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ABSTRAKT

Bakalafska prace je cilena na problematiku propagace kvasinkovych kment
vyuzitelnych pfi vyrobé piva. V jednotlivych kapitoldch se zabyvam popisem a
charakteristikou pivovarskych kvasinek, jejich vyuzitim a odliSnostmi mezi rody, dale
propagaci kvasnic a problematikou v laboratorni a provozni fazi, je popsana propagacni
stanice a jeji nalezitosti, zminény pracovni postupy, které jsou uzivany. Dalsi ¢ast prace
je zaméfena na sbirku pivovarskych kvasinek, jeji historii, z ¢eho se sklada a k ¢emu
slouzi. Je zde nastinéna i otazka sladiny, jelikoz je dilezitou soucésti pravé pii
propagaci, popsany jeji vlastnosti a vznik. DalS8i kapitola pojednavé o laboratornim
fermentoru, jeho uloze a popisu. Jsou zde vysvétleny druhy kultivaénich metod,
navrzeno feSeni vlastni propagace pro minipivovary, coz bylo hlavnim cilem mé prace.

Posledni ¢ast je vénovana analyze findlnich kvasnic a jejich jakostnim parametrim.

Kli¢ova slova: pivovarské kvasinky, propagace kvasnic, laboratorni fermentor,

propagacni stanice

ABSTRACT

Bachelor thesis is focused on the issue of promotion yeast strains usable in the
production of beer. The chapters deal with the description and characteristics of
brewer's yeast, their use and differences between the genders, as well as the promotion
of yeast and issues in the laboratory and operational phase, described promotional
station and its requirements, mentioned workflows that are used. Another part is
focused on the collection of brewer's yeast, its history, what it is composed, and for
what it is. There is solved an issue wort because it is very important part in the
promotion, describes its features and appearance. Another chapter discusses the
laboratory fermenter, its role and its description. There are explained the kinds of
cultivation methods, suggested solutions for self-promotion microbreweries, which was
the main objective of my work. The last part is devoted to analysis of the final yeast and

their quality parameters.

Keywords: brewer's yeast, yeast propagation, laboratory fermenter, promotional station
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1 UVOD

Pivo jiz po staleti patii k historii Ceské republiky. Tento napoj se u nas t&3i velké
popularit¢ a jeho spotfeba neustidle stoupa. Diky tomu zaznamenavaji pravé
minipivovary velky boom a jejich fady jsou neustéle rozsifovany. Pivovarnictvi se stava

zajimavym zdrojem obzivy, popiipad¢ konickem.

Aby mohlo pivo vzniknout, jsou zapotiebi pivovarské kvasinky. Jejich role je pfi
vyrob¢ piva nezastupitelnd. Pravé ony pi1 hlavnim kvaSeni neuplné zkvasuji cukerné
latky extraktu mladiny za tvorby etanolu, oxidu uhli¢itého a vedlejSich metaboliti.

Vychozi suroviny, tedy slad, chmel a voda, jsou touto cestou pfeménény na pivo.

Dutlezity je i pocet kvasinek a jejich namnozeni v dostatecném mnozstvi a kvalité
pro vyrobni Sarzi. Velké pivovary s timto krokem nemaji problém, malé pivovary vSak
stale hledaji svoji vlastni cestu, poptipadé propagaci netesi a odebiraji kvasinky pro
svoji vyrobu od velkych pivovarl, které je uz ze své vyroby vyfadily. Pravé
problematiku propagace kvasnic Vv minipivovarech bakalaiska prace popisuje.
Technologickych postupii jak propagaci kvasnic fesit existuje cela fada. VSechny maji
své klady, ale i zapory. V dnes$ni dobé€ je neustdle snaha pfechazet od vice slozitych
verzi k méné narocnym, at’ uz z hlediska obsluhy personalu, financi, popiipadé vytézku
celého procesu. Je tedy pouze na sladcich jaky postup v propagaci uptednostni. Na trhu
uz existuyje 1 mnoho pomocnych pfistrojii pro propagaci kvasnic specialné pro
minipivovary. Toto vybaveni je pomémné nové a moderni, tedy 1 ponckud drahé. Na
cest¢ k osamostatnéni v propagaci pro minipivovary se tedy objevuje Casto piekdzka

V podobé finan¢ni narocnosti dostupné techniky.

Téma své prace jsem si vybrala z diivodu jeho aktualnosti, nebot’” si myslim, ze tato
otazka stale ¢eka na své uplné vysvétleni a feSeni. DalSim diivodem bylo absolvovani
své bakalaiské praxe v pivovaru a fakt, ze se po dokonc¢eni studia na skole chci uplatnit

praveé v pivovarském primyslu.



2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSerSi na propagaci kvasnic, postupy
které jsou v praxi uzivany, jejich porovnéni, zaméfit se na problematiku propagace
kvasnic predev§im v minipivovarech, nalézt feSeni, které by vedlo k samostatnosti
z hlediska propagace a k nezavislosti na velkych pivovarech a zaroven by bylo pro

minipivovary z hlediska financi pfijatelnym.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Historie kvasinek

O procesu kvaseni piva sladkové diive neméli moc informaci, teprve prace a objevy
francouzského mikrobiologa Louise Pasteura (1822- 1895) objasnily cely proces. Je
pozoruhodné, ze nezastupitelna role kvasnic pii vyrobé piva byla objevena mnohem
déle, a to v druhé poloviné 19. stoleti, kdy némecky védec T. Schwann pozoroval
kvasinky pod mikroskopem a pojmenoval je ,,Zuckerpilz® (cukerna houba). Z tohoto
nazvu byl odvozen dneSni nazev kvasinek Saccharomyces (saccharus-cukr, myces -
houby) (Chladek, 2007).

3.2 Pro¢ se pouzivaji aneb vyuziti kvasinek v potravinaiskych

technologiich

3.2.1 Primysl a véda

I ptes to, ze fadime kvasinky mezi velmi malé jednobunécné organismy dosahujici
maximalné 15 pm, je zndmo jejich Siroké vyuziti v fad€ oblasti primyslu, ale také vedy.
Muzeme jmenovat naptiklad medicinu (produkce 1é¢iv, hormoni, enzymu, vakcin aj.),
environmentalni biotechnologie zahrnujici bioremediace, degradace polutanta a
napiiklad produkci rekombinantnich proteint. Dale se mohou uplatiiovat napiiklad pti
biokontrole  jako ochrana plodin a v  potravinaiskych  technologiich
(Walker, 1998; Janderova a Bendova, 1999).

3.2.2 Potravinarstvi

Pro nas je hlavni vyznam kvasinek zejména pti produkci potravin a fermentovanych
napoji. Védecké a technologické porozuméni jejich roli v pribéhu téchto procesu
zacalo prvotnimi studiemi védct Pastera a Hansena, kteti se béhem druhé poloviny 19.
stoleti ve svych pracich zaméfili na mikrobiologii fermenta¢niho procesu vyroby piva a
vina. Po nich je nasledovali Guilliermond a Kluyver, ktefi prohlasili, ze kvasinky
predstavuji unikatni skupinu mikroorganismt, jejichz role je pii vyrobé nékterych
potravin a napoji nenahraditelna (Fleet, 2006).

Vyrobni proces piedpoklada pouziti standartnich kvasnic, u kterych jsou dobie
definované vlastnosti, pokud mozZzno které se neméni i1 pii opakovaném nasazeni.
Kvasnice jsou surovinou, kterd je kontrolovatelnd jednoduchymi metodami a kvalitni

kvasnice zarucuji bezproblémovou vyrobu hodnotného napoje. Termin kvasinky se
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vétSinou pouziva v laboratornim méfitku, zatimco termin kvasnice nebo vareéné
kvasnice slouzi pro oznaceni aktivni biomasy vétstho mnozstvi kvasinek uzivanych
v provozu. Kvasinky se staly pfedmétem mnoha védeckych studii, které rozsifily
védomosti o jejich pouzitelnosti pii vyrobé alkoholickych napojt. Studium kvasinek a

jejich procesii je rovnéz soucasti pivovarské mikrobiologie (Basatova, 2010).

3.3 Metabolismus kvasinek

Metabolismus kvasinek, neboli latkova vymeéna, je z pivovarského hlediska v prvni
fad¢ preménou zkvasitelnych cukrii na alkohol a oxid uhli¢ity za zucastnéni tady
enzymi a koenzymi. Metabolismus kvasinek souvisi s nékolika dalSimi slozkami
mladiny (tedy sladiny po chmelovaru) a vznika pfitom rozsahlé spektrum i vedlejSich
produktt, které ovliviiuji charakter hotového piva. Metabolismus kvasinek je

ovliviiovan strukturou mladiny, vlastnostmi kvasnic a podminkami pribéhu

(Kosat a Prochazka, 2000).
3.4 Taxonomie kvasinek

3.4.1 Kam kvasinky rfadime

Obecn¢ pivovarské kvasinky fadime mezi jednobunécné houby (Fungi), nizsi
rostliny bez chlorofylu. Dle morfologickych znakl nélezi do tfidy hub vieckatych
(Ascomycetes) do celedi Saccharomycetaceae (Endomycetaceae) a rodu saccharomyces
(Basatova, 2010).

Tab. 1:Taxonomie pivovarskych kvasinek (zdroj: Basarova , 2010)

Rise Fungi

Kmen Ascomycotina

Podkmen Saccharomycotina

Ttida Saccharomycetes

Rad Saccharomycetales
Celed’ Saccharomycetaceae

Rod Saccharomyces

Typovy druh Saccharomycescerevisiae
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3.4.2 Dva zakladni druhy kvasinek

Bez pouziti kvasnic by nemohl vzniknout kvaseny ndpoj. Prvnim nezbytnym
postupem Kk dosazeni pozadované kvality piva a zabezpeCeni optimalniho procesu
vyroby podle technologického postupu kvaseni a dokvaSovani je vybér vhodného

kmene kvasnic (Chladek, 2007).

V soucasné dobé se pouzivaji dva zakladni druhy kvasinek: Saccharomyces
cerevisiae Hansen (kvasinky svrchniho kvaseni) a Saccharomyces uvarum, diive
Saccharomyces carlsbergensis Hansen (kvasinky spodniho kvaSeni). Oba druhy se
vzajemné odliSuji svymi vlastnostmi, coz se odrazi také v jejich technologickém vyuziti

(Chladek, 2007).

3.4.2.1 Popis vlastnosti

Kvasinky svrchniho kvaSeni (Saccharomyces cerevisiae, var. Cerevisiae) — pro piva
typu ,ale”, ,porter”, ,stout“. Po ukonceni kvaSeni jsou vyndSeny na hladinu
vznikajicim oxidem uhli¢itym, kde tvoii tzv. ,,deku®, a maji vySsi tepelnou odolnost.
Tyto kvasinky jsou pouzivany pro vyrobu svrchné kvasenych piv, teplota kvaseni je

v rozsahu 20-24 °C.

Kvasinky spodniho kvaSeni (Saccharomyces carlsbergensis) — pro piva plzeniského
typu. Po ukonceni kvasného procesu usedaji na dno kvasnych nadob, teplota kvaseni je

v rozsahu 8- 14 °C (Chladek, 2007).

100 - e
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5 401
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—- & cerevisiee - 5. carisbergansis
0- T T - —
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Obr. 1: Optimalni teploty riistu spodnich a svrchnich kvasinek

(zdroj: Walsh a Martin, 1977)
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3.4.2.2 Hlavni rozdily
V zékladnich odliSnostech mezi spodnimi a svrchnimi kvasinkami mizeme uvézt

nasledujici:

skladba genetického materialu,

- odli$na struktura buné¢nych stén, zjisténd imunochemickymi ¢i biochemickymi

metodami,
- stupen zkvasovani a,a- rafinosy,
- rist na zvlastnich ptdach,
- nesnadna sporulace spodnich kvasinek,
- odlisné technologicky vyznacné vlastnosti,

- vyS$i maximdlni teplota riistu u svrchnich kvasinek,

vys$si schopnost odolavat teploté u svrchnich kvasinek (Basarova,2010).
3.4.3 Kmeny S. Cerevisiae

3.4.3.1 Testovani a iichova
V ramci druhu S. cerevisiae je znamo asi 1000 technologickych kment s odlisnymi
vlastnostmi. U jednotlivych kmenli v mezinarodn€ uznavanych sériich se n€kdy uvadéji
1 technologicky vyznacné rysy. Pivovarské kvasnice se zajist'uji od znamych dodavatelti
suSenych 1 tekutych kvasnic (http://www.wyeastlab.com, www.whitelabs.com.) V
mezinarodnich sériich lze vidét Cisté kultury pivovarskych kvasinek (napf. www.
ncyc.co.uk/,  http://www.atcc.org., www.cbs.knaw.nl,  www.phaffcollection.org,

www.inra.fr/clib, http://www.chem.sk/activities/yeast/ccy/ ) (Basatova, 2010).

V soucasné dobé je mozno identifikovat jednotlivé produkéni kmeny molekuldrné
biochemickymi postupy a uloZzenim v mezindrodnich kolekcich si zajistit identifikaci
kmenu a prukaz jeho totoznosti pro vyrobu ur¢itého piva po delsi dob¢€, napt. v odkazu
jiz zminéné sbirky NCYC (www.ncyc.co.uk.), Sieblov¢ institutu (USA), institutu Kara

(Velka Britanie), u firmy BioteconDiagnostic (Némecko) apod. (Basarova, 2010).

Spravna uchova kvasni¢nych kment a testovani jejich identity ma vyznam i pfi

domaci vyrobé piva (homebrewing), kterd se snazi renovovat a rozsifit vyrobu jistych
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zvlastnich druhu piv, jejichz vystav sice zistal v souvislosti s ptichazejici velkovyrobou

skromny, ale nyni prochazi znovuzrozenim (Basatova, 2010).

3.4.3.2 Znaky kvasinek a jejich ti'idéni

Znaky kvasinek jsou testovany imitovanim provoznich podminek v termostatovych
kvasnych vélcich a konusem usticim do sedimentacni trubice. Kvasné valce pouzivané
odlisnymi tvurci jsou odlisné délkou (50 - 150 ¢cm) i primérem (okolo 5 cm). Do valch
se vléva zakvasena a provzdusnénd mladina a béhem izomerického kvaseni pfi teploté
10 az 15 °C se registruje rastova, kvasna a sedimentacni kiivka. Dle téchto kiivek se
pak pivovarské kvasinky roztfidi do skupin dle technologicky vyznaénych znaki, mezi
které patii rychlost kvaseni, stupeii dokvaseni, rychlost sedimentace apod. (Savel 1971a,
Savel 1993). Pi monitoringu pribéhu kvaseni jsou vyuzivany odliné metody analyzy
piv, pficemz zdsadnim pozadavkem je odbér co nejmensiho mnozstvi vzorku. Ptijatelna
je refraktometrie nebo neinvazivni gravimetricky (vazkovy) postup umoziujici na
zaklad¢ pravidelného vazeni kvasné nddoby vypocitat vSechny primarni parametry piva
(Savel 1993). Prabéh kvaseni je také ovliviiovan geometrii  kvasné

nadobky (Savel a Prokopova, 1994b).

