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Vplyv technologických faktorov
na fermentaènú aktivitu pivovarských kvasiniek

GABRIELA ŠEPEĽOVÁ − MARIANA CVENGROSCHOVÁ 
− DANIELA ŠMOGROVIÈOVÁ

SÚHRN. Kvasinky zohrávajú ve¾mi dôležitú úlohu v procese výroby piva. Použitý druh ako
aj zákvasná dávka kvasiniek ovplyvòujú nielen priebeh fermentácie, ale aj výsledné kvali−
tatívne a organoleptické vlastnosti hotového produktu. Poèas samotného priebehu fer−
mentácie je potrebné venova� dostatoènú pozornos� vonkajším faktorom, ako je teplota,
tlak, pH, kyslík, rH a koncentrácia skvasite¾ných sacharidov. Fermentácia vysokokoncent−
rovaných substrátov si vyžaduje zachovanie vitality kvasiniek bez negatívneho vplyvu
na organoleptické vlastnosti piva. Èlánok prináša preh¾ad vonkajších faktorov ovplyvòu−
júcich kvasenie, ako aj faktorov ovplyvòujúcich kvasenie vysokokoncentrovaných mladín:
osmotický tlak, etanol, dusíkaté látky a zložky fermentaèného média.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: kvasinky; fermentácia; etanol; tolerancia

Pri kvasení mladiny, ktoré je dôležitou fázou výroby piva, majú prvoradý
význam kvasinky, pretože ovplyvòujú chemické zloženie piva, jeho trvanli−
vos� a organoleptické vlastnosti. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patria
v súèasnosti k najlepšie preštudovaným a v pivovarníckom priemysle najviac
využívaným mikroorganizmom. V procese výroby piva zohrávajú významnú
úlohu, pretože urèujú priebeh fermentácie, a tým aj všetky typické organo−
leptické vlastnosti piva. Správanie kvasiniek závisí od vonkajších podmienok,
kde akéko¾vek vychýlenie od optimálnych podmienok spôsobuje zmeny v ich
aktivite, ktoré sa prejavia na priebehu celého procesu fermentácie.

Kvasinky sú jednobunkové mikroorganizmy. Ich taxonomické zadelenie
je nadríša Eukaryota, ríša Fungi, trieda Ascomycetes, èe¾aï Saccharo −
mycetaceae, podèe¾aï Saccharomycoideae. Pod¾a oficiálnej taxonómie sa jed−
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noznaène neodlišujú kvasinky pivovarské od divokých. Preto existuje
nieko¾ko používaných taxonomických variantov. Najvhodnejším oznaèením
pre druh spodných pivovarských kvasiniek je Saccharomyces cerevi siae
subsp. uvarum carlsbergensis a pre vrchné pivovarské kvasinky Saccha −
romyces cerevisiae subsp. cerevisiae [1]. Metabolizmus kvasiniek − látková
výmena − je z pivovarského h¾adiska hlavne premenou skvasite¾ných cukrov
na alkohol a oxid uhlièitý za úèasti mnohých enzýmov a koenzýmov.
Metabolizmom kvasiniek s mnohými inými zložkami mladiny vzniká široké
spektrum ved¾ajších produktov, ktoré ovplyvòujú charakter hotového piva.
Metabolizmus kvasiniek je ovplyvnený zložením mladiny, vlastnos�ami
 kvasiniek a podmienkami procesu. História pivovarskej výroby bola až do vy −
nálezu chladenia v polovici 19. storoèia výhradne spojená s kvasinkami
 vrchného kvasenia. V súèasnosti sa pri procese kvasenia používajú oba
základné druhy a ich použitím sa vyrábajú odlišné typy pív. Kvasinky vrch−
ného kvasenia slúžia na výrobu pív typu „ale“, „porter“, „stout“ a kvasinky
spodného kvasenia pre pivá plzenského typu.

Prvým krokom na dosiahnutie požadovanej kvality a zabezpeèenie opti−
málneho priebehu výroby pod¾a technologického postupu kvasenia a dokva−
sovania je výber vhodného kmeòa kvasiniek. Pri overovaní nového kmeòa
kvasiniek je potrebné nieko¾konásobné nasadenie, aby prebehla úplná adap−
tácia na podmienky pivovaru − zloženie pivovarskej mladiny, technické
a technologické podmienky. Metódy používané na kontrolu vlastností kvasi−
niek sú zhrnuté v troch oblastiach:
1. viabilita, t. j. reprodukèné vlastnosti kvasinky,
2. vitalita, t. j. fyziologický stav kvasinky,
3. technologické vlastnosti.

Ku kontrole viability a vitality sa využívajú nasledujúce postupy:
– mikroskopické metódy kontrolujúce poèet buniek (farbením), tvar

a ve¾kos� vakuol,
– metabolické testy, ako sú napr. tvorba CO2, spotreba O2, acidifikaèný test

(reakcia po rozmiešaní v glukózovom roztoku) a pod.,
– zis�ovanie zloženia buniek − obsah zásobných polysacharidov, ATP,

NADH, intracelulárneho pH, pH biomasy, uvo¾òovanie enzýmu (pro −
teázy, esterázy), obsah lipidov, sterolov a nenasýtených mastných kyselín.

Pri urèovaní technologických vlastností sa využívajú:
– modelové kvasné skúšky kontrolujúce rýchlos� kvasenia, sedimentácie,

rozmnožovanie, senzorický profil piva,
– statická kontrola výrobného procesu.
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Vhodný výber metód pre kontrolu vlastností kvasiniek je nutné doplni�
o kontrolu kvality skvasovanej mladiny a o sledovanie kontaminácie [2].
Kvasinky sú schopné využíva� jednoduché sacharidy (glukózu, fruktózu,
manózu, galaktózu), disacharidy (sacharózu, maltózu) a niektoré trisachari−
dy (rafinózu, maltotriózu). Tieto uhlíkaté zdroje sú transportované do bu −
niek kvasiniek. Transport jednoduchých sacharidov prebieha cez bunkovú
stenu difúziou, sacharóza sa štiepi vo vnútri bunky na fruktózu a glukózu
pomocou enzýmu invertáza. Maltóza a maltotrióza sa transportujú aktívnym
transportom, ktorý vyžaduje urèitú energiu. Také enzýmy, ktoré zabezpeèu−
jú štiepenie a transport týchto sacharidov sú konštitutívne, t. j. sú bunkou
syntetizované iba v prípade potreby. Kvasnièná bunka musí ma� na tento
úèel vhodné suroviny. Pivovarské kvasenie je anaeróbny proces katalyzova−
ný komplexom enzýmov kvasniènej biomasy, ktorý prebieha pod¾a Embden−
Meyerhofovej schémy [3].

Jednoduché sacharidy sa v bunke premenia na fruktózu−6−fosfát, ktorý
vstupuje do metabolickej dráhy glykolýzy sacharidov [3]. Cie¾om glykolýzy je
získanie stavebných kameòov pre bunkovú syntézu a získanie energie.
Energia sa získava v podobe adenozíntrifosfátu − ATP. Táto látka je chemic−
kým, energetickým akumulátorom bunky. Energetický zisk z premeny jednej
molekuly glukózy na alkohol pri kvasení je urèený dvomi molekulami ATP.
Pri ïalších reakciách dochádza k energetickým stratám, ktoré sa prejavujú
rastom teploty kvasenej mladiny. Na udržanie konštantnej teploty kvasenia
mladiny sa toto vzniknuté teplo musí odvádza� chladením. Pivovarsky naj−
významnejšia èas� metabolizmu kvasiniek je premena pyruvátu na alkohol.
Kvasenie prebieha za anaeróbnych podmienok. Rovnako dôležitý je aj vznik
ved¾ajších produktov. Doteraz bolo identifikované ve¾ké množstvo (stovky)
ved¾ajších produktov metabolizmu kvasiniek, ktoré rôznym spôsobom ovply−
vòujú zloženie a vlastnosti piva. Metabolizmus aminokyselín je prepojený
s tvorbou vyšších alkoholov, diketónov a esterov. Ïalšími významnými
ved¾ajšími produktami sú dimetylsulfid (DMS), mastné kyseliny a glycerol
(glycerín). Kvasinky vrchného kvasenia produkujú viac ved¾ajších produktov
pri procese kvasenia. Asi 80 % koneèného obsahu senzoricky aktívnych látok
sa vytvára práve pri procese kvasenia [2]. 

