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Mechanismus, kterym se projevuje vyznam kysliku pro
kvaSeni piva, je spojen se syntézou steroll a nenasyce-
nych mastnych kyselin kvasinkami (2, 3, 9]. Tyto lipidy
jsou Zivotn& dileZitymi strukturdlnimi slozkami kvasn'g-
né membrény; na jejich sloZeni a obsahu zavisi aklivita
pohybu Zivnych latek a metabolith z builtky do Zivného
prostfedi a naopak [12, 16]. Molekularni kyslik je ne-
zbytny pro proménu biologického prekurzoru skvalenu
v ergosterol, jeden ze zdkladnich sterolit v kvasinkéach
[2]. Metabolismus lipidi ma nepochybné& velky vliv na
kvasenf a kvalitu piva [3, 11, 18]. V obdobi anaerobni
faze ristu kvasinek jsou steroly hlavnim riistovym fak-
torem.

V souvislosti s vyznamem obsahu steroldi pro p-vovar-
ské kvasinky zkouma tato prace syntézu ergos-erolu
nékolika kvasniénymi kmeny v riznych podminkéach kva-
%eni a zejména vyznam nenasycenych lipidd na fyziolo-
gicky stav kvasinek a optimalizaci kvasného procesu.

Material a metody

Byly pouZzity kvasinky ze sbirky Institutu pivovarské-
ho primyslu v Sofii — dva primyslové kmeny 51a74a
jeden sbirkovy kmen &. 13. Byly zkoumény v rozmezi
obsahu kysliku v mladingé 6—8 mg/L

Zkousky byly provadény v kvasnych valcich pri teple-
té& 10°C v mladind provzdudiiované na obsah kysliku
§—7 mg/l a v mlading bez dopliiujiciho provzdusiicvani
po autoklavovani. Inckulum bylo pouZito ve tfech va-
riantach:

— kullivace ve fermentcru s periodickym pfisunem
vzduchu,

— standardni stacionarni kultivace,

— po anerobnim kva3eni.

Nésadni kvasnice ve formé cdstfed&nych byly davko-
vany v mnoZstvi 2,5 g/l. Kromé& toho byly ke sledované-
mu adelu pro porovnéni zkoumény vzorky provozniho
kvaseni.

Ve viech zkoudkach byla sledovana syntéza erg-ste-
rolu v piivodnim inokulu, v prvnich hcdinach po zakva-
geni a v dob® kvaseni., Soufasné& s tim se provadélo sta-
n-oveni zm&n mnoZstvi glykogenu v kvasinkach.

Citlivost kmenii na obsah nenasycenych mastnych ky-
selin v mladingé se zkou3ela pPidavkem detergentu
Tweengg.

Zkouice byly podrobeny tyto parametry metabolické
aktivity kvasinek: rychlost a stupeii kva3ent, pomnoZeni
a rist kvasinek, asimilace aminodusiku, tvorba esterd.

K extrakci ergos.erolu a stanoveni jeho obsahu bylo
pouZito metody Brevika a Owadese [8] a Shawa a Jeffe-
riese [17]. Glykogen byl stanoven podle metody Quaina
a Tubba [14].

Vysledky a hodnoceni

Stanoveni obsahu ergosterolu v nasadnich kvasinkach
v riizngch podminkéach kultivace je uvedeno v tab. 1.

Vysledky potvrzujf, Ze kvasinky rozmnoZeneé aerobné
jsou bohat3i na ergosterol ve srovnéni s témi, které byly
ziskdny bez specidlniho vzdu3néni, aviak za pFistupu
vzduchu [2, 5]. Tato vysokda koncentrace sterolii v buii-
ce nasadnich kvasinek sniZuje &i odstraifiuje nutnost na-
sledného potatetniho vzdudnéni mladiny (6, 9]. Stupeni
sniZeni potieby kysliku zavisi nepochybng na obsahu
sterolii a vlasnostech kmene.