Dil¢i vlastnosti spolu pak vice ¢i1 méné souviseji, napt. praSkové kvasnice obtizné
flokuluji a sedimentuji, proto hluboko prokvasuji. Spole¢né s jinymi fyziologickymi a
biochemickymi rysy tvofi tyto tUdaje zaklad pro typizaci pivovarskych kvasinek tj.
zafazeni kvasni¢nych kmenti do urcitych kategorii, uvadénych potom ve sbirkovych
katalozich. Z Cech lze zminit pracovniky Vyzkumného ustavu pivovarského a
sladatského (VUPS) v Praze, ktefi se podrobnou typizaci pivovarskych kvasinek
zabyvali (Bendova a Kahler, 1981).

3.4.3.3 Charakterizace rodit dle novych metod

Kromé téchto hlavnich rysit se mohou kvasni¢né rody dale charakterizovat dle
reduk¢ni zpiisobilosti, dle tvorby a odbourdvani biacetylu 1 podle ptfedpokladu vazat
hotké latky (Nedervelde Van a Debourgh, 2005). Novéji se kvasnicné kmeny mohou
roziazovat i dle schopnosti podpory senzorické stability piva pfi starnuti, nebo ji naopak
snizovat (Opstaele Van a kol., 2006). Analyza tuku, které nalézame uvniti mitochondrii

a bunéénych membran, také slouzi kodliSeni riznych kvasniénych kment

(Tosch a kol., 2005).
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3.5 Morfologie kvasnic

3.5.1 Tvar a velikost kvasni¢né buiky

Tvar a velikost bun¢k souvisi se stavem a podminkami, v nichz se kvasinky nachézi.
Pivovarské kvasinky maji vétSinou mirné ovalny tvar s délkou 6 az 10 um a Sitkou 5 az
8 um. Proporce a tvar bun¢k vymezuji velikost povrchu, a tim i ptilezitosti transportu a
metabolismu kvasni¢né kultury. Praim&rny objem jedné buiiky je 175 mm?a povrch je
okolo 150 pmz. Tomu odpovidd Uplny ¢inny povrch vyuzitelny pro metabolismus,
podle davky a stupn& namnoZeni to je 200 az 900 m? v hektolitru kvasici mladiny
(Basatova a Cepicka, 1985). U pivovarskych kvasinek je vsak také mozné naleznout i
protahlé tvary (Dickinson, 2008).

3.5.2 Funk¢ni a strukturni specifické ¢asti kvasinkové buniky

Kvasinky si mizeme ptedstavit jako typickou eukaryotickou buiiku, proto je jich
uzivano i jako modelovych bunék pro studium nékolika procesii probihajicich u vyssich
organismil, 1 kdyz se od nich odliSuji pevnou bunéénou sténou a produkci pupenti

(Chladek, 2007).

Kvasinkova buiika obsahuje nékolik funkéné i strukturné specialnich segmentt,
napf. bunéfnou sténu, cytoplazmatickou membranu, Golgiho aparat, periplasmu,
cytoplazmu, endoplazmatické retikulum, vakuoly a peroxisomy. Tyto useky muizeme
izolovat po rozruSeni bunécéné stény, a to mechanicky nebo pomoci enzymi. Ve
sveételném mikroskopu 1ze pohlizet presné na bunééné inkluze a vakuoly. S uplatnénim
barviv u¢innych ve viditelné nebo ultrafialové oblasti mizeme zaregistrovat dalsi
struktury, jako jsou jadro, chromosomy, mitochondrie a jemné struktury bunécéné stény
véetné jizev po puceni (Novak, 2006).

1 — bunééna sténa 7 — endoplazmatické retikulum
2 —jizva zrodu 8 - mitochondrie

3 — cytoplazmaticka membrana 9 - glykogen

4 —jadro 10 - volutin

5 — jaderna membrana 11 - lipidy

Obr. 2:Schematicky nékres kvasnicné busiky (zdroj: Silhankovd, 2002)
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3.5.3 Chemické sloZeni pivovarskych kvasinek

V chemickém slozeni kvasinek pfevladd jako v kazdém organismu s vlastnim
metabolismem voda, jejiz obsah miiZe kolisat v Sirokém rozmezi, od 65 do 85 %. Asi tii
¢tvrtiny z toho jsou tvofeny vodou intracelularni, ktera je vazana uvnitf bun¢k, a zhruba
¢tvrtina vodou hydrata¢ni a volnou, vazanou povrchovymi silami. Struktura suSiny
kvasni¢né bunky je variabilni v zavislosti na fyziologickém stavu a stari kultury a

pozmeéiuje se s prechody slozeni substratu (Basatrova, 2010).

V susiné pivovarskych kvasinek nalézame sacharidy, a to monosacharidy,
oligosacharidy, polysacharidy, derivaty 1 substituované sacharidy. Znacny dil
polysacharidt, pfedev§im mannanu a glukanu, je obsazeno v bunétné sténé. Ostatni
sacharidy se nalézaji v cytoplazmé, kde pievladaji dva dulezité polysacharidy, glykogen
a mannan. Obsah glykogenu zaleZi na mnoha okolnostech, na genetickém zéakladu
kvasinek, jejich fyziologickém stavu 1 podminkach pii fermentaci. Svrchni pivovarské
kvasinky obsahuji obycejné vice glykogenu nez spodni kvasinky. Mannan je

fyziologicky spojen se schopnosti kvasinek aglutinovat (Blasovi¢ a kol., 2005).

Vyjma membranovych formaci se v cytoplazmé kvasinek nalézaji také barvitelné
inkluze bilkovin, lipidi a dalSich z&sobnich latek. Kvasinky obsahuji prakticky vSechny
formy dusikatych latek. Pfitomné aminokyseliny slouzi pro proteosyntézu a
metabolismus dalSich latek. Z peptidl je podstatny hlavné glutathion, ktery mé klicovou
roli v redoxnim systému kvasinkové bunky. Prevladajici ¢ast dusikatych latek suSiny
kvasinek utvaii jednoduché a slozené bilkoviny s riznymi prostetickymi skupinami a
vétSinou je nalézame v bunice jako apoenzymy. V kvasinkové bunice milZeme
identifikovat enzymy vSech Sesti hlavnich tfid podle mezinarodni klasifikace IUPAC-
IUBMB, nebo se pii projevu zivotnich funkci indukuji (Basatova, 2010).

Lipidy patfi mezi nedilnou slozku mitochondrii a bunénych membran. N&které
Znich pfimo usmériiuji propustnost bunééné stény a tim mohou ovlivnit transport
substratu do buiiky. Jsou sloZeny z fosfolipidil, neutralnich lipidii a mastnych kyselin.
Na vzajemné zastoupeni dil¢ich slozek mé prvotfady vliv obsah kysliku pfi kultivaci

(Blasovi¢ a kol., 2005).

Steroly rovnéZ utvaii podstatnou ¢ast membran kvasinek i vSech eukaryotickych
organismu. Zabezpecuji konzistenci a prostupnost bunécnych membran, ucastni se na

transportu aminokyselin, pyrimidint a na respiracni aktivit¢ bunék. Jsou vyznamné pii
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ristu a rozmnozovani kvasinek (Volkman, 2003). V kvasinkach nalézame zejména
ergosterol. Pocet ergosterolu v suSenych kvasinkéach kolisd mezi 0,6 az 1,5 pg/kg. Bez

postacujici zasoby ergosterolu kvasni¢né buiiky kvasi pomaleji a neprokvasSuji dobie

mladinu (Blasovi¢ a kol., 2005).

Tab. 2:Skupiny vyznamnych latek v kvasnicné burice (zdroj: Basarovd, 2010)

Slouceniny Vyskyt Funkce
bilkoviny cytoskeleton, ribosomy, [stavba buiky, enzymy
aktin, tubulin
glykoproteiny bunécna sténa a jeji flokulace
enzymy
polysacharidy bunééna sténa, cytoplasma [stavba burky, zasobni latky
lipidy membrany stavebni, zasobni a signalni

latky

nukleové kyseliny (DNA)

jadro, mitochondrie

zasoba genetické informace

nukleové kyseliny (RNA)

cytosol, mitochondrie

pfenos informace

Z mineralnich latek v suSin¢ pivovarskych kvasinek miZeme jmenovat majoritni
prvek fosfor, ktery je zhruba z poloviny vazan v nukleovych kyselinach, bilkovinach,
lipidech a vitaminech. Nasledujicimi podstatnymi slozkami jsou draslik, hot¢ik, vapnik,
sodik, sira, kiemik, a z minoritnich latek a ze stopovych prvkl Zelezo, mangan, méd’ a

zinek (Blasovi¢ a kol., 2005).
3.6 Propagace kvasnic

3.6.1 Co je propagace kvasnic

Pod pojmem propagace neboli kultivace kvasnic se rozumi aseptické mnoZeni Cisté
kultury v mnozstvi potiebném pro laboratorni nebo provozni fermentaci.
Z bioinzenyrského hlediska lze tyto postupy rozdélit na vsddkové neaerované, vsadkové
aerované a kontinualni. Béhem propagace dochédzi ke zménam fyziologického stavu a
skladby bunécéné populace v zavislosti na znacich kmene kvasinek a podminkach
propagace. Velikost kvaseni ovlivituje pozadavky na fyziologicky stav kvasnic

(Stewart, 1999).
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Pti propagaci vychazime z Cistych kultur, izolovanych a technologicky osvéd¢enych
kmenii pozadovanych vlastnosti. Uzivaji se sbirkové kmeny, nebo se kvasinky izoluji
rovnou z kvasni¢né mladiny klasickymi mikrobiologickymi metodami, mezi které
fadime c¢arkovani na plotny, ziedovani v tekuté nebo ztuzené zivné pudé nebo

kapickova metoda (Edgerton, 2001).

Relativné malo pozornosti je vénovano uchovavani cistych kultur. Klasické postupy
zahrnovaly tchovu kvasinek v roztoku sachar6zy a na Sikmych agarech, na vzduchu
nebo pod parafinovym olejem. Moderni metody pouzivaji lyofilizaci kultur nebo
skladovéni &stych kultur v polypropylenovych trubickach pii -196 °C (Quain, 1995).
Dobré¢ vysledky byly také ziskany s uschovou kultur na filtraénim papiie (Wackerbauer
a Beckmann, 1999). Pivovarské kvasinky je mozné také dodavat v suSeném stavu

(Quain, 2006).

3.6.2 Propagacni stanice, popis a jeji soucasti
Pro vyrobu ¢istych nédsadnich kvasnic se pouziva tzv. propagacni stanice, kterou

tvoti vétsSinou dvé nadoby:

e Sterilizator, ve kterém se z varny pfivedena mladina pfi zvySeném tlaku (a tedy 1

vy$si teploté) sterilizuje a poté ochlazuje na zékvasnou teplotu,

e Kvasny valec, neboli propagator, ve kterém mladina kvasi nejdiive v menSim
mnozstvi, zakvaSeném V laboratofi vypéstovanou cistou kvasni¢nou kulturou.
Postupné se toto mnoZstvi mladiny zvétSuje, az dosahne potiebného objemu,

kterym se zakvasi mladina v kvasné kadi, tanku ¢i v cylindrokonickém tanku

(Chladek, 2007).
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Obr. 3:Schéh1a Jednoduchého propagacniho tanku (zdroj: Basarova, 2010)
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V soucasné dobé se pouzivaji propagacni stanice raznych konstruket,
jednonadobové i vicenadobové. Méng Casto se setkavame s oddélenym sterilizatorem a
nekdy se kvasinky pomnozuji ve sterilizovaném valci, do néhoz se pfimo z varny
napousti horkd mladina. Tyto systémy jsou schopné pracovat pouze s jednou nadobou,

ale zakvasuje se pokazdé novou kulturou z laboratote (Chladek, 2007).

Pivodné méli propagacni stanice zvlastni sterilizator mladiny, nyni pfevlada odbér

mladiny po jejim ochlazeni v provoznim chladi¢i (Andersen 1994).

Mezi dal$i soucasti stanice patii automatické méfeni a regulace parametrti, zejména
teploty kvaSeni, popt. i dal§i automatizace provozu stanice. Obtiznou podminkou je
kontrola mnozstvi substratl uvnitt valct. Nejjednodussim feSenim je prihled na viku
valce s osvétlenim, ktery je i pies Casté oroseni nezbytnym pro kontrolu kvaseni. Jinym
postupem je vazeni nadoby, pfi¢emz cidla jsou v jedné noze nebo ve vice nohach
nadoby. Vhodné jsou i vodivostni sondy méfici predepsanou uroven plnéni

(Chladek, 2007).

Vzhledem Kk ohfevu a chlazeni se musi valce opatfit (zpravidla na vrcholu)
ptetlakovou a zejména podtlakovou armaturou, kterda mizZe 1 za extrémnich podminek
(nédhlé zchlazeni valce naplnéného nasycenou parou) zabrénit poSkozeni néadoby.
PtisluSenstvi stanice tvoii obvykle 1 kovova Carlsbergska baiika k pfepéstovani kultury.
Baika ma o¢kovaci tubus a muze se sterilizovat v autoklavu, na vafi¢i nebo mit vlastni
elektrické topeni. Také kvasné valce musi mit odpovidajici ockovaci tubusy

(Basarova, 2010).

3.6.3 Laboratorni propagace

Jedna se o prvni Cast pfipravy cCisté kultury. Prace probiha v laboratofi a zaina
izolaci jedné kvasnicné bunky a jejim zaoCkovanim do sladiny nebo na pevnou Zivnou
pudu, kde se vytvoii kolonie, nasledné¢ pienesend do sladiny. Objem sladiny c¢ini
obvykle 5 ml. Obvykle treti den, kdy odpovida stadiu bilych krouzku, se kvasicim
médiem zakvasuje desetinasobny objem sladiny. Tento krok je opakovan az do t¢ doby,
nez je ziskan pottebny objem krouzkti pro dalsi krok — provozni propagaci

(Kocianova, 2007).
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Proces se provadi pomoci tradi¢nich mikrobiologickych technik za uziti pfedevs§im
sklenéné aparatury, pod dohledem odborné¢ho personalu. Vyznam této faze je cCasto

podceniovan (Kocianova, 2007).

napiiklad extrakt z kvasnic nebo peptonu glukézy. Ke konecné (terminalni) fazi slouzi

sterilni pivovarska mladina (Briggs a kol., 2004).