Pri procese kvasenia sa vytvára chu�ový charakter piva, na ktorý majú
vplyv nielen hlavné produkty kvasenia, ale aj obsah vyšších alkoholov, este−
rov, ketónov, aldehydov, zlúèenín síry atï. Priebeh fermentácie závisí od zlo−
ženia mladiny, druhu použitého kvasnièného kmeòa, od urèenia ich poèiato−
ènej koncentrácie, posúdenia ich fyziologického stavu, teploty kvasenia,
tlaku, objemu a tvaru nádob [4]. Výber vhodného kvasnièného kmeòa a jeho
aktivita závisia od podmienok prostredia, v ktorých prebehne fermentácia.
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Aktívne bunky môžu rýchle prekvasova� substrát, asimilova� aminokyseliny,
adsorbova� horké látky a ovplyvòova� spektrum tvorby prchavých látok
v pive [5].

Jednou z najnovších inovácií v procese výroby piva je kvasenie vysoko−
koncentrovaných mladín (oznaèované „high gravity“ a „very high gravity“).
Vysokokoncentrované mladiny sú neoptimálnym prostredím pre kvasinky.
Ich reakcie a adaptaèné mechanizmy na stresové podmienky nie sú doteraz
objasnené. Predstavujú komplexný problém a zahàòajú vplyv viacerých fak−
torov naraz. „High gravity“ (HG) fermentácia je v pivovarníctve definovaná
ako skvasovanie mladín s koncentráciou 13–16 g rozpustných látok na 100 g
mladiny a „very high gravity“ (VHG) fermentácia ako skvasovanie mladín
s obsahom rozpustných látok nad 18 g na 100 g mladiny. Výroba piva touto
technológiou „high gravity brewing“ je zameraná hlavne na zvýšenie hospo−
dárnosti výroby a štandardnosti vyrábaného piva. Pri použití rovnakých tech−
nických zariadení dochádza k okamžitému zvýšeniu kapacity pivovaru, kde
zjednodušenie výroby piva má za dôsledok výrazné zvýšenie ziskov a zníže−
nie výrobných strát, ako aj elimináciu negatívnych výrobných efektov.
Zároveò je umožnená rýchla odozva na meniace sa požiadavky trhu, ako aj
úèelné zabezpeèenie širokého sortimentu výrobkov a špeciálnych požiada −
viek spotrebite¾ov. Hlavný zisk predstavuje úspora energie vo varni, pretože
na výrobu rovnakého množstva piva sa uvarí menej várok. Úspora kapacity
spilky, pivnice, cylindrickokónického tanku (CKT), pri filtrácii znamená
výrazne nižšiu investiènú nákladovos� na ïalšie priestorové vybavenie. HG
a VHG technológie podporujú znaènú úsporu vody a zvyšujú produktivitu
zariadenia, a tým dochádza k redukcii fermentácie a ceny na liter vyrobené−
ho alkoholu [6, 7]. Je nutné si uvedomi�, že pivá vyrobené z vysokoncentro−
vaných mladín majú iné vlastnosti − rovnako aj mladiny, z ktorých sa vyrába−
jú. Zahus�ovaním a rekonštitúciou mladín sa v 10 % svetlých sladových mla−
dinách a v pivách z nich vyrobených znížil o 10–30 % obsah dusíkatých látok,
chme¾ových horkých látok a polyfenolov, zatia¾ èo pH hodnota sa zvýšila.
Farba a ostatné analytické parametre, ktoré oznaèujú zmeny v chemickom
zložení mladín, sa vplyvom následných reakcií pri teplote 65 °C nezmenili
a nebol ovplyvnený ani vzh¾ad a organoleptické vlastnosti pív [8].

Vlastnosti HG a VHG mladín, ale aj pív z nich vyrobených, závisia
od spôsobu prípravy mladín. Pri výrobe piva VHG technológiou sa musí
zachova� približne rovnaká doba kvasenia a dokvasovania ako pri výrobe
piva o koncentrácie, na ktorú sa upravujú výsledné produkty. Èas potrebný
na fermentáciu sa však so zvýšením extraktu zvyšuje [9]. Zvýšené zákvasné
dávky kvasiniek, zvýšené zákvasné a maximálne teploty hlavného kvasenia,
dosiahnutie maximálneho obsahu rozpustného kyslíka sa vo všeobecnosti
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spájajú so zmenami obsahu prchavých látok a organoleptických vlastností
piva. Pri silnejšom vzdušnení vzniká v pive viac diacetylu, znižuje sa vý�ažok
etanolu [7]. Zvýšenie teploty fermentácie vedie k neúplným fermentáciam
a so zvyšovaním teploty sa znižuje etanoltolerancia. Tento problém je ešte
výraznejší pri fermentáciach so zvýšeným obsahom sacharidov v mladinách
[9]. Vo HG a VHG mladinách sú kvasinky vystavené stresovým podmienkam
− vysokej koncentrácii sacharidov, zvýšenej koncentrácii naprodukovaného
etanolu, nedostatoènému prísunu živín (ako sú rozpustný kyslík a asimilova−
te¾ný dusík), zvýšenej viskozite prostredia, zvýšenej koncentrácii rozpustené−
ho CO2. Podmienky pre rast a metabolizmus kvasiniek sú menej priaznivé −
nastáva zníženie rastovej schopnosti, zvýšenie straty viability buniek až smr�.
Dochádza k zmenám koncentrácie zásobných látok vo vnútrobunkovom
prostredí kvasiniek. Ovplyvnené sú aj fermentaèné vlastnosti, ako sú rýchlos −
ti produkcie etanolu, spotreby substrátu a rýchlos� tvorby ved¾ajších produk−
tov.

Vplyv vonkajších faktorov na výsledok kvasenia

Na výsledok kvasenia má vplyv množstvo vonkajších faktorov, od ktorých
závisí nielen rýchlos� kvasenia, ale aj vznik rôznych ved¾ajších produktov,
kde ich kvalitatívne, ako aj kvantitatívne zastúpenie má vplyv na organolep−
tické vlastnosti piva. V praxi sa vedie pivo tak, aby hotové pivo malo dobrú
chu� a penivos�, bolo dostatoèné nasýtené oxidom uhlièitým a uspokojivo
prekvasené. Stupeò prekvasenia má prvoradý vplyv pri hlavnom kvasení
a dokvasovaní. Na konci hlavného kvasenia musí v mladom pive zosta�
pre dokvasovanie to¾ko skvasite¾ného extraktu, aby hradiaci pretlak dosiahol
požadované hodnoty nutné k vyhovujúcemu nasýteniu piva oxidom uhlièi−
tým. Pri splnení tejto požiadavky sa zdanlivý stupeò prekvasenia hotového
produktu musí približova� dosiahnute¾nému prekvaseniu nato¾ko, aby vysta−
vené pivo malo dobrú biologickú trvanlivos�.

