ICP) je etenim aktivity vylwovani vodikovych iorit z buiky (tzv. H'
pumpa). Test vyuziva fluorescariho barviva esterifikovaného 5 nebo 6 karboxyfsaeinu
a vztahu mezi vnihi hodnotou pH a fluorescenci barviva. CytoplasohkatipH se také fize
meiit podle obsahu 31P metodou NMR. [3], [6].

Hranice mezi ofma skupinami metod ( mezi metodami pro kontroltbNiy a vitality)
neni ostra, protoZze nagbarvici metody, pouzivané pro hodnoceni vitadigyspojujicasto i s
aktivitou kvasninych enzynmi a naopak hiky, neschopné reprodukce mohou vykazovat
kvasnou aktivitu. [3].
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2.4.3 ZjiStovani technologickych vlastnosti

Pti urcovani technologickych vlastnosti se vyuzivaji [6]:

- modelové kvasné zkousky kontrolujici rychlost&eni, sedimentaci, pomnozZovani a
senzoricky profil piva

- statické kontrola vyrobniho procesu.

2.4.3.1 Stanoveni hrubych a jemnych kaal

Odstrarni a nasledna kontrola hrubych a jemnychiKatdil 2.1.9.9) je dlezité v zajmu
zajiseni dobrého prbéhu kvaseni [12].

Vhodny vykEr metod pro kontrolu vlastnosti kvasnic je nutnéldid kontrolou kvality
mladiny a sledovanim kontaminace ( oddil 2.1.16).)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Mikroorganismy

Spodni pivovarské kvasinkyaccharomyces cerevisiaabsp.uvarum produkini kmeng.
7 (vice viz. oddil 2.1.3.4). Vzorky kvasinek se bilaji z mladiny kvasici ve spilce, ze dvou
kvasnych kadi, L5 a L6. Odebiraji se vulmthu kvaSeni, po dok@eni kvasSeni a tento proces
nasazeni se opakuje 4x.
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Obr. 13Saccharomyces cerevisiae

3.2 Metody pouzivané pro kontrolu vlastnosti kvasnic

Kvasné zkousSky se provadi pomoaizbych metod pivovarsko-slaitkée analytiky a
mikrobiologie [13].

3.2.1 PF¥ima metoda stanoveni pé&u bunék

Princip:

Stanovuje se celkovy pet burgk v jednotce objemu (n&gseji 1 ml). Metoda je zaloZena
na paitani jednotlivych buék v Burknerow komirce pomoci mikroskopu.

Birknerova konirka je masivni podlozni skko rozdlené dema ryhami nait ¢asti. Ve
stredni ¢asti, jez je nizSi o 1/10 mm nezé&postranni, jsou vyryté dvmiizky, které po
prikryti krycim sklickem tvai komiarku o pesné hloubce. Celaifika je rozdlena na 25
mensSichétvereiki, které jsou daledeny na 16¢tverelki. Roznéry jednotlivychétvereski
jsou 1/25 mrf, 1/100 mmi, 1/400 mmA. Fi hloubce kondrky 0,1 mm je objem nad kaZdym
stveretkem 1/250 mrfy 1/1000 mm, 1/4000 mm. Po obou stranach vybrougenych ek
jsou kanalky, kam odtékagbyte&na kapalina [8].

0,100 mm. .
1 C.Zeiss
&g § 7 Jena.

hloubka BORKER
a0 22659
a
a
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Obr. 14 Burknerova korirka [8]
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Pristroje a poricky:
Blrknerova konirka (Obr. 14), sterilni pipety , mikroskop PZO Waga (mains supply
ZM50), kadinky

Chemikalie a roztoky:
Destilovana voda

Pracovni postup:

Nabere se vzorek kvasici mladiny a vzorek proéitaai bugk se néedi v pondru 1 ml
extraktu : 9 ml vody. Do stdu Burknerovy korirky se pipetou nanese kapka této suspenze a
piekryje se krycim skitkem, tak aby nevznikly vzduchové bubliny. iky se pgitaji po
nékolika minutach, az jsou tzv. usazenéciari komirka se suspenzi kvasinek se da na
stolek mikroskopu a ip vhodném zwtSeni se p#taji buiky. Postup poéitani burk je
znazorrn na obr. 15 [8].
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Obr. 15Detail Burknerovy kortirky:

a) Patitaci st komirky, Sipky oznéuji sner pocitani. b) Vzorovy fepa‘et burek — detail [8]

Pri pocitani burtk v jednotlivych konidrkach je nutné dodrzovat nasledujici pravidla:
buiky dotykajici se nebo lezici na hramich ¢arachétveral (obdélniki) se pditaji tehdy,
pokud jde o horni nebo pravou strattuerai (obdélniki), zatimco biiky, které lezi nebo se
dotykaji dolni nebo levé strany se né&ppaji. Buika se vSak nedta, pokud lezi na horni
straré nebo sotiasré se dotyka leve hragmi ¢ary. Steji tak se nep&ita buika, ktera lezi na
pravé hrarini ¢&‘e, ale sotasré se dotyka levé strany [8].

Vypadet a vyhodnoceni:
Celkovy pa@et burgk X v 1 ml burgéné suspenze ptanych v P nejmensSicitvereicich
Biirknerovi koniirky s objemem 1/2500 nihse pak uf podle vzorce:
X = c[z[250001000 )
P
kde c je celkovy peet burgk v patitanych polékach, z je faktotedini a P je peet poliek
[8].

Touto metodou Ize zjistiistovou Kivku kvasinek a vykreslil celkovy:eh kvaSeni [8].
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3.2.2 Vitalni barveni

Princip:

Vitalnim barvenim rozumime barveni Zivych Bbknza &elem zjiSéni jejich
fyziologického stavu. Timto testem Ize dokazditgmnost glykogenu, bilkovin, tuku a
volutinu [8].

Vitalni test se uziva kuoeni pd@tu burek schopnych rozmnoZovani. Pouziva se
Birknerova konirka. Timto testem se stanovi ¢gb mrtvych bugk ptimo [8].

Vitalni test je zaloZen na tom, Ze v Zivychikéich prostednictvim redukujicich enzyim
(reduktaz) se methylénova niggromeni na nebarevnou leukoformu. Mrtvymitikéch chybi
reduktazova aktivita a proto se zbarvi do modrazRa@ se 0,01% roztok methylénové rfiod
[8].

Vitalni test se provadi u kvasnic po dokeni kvaSeni a to:ipd jejich vypranim, po
vyprani a také u odpadnich kvasnic.