Tab. 1. Obsah ergosterolu v ndsadnich kvasinkdch

Podmirky kultivace l ll:;/zoss‘f;&lyl
kultura periodicky vzdu3néna | 5—6

po 48 h |

stacionarni kultura 0,5-1,2
FOo 48 h

anaerobni kva3eni 0,2—0,8
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Kvasinky z anerobniho kvaSeni jsou chudé na ergoste-
rol, jehoZ obsah dosahuje limitni hodnoty, pfi niZ ustava
rozmnoZovani (2, 3]. Tyto kvasinky obsahuji velké mnoz-
stvi skvalenu [4].

Po ptidani kvasinek k vzdusnéné mlading zalinad rych-
a4 syntéza ergosterolu. Vysledky analyzy tohoto procesu
se uvadsji v tab. 2.

Tab. 2. Obsah ergosterolu v kvasinkdch tii kmenii v pri-
béhu kvadeni [priameérné hodnoty]

X stero}/24,28-dehydroer
Doba kvaseni l L O'{njg;;idsuﬁny? s k Kyslik
[h] T s e — [mg/t]
| kmen 13 kmen 51 kmen 74 |

0 0,5/0,01 0,4/0,03 0,6/0,02 | 6—7
po 2h 1,2/2,02 1,8/0,3 1,6/0,08 | 45
po 5h 9.0/0,02 7,5/0,8 9,5/0,6 | 1.9
po24h 1,1/0,0 1,0/0,02 1,4/0,08 | 0,1
po48h 0,28/0,0 i 0.18/0,01 0,2/0.,0

Nejvetsi mnoZstvi se syntézuje v obdobi mezi 2 az 5
hodinami, coZ odpovida rychlé spotfebé kysliku rozpus-
téného v mladine.

Podle udaji Ariese a Kirsopa [4] se spotfebuje az
15 % kysliku na syntézu nenasycenych lipidd. PFitom se
steroly méni z volnych (Vv této formé se projevuji v prv-
nich hodindch kvaSeni) v esterifikované. Haukeli a Lie
[13] predpoklddaji, Ze 50 % kysliku v mlading se spo-
tfebuje pro tyto biosyntetické pochody vzhledem k tomu,
¥e sladina je chudd na nenasycené lipidy.

Do 24 hodin se mnoZstvi ergosterolu zfeteln& snizuje,
zistavd viak vy$Si neZ v plvodnim inokulu. Koncentra-
ce 24,28-dehydroergosterolu, bezprostfedniho prekur-
zoru ergosterolu v biosyntetickém Fetézci, se zvySuje beé-
hem druhé hodiny, méni se v3ak v zavislosti na pod-
minkédch ristu a na kvasni¢ném kmenu.

Vyjadreni rozdilu mezi jednotlivymi kmeny v mnoZstvi
syntézovaného ergosterolu jsme nenalezli. aviak nejvys-
¥ obsah (11,7 mg/g sud.) jsme zjistili u kmene 13.

Steroly, kieré se syntézuji v tomto potatetnim cbdobi
kvadeni, objevuji se v buiikdch jako s“erolovy pool, jehoZ
se vyuZivd k tvorbé novych membrén v d_b& nasledujici
aktivni faze ristu kvasinek. Tao faze zatina po 5 hodi-
né4ch, jakmile se dosahne stanovené koncentrace ergo-
sterclu, a trva priblizné 48 hedin, V této dob& se obsah
steroli sniZuje pFibliZngé na 0,2—0,3 mg/g a ustava tvor-
ba navych bunék.
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Obr. 1