Hlavné faktory, od ktorých závisí výsledok fermentácie sú:
– pivovarské kvasinky,
– zákvasná dávka kvasiniek,
– koncentrácia skvasite¾ných sacharidov,
– teplota,
– tlak,
– pH,
– kyslík a rH.
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Pivovarské kvasinky
Zvolenie správneho kmeòa (typu) pivovarských kvasiniek, vyhovujúceho

daným výrobným podmienkam, je dôležitým predpokladom pre dobrú výro−
bu. Vyhovujúci kmeò pri normálnom priebehu fermentácie umožní dosiah−
nu� požadovaný stupeò prekvasenia, dobré zakvasenie a vyhovuje aj
chu�ovo. Základným predpokladom pri optimalizácii kvasenia v CKT okrem
kvasnej schopnosti a mikrobiálnej èistoty kvasiniek je aj dobrý fyziologický
stav a enzýmová aktivita diacetylreduktázy, ktorá zabezpeèí odbúravanie pri
kvasení vzniknutého diacetylu na minimálnu hodnotu [10].

Nový typ pivovarských kvasiniek je možné v praxi posúdi� v druhej gene−
rácii, v niektorých prípadoch až v tretej generácii. Vtedy sa aklimatizujú
a spo¾ahlivo sa prejavia ich adaptaèné vlastnosti. Dlhodobá štúdia zaobera−
júca sa pozorovaním vlastností produkèných pivovarských kvasiniek zistila,
že väèšina vlastností sa prakticky nemení, avšak flokulácia je ve¾mi premen−
livá. V následných generáciach kvasiniek sa skôr zhoršuje [11, 12]. Túto
vlastnos� sa autori tejto štúdie pokúsili úspešne vysvetli� pomocou genetic−
kých zmien kvasiniek. Je ale dôležité, aby k flokulácii kvasiniek nedochád−
zalo predèasne, pretože sa tým znižuje prístupnos� povrchu kvasnièných
buniek, zhoršuje sa kvasná schopnos�, a tým aj prekvasenie a ïalšia metabo−
lická a enzýmová èinnos� kvasiniek [10]. Technické kultúry pivovarských kva−
siniek sa vo výrobe používajú šes�krát, len ojedinele viac ako desa�krát.
Dôvod ich maximálneho použitia je v tom, že kvasinky sa v novom prostredí
vždy postupne menia a strácajú pôvodný charakter. Prejavom zaèiatoènej
degenerácie kvasiniek je pokles kvasnej mohutnosti a strata charakteristic−
kej vône. A nesmie sa zabudnú� na skutoènos�, že kvasinky sa vo výrobných
priestoroch aj kontaminujú.

Zber a úschova pivovarských kvasiniek musí prebieha� pri podmienkach,
ktoré nezapríèinia ich náhodnú kontamináciu. Študovali sa rôzne postupy
konzervovania a skladovania pivovarských kvasiniek, ako aj vplyv na ich vita−
litu a následnú kvalitu piva [13]. Štúdie týchto autorov ukazujú, že neexistu−
je súvislos� medzi dobou prežitia po konzervovaní a vitalitou kvasiniek poèas
kvasenia. Existujú však nepriaznivé podmienky, ktoré negatívne ovplyvòujú
èinnos� kvasiniek a oznaèujú sa ako stresové faktory [14]. PRATT−MARSHALL

[15] podrobne diskutuje o problémoch, ktoré majú vplyv na životnos� pivo−
varských kvasiniek. V štúdii sa poukazuje na to, že vysoká koncentrácia mla−
diny ovplyvòuje morfológiu kvasniènej bunky, pôsobí na bunkovú stenu
a spôsobuje zmenšenie bunky.

Zákvasná dávka kvasiniek
V mladinách rovnakej stupòovitosti je rýchlos� fermentácie za rovnakých

podmienok a pri dobrom rozptýlení kvasiniek úmerná množstvu kvasiniek

ŠEPE¾OVÁ, G. − CVENGROSCHOVÁ, M. − ŠMOGROVIÈOVÁ, D.

188



použitých na zakvasenie. Z tohto údaja, v minulosti nieko¾kokrát overeného,
sa vyvodzuje, že každá kvasnièná bunka sa správa ako samostatný kataly−
zátor kvasenia. V súvislosti s touto skutoènos�ou je celkový výkon kvasiniek
v kultúre úmerný poètu buniek. V tradièných podmienkach kvasenia
v menších objemoch sa bežne dávkuje 0,5 l hustých kvasníc na 1 hl mladiny,
èo je asi 15.106 buniek v ml. Pre CKT je nutné zabezpeèi� vyššie dávkovanie,
pod¾a poètu buniek v priemere 20.106 až 22.106 buniek na 1 ml [10]. Vyššia
dávka kvasiniek èiastoène potlaèuje tvorbu ved¾ajších metabolitov, zaruèuje
vyššiu redukciu karbonylu, neovplyvòuje však vý�ažok kvasiniek.

Rozmnožovanie kvasiniek nezávisí od množstva kvasiniek použitých
pri zakvasení. Prebieha tak, aby za daných podmienok bol v objemovej jed−
notke èo najväèší poèet buniek. Pri zakvasovaní malým množstvom kvasi niek
je rozmnožovanie silnejšie, pri zakvasovaní väèším množstvom kvasiniek je
rozmnožovanie slabšie, avšak po ukonèení kvasenia je vý�ažok kvasiniek
v oboch prípadoch približne rovnaký. Obmädzené rozmnožovanie kvasiniek
znižuje spotrebu živín na tvorbu novej bunkovej hmoty, takže vzrastá
vý�ažok hlavných produktov fermentácie, t. j. etanolu a oxidu uhlièitého.

Koncentrácia skvasite¾ných sacharidov
Sacharidy, ako hlavná živina kvasiniek, ktoré tvoria asi 90 % extraktu

mladiny, boli známe už na prelome 18. a 19. storoèia. Závislos� poradia skva−
site¾nosti sacharidov od vlastností kvasného kmeòa uviedol GRIFFIN [16].
Koncentrácia skvasite¾ných sacharidov v mladine má v istých prípadoch
vplyv na rýchlos� fermentácie, ako aj na rozmnožovanie kvasiniek. Z praxe
je známe, že mladiny s 11% až 12% extraktom skvasujú kvasinky lepšie ako
mladiny HG alebo mladiny s nižšou koncentráciou extraktu.

Nadmerne vysoká koncentrácia glukózy v mladine môže nasta� pri výro−
be mladiny náhradou sladu pomocou sacharózy, kde pri rýchlom rozkvasení
dôjde k zastaveniu kvasného procesu [10]. Do urèitej miery sa môže podob−
ný problém prejavi� pri dlhodobom napúš�aní CKT mladinou so stálym
prísunom glukózy a fruktózy pri diferencovanom dávkovaní kvasiniek. Doba
života kvasiniek je ovplyvnená zložením média. MASKELL a kol. [17] študo−
vali vz�ah medzi replikatívnou dobou života, zložením sacharidov v mladine
a špecifickou rýchlos�ou rastu u kmeòov kvasiniek spodného kvasenia.
Nenašla sa závislos� medzi replikatívnou dobou života a špecifickou rých−
los�ou v laboratórnom médiu alebo v mladine. Rozmnožovanie kvasiniek pri
kvasení mladín stredných koncentrácií je zhruba úmerné stupòovitosti mla−
diny a zároveò obsahu dusíka v mladine. V mladinách s obsahom extrak tu
14,5 % sa rozmnožovanie kvasiniek so sacharizáciou mladiny už nezvyšuje,
ale ustáli sa na konštantnej výške. V mladinách s nižšou koncentráciou
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extraktu rozmnožovanie kvasiniek neklesá úmerne so stupòovitos�ou, ale je
rýchlejšie. Prídavkom sacharózy sa vý�ažok kvasiniek zvyšuje. Tento jav sa
odôvodòuje vysokým obsahom asimilovate¾ného dusíka v mladine, ktorého
prebytok zostáva v pive, takže rozmnožovanie kvasiniek je obmedzované iba
nedostatkom sacharidov.

