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1U0voD
Vlastnosti kmene kvasnic jsou vedle
kvality surovin a podminek technologie
odpovédné za chufové viastnosti a podi-
leji se i na tzv. piirozené koloidni stabilité
piva. Béhem kvaseni produkuji kvasinky
fadu typickych zakladnich buketnich la-
tek, jako jsou estery, vy3si alkoholy
a mastné kyseliny. Jednotlivé kineny maji
rozdilné genetické pfedpoklady k tvorbé
téchto latek, ale | k nachylnosti na zmény
metabolickych cest jejich vzniku zpiiso-
bené podminkami vyrobniho procesu.
Koloidni a senzorickou stabifitu piva ovliv-
nuji  kvasinky metabolismem sirnych
slougenin, jehoZ vysledkem je produkce
oxidu sificitého. Zachovani Garstvé chuli
po dobu skladovani podporuji dale enzy-
mové aktivity kvasnic, klerymi jsou
schopné redukovat karbonylové latky
miadiny. V obou pfipadech se jedna
o viastnosti, které se mohou u jednotli-
vych kment lisit vzhledem k jejich gene-
fickeé dispozici, ale soutasné i viivem cil-
livosti na podminky kvageni.
Oxid sifigity svymi antioxidaénimi
a redukdéniml viastnostmi chran( pivo
z velke ¢asti pred negativnim viivem roz-
pusténeho kysliku a fady karbonylovych
slougenin [1, 2, 3], Je schopen inhibovat
chemiluminiscenci, z d¢ehoZ wyplyva
schopnost vychytavat® aktivni kyslik
a tim zpemalovat radikalove reakce (4,
5]. Hodnota oxidu sificitého v pivu se po-
hybuje nejvySe do 20 mg.l", ponejvice
do 15 mg.I''. Koncentrace nad 30 mg.l",
kiere se viak v praxi bézné nevyskytuji,
by jiZ narusily chufove viastnosti piva [2]
Tvorba oxidu sifigitého je velm| zavisla
na genatickych vlastnostech pouzitého
kmene kvasnic [6]. ZvySuje ji koncent-
a vy5si hodnota pH miadiny, obsah
ch aminokyselin a sulfatl v mlading
a podie nékterych autori | vyssi nasadni
davka kvasnic. Nizsi hladiny podporuje
vyssi provzdusnéni a vySs{ koncentrace
nenasycenych lipidli v mlading [7, 8,
9,10]
Kmeny kvasnic se [is schopnosti re-
dukce miadinovych karbonyl(, kieré se
iz pfi sladovani a varnim pro-
iCastéji v rdmei Maillardovych
reakci aminokyselin a sacharidl, Strec-
kerovy degradace aminokyselin a enzy-
maveé i neenzymové degradace lipida
[11]. Tyto aldehydy jsou substraty pro
kvasnicné reduktasy, kieré je degraduji
na alkoholy. Jsou znamy dva enzymove

systémy téchlo viastnosti: alkeholreduk-
tasa katalyzujici redukei pentanalu
a pentenalu a aldoredukiasa specificka
pro 3-methylbutanal a pentanal [12]
K charakterizaci jednotlivych reduklas
tohoto typu byla v pfedeSlych pracich
naseho pracovisté vyvinuta a postupné
zdokonalena metoda purifikace kvas-
nicné NADPH 3-mathylbutanal reduk-
tasy a pomoci specifické elektroforetické
detekce prokazana existence dvou
kvasniénych NADPH reduktas specific-
kych pro 3-methylbutanal [13].

Vtomto éléanku jsou shrnuty vysledky
vyzkumu viastnosti tfi kmenl kvasnic
pouzivanych v provozu Eeskych pivo-
varl z hlediska tvorby oxidu sifiéitého
a aklivity reduklas aldehydli a souvislost
téchio vlastnosti s rozdily v pribéhu ri-
stove kfivky, miry hydrofabicity a ab-
sorpce aminokyselin. Byl rovnéz sledo-
van viiv kmene kvasnic na zmény
oxidacné-redukéni kapacity a zmény
kancentrace polyfenolovych sloucenin
zkvaSované miadiny.