Pristroje a pornicky:

Podlozni a kryci sktko, pinzeta, mikroskop PZO Warszava (mains suppM5@),
Pasteurova pipeta, filttai papir

Chemikalie a roztoky:
0,01% roztok methylénové mividdestilovana voda
Pracovni postup

Odeberou se jednotlivé vzorky kvagmé suspenzetred vypranim, po vyprani a odpadnich
kvasnic a vhod# se n&edi vodou (tak aby v jednotlivyativereicich Burknerovy korirky
nebylo moc bugk 8 — 12). Jednotlivé suspenze kvésgch burk se obarvi 0,01% roztokem
methylénové maid a nakape se na Burknerovu kimku, piekryje se krycim sktkem, tak
aby nevznikly vzduchové bubliny. Bky se pditaji po rekolika minutach, az jsou tzv.
usazené. Ritaci komirka se suspenzi kvasinek se da na stolek mikroskgguvhodném
zwetSeni se petaji buiky [8].

Vypadet a vyhodnoceni:

Pctitaji se mrtvé (ma@ zbarvené) i zivé (bezbarvé)iiy v jednotlivych poltkach
Blrknerovy konirky a vypaita se procentualni obsah mrtvych 8kinktery by nenl
piekratit 5% [8].

3.2.3 Stanoveni rozpuséného kysliku v mlading

Ke stanoveni rozpudtého kysliku se ogdcila elektrochemick&d metoda.
Princip:

Tato metoda je zaloZena na redukci molekul kyslktaré gechazeji difuzi z gfeného
média na katodicky polarizovanou elektrodu. Na tetek za stalého polarizaiho napti

reaguji s vodou nebo s vodikovymi ionty podle surigdr rovnic [12]:
O, +4e” +4H,0 - 40H" (3)

O,+4e +4H" - 2H,0 (4)
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Vznikajici proud je Eimo angrny parcialnimu tlaku kysliku. Je-li znama maximaln
rozpustnost kysliku v gilené kapalig pii dané teplat, 1ze @gimo ugit koncentraci kysliku.
K méteni se pouZivaji pevné elektrody, jez maj8inou stibrnou a zlatou katodu. Elektroda
s elektrolytem, ktery je necitlivy k oxidu ubiliému, je oddlena od mdifeného prosedi
tenkou membranou. Kryci membrana je propustna pquieeplyny. ProtoZe elektroda a
elektrolyt jsou oddleny od néteného roztoku, neni soustava citliva naéaynjeho slozeni
(nemohou se vyltovat na katoéinaktivujici povlaky) a Ize tedy s ni dlouhoaaieérit [12].

Pristroje a zd#izeni:
Orbisphere laboratoriem model 26073

Pracovni postup:

Pristroj je umistn pfimo na potrubi kterym je ochlazend mladina transpéna do kvasnych
kadi. Ristroj se kalibruje teplét blizké spilaci teplét Z displeje pistroje se od#taji
nameérené hodnoty.

Vypadet a vyhodnoceni:

Vysledky se uvagi v mg/l [12].

Bézné hodnoty:
Provzdusana mladiny ped zakvaSenim ma obsahovat 6-8 m{g [Q2].

3.2.4 Stanoveni kafi
3.2.4.1 Stanoveni hrubych kai

Princip:

Vzorek mladiny odebranyipsré v doke ukonieni chmelovaru sefglije pres sito, aby se
odstranilo chmelové mlato. Potom se rélzdha dw ¢asti, jedna se okaméipiefiltruje pres
filtra¢ni papir a filtrat se pouzije k analyze, druhélirefranacast se uzawe v Erlenmeyeroy
baice a po ochlazeni se pouZije k analyze. Podstatalyzy je filtrace vzorku i@s filtraini
kelimek, ve kterém je vrstvarémeliny. Po vymyti zbytk extraktu z vrstvy temeliny
destilovanou vodou se kelimek vysuSi do konstaninétnosti a mnozstvi kalse vyjadi
jako susSina [12].

Pristroje a poricky:
Susarna, filtrani kelimky, vywva, Blichnerova nélevka, filitai papir

Chemikalie a roztoky:

- hruba kemelina, ktera seied pouzitim propere veretkné kyselig chlorovodikoveé,
piefiltruje se pes Blchnerovu nalevku a promyje se destilovanoww@i do zmizeni reakce
na CI. Potom se iemelina usuSiipteplog€ 105°C. Takto upraven&émelina se pouziva ke
stanoveni hrubych i jemnych Kdl12].

- zredna kyselina chlorovodikova o koncentraci 2 mol/l

Pracovni postup:
Asi 400 ml odebrané miladiny v débukonieni v chmelovaru se r@lije pres sito
(odstragni chmelového mlata) a rodld se na d¥ ¢asti. Jedna se ihned za horka Zzfiltruje
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(teplota nesmi klesnout pod 85°C) a filtrat se oséh Druh& nefiltrovand&ast se uzae
v baice. Oba vzorky se temperuji na teplotu 20°C a denBreyerovych batk o objemu 50
ml se nepipetuje poittladném promichani 20 ml nefiltrované mladiny an@filtratu. Pred
vlastni analyzou se do fili¢taich kelimk prida 1Zzicka upravenéilemeliny a kelimky se vlozi
do su3arny (105°C) na 3 hodiny. Po tétodsb nechaji vychladnout v exsikatoru a potom se
zvazi na analytickych vahach. Zvazeny kelimek sadiana odsaviu, vrstva kemeliny se
opatrreé prelije menSim mnoZstvim destilované vody a potomzapne sacicerpadlo.
Odmeteny vzorek v bice se kvantitativé prefiltruje pres vrstvu kemeliny v kelimku, vrstva
kiemeliny se potom promyjegikrat 10 ml destilované vody a kelimek se po vysiig#i
teplo€ 105°C (3 hodiny) a zchlazeni v exsikatoru zvaziamalytickych vahach. Kazdy
vzorek se analyzuje dvojmo [12].

Vypadet a vyhodnoceni:

Obsah hrubych kalse vypdéte podle vztahu [12]

K =l(ml —mz)[50ﬂ03]—|_(wl—WZ)@OEI.OSI ()
kdeK}, je mnozstvi suSiny hrubych kafmg/l)
my — hmotnost filtraniho kelimku s kemelinou a susinou, ziskanou z nefiltrované mladiny

(9)

m, — hmotnost filtraniho kelimku s kemelinou, pouzitého pro nefiltrovanou mladinu (g)
w1 — hmotnost filtraniho kelimku s kemelinou a susinou, ziskanou z filtratu mladiny (g)
w, — hmotnost filtraniho kelimku s kemelinou, pouzitého pro filtrovanou mladinu (g)

Bézné hodnoty:
Obsah hrubych kalkolisa v rozmezi 400 — 1000 mg susiny Vv litru slgdToto mnozstvi
odpovida 200 — 500 g mokrych &al hektolitru mladiny [12].