Štúdiom problematiky skvasovania mladín skvasite¾nými sacharidmi, ako
sú maltóza, maltotrióza a glukóza, v porovnaní s ïalšími surovinami a suro−
gátmi sa zaoberal WILLE a kol. [18]. Experimenty sa robili v štvr�prevádzko−
vých meradlách, v objeme 60 l. Surogáty, ako kukurièné vloèky alebo rôzne
typy glukózových sirupov nahrádzali až 30 % sypania sladu. Pokia¾ sachari−
dové profily použitého surogátu boli podobné, bola podobná aj kinetika
kvasného procesu. Ak sa použilo vysoké percento glukózového sirupu, došlo
ku katabolickej represii. Tento jav sa ale neprejavil pri aplikácii maltózové−
ho sirupu.

Teplota
Teplota má ve¾ký vplyv na celkový priebeh a výsledok kvasenia, ako aj

na rozmnožovanie kvasiniek. Už zo starších pozorovaní vyplýva, že pri stu−
denom vedení kvasenia narastá rýchlos� kvasenia zvyšovaním teploty viac
ako zvyšovaním teploty pri teplom vedení fermentácie. Optimálna teplota
kvasenia nie je rovnaká u kvasiniek rôznych kmeòov [10]. U spodných kvasi−
niek sa pohybuje okolo 25 °C; až doteraz sa takéto vysoké teploty pri tech−
nologických postupoch nevyužívali. To isté platí aj o maximálnej teplote,
pri ktorej kvasnièná kultúra ešte kvasí. Pri teplotách blízkych bodu mrazu
je rýchlos� kvasenia nepatrná, avšak ešte stále preukázate¾ná. Kvasenie sa
úplne zastavuje až pri zmrznutí média.

Pri pivovarskom spodnom kvasení vyhovujú technologicky iba teploty
v pomerne úzkom intervale medzi 5–12 °C. Rýchlos� fermentácie má by�
taká, aby úbytok extraktu za 24 hodín neprekroèil 1,5 % hmot. V praxi sa
reguluje vhodne zvolenou zákvasnou teplotou a chladením, ktoré má by� ply−
nulé. Teplota nemá klesa� rýchlejšie než 1 °C za 24 hodín, aby sa kvasenie
neprerušilo [19]. Regulácia teploty je v praxi najúèinnejšou pomôckou, kto−
rou je možné v urèitých medziach ¾ubovo¾ne meni� rýchlos� kvasenia, ako aj
rozmnožovania kvasiniek [20]. Pri nízkych teplotách prebieha kvasenie
vo¾nejšie, kvasinky sa rozmnožujú pomalšie a èasto je aj vý�ažok kvasniènej
hmoty nižší. Pri teplejšom vedení kvasenia je rozmnožovanie rýchlejšie a aj
vý�ažok kvasniènej hmoty je vyšší. Teplota má súèasne vplyv na ve¾kos� kvas−
nièných buniek. Pri teplejšom vedení kvasenia sú bunky kvasiniek o nieèo
menšie následkom rýchlejšieho rozmnožovania a dorastania, pri studenom
vedení kvasenia bunky kvasiniek bývajú väèšie.
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Tlak
Tlak sa v technologickom postupe uplatòuje prevažne nepriamo, hroma−

dením CO2. CO2 tlmí proces fermentácie. Pri bežných teplotách sa kvasenie
zastaví, až keï vzniknutý CO2 dosiahne pretlak 0,3 až 0,4 KPa. V prevádz−
kových podmienkach sa však pracuje s tlakmi sotva presahujúcich 100 KPa.
Vply vom vyššieho tlaku a súèasne vplyvom menšieho prevzdušnenia mladi−
ny je vý�ažok kvasniènej hmoty nižší. CO2 rozpustený v pive pri dokvasovaní ,
ako aj ïalšie vplyvy postupne utlmujú kvasenie, ktoré však celkom neustane,
až pokia¾ neskonèí technologický proces fermentácie. Potrebný hradiaci pre−
tlak závisí od teploty. Kvasenie pri zvýšenom tlaku inhibuje rast kvasiniek.
Kvasenie pri aplikácii vyšších teplôt je vhodné, ale len do hodnoty tlaku
0,1 MPa. Pri vyššom tlaku sa znižuje absorpcia aminokyselín kvasinkami.
Pri tlaku vyššom ako 0,2 MPa dochádza k znaènému hromadeniu diacetylu
[10].

Zvýšenie maximálnej teploty fermentácie z 8 °C na 13 °C až 14 °C spolu
s použitím vyššieho tlaku (120 až 180 MPa) má za následok skrátenie proce−
su hlavného kvasenia. Zatia¾ èo vyššia teplota proces fermentácie urých¾uje,
kombinácia teploty a tlaku reguluje produkciu aromatických zlúèenín [21].
Jedným z hlavných parametrov ovplyvòujúcich produkciu prchavých látok je
rozpustný oxid uhlièitý. Koncentrácia CO2 závisí od teploty a tlaku. Pri
posudzovaní chuti a vône piva je možné oznaèi� tieto látky, ako aj ich skupi−
ny, za negatívny prínos fermentácie. Práve tlak má pod¾a KOROVINA a kol.
[22] ve¾ký vplyv na tvorbu aromatických zložiek piva.

pH
Hodnota pH je jedným z najdôležitejších parametrov pre riadenie

 procesu výroby piva [23, 24]. Aj keï sa zdá by� na prvý poh¾ad ve¾mi jed−
noduché stanovenie pH mladín, ako aj rozkvasenej mladiny, je nutné, aby
sládkovia vedeli trochu viac o pozadí merania pH. MANGER [24] podrobne
rozpracoval správny postup merania hodnoty pH, ako aj problémy súvisia−
ce s pH. Pri normálnych prevádzkových podmienkach má pH kvasiacej
mladiny pomerne malý vplyv na rýchlos� celej fermentácie, ako aj na roz−
množovanie kvasiniek, pokia¾ sa neprekroèí hranièná hodnota. Pri pivo−
varskej fermentácii sa pH pohybuje medzi 4,2 až 5,6. pH mladiny pred
zakvasením je 5,3 až 5,6 a u hotového produktu 4,2 až 4,6. Pri kvasení pH
klesá ve¾mi rýchlo vplyvom vznikajúceho CO2. Už druhý deò po zakvasení
klesne hodnota pH na hodnotu okolo 4,4 a tá sa už v ïalšom procese mení
len nepatrne.
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Kyslík a rH
Proces fermentácie je proces anaeróbny, prebieha bez kyslíka. Naproti

tomu je kyslík nevyhnutný pri rozmnožovaní kvasiniek. Je stavebným prv−
kom pre biosyntézu základných membránových lipidov kvasniènej bunky.
Zodpovedajúci prísun kyslíka je nevyhnutný pre rast kvasiniek, priebeh kva−
senia a chu� hotového piva [25]. V pivovarskej praxi sa oddávna dávkuje kys−
lík do schladenej mladiny. Kyslík rozpustený v mladine kvasinky spotrebujú
ve¾mi rýchlo už v poèiatoènom štádiu kvasenia, takže po dvoch dòoch je fer−
mentovaná mladina takmer bez kyslíka. Spotrebu kyslíka a rýchlos� jeho
absorpcie v priebehu rozmnoženia kvasiniek rozoberá ANNEMÜLLER a MAN −
GER [26]. Experimenty ukázali, že je možné upravi� intenzitu vzdušnenia
na nižšie hodnoty v porovnaní s koncentráciami, ktoré udáva literatúra.
Pre štandardné fermentácie vo ve¾koobjemových nádobách je možné zvýši�
alebo stabilizova� rast kvasiniek miernym „sekundárnym“ vzdušnením asi
5 až 10 hodín po naplnení kvasnej nádoby.