Vztah mezi mnoZstvim syniézovaného ergosterolu, tvor-
bou bicmasy a metabolismem glykogenu, ktery jsme zjis-
tili v této praci, se uvadi v grafu 1 (pramérné hodnoty].
Soutasné s biosyntézou sterolit v prvnim obdobi po za-
kvageni spotiebovavaji kvasinky glykogen jako zakladni
energeticky zdroj [15]. Mezi 2. a 5. hodinou, kdy jesté
nedodlo k aktivnimu pomnoZeni, mnoZstvi glykogenu se
snizuje na 40—60 %, v dobe rozmnoZovaci faze asi do
24. hodiny ziistdva téméf beze zmény. V dob& hlavniho
kvadeni je koncentrace glykogenu niZ8i neZ v podatec-
nfm inokulu, zaéina v3ak jiZ nova akumulace v buiikédch.
David, Quain a Tubb pred neddvnem zjistili, Ze pro nor-
mélni priibéh kvaSeni je nezbytné stanoveni potatetniho
mnoZstvi glykogenu v buiikach. V opatném piipadé se
zamezi syntéza ergosterolu. V tom spotiva funkce gly-
kogenu jako rezervniho polysacharidu v buiikach [10].

Obsah susiny se v kvasinkach snizuje v prvnich hodi-
ndch po zakvaseni pribliZné na 20—30 %, coZ odpovida
fazi endogenni spotieby glykogenu. Po 5 hodinach zati-
na rist novych bun&k, po 72 hodindch nasleduje nové
snizeni obsahu suSiny Vv souvislosti se snizenim obsahu
glykogenu.

Dynamika téchto procesit v provoznich podminkach je
patrna z tab. 3. Systém kvaSeni je typu .kvaseni nauja-
to®.

Tab. 3. Obsah egrosterolu u kmene 74 v dobé kvasent
v provoznich podminkdch

Doba kvaseni

I
Parametr | e IS T
o 2|3 |12]|2a]|®s
[ 1 ; ‘ 1
ergosterol [mg/3 sus.] | 6,6 |36 (49 |68 |50 |0,28
24,28-dehydroergosterol l
|mg/g sus.] 0,0 |00 0,0 |0,05 | 0,03 0,01
kyslik [mg/i] 34 |2\ 1,2 0,01
glykogen [mg/ml] | 0,5 |0,21 L0,23 0,30 | 0,32 | 0,45
susina kvasinek [g/l] i T 13‘0 1,6 |28 'z,s

Pozndmka: mnozstvi nasadnich kvasinek 25X 106 bunék/ml

Vysledky ukazuji, Ze rychlost tvorby ergosterolu zavi-
si na podminkach kvaSeni. Kvasinky z predchazejiciho
kvaseni maji pfi vstupu do uzavienych nadob znany
obsah ergosterolu. V prvnich hodindch hlavniho kvaSeni
se toto mnoZstvi sniZuje, protoZe to odpovidd periodé
aktivntho pomnoZeni kvasinek. 24,28-dehydroergoste-
rol se objevuje v buitkdch po 5 hodindch. V tabulce jsou
uvedeny vysledky i ostatnich metabolickych zmén.

Vliv predchéazejici kultivace na kvasinky a vliv obsahu
ergosterolu na kvaseni je patrny z grafu 2. Byly pouZity
dva druhy kultury:

1. ziskané propagaci s periodickym vzdu$nénim (pri-
mérné mnozstvi kysliku 4,6 mg/l]j,

2. po kva3eni.