2 MATERIAL, ZARIZENI A METODY

2.1 Modelové kvaseni

Modelové kvasné zkousky se prova-
dély opakovang v obdobi tfi lel v 10
I kvasnych valcich na 10% a 12% svétle
mladiné (zakvasovany objem mladiny
351), odebirané vZdy z provozu jednoho
caského pivovaru. Pfiklady v publikaci
uvadénych vysledkl pochazi z kvas-
nych zkousek s 12% mladinou, pfi kte-
rych byly pro dany pokus zajitény pro
testavane kmeny zcela shodne techno-
logické podminky, 1j. slozeni miadiny.
provzdusnéni (8,0 mg.I' Oy), hlavni kva-
Senl, které se vedio vidy pfi teplotach
7 °C, 10 °C a 13 “C, stejny fyziologicky
stay a nasadni davka kvasnic (10 mil.
bunék/ml). Proto Ize zjiSténe rozdily vy-
sledkd analyz piipsal genetické odlis-
nosti studovanych kmend,

2.2 Kmeny kvasnic
Tes.lovaty se tfi kmeny kvasnic, ozna-

&ené podie sbirky VUPS Praha:

1) kmen €. 2 — stfedné hluboka- aZ hlu-
bokoprokvasujici, dobfe sedimentu-
jiet,

2) kmen €. 7 — stfedng hlubokoprokva-
Sujict, velmi dobfe sedimentujici,

3) kmen é. 85 — hluboko prokvasujici,
dobre sedimentujic,

2.3 Pouzité metody
2.3.1 Stanoveni 3-methylbutanal
reduktasové aktivity

Princip

Pii. prenosu  vodiku kofakloremn
NADPH vznikd aromaticky charakter
jeho pyrimidinového kruhu, a tim se cha-
rakteristicky méni absorbance v UV ob-
lasti [14].

FPristroje a zafizeni.

Spektrofotometr Shimadzu UV 2100,
kfemenna 1 cm kyvela.

Dezintegrator Bio Neb.

Roztoky

Smeés Triton—aldehyd: 75 ml 0,1M
MES (kyselina 2-(N-marfolino)ethansul-
fonova) pH 7,0, 300 wl Triton, 100 pl
3-methylbutanal, 16,8 ml destilovana
voda, 8,3 mg NADPH v 1 mi destilovang
vody, 100 mM B-sulfanylathanol.

Priprava vzorku

Z kvasneho valce se odebere 1000 ml
rozkvasene miadiny, ze klere se odstfe-
dénim pri 1000 otackach za minutu ziska
podil hustych kvasnic: MnoZstvi 1 g kvas-
nic se resuspenduje 0,1 M MES v tlumi-
vam rozioku o pH 7,0, ktery obsahuje 1
mi -sulfanylethanolu, 1 mM fenylmet-
hylsutfonyl fluoridu a 0,2 mM sorbitolu,
asmés se rozdrti v lakovem dezintegra-
toru. Pro dalsl praci se pouZije superna-
tant ziskany odstfedénim po dobu 20 min
pfi 10 000 otackach za minutu.

Pracovni postup

Do 1 cm kiemenné kyvety se napi-
petuje: 1,5 mi roztok Triton-aldehydu,
30 pl kofaktoru NADPH; 30 pl 100 mM
fp-sulfanylethanolu, 1 ml destilované vo-
dy a 0,5 ml kvasniéného supernatantu.

Na UV spektrometru se méfi absor-
bance pfi 340 nm po dobu 4 minut.

Vypodet a whodnoceni

Vysledna 3-methylbutanalreduktaso-
va aktivita se vyjadiiv pmol NADPH ko-
faktoru oxidovaného za hodinu vztaze-
nych na mg proteinu, jehoZ mnaistvi se
v kvasnicich stanovi metodou podle
Folina.

2.3.2 Ostatni pouzité metody
Stanoveni kvasnitnych polysacha-

ridli se provadélo extrakéni metodou

podle Trevelyana a Harrisona [15, 18],




glvkogen jesté slanovenim fluores-
cence akriflavinu [17], méfen! hydrofo-
bicity bunéénych povrchl podle Hinc-
liffe et al. [16, 18], oxidaéné-redukéni
kapacita zkvasované mladiny podle Ka-
nedy [19, 20], Chapona [20, 21]
a MEBAK [20, 22], histogramy velikosti
(FSC) a granularity (SSC) na pritokovéem
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cytometru PARTEC — Pas-lll [23, 24]).