3.2.4.2 Stanoveni jemnych kad

Princip:

Mladina odebrana v débukonieni chmelovaru se za horkaefiltruje a ve filtratu po
zchlazeni na teplotu 2°C se zjisti mnozstvitkfikraci pres vrstvu kemeliny. Po vymyti
extraktu se kelimek vysusi do konstantni hmotreogtidzi se [12].

Pristroje a poricky:
viz. oddil 4.2.4.1.

Chemikalie a roztoky:
viz. oddil 4.2.4.1.

Pracovni postup:

Vzorek odebrany v dabukorteni chmelovaru (asi 200 ml) se ihnetkfptruje pres
papirovy filtr a filtrdt se vytemperuje na tepld0°C. Potom se do Erlenmeyerovyikg o
objemu 50 ml odpipetuje 25 ml di@promichaného vzorku, tilea se uzake hlinikovou folii
a ulozi se fes noc do chladiky pii teplo& 2°C. Sodasré se v chladrice temperuje
destilovana voda k promyvani a zvazeny fiiMakelimek s kemelinou. Po této débse
kelimek nasadi na odsakal, vrstva kemeliny se opatghpielije malym mnozZstvim ledové
destilované vody, zapne se s&etrpadlo a vzorek se rychle kvantitativprefiltruje pres
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kelimek. Zbytky extraktu se vymyji ledovou destémou vodou a kelimek se potom vloZi do
susarny na 3 hodinyfipteplog 105°C. Kelimek vysusSeny do konstantni hmotnosteegha
zchladnout v exsikatoru a zvazi se na analytickyahach. Kazdy vzorek se analyzuje
dvakrat [12].

Z provozniho hlediska jeuteZité znat obsah kil které gechézeji fi spilani do spilky.
Mladina se proto odebira az za deskovym ch&di[12].

Vypadet a vyhodnoceni:
Obsah jemnych kalse vypdte podle vztahu [12]:
K, =(u, -u,)@o00° (6)
kdeK; je mnozstvi jemnych kal(mg/l)
u; — hmotnost filtréniho kelimku s femelinou a susinou jemnych kdl)
u, — hmotnost filtréniho kelimku s kemelinou (g)

Bézné hodnoty:

Obsah jemnych kalje zavisly na tepldétspilani mladiny. B dobrém odstraimi hrubych
kali byva v litru mladiny 60-180 mg suSiny jemnych kaV/yZaduje se co nejnizSi obsah
jemnych kah v mladirg, proto se obvykle filtruje cela varka, nebo poursta ¢ast [12].

3.2.5 Méieni hodnot pH vré buiky

Hodnota pH ma& vliv § rmutovani na enzymové procesyfe@gevsim na 8peni
vysokomolekularnich latek, dale na rozpustnostkadugch latek a higych latek chmelovaru
a na intenzitu fibarveni vysrazené mladiny. Mezi hodnotou pH mlgdingislusného piva
jsou ucité zavislosti. U mladin s vysSimi hodnotami pH iahji koaguluji @i varu
vysokomolekularni dusikaté latky a piva jsou nédcaxk tvorlE koloidnich zakal. [12].

Princip:

Méereni  pH sklesnou elektrodou vyuziva vlastnosti skdeg membrany, na které se
vytvari potenciél, jehoz velikost zavisi na koncentramilikovych iontt v roztoku. Potencial
sklerené elektrody se #ti proti referekdni kalomelové elektrad [13].

Pristroje a poricky:
pH metr ION LAB 750 series Merci

Pracovni postup:

Pred pouzitim se elektroda ifiptroj kalibruji. Elektroda se ipd nefenim oplachne
zkouSenou mladinou a pafice do promichaného vzorku mladiny. Hodnota plddita po
jejim ustéaleni. pH se &i ihned po odebrani vzorku [13].

Vypadet a vyhodnoceni:
Vysledky se udavaji stesnosti na 0,1 — 0,05 pH (dle typitisproje) [13].

3.2.6 Meéieni teploty v pribéhu kvaseni

Princip:
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Teplota se & béZnym laboratornim rtiovym teplongrem [13].

Pristroje a poricky:
Teplomer déleny po 0,2 °C, s rozsahem stupnice 0 —100°C .

Pracovni postup:

Teplota se ri sowasreé pri odbéru vzorku kvasici mladiny. Teplafnse gimo pondi
pod hladinu kvasici mladiny (do kvasné &adreplota se zaznamena po ustaleniaveho
sloupce teplorru. Méieni se provadi 2x de&fl3].

Vypadet a vyhodnoceni:
Vysledky se vyjatliji ve °C [12].

3.2.7 Méieni stupré prokvaseni

Stupaéi prokvaseni vyjailje v procentech Ubytek upodniho zkvasitelného extraktu
mladiny. Jeho hodnota je zavisla na obsahu zkvagdie sacharid a na podminkachip
kvaSeni a dokvaSovani. RozliSuje se proto zdanpwekvaSeni a zdanlivé dosazitelné
prokvaseni. V praxi stupieprokvaseni mladého nebo &oého piva tégi nikdy nedosahuje
hodnoty dosaZitelného stupprokvaseni [13].

Princip:
Mladina se zakvasi pivovarskymi kvasinkami a neekaprokvasit . V procentech se
vyjadi rozdil mezi extraktem mladiny a extraktem po maseni [13].

Pristroje a poricky:

AlkolyzerPlus DMA4500 Anton PAAR,iépaka GFL 3018, 1l skrna plastova lahev,
filtracni ndlevka, filtr&ni papir

Chemikalie a roztoky:
Kiemelina

Pracovni postup:

Odebrany vzorek prokvaSeného extraktu se daepmaku, necha se po dobu 30 minut
vytiepat, aby se zbavil oxidu uéiieho. Takto vytepany extrakt se Zzfiltrujefps kKemelinovy
filtr a filtrdt se necha se analyzovat pomaoidspoje Alkolyzer [13].

Vypadet a vyhodnoceni:
Stupaé prokvasSeni daného vzorku se pak daeez vysledk vyhodnocenych pomoci
pouzitého pistroje. Vysledky se udavaji v % [13].

