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Motto:

, 10 optimize operating costs, while reducing
processing times, in order to gain a
competitive advantage and maximize
revenue, Is imperative to brewery survival.”

,<Zasadni pro p reziti pivovaru je optimalizace
vyrobnich naklad d a zkraceni ¢asu vyroby,
které zaru cuje ziskani konkuren ¢€ni vyhody a
dosazeni maximalniho zisku.”

(Chlup et al., J. Inst. Brew. 114, 45-61, 2008)
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Tradi éni pivovarsky proces

B Tradiéné probiha kvaseni mladiny v otev fenych kvasnych
kadich (kapacita 20 — 500 hl, vySka do 200 cm)

B Kvasné deky “ jsou odstra Aovany — spolu s nezadoucimi
latkami

B CO, muze voln é unikat b éhem kvasSeni
Kvaseni spodnimi kvasnicemi (9 — 12 °C) trva 6 — 10 dni
Nasledné zrani piva trva tydny (21 — 70 dni)

BNejlepSi ¢€ast kvasnic
sedimentujicichnadn é je
pouzita pro dalSi nasazeni (az_
10-krat)
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Kvaseni v cylindro-konickych tancich ( CKT)
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Teplotni profilse m éni s
vySkou tanku

Pretlak CO,

Kvasné deky nejsou
odstra novany

Celkova doba kvaseni v ¢etneé
zrani piva — 15 — 30 dni

Kvasnice jsou vystaveny
silnéemu hydrostatickému tlaku

Odst rel — dobré a mén é dobré
frakce kvasnic jsou promichany

Opakované nasazovani — pouze

2-3-krat




Nékteré stresy p dsobici na kvasnice b éhem
pivovarskeho procesu

B Propagace, kvaseni mladiny a nasledujici procesy zahrnuj

mnoho druh 0 stresu
B - oxidativni - chladovy Sok
- osmoticky - chemicky stres (ethanol)
- aerobni/anaerobni p fechod - nutri €ni stres
- tlakovy stres - pH stres

Propagation
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Stres zp dsobeny hydrostatickym tlakem (CKT)

Silny hydrostaticky tlak ma podobné i €inky jako p Fetlak plynu (2).

Poskozeni kvasnic hydrostatickym tlakem = poSkozeni vysokou
teplotou a oxidativnim stresem  (2)

Barotolerance je nizka v exponencialni a vysoka ve stac  ionarni fazi
rustu kvasinek

Hydrodynamicky stres — centrifugace

Pouziva se pro (3):
B Sklize n neflokulujicich kvasnic

B Odstran éni kvasnic z mladeho pivap red
dokvaSovanim

M Ziskani piva ze sklizenych kvasnic
Centrifugované kvasnice mohou vykazovat:
B Pokles viability a vnitrobun ééného pH

B UvolAovani mananu z bun ééné stény — zakal
piva
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W After centrifugation Ztraty bun ecného glykogenu a trehalosy
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Pretlak CO,

CO, voln e prochazi membranami a ovliv. nuje membranovy potencial
tlm ze meéni elektricky odpor membrany.

Pretlak CO , inhibuje metabolismus a sniZuje viabilitu bun €k
S volnymi aminoskupinami protein  u tvo fi CO, karbamaty :

R-C-COOH + CO, « R-C-COOH
[ [
NH, H N-COOH
Pfi neutralnim pH jsou karbamaty anionty _: RNHCOO-. Kladny naboj na

bilkovin & se méni na zaporny — to ovliv nUJe strukturu bllkovmy ajeji
funkci.

Nekteré enzymy jsou inhibovany HCO ,/CO,:

malat dehydrogenasy; isocitrat dehydrogenasa; G-6-P
dehydrogenasa; aminopeptidasa; G-6-P fosfohydrolasa ; glutamat
dehydrogenasa; laktat dehydrogenasa; nitrogenasa; p olyfenol
oxidasa; pyruvat kinasa

Nékteré enzymy jsou aktivovany HCO E'ICOZ:

membranové ATPasy; _ATP:citrat lyasa; cytochrom c oxidasa; G-6-P
dehydrogenasa (NADP); glutaminasa; sukcinat dehydroge nasa
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® Nutri éni/chemicky stres — surogaty, kaly, mykotoxiny,
EtOH
Surogaty - zdroje C, které nepochéazeji ze sladu. Pouziti —
adjustace barvy a chuti piva, zlepSeni p  énivosti.

= Kapalné surogaty — glukosovy sirup, Skrobovy hydrolyzat,
smeési cukr/dextrin, extrakty z je  €émene, psenice, karamely.

= Pevné surogaty - je€émen, pSenice, kuku Fice, ryze, triticale.
SusSené vlo €ky, drcené zrno, mouka, krupice.

= QOvliv Auji vyzivu kvasnic a tim tvorbu EtOH, chu  t'ové latky

= Kaly stimuluji aktivitu kvasnic a fermentaci

= ALE tannoidy z kal G adsorbované na
povrch bun ék snizuji vitalitu ( 5).

= Ethanol — vySSi koncentrace jsou toxické

= Mykotoxiny ( deoxynivalenol, zearalenon,

fumonisinsy — dostavaji se do piva z
jeémene a mohou ovliv novat kvasnice.
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pPH stresy — kyseleé prani, pokles pH b éhem fermentace

Odstran éni bakterialni kontaminace mezi nasazenimi

B Kyselé prani - zFedéna kyselina (fosfore €na, citronova, vinna,
sirova, na pH 2.0) s kontinualnim michanim, pak stani  az 2 h.