3.6.3.1 Biostart

Biostart je ristové médium pro kvasinky v prabehu ptipravy.
Slozeni: Kvasni¢ni autolyzat, bunécné stény

Jedna se o frakci nerozpustnych polysacharidi (bunééné stény), které jsou snadno k
dispozici v priabéhu rehydratace kvasinek a v prvni fazi fermentace. Je to pfirodni
vyziva pfindSejici do kapaliny pozadované mnozstvi esencidlnich aminokyselin
slouzicich jako rstovy faktor rehydratovanych kvasinek. Autolyzat kvasinek pfitomny
v ptipravku umoziiuje obnovit propustnost bunéénych membran. Redukuje nasycené
mastné kyseliny, které jsou pro kvasinky toxické a vyrazné sniZuji jejich faktor preZiti.
Ptipravek poskytuje aminokyseliny a nukleoidy dalezité pro mnozeni kvasinek v prvni
fazi propagace. Doporucené davkovani je 1 ku 4 k hmotnosti rehydratovanych kvasinek

(Harapes, online).

Cely proces trva asi dva tydny. Rast kvasinek je podporovan kontinualnim
provzdusiiovanim. Pocet terminalnich kvasinek by mé&l byt v rozmezi 150 - 200 x 10°
bunék na ml a s zivotaschopnosti vyssi nez 98 %. Kultura se provzdusiuje pies
sklenénou fritu opatfenou sterilnim filtrem pro plyn. Dobré rychlosti pienosu kysliku
jsou podporovany mechanickym michanim. Vyvod na odsavaci zafizeni je vybaven
silikonovymi hadickami a spojkou pro pfipevnéni ockovaciho portu na zafizeni
pouzivaného pro péstovani materialu laboratorni kultury. Tato ¢ast pfistroje musi
splnovat tfi funkce. Musi byt schopna odolat autoklavu béhem sterilizace mladiny. Musi
byt vhodna pro péstovani Cisté kultury kvasinek o vysoké koncentraci bez rizika
kontaminace a do tietice, musi byt vhodna pro pienaseni kvasinky z laboratoie do
pivovaru, proto musi mit pevnou konstrukci, aby odolala neptizni produkéniho prostiedi

(Briggs a kol., 2004).
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Zatizeni vhodné pro prevadéni konecné faze laboratorniho mnozeni je zndzornéno
na obrazku v ptiloze. Baitka mé celkovou kapacitu pfiblizn¢ 25 litrii a je vyrobena z
nerezové oceli. Nékolik port prochazi pies horni desku, kterd mize byt odstranéna pii
plnéni mladiny a pfi ¢isténi (Briggs a kol., 2004).

Tyto porty jsou pfipojeny k vedeni pro o¢kovani, odbér vzorkd, piivod plynu a jeho
vystup. V rastové fazi se mladina provzdusnuje pomoci magnetického nasledovnika.
VS8echny plynové linky jsou chranény sterilnimi filtry a vSechny ostatni linky jsou

opatieny konektory, které jsou béhem sterilizace zabaleny (Briggs a kol., 2004).

3.6.4 Provozni propagace

Ukolem provozni propagace je za aseptickych podminek pomnozit laboratorni
kulturu tak, aby ziskany objem krouzkt byl dostate¢ny k zakvaseni provozni vyrobni
Sarze. Cely proces probiha v propagatorech. Kvasnice se propaguji v provozni mladiné,

ktera je nejprve sterilizovana (30 minut pfi 100 OC) (Kocianova, 2007).

Mladina se uziva tedy jako pfenosové médium. Prednostné by méla byt ve stejné

kvalité, jaka byla pouzita v procesu kvaseni (Briggs a kol., 2004).
Pouzivaji se dvé zakladni metody:

* klasicka propagace — vyuZiva b&€zné postupy jako v provoznich podminkach,
sterilizator je koncipovan jako separatni zafizeni. Teplota kvaSeni kolisa mezi 12 —
16 °C, kultura byvd pomnozena v mens$i nadobé nebo v hlavnim propagatoru
(pomnozeni probihd v nékolika krocich), pomér zakvasovani je obvykle 1:4 az 1:10,
pocet bunék v mladiné zakvaSené krouzky miiZze byt niz§i nez pii zakvaSovani

kvasnicemi (Kocianova, 2007).

saerobni propagace — zakladem je taktované nebo kontinualni vzdus$néni s velmi
intenzivnim nartstem biomasy. Pfi vySSich koncentracich kysliku se mohou projevit
jeho inhibi¢ni u€inky a zpomali se nartst biomasy. K zakvaseni provozni mladiny se
pouzivaji krouzky ziskané po 36 — 48 hodinach a to v poméru 1:20. Mladinou naplnéna
nadoba v propagacni stanici se steriluje, chladi a zakvaSuje laboratorni kulturou.
Odd¢lend sterilace mladiny minimalizuje nebezpe¢i degenerace kvasnic a umoziiuje

doplnéni v propagatorech zbytky krouzka (Kocianova, 2007).

Chyby v této fazi mohou mit dalekosahlé negativni dusledky. Konstrukce

zasobniku, jeho provoz a jeho vnitini povrch musi byt v souladu s nejvysSimi
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hygienickymi normami. Déle by mél byt umistén v mistnosti ur¢ené k minimalizaci
rizika kontaminace. Pfistup je omezen pouze personalu, v§echny vnitini povrchy jsou
vyrobeny z hygienickych materialii, vzduch v mistnosti je odfiltrovan a atmosféra se

udrzuje za mirného pretlaku (Briggs a kol., 2004).

Piednostné jsou propagacni nadoby opatieny prostiedky pro var sladiny in situ
pomoci parnich plastl, nebo pfimym vstiikovanim pary. Rust kvasnic je povzbuzen
obstaranim vzduchu nebo kysliku. Pfivod plynu a vyfukové potrubi musi byt vybaveno
mikrobiologickymi filtry. Odbéru vzorkli a ockovaci porty musi byt schopny
aseptického provozu (Briggs a kol., 2004).

Tradi¢ni propagatory pracuji na principu, ze kvasinky by mély byt ve stejném
fyziologickém stavu jako nasadni kvasinky. Predpoklada se, ze bude zajisténo, aby nové
vypéstované kvasinky produkovaly standardni vykon kvaseni, kdy jsou krouzky
pfevedeny do prvni mladiny. Toho je dosazeno tim, ze se omezi mnozstvi kysliku
dodavaného do kvasinek v pribéhu ristové faze a fidi se teploty na stejnou hodnotu
nebo o néco vyssi, nez jsou pouzity pro fermentaci. Nevyhodou tohoto pfistupu je, ze
vytézek kvasinek je nizky, obvykle ne vice, nez by bylo mozné ziskat z béZného
kvageni mladiny (typicky: 50- 60 x 10° bundk /ml). Tyto nizké vynosy spojené
s tradicnimi  systémy obvykle vyzaduji nékolik krokd K vytvofeni dostate¢ného
mnozstvi biomasy K prvni fermentaci. Doba trvani celého procesu, v¢etné laboratorni
faze trva n€kolik tydnt. To znamena, Ze proces je pomaly. Pti pouziti vice nadob je
nakladna instalace a obsluha. Rizika kontaminace jsou pfimo tmérna poctu krokt po
sobé nasledujicich (Briggs a kol., 2004).

Péstovani kvasinek pfi teploté¢ vyssi, nez byla pouzita v pribéhu fermentace,
urychluje proces sifeni. Vysoké vynosy mohou byt ziskany zcela aerobnimi
podminkami. Sifeni v aerobni mlading se provadi pii teploté 20-25°C, obvykle
poskytuje kone¢né pocty kvasinek180 — 220 x 10° bunék / ml. Faze ristu vyzaduje 24 -
48 hodin k dokonceni (Briggs a kol., 2004).

Nekolik propagacnich systém uz bylo popsano mnoha autory. Vsechny jsou
opatfeny prostiedky k zajisténi moznosti dosdhnout vysoké rychlosti pienosu kysliku.
To vyzaduje dvé podminky. Za prvé, systém pro doruCovani sterilniho kysliku do
rostouci kultury kvasinek, obvykle rozsttikovaci kruh, svicky nebo podobné zatizeni, a

za druhé, efektivni mechanické michani, aby bylo zajisténo, Ze kyslik je rozptylovan
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v kultute rovnomérné. Pomér stran nddoby je relativné vysoky, aby maximalizoval
cestu pro ptivod kysliku. Nadoby jsou pfipojené k ochlazovéani. Sterilni mladina se
dodava do mladiny pies pastér / tepelny vyménik. Sterilni kyslik je dodavan ve spodni
¢asti nadoby ptes svicku z nerezové oceli. Pokud je to Zadouci, miize byt koncentrace
rozpus$téného kysliku regulovana na pozadované hodnoty ve smycce systémem zpétné
vazby pomoci vystupu. Elektroda je umisténd tésné pod povrchem kapaliny. Proces
generuje znacné mnozstvi pény, nebot’ mladina je silné¢ pénici kapalina, coz muze byt

problém (Briggs a kol., 2004).

3.6.4.1 Uziti odpéiiovacich pripravkii

Péna, ktera se tvoii na hladin€ vzdusnénych kultur, se ptevazné rozrusuje piidavkem
odpénovaciho ptipravku. Tyto pfipravky jsou nejriznéjsi latky jako rostlinné a
zivocisné olejové tuky, nekteré frakce odpadajici z tukového pramyslu, alkoholy,

estery, mastné kyseliny a jejich derivaty a silikonové oleje (Bryant, 1970).

Dobry odpénovaci ptipravek ma rusit pénu i v nizké koncentraci, nesmi byt toxicky
pro mikroorganismy, ZivoCichy ani ¢lovéka, nema vyvolavat potize pfi zpracovani
produktu, nema byt zépalny, vybusny ani tékavy, méa byt levny a snadno dostupny.
Nadoba s piipravkem se sterilizuje v autoklavu, nékdy soucasné¢ s fermentorem,
propojena hadickou pies kapaci zafizeni upevnéné na viku. Ne&které oleje se mohou
sterilizovat v horkovzdusném sterilizatoru pii 160 °C. Odpétiovaci piipravek se obvykle
davkuje ru¢né podle potieby tlatkou. U automatizovaného zplisobu se pouziva
solenidovy ventil, nebo hadickové Cerpadlo. Oboji se ovlada elektrickym impulsem,
ktery vznikd pii dotyku pény s ¢idlem, umisténym v urcité vzdalenosti nad hladinou
kultury. Davkovani trvd, dokud péna neklesne a kontakt se nepferusi. K pravidelnému
davkovani minimalnich davek ptipravku se pouziva zafizeni, na kterém se voli ¢asovy
interval mezi davkami a jejich velikost. Minimalni pouZiti odpéiovacich ptipravki ma
znaény vyznam pro aeraci kultury, nebot’ tyto latky jako latky povrchové aktivni
ovliviiuji koeficient piestupu kysliku do média i ptistup k povrchu bun¢k, a tim i rdst
kultury. Podle charakteru pény se ptipravek davkuje na pénu, na rozstiikovaci rotujici

kotou¢, do proudu vzduchu, ¢i do prostoru michadla (Necas a kol., 1986).

3.6.5 Obavy z kontaminace
Obavy z kontaminace vedly Kk potiebé zakvaSovani veSkeré mladiny cCerstvou

kulturou z propagacni stanice. Logickym dopadem bylo zvySeni vykonu propagacnich
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stanic, které jsou nyni dodavany jako davkové, semikontinudlni i kontinualni. Pracuji
pfi vysSich teplotach a s taktovym, nebo kontinudlnim vzdusnénim. Kromé téchto
variant se zejména v nékterych pivovarech pouzivaji oteviené pomnozovaci soupravy,
které jsou ovSem na ustupu a jsou nahrazovany jednoduchymi propagacnimi stanicemi

(Basarova, 2010).

3.6.6 Pracovni postupy

Pracovni postupy jsou kromé zptsobu vzdusnéni a teploty kvaseni odlisné dobou
pobytu kultury ve valci, coz se projevi v pievadéni bud’ ve stadiu krouzkd, nebo
sedimentovanych kvasnic. Pribéh pomnoZovani kvasinek 1ze matematicky modelovat

za uziti kinetickych rovnic, podobné jako hlavni kvaseni (Kurz a kol., 2002).

3.6.6.1 Vsadkova propagace neaerovand

Pti vsadkové neaerované propagaci se provzdusSnuje médium jednordzové na
pocatku. Tim se dosahne rovnovazné koncentrace rozpusténého kysliku. Kvasinky se
pot¢ mnozi za podobnych podminek jako pfi hlavnim kvaseni, s nizkym vytézkem
biomasy a relativné pomalu. Ve fazi exponencidlniho ristu se kvasinky nachazeji
v poméru 1:5 az 1:10. V této fazi jsou doplnény zchlazenou 11 az 12% mladinou a
propagace probiha 48 az 72 hodin v nddobéch, které jsou opatifeny duplikatory. Pocet
bungk se zvysi z vychozich 8 az 15 x 10°/ ml na 50 az 80 x 10° /ml, extrakt substratu
poklesne asi na tfetinu. NamnoZenou kulturou, ktera je oznacovana jako krouzky, se
zakvasi provozni véarka a to v poméru 1:5. V hlavnim propagac¢nim vélci se ponecha
¢ast krouzkl (10 az 20 % ptavodniho objemu), doplni se novou sterilni mladinou a cykly

se opakuji az po dobu nékolika mésicti (Novak, 2006).

3.6.6.2 Vsadkova propagace aerovand

Pii této propagaci je kvasici mladina provzduSnovéana sterilnim vzduchem nebo
kyslikem periodicky, nebo kontinualn¢ v celém prubéhu propagace (Andersen 1998).
Mezi pfinosy tohoto postupu patii jednak zvySeni vytéZnostniho koeficientu biomasy ze
substratu, rychlejs$i nartst biomasy, ale i vyssi aktivita kvasnic (Cholerton 2003, Thiele
a Back 2007, Novak a kol., 2007). Pti vzdusnéni sterilnim vzduchem je potieba velké
mnozstvi plynu, mnohem vice nez kysliku, coz piisobi problémy, nebot’ mladina je siln¢
penici kapalina, jak uz bylo zminéno, a také dochazi ke ztratdim davkovaného kysliku.
Pti pouziti vzduchu se rovnovazna koncentrace rozpusténé¢ho kysliku v mlading

pohybuje od 8 do 9 mg/ 1, pfi pouziti Cistého kysliku pfi stejné teploté je az 30 mg/ I.
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Pii pouziti sterilntho vzduchu se musi proces optimalizovat a zamezit nadmérnému
pénéni. Pfi vzdusnéni Cistym kyslikem muze dojit ke stresu, ktery se projevuje
zpomalenim rastu kvasni¢né populace. Celkova doba propagace se pohybuje mezi 38 az
48 hodinami, krouzky namnozené biomasy se pievadéji do provozu vzhledem
Kk rychlejSimu narustu ¢astéji, v poméru 1:15 az 1:20. Kvasnice z aerobni propagace
vytvareji vice zasobnich latek, rychleji prokvasuji a jsou odolngjsi ke strestim, poskytuji
také pivo s niz§im obsahem tékavych latek, napf. estert, 2 - fenylethanolu a mastnych
kyselin (Ghul a kol., 2007). Tento zptsob se muze pouzit i u jednonadobovych

propagacnich stanic (Kaufmann a Hopulele, 2006).