Bézné hodnoty:
V prab¢hu kvasného procesu se rozdil meziroh hodnotami zmenSuje & pystupu piva
by nengl byt vétSi nez 5 % [13].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
Predmétem studia bylo o%it n¢které vilastnosti pivovarskych kvasinek rodu

Saccharomyces cerevisiaeifigith k produknimu kmenw. 7 @i opakovaném nasazovani.
Tento kmen je podle provoznich zkuSenosti a ldbovech tesi zaazen do Il. kvasné
skupiny, tj. stedre prokvasSujici (vice viz. oddil 2.1.3.4.) [2]. Terkmen je vV litovelském
pivovaru léty pro¥ieny a oswdceny pro vyrobu zdejSiho piva.

V praci jsme se za#ili na hodnoceniistu kvasinek a posouzeni jejich fyziologického
stavu, déle jsme sledovali pokles pH a stuprokvaSeni mladiny, kontrolovali jsme teplotu
a zkoumali i vliv kalh a rozpu&iného kysliku na gibéh hlavniho kvaseni.

4.1 Hodnoceni pnibéhu rastu

Rust kvasniné kultury je pirastkem velikosti jednotlivych bwk a pirastkem pdétu
burgk vzniklych rozmnozovanim {pma metoda stanoveni ga burek viz. oddil 4.2.1.).
Objem burk se z¥tSuje tak, Ze rychleji nastaji do délky nez do i&y. Po dosahnuti
urcitych rozmeéra zalinaji pwet. Kdyz doroste pupen na takovy raznjako ma matiska
buika, odéli se od ni. Cyklus se potom opakuje. Pokud budeyohazet z fedstavy, Ze
Z jedné biky kvasinek vzniknou dy ze dvouwctyii, atd., vznika model geometrického, pop
exponencialniho ibéhu nistu populace. (viz Obr. 16)
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Obr. 16Ristova Kivka kvasinek [5]
A — Zivé biiky, B — celkovy p@t burek, | — lag faze, Il — exponencionalni faze, llitackonarni faze,

IV — faze Uhynuistu

Ve skuténosti vSak nepti vSechny bitky naraz ani stefarychle. Nekteré buiky nemusi
pucet vibec, a ty u nichZ dojde k peni nezainaji ve stejnéntase. Kultura je asynchronni.
Diky asynchronnosti kultury dochazi k odchylkari @dbéru a nasledném gaéni burk
(v jednom mist je mnoho bu&k, na jiném mist jich mize byt i ofad mér).

Béhem hlavniho kvaSeni byl sledovan isdrpaitu burék v zavislosti nacase. Byly
sledovany d¥ zakvasné kadlL5 a L6 ve spilce litovelského pivovaru po dobumisice,
piicemZz mladina byl&tytikrat zakvaSena stejnymi kvasnicemi, tzn. nova kit kultura
byla ogtovreé po vyprani nasazena a to celkdikrat (ZI, ZIl, ZIll, ZIV)
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Graf ¢. 1 Prubeh ristu burk pro ka/’ L5 pi prvnim (ZI), druném (ZIl),7/etim (ZIIl) actvrtém (ZIV)
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Graf ¢. 2 Pribeh riastu burk pro k&’ L6 pi prvnim (ZI), druhém (ZIl),/etim (ZIIl) actvrtém (ZIV)
opétovném nasazeni

Vysledky hodnocenitistu kvasnic ziskanébem procesu hlavniho kvaseni jsou uvedeny
v grafu¢. 1 pro mladinu kvasici v kadi L5 a v grafu2 pro mladinu kvasici v kadi L6.

Na osu x byl vynesetas [den] a na osu y logaritmus¢po burgk (log n). Tim se ziskala
rastova Kivka, ktera ma v idealnimifpads, tvar pismene S. Pro kazdé nasazeni (ZI, ZIl, ZIlI
ZIV) i pro kazdou jednu kvasnou &4L5,L6) je vidkt, Ze jednotlivé pibéhy ristu burk se
liSily.

Pro nadobu L5 (graf. 1) je z Kivek ZI, ZII, ZIIl a ZIV patrné, Ze fiblizné 2. den (Kivky
Z1, ZIl, ZI) a 3. den (kKivka ZIV) po nasazeni dosSlo ke snizenétpo burek priblizné 5x.

K maximalnimu nérstu p@&tu burek doslo ve stadiu vysokych krou¥Kpriblizné 4. den po
zakvaseni). Z grafu lze vyplyva, Ze idealnihdbghu nistu nebylo dosazeno ani v jednom
piipack. K nejwtSimu naiistu burtk doslo g tietim nasazeni kvasnici{kka ZlIIl), kdy bylo
napaitano 41,3 . 10bursk v 1 ml.

V piipact nadoby L6 (grat.2) je pfibeh naistu burk podobny. K maximalnimu néstu
doslo také i 3. nasazeni fkvka Zlll), kdy paset burgk v 1 ml byl 56,2 . 18 Porékud
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zvlastni ptibeh ristu byl zaznamenar¥ipporvnim nasazeni (ikka ZI )kde jsou vidt dveé
maxima fistu, coZ mohlo byt Zisobeno Spatnych vyhodnocenirf pocitani v Burknerow
komirce, Spatnym izdnim kvasici mladiny, neSetrnym odebranim vzorkuspré&vnym
nanesenim do Burknerovy kdénky, ale hlave asynchronnosti kultury. iPdruhém (Kivka
ZIl) a tretim (Kivka ZIIl) nasazeni se pbéh ristu ot bliZil idealnimu modelu jako
v pripact kadi L5 (grafé. 1). Ani @i ctvrtém nasazeni {lwka ZIV) se pfibéh ristu moc
nelisi od idedlniho, coZz ukazuje stale dobrou sehep reprodukce kvasnic, tedy jejich
viabilitu.

V obou gipadech (grak. 1 i 2) byl pozorovan u vSech &pvnych nasazenich pokles
poctu burek 2. ¢i 3. den po zakvaSeni mladiny. Tento pokles jésppen sedimentaci
kvasnic ged nastartovanim samotného kvaSeni.

Béhem prvniho nasazeni se kvasnice adaptuji na plediinky Ehem kvaSeni, jejich
narist neni tedy tak vysoky agieh neni idealni. Bhem druhého adtiho nasazeni jsou jiz
kvasntné buiky adaptovany a jbéh jejich ristu se blizi idealnimu, maji idealni reproduik
schopnosti. B ¢tvrtém nasazeni se giigh nistu stdle moc neliSi od idealniho, ale dalSi
nasazeni se jiz nedopauge [5].

