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Vplyv technologickych faktorov
na fermentac¢nu aktivitu pivovarskych kvasiniek

GABRIELA SEPEL.OVA - MARIANA CVENGROSCHOVA
- DANIELA SMOGROVICOVA

SUHRN. Kvasinky zohrdvaju velmi délezitu dlohu v procese vyroby piva. Pouzity druh ako
aj zdkvasnd ddvka kvasiniek ovplyviiuju nielen priebeh fermentécie, ale aj vysledné kvali-
tativne a organoleptické vlastnosti hotového produktu. Poc¢as samotného priebehu fer-
mentdcie je potrebné venovat dostatocnu pozornost vonkajSim faktorom, ako je teplota,
tlak, pH, kyslik, rH a koncentracia skvasitelnych sacharidov. Fermentdcia vysokokoncent-
rovanych substrdtov si vyZaduje zachovanie vitality kvasiniek bez negativneho vplyvu
na organoleptické vlastnosti piva. Cldnok prind$a prehlad vonkajsich faktorov ovplyviiu-
jucich kvasenie, ako aj faktorov ovplyviiujucich kvasenie vysokokoncentrovanych mladin:
osmoticky tlak, etanol, dusikaté latky a zlozky fermenta¢ného média.

KIUCOVE SLOVA: kvasinky; fermentdcia; etanol; tolerancia

Pri kvaseni mladiny, ktoré je dolezZitou fazou vyroby piva, maju prvorady
vyznam kvasinky, pretoze ovplyviiuju chemické zlozenie piva, jeho trvanli-
vost a organoleptické vlastnosti. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae patria
v sucasnosti k najlepSie prestudovanym a v pivovarnickom priemysle najviac
vyuzivanym mikroorganizmom. V procese vyroby piva zohrdvaju vyznamnu
ulohu, pretoze urcuju priebeh fermentacie, a tym aj vSetky typické organo-
leptické vlastnosti piva. Spravanie kvasiniek zavisi od vonkaj$ich podmienok,
kde akékolvek vychylenie od optimalnych podmienok sposobuje zmeny v ich
aktivite, ktoré sa prejavia na priebehu celého procesu fermentdcie.

Kvasinky st jednobunkové mikroorganizmy. Ich taxonomické zadelenie
je nadriSa Eukaryota, riSa Fungi, trieda Ascomycetes, Celad Saccharo-
mycetaceae, podcelad Saccharomycoideae. Podla oficidlnej taxonomie sa jed-
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noznacne neodliSuju kvasinky pivovarské od divokych. Preto existuje
niekolko pouzivanych taxonomickych variantov. Najvhodnej$im oznacenim
pre druh spodnych pivovarskych kvasiniek je Saccharomyces cerevisiae
subsp. uvarum carlsbergensis a pre vrchné pivovarské kvasinky Saccha-
romyces cerevisiae subsp. cerevisiae [1]. Metabolizmus kvasiniek - latkova
vymena - je z pivovarského hladiska hlavne premenou skvasitelnych cukrov
na alkohol a oxid uhli¢ity za ucéasti mnohych enzymov a koenzymov.
Metabolizmom kvasiniek s mnohymi inymi zlozkami mladiny vznikd Siroké
spektrum vedlajSich produktov, ktoré ovplyviiuju charakter hotového piva.
Metabolizmus kvasiniek je ovplyvneny zloZzenim mladiny, vlastnostami
kvasiniek a podmienkami procesu. Historia pivovarskej vyroby bola az do vy-
nalezu chladenia v polovici 19. storoc¢ia vyhradne spojend s kvasinkami
vrchného kvasenia. V sucasnosti sa pri procese kvasenia pouZivaju oba
zakladné druhy a ich pouzitim sa vyrdbaju odliSné typy piv. Kvasinky vrch-
ného kvasenia sluZia na vyrobu piv typu ,ale“, ,porter”, ,stout” a kvasinky
spodného kvasenia pre piva plzenského typu.

Prvym krokom na dosiahnutie poZadovanej kvality a zabezpecenie opti-
malneho priebehu vyroby podla technologického postupu kvasenia a dokva-
sovania je vyber vhodného kmena kvasiniek. Pri overovani nového kmena
kvasiniek je potrebné niekolkondsobné nasadenie, aby prebehla tiplnd adap-
tdcia na podmienky pivovaru - zloZenie pivovarskej mladiny, technické
a technologické podmienky. Metddy pouzivané na kontrolu vlastnosti kvasi-
niek su zhrnuté v troch oblastiach:

1. viabilita, t. j. reprodukcné vlastnosti kvasinky,
2. vitalita, t. j. fyziologicky stav kvasinky,
3. technologické vlastnosti.

Ku kontrole viability a vitality sa vyuzivaju nasledujice postupy:

— mikroskopické metddy kontrolujuce pocet buniek (farbenim), tvar
a velkost vakuol,

— metabolické testy, ako su napr. tvorba CO», spotreba Oy, acidifikacny test
(reakcia po rozmieSani v gluk6zovom roztoku) a pod.,

— zistovanie zloZenia buniek - obsah zdsobnych polysacharidov, ATP,
NADH, intraceluldrneho pH, pH biomasy, uvolfiovanie enzymu (pro-
tedzy, esterdzy), obsah lipidov, sterolov a nenasytenych mastnych kyselin.

Pri urcovani technologickych vlastnosti sa vyuzivaju:

— modelové kvasné skusky kontrolujice rychlost kvasenia, sedimentdcie,
rozmnozovanie, senzoricky profil piva,

— staticka kontrola vyrobného procesu.
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Vhodny vyber metdd pre kontrolu vlastnosti kvasiniek je nutné doplnit
o kontrolu kvality skvasovanej mladiny a o sledovanie kontamindcie [2].
Kvasinky si schopné vyuzivat jednoduché sacharidy (glukozu, fruktdzu,
mandzu, galaktézu), disacharidy (sachardézu, maltézu) a niektoré trisachari-
dy (rafinézu, maltotriézu). Tieto uhlikaté zdroje su transportované do bu-
niek kvasiniek. Transport jednoduchych sacharidov prebieha cez bunkovu
stenu difuziou, sachardza sa Stiepi vo vnutri bunky na fruktézu a glukozu
pomocou enzymu invertdza. Maltéza a maltotridza sa transportuji aktivnym
transportom, ktory vyZaduje urcitd energiu. Také enzymy, ktoré zabezpecu-
ju Stiepenie a transport tychto sacharidov su konStitutivne, t.j. si bunkou
syntetizované iba v pripade potreby. Kvasni¢nd bunka musi mat na tento
ucel vhodné suroviny. Pivovarské kvasenie je anaerdobny proces katalyzova-
ny komplexom enzymov kvasni¢nej biomasy, ktory prebieha podla Embden-
Meyerhofovej schémy [3].

Jednoduché sacharidy sa v bunke premenia na fruktdzu-6-fosfat, ktory
vstupuje do metabolickej drahy glykolyzy sacharidov [3]. Cielom glykolyzy je
ziskanie stavebnych kamenov pre bunkovi syntézu a ziskanie energie.
Energia sa ziskava v podobe adenozintrifosfatu - ATP. Tito latka je chemic-
kym, energetickym akumuldtorom bunky. Energeticky zisk z premeny jedne;j
molekuly glukézy na alkohol pri kvaseni je ur¢eny dvomi molekulami ATP.
Pri dalSich reakcidch dochddza k energetickym stratdm, ktoré sa prejavuju
rastom teploty kvasenej mladiny. Na udrzanie konStantnej teploty kvasenia
mladiny sa toto vzniknuté teplo musi odvddzat chladenim. Pivovarsky naj-
vyznamnejSia Cast metabolizmu kvasiniek je premena pyruvdtu na alkohol.
Kvasenie prebieha za anaerdbnych podmienok. Rovnako doleZity je aj vznik
vedlajsich produktov. Doteraz bolo identifikované velké mnozstvo (stovky)
vedlajsich produktov metabolizmu kvasiniek, ktoré r6znym sposobom ovply-
viluju zloZenie a vlastnosti piva. Metabolizmus aminokyselin je prepojeny
s tvorbou vyssich alkoholov, diketénov a esterov. Dal§imi vyznamnymi
vedlajsSimi produktami su dimetylsulfid (DMS), mastné kyseliny a glycerol
(glycerin). Kvasinky vrchného kvasenia produkuju viac vedlajSich produktov
pri procese kvasenia. Asi 80 % kone¢ného obsahu senzoricky aktivnych latok
sa vytvara prave pri procese kvasenia [2].