3.6.6.3 Tankova a kontinudlni propagace kvasnic

Némecka literatura rozliSuje tento zpusob propagace na  dvounddobovy
(dvoutankovy) nebo jednonadobovy (jednotankovy) proces. V dvounadobovém procesu
se vétra pouze na pocatku a pomnozovani sleduje Klasickou kvasnou kiivku

(Basarova, 2010).

V jednonddobovém systému, také zvaném asimilani, se kvaSeni udrzuje
v exponencidlni fazi ristu s riznym zpusobem vzdusnéni taktovym i kontinudlnim.
Zbytek v kvasném valci se zanechava pro nasledujici zakvaseni. Teploty mohou
dosahnout az 15°C, pocet bungk Vv exponencialni fazi je az 180 x 10°/ ml a obsah
alkoholu okolo 1 az 2 % hmotnosti. Obsah oxidu uhli¢itého se pohybuje v rozmezi 0,5-
1,5 g /. Pii pievadéni se jako zbytek pro dalsi kvaseni zanechava asi 15 az 20 %

objemu, k némuz se ptidava sterilni mladina po 24 hodinach (Basafova, 2010).

Taktkova propagacni stanice predpoklada zakvaseni v poméru 20 % krouzki a 80 %
mladiny a vngj$i nebo vnitini vzduSnéni. Obsah tanku by mél byt cirkulaci vyménén
jednou za hodinu. Pfi tomto (asimilaénim) zptsobu dosahuje koncentrace kvasni¢nych
bunék az 10° bungk v 1 ml. Jako ptiklad uved’'me asimila¢ni stanici pro 50 varek tydné
s jednotlivym objemem 500 hl, pfi¢emz se ziska 37,5 hl kvasni¢né suspenze pro jednu
varku. Pii teploté 15 C a dobg cyklu 36 h postaci ¢tyfi asimilaéni tanky s pracovnim

objemem 187,5 hl a celkovym objemem 375 hl (Lehman a Back, 1997).

Kontinualni propagacni stanice se vyrabé&ji v rizném provedeni a rizné velikosti.
Jako priklad poslouzi feseni firmy EssauHueber v pfiloze, vyuZzivajici dva propagatory
s objemy 64 a 610 hl. Oba tanky jsou vybaveny provzdusiovacim zafizenim s tryskou.

Zakvas se pripravuje v laboratofi postupnym pomnozenim ¢istého kmene az do objemu
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45 1 krouzkd, coz pii teploté 20 °C trva asi 6 dni. Mladina (35 hl) se pak zaockuje
v poméru 1:72 pii teploté 13 °C a po dvou dnech kvaseni se prevede do vétsiho

propagatoru. Objem velkého propagatoru postacuje na zakvaseni 2 900 hl v CKT
(Jacob, 2005).

Aerobni postupy se mohou aplikovat nejen na propagacni stanice, ale také na

pomnozovani kvasnic ve vétsim métitku (Steenberg a kol., 2003).

Vyuzivani kvasnic z opakovaného nasazovani se zabezpeCuje vybérem kvasnic
podle jejich stavu, zjistovanym kontrolnimi postupy, jako fluorescencni
spektrofotometrickou mikroskopii nebo pritokovou spektrometrii. Novym pfistupem

bylo hodnoceni kvasnic podle podilu mladych bunék v populaci (Deans a kol., 1997).

3.6.7 Procesy propagace v praxi

Kontinualni proces propagace kvasnic je v praxi malo rozsifen, vsadkové procesy
kvaSeni pfevazuji. Vyhodou jsou mensi provozni naklady, vyssi vytéznost, ale na strané
opacné kontaminace a ztraty technologickych vlastnosti daného kvasni¢éného kmene a
vysS8i riziko mutaci. V kontinualni propagaci Se, pro snizeni pénéni, vzdu$ni istym
kyslikem. Kontinualni propagacni stanice mohou pracovat po dobu az jednoho roku, ale

1 déle (Basatova, 2010).

Terminologie pifi oznacovani propagacnich stanic neni jednotnd, vétSinou se ve
vicenadobovych stanicich zakvas uchovava v mensim vélci a z néj se kultura dodava po
vyprazdnéni a sterilaci do vétSiho kvasného valce, jednonadobové stanice pracuji jak
Vv tankovém, tak v kontinudlnim reZimu. Postupy zde zminované se Casto kombinuji

(Basatrova, 2010).

3.6.8 Technické pozadavky na propaga¢ni stanice

Z charakteristickych znaki propagacnich stanic vyplyvaji 1 jejich technické
pozadavky. Valce musi byt zhotoveny z korozivzdorné oceli a musi obsahovat chladici 1
ohfivaci plochy. Vnitiniho ohfevu se v soucasné dobé témeét neuziva. Nadoby jsou
izolované, ackoliv to neni zasadni podminkou. Vélce musi byt opatfeny mycimi
hlavicemi a alesponn velky valec by mé¢l byt vybaven michadlem, které je schopno
homogenizovat obsah nadoby i pfi sedimentaci kvasnic. Myci hlavice jsou napojovany
na vngjs$i nebo samostatnou sanitacni stanici. Nezbytné je cirkulaéni ¢isténi piivodu

horké mladiny z varny, vcetné vratné vétve pro toto vedeni. Nékdy je vyzadovana
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pietlakova sterilizace parou, véetnd sterilizace substratu az na teplotu 110°C a
provzdusnovani sterilni mladiny, popt. pfivzdusiiovani béhem kvaseni. Odchazejici
oxid uhli¢ity unika zpravidla pod vodnim uzavérem. Vzorkovaci kohoutky musi byt
schopné sterilizace. Reseni s nizsi teplotou sterilace (asi 105 0C) prichazi v uvahu také, i
kdyz zarucuje pon€kud nizsi, ale pfijatelnou jistotu sterilizace. K propojovani cest se

bézné pouziva deska s odnimatelnymi koleny a klapkami (Basatova, 2010).

Ustoupi - 1i se od pozadavku zakvaSovat veSkerou produkci mladiny cerstvou
kulturou a pouzivaji-li se ke kvaSeni opakované nasazované kvasnice ze zasobnich
nadob, lze volit mensi propagacni stanici. V soucasnosti se v propagacnich stanicich
kultura pfevadi ve stadiu krouzku, které mohou obsahovat az 150 milionti bun¢k v 1 ml.
V provoznich CKT lze ziskat (sebrat) z jednoho objemu nasazenych hustych kvasnic

zpravidla asi tfi aZ ¢tyfi objemy znovu pouzitelnych kvasnic (Chladek, 2007).

Pomnozovaci objem krouzkti mezi malym a velkym vélcem se zpravidla voli
pétinasobny (1 dil krouzkd, 5 dili mladiny), smérem k velkym kvasnym objemim az
desetinasobny. Pouziva se k tomu bud’ mezistupeit v podobé tieti nddoby, napusténé
zchlazenou mladinou bez dalsi sterilace, maly kvasny tank, nebo se zakvasuje pfimo

provozni cylindrokonicky tank na ujato (Basatova, 2010).

ZakvaSeni na ujato znamena piidavek kvasici mladiny v exponencidlni fazi
K pfedem pfipravené studené sterilni mladin€. Z tohoto postupu opét vyplyvaji ruzné
moznosti uspotadani nadob. Velikost pomnozovacich stupiiti tizce souvisi s teplotou
kvaSeni a provzduSiovanim, pfi¢emz lze dosdhnout vysokych pomnozovacich poméra

(Basatova, 2010).

3.7 Kvasni¢né hospodarstvi

Vzhledem Kk faktu, Ze nové kvasnice z propagacni stanice je mozné po skonceni
kvasného cyklu aplikovat i1 vicekrat jak uz bylo zminéno (bézné€ se pouziva troj- az
Ctyfnasobné nasazeni, avSak vétSi pocet nasazeni stejnych kvasnic zvySuje riziko
kontaminace), je nezbytné kvasnice ziskané ze dna kvasnych kadi, kvasnych tankli nebo
z kuzele cylindrokénickych tankdi dopravit vyhovujicim Cerpadlem (peristaltické,
piSkotové cerpadlo) k vibracnimu situ, kde se kvasnice cCisti od necistot a oxidu
uhli¢itého. Dale se kvasnice mohou propirat v ledové vodé, pii této operaci se z nich

odstraniuji mrtvé bunky. V piipadé vyssiho znecisténi kvasnic se uziva tzv. ,kyselé
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prani* kvasnic, které se dela tak, ze se kvasnice promichaji ve zfedéné fosfore¢né nebo

jiné kyselin¢ a ihned se davkuji do mladiny (Basatova, 2010).

Kuschoveé vycisténych kvasnic se diive uzivaly oteviené kvasni¢né vany, ve
kterych byly kvasnice skladovany pod ledovou vodou, pozdéji se pteslo ke kvasni¢nym
tankdm, s chladicim systémem, ktery udrZuje teplotu kvasnic na hodnots 2 - 3°C

(Basarova, 2010).

Odpadni kvasnice, tedy kvasnice z vicenasobného pouziti, se bud’ prodavaji piimo,
nebo se susi a lisovanim se z nich vyrabé&ji preparaty (napf. Pangamin). Ve vétSich
pivovarech se z téchto odpadnich kvasnic jesté ziskava pivo pouzitim odstfedivek,

kalolisy (zakvasovani mladiny) nebo membranovou technikou (Chladek, 2007).

3.8 Davkovani kvasnic

Do chlazené¢ a provzdusnéné mladiny byly dfive kvasnice davkovany objemové
nabiranim kvasnic ,,8aflikem® z otevienych kvasni¢nych van. Pozdé&ji se pieslo (a v fade
pivovart je stale jesté uzivano) k tzv. vajicku, v podstaté uzaviratelné tlakové nerezové
nadobé (monzik), do které se odméfi potiebny objem kvasnic a néasledné se tlakem
sterilniho vzduchu pfivadéného do uzaviené nadoby pietlaci do potrubi, kterym proudi

mladina z chladiée do spilky (Chladek, 2007).

V dnesni dobé se ve velkych pivovarech, vybavenych cylindrokonickymi tanky, pro
zakvaSeni mladiny uzivaji davkovaci Cerpadla, kterd jsou fizena bud’ podle pritoku
mladiny, kterému odpovidd objem nadavkovanych kvasnic, nebo je uZivano rozdilu
zakalu nezakvasené a zakvaSené mladiny, ktery je pribézné vyhodnocovan
zédkalomérem a na zaklad¢ jeho udaje jsou pak fizeny otaCky davkovaciho Cerpadla

kvasnic (Chladek, 2007).
3.9 Sbirka pivovarskych kvasinek

3.9.1 Proc¢ vznikla

Pro moderni primyslovou vyrobu je poZzadovéana cistd kultura mikroorganisma,
ktera splituje svymi biologickymi a biochemickymi 1 technologickymi vlastnostmi
pozadovanou kvalitu hotového vyrobku. Také podle pouzité technologie kvaseni je
tteba se rozhodovat a vybirat k aplikaci kmeny, které spliuji naroky na kvalitu

hotového piva. VSechny tyto pozadavky mély za nasledek zalozeni Sbirky
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pivovarnickych kvasinek na mikrobiologickém oddéleni VUPS, mezinarodng
registrované pod znaCkou RIBM (Research Institute of Brewing and Malting)
(Hollerova a Kohoutova, 1999).

3.9.2 Historie sbirky

V roce 1946 byla zalozena ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladaiském v
Praze nejvétsi Ceskoslovenskd Sbirka kvasinek a kvasinkovych mikroorganismu (velkou
zasluhu zde méla RNDr. Anna Kockova - Kratochvilovd). Jako zaklad sbirky byly
pouzity kmeny shromazdéné mezi lety 1942 - 1944 v Laboratoii vitaminové a
hormondlni chemie v Praze, ale také spousta produkénich kmenli pochézejicich z
Dénska, Holandska a mnoha stfedoevropskych pivovart. Cela sbirka byla v té dobé
uchovavana na Sikmych sladinovych agarech pod parafinovym olejem a skladovana pii
pokojové teploté. Mezi prvni kmeny v této nové sbirce pivovarskych kvasinek fadime
kmeny pouzivané v ceskych pivovarech, vesmés kvasinky spodniho kvaSeni, tehdy
oznatované jako Saccharomyces carlsbergensis. V prubcéhu let se sbirka neustale
rozsitovala a dopliovala o dal§i nové kmeny, a to ze zahrani¢nich pivovara a sbirek, ale

I nove vyslechténé, ¢i geneticky zkonstruované kmeny (Hollerova a Kohoutova, 1999).

V roce 1964 se stala Sbirka pivovarskych kvasinek c¢lenem Federace
¢eskoslovenskych (nyni uz Ceskych a slovenskych) sbirek mikroorganismil a jako jedna
z mnoha specificky zaméfenych primyslové vyuZitelnych sbirek je od roku 1996 také
soucasti ,,Narodniho programu ochrany genofondu mikroorganismii a drobnych
zivoCichit hospodarského vyznamu a jejich vyuziti v referencni diagnostice®

(Kocianova, 2007).

3.9.3 Sbirkové kmeny

V roce 1999 bylo ve sbirce zahrnuto 124 kment pivovarskych kvasinek a byla a
stale je prubézné dopliovana nové vyslechténymi perspektivnimi produkénimi kmeny,
které vlastni specidlni vlastnosti, které jsou vhodné pro nové vyrobni postupy. Ve sbirce
maji své zastupce oba typy produkc¢nich kmenti, ve vétSim mnozstvi vSak kvasinky
spodniho kvasSeni Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis a v mensi mife i
kvasinky  svrchniho  kvaSeni  Saccharomyces cerevisiae var.  cerevisiae
(Hollerova a Kohoutova, 1999).

Ve sbirce nalézdme kmeny produkéni - pracovni (splitujici svymi parametry

pozadavky na vyrobu piva) a kmeny vhodné pro vyzkum, nebo uplatiiujici se pii vyrobé
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pivnich specialit. Kmeny ze sbirky jsou doddvany vyzkumnym pracovistim a
pivovarim v podobé dCistych kultur ve formé Sikmych agarti, nebo pomnozené v

pozadovaném objemu sterilni mladiny (Hollerova a Kohoutova, 1999).

Paralelné k této sbirce jesté existuje sbirka, kterd obsahuje kvasinky jinych kment
ruzné provenience (14 kment vinatfskych a 40 kment dalSich roda) a sbirka izolata pivu
Skodicich G+ bakterii (45 kment riznych laktobacili a 7 kment pediokokit). Ob¢ tyto
sbirky jsou soucasti za ucelem vyzkumu nebo slouzi jako srovnavaci

(Kocianova, 2007).

