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Stresy pusobici na kvasinky béhem
pivovarského procesu

Propagace, kvaseni a nasledujici pochody  p¥i vyrob € piva zahrnuji fadu
stres U, kterym jsou pivovarské kvasinky vystaveny.
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Obecné reakce na stres

» PFi vystaveni stresu zapinaji kvasinky stresovou reakci
- zastava normalnich pochod G v burce
- zapnuti pochod U indukujicich produkci stresovych bilkovin

» Bilkoviny nutné pro normalni rust jsou Stépeny,
» Jejich slozky jsou pouzity pro syntezu stresovych bilkovin,

> Hlavni reakce - tzv. obecna (nespecificka) reakce na oxidativni,
pH, teplotni a osmoticky stres a hladovéni na dusik.

» Reakce (zahrnujici zménénou funkci ~900 genu) je €asto
prechodna a burika se pak vraci do normalniho stavu.



Reakce na teplotni stres

Produkce tzv. bilkovin teplotniho Soku (heat shock proteins,
Hsp), napf. Hspl04, Hsp70, Hsp60, and Hsp26.

Hsp indukovaneé jednim typem stresu chrani i proti d alsim
typ um. Nektereé Hsp jsou produkovany po vstupu bunék do
stacionarni faze rastu, jiné u bunék metabolizujicich etanol.

Produkce trehalosy - stresovy metabolit syntetizovany pfi
teplotnim, a také pfi oxidativnim, nutricnim a dalSich stresech.
Trehalosa chrani bun ééné bilkoviny p fed denaturaci . Jeji
syntéza je take indukovana etanolem.

Reakce na teplotni stres take zpusobi prechod z
exponencialniho r ustu do stavu, kdy je r st bun ék zastaven .



Odpoved na osmoticky stres

Hlavni ¢asti bun @éné odpov édi na vysokou vn éjSi osmolaritu je
produkce glycerolu

Akutni odpovéd zavisi také na normalni funkci bun é€nych
organel , hlavné vakuoly .

Hypo-osmoticky stres  puUsobi vystup glycerolu a nastavaji
zmeény v povrchovych strukturach bunky.

Bunky ve stacionarni fazir uastu jsou mnohem vice
osmotolerantni, nez exponencialni bu  nky, castecne diky
produkci trehalosy . Glycerol je rychle metabolizovan, kdyz stres
pomine.

Vysoka vn éjSi osmolarita prodluzuje zivot kvasinkovych bun ék,
patrné tim, ze se méni redoxni stav bunék.



DalSi mechanismy stresové reakce

» Reakce na chladovy Sok zahrnuje zménu viskozity bunécné
membrany, zvySenou aktivitu nékterych enzymu (Cu,Zn-SOD) a
katalasy , zvySenou syntézou Hsp, glykogenu a trehalosy

> Na toleranci bun ék vuci ethanolu se podili dilezity antioxidacni
enzym, manganem aktivovana superoxiddismutasa (Mn-SOD ).

> Neékteré membranové bilkoviny

tzv. MDR pumpy , které aktivné %‘7
zbavuiji buriky toxickych latek, N etonstss
hlavné Pdr15p, jsou siln é
produkovany za stresu
(teplotni, nizké pH, slabé
kyseliny, vysoka osmolarita).
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Specificke rysy pivovarskych kvasinek

Pivovarské kvasinky se v fadé ohled u liSi od laboratornich kmen (.

> Ploidie —laboratorni kmeny — 1 ¢i 2 sady chromosomd,

pivovarské kvasinky — vice a/nebo neuplnych sad (vyssi
fermentacni schopnost a stabilita).

Rozmanité zdroje uhliku v mladin € (maltosa, maltotriosa,
sacharosa, glukosa a fruktosa, nefermentovatelné dextriny).

Stresy. Kvaseni mladiny probiha za anaerobnich podminek , za
pretlaku CO,, vysokého hydrostatického tlaku a pfi vysoké vnéjsi
osmolarite.