Pri procese kvasenia sa vytvdra chutovy charakter piva, na ktory maju
vplyv nielen hlavné produkty kvasenia, ale aj obsah vyssich alkoholov, este-
rov, ketonov, aldehydov, zlicenin siry atd. Priebeh fermentacie zavisi od zlo-
Zenia mladiny, druhu pouZitého kvasni¢ného kmena, od urcenia ich pociato-
¢nej koncentrdcie, posudenia ich fyziologického stavu, teploty kvasenia,
tlaku, objemu a tvaru nadob [4]. Vyber vhodného kvasni¢ného kmena a jeho
aktivita zdvisia od podmienok prostredia, v ktorych prebehne fermentacia.
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Aktivne bunky mdzu rychle prekvasovat substrat, asimilovat aminokyseliny,
adsorbovat horké latky a ovplyviiovat spektrum tvorby prchavych latok
v pive [5].

Jednou z najnovsich inovdcii v procese vyroby piva je kvasenie vysoko-
koncentrovanych mladin (oznac¢ované ,high gravity” a ,,very high gravity“).
Vysokokoncentrované mladiny su neoptimdlnym prostredim pre kvasinky.
Ich reakcie a adapta¢né mechanizmy na stresové podmienky nie su doteraz
objasnené. Predstavuju komplexny problém a zahfiiaju vplyv viacerych fak-
torov naraz. ,,High gravity” (HG) fermentdcia je v pivovarnictve definovana
ako skvasovanie mladin s koncentrdciou 13-16 g rozpustnych latok na 100 g
mladiny a ,,very high gravity“ (VHG) fermentdcia ako skvasovanie mladin
s obsahom rozpustnych ldtok nad 18 g na 100 g mladiny. Vyroba piva touto
technoldgiou ,,high gravity brewing“ je zamerand hlavne na zvySenie hospo-
darnosti vyroby a Standardnosti vyrdbaného piva. Pri pouZiti rovnakych tech-
nickych zariadeni dochddza k okamzitému zvySeniu kapacity pivovaru, kde
zjednoduSenie vyroby piva ma za dosledok vyrazné zvySenie ziskov a zniZe-
nie vyrobnych strdt, ako aj elimindciu negativnych vyrobnych efektov.
Zaroven je umoznend rychla odozva na meniace sa poziadavky trhu, ako aj
ucelné zabezpecenie Sirokého sortimentu vyrobkov a Specidlnych poziada-
viek spotrebitelov. Hlavny zisk predstavuje tdspora energie vo varni, pretoze
na vyrobu rovnakého mnoZstva piva sa uvari menej varok. Uspora kapacity
spilky, pivnice, cylindrickokénického tanku (CKT), pri filtracii znamena
vyrazne niz8iu investi¢nui ndkladovost na dalSie priestorové vybavenie. HG
a VHG technoldgie podporuju zna¢nud usporu vody a zvySuju produktivitu
zariadenia, a tym dochddza k redukcii fermentdcie a ceny na liter vyrobené-
ho alkoholu [6, 7]. Je nutné si uvedomit, Ze piva vyrobené z vysokoncentro-
vanych mladin maju iné vlastnosti - rovnako aj mladiny, z ktorych sa vyrdba-
ju. Zahustovanim a rekonstiticiou mladin sa v 10 % svetlych sladovych mla-
dindch a v pivach z nich vyrobenych znizil o 10-30 % obsah dusikatych latok,
chmelovych horkych ldtok a polyfenolov, zatial ¢o pH hodnota sa zvysila.
Farba a ostatné analytické parametre, ktoré oznacuju zmeny v chemickom
zlozeni mladin, sa vplyvom néslednych reakcii pri teplote 65 °C nezmenili
a nebol ovplyvneny ani vzhlad a organoleptické vlastnosti piv [8].

Vlastnosti HG a VHG mladin, ale aj piv z nich vyrobenych, zdvisia
od sposobu pripravy mladin. Pri vyrobe piva VHG technoldgiou sa musi
zachovat priblizne rovnakd doba kvasenia a dokvasovania ako pri vyrobe
piva o koncentricie, na ktort sa upravuju vysledné produkty. Cas potrebny
na fermentdciu sa vSak so zvySenim extraktu zvySuje [9]. ZvySené zakvasné
davky kvasiniek, zvySené zdkvasné a maximdlne teploty hlavného kvasenia,
dosiahnutie maximdlneho obsahu rozpustného kyslika sa vo vSeobecnosti
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spdjaju so zmenami obsahu prchavych latok a organoleptickych vlastnosti
piva. Pri silnejSom vzdus$neni vznikd v pive viac diacetylu, znizuje sa vytazok
etanolu [7]. ZvySenie teploty fermentacie vedie k neldplnym fermentaciam
a so zvySovanim teploty sa znizuje etanoltolerancia. Tento problém je eSte
vyraznejSi pri fermentdciach so zvySenym obsahom sacharidov v mladinédch
[9]. Vo HG a VHG mladindch su kvasinky vystavené stresovym podmienkam
- vysokej koncentrécii sacharidov, zvySenej koncentracii naprodukovaného
etanolu, nedostato¢nému prisunu zivin (ako su rozpustny kyslik a asimilova-
telny dusik), zvySenej viskozite prostredia, zvySenej koncentrécii rozpustené-
ho CO». Podmienky pre rast a metabolizmus kvasiniek si menej priaznivé -
nastdva zniZenie rastovej schopnosti, zvySenie straty viability buniek az smrt.
Dochddza k zmendm koncentrdcie zdasobnych latok vo vnutrobunkovom
prostredi kvasiniek. Ovplyvnené su aj fermentac¢né vlastnosti, ako su rychlos-
ti produkcie etanolu, spotreby substratu a rychlost tvorby vedlajsich produk-
tov.

Vplyv vonkajsich faktorov na vysledok kvasenia

Na vysledok kvasenia md vplyv mnozstvo vonkajsich faktorov, od ktorych
zavisi nielen rychlost kvasenia, ale aj vznik réznych vedlajSich produktov,
kde ich kvalitativne, ako aj kvantitativne zastipenie ma vplyv na organolep-
tick€ vlastnosti piva. V praxi sa vedie pivo tak, aby hotové pivo malo dobru
chut a penivost, bolo dostatocné nasytené oxidom uhli¢itym a uspokojivo
prekvasené. Stupen prekvasenia ma prvorady vplyv pri hlavnom kvaseni
a dokvasovani. Na konci hlavného kvasenia musi v mladom pive zostat
pre dokvasovanie tolko skvasitelného extraktu, aby hradiaci pretlak dosiahol
pozadované hodnoty nutné k vyhovujicemu nasyteniu piva oxidom uhlici-
tym. Pri splnenf tejto poZiadavky sa zdanlivy stupenl prekvasenia hotového
produktu musi priblizovat dosiahnutelnému prekvaseniu natolko, aby vysta-
vené pivo malo dobru biologicku trvanlivost.

