
Some stresses acting on yeast cells
in present-day beer brewing

Některé stresy p ůsobící na kvasnice 
během moderního pivovarského 

procesu

K. Sigler a, D. Matoulková b

a Mikrobiologický ústav AVČR, Praha 4,
b Výzkumný ústav pivovarský a sladařský, a.s., Praha 2



Motto:
„To optimize operating costs, while reducing

processing times, in order to gain a 
competitive advantage and maximize
revenue, is imperative to brewery survival.“

„Zásadní pro p řežití pivovaru je optimalizace 
výrobních náklad ů a zkrácení času výroby, 
které zaru čuje získání konkuren ční výhody a 
dosažení maximálního zisku.“

(Chlup et al., J. Inst. Brew. 114, 45-61, 2008)



Tradi ční pivovarský proces

� Tradičně probíhá kvašení mladiny v otev řených kvasných 
kádích (kapacita 20 – 500 hl, výška do 200 cm)

� „Kvasné deky “ jsou odstra ňovány – spolu s nežádoucími 
látkami

� CO2 může voln ě unikat b ěhem kvašení
� Kvašení spodními kvasnicemi (9 – 12 oC) trvá 6 – 10 dní
� Následné zrání piva trvá týdny (21 – 70 dní)

�Nejlepší část kvasnic 
sedimentujících na dn ě je 
použita pro další nasazení (až
10-krát)



Kvašení v cylindro-konických tancích ( CKT)

� Dnes - velké (až 5000 hl, výška 
až 18 m) uzavřené tanky pln ěné
několika várkami mladiny

� Teplotní profil se m ění s  
výškou tanku

� Přetlak CO 2

� Kvasné deky nejsou 
odstra ňovány

� Celková doba kvašení v četně
zrání piva – 15 – 30 dní

� Kvasnice jsou vystaveny 
silnému hydrostatickému tlaku

� Odst řel – dobré a mén ě dobré
frakce kvasnic jsou promíchány

� Opakované nasazování – pouze  
2-3-krát



Některé stresy p ůsobící na kvasnice b ěhem 
pivovarského procesu

� Propagace, kvašení mladiny a následující procesy zahrnuj í
mnoho druh ů stresu

� - oxidativní - chladový šok
- osmotický - chemický stres (ethanol)
- aerobní/anaerobní p řechod - nutri ční stres
- tlakový stres - pH stres



Stres zp ůsobený hydrostatickým tlakem (CKT)
� Silný hydrostatický tlak má podobné ú činky jako p řetlak plynu (1).

� Poškození kvasnic hydrostatickým tlakem ≈ poškození vysokou 
teplotou a oxidativním stresem (2)

� Barotolerance je nízká v exponenciální a vysoká ve stac ionární fázi 
růstu kvasinek 

Hydrodynamický  stres – centrifugace

Používá se pro (3):

� Sklizeň neflokulujících kvasnic 

� Odstran ění kvasnic z mladého piva p řed 
dokvašováním

� Získání piva ze sklizených kvasnic

Centrifugované kvasnice mohou vykazovat:

� Pokles viability a vnitrobun ěčného pH

� Uvolňování mananu z bun ěčné stěny → zákal 
piva

� Ztráty bun ěčného glykogenu a trehalosy

Obr. Chlup

After centrifugation

Before centrifugation



Přetlak CO 2

� CO2 voln ě prochází membránami a ovliv ňuje membránový potenciál 
tím, že mění elektrický odpor membrány. 

� Přetlak CO 2 inhibuje metabolismus a snižuje viabilitu bun ěk

� S volnými aminoskupinami protein ů tvo ří CO2 karbamáty :

R-C-COOH + CO2 ⇔⇔⇔⇔ R-C-COOH 
 
NH2 H N-COOH

� Při neutrálním pH jsou karbamáty anionty : RNHCOO- . Kladný náboj na 
bílkovin ě se mění na záporný → to ovliv ňuje strukturu bílkoviny a její
funkci.

� Některé enzymy jsou inhibovány HCO 3
-/CO2:

malát dehydrogenasy; isocitrát dehydrogenasa; G-6-P 
dehydrogenasa; aminopeptidasa; G-6-P fosfohydrolasa ; glutamát
dehydrogenasa; laktát dehydrogenasa; nitrogenasa; p olyfenol
oxidasa; pyruvát kinasa

� Některé enzymy jsou aktivovány HCO 3
-/CO2:

membránové ATPasy; ATP:citrát lyasa; cytochrom c oxidasa; G-6-P 
dehydrogenasa (NADP); glutaminasa; sukcinát dehydroge nasa



Nutri ční/chemický stres – surogáty, kaly, mykotoxiny, 
EtOH

Surogáty – zdroje C, které nepocházejí ze sladu. Použití –
adjustace barvy a chuti piva, zlepšení p ěnivosti.

� Kapalné surogáty – glukosový sirup, škrobový hydrolyzát, 
směsi cukr/dextrin, extrakty z je čmene, pšenice, karamely.

� Pevné surogáty - ječmen, pšenice, kuku řice, rýže, triticale. 
Sušené vlo čky, drcené zrno, mouka, krupice.

� Ovliv ňují výživu kvasnic a tím tvorbu EtOH, chu ťové látky

� Kaly stimulují aktivitu kvasnic a fermentaci 
� ALE tannoidy z kal ů adsorbované na 

povrch bun ěk snižují vitalitu ( 5).
� Ethanol – vyšší koncentrace jsou toxické
� Mykotoxiny ( deoxynivalenol, zearalenon, 

fumonisinsy – dostávají se do piva z 
ječmene a mohou ovliv ňovat kvasnice.



pH stresy – kyselé praní, pokles pH b ěhem fermentace

Odstran ění bakteriální kontaminace mezi nasazeními :

� Kyselé praní - zředěná kyselina (fosfore čná, citronová, vinná, 
sírová, na pH 2.0) s kontinuálním mícháním, pak stání až 2 h.