Austova krivka, stanoveni oxidu sifi-
Citého destilacné, stanoveni celkovych,
oxidovanych, oxidovateinych polyfenoli
a anthokyanogent, jednotlivyeh amino-
kyselin na automatickém analyzatoru
T339, bylo provadéno podle béznych
popsanych postupl [22].
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Obr. 1 Ristove kfivky i kmentl kvasnie (miadina 12 % E, tepiota kva-

Seni 10 °C)
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OCbr. 3 Histogramy velikosti bunék (FSC) tif kmen(: kvasnic v.72. ho-

diné kvasen( (T 10°C)
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Tvorba vedlej$ich metabolitd kvas-
niénymi kmeny a dispozice v enzymo-
vych aklivitach behem fermentace uzce
souvisi s geneticky kodovanou metabo-
lickou schopnestl, souvisejici s rychlosti
a mirou pomnozeni bunék | sedimen-
taéni schopnosti. Tyto viastnosti rovnéz
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Qbr. 2 Pocdtek riustové kiivky Ifi kmemi kvasnic (mladina 12 %

teplota kvaseni 10 °C)
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Obr. 4 Histogramy povreih bunék (SSCT) 17 kment kvasnic v 72. ho-
diné kvaseni (T 10 °C)
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Ky bunééné pa-

Rozdily pribéhu rlistové kfivky
u testovanych kmenu
vasniény kmen &. 7 vykazoval na rii-
kiivce v porovnani s kmeny ¢. 2
kratsi lag fazi, strméjsi lazi expo-
"smlalnl s dfivéjsim, ale nizsim maxi-
mem poctu bunek ve vznosu, diivejsi a-
glutinaci a sedimentaci (obr. 1 a 2).
Kmeny €. 2 a €. 95 mély maximum ri-
stové kflvky ve stejné dobé& kvaSeni.
U kmene €. 2 bylo opakované pfi riz-
nych podminkach kvasen! maximum ri-
stové kiivky vy3si a sedimentace regist-
rovanga tbytkem poctu bunék ve vznosu
diraznéjsi nez u kmene &: 85.

Tyto rozdily v pribéhu ristovych kfi-
vek porovnavanych kmend koreluji-s od-
lisnostrmi  histogram(  velikosti (FSC)
a granufarity (SSC) bunék. Histogram
vyjadiuje zavislost jedné wvelidiny na
mnozstvi bunék proslych kyvetou prito-
koveho cytometru za danou dobu.

Na prikladu histogramu velikosti bu-
nék ze 72. hodiny kvasenl (obr. 3) je
ukmene €. 7 patrny vyskyt dvou vrehold,
zalimeo u kmene ¢, 2 a ¢. 95 je vrchol
pouze jeden. To dokazuje, ze v dané

hydrofobicity [%]

kmené. 2 [ kmen('.;,?- H

1T

dobé kvadeni se vyskytovaly u kmene &
7 dvé subpopulace. Buriky velikostné
vétsi, tedy bunky s pupenem, jsou re-
prezentovany vrchelem, ktery je na ho-
rizontaini ose vice vpravo. Histogramy
granularity vyjadfuji povrchové viast-
nosti bunék, napf. zvrasnénl povrchu
zplisobené jizvami po puéeni. V 72. ho-
diné kvaseni lze pozorovat na histo-
gramu (obr. 4) nizai stfedni hodnotu vr-
cholu predevéim u kmene €. 2, coz
svédéi o mensim mnozstvi délicich se
bunék v dané dobé v porovnani prade-
vSim s kmenem €. 7.

3.2 Rozdily kvasniénych kmenl

v tendenci k hydrofobicité

bunéénych povrchi

VSechny kvasinky spodniho kvaseni
Saccharomyces uvarum vykazuji v in-
terakci mezi prostfedim a povrchem bu-
nék v zasadé hydrofilni charakter [16
1B, 25]. Kvasinky svrchniho kvaseni
Saccharomyces cerevisiae maji viast-
nosti hydrofébni. Index hydrofobicity HI
je pomér mezi hodnotami ‘absorbanci
vodni a uhlovodikove faze s kvasniénou
populaci méfené pfi 660 nm. U kvasinek
svrchniho kvaseni je HI mensinez 50 %,
u .spodnich kvasinek” vétsi nez 50 %.