Hlavné faktory, od ktorych zdvisi vysledok fermentdcie st:
pivovarské kvasinky,

zakvasna davka kvasiniek,

koncentracia skvasitelnych sacharidov,

teplota,

tlak,

~ pH,

kyslik a rH.
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Pivovarské kvasinky

Zvolenie spravneho kmena (typu) pivovarskych kvasiniek, vyhovujiceho
danym vyrobnym podmienkam, je doleZitym predpokladom pre dobri vyro-
bu. Vyhovujuci kmen pri normdlnom priebehu fermentdcie umozni dosiah-
nut pozadovany stupenn prekvasenia, dobré zakvasenie a vyhovuje aj
chutovo. Zakladnym predpokladom pri optimalizacii kvasenia v CKT okrem
kvasnej schopnosti a mikrobidlnej Cistoty kvasiniek je aj dobry fyziologicky
stav a enzymova aktivita diacetylreduktazy, ktord zabezpeci odburavanie pri
kvasen{ vzniknutého diacetylu na minimdlnu hodnotu [10].

Novy typ pivovarskych kvasiniek je mozné v praxi posudif v druhej gene-
récii, v niektorych pripadoch az v tretej generdcii. Vtedy sa aklimatizuju
a spolahlivo sa prejavia ich adaptacné vlastnosti. Dlhodobd Studia zaobera-
juca sa pozorovanim vlastnosti produkénych pivovarskych kvasiniek zistila,
Ze vacsina vlastnosti sa prakticky nement, avSak flokulécia je velmi premen-
livd. V naslednych generdciach kvasiniek sa skor zhorSuje [11, 12]. Tiito
vlastnost sa autori tejto Studie pokusili uspesne vysvetlif pomocou genetic-
kych zmien kvasiniek. Je ale ddlezité, aby k flokuldcii kvasiniek nedochad-
zalo predcCasne, pretoZe sa tym zniZuje pristupnost povrchu kvasni¢nych
buniek, zhorSuje sa kvasnd schopnost, a tym aj prekvasenie a dalSia metabo-
lickd a enzymova Cinnost kvasiniek [10]. Technické kultiry pivovarskych kva-
siniek sa vo vyrobe pouzivajui Sestkrat, len ojedinele viac ako desatkrat.
Dovod ich maximdlneho pouZitia je v tom, Ze kvasinky sa v novom prostredi
vzdy postupne menia a stracaju pdvodny charakter. Prejavom zaciatocnej
degenerdcie kvasiniek je pokles kvasnej mohutnosti a strata charakteristic-
kej vone. A nesmie sa zabudnit na skuto¢nost, Ze kvasinky sa vo vyrobnych
priestoroch aj kontaminuju.

Zber a uschova pivovarskych kvasiniek musi prebiehat pri podmienkach,
ktoré nezapri¢inia ich nihodni kontamindciu. Studovali sa r6zne postupy
konzervovania a skladovania pivovarskych kvasiniek, ako aj vplyv na ich vita-
litu a naslednu kvalitu piva [13]. Stidie tychto autorov ukazuju, Ze neexistu-
je suvislost medzi dobou preZitia po konzervovani a vitalitou kvasiniek pocas
kvasenia. Existuju v§ak nepriaznivé podmienky, ktoré negativne ovplyviiuji
¢innost kvasiniek a oznacuju sa ako stresové faktory [14]. PRATT-MARSHALL
[15] podrobne diskutuje o problémoch, ktoré maju vplyv na zZivotnost pivo-
varskych kvasiniek. V Studii sa poukazuje na to, Ze vysokd koncentréacia mla-
diny ovplyviiuje morfoldgiu kvasni¢nej bunky, posobi na bunkovu stenu
a spdsobuje zmensenie bunky.

Zdkvasnd ddvka kvasiniek
V mladindch rovnakej stupniovitosti je rychlost fermentdacie za rovnakych
podmienok a pri dobrom rozptyleni kvasiniek imernd mnozstvu kvasiniek
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pouzitych na zakvasenie. Z tohto udaja, v minulosti niekolkokrat overeného,
sa vyvodzuje, ze kazdd kvasni¢nd bunka sa sprava ako samostatny kataly-
zator kvasenia. V suvislosti s touto skutocnostou je celkovy vykon kvasiniek
v kultire dmerny poctu buniek. V tradi¢nych podmienkach kvasenia
v mensich objemoch sa bezne davkuje 0,5 | hustych kvasnic na 1 hl mladiny,
¢o je asi 15.100 buniek v ml. Pre CKT je nutné zabezpecit vyssie davkovanie,
podla poctu buniek v priemere 20.100 az 22.10¢ buniek na 1 ml [10]. Vyssia
davka kvasiniek c¢iasto¢ne potlacuje tvorbu vedlajSich metabolitov, zarucuje
vys$Siu redukciu karbonylu, neovplyviiuje vSak vytazok kvasiniek.
Rozmnozovanie kvasiniek nezdvisi od mnozstva kvasiniek pouzitych
pri zakvaseni. Prebieha tak, aby za danych podmienok bol v objemove;j jed-
notke ¢o najvacsi pocet buniek. Pri zakvasovani malym mnozstvom kvasiniek
je rozmnoZzovanie silnejSie, pri zakvasovani va¢Sim mnozstvom kvasiniek je
rozmnozovanie slabsie, avSak po ukonceni kvasenia je vytazok kvasiniek
v oboch pripadoch priblizne rovnaky. Obméadzené rozmnoZzovanie kvasiniek
zniZuje spotrebu zZivin na tvorbu novej bunkovej hmoty, takze vzrastd
vytazok hlavnych produktov fermentdcie, t. j. etanolu a oxidu uhlic¢itého.

Koncentrdcia skvasitelnych sacharidov

Sacharidy, ako hlavnd Zivina kvasiniek, ktoré tvoria asi 90 % extraktu
mladiny, boli zndme uz na prelome 18. a 19. storocia. Zavislost poradia skva-
sitelnosti sacharidov od vlastnosti kvasného kmena uviedol GRIFFIN [16].
Koncentracia skvasitelnych sacharidov v mladine md v istych pripadoch
vplyv na rychlost fermentdcie, ako aj na rozmnozovanie kvasiniek. Z praxe
je zname, ze mladiny s 11% az 12% extraktom skvasuju kvasinky lepSie ako
mladiny HG alebo mladiny s nizSou koncentrdciou extraktu.

Nadmerne vysokd koncentricia glukézy v mladine moze nastat pri vyro-
be mladiny ndhradou sladu pomocou sachardzy, kde pri rychlom rozkvaseni
dojde k zastaveniu kvasného procesu [10]. Do urcitej miery sa moze podob-
ny problém prejavit pri dlhodobom napusStani CKT mladinou so stdlym
prisunom glukdzy a fruktdzy pri diferencovanom davkovani kvasiniek. Doba
Zivota kvasiniek je ovplyvnend zlozenim média. MASKELL a kol. [17] Studo-
vali vztah medzi replikativnou dobou Zivota, zloZzenim sacharidov v mladine
a Specifickou rychlostou rastu u kmenov kvasiniek spodného kvasenia.
Nenasla sa zdvislost medzi replikativnou dobou Zivota a Specifickou rych-
lostou v laboratérnom médiu alebo v mladine. RozmnozZovanie kvasiniek pri
kvaseni mladin strednych koncentracii je zhruba umerné stupnovitosti mla-
diny a zdroven obsahu dusika v mladine. V mladinach s obsahom extraktu
14,5 % sa rozmnozovanie kvasiniek so sacharizdciou mladiny uz nezvysuje,
ale ustdli sa na konStantnej vySke. V mladindch s nizSou koncentraciou
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extraktu rozmnoZovanie kvasiniek neklesd imerne so stupniovitostou, ale je
rychlejSie. Pridavkom sachardzy sa vytazok kvasiniek zvySuje. Tento jav sa
oddvodnuje vysokym obsahom asimilovatelného dusika v mladine, ktorého
prebytok zostdva v pive, takZe rozmnoZovanie kvasiniek je obmedzované iba
nedostatkom sacharidov.