3.9.4 ECCO, WFCC a uloha sbirky

Sbirka kultur kvasinek je soucéasti Chemického ustavu SAV. Ve Sbirce je ulozeno
pfiblizn¢ 3300 kmenl kvasinek, mimo jiné napi. kmeny dualezit¢ z hlediska
medicinského, kmeny technologicky vyznamné (hlavné pivovarské a vinaiské
kvasinky) a kvasinky izolované z rtznych piirodnich zdroji (voda, ptuda, rostlinny
material) (Culture collection of yeasts, online).

Sbirka je ¢lenem Evropského sdruzeni sbirek mikroorganismti (ECCO), Svétoveé
federace sbirek mikroorganismi (WFCC) a ma statut mezinarodniho ukladaciho mista
pro pravné chranéné kmeny (Culture collection of yeasts, online).

Sbirka kultur kvasinek poskytuje izolaci a identifikaci kvasinek z rtznych zdroju,
uschovu a vydavani kvasinkovych kment riznym institucim. Vyzkumné projekty jsou
zaméfeny na studium rozmanitosti kvasinek izolovanych z rtiznych ptirodnich zdroji a
jejich vlastnosti, jakoz 1 na studium vlivu nékterych druhti stresu na bunky

(Culture collection of yeasts, online).

3.9.5 Uchovani a vedeni sbirky

Sbirka je vedena na Sikmych sladinovych agarech pod zaparafinovanou vatovou
zatkou a uloZena oddélen¢ v chladicim boxu. Tato metoda skladovani umoznuje dodani
kmene zadateli rychleji a v aktivnim stavu (sladina je pfirozenym prostiedim pro
pivovarské kvasinky, takto vedené kmeny se lehce pfevadi do vyrobniho procesu, dale
si zachovavaji 1éta své specifické vlastnosti, pravideln¢ se 2 x ro¢né preockovava).
Soucasné je vedena sbirka na Sikmych sladinovych agarech pfevrstvenych parafinovym
olejem (pfeoCkovani 1 x za dva roky). Paralelni sbirka je vedena pouze na sladinovém
agaru pod parafinovym olejem vzdy po dobu dvou let. Jiné zplisoby ockovani

(lyofilizace, kryoprezervace) uz nejsou uzivany (Hollerova a Kohoutova, 1999).
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Aby sbirka spravné plnila sviij G¢el a mohla byt vyuzivana, je dulezité davat
dostate¢né informace o deponovanych kmenech. Proto byly v pribéhu minulych let
ovéfeny a stanoveny zakladni morfologické a biochemické vlastnosti jednotlivych

kmenii (Kocianova, 2007).

Vybrané pivovarské kvasinky jsou pravidelné¢ podrobovany laboratornim testovym
kvasnym zkouSkam, které probihaji ve sklenénych kvasnych valcich o kvasném objemu
postizitelné technologické rysy pfipraveného mladého piva - prokvaSeni mladiny,
sedimentace kvasinek a také je vénovana pozornost tvorbé dulezitych metabolitd jako
vedlejsich produktl pii kvaseni, tzn. produkci vyssich alkoholt, diacetilu, estert, oxidu
sifi¢itému a mastnym kyselinam. Studie sbirek se rozsifily o posouzeni tendenci
produkénich ~ kmenti  kautolyze a  citlivosti ke  slozeni  mladiny
(Hollerova a Kohoutova, 1999).

3.9.6 Produkéni (pracovni) kmeny

Jde o kmeny sbirkovych ¢isel 2, 3, 6, 7, 9, 10, 12, 95 a 96. Vice nez objem
sedimentu se zd4d o sedimentacni charakteristice jednotlivych kvasni¢nych kmeni
vypovidat bod flokulace udavajici stupeni prokvaSeni mladiny v dob¢, kdy je ve vznosu
nejvetsi pocet bun€k. To vyplyva pii srovnani odpovidajicich hodnot tohoto prokvaSeni
s ptislusnou provozné zjisténou charakteristikou sedimentace. Metabolity stanovované v
mladém pivu laboratorné vypovidaji o tendenci kvasni¢ného kmene k tvorbé
nejdulezitéjSich prekurzord organoleptickych vlastnosti hotového piva. Provozni
charakteristiky naopak vypovidaji o vhodnosti kmene pro zavedeny ¢i nové zavedeny
technologicky postup pfi vyrobé piva. Nékdy si také zména kvality suroviny miiZe
nasledné vyzadat zménu kmene provoznich kvasnic pfi nezménénych senzorickych
vlastnostech (Hollerova a Kohoutova, 1999). V pivovaru Litovel se pouziva produkéni
kmen €. 7. Tento kmen je dle provoznich zkuSenosti a laboratornich testii fazen do II.
kvasné skupiny, tj. stfedné prokvasujici. Jednd se o kmen s dobrou prokvasujici
schopnosti, vyznacujici se nizkou produkci vedlejSich metabolith béhem hlavniho
kvaSeni a dokvasovani, coz ma piiznivy dopad na organoleptické vlastnosti hotovych

piv (Kocianova, 2007).
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Uchovani geneticky nezménéného kmene je velice podstatné, a to v zdjmu uchovani
biodiverzity. Také naroky prumyslu na zachovani technologicky standardnich rysi jsou
pro takto specializovanou sbirku mikroorganismii velkym slibem. Sbirka pivovarskych
kvasinek je svym zptsobem unikatni nejen v Ceské republice, ale i v ramci celého
vychodniho bloku a je zarukou zdsoby stabiln¢ kvalitnich kvasni¢nych kultur predevsim

pro ¢eské pivovarnictvi (Kocianova, 2007).
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3.10 Propagace v minipivovarech od jedné buiiky aZ do plného

provozu

Ohledné¢ mé bakalaiské prace jsem se zajimala, jak tuto problematiku fesi
minipivovary v praxi a dotazovala se minipivovard na Vysociné. Ve vSech pfipadech mi
byla ddna odpoved’, Ze tento bod pii vyrobé piva netfesi v rdmci vlastni propagace, ale
pohodInéjsi cestou, a to odkupem kvasnic z velkych pivovart. Pro ptiklad uvedu
odpoveéd sladka Jaroslava Dorazky z Jihlavského radni¢niho pravovare¢ného pivovaru:
,Dobry den, kvasinky v pivovaru nepropagujeme. Na lezadky pouzivame kvasnice z

3

velkého pivovaru a na svrchné kvasena piva pak kvasinky suSené.“ Osobné si myslim
si, Ze je Skoda nefesit otdzku vlastni propagace a to hlavné z n€kolika divodi.

Pivovar, jenz je vlastnikem propagaéni stanice, vylucuje moznost nakupu infekce
S kvasnicemi, coz muize byt ohroZenim pro celou jeho vyrobu. Vlastni propagaéni
stanice by byla tedy bezpetnéjsi cestou. Pokud vlastni minipivovar svoji soustavu na
propagaci kvasnic, neni zavisly na konkurentech (Destila, online). Dalsi vyhodou

bezesporu je, ze si minipivovar muze fidit produkci kvasnic dle svych vlastnich potieb a
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rozsahu své vyroby. Pokusim se tedy zabyvat otazkou feSeni propagacni stanice pro
minipivovary a moznosti aplikace vlastniho pomnozovani kvasnic v praxi.

Jako sladek v minipivovaru bych fesSila problematiku propagace kvasnic idealn¢ z
jedné buiky. Odkoupila bych kulturu od Vyzkumného tustavu pivovarského a
sladai'ského, popiipadé od Slovenské akademie véd, ktera vede sbirku v Bratislavé
(SAVBA) a je mozné si vybrat svij kmen kvasnic dle pozadovanych kritérii. Pro
priklad ptikladam obrazek z webového vyhledavace na strankach SAV. Toto feSeni neni
az tak nakladné. Castka za jednu dodanou kulturu se pohybuje okolo 30 Euro, coZ je v
prepoctu asi 800 K¢&. Za tuto cenu mate jistotu, ze obdrzite pro svlj provoz Cistou

kulturu kvasnic bez rizika kontaminace.

Katalég CCY
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Slovakia

N
n
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n Slovakia 1
n

Slovakia

leaves, plum tree Prunus domestica | 1214 74, stovaka

L., "Stal

021-004-112 | Saccharomyces cerevisiae, Hansen leaves, plum tree (Prunus domestica) | Malé Levare, Slovakia

Obr. 5:Katalog Culture colection yeasts — SAVBA
(zdroj: http://ccy.sk/index.php/catalog)

Kultury jsou vétSinou dodavany na Sikmém agaru. Pro dalsi postup je nutné

preockovat kulturu sterilné¢ na sladinu v Petriho misce (obvykle 7% sladina se 4 %

M7 v

agaru). Dale se provadi kiizovy roztér, kterym docilime mnozeni kultury na zivné pudé.

kultivace
—- — - _—

Obr. 6:K7iZovy roztér (zdroj: Mlejnkovd a Chloupek, online)

K inokulaci se pouziva nadobka, jejiz hrdlo je potieba uzavtit pryzovou zatkou. V

naSem piipad¢ uzijeme Erlenmayerovu banku o objemu 500 ml. Zatka ma dva vyvody,
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z nichz jeden je opatfen vatovym filtrem. Na druhy vyvod se napojuje vypoustéci
hadicka, jejiz jeden konec dosahuje ke dnu nadobky a druhy, dels$i je opatfen
sterikonektorem. Tésné pied sterikonektorem se hadi¢ka uzavie tlackou. Po naplnéni
prislusnym objemem zivného média se zatka i s Casti hrdla obali papirem nebo
hlinikovou folii a nadobka se sterilizuje v autoklavu (Necas a kol., 1986).

Po vychladnuti se za aseptickych podminek obsah naockuje materidlem odebranym
klickou z povrchové kultury nebo suspenzi bunék sterilni pipetou a dale ptiddme do
baniky 7% sladinu jako zivné médium a nechdme kultivovat za tfepani pii 37 °C. Tim
docilime inokulace sladiny nasi vybranou kulturou. Objem inokula se pohybuje
vétSinou mezi jednou setinou az jednou desetinou objemu kultury. Teplota zaruci rychly
nariist poctu bunék a tfepani slouzi k promichavani sladiny se zaockovanou kulturou
tak, aby bylo dosaZzeno homogenni konzistence. V pocatecni fazi propagace je mozné
piidat ristové médium pro kvasinky a zajistit tak jejich spravnou vyzivu. Na trhu je
napiiklad k dostani Biostart, o kterém jsem se zminila uz vyse.

Je dobré védét, jakou ma naSe kvasinka riistovou kiivku, nebot’ nejvyhodnéjsi je
pfevod v exponencidlni fazi ristu. Dale podle ni pozname, v jaké je kvasinka rlstové
fazi a také je ukazatelem kontroly zivin v substratu, které pottebuje kvasinka praveé ke
svému rustu a mnozeni.

Po dostate¢ném pomnoZeni, obvykle tfeti den, kdy odpovida stadiu bilych krouzkd,
se kvasicim médiem zakvaSuje Ctyfnasobny az desetinasobny objem sladiny. V nasem
pripadé prevedeme do bainiky o objemu 2 litry. V tomto kroku uz mizeme vyuzit
laboratorni biofermentor. Na trhu je nyni k dostani Minifor od spole¢nosti Lambda, ale
tento fermentor je pro minipivovary ndkladny, proto bych zvolila levnéjsi imitaci
ptistroje. Dobré rychlosti pienosu kysliku jsou podporovany mechanickym michanim,
je dobré ho tedy zajistit. Opét za sledovani rlstové kiivky kontrolujeme narast kultury,
poptipad¢ uzijeme nékterou z nepiimych metod kontrol ristu (stanoveni nékterych
bunéénych slozek, napt. bilkovin, dusiku, fosforu, RNA apod.) (Necas a kol., 1986).

Ve chvili dostatecného pomnoZeni premistime kulturu do 30 1 propagac¢niho tanciku,
kde pokracuje proces propagace. V propagacnim tanCiku docilime konecné faze
laboratorni propagace a pomnoZzime kulturu do objemu, ktery je dostate¢ny pro
provozni propagaci a zakvaSeni vyrobni Sarze minipivovaru. Nakres propagacni stanice

je znazornén na obrazku v pfiloze.
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Obr. 7:Schematicky ndkres moznosti propagace (zdroj: Kocianova, 2007)
3.11 Vyroba sladiny

3.11.1 Pro¢ je sladina potieba

Vyroba sladiny je uskute¢néna na varné, o které je znamo, ze je srdcem pivovaru.
Po smichani rozemletého sladu s vodou, coz se nazyva vystiranim, je cely objem
zahtivan na technologicky dilezité teploty. Tim dosahneme ptevedeni Skrobu a dalSich
latek extraktu sladu do roztoku a predevsim rozstépeni Skrobu sladovymi enzymy na

niZzemolekularni latky (Basafova a Hlavacek, 1999).

Dodané¢ kvasinky do hotového dila potiebuji k Zzivotu vyuzivat jednodussi
(zkvasitelné) cukry. Je¢men jako zdkladni pivovarska surovina sice skryva velké
mnozstvi cukru, kterym je v tomto piipadé skrob, ale kvasinky si s nim neporadi. Skrob
je polymer, ktery je sloZzeny z molekul glukézy. Pro spravnou aktivitu kvasinek je
potieba tento polysacharid rozdélit na jednotlivé molekuly, které jsou piistupné
kvasinkdm a mohou je metabolizovat na alkohol, oxid uhli¢ity a energii. Rozklad
Skrobu probiha za tUcCasti enzymu, a to predevSim o -amylasy a [ -amylasy

(Thompson, 2011).

Doba potfebna k dosazeni vyhovujiciho zcukieni je zavisla zpravidla od jakosti
sladu a stupné rozlusténi zrna. Zcukfeni probihd tim rychleji, ¢im je rmut fidsi. U

teploty je tfeba brat v ohledu citlivost amylas (Pelikan a kol., 2002).

Dostate¢né zcukieni Skrobu zjistime jednoduchym testem. Do kapky rmutu se kapne
jodova tinktura. V pfitomnosti Skrobu se jod zbarvi modfe. Pokud je rmut spravné

uvafen, zustava jod jen lehce nartizovély (Thompson, 2011).
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3.11.2 Diilezité teploty
Dulezité teploty pfi vyrobé sladiny jsou:

37° zaparka

45-52° proteolyticka

62° I cukrotvorné — zde se tvoii jednoduché cukry

72° 11 cukrotvorna — zde dojde k rozstépeni Skrobu na dextriny a maltdozu
(Pelikan a kol., 2002)

3.11.3 Definice vzniklé sladiny

3.11.3.1 SloZeni sladiny

Sladina je viskozni, sladka, husta, lepkava a vice ¢i méné barevna. V podstaté je
velmi slozita (pravdépodobné je zde piitomno tisice slozek). Zadna sladina nebyla GipIng
analyzovana. Latky pfitomné zahrnuji jednoduché cukry, dextriny, B - glukany, pentozy,
fosfaty, rozpusténé anorganické ionty, proteiny, peptidy a aminokyseliny, produkty
nukleovych kyselin, lipidy, rustové faktory kvasinek (vitaminy), organické kyseliny,
zasady a fenolické latky. "Typicka" sladina muze obsahovat pevné Castice, jejichz
skladba je asi z 90 az 92 % tvotena sacharidy, 4 - 5 % dusikatymi latkami a 1,5-2 %

mineralnimi latkami (Mac William, 1968).

