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1. Wstep

Proces produkcji piwa jest uzalezniony od uzytych surowcéw, zastosowanych technologii oraz od
wyposazenia browaru. Smak piwa, aromat, odpowiednia goryczka oraz obecno$¢ CO, - okreslajg

harmonijne cechy organoleptyczne prawidtowego piwa i determinujg jego jakos¢ [3].

Wiele produktéw przemiany materii drozdzy, wytwarzanych podczas procesu fermentacji i
lezakowania, przechodzi do piwa. Niektore z nich reagujg miedzy sobg lub tez ulegajg zmianom pod

wzgledem ilosci i sktadu chemicznego.

Aromat piwa w duzej mierze zalezy od tworzonych przez drozdze produktéw ubocznych fermentacji,
od odmiany i dawki chmielu lub jego ekstraktow, jak réwniez od substancji pochodzacych ze stodu.
Rasy drozdzy r6znig sie miedzy soba zdolnoscig wytwarzania produktéw ubocznych fermentacji, do
ktérych nalezg, m.in. lotne zwigzki siarkowe, dajace czesto wyraznie wyczuwalny niepozadany smak
[14].

Wsrdd wielu czynnikdw stabilizujgcych smak piwa znajduje sie réwniez jeden z pozadanych zwigzkow
siarkowych, a mianowicie dwutlenek siarki, ktéry z regulty wplywa pozytywnie na ogdlny charakter

napoju.

2. Stan fizjologiczny drozdzy podczas , stressingu”

W warunkach przemystowej fermentacji drozdze sa narazone na wiele czynnikdéw stresujacych
pochodzenia fizycznego, lub chemicznego, szczegdlnie wéwczas, kiedy biomasa komérkowa znajduje
sie w poczatkowych stadiach przygotowywania inoculum (drozdze zarodowe), a nastepnie przechodzi
ze stadium wzglednie anaerobowego (stacjonarnego) do natlenionej brzeczki, czyli do stanu
aerobowego. W zasadzie natlenianie hodowli z drozdzami pochodzacymi z kultury wzglednie
anaerobowej nie wptywa istotnie na kinetyke wzrostu i zywotno$¢ komoérek. Jednakze, drozdze z
hodowli stacjonarnej sg niezwykle wrazliwe na zewnetrzny stres oksydacyjny, jesli poréwnamy je z

biomasg pochodzacg z hodowli tlenowej [1, 18].

Ponadto do czynnikéw stresujacych drozdze mozna zaliczy¢ praktycznie wszystkie operacje zwigzane

z przechowywaniem drozdzy nastawnych. Przedtuzanie, bowiem czasu ich przechowywania, wysoka



temperatura, dtugotrwata cyrkulacja biomasy drozdzowej przez ptytowy wymiennik ciepta - redukujg

zapasy komorkowe glikogenu i trehalozy, a tym samym pogarszajg stan fizjologiczny kultur [18].

Krétkie natlenianie hodwli drozdzy nastawnych przed ich skierowaniem do warunkéw aerobowych,
uruchamia wewnatrzkomoérkowy system genéw adaptacyjnych Yapl i Skn7p, odpowiedzialnych za
produkcje czynnikéw transkrypcyjnych, wplywajacych w dalszej kolejnosci na produkcje biomasy.
Delecja (wyciecie) tych genéw utwierdzita badaczy o roli w.w. genéw w ochronie komorli drozdzowej

przed stresem oksydacyjnym [1].

3. Zrédia lotnych zwiazkéw siarkowych

W piwie zidentyfikowano caly szereg lotnych zwigzkéw siarkowych (VSC, volatile sulfur compounds),
wptywajacych na cechy organoleptyczne gotowego produktu oraz na jego trwatos¢ [2, 3, 4, 10, 14, 15,
16, 17].

Zwigzki siarkowe (siarczany, siarczyny, H,S, merkaptany, i inne, w wiekszosci lotne) sg wazng grupa
sktadnikbw determinujacych procesy metabolizmu drozdzy browarniczych i decydujacych o
wiasciwosciach organoleptycznych oraz o stabilnosci piwa. Zwigzki siarkowe charakteryzujg sie
bardzo niskim progiem sensorycznej wyczuwalnosci i juz ich sladowe ilosci powodujg nietypowe dla
piwa, nieprzyjemne zmiany bukietu. Moga pochodzi¢ zaréwno z surowcéw, tj. ze stodu (aminokwasy
siarkowe, np. metionina, cystyna, cysteina oraz witaminy: biotyna i tiamina), jak réwniez z chmielu
(Rys. 1i2).
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Rys. 1. Metabolizm aminokwasow siarkowych, np. metioniny, w drozdzach [9].