kmen €. 95

Mérfeni hy:lro[nblcwty potvrdilo, Ze
kmeny €. 2, &. 7 a ¢. 95 palfi do skupiny
hydrofilnich mikroorganisma, protoZe na-
mérené hodnoty HI byly vé&isi nez 50 %
(obr. 5). Prokazalo se viak, Ze | v pfipadé
kmenii spodniho kvaSeni se vyskytuje
fendence k adhezi nékterych bunek
k oxidu uhlicitému a éast kvasinek se
vznasi po pridani organickych latek (he-
xanu, isooktanu, diethyletheru apod.).
V tomto sméru vykazoval nejvétsi ten-
dence k hydrofobicité kmen &. 95, coz ko-
relovalo s jeho mirné horsi sedimentaéni
schopnosli v porovnani s kmenem ¢. 2
a predeviim s kmenem &. 7

3.3 Rozdily v degradaci a syntéze

polysachariddl bunéénych stén

u testovanych kvasniénych

kmenu béhem kvaseni

Flokulaéni a sedimentaéni schopnost
spodnich kvasinek je podle dnesnich po-
znatkll geneficky podminéna [26]. Je
viak ovliviovana i viastnestmi kultivac-
niho prostredi a metabolickou éinnosti
kvasnic [27, 28]. Mezi faktory, které aviiv-
fuji flokulaci a sedimentaci kvasinek
a tim i miru metabolické éinnosti, patfi
zmény hladin polysacharidi bunéénych
stén, predeviim mannanu (obr: 6), méné

|=@=—kmen ¢. 2 —#=— kmen ¢. 7 —8— kmen ¢. 95

Mannan [% glu v sus.]
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Obr. 5 Zmény indexu hydrofobicity (HI) 1tf kmean( kvasnic béhem mo-

delovyeh fermentacl (T 10 'C)
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Qbr. 7 Zmeany hladiny polysacharidu bunéénych stén glukanu u i

Kkment kvasnic béhem kvaseni (T 10 °C)
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Obr. 6 Zmény hiadiny polysacharidu bunéényeh stén mannanu u tff

kment kvasnic befrem kvaseni (T 10 °C)
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Qbr. 8 Zmény hladiny rezervniho polysacharidu glykogenu u tff kmend

kvasnic béhen kvaseni (T 10 °C)




glukanu (obr. 7) [29]. Obecné se udava,
Ze hiife flokulujici a sedimenlujici pra-
chové kvasnice maji v bunéénych sté-
nach vice mannanu nez kvasnice dobfe
sedimentujici, tzv. krupickovité. Rozdily
v obsahu mannanu v bunecnych ste-
nach teslovanych kmeni kvasnic a jeho
zmény béhem kvaseni nebyly vyrazne,
coz souviselo se skuteénostl, Ze za stej-
nych podminek nebyla sedimentatni
schopnost piili§ odlidna (obr. 6). Na po-
Gathu kvaseni hodnota mannanu nej-
dive poklesla, nasledoval narust a dalsi
pokles. Poéalek flokulace a sedimen-
tace koreloval v souladu s tdajl v od-
bomé literatufe [29] s dobou kvaseni,
kdy byla koncentrace  mannanu v bu-
néénych sténach nejnizsi. Kmen £.7 se
vyznacoval dfivejsim docilenim maxima
koncentrace glukanu v bunéénych sté-
nach b&hem fermentace v porovnani
s kmenem €. 2 a €. 95. Naopak po doci-
leni maxima nasledoval u kmene ¢. 7
prudky pokles hladiny mannanu, zatim
co' u dalSich dvou hednocenych kmend
byla degradace pozvolnéjsl. S tim
ziejmeé do urdité miry souvisi | zjistovang
mirné rozdily v dobé a rychlosti sedi-
mentaca: kmene & 7 v porovnani
s’kmeny €. 2 a €. 95.
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3.4 Rozdily v degradaci a syntéze
bunéénych polysacharidu u tes-
tovanych kvasniénych kmeni
béhem kvaseni

Zakladni rezervni latkou, vyuzivanou
kvasinkovou bufikou k z ni energie
pro pomnozeni a metabolickou Cinnost
zvlasté na pocatku r e glykogen