3.11.3.2 Fyzikalni vlastnosti
Fyzikalni vlastnosti sladiny urcuje celkova doba pfipravy a intenzita varu. Sladiny
ze tfirmutovych postupti jsou vzdy tmavsiho odstinu, kdezto ze zkradceného postupu

jsou naopak svétleji (Pelikan a kol., 2002).

3.11.3.3 Sladina jako riistové médium

Sladina je dale pouzitelnd jako rlstové médium pro mnozeni kvasinek. Sladina je
obvykle v koncentraci 7 - 12 %. Je mozno ji natedit dle potieby na 3-5 %. Pro dosazeni
vys$sich vytézkl pii propagaci kvasnic, je mozné ptipravit sladinu o koncentraci 20 % a
tu pak pomalu ptfidavat do kvasného tanku pii propagaci. Tato forma propagace je
nazyvana jako semikontinualni ptitokovy zpusob propagace, kdy do ristového média je
pfiCerpavano neustdle malym proudem koncentrované sladinové médium

(Pelikan a kol., 2002).
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3.11.3.4 Obohacovani sladiny

Do sladiny jsou casto pfidavany mineralni latky v podobé soli — chlorid vapenaty,
dusi¢nan amonny, hydrogenfosfore¢nan sodny, hydrogenfosfore¢nan draselny, siran
hotfeCnaty a stopové mnozstvi Zeleza, boru, manganu, médi, zinek ve form¢ dusi¢nana

kvuli vyzivé a metabolismu kvasnic (Mac William, 1968).
3.12 Kultivace kvasnic v laboratornich fermentorech

3.12.1 Uvod

Kultivace v rizné upravenych zafizenich navazuji na kultivace ve zkumavkach a
baitkach. Obvykle jsou tato zafizeni né€kolikanidsobné vétsiho objemu neZ kultivacni
baiky, aby byl k dispozici dostatek materialu pro analyzy, a aby se odbérem vzorkt
vyrazné nezménil objem kultury, a tim i podminky vzdu$néni a michani. Za optimalni
laboratorni velikost pro organismy kvasinek se povazuje pracovni objem od 3 do 5 I.
Jak jednorazovou, tak kontinudlni kultivaci v tomto méfitku Ize jesté v bézné vybavené
mikrobiologické laboratoti dobte zvladnout. Ziskavaji se v nich udaje o kinetice rtistu a
tvorbé produktu, fyziologickém stavu kultury, o fyzikalnich parametrech a nékteré

Z nich lze dokonce ptevadét piimo do vyrobniho méfitka (Necas a kol., 1986).

3.12.2 Laboratorni fermentor

Laboratorni kultiva¢ni zafizeni je vétSinou sestaveno ze dvou casti: zvlastniho
fermentoru a z piistrojové ¢asti ovladajici provoz fermentoru. Laboratorni fermentor
jako vhodné zafizeni pro submerzni kultivaci ndm dava moZnost zkoumani a feSeni
biotechnickych, fyzikalnich a fyziologickych otazek, které jsou spojeny s technologii,
nebot’ zplsobem michani, vzdusnéni a svym geometrickym tvarem a usporddanim se
podobd znacné fermentoru primyslovému. Tim, Ze nam zprostiedkuje hodnotné
vysledky ziskané z nevelkého objemu kultury za nizkych provoznich ndklada a je
cenové pomeérne dostupny, stava se hospodarnym zatizenim zékladnich laboratoii a
efektivnim mezi¢lankem procesu prevadéni vysledkit vyzkumu do vyrobniho méfitka.
Laboratorni fermentor je obvykle konstruovan tak, ze je snadno rozebiratelny, da se
dobie Cistit a znovu sestavovat. Pro zvlastni zplsoby kultivace musi byt fermentor
velice pfizpasobivy, aby bylo mozné ucinit rizné technické modifikace

(Necas a kol., 1986).
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3.12.2.1 SloZeni fermentoru

Laboratorni fermentor se skladd ze sklenéného vélce, ktery uzavird horni a spodni
viko. Obvykle je pouzit dilec primyslového potrubi formovany z chemicky inertniho
skla, odolného vici prudkym zménam teploty. Nerezova vika jsou upeviiovana k valci
pfirubami a Srouby. Mezi kovové Casti a sklo se vklada tésnéni, nejlépe zhotovené z
kvalitni silikonové pryze & podobného materidlu. Ukolem tésnéni je kompenzovat
rozdily v tepelné roztaznosti skla a kovu a ma dokonale tésnit i béhem chladnuti po
sterilizaci, bez jakékoliv zmény tvaru. Je nutné davat pozor, aby vSechny kovové
soucasti, které zasahuji do kultiva¢niho prostfedi fermentoru, byly vyrobeny z nerezové
oceli stejného slozeni. Nedodrzi-li se toto, vznikaji elektrické ¢lanky, které podporuji
korozi i neptiznivé ovliviluji stav kultury ve fermentoru. Zavadné soucasti 1ze doCasné
pokryt ochrannou vrstvou chemicky a teplotné odolného izolaéniho prostfedku, napft.
teflonu, nebo vypalovaciho silikonového laku. Dal§i moznost je, Ze vyrobime danou
soucastku zumélé hmoty, ktera odolava piehiaté vodni pare, ale i chemikaliim

(Necas a kol., 1986).

3.12.2.2Filtrace

Filtr u¢inkuje dvojim zpisobem. Za prvé, pfimo zachyti ¢asteCky jako mechanicka
prekazka difiznimi mechanismy a setrvaénymi silami, za druhé, elektrostatickymi
silami zavislymi na naboji ¢astic a vldken. Uginnost filtru je pfedeviim ovlivnitelna
velikosti filtrovanych castic, povrchovou rychlosti vzduchu a tlouStkou filtraéni vrstvy

(Necas a kol., 1986).

Vzduch, ktery odchazi z fermentoru, musi byt také asepticky zabezpecen. Je to kvili
ochrané¢ kultury pted zpétnou infekci zvenc¢i a okolim fermentoru ptfed zneciSténim.
Odpadni vzduch probublava dezinfekénim roztokem v promyvacce. U zvlaStnich nebo
n¢jakym zplisobem nebezpecnych kultivaci je vzduch odvadén chladiCem, ktery je
situovan na hornim viku a z ného kondenzat stékd nazpét do kultury. Poté se vzduch
vede pres filtr, ktery je dimenzovan obdobné jako filtr vstupni, a ktery je navic setrvale
vyhiivan na teplotu od 100 do 350 oC . Teplotu 1 délku filtru urcuje expozice potiebna

k asanaci unasené¢ho aerosolu vegetativnich bun¢k nebo spor (Necas a kol., 1986).
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3.12.2.30dbér vzorki

Do vik fermentoru jsou upeviiovana zafizeni, ktera slouzi k odbéru vzorkd. Tok
vzorku zafizenim musi byt alespon jednou pferusen. Zamezi se tak zpétnému infikovani
kultury. Nejcastéji jsou vzorky odebirany pod spodnim vikem, kde po uvolnéni tlacky
nebo solenoidového ventilu vytékd vzorek samospadem. Pii odbéru hornim vikem je
pouzivano pretlaku nebo nasavani. Odbérové zatizeni ma byt konstruovano tak, ze se
odebrany vzorek neda vratit zpét do kultury. Vytokovy konec vzorkovace musi byt vzdy
opatfen piesahujicim krytem kvili ochrané. Vzorek je odebiran do kalibrovanych

zkumavek nebo nadobek, které jsou vétSinou upevnény na vzorkovaci

(Necas a kol., 1986).

3.12.2.4 Sterilace fermentoru

Nejlepsi zplsob je sterilovat kultivaéni zafizeni prazdné v autoklavu 1h pfii teploté
110 - 120 °C. Z nouze je mozné sterilizovat i chemickymi prostiedky, napft. kyselinou
peroctovou, formaldehydem, nebo etylenoxidem. Kazdé ztéchto ¢inidel vyzaduje
specifickou slozitou technologii pouziti, diky které nezlstanou ve fermentoru stopy

sterilantu (Necas a kol., 1986).

Neékdy je zivné médium z urcitych diivodi pfipravovano piimo ve fermentoru a vse
se spolecné sterilizuje v autoklavu. V bézné praxi je vSak vhodnégjsi, aby bylo médium
sterilizovano oddélené za pfislusnych optimalnich podminek a piepusténo asepticky do

sterilniho fermentoru az poté (Necas a kol., 1986).

Nez zacneme s kultivaci, méla by byt provedena zkouSka sterility. Bud’ se pted
naockovanim ponecha fermentor naplnény médiem napiiklad pfes noc v provozu, nebo
se odebere vzorek a kultivuje se na specifickych, nebo selektivnich zivnych médiich
(Necas a kol., 1986).

Ptidatna zatizeni jako davkovace, Cerpadla, n¢ktera Cidla a elektrody se sterilizuji
samostatn¢ a za aseptickych podminek se prfipojuji k fermentoru dodatecné
(Necas a kol., 1986).

3.12.3 LAMBDA
Laboratorni ptistroje Lambda vyviji inovativni, vysoce kvalitni laboratorni pfistroje
s vynikajicim pomérem ceny a vykonu: laboratorni fermentory, bioreaktory pro bunécné

kultury, peristaltické pumpy, stiikacky a Cerpadla, sbérace frakei, praskové davkovani,
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fadi¢e velkokapacitnich pratokti plynu a fermentacni softwary pro biotechnologie,

mikrobiologie, potravinarsky a zeméd¢€lsky vyzkum (Lambda instruments, online).

3.12.3.1 MINIFOR

Minifor byl vyvinut pro potiebu vybudovani malych laboratornich fermentacnich
svazki od 0,035 do 6 I. Odbornici vytvofili fermentor, ktery je snadno pouZitelny a se
schopnosti méfit a kontrolovat vSechny dilezit¢ parametry biologické kultury.
Fermentor zabira minimalni prostor, ale zarovenn ma dobrou dostupnost do vsech casti

(Lambda instruments, online).

Hlavnim rysem Minifor je, zZe veskera elektronika, napajeci, IR topeni, vzduchovy
ventil, hmotnostni pratokomér, kabely a hadice jsou umistény v jedné zdkladné, ktera
slouzi jako podpéra pro kvasné nadoby a veskeré dal$i potiebné vybaveni. Platforma
usporadani zakladni jednotky ¢ini vSechny ¢asti fermentoru jasné viditelnymi a snadno
piistupnymi ze vSech stran navzdory zakladnim rozmértim, které jsou pouze 22 x 40 cm

(cca. A4 list papiru) (Fermenternet, online).

Az pét 250 ml lahvic¢ek v magnetickych drzacich mize byt umisténo do fermentacni
nadoby a 4 Cerpadla mohou byt situovana do nastavitelnych drzaki namontovanych na
ty€e v zadni Casti zdkladny. Zasuvky jsou umistény na zadni stran¢ zakladni jednotky,

¢imz se odstrani kabely z pracovniho prostoru (Lambda instruments, online).

Obrazky pfistroje Minifor jsou uloZeny v pfiloze.

3.13 Charakteristiky kultiva¢nich metod

Na schématu v pfiloze je zndzornéno déleni kultivacnich metod podle provedené
kultivace. Tvofi plynuly pifechod od kultivaci jednorazovych ke kultivacim
nepfetrzitym. Ostatni metody jsou v podstat¢ jen jejich kombinaci. Povrchové
kultiva¢ni metody fadime mezi metody heterogenni, submerzni metody mohou byt jak
homogenni, tak heterogenni, a podle toho, zda rlist probiha volné v tekutém médiu nebo
na nosi¢ich vlozenych do fermenta¢nich tankl, a rovnéz tak mohou byt uvedeny i
dialyzované kultury. Pfitom posledni dvé metody mohou probihat za ¢aste¢ného vraceni
kultivovanych buné¢k, obvykle po jejich oddéleni od pouzitého substratu. Dale je

vvvvvv

kvasinek pouziva (Necas a kol., 1986).
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3.13.1 Druhy kultivaci

3.13.1.1 Jednorazova kultivace

Pod nazvem jednordzové Kultivace se rozumi kultivace, kdy cely objem sterilniho
zivného roztoku v daném pocatecnim slozeni byl zaoCkovan uréitym mnozstvim
kvasinek a za konstantnich podminek (tedy teploty, pH, vzdusnéni a podobné) pak
probihd kultivace do t¢ doby, nez implikaci vyCerpani zivin nebo nahromadénim
toxickych metabolitd ustdvd mnozeni i samotny rist. Tato kultivace ma svoji typickou
kinetiku rastu s riznymi fazemi. Je dilezité mit na paméti, ze v jednorazovém systému
neni zivné prostfedi konstantni, a to ani béhem log faze, kdy je konstantni rychlost
ristu. Nésledkem toho probihd v bunkach fada zmén, bunka se prestavuje jak

enzymaticky, cytologicky, tak i slozenim makromolekul (Necas a kol., 1986).

Obsah fermentoru neni potteba inokulovat pokazdé Cerstvou nésadou. Po skonceni
jednorazové kultivace se obsah vypusti na zpracovani a ve fermentoru ziistane pouze
malé mnozstvi objemu podilu slouzici jako inokulum. Objem se navysi Cerstvym
médiem na pivodni hodnotu v jednom kroku. Zpisob lze mnohokrat opakovat za

dodrzeni aseptickych podminek (Necas a kol., 1986).

3.13.1.2 Semikontinudlni kultivace

Jinym zptsobem je, ze se odpusti jen malé mnozstvi a nahradi se cerstvym médiem.
Oproti piedchazejicimu zplisobu je frekvence vymény daleko rychlej§i a nazyva se
semikontinuadlni zpiisob. Semikontinudlni systémy miiZeme chapat jako pfechodnou
formaci mezi jednorazovymi a kontinualnimi systémy. Jsou - li zkracovany intervaly
mezi davkami Cerstvého média a odebiranim kultury, budeme se vice bliZit podminkam

plné kontinualnim (Fencl, 1964).

3.13.1.3 Kultivace za dopliiovani kultury Zivnym médiem

Dalsi zékladni kultivacni metoda je kultivace pritokova. Pti tomto zplisobu se na
zacatku kultivace vpravi do kultivacni nadoby inokulum v takovém mnozstvi, které
odpovidd zadané dobé& kultivace pii zvolené riistové rychlosti. Médium muze pftitékat
exponencialné, linearn¢€ nebo jinym zptsobem dle typu procesu. Pokud médium ptitéka
linearng, nartstani susiny je konstantni, ale specificka rychlost ristu kvasinek poklesne
(Edwards a kol., 1975).
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Také se nabizi moznost vlozit hned zpocatku do fermentoru podil populace, ¢asto
koncentrované, v urcitém fyziologickém stavu. Cilem pfidavani Cerstvého média je
Casoveé prodlouzit urcitou etapu vyvoje kultury, ktera je optimalni pro produkci urcité
slozky. Protoze objem ve fermentoru je konecny, kultura nemiize riist do nekonecna,
pfesto, ur¢itou fazi metabolického pole 1ze udrzovat ve stabilizovaném zadaném stavu a

tim zlepSovat produktivitu systému (Necas a kol., 1986).