Brzeczka zawiera zmienne ilosci siarki zwigzanej, ktéra waha sie od 13 — 17 pg/l [2, 9, 10]. Czesé
zwigzkéw siarkowych pochodzi z wody technologicznej, ktora jest najwiekszym Zzrédiem aniondw
siarczanowych.

Obecne w piwie siarczyny wytwarzane sg przez drozdze podczas fermentacji gtéwnej lub we wczesnej
fazie procesu dojrzewania piwa. Poziom siarczynow, ktérych nadmierna ilos¢ jest niekorzystna dla
smaku piwa, mozna regulowaé enzymatycznie w czasie procesu fermentacji [6, 7, 8, 11] lub poprzez

zmiane genomu. Czesciowa, bowiem, mutacja drozdzy w genach MET10 i MET2, kodujacych

(odpowiednio) reduktaze siarczynowg oraz transferaze acetylohomoseryny, w rezultacie powoduje
akumulacje SO, (lub acetylohomoseryny) w komérce drozdzy (Rys. 2) [6]. Natomiast amplifikacja
(powielanie) genéw MET17 (znanych réwniez jako MET25), kodujacych sulfthydrylazg seryny w
drozdzach, w wyniku przemian metabolicznych siarczan6w, prowadzi do enzymatycznej redukciji
(overexpression) gromadzacego sie H,S, [9, 11, 13].

Poczatkowa ilos¢ siarczynéw w brzeczce chmielonej jest zwykle bardzo mata, poniewaz podczas
gotowania brzeczki wiekszos¢ SO, usuwana jest z gazami fermentacyjnymi lub jest utleniana do
siarczanéw ( SO5” + % — SO, ).
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Rys. 2. Metabolizm zewnatrzkomérkowych siarczanéw (-SO,*) w drozdzach browarniczych. Mutacja
w genie MET10 powoduje nagromadzanie sie SO, w komoérce drozdzy, a mutacja w genie
MET2 - brak acetylohomoseryny [2]. S0~ przesytany jest do wnetrza komorki dzieki

enzymatycznemu systemowi transportowemu btony komaérkowej [2, 11, 13].

Do czynnikéw posrednich, obnizajacych wydzielanie siarczynéw, nalezy zaliczy¢é podwyzszong

zawartos¢ tlenu i lipidéw w brzeczce nastawnej oraz dobry stan fizjologiczny drozdzy, ktére powodujg



wiekszy przyrost biomasy drozdzy. Natomiast zmniejszona zawarto$c lipidow w brzeczce oraz zly stan
fizjologiczny drozdzy skraca czas wykorzystywania aminokwaséw z brzeczki, co jednoczesnie
przyspiesza i zwieksza wytwarzanie siarczynow. W efekcie, wiecej ekstraktu fermentuje i wiecej
siarczynOw przechodzi do srodowiska. Produkcja siarczyndéw przez drozdze podczas fermentacji jest

wprost proporcjonalnie skorelowana z iloscig hydrolizowanych cukréw w brzeczce.

W browarnictwie wytwarzanie siarczynéw podczas fermentacji brzeczki jest kontrolowane gtéwnie z

czterech powodéw:

1. Nadmierny wzrost ilosci siarczynéw jest niekorzystny dla smaku.

2. Siarczyny dziatajg jako antyoksydanty, tzn. utleniajac sie - wigzg wolne rodniki, dajac mniej
szkodliwe jony siarczanowe; stad siarczyny sg uznawane za stabilizatory aromatu.

3. Siarczyny reagujac z grupami karbonylowymi moga blokowa¢ reakcje aldehydéw oraz

ketondw i ulegajg przemianie w nielotne dwusiarczki, majgce niewielki wptyw na bukiet piwa.