4.2 Vitalni barveni

Vitalnim barvenim se rozumi barveni Zivych Bkinza ®&elem kontroly jejich
fyziologického stavu a ke zji&ti paitu mrtvych bugk [8]. Byl tedy pouZivan kipmému
stanoveni p&u burek mrtvych burk, neschopnych reprodukce. Byl proveden vzdy u
kvasnic po doko¥eni hlavniho kvaSeni po kazdém jednom nasazeniou kbasnych kadi
(L5 i L6) a to fred jejich vypranim, po vyprani a také u odpadnigfaskic, uéenych
k vyhozeni.

Vtab.¢. 9 je uveden pet mrtvych busk v jednotlivych k&dich (L5, L6) po prvnim
(Z1), druném (Z11), tetim (ZIIl) actvrtém (ZIV) nasazeni.

Tab. ¢ 9Podil mrtvych buek v kadi L5 a L6 po kazdém nasazeni (ZI, ZII, Z1) a vyprani

pocet mrtvych bugk (%)
k&’ L5 k&’ L6
datum| pred vypranim po vyprani| odpadni|] ipd vypranim po vyprani| odpadni
ZI 4,76 1,40 22,90 0,70 1,80 5,50
Zll 5,41 0 27,27 10,84 3,62 11,11
ZIl 5,21 1,30 25,67 5,30 4,80 40,58
ZIV 4,19 2,77 21,21 0,87 1,63 16,66

Z tabulky vyplyva, Ze kvasnice po vyprani neobsahpwani v jednom fipact vice nez
5 % mrtvych busk, coZ znamena, Ze vyhovovaly podminkam pro daSareni.

V jednom pipact byly kvasnice tak dokonale proprany, Ze neobsdiiat&dnou mrtvou
buiku (k&' L5, 2. nasazeni ZIl).

Z vitalniho testu byl posouzen fyziologicky stavakwic — vitalita. Vitalitadgchto ogtovne
nasazovanych kvasnic byl gazdém jednom nasazeni vyhovuijici.

Pfi mnoha&etném nasazovani kvasnic dochazi k jejich degenaramuz se daiedejit
nizSim pdtem nasazeni (4 — 5x), jejich vhodnym provzaun$m a malymi nasadnimi
davkami (8Znr¢ se pouziva davka 0,5 | kvasnic na 1 hl mladiny) [5
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Vyznamny vliv na vitalitu mé i samotny proces jgjiprani. B dlouhém a intenzivnim
prani se fyziologicky stav kvasnic oslabuje, coZpsgjevi pomalym zakvasenim. Velkym
nebezp&m @i prani je i riziko kontaminace n&pbakteriemici jinymi pivu Skodicimi
mikroorganismy.

4.3 Sledovani poklesu pH

Jednim z dlezitych paramefr ovliviujicich pfbéh hlavniho kvaSeni je také pH.
V prabé¢hu hlavniho kvasSeni dochazi k poklesu pkivdini pH mladiny 5,2 az 5,7 poklesne
béhem hlavniho kvaSeni na 4,3 az 4,7. Tento pokiezpisoben posunutim Ustojné
schopnosti do kyselejSi oblasti tvorbatkavych a rozpustnych organickych kyselin. pH
kvasntnych burk zastava fivodni (asi 6,0). NejtSi pokles pH souvisi v patku kvaSeni
s pomnozenim buwk, kdy se uvaiuji anorganické fosfaty a je absorbovan amoniak a
aminokyseliny [5].
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——ZIV

¢as (den)

Graf ¢. 3 Pokles pH v pibehu kvaSeni pro nadobu L57igprvnim (ZI), druhém (ZIl),/etim (ZIIl) a
ctvrtém (ZIV) optovném nasazeni
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Graf ¢. 4 Pokles pH v pibehu kvaSeni pro nadobu L6#igprvnim (ZI), druhém (ZIl),/etim (ZIIl) a
ctvrtém (ZIV) optovném nasazeni
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Na z&klad zpracovani vysledkprvniho (ZI) nasazeni kvasniych burk v k&di L5 (graf
¢. 3) lze konstatovat, Ze 4. den po nasazeni ddShyrazréjSimu poklesu pH, coz Ize
vyswétlit nanistem biomasy [5]. AvSak dalSi den dosl@&tdge zvySeni pH.

Pti druhém (Kivka ZII) actvrtém (Kivka ZIV) nasazeni bylyikvky ZIl a ZIV podobné
modelovému fipadu poklesu pHdnem kvaSeni. K nejvyrazj$imu poklesu pH doslo v této
kadi @i 2. nasazeni fivka ZIl).

U k&di L6 (graf¢. 4) se phibéh kiivky ZII poklesu pH vyznam& neliSil od modelového
piipadu. Pouze tkvky ZI (prvni nasazeni) a ZIll (druhé nasazeni) agdvaly uéité
nepravidelnosti.

4.4 Sledovani teploty

Teplota kvaSeni jetdezity regul&ni prvek pro vysledné senzorické vlastnosti pRito
i tento faktor byl sledovan.

——ZI
——ZIl
7,5 1 ZI
ZIv

teplota ()

6,5 -
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Graf ¢ 5 Prubeh teplot v kvasné kadi L5¢hem hlavniho kvaSeni pro vSechétgi opétovna
nasazeni (ZI, ZIl, ZIll, ZIV)
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Graf ¢ 6 Prubeh teplot v kvasné kadi L6¢em hlavniho kvaSeni pro vSechétgi opétovna
nasazeni (ZI, ZIl, ZIll, ZIV)

56



V piipact kadi L5 (graf¢c. 5) i L6 (graf¢c. 6) se zakvasna teplota pohybovala okolo 8°C.
V pribéhu hlavniho kvasSeni probiha th& vyhrad® odbouravani cukru na alkohol a oxid
uhli¢ity, pricemz se vyviji teplo: [5], [6]

C,H,,0, - 2CH,CH,OH +2CO, + 0,092MJ (6)

2,82 MJ 2x1,34 MJ

Proto se teplota v kvasné kadi svyvojem kvaSaniSovala (viz grafy 5, 6).
V mistech s neptSi hodnotou teploty pro jednotlivé kad(L5, L6) bylo kvaseni
nejintenzivigjsi.
Pti vySSich teplotach je i rychlost kvaSeni vySdiaba kvaSeni se tedy zkrati. Teploty
vySSi jak 10°C (10,5°C) nejsou doptowany, protoze hotové pivo kvasichi prysSich
teplotach ziskava kvasmou chi a vini, coZz neni Zadouci (zejména ze strany ighiteli)

[5].