Stiidiom problematiky skvasovania mladin skvasitelnymi sacharidmi, ako
su maltdza, maltotrioza a glukdza, v porovnani s dal§imi surovinami a suro-
gatmi sa zaoberal WILLE a kol. [18]. Experimenty sa robili v Stvrtprevadzko-
vych meradlach, v objeme 60 1. Surogaty, ako kukuri¢né vlocky alebo r6zne
typy glukézovych sirupov nahrddzali az 30 % sypania sladu. Pokial sachari-
dové profily pouzitého surogdtu boli podobné, bola podobnd aj kinetika
kvasného procesu. Ak sa pouZzilo vysoké percento glukézového sirupu, doSlo
ku katabolickej represii. Tento jav sa ale neprejavil pri aplikdcii maltézové-
ho sirupu.

Teplota

Teplota ma velky vplyv na celkovy priebeh a vysledok kvasenia, ako aj
na rozmnozovanie kvasiniek. UZ zo starSich pozorovani vyplyva, Ze pri stu-
denom vedeni kvasenia narasta rychlost kvasenia zvySovanim teploty viac
ako zvySovanim teploty pri teplom vedeni fermentdcie. Optimédlna teplota
kvasenia nie je rovnaka u kvasiniek roznych kmeniov [10]. U spodnych kvasi-
niek sa pohybuje okolo 25 °C; az doteraz sa takéto vysoké teploty pri tech-
nologickych postupoch nevyuzivali. To isté plati aj o maximdlnej teplote,
pri ktorej kvasni¢nd kultura eSte kvasi. Pri teplotdch blizkych bodu mrazu
je rychlost kvasenia nepatrnd, avSak eSte stdle preukdzatelnd. Kvasenie sa
uplne zastavuje az pri zmrznuti média.

Pri pivovarskom spodnom kvaseni vyhovuju technologicky iba teploty
v pomerne uzkom intervale medzi 5-12 °C. Rychlost fermentdcie md byt
takd, aby ubytok extraktu za 24 hodin neprekrocil 1,5 % hmot. V praxi sa
reguluje vhodne zvolenou zdkvasnou teplotou a chladenim, ktoré ma byt ply-
nulé. Teplota nema klesat rychlejSie nez 1 °C za 24 hodin, aby sa kvasenie
neprerusilo [19]. Reguldcia teploty je v praxi najuicinnejSou pomockou, kto-
rou je mozné v urcitych medziach lubovolne menit rychlost kvasenia, ako aj
rozmnozovania kvasiniek [20]. Pri nizkych teplotiach prebieha kvasenie
volnejsie, kvasinky sa rozmnozuju pomalSie a Casto je aj vytazok kvasni¢nej
hmoty nizsi. Pri teplejSom vedeni kvasenia je rozmnoZovanie rychlejsie a aj
vytazok kvasni¢nej hmoty je vyssi. Teplota md sucasne vplyv na velkost kvas-
ni¢nych buniek. Pri teplejSom vedeni kvasenia su bunky kvasiniek o nieco
mensie ndsledkom rychlejSieho rozmnoZovania a dorastania, pri studenom
vedeni kvasenia bunky kvasiniek byvaju vicSie.
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Tlak

Tlak sa v technologickom postupe uplatiiuje prevazne nepriamo, hroma-
denim COy. CO2 tlmi proces fermentdcie. Pri beznych teplotach sa kvasenie
zastavi, az ked vzniknuty CO; dosiahne pretlak 0,3 az 0,4 KPa. V prevadz-
kovych podmienkach sa vSak pracuje s tlakmi sotva presahujucich 100 KPa.
Vplyvom vyssieho tlaku a sicasne vplyvom mensSieho prevzduSnenia mladi-
ny je vytazok kvasni¢nej hmoty nizsi. COz rozpusteny v pive pri dokvasovani,
ako aj dalSie vplyvy postupne utlmuju kvasenie, ktoré vSak celkom neustane,
az pokial neskon¢i technologicky proces fermentdcie. Potrebny hradiaci pre-
tlak zavisi od teploty. Kvasenie pri zvySenom tlaku inhibuje rast kvasiniek.
Kvasenie pri aplikdcii vysSich teplot je vhodné, ale len do hodnoty tlaku
0,1 MPa. Pri vySSom tlaku sa znizuje absorpcia aminokyselin kvasinkami.
Pri tlaku vy$Som ako 0,2 MPa dochddza k zna¢nému hromadeniu diacetylu
[10].

ZvySenie maximadlnej teploty fermentdcie z 8 °C na 13 °C az 14 °C spolu
s pouzitim vysSieho tlaku (120 az 180 MPa) m4d za nésledok skratenie proce-
su hlavného kvasenia. Zatial ¢o vySSia teplota proces fermentdcie urychluje,
kombindcia teploty a tlaku reguluje produkciu aromatickych zlicenin [21].
Jednym z hlavnych parametrov ovplyviiujicich produkciu prchavych latok je
rozpustny oxid uhlicity. Koncentracia CO; zdvisi od teploty a tlaku. Pri
posudzovani chuti a vOne piva je mozné oznacit tieto latky, ako aj ich skupi-
ny, za negativny prinos fermentdcie. Prave tlak ma podla KOROVINA a kol.
[22] velky vplyv na tvorbu aromatickych zloZiek piva.

pH

Hodnota pH je jednym z najdolezitejSich parametrov pre riadenie
procesu vyroby piva [23, 24]. Aj ked sa zda byt na prvy pohlad velmi jed-
noduché stanovenie pH mladin, ako aj rozkvasenej mladiny, je nutné, aby
slddkovia vedeli trochu viac o pozadi merania pH. MANGER [24] podrobne
rozpracoval spravny postup merania hodnoty pH, ako aj problémy suvisia-
ce s pH. Pri normdlnych prevddzkovych podmienkach md pH kvasiace]
mladiny pomerne maly vplyv na rychlost celej fermentacie, ako aj na roz-
mnozovanie kvasiniek, pokial sa neprekro¢i hrani¢nd hodnota. Pri pivo-
varskej fermentdcii sa pH pohybuje medzi 4,2 az 5,6. pH mladiny pred
zakvasenim je 5,3 az 5,6 a u hotového produktu 4,2 az 4,6. Pri kvaseni pH
klesa velmi rychlo vplyvom vznikajuceho CO». Uz druhy den po zakvaseni
klesne hodnota pH na hodnotu okolo 4,4 a td sa uz v dalSom procese meni
len nepatrne.
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Kyslik a rH

Proces fermentdcie je proces anaerdbny, prebieha bez kyslika. Naproti
tomu je kyslik nevyhnutny pri rozmnozovani kvasiniek. Je stavebnym prv-
kom pre biosyntézu zdkladnych membranovych lipidov kvasni¢nej bunky.
Zodpovedajuci prisun kyslika je nevyhnutny pre rast kvasiniek, priebeh kva-
senia a chut hotového piva [25]. V pivovarskej praxi sa oddavna davkuje kys-
lik do schladenej mladiny. Kyslik rozpusteny v mladine kvasinky spotrebuju
velmi rychlo uz v pociato¢nom Stadiu kvasenia, takze po dvoch dnoch je fer-
mentovand mladina takmer bez kyslika. Spotrebu kyslika a rychlost jeho
absorpcie v priebehu rozmnozenia kvasiniek rozoberd ANNEMULLER a MAN-
GER [26]. Experimenty ukdzali, Ze je mozné upravit intenzitu vzdu$nenia
na nizSie hodnoty v porovnani s koncentraciami, ktoré uddva literatura.
Pre Standardné fermentacie vo velkoobjemovych nddobach je mozné zvysit
alebo stabilizovat rast kvasiniek miernym ,,sekunddrnym* vzduSnenim asi
5 az 10 hodin po naplneni kvasnej nadoby.