4. Z siarczynéw wytwarzany jest siarkowodor i inne tiole.

Tiole sg to zwigzki, w ktdrych grupa -OH alkoholu zostata zastgpiona przez grupe —SH i generalnie
powstajg podczas przemian metylomerkaptanéw lub metioniny w brzeczce, wywotanych przez
drozdze. Zwiagzki te, pochodzace gidwnie z chmielu, sa substancjami najbardziej szkodliwymi dla
aromatu piwa i w czesci odpowiedzialne za tzw. smak $wietlny lub zapach zepsutych, gotowanych

warzyw, jak np. w przypadku S-metylotiooctanu.

Siarkowodor, jeden z linearnych tioli, powstaje gtdwnie podczas fermentacji w wyniku proceséw
metabolizmu drozdzy browarniczych i jest wydzielany przez komorki do srodowiska. H,S, o zapachu
.Zepsutych jaj”, jest réwniez produktem rozpadu cysteiny w wyniku reakcji enzymatycznej,
katalizowanej przez dwusulfhydraze cysteinowg (Rys. 2) [2, 9, 14]. Suplementacja brzeczki wolng
cysteing wyraznie stymuluje ten proces, bez wptywu na dynamike produkcji biomasy. Natomiast
dodatek 100 ppm (tj. 100 mg/l) metioniny, w obecnosci cysteiny (do 300 ppm), hamuje powstawanie
H.S, bez widocznego wptywu na tworzenie sie SO,. Analogiczny efekt obserwuje sie w przypadku
uzycia mutantow drozdzy z nadprodukcjg (amplifikacjg) genu MET17 [13].

Podwyzszanie zawartosci zwigzkéw azotowych w medium (w tym szczegodlnie zwigzkéw amonowych),
limituje synteze H,S w fazie logarytmicznego wzrostu drozdzy (jakkolwiek poziom SO, nie obniza sieg).
Jednakze zdarzajg sie braki azotu asymilacyjnego, szczegoélnie w brzeczkach high-gravity (HG),
przygotowanych z niezmodyfikowanego stodu; wéwczas mozliwa jest nadprodukcja H,S [2].
Siarkowodor tworzy sie rowniez w wyniku redukcji siarczanéw podczas namnazania drozdzy i bierze
udziat w biosyntezie aminokwasow siarkowych (Rys. 2, 3) [2]. Dodatek amonokwaséw niesiarkowych,

jak treoniny lub glicyny (do 200 ppm, tj. 200 mg/l) réwniez stymuluje synteze siarkowodoru [2].
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Rys. 3. Etapy przemian siarki i zwigzkéw siarkowych, indukowane przez komorki drozdzowe,

podczas fermentacji (Rys. 3).

Na zawartos¢ siarkowodoru w brzeczce ma wptyw wiele czynnikéw, m.in. metale. Np. w starych
browarach, wyposazonych w linie produkcyjne, posiadajgce miedziane rury czy kadzie zacierne, o
tradycyjnej technologii, czesto pojawia sie mierzalny poziom H,S, bowiem gotowanie brzeczki w
obecnosci minimalnych ilosci jonédw miedzi wyraznie indukuje podwyzszenie jego poziomu. Z kolei

dodanie do piwa jonéw Cu?* w ilosci < 1,6 mg/l, wyraznie redukuje stezenie H,S oraz etanetiolu.

W nowoczesnych browarach, stosujacych zmodernizowane technologie, celem pozbycia sie
wadliwego zapachu wywotywanego przez siarkowodor, stosowany jest tzw. system elektrolizy miedzi.
W systemie tym piwo, przeptywa z odpowiednig predkoscig pomiedzy dwiema miedzianymi
elektodami (o nadzwyczajnej czystosci metalu), z ktérych jedna jest anoda, a druga katodg. Przy
okreslonym stezeniu pradu (1A/s) z katody powinno przechodzi¢ do s$rodowiska, bez ujemnych
wptywéw na piwo, od 10 do 30 pg Cu®*/l (10-30 ppb). Nastepuije stracanie CuS, ktéry moze byé przed
rozlewem usuwany na filtrach lub przy uzyciu odpowiednich absorberéw. Poziom H,S moze spasc,
np. z 4 pg/l do pewnego minimum, niemozliwego do identyfikacji [12]. Obecnos$¢ innych jonéw metali,
np. Zn**, Fe*, Mg®*, Ni* i Pb®" nie ma istotnego wplywu na ilo$¢ siarkowodoru oraz pozostatych

lotnych zwigzkow siarkowych w brzeczce [17].