Obsah ergosterclu v kvasinkéach odpovidal 5 mg/g a
07 mg/g. Mladina p:>uZita pro tyto modelové zkousky
nebyla vzdusnéna po sterilaci. Ziskané udaje ukazuji, Ze
existuje zévislost mezi rychlosti kvaseni a mnoZstvim
ergosterolu v kvasinkach jako pFfimy dasledek tvorby
sterolu za pritomnosti kysliku, stupném pomnoZeni, pii-
ris'kem biomasy a vyuzitim Zivnych latek mladiny. Je
rovndZ ziejmé, Ze pii aerobnim p>mnoZeni kvasinek [ne-
bo pfi odpovidajici predb&zné tpravé uchovévanych kva-
sinek) neni nutné vzdusnéni mladiny. JestliZe se v3ak
ptidavaji kvasinky po kvaseni s nizkym obsahem ergo-
sterolu k mladiné bez vzdu3néni, vede to k ttlumu po-
mn-Zovani kvasinek a k sniZeni jejich aktivity. V lite-
ratufe se uvadi, Ze je to velmi dileZité pri kvaseni
vysokoextraktivni mladiny [6]. Krom& obsahu kysliku zé-
visi stupeii syntézy steroli také na mnozstvi nasadnich
kvasinek [2, 3, 13]. Optimé&lni mnoZstvi kvasinek pfi za-
kvaZovani zajisfuje nezbytnou koncentraci  sterolli
v Kvasniéné kultufe i nezbytny obsah glykogenu.

Druha skupina lipidovych slozek, na jejichZ cbsahu
zalezi fyziologicky stav kvasinek, jsou nenasycené mast-
né kyseliny. ZkouSkami za pridani detergentu Tweengg
(jako moncoledtu) v mneZstvi 40 mg/l a 60 mg/l byla
zkouména citlivost kvasinek na zmé&ny koncentrace této
latky. Byla pouZita mladina bez dzdatetného vzduSnéni
{(obsah kysliku 3 mg/11.
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Tab. 4. Vliv priddni detergentu

Vy¢sledky jsou uvedeny v tab. 4 aZ 6. jako priimé&rné
hodnoty, protoZe nebyly stanoveny rozdily v cCinnosti
téchto dvou koncentraci. RovnéZ u tif kmend pfidani de-
tergenu Tweeng, urychluje kvaSeni a zvySuje mnoZstvi
alkoholu v pivu, To souvisi se zvySenim stupné pomno-
Feni a pririistku biomasy a aktivn&jsim vyuZitim amino-
dusiku z prostfedi. Existuje v3ak rozdil mezi kmeny
v tdchto ukazatelich. Tak u kmend 13 a 51 pFidéni de-
tergentu Tweeng, nezvySuje fermentaéni schopnost na

N
maltoze (Qckc?); u kmene 74 lze pozorovat obdobny
2

efekt, avdak pouze pFi vy33i z obou zkoumanych koncen-
tracf. Je zajimavé si povSimnout, Ze syntéza ergosterolu
jevi tendenci ke sniZeni, to je zvlast jasné u kmene 74.
Tento kmen ukazuje v nejvy33i mife zvySeni celkové ak-
tivity kvasinek pFi zv§Seném obsahu kyseliny olejové
v prostfedi. Tyto rozdily mezi kmeny lze vysvétlit né-
kterymi riznostmi v poZadavcich kvasinek na . koncen-
traci kysliku v mlading [9]. V t&chto podminkéch se
méni vlastnosti bun&ténych membrédn a aktivita acetyl-
-CoA-karboxyldzy vede k biosyntetickym pochodiim [19],
¢imZ je moZno vysvétlit pokles syntézy esteri [7]. Tay-
lor et al. zjistuji, e ptidanim extraktu lipidd k mlading
se zvy3uje obsah nenasycenych mastnych kyselin v buii-
kéch po kvaSeni. Autofi tim vysvétluji stimulujici piso-
benf lipidd a jejich vliv na kvalitu piva [18].

Nagimi zkoudkami jsme zjistili, Ze pfiddnim detergentu
Tweeng, se dosdhne hlubsiho prokvaSeni mladiny, za-
kvaiené kvasinkami s nenorméln& zvy3enou rychlosti
flokulace. Za téchto podminek probihda kvaSeni velmi
pomalu, avsak lipidy zvy3uji pririistek novych bunék —
3,6 g/1 az 3,1 g/l a tim soucasné i stupeii prokva3eni po
122 hodinach kvaseni — 54,7 % a 48,1 %.