4.5 Sledovani stupi prokvaseni — kvasné kivky

DalSim vyznamnym parametrem meziogeiakontroly je vypdet stup® prokvaSeni.
Sledovanim ubytku zdanlivého extraktu v mladire vypaitat zdanlivy stupg prokvasenti,
ktery je jednim z kontrolnich parami&ukonteni hlavniho kvaSeni.

BéZzné hodnoty (u vystavovanych piv) pro zdanlivé pesieni se pohybuji u 10% a 11%
mezi 75-80 %, u 12% piv jsou hodnoty vysSi 78-8284Si hodnoty zdanliveého prokvaseni
u dvanacti stuipovych piv jsou zfisobeny delSi dobou leZeni v lezackém sklep

V obou kadich (L5 i L6) byla pg@teini koncentrace extraktu v mladifP) pro prvni
(ktivka ZI) a druhé (kivka ZIl) nasazeni rovna hodroP = 11 %. U kivek ZIII (pfi tietim
nasazeni) a ZIV (i ctvrtém nasazeni) byla pateni koncentrace extraktu v mladinP =
12%. Tyto pgateini hodnoty je mozné vid na grafeckt. 7 a 8.
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Graf ¢. 7 Sledovani ubytku extraktu v kvasné kadi Ebem hlavniho kvaSeni pro vSechfigi
opetovna nasazeni (ZI, ZIl, ZIII, ZIV)
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Graf ¢. 8 Sledovani ubytku extraktu v kvasné kadi Ebetn hlavniho kvaSeni pro vSechetgyi
opetovna nasazeni (ZI, ZIl, ZIIl, ZIV)

Pomoci kvasnychikvek se kontroloval gib¢h kvaSeni. VSechny kvasnéivky (graf ¢.
7,8) se od idealnich kvasnyckivek téntt nelisi.

Z kvasnych kivek, jenZz popisuji Ubytek extraktu, Ize tedy vyfiat zdanlivé prokvaSeni
podle vzorce:

p,=P=E) g9 (7)

kde R je zdanlivé prokvaseni
P — extrakt fivodni mladiny (%)
E, — zdanlivy extrakt piva zbaveného @b dokvaseni
Ziskané hodnoty pro jednotlivé kvasné &&d5, L6) jsou uvedeny v Tab. 10

Tab. 10Zdéanlivé prokvaSeni jednotlivych kadi

Kad L5 Zdanlivé prokvaseni (%) KaL 6 Zdanlivé prokvaseni (%)
Z| 78,18 Z| 74,55
ZIl 80,00 ZIl 79,10
ZIN 78,33 ZIl 79,17
ZIV 80,83 ZIV 79,17

4.6 Celkovy pribéh kvaseni

Celkovy piabéh kvaSeni Ize popsat pomocéimni pH, stanoveni gtu burek, sledovanim
zmen teploty a mifenim Ubytku zdanlivého extraktu.
Modelova ukazka klasickéhotiighu kvaSeni je uvedena na Obr. 16.
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Obr. 16Pribeh kvaseni (hodnoty pH neodpovidaji ose ieppiet (pH — 4 ). 10 [6]

Na zaklad modelové ukazky pmbehu kvasSeni byly vyhodnoceny vSechny ferménia
procesy v kadich L5 a L6 pro kazdé&tgwné nasazeni (ZI, ZIl, ZIll, ZIV) kvasnic

87 —e—pH
—l— pocet bunék

._.\‘\ teplota

Ubytek extraktu

4
L 4
.

teplota (C), zdanlivy extrakt (%hmot.), pH,
podet bunék ve vznosu (16 mi)
o

¢as (den)

Graf ¢. 9 Prizbéh hlavniho kvaSeni v kadi L5iprvnim nasazeni ZI kvasnic

Z grafu ¢. 9, kvasnice byly nasazeny poprve, jectidte se aklimatizovaly na nové
podminky progtedi. Jejich narst byl pomalejSi. Nizky gt burgk kvasinek nerél vsak vliv
na koneény vysledek hlavniho kvaseni. Ostatni sledované@matry byly v norrd a nengly
Zadny vliv na mnozeni bgk.
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teplota (C), zdanlivy extrakt (%hmot.),

pH, podet bunék ve vznosu (16 mi™)
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Graf ¢. 10 Pribeh hlavniho kvaSeni v ké&di L%iglruhém nasazeni ZIl kvasnic
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Graf ¢. 11 Pribeh hlavniho kvaSeni v k&di L3ipretim nasazeni ZIll kvasnic
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Graf ¢. 12 Priibeh hlavniho kvaSeni v k&di L5i@tvrtém nasazeni ZIV kvasnic
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Na grafech ¢. 10, 11 a 12 je vidd plynulejSi z&atek histu kvasnic. Je totdledek
adaptace kvasnic na sloZzeni mladinyal®h sledovanych paramétrbéhem kvaseni
zobrazeny nasthto grafech se blizi modelovémuilpthu kvaSeni (obr. 16).

Z grafu¢. 12 vyplyva, Ze doslo k poklesu hiknjest pied z&atkem chlazeni prokvasené

mladiny. Tato anomalie mohla bytigmbena mistem odiu vzorku (asynchronnost kultury).
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Ubytek extraktu

teplota (C), zdanlivy extrakt
(%hmot.), pH, poc€et bunék ve
vznosu (10’ mI%)

¢as (den)

Graf ¢. 13Pribeh hlavniho kvaseni v k&di L6 pro prvni nasazerivaknic

Pribéh hlavniho kvaseni v kadi L&igorvnim nasazeni (ZI1), vyhodnoceny v graful3,
je totozny s pibéhem hlavniho kvaSeni v kadi L5 s pévnasazenymi kvasnicemi (ZI) (graf
¢. 9).
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Graf ¢. 14 Pritbeh hlavniho kvaSeni v ké&di LGiglruhém nasazeni ZIl kvasnic

Z grafu¢. 14 je ¥ejmé, Ze kvasnice podruhé nasazen&alsbdimentovaly (pokles {wi
burgk 5. den po nasazeni) &tpm byly stéle aktivni (zdanlivy extrakt v mladistale klesa —
kvasnice stéle prokvaSuji mladinu).
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Graf ¢. 15Pribeh hlavniho kvaseni v k&di LGipretim nasazeni ZIll kvasnic

Prabéh kvaSeni v kadi L6 i ttetim nasazeni kvasnic (ZIll) nevykazuje Zadné atieméa
Vysoky naiist paitu burek 5. den, mohl byt zjsoben mistem odhu.
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Graf ¢. 16 Prizbeh hlavniho kvaSeni v k&di LGi@tvrtém nasazeni ZIV kvasnic

Také pfibéh kvaSeni v této kadi Lefpétvrtém nasazeni (ZIV) kvasnic nevykazoval Zadné
anomalie.