Pivovarské kvasinky su schopné rozmnoZovat sa aj bez pristupu kyslika
pri anaerdbnych podmienkach, ale ak sa md trvale zachovat ich schopnost
rozmnozovania, je ur¢ité mnozstvo kyslika po urcitej dobe nevyhnutné.
Tento poznatok ndm potvrdzuje spravnost technologického procesu davko-
vania kyslika do uvarenej mladiny pri chladeni a zakvasovani mladiny. Ale
naopak, prili§ vysoky obsah kyslika md nepriaznivy vplyv na vlastnosti
hotového produktu. Stcasne s okyslicovanim sa pri fermentdcii menf aj rH
faktor. Schladend mladina pred zakvasenim ma obvykle rH 20 a viac. Tato
hodnota je priaznivd pre rozmnoZovanie kvasiniek a pri samotnom procese
kvasenia postupne klesd az na rH 10 az rH 11 u mladého piva. Pri rH niZzSom
ako 15 sa pivovarské kvasinky nerozmnozuju. Je preto dolezité chranit pivo
pri réznych manipuldciach v leZiackej pivnici, ako aj pri stdcani pred dalSou
oxidaciou. U piv nedostato¢ne nasytenych oxidom uhli¢itym je oxiddcia vzdy
silnejSia. Kyslik poskodzuje chut aj stabilizaciu piva. Oxidované pivo je
neprijemne horké, vo flasiach vznikd predcasne proteinovy zakal a po paste-
rizdcii vznikaju nebiologické zdkaly [27, 28].

Faktory ovplyviujuce kvasenie
vysokokoncentrovanych substratov

Kvasinky su pocas kvasenia vysokokoncentrovanych mladin vystavené
roznym stresovym podmienkam. Literatira je nejednotnd v ndzore, ktory
z tychto stresovych faktorov je najskodlivejsi pre kvasinky pocas fermentacie
v takychto mladindch. Niektori autori oznacuju ako hlavnu priinu pomalej
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a nedokoncenej fermentdcie toxicitu etanolu, ini zasa nedostatok Zivin alebo
neoptimdlny pridavok Zivin (ako si Oz a asimilovatelny dusik). Dal§im stre-
sovym faktorom modze byt zvySeny osmoticky tlak na bunky kvasiniek spdso-
beny vysokou koncentraciou sacharidov v mladine. V skutocnosti vSetky
tieto hypotézy si navzdjom prepojené a dolezité pre udrzanie fermentacnej
aktivity kvasiniek. Pivovarské kvasinky su schopné tolerovat iba 7-9 % ob;.
etanolu v prostredi, ¢o je mnozstvo obvykle produkované pri fermentdciach
16-20 % mladin. VysSie koncentrdcie etanolu a lepSia fermentacnd aktivita
sa daju dosiahnut pridavkom zivin, ktory musi byt optimdlny [29, 30].

Vplyv osmotického tlaku

Kvasinky si chemoheterotrofné organizmy, ktoré potrebuju uhlik a dusik
najcastejSie vo forme organickych zlicenin. Najpristupnej$i je im uhlik
vo forme sacharidov, ktoré vyuzivaji oxida¢nym, ako aj anoxidaénym sposo-
bom v procese kvasenia. HG a VHG mladiny su zdroven mladiny s vysokym
obsahom sacharidov obsahujuce az 85 % tychto latok. ZvySenie koncent-
racie substrdatu vedie k zvySenej metabolickej aktivite kvasiniek, avSak pri
velmi vysokych koncentrdciach sa zvySuje ucinok osmotického tlaku
na bunky, vysledkom ¢oho je zniZenie rychlosti rastu kvasiniek a ich fermen-
tacnej aktivity [31]. Prostredie musi mat dostato¢nu vlhkost, aspon 30 % pre
kvasinkovité formy a 20 % pre hyfovité formy mikroogranizmov. Az 85 %
vody v bunke kvasiniek je vo viazanej forme. Viazand voda zabezpecuje
potrebné napuciavacie ucinky bunky pre jej funkéné Struktury. Volnd voda
tvori v bunke predovSetkym transportny prostriedok pri ldtkovej premene,
sprostredkovdva rozdelenie medziproduktov ldatkového metabolizmu
a odvddza nadbytoc¢né teplo [32].

Vysoky osmoticky tlak znizuje aktivitu vody prostredia kvasiniek, a tak
spOsobuje dehydratdciu bunky s ndslednou plazmolyzou. Ak sa aktivita vody
okolitého prostredia odchyluje od optimdlnych podmienok, ktoré su Speci-
fické pre kazdy druh, mikroorganizmy zvySia svoju energeticku spotrebu, aby
udrzali termodynamickud rovnovahu - konstantny bunkovy objem a turgorovy
tlak [33]. Objem bunky vystavenej osmotickému tlaku je najprv modifikovany
pasivne - pomocou vody alebo iného osmolytu, v druhej faze sa zapdja aktiv-
ny mechanizmus, ktory umozni bunke obnovit jej pdvodny objem [34].
Na vsetky tieto procesy vyzaduje bunka energiu a tak poklesne jej rastova
schopnost [35]. Inhibicia rychlosti rastu kvasiniek sa zacina prejavovat
od koncentracie glukdzy 50 g.I-! a inhibicia jej fermentacnej rychlosti od kon-
centracie 150 g.I'! glukdzy [36]. Maximdlna koncentrdcia substratu, ktorud sd
schopné kvasinky eSte tplne sfermentovat sa 1iSi v zdvislosti od substrdtu,
podmienok jeho davkovania, pouzitého kmena kvasiniek, teploty vedenia fer-
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mentdcie a pridavku rdznych aditiv. NAGODAWITHANA [37] uvddza, Ze
pri koncentracii sacharidov 180 g.I'! su fermentdcie pomalé a ¢asto zostavaju
neukoncené, dochddza k vysokej strate viability az smrti buniek, pretoze vyso-
ky osmoticky tlak a viskozita brdnia kvasinkdm asimilovat substrat. THOMAS
a INGLEDEW [38] piSu o uplnej a ukonéenej fermentdcii aj pri koncentraciach
rozpustnych latok v médiu 390 gl! v pritomnosti dostato¢éného mnozstva
zivin pre rast a rozmnozovanie buniek. Uplnd inhibicia fermentdcie sub-
stratom nastdva pri koncentracii glukdzy vyssej ako 400 g.I-1, a v zavislosti
od obsahu pritomného etanolu uz aj pri omnoho nizSich koncentraciach,
pretoze existuje synergicky efekt medzi vysokou koncentraciou glukozy a eta-
nolu. Velmi dodlezité je posudzovat aj to, aky druh sacharidu sa v médiu
nachddza. Napriklad substrdtova inhibicia fermentdcie rovnakou koncentra-
ciou glukozy (180 g.mol!) je vyssia ako pri sachardze (342 g.mol-1), osmoticky
tlak glukozy je 1,73-krat vyssi [39, 40]. Pivovarnicka mladina obsahuje rozne
sacharidy r6znej koncentrdcie. V zdvislosti od spOsobu jej pripravy sa obsah
jednotlivych sacharidov meni, a tak mladiny s rovnakym extraktom mozu
pOsobit na bunky kvasiniek roéznym osmotickym tlakom. Pravdepodobne
preto sa liSia aj poznatky jednotlivych autorov o tom, pri ktorej koncentrdcii
mladiny zacina inhibicia rychlosti rastu a fermentacnej aktivity.