[30]. U kmene &. 7 se stanovily extrakéni

metodou v porovnani s kmenemc.2ac

95 ve viech Setfenich mimé vyssi hla

diny bunéénych rezervnich pi

rid(, zejmena glykogenu (obr. 8

sacharidu trehalesy (obr. 9). U

kmen( hladina glykogenu b

Seni nejdiive poklesia a na

opét zvysila vzhledem k syntéze glyko-

genu bunkami. Tylo poznatky se v sou-

éasnosti potvrdily metodou zalo

na principu méfeni fluorescen

vinu, jejiz hodnoty odpovidaji

koncentraci glykogenu v bunka

{obr. 10). Tendence vyraznéjsiho vyuziti

glykogenu kmenem &. 7 v prvych 48

72 hodinach kvaseni a vyssi mire

syntezy v dal$l fazi kvaseni un

v nasledujicim nasazeni rychl

mnozeni, pratoze v lag fazi maji bufky

k dispozici bohatsi energeticky zdroj pro

syntézu sieroll a masinych Kyselin.
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Obr. 9 Zmény rezervailio disacharidy trehalosy u T kmeni béham

kvaden/ (T 10 °C)

| —8— kmené. 2 —d— kmen & 7 == kmen . 95

S

[mg SO,/ml]

n

Obr. 10 Zmény intenzity
i s obsahem glykoge:
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3.5 Rozdily v rychlosti a mife
absorpce aminokyselin miadiny
Kvasinky absorbuji aminokyseliny
miadiny postupné. Jednotlivé skupiny
mohou utilizovat vZdy az po poklesu
iF elnyeh sloudenin, pfedeviim
threoninu a serinu k uréité hranici [31).
O rozdilu kmenl v absorpci amine-
kyselin mladiny véetné kmene €. 2 a ¢.
7 jsme jiz publikovali vice praci [32, 33,
34, 35, 36].V ramci testovani kmen( dis-
kutovaného v tomto ¢lanku se starsi vy-
sledky potvrdily. Kmen &. 7 vzhledem
k rychlgjsimu pomnozen| syntelizuje ve
zvy&eng mife aminokyseliny, ktere ne-
muze v dobé potiaby jesté vyuZival
z mladiny, predevsim vétvene aminoky-
seliny jako lysin. Toto zjisténi vysvétiuje
inklinaci piv vyrobenych s kmenem €. 7
k vyssim hladinam diacetylu, protoze
jeho bufky exkretu)l do zkvaSovaného
média v8tsi mnozstvi meziproduktu syn-
tézy lysinu u-acetolaktatu v porovnani
s oslatnimi testovanymi kmeny. Vylou-
ceny u-acetolaktat se pak neenzymovou
cestou méni na diacetyl.
lysinu na 50 % plvodniho
> miadiné béhem kvaseni
yl zjiStén u kmene €.

kmene €. 2 v 45. hoding

O kmené. 7 W kmen &. 95

2 | a8
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scence akriflavinu tfemi kmeny (Kore-
C)

—8— teplota 10 °C - == teplota 14 "C
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Obr: 11 Tvarba oxidu sifiditeého tFremi-kimeny kvasnic béham fermen-

tace (T 10 °C)
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Obr. 12 Vilv tepioly. kvaseni na tvorbu oxidu sifigiteho. pit-kvaseni




48. hoding. U kmene

a pomalejsi rychlost

ch aminokyselin mla-

2 do uréité miry ovliviicval

kovych aminokyselin v pivu

m s timlo: kmenem. Béhem

ce i skladovani je mozné u tako-

vého piva piedpokiadal vznik vélsiho

mnoZstvi tzv. komponent staré chuti piva

typu aldehyd( z degradace aminokyse-
lin,

3.6 Rozdily v priibéhu tvorby oxidu
sificitého b&hem kvaseni

Tvorba oxidu sifiéitého zavisi na fadé
faktort, které oviiviuji riist a fyziologicky
stav kvasinek [37]. Dominantni viv
kmene kvasnic jsme jiZ prokazali dfive
[1, 38]. Nejvyasi tvorbu SO, dosahovaly
vEechny tfi kmeny po docllenl maxima
rustové kiivky (obr. 11). Pak nasledoval
mirmny pokles zplsobeny jednak inter-
akel v komplexech s karbonyly, jednak
moznym mirnym strhavanim s oxidem
uhligitym do kvasnych plynt [38].

Nazor na viiv teploty kvaseni na pro-
dukei oxidu sifi¢itého neni jednotny [40,
41]. Uehida a Ono [42] se domnivajl, Ze
vliv teploty mdze byt odlisny v zavislosti
na kmeni a fyziologickém stavu kvasnic.
Podle Kanedy et al. [41] se tvorba SO,
sniZuje s rostouci teplotou kvaSeni, za-
timco Nordlov [40] uvadi, Ze optimalni
teplota fermentace pro tvorbu SO, se
pohybuje mezi 14 az 16 °C. Aplikace
tlaku od poéatku kvaseni inhibuje rust
kvasnic a urychluje tvorbu 50, (1] .