3.13.1.4 Kultivace nepietriité pritokové, kontinudalni

Pti kontinualnich kultivacich se do reaktoru pfivadi Cerstvé sterilni médium a to bud’
plynule, nebo po davkach a soucasné je také médium z reaktoru odvadéno. Kultivace
ma zacatek jako vsadkova (nejlépe je, kdyz je inokulum v exponencialni fazi rtstu).
V piipad¢ recyklace biomasy je vSak vracena ¢ast v médiu zkoncentrované biomasy ze
separacni jednotky (odstfedivka, usazovak, popiipadé membranovy modul) zpét do
reaktoru. Pfitok musi pokazdé odpovidat rlistovym moznostem mikrobidlni kultury.
Dal$im pravidlem je, aby odtékajici médium spliiovalo urcité podminky, napt. aby z néj
byl téméf zcela vycerpan substrat. Pfednosti této kultivaéni metody je moznost pracovat
za uritych ristovych podminek mikroorganismu, Ize také znac¢né potlacit
neproduktivni Casy fermentace (Cisténi reaktoru, Casté napliovani a vyprazdinovani
vsadkového reaktoru) a dosahnout tak vysokou produktivitu systému. Naproti tomu
nevyhodou téchto systému je nutnost udrzovat vSechna zatizeni spojena s reaktorem
(ptivod vzduchu, médii) v naprosté Cistoté, coz je spojeno S vysokymi energetickymi
naklady na sterilaci. Kromé toho mikroorganismy ¢asto méni svilj metabolismus, pokud
je proces uskuteciiovan za neménnych podminek. Z téchto diivodl v primyslovém
méfitku neni kontinuédlni proces moc vyuzivan. Mluvim pfedevSim o potravinarskych a
farmaceutickych vyrobach. Naopak v technologii odpadnich vod se kontinualni procesy

vyuzivaji bézng, dokonce s prevahou (Kadlec a kol., 2012).

Kontinualni proces lze realizovat v jednom, dvou a vice reaktorech navzijem
propojenych (kaskada reaktorti). Kontinudlni jednostupniova kultivace neni vhodna pro
procesy, kde tvorba produktu probiha mimo rlstovou fazi. Pfednosti vicestupniovych
kontinudlnich systémil je predevSim to, Ze miZzeme do kazdého reaktoru pfivadet rizné

ziviny a pracovat tedy za rozdilnych podminek (Kadlec a kol., 2012).

Pro spravné pochopeni chovani kontinualniho bioreaktoru s idedlnim michanim je

tteba si vzdy uvédomovat nasledujici zasady:
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e Prvni reaktor kontinualniho systému, ktery je bez recyklace mikroorganismd, se
vyznacuje tim, ze je jednorazoveé zaoCkovan mikroorganismem, ktery se nejprve
kultivuje diskontinuélné¢ a poté co dosdhne vhodného fyziologického stavu
(obvykle na konci exponencidlni faze) se zahdji kontinudlni ptitok zivin. Ostatni
Cleny kaskady reaktorti se postupné inokuluji mikroorganismy z ptedchoziho

stupné.

e Pritok zivného média ma zavislost na rastové rychlosti mikroorganismil,

piekroci - i se jejich riistové schopnosti, nastane jejich vyplaveni.

e V reaktoru dochazi béhem kultivace k diferenciaci mikrobidlni populace, coz lze

vysvétlit tak, ze se zde tvoti populace o rozdilném stafi.

e V jednostupiiovém systému je mozno pracovat pouze za takovych podminek,

které odpovidaji exponencialni fazi ristu mikroorganismu (Kadlec a kol., 2012).

:Z:::?j:ce PFitok Odtok Rychlost
slozky i - sloZky i - slozky i -+ tvorby

d té té loZkyi
do systému o systému ze systému sloZkyi

Obr. 8:Schéma obecné bilance kontinudlniho reaktoru (zdroj: Kadlec a kol., 2012)

V kontinualni kultufe je rhst fizen limitujicim faktorem chemické nebo fyzikalni
povahy. Na zdiraznéni toho, o jaky faktor jde, se pouZiva nazvli chemostat, pH-stat a
podobné. V piipadé, Ze se udrZzuje konstantni koncentrace bun€k v oblasti vysokych
rustovych rychlosti pomoci optického méfice zadkalu ovladaciho davkovace, nazyva se

tato modifikace turbistat (Munson, 1970).
3.13.2 Modifikace kultivaci

Kromé téchto zdkladnich metod kultivace se pouziva nékolik modifikaci. Lze ménit
fyziologicky stav inokula, kultury v exponencidlni fazi rlstu, nebo ovliviiovat kulturu
rychlymi zménami ve slozeni média. Metody, jez tuto funkci plni se nazyvaji: shift -

down a shift up, balancovany riist a synchronizace (Necas a kol., 1986).
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3.13.2.1 Shift — down a shift up

Prvnim pojmem se rozumi nahlé pfeneseni mnozici se populace do chudého nebo
deficitniho média. Druhy pojem piedstavuje nahlé obohaceni chudého média
komplexnimi zivinami tak, Ze rastova rychlost prudce stoupne. RozmnoZujici se
populace kvasinek v novém chemickém slozeni pidy méni parametry fyziologické
aktivity bunék (Necas a kol., 1986).

3.13.2.2 Balancovany (vyvdazZeny) riist

Timto rGstem si mizeme piedstavit takovy typ rozmnozovani, kdy vSechny nutné
ziviny média jsou v rovnovaze s buiikami rostoucimi konstantnimi rychlostmi. Tohoto
typu rstu lze dosahnout napi. tak, ze zrostouci populace ve fazi exponencidlni
odebirame v intervalech odpovidajicich jedné generac¢ni dob¢ polovinu objemu kultury

a nahrazujeme polovinou objemu Cerstvého média (Necas a kol., 1986).

3.13.2.3 Synchronizovany rist
Pomoci specidlni pidy a specialni metody rlistu nebo centrifugacni izolacni
metodou pfipravime builky, které jsou pouze v G1 fazi cyklu svého ristu. Tyto bunky

pii rustu kopiruji v§echny faze rtstu v rastovém cyklu bun¢k (Necas a kol., 1986).

3.14 Kontrolni metody rustu

Ke sledovani rastu existuji dv€ skupiny metod: metody pfimé a metody neptimé. Pii
vetSiné méfeni ristu se uzivaji metody piimé, bud’ dle poctu bun€k, nebo stanovenim
vlhké, poptipadé¢ suché hmotnosti kvasinek. V prvnim ptipadé se bézné pouziva
elektronicky pocita¢ bun¢k nebo pocitani zivych bunck na plotnach sladiny, kterd je
zpevnéna agarem. Mezi nepiimé metody fadime stanoveni nékterych bunéénych slozek,

napf. bilkovin, dusiku, fosforu, RNA apod. (Necas a kol., 1986)

3.14.1 Riistové krivky

Za predpokladu, ze mikroorganismy jsou kultivovany v médiich, které obsahuji
vSechny potrebné Ziviny, ze kultivaéni podminky jdou udrZovidny na hodnotach
blizkych optimalnim (pH, teplota, koncentrace rozpusténého kysliku aj.) a médium neni
odebirano ani pfidavano, pak rist mikrobiadlnich buné€k vykazuje sigmoidni pribéh
(S ktivka). Tato kiivka je nazyvana ristova. Rustova kiivka je znazornéna na obrazku.
Na uplné rtistové kiivce 1ze vymezit nasledujici faze.:
A. Lag (adaptacni) faze. Tato faze probiha vétSinou pii zahdjeni kultivace (po
zaoCkovani) a jeji délka se odviji od mnozstvi a fyziologického stavu inokula. U vétSiny
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primyslovych procest je tato fdze nezadouci. Mikroorganismus pfi ni neroste, pouze se
adaptuje na nové podminky.
B. Féaze zrychlené¢ho rastu. Obvykle je spojovana s nasledujici, exponencialni fazi.
Rychlost mnozeni bunék je vSak mensi.
C. Faze exponencialniho rustu. Zakladnim ptedpokladem exponencidlni faze je dostatek
zivin, kdy proces kultivace neni je$té limitovan ani jednou z nich. Tato faze je pro
pramyslové aplikace nejdiilezitéjsi, pokud se jednd o tvorbu primarnich metabolita
(napf. kyselina mléc¢na, etanol). Na konci této faze je rychlost rdstu bunék ve své
maximalni hodnoté. V exponencidlni fazi, kdy je postupné snizovana koncentrace
substratu, ktery je pfeménovan jednak na bunéénou biomasu, produkt a dalsi cast
substratu se prodycha, se setkame i s dal$Sim dilezitym jevem, a to vlivem limitujiciho
substratu. Limitujici substrat nemusi byt vZzdy zdroj uhliku nebo energie, ale mize se
jednat o jakoukoliv slou¢eninu (organického nebo anorganického ptvodu), ktera
ovliviiuje riist. Limitace vybranou slouceninou ptedstavuje v kultiva¢nich technikach
dulezity prostfedek k ovlivnéni produkce vyznamnych latek. Limitace je tedy zavisla na
koncentraci latky, kterd ovliviiuje rist.
D. Faze zpomaleného rlstu. S postupnym vycerpanim Zivin a hromadénim inhibi¢nich
metabolickych produktt ztraceji mikroorganismy postupné schopnost udrzovat vysokou
mérnou rychlost ristu, které dosahli v exponencialni fazi. Kultura pfechazi do faze
zpomaleného rstu.
E. Stacionarni faze. Jedna se o oblast kiivky, kdy je rychlost ristu mikroorganismu
nulova. Tato faze ma vSak mimotadny vyznam pfi tvorbé sekundarnich metabolitti.
F. Faze odumirani mikroorganismt. Pro fermentacni procesy neni tento Usek vitanym,
nebot’ dochédzi k lyzi mikrobidlnich bunék a tim i1 ke ztrat¢ bunééného materidlu v
odpadni vodé. Proto je dulezitym krokem na konci fermentace pomérné rychle oddélit
buiiky od média (Kadlec a kol. 2012).

logN
Obr. 9: Rustova krivka
(zdroj: Kadlec a kol., 2012)

e
Cas

Obr. 26.3 Réistovd kifvka - faze vyvoje vsadkové knlfury
Féze: I - lag (adaptatnf) fize, II - faze arychleni nistu, [IT - fize exponencidini,
1V - ffze zpomalent risty, V - §ze stacion irai, V1 a VIT - fdze Ghyny mikroorganismwd,
N je potet mikroorganismil v jednotce objemu.
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Na obrazku v ptiloze jsou dale zndzornény kvasné a sedimentacni riistové kiivky péti

ruznych produkénich kment pivovarskych kvasinek.

3.15 Navrh experimentu pro minipivovary
Dulezitym krokem v propagaci kvasnic je pfevedeni laboratorni faze do provozni

faze a zajistit tedy mnozstvi kvasnic, které je dostacujici pro vyrobu v minipivovaru. K
tomuto ucelu slouzi pravé propagacni stanice. Stanici lze popsat jako kaskadu 3 1 vice
reaktord o zvétSujicim se objemu. Pomér mezi objemy reaktori je odvijen od
pouzivanych mikroorganismi. V pfipadé¢ kvasinek se jednd o pomér 1:5

(Kadlec a kol., 2012).

V potravinatské oblasti, predevsim pro vyrobu alkoholickych néapoji, se setkdvame
s pomérné jednoduchymi konstrukcemi téchto reaktorti, nebot’ jde o anaerobni procesy,
kde je fermentaéni médium michdano  vznikajicim oxidem  uhli¢itym

(Kadlec a kol., 2012)

Z hlediska pouZziti bioreaktori pro urcité typy mikroorganismi a jejich pozadavky
(naptiklad na piisun kysliku aj.) je vhodné rozdéleni reaktori na reaktory s
mechanickym michanim, reaktory s hydraulickym michanim, reaktory s pneumatickym

michanim, reaktory naplilové a nakonec rizné dalsi typy (Kadlec a kol, 2012).
Reaktory s mechanickym michanim

Jednd se o velmi pouZzivané typy reaktori a to z toho divodu, Ze vétSina
prumyslovych fermentaci je aerobnich a tikolem mechanického michadla je plnit jak

homogenizaéni, tak i dispergacni funkci (Kadlec a kol, 2012).
Reaktory s pneumatickym michanim

V této skupiné je dilezité zminit reaktory pouzivané v modernich pivovarech, tzv.
CK tanky (cylindrokonické reaktory, obrazek v ptiloze). Jsou plnény mladinou, ktera se
micha vznikajicim oxidem uhli¢itym. Kvasinky se odtahuji ve spodni konické ¢asti, kde
je teplota velice nizk4. DuleZitou roli zde ma teplotni gradient mezi horni a spodni ¢asti
(obvykle dv€ teplotni sekce). Tanky musi byt dobfe tepelné¢ izolovany
(Kadlec a kol, 2012).
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Reaktory nesmi postradat nezbytnou méfici a regulacni techniku. V soucasné dobé
jsou naméfené udaje snimany, vyhodnocovany a v modernich zavodech ukladany do
znalostni databéaze k dalSimu vyuziti. Néktera média jsou pied pouzitim ve fermentoru
zbavovana pevnych cCastic pomoci filtrace nebo odstfedovani na kalovych
odstredivkach. K separaci jednobunéénych mikroorganismu se vyuzivaji odstiedivky (v
ptipad¢ kvasinek jde o talifové odstiedivky, bakterie se vzhledem k mensi velikosti hlife

separuji a pottebuji vétsi odstiedivé zrychleni) (Kadlec a kol., 2012).

Kromé¢ sterilace kapalného média, pomocnych latek (odpénovaci prostredky, jiné
Ziviny) je nutno sterilovat, resp. zbavit mikrobidlnich zarodk i vzduch. K tomu slouZzi
hlavn¢é mikrofiltry. Stejné tak i fermentacni plyny, které opoustéji reaktor by mély byt
opatieny sadou mikrofiltri (Kadlec a kol., 2012).