ZvySovanim osmotického tlaku v mladine upravou koncentracie sacharidov
z koncentrdcie 10 % na 20 % (20% mladina vyrobena sladovanim jac¢mena
nariedend na nizsie koncentrécie) sa zistilo, Ze nebol poskodeny rast buniek
ani ich fermentacnd aktivita, prave naopak, zvySend koncentrécia sacharidov
mierne stimulovala rychlost rastu a zvySila produkciu etanolu. So zvySovanim
koncentracie extraktu nebola poSkodend ani viabilita buniek [31]. V pokuse
uskutocnenom s 28% mladinou (12% mladina upravovand pridavkom gluké-
zového sirupu alebo maltdzy na 28% mladinu) v atmosfére dusika sa proces
fermentdcie zastavil uzZ po 6 dnoch, obsah nesfermentovanych rozpustnych
latok bol 18,6 %. Pri fermentécii mladiny bez atmosféry dusika sa proces kva-
senia ukoncil po 11 diioch a obsah nesfermentovanych rozpustnych latok bol
8,5 %, ¢o predstavuje 69,6% prekvasenie. Je to hodnota bezne dosahovand
pri fermentdciach s vysokym obsahom surogacie [41]. Maximalna dosiahnutd
koncentricia etanolu bola 11,2 % obj. a ani pri takejto vysokej koncentrécii
sacharidov sa nepozorovala vyrazna strata viability buniek kvasiniek. V obid-
voch pokusoch nebola fermentacia iplne dokoncend preto, ze kmen kvasini-
ek nemetabolizoval dextriny pritomné v mladine [31].

Vplyv etanolu

Etanol je unikdtnym produktom metabolizmu, pretoze sa fyziologicky
produkuje v koncentrécii, pri ktorej dochddza k denaturdcii proteinov
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a k ndslednej smrti buniek [40]. Prvym miestom pdsobenia etanolu je cyto-
plazmatickd membrana buniek, ako aj membrdny inych bunkovych organel.
Interakciou membrdny s etanolom dochddza k zmene Struktiry membrany
a tym aj k zmene permeability [42]. KedZe etanol a lipidy cytoplazmatickej
membrdny si amfipatické molekuly, je isté, Zze spolu priamo interaguju
pocas fermentdcie, vysledkom coho su fyziologické zmeny v cytoplazmatic-
kej membrane [40]. Etanol interaguje s membranou vstipenim do jej hydro-
fobneho priestoru, zvySuje polaritu tejto Casti, oslabuje hydrofébne interak-
cie a hydrofébnu bariéru volnou vymenou poldrnych molekul, poskodzuje
umiestnenie proteinov v membrdne, pricom mdze dochddzat az k vytvoreniu
dier [43]. Etanol tak zapri€inuje unik esencidlnych kofaktorov a koenzymov
nevyhnutnych pre aktivitu enzymov glykolyzy. Strata ldtok nevyhnutnych
pre aktivitu bunky vedie k jej oslabeniu alebo smrti. Dal§im prejavom jeho
inhibi¢ného ucinku je denaturdcia rdznych proteinov a enzymov glykolyzy,
vyvolanie proténového toku, urychlovanie pasivneho toku proténov do bun-
ky, zvySenie termdlnej smrti a ,,petit“ mutdcii, inhibicia transportu glukdzy,
maltdzy a dusika [40].

Z. doterajSich poznatkov vyplyva, Ze pritomnost etanolu v membrane
spOsobuje oslabenie hydrofdbnych interakcii medzi acylmi mastnych kyselin,
¢o spdsobuje neziaduce zvySenie fluidity membrdny a zniZenie jej integrity
[44-47]. Negativny vplyv etanolu na bunky sa modzZe pozorovat zniZenim
rastovej rychlosti, stratou viability a zniZzenim rychlosti tvorby etanolu, Cize
fermentacénej schopnosti, pricom prvé dva parametre su citlivejSie na u¢inok
etanolu. Upln4 inhibicia rastu a dpln4 strata viability nastdvaji uz pri 12 %
obj. etanolu, zatial ¢o fermentacnd aktivita je pozorovatelna pri niektorych
kmenoch kvasiniek este aj pri 30 % obj. etanolu [40, 42]. Maximdlna kon-
centrdcia etanolu, pri ktorej je kvasinka eSte schopnd produkovat etanol,
nie je dand len genetickou vybavou kvasinky, ale je vo velkej miere ovplyv-
nend pritomnostou zivin a protektivnych latok v médiu, parametrami okoli-
tého prostredia, spésobom priddvania substrdtu a inymi technologickymi
parametrami fermentacie [40, 48, 42]. Pri Stidiu etanoltolerancie buniek je
vaznym problémom fakt, Ze neexistuje vSeobecne uzndvand definicia etanol-
tolerancie alebo technika jej merania. V literatire boli opisané techniky
zaloZené na merani pomeru rychlosti fermentdcie bez pritomnosti etanolu
a pri vysokej koncentrécii etanolu, metddy stanovenia vytazku etanolu, kri-
tickej koncentrécie etanolu v kvasnom prostredi, spésoby merania zmeny
extracelularneho pH a kalorimetrického stanovenia kvasného prostredia
[49]. Medzi jednotlivymi kmenimi kvasiniek sa metédou merania rychlosti
rastu a straty viability zistili velké rozdiely v etanoltolerancii. Tieto metddy
vSak okrem etanoltolerancie mohli odrdzat aj rozdiely v ndrokoch kvasiniek
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na ziviny a rozdiely v podmienkach fermentdcie. NajcastejSie pouZivanou
metddou stanovovania etanoltolerancie je meranie inhibicie rastu buniek
v pritomnosti exogénne pridaného etanolu [42]. Stanovenie etanoltolerancie
na zéklade pridavku exogénneho etanolu do prostredia nevystihuje uplne
toleranciu voci etanolu pocas fermentdcie, pretoze vplyv exogénneho
a endogénneho etanolu na bunku kvasinky nie je totozny, ale vyhodou tejto
metddy je jej jednoduchost. Metdda merania inhibicie fermentac¢nej schop-
nosti je najlep$im indexom etanoltolerancie, pretoze tiato charakteristika
nie je ovplyvnend vyzivovacimi faktormi bunky alebo fazou rastu kultury [48,
50]. Doteraz sa predpokladalo, ze skvasovanie VHG mladin s koncentraciou
extraktu vy$Sou ako 16 % nie je mozné, pretoze pivovarnicke kvasinky tole-
ruju iba 7-8 % obj. etanolu. Zistilo sa, Ze pivovarnicke kvasinky sui rovnako
tolerantné k vysokym koncentrdciam etanolu ako liehovarnicke a vindrske
kmene - nevyZaduju genetické manipuldcie a zlepSovanie kmena na to, aby
tolerovali 14-16 % etanolu. PouZitim vysSej zdkvasnej ddvky alebo pridav-
kom Zivin sa dosiahla koncentrécia etanolu tolerovand pivovarnickymi kva-
sinkami az 16 % obj. [41]. Najvyssie koncentrdcie tolerovaného etanolu sa
dosiahli pridavkom ergosterolu a kvasni¢ného autolyzatu do vysokokoncent-
rovanej mladiny [41]. VysSia pociatocnd koncentrdcia buniek umoznila rych-
lejSiu produkciu etanolu pocas pociatoc¢nej fazy fermentdcie, naprodukova-
ny etanol vyvolal permeabilizdciu buniek, ¢im doslo k uvolneniu Zivin pocas
fermentdcie, a tak sa zvySila tolerancia eSte fermentujuicich buniek k etano-
lu [51]. Nedostatocnd etanoltolerancia pravdepodobne nie je limitujicim
faktorom fermentdcii VHG mladin, pretoZe so zvySovanim koncentracie
extraktu mladiny z 10 % na 20 % sa rychlost produkcie etanolu zvySovala
[31]. Ak sa fermentidcie VHG mladin neukonili, bolo to pre nedostatok
Zivin, pretoze po pridavku tychto Zivin fermentdcia opét pokracovala.