� Praní v kyselin ě/ persulfátu amonném: persulfát amonný 
(0.75% v/v) se p řidá ke kvasni čné past ě, okyselení kys. 
fosfore čnou na pH 2.8, 1 h kontakt.

� Kombinace vysoké koncentrace EtOH obvyklé u HGB a 
kyselého praní - pokles viability a vitality . ATP uniká z bun ěk 
(zvlášt ě při použití kys. fosfore čné). 

Velikost poklesu pH b ěhem kvašení – silný vliv na  hladiny 
chu ťových látek v pivu (dimethylsulfid, diacetyl).



Oxidativní stres – vzdušn ění během kvašení

VZDUŠNĚNÍ:
� Zajiš ťuje syntézu sterol ů a nenasycených mastných kyselin.
� O2 je přítomen pouze na za čátku kvašení – má negativní vliv na kvalitu 

piva.
� Obsah O 2 v mladin ě závisí na její hustot ě (10o – 8.5 ppm, 17 o – 7.9 ppm).
� Požadavek na kyslík (4 – 40 ppm) je siln ě závislý na použitém kmeni 

kvasnic
� Příliš mnoho kyslíku – nadměrný r ůst bun ěk, nízká produkce EtOH. 
� Příliš málo kyslíku – nízké výt ěžky EtOH, pomalý r ůst a fermentace ( 7).

OXIDATIVNÍ STRES a ODPOVĚĎ NA NĚJ:
� Pivovarské kvasnice  → rychlá odpov ěď na oxidativní stres (8) – geny 

kódující antioxidanty jsou v ětšinou exprimovány b ěhem první hodiny 
fermentace

� Oxidativní stres m ůže způsobit rychlé stárnutí u opakovan ě
nasazovaných kvasnic

� Citlivost na oxidativní stres ur čuje replikativní dobu života kvasnic a 
vitalitu p ři opakovaném nasazování (9).



Osmotický stres p ři HGB

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

Kvasnice jsou vystaveny kombinaci (10):
� Vysokého osmotického tlaku.
� Zvýšené koncentraci sacharid ů→ změny rheologických

vlastností mladiny → nižší rozpustnost a koncentrace kyslíku.
� Vysoké koncentrace toxických produkt ů fermentace (ethanol)
� Nutri ční limitace (dusíkaté zdroje).

To může způsobit:
� Změněné organoleptické vlastnosti piva
� Pokles viability kvasnic
� Tvorbu „neviditelného zákalu“ zp ůsobeného glykogenem
� Všechny tyto problémy se zhoršují p ři opakovaném nasazení.



Osmotický stres a kvasinky (laboratorní studie)

� Vnitrobun ěčná osmolarita kvasinek za plného turgoru je 540-
570 mOsm/l  (u lidí je to 308 mOsm/l) (11, 12).

� Osmotický tlak konven ční 12o mladiny ~ 800 mOsm/l. Po čínající
plasmolýza kvasinek nastává p ři ~ 1200 mOsm/l ( 13).

� HGB neboVHGB – osmolarita mladiny je 1500-1800 mOsm/l -
hyperosmotický stres.

� Ovliv ňuje bun ěčné struktury ( vakuolu, plasmatickou 
membránu, bun ěčnou st ěnu) – studie v ětšinou provád ěny s 
nefermentujícími bu ňkami.

� Oproti rostlinným 
buňkám je bun ěčná st ěna 
kvasinek částečně pružná, 
vlivem osmotického tlaku 
se vchlipuje ( 14).



Vliv samotné vysoké osmolarity mladiny na kvasnice 
a fermentaci

METODIKA:
Fermentace se spodním kmenem 95 (12 °C, 1-l otev řené kvasné

válce)

� 12°standardní mladina VÚPS – osmolarita nastavena na 16°a
20°sorbitolem.

� Fermentace ukon čena, když koncentrace EtOH dosáhla 4 % . 

� Konstantní podmínky (hladina živin, stejná hladina Et OH)

� 3 nasazení - varianty: 12/12/12 (kontrola), 16/16/12, 20/20/12 (3. 
fermentace p ři 12o - reversibilita vliv ů vysoké osmolarity § ).

Parametry:
� Doba fermentace
� Proliferace kvasnic (po čet bun ěk ve vznosu)
� Vitalita a sedimentace kvasnic

� Chuťové látky v pivu

� Zákal piva



Čisté vlivy kvašení v 16 o a 20o mladin ě na kvasnice

� Doba fermentace se prodlužuje o 15-90 % v závislosti na 
generaci kvasnic

� Proliferace bun ěk klesá (nižší po čet bun ěk ve vznosu) §

� Sedimentace je zpomalena, ale v konci fermentace je vyšší §

� Vitalita je snížena až o 10 % §
� Hladiny diacetylu a pentandionu v pivu stoupají,

dimethylsulfid a acetaldehyd klesají

� Estery a vyšší alkoholy - malé fluktuace nezávislé na 
osmolarit ě a generaci

� Zákal mladého piva není významn ě ovlivn ěn

� Vyčeření piva b ěhem zrání je zrychleno .

� Chladový zákal u všech variant vzr ůstá s opakovaným 
nasazením



Thank you – and bottoms up!
Děkuji za pozornost – a na zdraví!

The work was supported by Research Center 1M0570 and Institutional 

Research Concepts AV0Z50200510 and MŠMT 6019369701
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