B Praniv kyselin &/ persulfatu amonném: __ persulfat amonny
(0.75% v/v) se p fFida ke kvasni €né past &, okyseleni kys.
fosfore €nou na pH 2.8, 1 h kontakt.

B Kombinace vysoké koncentrace EtOH obvyklé u HGB a
kyselého prani - pokles viability a vitality . ATP unika z bun ék
(zvlast é pfi pouziti kys. fosfore €né).

Velikost poklesu pH b _éhem kvaSeni_— silny vliv na hladiny
chu t'ovych latek v pivu (dimethylsulfid, diacetyl).




Oxidativni stres — vzdusn eni behem kvaseni

VZDUSNENI:

B ZajiSt'uje syntézu sterol G a nenasycenych mastnych kyselin.

B O, je pritomen pouze na za €atku kvaseni — ma negativni vliv na kvalitu
piva.

B Obsah O, v mladin & zavisi na jeji hustot & (10°-8.5 ppm, 17° — 7.9 ppm).

B Pozadavek na kyslik (4 — 40 ppm) je siln_& zavisly na pouzitém kmeni
kvasnic

B PriliS mnoho kysliku —nadm érny r Gst bun ék, nizka produkce EtOH.

B Prilis malo kysliku — nizké vyt ézky EtOH, pomaly r ust a fermentace ( 7).

OXIDATIVNI STRES a ODPOVED NA NEJ:

Pivovarské kvasnice — rychla odpov éd’ na oxidativni stres (8) — geny
kodujici antioxidanty jsou v étSinou exprimovany b éhem prvni hodiny
fermentace

Oxidativni stres m 0Ze zpusobit rychlé starnuti u opakovan é
nasazovanych kvasnic

Citlivost na oxidativni stres ur  ¢uje replikativni dobu zivota kvasnic a
vitalitu p Fi opakovanem nasazovani (9).
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Osmoticky stresp n HGB

Fermentace vysoce koncentrovanych mladin - high-gravity
brewing (HGB) nebo very high gravity (VHG) fermentation.

Kvasnice jsou vystaveny kombinaci  (10):
B Vysokého osmotického tlaku.

B Zvysene koncentraci sacharid 0 — zmény rheologickych
vlastnosti mladiny — nizSi rozpustnost a koncentrace kysliku.

B Vysoké koncentrace toxickych produkt G fermentace (ethanol)
B Nutri éni limitace (dusikaté zdroje).

To muze zpusobit:

B Zmeénéne organoleptické vlastnosti piva

B Pokles viabllity kvasnic

B Tvorbu ,neviditelného zakalu“ zp  Usobeného glykogenem

B VSechny tyto problémy se zhorSuji p  Fi opakovaném nasazeni.
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Osmoticky stres a kvasinky (laboratorni studie)

B Vnitrobun ééna osmolarita kvasinek za plného turgoru je 540-
570 mOsm/l (u lidi je to 308 mOsm/l) (11, 12).

B Osmoticky tlak konven ¢€ni 12° mladiny ~ 800 mOsm/l. Po ¢€inajici
plasmolyza kvasinek nastava p Fi ~ 1200 mOsm/I ( 13).

B HGB neboVHGB - osmolarita mladiny je 1500-1800 mOsm/I -
hyperosmoticky stres.

B Ovliv nuje bun ééné struktury ( vakuolu, plasmatickou
membranu, bun éénou st énu) — studie v étSinou provad ény s
nefermentujicimi bu Akami.

m Oproti rostlinnym
bunkam je bun é€éna sténa
kvasinek ¢asteéné pruzna,
vlivem osmotickeho tlaku
se vchlipuje ( 14).
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Vliv samotné vysoké osmolarity mladiny na kvasnice
a fermentaci
METODIKA:

Fermentace se spodnim kmenem 95 (12 C, 1-l otev  fFené kvasné
valce)

B 12°standardni mladina VUPS — osmolarita nastavena na 16°a
20°sorbitolem.

®" Fermentace ukon éena, kdyz koncentrace EtOH dosahla 4 % .
® Konstantni podminky (hladina Zivin, stejna hladina Et OH)

® 3 nasazeni - varianty: 12/12/12 (kontrola), 16/16/12, 20/20/12 (3.
fermentace p i 12° - reversibilita vliv G vysoké osmolarity 8).

Parametry:

® Doba fermentace

® proliferace kvasnic (po c€et bun ék ve vznosu)
M Vitalita a sedimentace kvasnic

B Chutové latky v pivu

W Zakal piva



Cisté vlivy kvaseni v 16 °a 20° mladin é na kvasnice

» Doba fermentace se prodluzuje o0 15-90 % v zavislosti na
generaci kvasnic

% Proliferace bun ék klesa (nizsi po éet bun ék ve vznosu) 8

< Sedimentace je zpomalena, ale v konci fermentace je ~ vy3Si 8
< Vitalita je snizena az 010 % 8

% Hladiny diacetylu a pentandionu v pivu stoupaiji,

dimethylsulfid a acetaldehyd klesaji

2 Estery a vySsSi alkoholy - malé fluktuace  nezavislé na
osmolarit € a generaci

» Zakal mladeho piva neni vyznamn & ovlivh én
> Vyc€ereni piva b éhem zrani je zrychleno .
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» Chladovy zakal u vSech variant vzr Gsta s opakovanym
nasazenim
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Thank you — and bottoms up!
Deékuji za pozornost — a na zdravi!

The work was supported by Research Center 1M0570 and Institutional
Research Concepts AV0Z50200510 and MSMT 6019369701
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