Pro propagaci v minipivovarech by pfichazel tedy v tivahu jako vhodné feseni
propagacni tan¢ik, neboli propagator, ktery by byl vyroben z nerezové oceli a m¢l
objem 30 litri. Jednalo by se o nadobu s vikem, kde by se teplota kvaSeni udrzovala v
rozmezi 12 — 16 °C, zakvasovaci pomér by byl asi 1:10. Pfed vlastnim zaockovanim
Cisté kultury ¢i preCerpani zbytku bilych krouzk z ptredchozi propagace je nutné
mladinu sterilizovat. Sterilizace by probihala v jedné z nadob, ktera by k tomu byla
urcena, tedy ve sterilizdtoru. Méla by stejnou vybavu jako propagator, ale méla by v
kénusu duplikator pro ohfev parou. Mladina by byla odebirana pfed chlazenim mladiny
(teplota cca 85 °C), byla by nacerpana do sterilizatoru, pfihfata na 95 — 100 °C a na této
teploté by se udrzovala po dobu 1 - 1,5 hodiny. Poté by probihalo chlazeni celého
obsahu propagatoru na zékvasnou teplotu (obvykle 10 °C). Po dosaZeni této teploty by
bylo provedeno zaockovani Cisté kultury, poptipadé piecerpani ¢asti bilych krouzki z
minulé propagace. Smés mladiny s krouzky 21 je nutno vzdu$nit a michat. Toto je
feSeno riznymi technickymi zplisoby (aera¢ni kruh, specidlni michadlo, provzdusiovaci
svicka, mimotélni obéh se vzdusnénim aj.) Ve spodni casti by byla tedy zavedena
hadice a na ni by byl napojen vzduchovaci kdmen nebo had — tam by byl pfivadén
sterilni vzduch v urcitych casovych intervalech. Vzdusnéni je pro kvasinky potieba pro
jejich mnoZeni. Po zakvaSeni sterilni mladiny uvniti tanku by mél byt pfidan jesté
silikonovy (nebo potravinarsky) olej jako odpénovaci ptipravek, nebot’ jak uz bylo
fe¢eno, mladina je silné pénici kapalina a pokud je provzdusnovana, mohl by nastat
problém. Po dosazeni staddia bilych krouzkl je obsah mozné ptecCerpat do spilky nebo

CKT k dalSimu zpracovani a v propagatoru ponechat az 20 % krouzkl k dalSimu pouZiti
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pii propagaci kvasnic tak, aby mohl byt cely proces opakovan. Namnozenou kulturu z

tanciku Ize pouzit dal pro dalsi propagacni krok o objemu 100 - 200 .

Cela propagacni stanice bude tedy slozena z né¢kolika prvki, a to sterilizatoru
mladiny, vlastniho propagatoru, potrubniho spojeni, provzdusnéni mladiny a c¢erpadla,
elektrovybavy, ovladani a regulace parametrd, nosného ramu a CIP stanice, ktera slouzi
k sanitaci veskerého pfislusenstvi (ceskeminipivovary, online). K filtraci je mozné
pouzit mikrobidlni filtr nebo kartu§ s vatou na vyduchu. Sanitaci je mozné fesit za

pomoci persterilu nebo peroxidu vodiku.

Kvasnice vyprodukované béhem kvaseni se podle potieby po oSetfeni skladuji, ¢i se
pfimo pouzivaji k zakvéaseni dalSich varek, ptebyte¢ny podil se zpracuje a vyuZzije mimo
pivovarskou vyrobu. Sebrané kvasnice (asi 8% suSiny) se zbavi zachyceného piva
sedimentaci, odstfedénim, lisovanim nebo pomoci dekantéru a piebyte¢né se prodavaji

jako dulezity zdroj zivin i ristovych faktord (Kunstr a kol., 2003).

Kvasnice se také susi ve valcovych nebo sprejovych susarnach a pouzivaji jako
pfidavek do potravin i krmivovych smési. Béhem skladovani se méni zastoupeni
jednotlivych dulezitych latek a trvanlivost téchto kvasnic lze prodlouzit ptidavkem

vhodnych konzervacénich latek nebo zahfivanim (Ingledew a kol., 1982).

Podminkou skladovani do doby dalSiho nasazeni je zajistit minimalni fyziologické
zmény skladovanych kvasnic, zachovat jejich dobrou wvitalitu a viabilitu

(Basatova, 2010).

Sledovanim cytologickych a biochemickych vlastnosti kvasnic v kvasni¢éném tanku
se potvrdila silnd zavislost jejich kvality na druhu a geometrii kvasni¢ného tanku a
michani. Kvasnice sklizené pfimo z kvasnych tankli vykazovaly silnéjsi flokula¢ni
vlastnosti nez kvasnice sklizené z propagacnich stanic. Kvalita varecnych kvasnic se

zhor$ovala béhem jejich sklizné a skladovani (Cahill a kol., 2003).

Pfi sklizni kvasnic ziskanych kvaSenim mladin s vyssi koncentraci (HGB - mladin) je
zpusob Uschovy kvasnic zvlasté dhleZitym, nebot’ kvasnice jsou ndchylnéjsi ke

kontaminaci, poskozeni a mutacim (Cholerton, 2003).
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3.16 Analyza finalnich kvasnic aneb hodnoceni drozdi

3.16.1 Fyzikalné chemické vlastnosti drozdi
Mezi fyzikalné chemické vlastnosti drozdi fadime viini, barvu, vzhled, rozplyvavost,

elektrickou vodivost a konzistenci drozdi (Rychtera a kol., 1986).

3.16.1.1 Viiné

Viné drozdi se stanovuje u Cerstvého rozkrojeného hranolku lisovaného drozdi. Ma
byt typicky drozd’'ova s ptipadnou vini po ethylacetitu. Viné po esterech neni na
zavadu, svéd¢i o silnéjSim vétrani a obvykle se vyznacuje 1 dobrou trvanlivosti. Viné po
alkoholu byva nepiiznivym znakem kvuli niz§i trvanlivosti. Nepiiznivé jsou i pachy po
mastnych kyselinach, amoniaku, pach po odpénovacim tuku, ¢i sirovodiku

(Rose a Harrison, 1993).

3.16.1.2 Barva

Barva ma byt stala a svétla. Tmava barva je znakem Spatného fyziologického stavu
zpusobeného napt. poruchami ve vyrobg. ZhorSeni fyziologického stavu a tim i barvy a
dalSich jinych faktori muze zpisobit napf. nespravné davkovani Zivin, vyssi hodnota

pH, nebo ptitomnost kontaminujicich mikroorganismti (Rose a Harrison, 1993).

3.16.1.3 Vzhled

Vzhled drozdi se zkouma pifi rozlomeni hranolku drozdi na dvé casti, kdy se
pozoruje lom a konzistence drozdi. Pruzné drozdi nezanechava Zadnou nebo jen slabou
stopu po stlaceni postranni strany hranolku prstem. Lom drozdi ma byt rovny, hladky,

nebo podlouhle obly (Rychtera a kol., 1986).

3.16.1.4 Chut

Dobré &erstvé drozdi nema zvlastni charakteristickou chut’. Spatné vyprané drozdi
ma Casto nakyslou a nahotklou chut,, podobné& 1 drozdi kontaminované. Hnilobnou chut’
ma drozdi jiz na poc¢atku autolyzacniho pochodu. Pal¢iva chut’ byva casto zplisobovana

oxidem uhli¢itym (Rose a Harrison, 1993).

3.16.1.5 Rozplyvavost
Rozplyvavost drozdi se testuje pii chutové zkouSce. Pozadavkem je dobra

rozplyvavost na jazyku bez tvorby hrudek, ¢i krupic¢ek (Rychtera a kol., 1986).
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3.16.1.6 Elektricka vodivost

Vylucovanim elektrolytii do prostfedi se projevuje u kvasinek naruseni bunécné
stény nebo plasmatické membrany, a to hlavné €inkem autolyzy. Tento jev se d& dobie
hodnotit méfenim elektrické vodivosti v suspenzi drozdi s vodou. Méfeni se musi

provadét za standartnich podminek (Rose a Harrison, 1993).

3.16.1.7 Konzistence

Konzistence lisovaného drozdi zavisi na mnoha faktorech, napf. na obsahu
mimobunééné vody. Tuto vlastnost lze méfit napf. vizkozimetrem na standartné
pfipravené suspenzi kvasinek. Pro stanoveni veli¢in spojenych ¢astecné s konzistenci
lisovaného drozdi Ize pouzit napi. nékterych penetracnich zkousek, kterymi se hodnoti
doba priniku standardizovaného predmétu (napt. kuzele) do materidlu

(Rose a Harrison, 1993).

3.16.2 Chemicky rozbor drozdi

Pii chemickém rozboru lisovaného drozdi zjiStujeme piedevSim obsah suSiny,
popela, celkového dusiku, arsenu, tézkych kovu, dale se provadi napf. stanoveni
fosforu, jinych Kkationtd, popf. aniontd, ergosterolu, nukleovych kyselin, lipidi,
glykogenu a vitamint (Rychtera a kol., 1986).

3.16.3 Biochemické zkousky

Pro hodnoceni aktivity pekatského drozdi je dulezité casté sledovani nékterych
dil¢ich enzymovych aktivit, které maji vztah k technologické aktivité kvasinek. Jedna se
o stanoveni aktivity o - glukosidasy, resp. maltasy, aktivity maltosového transportniho
systému, aktivity [ - frukosidasy, aktivity jednotlivych enzymid EMP cyklu, resp.
celkové aktivity vyjadiené napiiklad rychlosti tvorby CO,. Rychlost tvorby CO; je tzv.
mohutnost kynuti v té€sté (Rose a Harrison, 1993).

3.16.4 Zkousky jakosti z hlediska pekarenského

3.16.4.1 Stanoveni mohutnosti kynuti v tésté

Mohutnost kynuti je vyjadiovana dobou, za kterou tésto za pfesné stanovenych
podminek dosdhne urcit¢ho objemu. Doba kynuti je definovdna v minutdch a pocatek
méfeni je po¢itan od doby pfidani kvasinek. Cas potiebny k prvnimu dosazeni daného

objemu se nazyva tzv. prvni doba kynuti. Po vypuzeni CO; z tésta jsou stejnym
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zpusobem meéteny dal$i doby kynuti. Prvni doba kynuti by méla ptekrocit 90 minut
(Rose a Harrison, 1993).

3.16.4.2 Kvasivost droZdi v tésté

Pfi této metod¢ je stanovovan bud’ objem vzniklého CO; za konstantniho tlaku,
popiipad¢ tlak CO, za stejného objemu. Té&sto piipravované za timto ucelem je méné
viskozni nez v piipadé pro stanoveni mohutnosti kynuti. Je to z toho divodu, aby doslo
k uvolnéni CO; do prostoru mimo tésto. Pro pekdarenské ucely je tato zkouSka
podstatné€jsi, nez stanoveni mohutnosti kynuti, nebot’ nepfimo zahrnuje 1 proteolytické

vlastnosti kvasinek (Reed a Peppler, 1973).

3.16.4.3 Trvanlivost droZdi

Patfi mezi dilezité vlastnosti ur€ujici 1 skladovatelnost drozdi. Jedna se o dobu, po
kterou drozdi vydrzi v dobrém stavu, bez znamek zkdzy (zmazovaténi, ztekuténi).
Lisované drozdi I1ze dlouho uchovavat v dobie vétranych mistnostech pii teploté 0 -
10 °C. Stanoveni trvanlivosti je provadéno v malém hranolku drozdi, ktery je zabalen do
papiru a vlozen na Petriho misku. Trvanlivost je poté odecitana pfi zméknuti drozdi.

Pfitomna kontaminace zna¢n¢ snizuje trvanlivost drozdi (Rychtera a kol., 1986).

3.16.4.4 Mikrobiologické zkouSky

Na pekatském drozdi nesmi byt pfitomné plisné ani jejich kolonie. Pocet
kontaminujicich kvasinek je hodnocen pii nevyhovujicich vysledcich zkousky
mohutnosti kynuti v tésté. Drozdi a vyrobky z n& musi byt prosté patogennich,
podminéné patogennich mikroorganismi a mikrobialnich toxind. Pfi bézné laboratorni
kontrole je dllezité zastoupeni mrtvych buné€k, hodnoceni mikrobiologického vzhledu

bun¢k, kontaminace a aglutinace na uziti methylenové modti (Rychtera a kol., 1986).
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4. ZAVER

Pfi zpracovani mé prace jsem zjistila, ze za pivem jak ho zndme, vede pomérné
dlouhd cesta, na které maji pivovarské kvasinky praveé prvorady vyznam. Bez nich by
nam tento napoj nechutnal tak, jak chutnd a problematika propagace kvasnic je tedy

velice aktualni.

Stejn¢ tak jako vSe, se procesy Vtéto fazi vyroby neustdle zdokonalovaly a
zdokonaluji a od vice slozitych postupt se piechazi k méné naro¢nym at’ uz z hlediska
obsluhy personalu, financi, popiipadé vytézku celého procesu. V dnesni dobé existuje
mnoho zptsobt jak tuto problematiku fesit. VSechny maji své klady, ale i zapory. Je

tedy pouze na sladcich, jaky postup zvoli.

Reseni otazky problematiky propagace kvasnic v minipivovarech, které je nyni
aplikovéano ve vétsin€ z nich, a to v podobé odkupu kvasnic od velkych pivovari, neni
nejlepSim. Stalo by za to osamostatnit se a ziskat nezavislost. Navic by bylo moZné tidit
veskerou produkci kvasnic dle aktudlnich potieb a byla by vylouc¢ena primarni moznost
kontaminace. V dnesni dob¢ je k dispozici fada vybaveni i pro minipivovary, véetné
komplexnich malych pfistroji v podobé laboratornich fermentort, které kontroluji cely
proces bez dohledu odborného personalu. V takovém ptipad¢ se ale musi minipivovar
rozhodnout, zda se mu takova investice po finan¢ni strance vyplati, nebot’ nejnové;si
technika byva zatim finanéné pomérné narocna. Dle mého nazoru je moznost poradit si
trochu jinak a drahé vybaveni nahradit sou¢astkami a propagacni stanici sestrojenou dle
svych potieb. Poté by se tento krok minipivovarim do budoucna ur€ité vyplatil a stalo
by za to se touto otazkou zabyvat a presvéd¢it minipivovary K rozhodnuti investice do
vlastni propagacni vybavy. Dalsi vyhodou v tomto postupu do budoucna vidim, i kdyz
Jsem ve své praci tuto moznost neftesila, ze by bylo mozné néjakym zplisobem vstipit
danému kmeni kvasinek novou vlastnost, poptipad¢é ho fortifikovat o n¢jaké zajimavé
senzorické latky v jeho genomu s moznosti pienosu na dalsi populace pii propagaci a
nasledn€ 1 obohaceni piva o tyto senzoricky zajimavé latky, naptiklad typické pro
konkrétni pivo z daného minipivovaru. Vyroba v minipivovarech by se tedy znacné
odlisovala, poptipad¢ by se mohlo jednat 0 jeden z ptresvédcujicich faktorl, pro¢ prave
zacit s vlastni propagaci kvasnic. Myslim, Ze jsou propagaéni stanice pro minipivovary
do budoucna moznosti zajimavého vydélku a urcité¢ by stdlo za to, nalézt finanné

piijatelné feSeni a zacit s jejich vyrobou pro minipivovary.
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