V nasich vyzkumech drive i v sou-
casnosti jsme zZjisfovali narist maxima
tvorby SO, se zvysenim teploty kvaseni
(zkouseno 7 °C, 10 °C, 13 °C a 18 °C)
u vSech ffi kmeni1 &. 2, 6.7 a €. 95, ale
i intenzivnéjsi nasledujici pokles, jak je
patrno z prikladu kvaseni s kmenern €.
2 pii dvou teplotach (obr. 12).

Na rozdil od jinych autord [42, 43],
kteri uvadli, Ze s vyS8i nasadni davkou
kvasnic tvorba SO; mimé rostla, jsme
u Zadného z testovanych kmentl nezjis-
tili prikazny rozdil pri pouZiti davek od

—&— 10 mil. bunék/ml —m— 25 mil. bunék/ml
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Obr. 13 Vilv ndsadni ddvky kvasnic na vorbu oxidu sifiGitého pii kva-

Senl s kmenem & 2 (T 10 °C)
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10 do 25 miliond bunék na mi (obr. 13).

Tvorbu SO, vwznamne oviiviuje fyzio-
logicky stav kvasnic. Hladovéni nebo
starnuti kvasnic pfed nasazenim ji zvy-
Suje. B&hem starnuli kvasinek se snizuje
hladina glykogenu v bunce. Pickerell et
al. [44] zjistili souvislost mezi jeho obsa-
hem v nasadnich kvasnicich a hladinou
50, ke konci fermentace. Procedury
zpusobujici vyéerpani glykogenu, napr.
zvysena teplota nebo doba skladovani,
maji za nasledek zvySenou produkci
S0,.

Nejvyssi maximum tvorby SO, opa-
kované vykazoval pfi vsech podminkach
kvasen| kmen €. 2, mirmé nizSi kmen
¢. 95 a nejnizsi kmen €. 7, u kterého se
zjistila inklinace k vy&§imu obsahu bu-
naéného glykogenu.

ProtoZze se ve viech pokusech po-
rovnavaly kmeny ve stejném: Iyziologic-
kém stavu, Ize rozdily v tvorbe SO, pri-
psat mirné odisnym genelickym
viastnostem sledovanych kmeni' kvas-
nic v utilizaci siry.

Sifigitany jsou intermediaty pii ana-
bolismu siry do sirmych aminokyselin
methioninu a cysteinu. Zdrojem siry pro
kvasnidnou bunku jsou anorganicke si-
rany, které jsou prenaseny permeasou
do bufky a pieménovany ATP-sulfuryla-
sou (ATP, EC 2.7.7.4) na adenylsulfat
(APS) a dale APS-kinasou na fosfoade-
nylsulfat (PAPS), ktery je PAPS-reduk-
tasou preveden na sificitan. Uéinkem
sulfit reduktasy (S-R, EC 1.8.89.1) je si-
figitan redukovan na sullid, ktery je vyu-
Zit k syntéze cysteinu, methioninu a
S-adanosylmethioninu (SAM). Posledni
z nich transkripéné reprimuje vétsinu
gentl, pokud ne vechny, které se podill
na utilizaci siry [45]. Draha utilizace siry
je pod metabolickou a genetickou ken-
tralou. Z toho plyne, ze exkrece: sulfitu
musi byt zpisobena nerovnovahou mezi
produkei a spotfebou sificitanu nebo in-
terakei s dalsi slougeninou. Akumulace
v kvasince pak muaZe vést k uniku vol-
ného i vazaného sificitanu cytoplazma-
tickou membréanou da kvasici miadiny.

25

Reduktasova aktivita
[U/mg prot.]