Ze vSech graf modelujicich pibéh hlavniho kvaseni vyplyva, Zze mnoZzstvi nasazovanyc
kvasnic stailo na zdarny pibéh hlavniho kvaseni a jejich davkovani se nemusptauovat.
Vysledkem kazdého hlavniho kvaSeni bylo optimaprokvasené mladé pivo, které se
sudovalo a nechalo dokvasit v lezackém sklep

4.7 Stanoveni kali

Odstrarni a nasledna kontrola hrubych a jemnychiKaldil 2.1.9.9) je dleZité v zajmu
zajiseni dobrého pibéhu kvaseni [12].

V piipact vysSiho obsahu k&l & uZ jemnych¢i hrubych, Ize o6ekdvat zhorSeni
chwovych vlastnosti a séasre se (i jejich vySSim obsahu absorbuji jemné kaly na pbvr
kvasinek, a tim omezuiji jejich fyziologickou funK&P].

Byly provedeny dva modelové giéhy hlavniho kvaSeni f#pnichZz nebyly odstramy
veskeré hrubéi jemné kaly z mladiny.
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V prvnim pgipact (graf¢. 17) mladina obsahovala 800 mg/l hrubychikdloto mnoZstvi
bylo tSi nez je Bzné.

Obsah hrubych kalkolisa v rozmezi 400-1000 mg suSiny v litru slgdiioto mnozZstvi
odpovida 200-500 g mokrych Kal/ hektolitru mladiny. Obsah jemnych Kaje zavisly na
teplog spilani mladiny. B dobrém odstragni hrubych kal byva v litru mladiny 60-180 mg
susiny jemnych kal VyZaduje se co nejnizsi obsah jemnychikaimladirg [12].
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Graf ¢. 17 Priibeh hlavniho kvaSeni mladiny s obsahem 800 mg/lyitulikali a 85 mg/l jemnych
kal:

Z grafu¢. 17 je Zejmé, Ze § vySSim obsahu hrubych Kalna zaklad kiivky Gbytku
extraktu a iistové Kivky nedochazelo k vyznanj$imu ovlivréni hlavniho kvaSeni. Rio¢h
téchto dvou kivek koreluje s modelovych grafem (Obr. 16).

Obsah jemnych kaJ po odstraéni hrubych kai, byl 85 mg suSiny jemnych Kal litru
mladiny (l&Zn& hodnota je 60 — 180 mg suSiny jemnychi kal litru mladiny). Bi teplog
spilani 8°C, nebyly pozorovany zadné vlivy jemnycidt na piabéh kvasSeni, vitalitu a
viabilitu kvasnic, coz lze konstatovat na zaklagtafu ¢. 17, kde pitbéh ristové Kivky a
kiivky znazonujici Ubytek extraktu koreluje s modelovym grafedb(. 16).
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Graf ¢ 18 Prizbeh hlavniho kvasSeni mladiny s obsahem 600 mg/l khulkali a 140 mg/l jemnych
kali
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V druném pipack (graf¢. 18) mladina obsahovala 600 mg/I hrubychikdloto mnoZzstvi
je na hranici fipustného mnozstvi hrubych kale filtrované mladia.

Z grafu¢. 18 je Zzejmé, Ze i i mnozZstvi 600 mg/l hrubych Kalv mladirg, na zaklad
kiivky Ubytku extraktu airstové Kivky nedochézelo k vyznanyimu ovlivreéni hlavniho
kvaseni. Rirb¢h t€chto dvou kivek koreluje s modelovych grafem (Obr. 16).

Obsah jemnych ka] po odstraéni hrubych kal, byl 140 mg suSiny jemnych Kal litru
mladiny (BZna hodnota je 60-180 mg susSiny jemnychakall litru mladiny). Bi stejné
teplo€ spilani 8°C jako u graféL 17, nebyly pozorovany zadné vlivy jemnychikah pifibéh
kvaseni, vitalitu a viabilitu kvasnic, coz Ize ktatevat na zakladgrafu¢. 18, kde piibé¢h
rastove Kivky a kiivky znézotiujici Ubytek extraktu koreluje s modelovym grafesbr( 16).

4.8 Stanoveni spokeby rozpuséného kysliku

Dulezitym faktorem, pedevSim pro pomnoZeni kvasnic, je mnozstvi rozpé$io kysliku
v mladire. Rozpou&ni kysliku v mladig zavisi na tepld@ta velikosti davkovanych bublinek
vzduchu [5].

VysS8i nasyceni mladiny kyslikemagobi rychly fist kvasinek, zrychleni kvaseni, vysSi
tvorbu acetaldehydu, esteralkohofi, diacetylu. NizSi nasyceni kyslikemtgobuje tvorbu
sirovodiku, dimethylsulfidu, volnych mastnych kyseeloxidu sti¢itého a nizsi pH mladiny
[5].

Bylo provedeno modelovani giéhu hlavniho kvaSeni s mladinou, ktera se nasyiéin
koncentraci kysliku, 5 mg/l, nez s&b¢ pouziva.
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Graf ¢. 19 Priibeh hlavniho kvaSeni mladinyigakvaseni kyslikem v mnozstvi 5 mg/l nizSim
obsahem 02

Na zaklad vyhodnoceni vysledk grafé. 19, Ize konstatovat, Ze vysledkem zakvaSovani
nizSim mnozstvim kysliku, byla delSi dobaipbna k dosazeni stejného stéigrokvaseni
jako u mladiny nasycené standardnim mnoZzstvim kyskteré kolisa v rozmezi 6 — 8 mg/I
mladiny [5].
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Pri standardnim nasyceni mladiny kyslikem byla dobtebna k jejimu prokvaSeni, dle
druhu piva, 7 — 10 dni.iP5 mg kysliku v 1 | mladiny doslo k jejimu prodibeni v piméru o
3 — 4 dny. Tento nést byl zpisoben pomalejSim Ubytkem extraktu.