Prehlad surovin pouzivanych pre vyrobu etanolu, ako aj ich sicasné vyu-
Zivanie, nové perspektivne sposoby ich pouzitia a problémy vyskytujice sa
pri spracovani jednotlivych surovin a ich mozné rieSenie sa konkrétne disku-
tujui v ¢ldnku autorov BAFRNCOVA, SMOGROVICOVA a PATKOVA [52]. O niek-
torych novych technoldgiach fermentaénej vyroby etanolu, ako su simultan-
na sacharifikdcia a fermentdacia Skrobu, VHG fermentacia, fermentacia imo-
bilizovanymi kvasinkami, kontinudlna fermentdcia s recyklom buniek, vaku-
ovd fermentdcia a extraktivna fermentdcia blizSie diskutuji BAFRNCOVA
a SMOGROVICOVA [53].

Vplyv dusikatych ldtok

Kvasinky su chemoheterotrofné organizmy, ktoré potrebuji okrem
uhlika aj dusik a vitaminy na zabezpecenie rastu a rozmnoZovania buniek.
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Dusik zohrava ddlezitu ulohu aj pri rychlosti produkcie etanolu. Jeho prida-
vok v mnozstve vy$§om ako je odporucand koncentrdcia vedie k omnoho
vys$Sej rychlosti fermentdcie a k vysSiemu vytazku biomasy [53]. Zdroj dusika
mdze byt anorganicky (rozne amdnne soli) alebo organicky (volné aminoky-
seliny, kvasni¢ny extrakt, zvySky biomasy kvasiniek alebo mycélia, zvysky
proteinov a ich hydrolyzétov, ako sd albuminovy alebo kazeinovy hydrolyzat,
dalej kukuri¢ny vyluh, peptén alebo sladina). Pozitivny vplyv pridavku
dusikatého zdroja na priebeh etanolovej fermentdcie opisali vo svojich
pracach viacerf autori [38, 54-57]. Pri vysokokoncentrovanych fermentdciach
obsahuji médid (mladina a iné substraty) nedostatocné mnozstvo volného
aminodusika (FAN). V mladindch normdlnej hustoty musi byt mnozstvo
FAN 140-150 mg.l'l. V mladindch vy$$ej hustoty je odporucand koncent-
rdcia vysSia [53] a zdvisi od pouzitych fermentacnych podmienok [58].
Vysokokoncentrované mladiny vSak obsahuju len 120 mg/l FAN, ¢o je kon-
centrdcia priliS nizka na dosiahnutie maximadlnej rychlosti utilizécie sachari-
dov a produkciu etanolu. Na zvySenie hladiny asimilovatelného dusika je
vhodné obohatit substrat o dusikaté Ziviny. Mozu sa priddvat vo forme
volnych aminokyselin, kvasnicného extraktu alebo autolyzatu odpadovych
pivovarnickych kvasiniek obsahujiceho zmes aminokyselin, proteinov a ich
hydrolyzdtov, alebo ako anorganicky zdroj vo forme mocoviny a aménnych
soli. Pri VHG fermentdciach by pouzitie proteindz mohlo eliminovat potre-
bu pridavku asimilovatelného dusika [59]. Pridavok dusika pdsobf stimulac-
ne, ak sa pridd pred fermentdciou, ale tak isto stimulacne posobi, aj ked sa
prida po zastaveni fermentdcie, kedy sposobi rychle opdtovné zacatie fer-
mentdcie. Toto naznacuje, Ze ukoncenie fermentdcie nie je sposobené toxi-
citou etanolu alebo osmotickym tlakom, ale pravdepodobne nedostatkom
zivin. So spravnym pridavkom zivin su pivovarnicke kvasinky schopné pro-
dukovat az 16 % obj. etanolu pocas doby potrebnej na fermentdciu piva bez
zjavnej straty viability [41]. Pridavok kvasni¢ného extraktu, kazeinového
hydrolyzdtu, alebo jednotlivych aminokyselin (ako napriklad kyselina glu-
tdmov4 [38], arginin, asparagin [60]) stimuluje rast kvasiniek a redukuje ¢as
fermentdcie. Fermentdciou 24% mladiny sa utilizovalo priblizne 16 %
extraktu, ¢o predstavuje teoreticky mnozstvo etanolu 8,5.10-2 g.ml-l.
Maximalne dosiahnuté mnozstvo etanolu v mladine s pridavkom kvasni¢né-
ho extraktu bolo 8,4.10-2 g.ml-1, ¢o predstavuje az 98-99 % teoretickej hod-
noty (bezne je to 93-95 %). V mladine bez pridavku sa dosiahlo maximdlne
5,5.102 g.ml-L, ¢o je iba 64-65 % z teoretickej hodnoty. Nizky vytazok bol
pravdepodobne spdsobeny nevhodnym prostredim VHG mladin [53]. ESte
vacsi stimulacény efekt ako kvasniény autolyzat mal na priebeh VHG fer-
mentdcie pridavok kvasni¢ného autolyzdtu v kombindcii s lipidom. V tomto
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pripade sa dosiahlo omnoho rychlejSie prekvasenie a vysSia vytaznost bio-
masy ako pri pridavku samotného lipidu alebo samotného kvasni¢ného auto-
lyzatu [41]. Pridavok 0,8 % kvasnicného extraktu, 24 mg.l-! ergosterolu
a 0,24 % obj. Tween 80 k vysokokoncentrovanej mladine spdsobil produkciu
viac ako 14 % obj. alkoholu pri 14 °C pocas 5 dni. Mladina bez akéhokolvek
pridavku sa fermentovala az 2 tyzdne.

Ekonomicky najvyhodnejSie by bolo pouzitie autolyzdtu odpadovych
pivovarnickych kvasnic ako zdroja exogénneho FAN [59]. Pouzitim autoly-
zatu pivovarnickych kvasnic sa koncentracia dusika zvySila asi na 700 mg.l-!
(14,4 % z celkového objemu), vyznamne sa zrychlila utilizdcia sacharidov
a produkcia etanolu, ale kvasinky si neudrzali vysoku viabilitu [58]. Niektoré
formy dusika nie su kvasinkami vyuZivané pre rast a rozmnozovanie a aj
napriek tomu ich pridavok stimuluje VHG fermentaciu. Takto sa spravaju
napriklad prolin a arginin. Prolin v anaerébnych podmienkach a pri represii
nemoze sluzit ako zdroj dusika, avSak kvasinky ho potrebujui ako ochrannu
latku v bunke pred osmotickym stresom pocas fermentécii vysokokoncent-
rovanych médif [60]. Pridavok argininu ma taktiez ddlezitd dlohu v podpore
fermentdcie s vysokou koncentraciou sacharidov. Pravdepodobne slizi ako
prekurzor niektorych zdkladnych aminokyselin, ktoré kvasinky lahko utilizu-
ju a uhlik z tychto zlicenin sa v bunke pouzije proti vysokému koncentra-
¢nému gradientu [60]. Nie vSetky aminokyseliny maji rovnaky ucinok
na podporu rastu kvasiniek. Napriklad glycin a lyzin kvasinky lahko utilizu-
ju, ale pdsobia inhibiéne na rast, rozmnoZovanie a fermentdciu. Ucinnost
aminokyselin ako zdroja dusika by sa mohla spdjat so schopnostou kvasinky
vyuzivat uhlikatd kostru danej aminokyseliny [38]. Tento poznatok poukazu-
je na to, Ze existuju kvalitativne rozdiely medzi aminokyselinami s ohladom
na ich schopnost slizit ako zdroj dusika pre rast kvasiniek [38]. T{ isti auto-
ri [56] vSak neskor zistili, Ze zlozky komplexného média, ako su glycin a gly-
cinbetain, taktieZ zniZzuju uic¢inok osmotického stresu na rast a viabilitu bu-
niek. Z anorganickych zdrojov sa sledoval vplyv siranu aménneho na priebeh
VHG fermentdcii. Jeho pridavok taktieZ redukoval rychlost fermentdcie
[60].