Poziom siarkowodoru jest jednak przede wszystkim zalezny od drozdzy (Tab. 1). W miodym piwie
otrzymanym z tej samej brzeczki przy uzyciu réznych szczepow ilos¢ siarkowodoru wynosita od 0 do
30 ppb (0-30 pg/l), a wiec w granicach progu wyczuwalnosci (1-5-10 ppb, czyli 1-5-10 pg/l)), przy
czym drozdze dolnej fermentacji wytwarzajg wiecej H,S, anizeli drozdze goérnej fermentacji (prog
wyczuwalnosci do 20 ppb = 20 ug/l) [2].

Przyczyna wzrostu stezenia siarkowodoru moze by¢ rowniez niedostateczne natlenienie brzeczki lub
obecnos¢ osadow w brzeczce. Np. zmniejszenie ilosci tlenu z 9 ppm (9 mg/l) do 5 ppm (5 mg/l)

powoduje wzrost zawartosci siarkowodoru w miodym piwie. Te samg tendencje zaobserwowano



podczas jego przettaczania do tanku lezakowego lub w przypadku dodatku krazkéw, celem

przyspieszenia dojrzewania.

Tab. 1. Produkcja lotnych tioli przez r6zne szczepy drozdzy.

Szczep H,S Metanetiol, Metylotiooctan, DSM,
drozdzy pg/l pg/l pg/l pg/l

S. cerevisiae
BBYC 118 32,80 0,34 3,70 10,00

S. cerevisiae
BBYC 121 1,70 0,05 25,20 13,00

S. cerevisiae
BBYC 131 10,30 0,22 35,10 7.00

S. cerevisiae
BBYC 114 =0,20 <0,05 <0,10 11,00

S. cerevisiae
BBYC 138 0,20 0,10 <0,10 9,00

Gotowe piwo normalnie nie zawiera znaczacych ilosci H,S. Poziom H,S, z powodu swej wysokiej
lotnosci, obniza sie podczas fermentacji wskutek ,wypychania” go przez wydzielajacy sie intensywnie
dwutlenek wegla, ktéry tym samym ma wptyw na usuwanie, a wiec na oczyszczanie srodowiska z
siarkowodoru. Ponadto H,S aktywnie reaguje z réznymi zwigzkami obecnymi w piwie, w tym z
metalami ciezkimi, przy czym z powstatych produktéw podczas lezakowania moze oddziela¢ sie

ponownie H,S (lub inne grupy tiolowe).

Zaobserwowano réwniez, ze niektore drobnoustroje, przede wszystkim Zymomonas, Pectinatus lub
Megasphera sg potencjalnymi producentami siarkowodoru, ktérego obecno$¢ wptywa na wadliwy
aromat, przechodzacy w zapach gnilny. Lotne zwiazki siarki moga réwniez przedosta¢ sie do piwa
wraz z dwutlenkiem wegla, uzywanym do karbonizacji, jezeli byt on niedostatecznie oczyszczony

przez wegiel aktywny.

Do grupy linearnych tioli zalicza sie réwniez metanetiol (CH3-SH, MTL), o progu wyczuwalnosci 0,2 —
0,5 ppb (0,2-0,5 pg/l) i zapachu gotowanej kapusty, pojawiajacy sie w brzeczce w czasie fermentaciji.
Poczatkowo stezenie MTL jest niewielkie, spowodowane absorpcjg przez drozdze, przemiang do
tiooctanumetylu oraz wymywaniem z brzeczki przez CO,. W p6zniejszym etapie fermentaciji ilos¢ MTL
zwieksza sie w wyniku intensyfikacji proceséw metabolicznych drozdzy. Metanetiol moze by¢ réwniez
wytwarzyny z metioniny po jej dezaminacji do kwasu a-ketomastowego oraz po metylacji

siarkowodoru. W nastepstwie acylacji MTL dochodzi do powstania tiooctanumetylu.




Kolejny tiol, etanetiol (CH,),-SH, okreslany jako identyfikator $ciekdw, podobnie, jak metanetiol,

powstaje w trakcie fermentacji. Moze réwniez pojawiac sie w wyniku autolizy drozdzowe;.