Pivovarské kvasinky sú schopné rozmnožova� sa aj bez prístupu kyslíka
pri anaeróbnych podmienkach, ale ak sa má trvale zachova� ich schopnos�
rozmnožovania, je urèité množstvo kyslíka po urèitej dobe nevyhnutné.
Tento poznatok nám potvrdzuje správnos� technologického procesu dávko−
vania kyslíka do uvarenej mladiny pri chladení a zakvasovaní mladiny. Ale
naopak, príliš vysoký obsah kyslíka má nepriaznivý vplyv na vlastnosti
hotového produktu. Súèasne s okyslièovaním sa pri fermentácii mení aj rH
faktor. Schladená mladina pred zakvasením má obvykle rH 20 a viac. Táto
hodnota je priaznivá pre rozmnožovanie kvasiniek a pri samotnom procese
kvasenia postupne klesá až na rH 10 až rH 11 u mladého piva. Pri rH nižšom
ako 15 sa pivovarské kvasinky nerozmnožujú. Je preto dôležité chráni� pivo
pri rôznych manipuláciach v ležiackej pivnici, ako aj pri stáèaní pred ïalšou
oxidáciou. U pív nedostatoène nasýtených oxidom uhlièitým je oxidácia vždy
silnejšia. Kyslík poškodzuje chu� aj stabilizáciu piva. Oxidované pivo je
nepríjemne horké, vo f¾ašiach vzniká predèasne proteínový zákal a po paste−
rizácii vznikajú nebiologické zákaly [27, 28].

Faktory ovplyvòujúce kvasenie
vysokokoncentrovaných substrátov

Kvasinky sú poèas kvasenia vysokokoncentrovaných mladín vystavené
rôznym stresovým podmienkam. Literatúra je nejednotná v názore, ktorý
z týchto stresových faktorov je najškodlivejší pre kvasinky poèas fermentácie
v takýchto mladinách. Niektorí autori oznaèujú ako hlavnú príèinu pomalej
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a nedokonèenej fermentácie toxicitu etanolu, iní zasa nedostatok živín alebo
neoptimálny prídavok živín (ako sú O2 a asimilovate¾ný dusík). Ïalším stre−
sovým faktorom môže by� zvýšený osmotický tlak na bunky kvasiniek spôso−
bený vysokou koncentráciou sacharidov v mladine. V skutoènosti všetky
tieto hypotézy sú navzájom prepojené a dôležité pre udržanie fermentaènej
aktivity kvasiniek. Pivovarské kvasinky sú schopné tolerova� iba 7–9 % obj.
etanolu v prostredí, èo je množstvo obvykle produkované pri fermentáciach
16–20 % mladín. Vyššie koncentrácie etanolu a lepšia fermentaèná aktivita
sa dajú dosiahnu� prídavkom živín, ktorý musí by� optimálny [29, 30].

Vplyv osmotického tlaku
Kvasinky sú chemoheterotrofné organizmy, ktoré potrebujú uhlík a dusík

najèastejšie vo forme organických zlúèenín. Najprístupnejší je im uhlík
vo forme sacharidov, ktoré využívajú oxidaèným, ako aj anoxidaèným spôso−
bom v procese kvasenia. HG a VHG mladiny sú zároveò mladiny s vysokým
obsahom sacharidov obsahujúce až 85 % týchto látok. Zvýšenie koncent−
rácie substrátu vedie k zvýšenej metabolickej aktivite kvasiniek, avšak pri
ve¾mi vysokých koncentráciach sa zvyšuje úèinok osmotického tlaku
na bunky, výsledkom èoho je zníženie rýchlosti rastu kvasiniek a ich fermen−
taènej aktivity [31]. Prostredie musí ma� dostatoènú vlhkos�, aspoò 30 % pre
kvasin kovité formy a 20 % pre hýfovité formy mikroogranizmov. Až 85 %
vody v bunke kvasiniek je vo viazanej forme. Viazaná voda zabezpeèuje
potrebné napuèiavacie úèinky bunky pre jej funkèné štruktúry. Vo¾ná voda
tvorí v bunke predovšetkým transportný prostriedok pri látkovej premene,
sprostred kováva rozdelenie medziproduktov látkového metabolizmu
a odvádza nadbytoèné teplo [32].

Vysoký osmotický tlak znižuje aktivitu vody prostredia kvasiniek, a tak
spôsobuje dehydratáciu bunky s následnou plazmolýzou. Ak sa aktivita vody
okolitého prostredia odchy¾uje od optimálnych podmienok, ktoré sú špeci−
fické pre každý druh, mikroorganizmy zvýšia svoju energetickú spotrebu, aby
udržali termodynamickú rovnováhu − konštantný bunkový objem a turgorový
tlak [33]. Objem bunky vystavenej osmotickému tlaku je najprv modifikovaný
pasívne − pomocou vody alebo iného osmolytu, v druhej fáze sa zapája aktív−
ny mechanizmus, ktorý umožní bunke obnovi� jej pôvodný objem [34].
Na všetky tieto procesy vyžaduje bunka energiu a tak poklesne jej rastová
schopnos� [35]. Inhibícia rýchlosti rastu kvasiniek sa zaèína prejavova�
od kon centrácie glukózy 50 g.l−1 a inhibícia jej fermentaènej rýchlosti od kon−
centrácie 150 g.l−1 glukózy [36]. Maximálna koncentrácia substrátu, ktorú sú
schopné kvasinky ešte úplne sfermentova� sa líši v závislosti od substrátu,
podmienok jeho dávkovania, použitého kmeòa kvasiniek, teploty vedenia fer−
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mentácie a prídavku rôznych aditív. NAGODAWITHANA [37] uvádza, že
pri koncentrácii sacharidov 180 g.l−1 sú fermentácie pomalé a èasto zostávajú
neukonèené, dochádza k vysokej strate viability až smrti buniek, pretože vyso−
ký osmotický tlak a viskozita bránia kvasinkám asimilova� substrát. THOMAS

a INGLEDEW [38] píšu o úplnej a ukonèenej fermentácii aj pri koncentráciach
rozpustných látok v médiu 390 g.l−1 v prítomnosti dostatoèného množstva
živín pre rast a rozmnožovanie buniek. Úplná inhibícia fermentácie sub−
strátom nastáva pri koncentrácii glukózy vyššej ako 400 g.l−1, a v závislosti
od obsahu prítomného etanolu už aj pri omnoho nižších koncentráciach,
 pretože existuje synergický efekt medzi vysokou koncentráciou glukózy a eta−
nolu. Ve¾mi dôležité je posudzova� aj to, aký druh sacharidu sa v médiu
nachádza. Napríklad substrátová inhibícia fermentácie rovnakou koncentrá −
ciou glukózy (180 g.mol−1) je vyššia ako pri sacharóze (342 g.mol−1), osmotický
tlak glukózy je 1,73−krát vyšší [39, 40]. Pivovarnícka mladina obsahuje rôzne
sacharidy rôznej koncentrácie. V závislosti od spôsobu jej prípravy sa obsah
jednotlivých sacharidov mení, a tak mladiny s rovnakým extrak tom môžu
pôsobi� na bunky kvasiniek rôznym osmotickým tlakom. Pravdepodobne
preto sa líšia aj poz natky jednotlivých autorov o tom, pri ktorej koncentrácii
mladiny zaèína inhibícia rýchlosti rastu a fermentaènej aktivity.