Viechny tdaje ukazuji, ze vliv ergosterolu a kyseliny
olejové na kvasinky je velmi podobny. Anderson a Kir-
sop [7] viak predpokladaji, Ze dodate¢ny priristek bio-
masy, ktera se tvofi po priddani detergentu Tweeng,, se
kvalitativng 1i3i od biomasy ziskané pfidanim ergostero-
lu k mladingé. V prvém piipadé vznikaji pfevaZné s'ruk-
turalni a rezervni sloZky, kdeZto v druhém pripadé se
projevuje vliv na enzymovou aktivitu kvasinek.

Vysledky tohoto vyzkumu ukéazaly, Ze zmény obsahu
lipid@i v bufikdch a v mlading maji velky vliv na rizné
stranky metabolismu. Syntéza sterolll, resp. ergesterolu
je pochodem uréujicim stupefi pomnoZeni kvasinek a je-
jich fyziologickou aktivitu v dalsich technologickych dse-
cich. SniZeni rychlosti kvaSeni je moZné v mnoha piipa-
dech spojit se zménou stupné a rychlosti syntézy

Tweeny, na pomnozeni a metabolismus kvasinek kmene 13

R P Piiristek sudina 1 aﬁisri]'gé"i’;iu prilkuvlzxé?ni & N, Alkohol Ergosterol
idani biomas 1 | i co. % mg/l
y (8] [g/n] | [mg/l] %] cOo, 1 [%] [mg/1]
Bez pfidani detergentu 0,0088 3,8 71,0 75,0 200,0 33 8,5
S pridanm 0,0107 4,1 73,0 75,0 203,0 3,4 8,0
Tab. 5. Vliv pFiddni detergentu Tweeng, na pomnoZeni a metabolismus kvasinek kmene 51
Piiriistek susi Asimilace Stupeit Alkohol E i Ethylacetat
Piidani k mladiné biomasy s;’:;ﬂa aminodusiku | prokvaseni Q ENEL r‘?ulo rﬁ?,sg‘lﬁm l¥ﬂgll“l 3
(gl [mg/1] [%] 2
Bez pridani detergentu 0,0088 3,7 75,0 79,3 2490 3,5 9.6 22,0
S pfidanim 0,0092 3,9 75,5 80,0 203,0 3,6 9,0 205
Tab. 6. Vliv pFiddni detergentu Tweeng, na pomnozeni a metabolismus kvasinek kmene 74
Priristek | sygina Asimiiace | Stuped N. Alkohol Ergosterol Ethylacetat
Pfiddni k mlading biomasy | aminodusiku |prokvaseni| q —% % el mefl
18] 1&g/ {mng/l] 0% CcOo, %] [mg/1] [mg/l]
' 1
Bez priddni detergentu 0,0092 3,5 ! 78,0 | 780 213,0 3.4 10,0 16,4
S pridanim 0,0105 3,0 | 81,0 79,8 227,0 3,6 7,4 14,0
i
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sterolit v zévislosti na podminkdch a vlastnostech kme-
ne. Zpiisob pfedb&Zné kultivace nasadnich kvasnic je
faktorem ovliviiujicim sloZenf lipidd v buiikdch a vyuZiti
potencionédlnich moZnosti lipidi pro regulaci a optimali-
zaci kvaseni.

Lektoroval Ing. |. Cepitka, CSc.
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Ginova-Stojanova, T. - Janeva, V.. Syntéza ergostero-
lu a aktivita pivovarskych akvasinek. Kvas. prim., 31,
1985, &. 9, s. 201—204.