‘Nizka teplota . Pivovarskeé kmeny jsou citlivéjSi na zmeény teploty a
jejich metabolismus dovoluje rust p Fi nizkych teplotach

Stacionarni faze r astu v laborato Fi — vy€erpani zkvasitelnych
sacharidu a prechod na respiraci (ethanol, glycerol); bunky v
mladin & — stacionarni faze — nedostatek kysliku 1 v p Fitomnosti
zkvasitelnych cukr (.



Casovy priib&h odpovédi na stresy

» Reakce pivovarskych kvasinek na stres se siln & liSi podle
kmene . Reakce je velmi pruzna.

> NejvétSi zm ény v tvorbé stresovych bilkovin nastavaji b éhem
prvnich 8 hodin po inokulaci . Nejvetsi stres pusobi na bunky
tésné po zakvaseni.

> S pokracujicicm kvasenim se stresova odpov éd’ pivovarskych
kvasinek snizuje . Soucasti stresove reakce jsou zmeny bunécnych
struktur, hlavné endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu
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Prechod z aerobiosy do anaerobiosy

» Prechod z aerobiosy (propagace) do anaerobiosy (b  éhem
kvaSeni) ani opacny pfechod nemaji podstatny vliv na rychlost
rastu ani produkci etanolu u kvasinek spodniho kvasen .

» Pri pfechodu z aerobiosy do anaerobiosy se rychle snizuje aktivita
antioxida €nich enzym u (CuZn-superoxiddismutasa ), pfi
opacném prechodu tato aktivita vzrasta. Aktivita katalazy se pfitom

nemeni.

» Anaerobn é rostlé bu nky vystavené kysliku
rychle ztraceji viabilitu, aerobn & rostlé bu nky
nejsou ovlivn ény.




Chemicky stres - etanol a horké kyseliny

Chemicky stres bun ék béhem kvasSeni mladiny - ethanol, fenolicke
latky chmele a sladu, antimikrobialni peptidy a prote iny sladu,
slozky surogat u, CO, a slozky kal a.

» 210% ethanol_inhibuje rust, rychlost dychani, vstupu glukosy,
snizené bunécné pH, protonmotorlckou silu, zvySuje propustnost
membrany, snizuje viabilitu a fermentacni schopnost

» Chmelove alfa- a beta-ho rké kyseliny - antioxidanty. Alfa-horke
kyseliny potlacuji transmembranovou protonmotorickou silu.

» Kvasinky jsou odolné proti mnohem vyssim koncentracim téchto
kyselin nez bakterie.

» Odolnost kvasinek proti chmelovym alfa- a beta-ho  rkym
kyselinam klesa b éhem starnuti bun ék.



Dalsi latky pusobici chemicky stres

Kaly zvySuji aktivitu kvasinek, ale tannoidy z kal G adsorbované na
povrch bun ek mohou snizovat vitalitu.

Surogaty - glukosovy syrup, Skrobovy hydrolyzat, smesi cukru a dextring,
extrakty z jeCmene, pSenice, karamely, atd.) ovliv Auji vyzivu kvasinek a
tim tvorbu etanolu a chu t'ové latky piva.

CO, - ,parahormon® ovli fAujici bun ééne pochody . Inhibuje fadu enzymu
a aktivuje jine. Pretlak CO, inhibuje rast, puceni, metabolismus a snizuje
viabilitu, zvySuje velikost bunek a potIaCUJe tvorbu chutovych latek.

Antimikrobialni latky je  €émene a sladu (bilkoviny podobneé thaumatinu,
thioniny) porusuji bun éénou membranu a st énu a mohou zpusobit smrt
bunék.

Pivovarské kvasinky jsou citliv  &jSi na jejich p Gsobeni nez laboratorni
kmeny.

Dusitan, reaktivni formy dusiku -  snizuji prokvaseni mladiny,
sedimentaci a r ust kvasinek. Zdroje — voda, kvasnice kontaminované
nitrat redukujicimi bakteriemi Dusitany reaguji se slozkami mladiny za
vzniku N-nitrososloucenin.



Reakce na nutri ¢ni stres

» Nutri €ni stres vyvolava podstatne p  febudovani bun écnych
pochod u.