182 216

Brewer a Fenton [46) zjistill, 2e béhem
doby maximalni produkce S50, je pemer
aklivit enzymi APS/sulfitredukiasa 1fi-
krat az Sestkrat nizsi u kmend s nizkou
produkei SO, oproti kmendm s produkel
vysokou. Druhou moznosti je, Ze sulfit
je ndéerpavan tvorbou aduktd s acelal-
dehydem. Tim dochazi k nedostatku
methioninu a je aktivovana absorpce
a redukce sfranu [39]. Aktivni kvasicl
kvasinka je pfedpokladem pro exkreci
sulfitu, kierd ustdva na konci fermen-
tace, kdy jsou vyCerpany zdroje energie
pro konverzi siranu. Na pocatku fer-
mentace zatinad exkrece pa lag-fazi
a rychle roste poté, co jo téméf vyder-
pan methionin z média. Rozhodujici je
riist mezi lag fazi a koncem fermentace.
Dokud pokracuje rist, jsou vyssi poza-
davky na sirné aminokyseliny a exkrece
sulfitu zistava na nizké urovni. Jakmile
je rust ukongen, prvni €asl fetézce,
ktera vede ke konverzi siranu na sifici-
tan, je stale aktivni, zatimeo snizena po-
tieba sirnych aminokyselin a nizsi akti-
vita sulfitreduktasy zpusobuji  jeho
akumulaci a exkreal, dokud je pfitomen
zkvasitelny extrakt. Proto je exkretovano
do média tim vice sulfitu, ¢im vice ex-
traktu je zkvaseno po Ukonéeni ristové
taze [37].

Kmen &. 7 se strmym nartstem bu-
nécne populace v exponencialni fazi vy-
cerpava energelicky potencial a po do-
cileni maxima rustové kfivky aglutinuje
a sedimentuje drive nez kmeny €.2 a ¢.
95. Proto neni schopen ve stejné mife
v této fazi zkvasSoval zbyly extrakt a pro-
dukce SO; je u néj nizsi. Kromé toho se
ziejmé budou u sledovanych kmenii
i mirné lisit genetické dispozice odpo-
védné za Iniciaci pfislusnych enzymi
v metabolismu simych slouéenin, coz je
podrobné popséno napi. v literarni re-
Sersi diplomové prace VSCHT [20]

3.7 Rozdily v 3-methylbutanal
reduktasové aktivité kvasnic-
nych kmenu behem fermentace

Enzym  3-methylbutanalreduktasa

—8— kmen ¢. 2 =—de=—kmen €. 7 —@—kmen ¢. 95

2 4 L] B

Doba kvaseni [dny]

Obr. 14 Vyvol aktivity 3-methyibutanal reduktasy pii kvaseni s tremi

kmeny kvasnic (T 10 °C)




umoznuje kvasinkové populaci reduko-
val komponenty staré chuti pfislusnych
aldehydu. Pii stejné teploté kvagen| vy
kazoval nejvy83i aktivitu enzymu 3-met-
hylbutanal reduktasy kmen €. 2, nejnizsi
kmen ¢. 7 (obr. 14). Maxima dosahovala
tato aktivita v exponencialni fazi rustu
kvasniénych bunék, poté byl zazname-
nan mirny pokles. Z pfikladu kvasné
zkousky s kmenem €. 2 je patrno, Ze ma-
ximum reduktasové aklivity se zvysilo pfi
teploté kvaseni 13 °C v porovnani s kva-
Senim pfi teploté 10 °C, ale nasledny po-
kles v disledku rychlejsi inhibice enzy-
moveé aktivity byl diraznéjsi (obr. 15). Pfi
teploté kvaseni 7 °C nebyly rozdily v ak-
tivité 3-methylbutanal reduklasy u vsech
tfi kmenl vyrazné béhem celé fermen-
tace; aktivita byla celkové nizsi, ale ten-
dence vzestupu a poklesu se zachovaly.

3.8 Vliv kmene kvasnic na zmény
oxidaéné-redukéni kapacity
zkvasované mladiny

Hodnota oxidacné-redukéni kapacity
vyjadfuje stav mladiny éi piva z hlediska
odolnosti viéi oxidaénim zménam né-
kteryeh latek extraktu. Udéva jakysi po-
mér substanci v oxidované a reduko-
vane formé pfisludnych vratnych reakei.

—t= 700 == 10“0_—-— 13.°C

Reduktasova
aktivita [U/mg prot.]