Zvyšovaním osmotického tlaku v mladine úpravou koncentrácie sacharidov
z koncentrácie 10 % na 20 % (20% mladina vyrobená sladovaním jaèmeòa
nariedená na nižšie koncentrácie) sa zistilo, že nebol poškodený rast buniek
ani ich fermentaèná aktivita, práve naopak, zvýšená koncentrácia sacharidov
mierne stimulovala rýchlos� rastu a zvýšila produkciu etanolu. So zvyšovaním
koncentrácie extraktu nebola poškodená ani viabilita buniek  [31]. V pokuse
uskutoènenom s 28% mladinou (12% mladina upravovaná prídavkom glukó−
zového sirupu alebo maltózy na 28% mladinu) v atmosfére dusíka sa proces
fermentácie zastavil už po 6 dòoch, obsah nesfermentovaných rozpustných
látok bol 18,6 %. Pri fermentácii mladiny bez atmosféry dusíka sa proces kva−
senia ukonèil po 11 dòoch a obsah nesfermentovaných rozpustných látok bol
8,5 %, èo predstavuje 69,6% prekvasenie. Je to hodnota bežne dosahovaná
pri fermentáciach s vysokým obsahom surogácie [41]. Maximálna dosiahnutá
koncentrácia etanolu bola 11,2 % obj. a ani pri takejto vysokej koncentrácii
sacharidov sa nepozorovala výrazná strata viability buniek kvasiniek. V obid−
voch pokusoch nebola fermentácia úplne dokonèená preto, že kmeò kvasini−
ek nemetabolizoval dextríny prítomné v mladine [31].

Vplyv etanolu
Etanol je unikátnym produktom metabolizmu, pretože sa fyziologicky

produkuje v koncentrácii, pri ktorej dochádza k denaturácii proteínov
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a k následnej smrti buniek [40]. Prvým miestom pôsobenia etanolu je cyto −
plazmatická membrána buniek, ako aj membrány iných bunkových organel.
Interakciou membrány s etanolom dochádza k zmene štruktúry membrány
a tým aj k zmene permeability [42]. Keïže etanol a lipidy cytoplazmatickej
membrány sú amfipatické molekuly, je isté, že spolu priamo interagujú
poèas fermentácie, výsledkom èoho sú fyziologické zmeny v cytoplazmatic−
kej membráne [40]. Etanol interaguje s membránou vstúpením do jej hydro−
fóbneho priestoru, zvyšuje polaritu tejto èasti, oslabuje hydrofóbne interak−
cie a hydrofóbnu bariéru vo¾nou výmenou polárnych molekúl, poškodzuje
umiestnenie proteínov v membráne, prièom môže dochádza� až k vytvoreniu
dier [43]. Etanol tak zapríèiòuje únik esenciálnych kofaktorov a koenzýmov
nevyhnutných pre aktivitu enzýmov glykolýzy. Strata látok nevyhnutných
pre aktivitu bunky vedie k jej oslabeniu alebo smrti. Ïalším prejavom jeho
inhibièného úèinku je denaturácia rôznych proteínov a enzýmov glykolýzy,
vyvolanie protónového toku, urých¾ovanie pasívneho toku protónov do bun −
ky, zvýšenie termálnej smrti a „petit“ mutácií, inhibícia transportu glukózy,
maltózy a dusíka [40].

Z doterajších poznatkov vyplýva, že prítomnos� etanolu v membráne
spôsobuje oslabenie hydrofóbnych interakcií medzi acylmi mastných kyselín,
èo spôsobuje nežiaduce zvýšenie fluidity membrány a zníženie jej integrity
[44−47]. Negatívny vplyv etanolu na bunky sa môže pozorova� znížením
rastovej rýchlosti, stratou viability a znížením rýchlosti tvorby etanolu, èiže
fermentaènej schopnosti, prièom prvé dva parametre sú citlivejšie na úèinok
etanolu. Úplná inhibícia rastu a úplná strata viability nastávajú už pri 12 %
obj. etanolu, zatia¾ èo fermentaèná aktivita je pozorovate¾ná pri niektorých
kmeòoch kvasiniek ešte aj pri 30 % obj. etanolu [40, 42]. Maximálna kon−
centrácia etanolu, pri ktorej je kvasinka ešte schopná produkova� etanol,
nie je daná len genetickou výbavou kvasinky, ale je vo ve¾kej miere ovplyv−
nená prítomnos�ou živín a protektívnych látok v médiu, parametrami okoli−
tého prostredia, spôsobom pridávania substrátu a inými technologickými
parametrami fermentácie [40, 48, 42]. Pri štúdiu etanoltolerancie buniek je
vážnym problémom fakt, že neexistuje všeobecne uznávaná definícia etanol−
tolerancie alebo technika jej merania. V literatúre boli opísané techniky
založené na meraní pomeru rýchlosti fermentácie bez prítomnosti etanolu
a pri vysokej koncentrácii etanolu, metódy stanovenia vý�ažku etanolu, kri−
tickej koncentrácie etanolu v kvasnom prostredí, spôsoby merania zmeny
extracelulárneho pH a kalorimetrického stanovenia kvasného prostredia
[49]. Medzi jednotlivými kmeòmi kvasiniek sa metódou merania rýchlosti
rastu a straty viability zistili ve¾ké rozdiely v etanoltolerancii. Tieto metódy
však okrem etanoltolerancie mohli odráža� aj rozdiely v nárokoch kvasiniek
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na živiny a rozdiely v podmienkach fermentácie. Najèastejšie používanou
metódou stanovovania etanoltolerancie je meranie inhibície rastu buniek
v prítomnosti exogénne pridaného etanolu [42]. Stanovenie etanoltolerancie
na základe prídavku exogénneho etanolu do prostredia nevystihuje úplne
toleranciu voèi etanolu poèas fermentácie, pretože vplyv exogénneho
a endogénneho etanolu na bunku kvasinky nie je totožný, ale výhodou tejto
metódy je jej jednoduchos�. Metóda merania inhibície fermentaènej schop−
nosti je najlepším indexom etanoltolerancie, pretože táto charakteristika
nie je ovplyvnená vyživovacími faktormi bunky alebo fázou rastu kultúry [48,
50]. Doteraz sa predpokladalo, že skvasovanie VHG mladín s koncentráciou
extraktu vyššou ako 16 % nie je možné, pretože pivovarnícke kvasinky tole−
rujú iba 7–8 % obj. etanolu. Zistilo sa, že pivovarnícke kvasinky sú rovnako
tolerantné k vysokým koncentráciam etanolu ako liehovarnícke a vinárske
kmene − nevyžadujú genetické manipulácie a zlepšovanie kmeòa na to, aby
tolerovali 14–16 % etanolu. Použitím vyššej zákvasnej dávky alebo prídav−
kom živín sa dosiahla koncentrácia etanolu tolerovaná pivovarníckymi kva−
sinkami až 16 % obj. [41]. Najvyššie koncentrácie tolerovaného etanolu sa
dosiahli prídavkom ergosterolu a kvasnièného autolyzátu do vysokokoncent−
rovanej mladiny [41]. Vyššia poèiatoèná koncentrácia buniek umožnila rých−
lejšiu produkciu etanolu poèas poèiatoènej fázy fermentácie, naprodukova−
ný etanol vyvolal permeabilizáciu buniek, èím došlo k uvo¾neniu živín poèas
fermentácie, a tak sa zvýšila tolerancia ešte fermentujúcich buniek k etano−
lu [51]. Nedostatoèná etanoltolerancia pravdepodobne nie je limitujúcim
faktorom fermentácií VHG mladín, pretože so zvyšovaním koncentrácie
extraktu mladiny z 10 % na 20 % sa rýchlos� produkcie etanolu zvyšovala
[31]. Ak sa fermentácie VHG mladín neukonèili, bolo to pre nedostatok
živín, pretože po prídavku týchto živín fermentácia opä� pokraèovala.

Preh¾ad surovín používaných pre výrobu etanolu, ako aj ich súèasné vyu−
žívanie, nové perspektívne spôsoby ich použitia a problémy vyskytujúce sa
pri spracovaní jednotlivých surovín a ich možné riešenie sa konkrétne disku−
tujú v èlánku autorov BAFRNCOVÁ, ŠMOGROVIÈOVÁ a PATKOVÁ [52]. O niek−
torých nových technológiach fermentaènej výroby etanolu, ako sú simultán−
na sacharifikácia a fermentácia škrobu, VHG fermentácia, fermentácia imo−
bilizovanými kvasinkami, kontinuálna fermentácia s recyklom buniek, váku−
ová fermentácia a extraktívna fermentácia bližšie diskutujú BAFRNCOVÁ

a ŠMOGROVIÈOVÁ [53].