Vplyv zloZiek fermentacného média

Na posobenie kvasiniek pocas fermentdcie a na ich fyziologicky stav
vo velkej miere vplyva aj pritomnost kyslika, solf, vitaminov, kovov a réznych
inych latok. Kvasenie mladiny prebieha v anaerébnych podmienkach, takze
vSetku energiu potrebnu pre rast a syntetick€ pochody ziskavaju kvasinky
vylucne glykolyzou. Aj napriek tomu je potrebné urcité mnozstvo kyslika
na zaciatku fermentdcie na zabezpecenie rastu a rozmnoZovania buniek
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[61]. Tlak Oz vo fermentacnom médiu sa zvykne udrziavat v rozsahu
613 Pa, ¢o zodpoveda koncentraciam 0,8.10-7 mol.I'! az 1,6.10-7 mol.I-1 [62].
So zvySovanim stupnovitosti mladiny sa mnozstvo rozpustené¢ho kyslika
v mladinéch zniZuje. Dostupnost kyslika je teda limitujuicim rastovym fakto-
rom vo VHG fermentdciach mladiny. Vyznam kyslika pri kvaseni piva je spo-
jeny predovSetkym so syntézou sterolov a nenasytenych mastnych kyselin
kvasinkami. Tieto lipidy su Zivotne doleZité Strukturdlne zlozky kvasni¢nej
membrany, od ich zloZenia a obsahu zdvisi aktivita pohybu Zivin a metaboli-
tov z bunky do zivného prostredia a naopak. Molekuldrny kyslik je nevy-
hnutny pre premenu biologického prekurzora skvalénu na ergosterol, jeden
zo zékladnych sterolov v kvasinkdch [63]. Pridavok ergosterolu a kyseliny
olejovej moze nahradit ndroky rastucich kvasiniek na kyslik a zvysit ich eta-
noltoleranciu. Pridavok 0,8 % kvasni¢ného extraktu, 24 mg.1-1 ergosterolu
a 0,24 % obj. Tween 80 k vysokokoncentrovanej mladine spdsobil produkciu
viac ako 14 % obj. alkoholu pri 14 °C pocas 5 dni. Mladina bez akéhokolvek
pridavku sa fermentovala az 2 tyzdne [41, 63]. Kvasinky vo vysokokoncen-
trovanych mladindch zakvasované viac¢Sou davkou vyuzivaju kyslik pre synté-
zu lipidov efektivnejSie a maju lepSiu fermentacnu schopnost a viabilitu [41].
Na druhej strane zvySend koncentricia sterolov a mastnych kyselin v pros-
tredi ma nepriaznivy dopad na organolepticku kvalitu hotového piva [29].
Pre cinnost kvasiniek su ddlezité aj niektoré vitaminy, pretoZe tvoria
sucast niektorych enzymov, podporuju rast buniek a umoziuju latkovu
vymenu. K najdodlezitejSim patria vitaminy skupiny B, predovSetkym biotin,
kyselina pantoténovd, provitamin D7 ergosterol, mezo-inozitol, kyselina
nikotinova. Tieto vitaminy byvajui viac¢Sinou vo VHG mladinach zastiupené
nedostatocne, a tak prispievaju k neukonceniu fermentdcie. Pocas ich rapid-
neho nedostatku sa rast buniek zastavi, av§ak bunky zostavaju rastovo poten-
cidlne (v zmysle Specifickej rastovej rychlosti a faktoru rozmnoZovania)
a po ich opatovnom pridani fermentdcia mladiny pokracuje [64].
Nepriaznivy vplyv na sprdvanie kvasiniek, pravdepodobne spOsobeny
vysokou koncentriciou etanolu, zvySenym osmotickym tlakom a nedostat-
kom Zivin pri kvaseni VHG mladin moze byt znizeny pridavkom takych zlo-
ziek, ako su kationy horcika a vdpnika. Obidva kovy si normdlne pritomné
v mladine vo forme soli, a zohrdvaju ddlezitu ulohu pri raste kvasiniek
a pri fermentdcii. Su nevyhnutné pri reguldcii pH mladiny, flokuldcii kvasi-
niek, stimuldcii bunkového delenia a aktivite enzymov glykolytickej drahy
[65]. Ich pridavok v optimalnej koncentracii je velmi doleZity na udrzanie
viability a zlepSenie fermentacnej aktivity kvasiniek [66, 67], pretoZe vysokd
koncentrdcia soli v substréte je Skodlivd pre rast buniek a produkciu etano-
lu [67, 68]. Pritomnost optimdlnej koncentracie vdpnika zniZuje inhibi¢ny
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vplyv etanolu na rast a fermentdciu buniek. Vapnik udrZiava permeabilitu
membrany ochranujic ndboj fosfolipidov membrany a reguldciu interakcii
lipid - protein, a tym zniZuje rozsah etanolom stimulovaného uvolnenia vnuit-
robunkovych zloZiek [68. 69]. Velmi ucinnd zlozka spdsobujuca zvySenie fer-
mentacnej aktivity kvasiniek je horcik, pretoze je potrebnym kofaktorom
nukleotidov enzymov glykolytickej drahy (hexokindzy, fosfofruktokindzy,
fosfoglycerdtkindzy, enoldzy a pyruvatkindzy) a syntézy mastnych kyselin.
Chrani bunku pred stresom vyvolanym etanolom, teplotou alebo osmotic-
kym tlakom [30, 67-70]. Pridavok Mg2+ a Ca2+ soli v optimalnej koncent-
racii k VHG mladindm prispel k zlepSeniu fermenta¢nych parametrov kva-
siniek [71], predovSetkym k zniZeniu percenta nesfermentovanych sachari-
dov.

Z inych faktorov, ktoré ovplyviiuju rast buniek a rychlost produkcie eta-
nolu mézeme spomentit jednosmerny a striedavy elektricky prud [72], ktory
sa prejavi aj na produkecii vysSich alkoholov, esterov a organickych kyselin.

Zaver

Cielom kvasenia piva je riadend premena sacharidov na alkohol a CO2
a sti¢asne vytvaranie vhodnych organoleptickych vlastnosti piva. Pri procese
kvasenia sa vytvdra chutovy charakter piva, ktory je ovplyviiovany nielen
hlavnymi produktami kvasenia, ale aj obsahom vysSich alkoholov, esterov,
keténov, aldehydov, zlicenin siry atd. Priebeh fermentdcie zdvisi od zloZenia
mladiny, druhu pouZitého kvasni¢ného kmena, uréenia ich pociato¢nej kon-
centrdcie, postdenia ich fyziologického stavu, teploty kvasenia, tlaku, obje-
mu a tvaru nddob. Su to len ndhodne vymenované a ani nie zdaleka vSetky
podmienky, ktoré vplyvaju na charakteristiku chuti a vone hotového piva.

Vyber vhodného kvasni¢éného kmena a jeho aktivita velmi zavisia od pod-
mienok prostredia, v ktorych prebieha fermentdcia. Aktivne bunky mozu
rychle prekvasovat substrat, asimilovat aminokyseliny, adsorbovat horké
latky a ovplyviiovat spektrum tvorby prchavych latok v pive. Od schopnosti
kvasiniek, rychlosti odpovede a prispdsobenia sa na niekolko stresov stcas-
ne zdvisi uspesSnd HG alebo VHG fermentdcia. Prvoradou ulohou je, aby si
kvasinky zachovali svoju vitalitu, definovanu ako schopnost kvasiniek zniest
rozne stresy a uskutoc¢nit fermentdciu. Kvasinky musia byt schopné vydrzat
tento stres bez negativneho vplyvu na organoleptické vlastnosti hotového
produktu - piva.
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Influence of technological factors on fermentative activity of brewery yeasts

SEPELOVA, G. - CVENGROSCHOVA, M. - SMOGROVICOVA, D.:
Bull. potrav. Vysk., 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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