Byla provedena syntéza ergosterolu tfemi kvasni¢ny-
mi kmeny v laboratornich zkouskéach i v provozu za riz-
nych podminek kvaseni a posouzeni stanoveného vztahu
mezi syntézou ergosterolu, pfiriisitkem biomasy a meta-
bolismem glykogenu. Vysledky ukazuji z4vislost rych-
losti kvafeni na mnoZstvi ergosterclu v nasadnich kva-
sinkdch. Zména obsahu nenasycenych lipidd v buifice a
v mladingd méa velky vliv na fyziologicky stav kvasinek
— pomnoZen{ a rist bungk, vyuZiti Zivnych latek z pro-
stfedi a tvorbu metabolitd. SloZeni lipidd Vv kvasinkach
je faktor, jimZ lze regulovat kvaseni.

Iuuosa-Crosinosa, T., fimesa, B.: Cuures 3procrepoaa
W AKTHBHOCTH TMBHBIX Apoxkeit. Kpac. mpym. 31, 1985,
Ne 9, cTp. 201—204.

Buia nposejieH CHHTE3 3procrepoaa Tpems JIPOKKEBLIMH

[wTaMMaMi B JaGopaTOpPHOM H IPOH3BOJCTBEHHOM MacIITa-
Ge npu pasMBIX YCAOBHAX OpOMEHHS M OGCYKAeHOo ycTa-
HOBJIEHHOE OTHOIIEHHe MEHY CHHTe30M 3procTepoJa u npi-
pocToM GHOMAcCH M MeTaGOJH3MOM IVIHKOreHa. PesyabTathl
1OKa3bIBAlOT 3aBHCHMOCTb CKOPOCTH GPOXKEHHS OT COMeprKa-
HHs 3ProcTepo’a B MATOuHBIX Jpomax. Hcwmenenne co-
AepAKaHis HeHACHILeHHBIX JHNNOB B KJETKE H OXMEJICHHOM
cycae OKasbiBaer GOJblIoe BJHANHE HA (H3HOAOTHYCCKOE
cOCTOsHIE JPOXell — pPa3MHOKCHHE H POCT KJETOK, HC-
[01b30BAHHE TMHTATEJIBHBIX BEIIECTB MK CPeibl H 0fpasosa-
ame MeraboantoB. CocTaB JHNHAOB B JpOXKKax — 3710
dakTop, NpH NOMOIM KOTOPOrO MOKHO PeryanpoBath
Opoxenue.

Ginova-Stojanova, T. - Janeva, V.. Synthesis of Ergoste-
rol and Activity of Brewing Yeasts. Kvas. priim. 31, 1985,
No, 9, pp 201—204.

The synthesis of ergosterol was tested with three
yeast strains on laboratory and plant scale under diffe-
rent ccnditions of fermentation. The relations among
ergosterol synthesis, biomass growth and glycogen me-
tabolism were determined. The results show that the
rate of fermentation depends on the content of ergoste-
rol in the inoculated yeasts. The content of unsaturated
lipids in cells and wort significantly affects the cell
physiology — multiplication and growth of cells, an uti-
lization of nutrients and a production of metabolities.
The lipid composition of yeasts is the factor with whom
the fermentation can be controlled.

Ginova-Stojansva, T. - Janeva, V.. Synthese des Ergoste-
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Es wurde die Synthese des Ergosterols durch drei
Hefestamme in Laborversuchen sowie auch im Betrieb
bei verschiedenen Gédrungsbedingungen und weiter die
Auswertung der ermittelten Beziehung zwischen Ergo-
sterolsynthese, Bicmasse-Zuwachs und Glykogenmeta-
bolismus durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen die Ab-
hingigkeit der Garungsgeschwindigkeit_von dem Ergo-
sterol-Gehalt in der Anstellhefe. Die Anderungen des
Gehalts der ungeséttigten Lipide in der Zelle und in der
Wiirze hat einen wesentlichen EinfluB auf den physio-
lcgischen Zustand der Hefe — Vermehrung und Wach-
stum der Zellen, Ausniitzung der N#hrstoffe aus dem
Milieu und Bildung von Metaboliten. Die Zusammen-
setzung der Lipide in den Hefen stellt den Faktor dar,
durch den die Girung reguliert werden kann.