Vplyv dusíkatých látok
Kvasinky sú chemoheterotrofné organizmy, ktoré potrebujú okrem

uhlíka aj dusík a vitamíny na zabezpeèenie rastu a rozmnožovania buniek.
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Dusík zohráva dôležitú úlohu aj pri rýchlosti produkcie etanolu. Jeho prída−
vok v množstve vyššom ako je odporúèaná koncentrácia vedie k omnoho
vyššej rýchlosti fermentácie a k vyššiemu vý�ažku biomasy [53]. Zdroj dusíka
môže by� anorganický (rôzne amónne soli) alebo organický (vo¾né aminoky−
seliny, kvasnièný extrakt, zvyšky biomasy kvasiniek alebo mycélia, zvyšky
proteínov a ich hydrolyzátov, ako sú albumínový alebo kazeínový hydrolyzát,
ïalej kukurièný výluh, peptón alebo sladina). Pozitívny vplyv prídavku
dusíkatého zdroja na priebeh etanolovej fermentácie opísali vo svojich
prácach viacerí autori [38, 54−57]. Pri vysokokoncentrovaných fermentáciach
obsahujú médiá (mladina a iné substráty) nedostatoèné množstvo vo¾ného
aminodusíka (FAN). V mladinách normálnej hustoty musí by� množstvo
FAN 140–150 mg.l−1. V mladinách vyššej hustoty je odporúèaná koncent−
rácia vyššia [53] a závisí od použitých fermentaèných podmienok [58].
Vysoko kon centrované mladiny však obsahujú len 120 mg/l FAN, èo je kon−
centrácia príliš nízka na dosiahnutie maximálnej rýchlosti utilizácie sachari−
dov a produkciu etanolu. Na zvýšenie hladiny asimilovate¾ného dusíka je
vhodné obohati� substrát o dusíkaté živiny. Môžu sa pridáva� vo forme
vo¾ných aminokyselín, kvasnièného extraktu alebo autolyzátu odpadových
pivovarníckych kvasiniek obsahujúceho zmes aminokyselín, proteínov a ich
hydrolyzátov, alebo ako anorganický zdroj vo forme moèoviny a amónnych
solí. Pri VHG fermentáciach by použitie proteináz mohlo eliminova� potre−
bu prídavku asimilovate¾ného dusíka [59]. Prídavok dusíka pôsobí stimulaè −
ne, ak sa pridá pred fermentáciou, ale tak isto stimulaène pôsobí, aj keï sa
pridá po zastavení fermentácie, kedy spôsobí rýchle opätovné zaèatie fer−
mentácie. Toto naznaèuje, že ukonèenie fermentácie nie je spôsobené toxi−
citou etanolu alebo osmotickým tlakom, ale pravdepodobne nedostatkom
živín. So správnym prídavkom živín sú pivovarnícke kvasinky schopné pro−
dukova� až 16 % obj. etanolu poèas doby potrebnej na fermentáciu piva bez
zjavnej straty viability [41]. Prídavok kvasnièného extraktu, kazeínového
hydrolyzátu, alebo jednotlivých aminokyselín (ako napríklad kyselina glu−
támová [38], arginín, asparagín [60]) stimuluje rast kvasiniek a redukuje èas
fermentácie. Fermentáciou 24% mladiny sa utilizovalo približne 16 %
extraktu, èo predstavuje teoreticky množstvo etanolu 8,5.10−2 g.ml−1.
Maximálne dosiahnuté množstvo etanolu v mladine s prídavkom kvasnièné−
ho extraktu bolo 8,4.10−2 g.ml−1, èo predstavuje až 98–99 % teoretickej hod−
noty (bežne je to 93–95 %). V mladine bez prídavku sa dosiahlo maximálne
5,5.10−2 g.ml−1, èo je iba 64–65 % z teoretickej hodnoty. Nízky vý�ažok bol
pravdepodobne spôsobený nevhodným prostredím VHG mladín [53]. Ešte
väèší stimulaèný efekt ako kvasnièný autolyzát mal na priebeh VHG fer−
mentácie prídavok kvasnièného autolyzátu v kombinácii s lipidom. V tomto
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prípade sa dosiahlo omnoho rýchlejšie prekvasenie a vyššia vý�ažnos� bio−
masy ako pri prídavku samotného lipidu alebo samotného kvasnièného auto−
lyzátu [41]. Prídavok 0,8 % kvasnièného extraktu, 24 mg.l−1 ergosterolu
a 0,24 % obj. Tween 80 k vysokokoncentrovanej mladine spôsobil produkciu
viac ako 14 % obj. alkoholu pri 14 °C poèas 5 dní. Mladina bez akéhoko¾vek
prídavku sa fermentovala až 2 týždne.

Ekonomicky najvýhodnejšie by bolo použitie autolyzátu odpadových
pivovarníckych kvasníc ako zdroja exogénneho FAN [59]. Použitím autoly−
zátu pivovarníckych kvasníc sa koncentrácia dusíka zvýšila asi na 700 mg.l−1
(14,4 % z celkového objemu), významne sa zrýchlila utilizácia sacharidov
a produkcia etanolu, ale kvasinky si neudržali vysokú viabilitu [58]. Niektoré
formy dusíka nie sú kvasinkami využívané pre rast a rozmnožovanie a aj
napriek tomu ich prídavok stimuluje VHG fermentáciu. Takto sa správajú
napríklad prolín a arginín. Prolín v anaeróbnych podmienkach a pri represii
nemôže slúži� ako zdroj dusíka, avšak kvasinky ho potrebujú ako ochrannú
látku v bunke pred osmotickým stresom poèas fermentácií vysokokoncent−
rovaných médií [60]. Prídavok arginínu má taktiež dôležitú úlohu v podpore
fermentácie s vysokou koncentráciou sacharidov. Pravdepodobne slúži ako
prekurzor niektorých základných aminokyselín, ktoré kvasinky ¾ahko utilizu−
jú a uhlík z týchto zlúèenín sa v bunke použije proti vysokému koncentra−
ènému gradientu [60]. Nie všetky aminokyseliny majú rovnaký úèinok
na podporu rastu kvasiniek. Napríklad glycín a lyzín kvasinky ¾ahko utilizu−
jú, ale pôsobia inhibiène na rast, rozmnožovanie a fermentáciu. Úèinnos�
aminokyselín ako zdroja dusíka by sa mohla spája� so schopnos�ou kvasinky
využíva� uhlíkatú kostru danej aminokyseliny [38]. Tento poznatok poukazu−
je na to, že existujú kvalitatívne rozdiely medzi aminokyselinami s oh¾adom
na ich schopnos� slúži� ako zdroj dusíka pre rast kvasiniek [38]. Tí istí auto−
ri [56] však neskôr zistili, že zložky komplexného média, ako sú glycín a gly−
cínbetaín, taktiež znižujú úèinok osmotického stresu na rast a viabilitu bu −
niek. Z anorganických zdrojov sa sledoval vplyv síranu amónneho na priebeh
VHG fermentácií. Jeho prídavok taktiež redukoval rýchlos� fermentácie
[60]. 