> Pivovarske kvasinky vystavené stresum spojenym s kvaSenim
HGB (nizka dostupnost zdroju dusiku dana pridavkem surogatu)
mohou uvol novat do mladiny proteasy , aby zvysily asimilaci
peptidu mladiny.




Reakce na oxidativni stres

Oxidativni stres — velmi rychla (~ 45 min) stresova odpovéd,
akumulace trehalosy a ergosterolu  (dulezity pro obnovu
bunécnych funkci po skladovani). Kvaseni s vysSi aeraci — nizsi
pH, hotové pivo obsahuje vice pyruvatu, méné SO, a acetaldehydu.

> Volne radikaly (ROS) zpusobuji starnuti bunék a snizuji kvalitu
bunék pfi opakovanem zakvaSovani.

» Neenzymove antioxidanty (glutathion, thioredoxin) ~ 85-95%
antiradikalovych aktivit  pivovarskych kvasinek

» Hlavni enzym enzymatické ochrany proti ROS - Cu,Zn-SOD. Mn-
SOD, chrani bunky také proti vysoké osmolarité vysoké teploté a
metaloidum.

> Nejvetsi vzestup antioxidativnich pochodu nastava béhem vstupu do
stacionarni faze



Reakce na osmoticky stres

Vnitfni osmolarita kvasinek je 540-570 mOsm/lI. Osmolarita 12 °
mladiny je ~ 800 mOsm/l, plasmolyza bunék nastava pfi ~ 1200
mOsm/I . Osmolarita HGB nebo VHG mladin  je 1500-1800
mOsm/l, coz pusobi hyperosmoticky stres.

Ten ovliv nuje bun écné struktury (vakuolu, buneéCnou membranu a
sténu), snizuje rychlost mnozeni a prodluzuje kvasSeni a pocCatek
sedimentace.

Propagace kvasinek v HG mladin & ma negativni vliv na kvasinky
béhem nasledné HGB fermentace (10% pokles viability) a pusobi
zveétSeni velikosti  bunék.

Osmoadaptace kvasinek zahrnuje pusobeni membranovych
aquaporinu a ovliv Aauje flokulaci a hyrofobicitu bun  ék



Mechanicky stres

» Mechanicky stres nebo recirkulace CO , pfi anaerobnim kvaSeni
mladiny muze poskodit buriky zvySenym hydrodynamickym
stresem .

» DalSim zdrojem mechanického stresu je ,disk stack” centrifugace
nekdy pouzivana pro separaci bunek od piva.
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» Ta snizuje viabilitu a vnitrobun  é¢éné pH, pusobi vy€erpani
glykogenu a trehalosy a uvolnovani mananu z bunécnych stén. Ten
muze tvorit nefiltrovatelné zakaly



Hydrostaticky a pH stres

Vysoky hydrostaticky tlak v CKT ~ ma podobné ucinky jako pretlak
plynu a poskozuje bu_nky stejn e jako vysoka teplota a oxidativni
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stac:lonarnl fazi rustu.

V bunkach vystavenych hydrostatickemu tlaku siln e klesa
koncentrace Hsp104 (a tedy ochrana bunék proti nasledkum
stresu).

Pokles pH mladiny b éhem fermentace (z ~5.5 na ~4.0) silné
ovliviiuje produkci chu tovych latek . Acidifikace mladiny take
ovliviuje rychlost rustu a starnuti.

Kyselé prani silne€ ovliviiuje bilkoviny bunécné membrany, zvlaste v
pritomnosti etanolu. Nové vyrostlé bunky vykazuji snizené
prezivani.



Opakovane zakvasovani

VSechny vySe zminéné stresy se prohlubuji  p¥i opakovaném
zakvasovani .

Kazdé nasledne zakvaSeni obvykle pfispéje ke snizovani viability,
vitality a fermentacni schopnosti.

Bun ééna fyziologie, flokulace, povrchovy naboja i €innost
reakci na stres se s opakovanym zakvasovanim rovn &z
postupn & meni.
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