6

Doba kvaseni [dn:

Chapon a Kretschmer [47] prokézali ur-
¢lou souvislost mezi redukéni schop-
nosti a koloidni a senzorickou stabilitou
piva. Jejich vyzkumy napi. potvrdily vy-
znam fenolickych slouéenin jakozto pri-
rozenych antioxidantl piva. Uchida
a Ono [48] se domnivaji, ze senzoricka
stabilita piva je determinovana endo-
genni antioxidaéni kapacitou, klera je
ovlivnéna kazdym krokem pivovarského
procesu od surovin po stagenl. Vysledky
stanoveni oxidaéné-redukéni  kapacity
v miadiné zkvasované paraleiné kmeny
€.2, 6.7 a & 95 metodami podle Kanedy
[19]. Chapona [21] a MEBAK [22], z nichz
kazda registruje rozdilné skupiny latek,
neprokazaly viiv kmene kvasnic na toto
kritérium (obr. 16, 17, 18). Neprokazal
se ani vyznamny vliv teploty kvaseni.
Narlst oxidacné-redukéni kapacity v pr-
vych 28 hodinach kvasen( lze spojit s na-
ritstem biomasy a spolfebou rozpusté-
ného kysliku v mladiné.

Z uvedenyeh vysledkil vyplynulo, Ze
dominantni viiv na oxidagné-redukéni
vlastnosli piva ma podfl slou¢enin v re-
dukovane formé, pochazejicich ze sura-
vin, 1j. sladu a chmele, a jejich zmény
zplsobené podminkami technologic-
kého procesu.
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Obr. 15 Viiv taploty kvasenl na zmeény aktivity 3-methylbulanalreduk-

tasy u kmene €. 2 béhem fermentace

—e— kmen &. 2 —a— kmen & 7 —s— kmen ¢. 95|
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Obr. 17 Vyvoj oxidacné-redukéni kapacity zkvasované miadiny tremi
kmeny kvasnic (metoda podle Chapona, T 10 °C)
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3.9 Priibéh zmén polyfenold béhem
pokusnych fermentaci

Polyfenolové slougeniny piva maji vy-
znamnou pozitivni i negativni Géast ve ty-
zikéIng-chemickych a senzerickyeh viast-
nostech piva [48]. Oxidované polyfenoly
piispivaji v riznych reakeich k tvorbé ko-
|oidnich zakald i k staré” chuli piva. Na-
opak redukované formy podporujl diou-
hodobé uchovani tirosti i Serstvé” chulj
piva [50].

Utelné vysrazeni v rozioku nestabil-
nich, pfedevsim oxidovanych palyfenold
a jejich vylouéeni béhem chlazeni mia-
diny a kvadenl, je jednim z pfedpokladi
zvyseni odolnosti piva proti tvorbé kolo-
idnich zakal( i senzorickych zmeén. Tento
&ifici proces je do znaéné miry zavisly
nazménach pH a oxidaéné-redukéni ka-
pacité fermentaéniho média, coZ jsou
kritéria, ktera ovliviuji kromé technolo-
gickych podminek | viastnosli pouZitého
kmene kvasnic.

Z provedenych modelovych fermentaci
lze usuzovat na viiv teploty pfi poklesu
hodnot celkovych polyfenoli. Pfi vy3si pri-
mémé teploté hlavnino kvaseni se zazna-
menal hlubsi pokies hodnot celkowvych po-
lyfenclli. Podobny zavér Ize vyslovit pro
sniZzeni hiadiny oxidovanych polyfenol

. 2 =—d— kmen . 7 == kmen €. 95'

48 96 120 144 188 192 216

Doba kvaseni [h]
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Obr. 16 Vyvof oxidaéné-redukcni kapacity zkvasované miadiny (femi
kmeny kvasnic (mefoda podle Kanedy, T 10 °C)
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Obr. 18. Viyvoj axidaénd-redukéni kapacily zkvasovane miadiny tremi
kmeny kvasnic (mefoda podie MEBAK, T 10 °C)
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Pokles oxidovanych polyfenoll pfi teploté kvaseni 13 °C do-
okolo B0 % v porovnani s koncentraci ve wychozi mlading. Viiv
1l na zmény oxidovatelnych palyfenold se nepotvrdil Nebyl zjistén
ozdil v hodnotach poktesu sledovanych skupin polyfenclowych slou-
mantacl s kfneny €.2, €. 7 a ¢, 05 za stejnych technologickych pod-
coz naznacilo, ze viasinosti pouZitého kmene kvasnic nemaii VyZNam-
oli v procesu snizovani hladin polyfenolovych slouéenin béhem kvaseni

4 ZAVER

Spravny vybér kmene kvasnic a jeho fyziologicky stav oviiviuji nejen ply-
nuly priibéh technologie a docileni zakladnich chemickych a biochemickych
znakila typickeho buketu daného druhu piva, ale mohou pfispét | k oddalent
tvorby koloidnich zékali a senzorickych zmén vyrobku béhem skladovani,
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