Vplyv zložiek fermentaèného média
Na pôsobenie kvasiniek poèas fermentácie a na ich fyziologický stav

vo ve¾kej miere vplýva aj prítomnos� kyslíka, solí, vitamínov, kovov a rôznych
iných látok. Kvasenie mladiny prebieha v anaeróbnych podmienkach, takže
všetku energiu potrebnú pre rast a syntetické pochody získavajú kvasinky
výluène glykolýzou. Aj napriek tomu je potrebné urèité množstvo kyslíka
na zaèiatku fermentácie na zabezpeèenie rastu a rozmnožovania buniek
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[61]. Tlak O2 vo fermentaènom médiu sa zvykne udržiava� v rozsahu
6–13 Pa, èo zodpovedá koncentráciam 0,8.10−7 mol.l−1 až 1,6.10−7 mol.l−1 [62].
So zvyšovaním stupòovitosti mladiny sa množstvo rozpusteného kyslíka
v mladinách znižuje. Dostupnos� kyslíka je teda limitujúcim rastovým fakto−
rom vo VHG fermentáciach mladiny. Význam kyslíka pri kvasení piva je spo−
jený predovšetkým so syntézou sterolov a nenasýtených mastných kyselín
kvasinkami. Tieto lipidy sú životne dôležité štrukturálne zložky kvasniènej
membrány, od ich zloženia a obsahu závisí aktivita pohybu živín a metaboli−
tov z bunky do živného prostredia a naopak. Molekulárny kyslík je nevy−
hnutný pre premenu biologického prekurzora skvalénu na ergosterol, jeden
zo základných sterolov v kvasinkách [63]. Prídavok ergosterolu a kyseliny
olejovej môže nahradi� nároky rastúcich kvasiniek na kyslík a zvýši� ich eta−
noltoleranciu. Prídavok 0,8 % kvasnièného extraktu, 24 mg.1−1 ergosterolu
a 0,24 % obj. Tween 80 k vysokokoncentrovanej mladine spôsobil produkciu
viac ako 14 % obj. alkoholu pri 14 °C poèas 5 dní. Mladina bez akéhoko¾vek
prídavku sa fermentovala až 2 týždne [41, 63]. Kvasinky vo vysokokoncen −
trovaných mladinách zakvasované väèšou dávkou využívajú kyslík pre synté−
zu lipidov efektívnejšie a majú lepšiu fermentaènú schopnos� a viabilitu [41].
Na druhej strane zvýšená koncentrácia sterolov a mastných kyselín v pros −
tredí má nepriaznivý dopad na organoleptickú kvalitu hotového piva [29].

Pre èinnos� kvasiniek sú dôležité aj niektoré vitamíny, pretože tvoria
súèas� niektorých enzýmov, podporujú rast buniek a umožòujú látkovú
výmenu. K najdôležitejším patria vitamíny skupiny B, predovšetkým biotín,
kyselina pantoténová, provitamín D2 ergosterol, mezo−inozitol, kyselina
nikotínová. Tieto vitamíny bývajú väèšinou vo VHG mladinách zastúpené
nedostatoène, a tak prispievajú k neukonèeniu fermentácie. Poèas ich rapíd−
neho nedostatku sa rast buniek zastaví, avšak bunky zostávajú rastovo poten−
ciálne (v zmysle špecifickej rastovej rýchlosti a faktoru rozmnožovania)
a po ich opätovnom pridaní fermentácia mladiny pokraèuje [64].

Nepriaznivý vplyv na správanie kvasiniek, pravdepodobne spôsobený
vysokou koncentráciou etanolu, zvýšeným osmotickým tlakom a nedostat−
kom živín pri kvasení VHG mladín môže by� znížený prídavkom takých zlo−
žiek, ako sú katióny horèíka a vápnika. Obidva kovy sú normálne prítomné
v mladine vo forme solí, a zohrávajú dôležitú úlohu pri raste kvasiniek
a pri fermentácii. Sú nevyhnutné pri regulácii pH mladiny, flokulácii kvasi−
niek, stimulácii bunkového delenia a aktivite enzýmov glykolytickej dráhy
[65]. Ich prídavok v optimálnej koncentrácii je ve¾mi dôležitý na udržanie
viability a zlepšenie fermentaènej aktivity kvasiniek [66, 67], pretože vysoká
koncentrácia solí v substráte je škodlivá pre rast buniek a produkciu etano−
lu [67, 68]. Prítomnos� optimálnej koncentrácie vápnika znižuje inhibièný
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vplyv etanolu na rast a fermentáciu buniek. Vápnik udržiava permeabilitu
membrány ochraòujúc náboj fosfolipidov membrány a reguláciu interakcií
lipid − proteín, a tým znižuje rozsah etanolom stimulovaného uvo¾nenia vnút−
robunkových zložiek [68. 69]. Ve¾mi úèinná zložka spôsobujúca zvýšenie fer−
mentaènej aktivity kvasiniek je horèík, pretože je potrebným kofaktorom
nukleotidov enzýmov glykolytickej dráhy (hexokinázy, fosfofruktokinázy,
fosfoglycerátkinázy, enolázy a pyruvátkinázy) a syntézy mastných kyselín.
Chráni bunku pred stresom vyvolaným etanolom, teplotou alebo osmotic−
kým tlakom [30, 67–70]. Prídavok Mg2+ a Ca2+ solí v optimálnej koncent−
rácii k VHG mladinám prispel k zlepšeniu fermentaèných parametrov kva−
siniek [71], predovšetkým k zníženiu percenta nesfermentovaných sachari−
dov.

Z iných faktorov, ktoré ovplyvòujú rast buniek a rýchlos� produkcie eta−
nolu môžeme spomenú� jednosmerný a striedavý elektrický prúd [72], ktorý
sa prejaví aj na produkcii vyšších alkoholov, esterov a organických kyselín.

Záver

Cie¾om kvasenia piva je riadená premena sacharidov na alkohol a CO2

a súèasne vytváranie vhodných organoleptických vlastností piva. Pri procese
kvasenia sa vytvára chu�ový charakter piva, ktorý je ovplyvòovaný nielen
hlavnými produktami kvasenia, ale aj obsahom vyšších alkoholov, esterov,
ketónov, aldehydov, zlúèenín síry atï. Priebeh fermentácie závisí od zloženia
mladiny, druhu použitého kvasnièného kmeòa, urèenia ich poèiatoènej kon−
centrácie, posúdenia ich fyziologického stavu, teploty kvasenia, tlaku, obje−
mu a tvaru nádob. Sú to len náhodne vymenované a ani nie zïaleka všetky
podmienky, ktoré vplývajú na charakteristiku chuti a vône hotového piva.

Výber vhodného kvasnièného kmeòa a jeho aktivita ve¾mi závisia od pod−
mienok prostredia, v ktorých prebieha fermentácia. Aktívne bunky môžu
rýchle prekvasova� substrát, asimilova� aminokyseliny, adsorbova� horké
látky a ovplyvòova� spektrum tvorby prchavých látok v pive. Od schopnosti
kvasiniek, rýchlosti odpovede a prispôsobenia sa na nieko¾ko stresov súèas−
ne závisí úspešná HG alebo VHG fermentácia. Prvoradou úlohou je, aby si
kvasinky zachovali svoju vitalitu, definovanú ako schopnos� kvasiniek znies�
rôzne stresy a uskutoèni� fermentáciu. Kvasinky musia by� schopné vydrža�
tento stres bez negatívneho vplyvu na organoleptické vlastnosti hotového
produktu − piva.
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Influence of technological factors on fermentative activity of brewery yeasts

ŠEPEĽOVÁ, G. − CVENGROSCHOVÁ, M. − ŠMOGROVIÈOVÁ, D.:
Bull. potrav. Výsk., 42, 2003, p. 183−204.

SUMMARY. Yeasts play a very important role in the process of beer production. Used yeast
strain as well as the yeast dosage for fermentation have an influence not only on the correct
fermentation, but also on qualitative and organoleptic properties of the finished product.
During the course of fermentation, it is necessary to pay sufficient attention to external fac−
tors such as temperature, pressure, pH, oxygen, rH and concentration of fermentable
sacharides. High gravity fermentation requires to preserve yeast vitality without a negative
 influence on organoleptic properties of beer. The article reviews external factors having
an influence on the fermentation as well as factors having an influence on high gravity
 fermentation: osmotic pressure, ethanol, nitrogenous substances and fermentable medium
components.
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