NizSi koncentrace rozpu$ieho Q zagicinila pomalejSi ndarst kvasntnych burk
(zatatek nebyl tak bativy jako jindy). Jeho trvaly nedostatek v mlaglimél za nasledek
zmeénu fyziologickych a technologickych vlastnosti km&ného kmene v dalSich nasazenich,
jako prodlouzeni lag-faze a zhorSenigytosti.
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5 ZAVER

V préaci byl sledovan gibéh kvaseni ve spilce vybraného pivovaru, zavislostnych
faktoni a jejich gipadny vliv na vitalitu a viabilitu nasazovanychalswic, coz rflo ukazat
opodstatéini  vicenasobnou pouzitelnost kvasmho kmene vramci spravného
technologického procesu kvaSeni piveedrétem sledovani byli i dalSi faktory: fyziologicky
stav kvasnic, pH, teplota, mnozstvi jemnych a hchi¥ali, stupé prokvaseni mladiny.

U studovaného kmene kvasni8accharomyces cerevisiaprodulkini kmen¢. 7 (H7))
dodavanych z partnerského pivovaru, byly Zji$t velmi dobré kvasné vlastnosti, jejich
vyborné adaptibilita na podminky priedi mladiny pi prvnim zakvaSovani, dobra viabilita
a odpovidajici chovani v {gschu hlavniho kvasSeni. Kazda nova zakvasna varkarkeae
celkow nasadilactytikrat. Kvasnéné buiky byly po celou dobu vzhledéwez zavad. Podil
mrtvych burkk po vyprani byl v pedepsanych hodnotach. MnozZstvi mrtvych dsubylo
vzdy pod mezni hodnotou 5%, v jednolipact nebyla nalezena dokonce Zadna mrtvigkbu
v odebraném vzorku.

Spatna vitalita i viabilita bufk méa vyznamny vliv na fibéh kvaseni. Spatny fyziologicky
stav kvasnic zfisobuje pomalé rozkvaSovani a v jehislédku mize dojit az k zastaveni
kvaseni.

Druh a davka kvasnic ip zakvasovani ma také rozhodujici vliv na kvaSevyssi
zakvasnou davkou Ize regulovat rychlejSi a hlybm®kvaSeni aasténé potlit tvorbu
aromatickych metabotlit Absolutni girastek kvasnic E&hem kvaSeni a jejich W§Znost uz
nejsou zavislé na zakvasné davce.

V prabéhu starnuti a opakovaného nasazovani pivovarskyasnkc |ze zaznamenat
morfologické i fyziologické zrény jako 2z¥tSovani busk, vrasrgni burécné sény, rostouci
pocet jizev po now zrozenych bikkach, zvySeni genemi doby. Starnutim kvasiié buiky
ztraceji kvasivou schopnost.

DalSi sledovany faktor, mnozstvi kalnen®l vyznamny vliv na vitalituci viabilitu
kvasnic.

Dulezitym faktorem, pedevSim pro pomnoZeni kvasnic, bylo mnozstvi rozpéfo
kysliku v mladi. Byly provedeny zkouSky s nedostat& provzdusinou mladinou.

Vysledkem byla delSi doba gebna k dosazeni stejného stépnokvaseni jako u mladiny
nasycené standardnim mnozstvim kysliku, které &eliwzmezi 6 — 8 mg/l mladiny.

Pti standardnim nasyceni mladiny kyslikem byla dobtebna k jejimu prokvaSeni, dle
druhu piva, 7 — 10 dni.iP5 mg kysliku v 1 | mladiny doslo k jejimu prodioeni v ptiméru o
3 — 4 dny. Tento nést byl zpisoben pomalejSim Ubytkem extraktu.

NiZz§i koncentrace rozpu$ieho Q zagicinila pomalejsSi ndrst kvasninych burk
(zacatek nebyl tak balivy jako jindy). Jeho trvaly nedostatek v mlaglima za nasledek
zmenu fyziologickych a technologickych vlastnosti ka&ného kmene v dalSich nasazenich,
a to prodlouzeni lag faze, zhorSenidzyiosti.

Hodnoty pH mladiny hem hlavniho kvaSeni klesaly, hodnoty pH uvbiirek zastavaly
stejné (pH = 6). NeptSi pokles pH byl pozorovan v gatku kvaSeni, a byl Zigoben
pomnozZenim butk a naslednym uvolmim anorganickych fosféta absorpci amoniaku a
aminokyselin. Nizka hodnota pH , ktera se poupivdprani kvasnic, a jejich necitlivé prani
maji zadsadni vliv na technologickou aktivitu. Kvase buiky poskozené necitlivym, pranim
jsou pro dalSi nasazeni nepouzitelné.

Pi rychlém ochlazeni, tzv. chladovy Sok, prokvaSemadiny membrana bwk ziskava
vlastnosti gelu, coz kvasfmou buiku poskodi. Naopak ip vySSich teplotach se zvysSuje
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aktivita kvasnic, klesaji hodnoty pH, a gaart je kvaSeni intenziwjSi. Vyssi teploty, diky
zvySeneé tvord i dalSich slotenin negativi ovliviiujicich organoleptické vlastnosti, maji za
nésledek kvastnou chu’ vysledného piva.

V prabé¢hu vSech sledovanych hlavnich kvaSeni nebyly paZorg vyznamné abnormality
a vzdy bylo dosaZzeno poZzadovaného stypokvaseni.

Na zaklad zpracovanych vysledk sledovanych paramétru opitovré nasazovaného
(celkow 4x) kmene pivovarskych kvasnighem hlavniho kvaSeni, lze potvrdit spravnost
jednotlivych opakovanych nasazenich ulgghu technologického procesu.

Je tedy velmi dlezité dbat na spravny a léty pesgny technologicky postup, vyb
vhodného kmene kvasnic, dodrzovani aseptickych froekna dostataou kontrolu pitbéhu
kvaSeni. Nejen tyto parametry jsolle¥itymi kritérii pro kon€né organoleptické vlastnosti a
kvalitu piva.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Acetyl-CoA acetyl koenzym A

ATP adenosintrifosfat

NADH redukované forma nikotinamidadenindinukleatid
NADPH redukovand forma nikotinamiduadenindinukidfosfatu
DNA deoxyribonukleova kyselina

NAD nikotinamidadenindinukleotidu

THR threonin

SER serin

LEU leucin

GLU glutamin

CYS cystein

FAN free amino nitrogen

HSPs heat-shock proteins

CKT cylindrickokonicky tank

NMR nukleova magneticka rezonance

ICP indukné vazané plazma

[X] koncentrace kvasonych burk

Kh mnozstvi suSiny hrubych Kal

Kj mnoZstvi susiny jemnych Kal

z faktoriredéni

P paet poltek



