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Saccharomyces cerevisiae




Aerobic respiration Anaerobic fermentation

Sugar Glucose-6-phosphate

N

Sugar Glucose-6-phosphate

NADH

Glycerol

Pyruvate

S

Ethanol Oxaloacetate
+

CO,

Oxygen
Curic acid cycle
Oxidative phosphorylation

Ethanol

co,

Succinate Succinate



Fermentacja brzeczki
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Wzrost drozdzy <
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Zwiazki zapachowe w fermentacii
drozdzy browarniczych

<+ Jakie zwiazki zapachowe powstajg
podczas procesu produkcji piwa?

< Co wplywa na produkcje zwiazkéw
siarkowych? Stres.komorkowy???

+ Jakie ilosci VSC sg wyczuwalne
sensorycznie? Prog wyczuwalnosci?
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llosciowo - glicerol jest jednym z

najwaznieszych produktow fermentacji

drozdzy, powodujac wzrost lepkosci

oraz ekstraktu piwa.

e




Alkohole wyzsze

Wyzsze alkohole nie ulegajag zmianom podczas
dojrzewania piwa.

Alkohole alifatyczne Alkohole aromatyczne “ Wielowartosciowe alkohole “

- n propanol - 2-fenyl-etanol
- butanol - tryptoflc;l- n prlopanol 2 3-butandiol
- 2-metyl-butanol-1 - butano
3-metyl-butanol-1 - 2-metyl-butanol-1
- 3-metyl-butanol-1

- glicerol

80 % alkoholi powstaje podczas fermentacji browarniczej




Wiele zwigzkow karbonylowych

ma istotny wplyw na zapach piwa, m.in:




<+ Autoliza drozdzy — zapach miesny:

- autoliza zachodzi w wyniku uwalniania sie proteaz,

+ Wzrost autolizy nastepuje podczas:

- dtugiego prztrzymywania piwa nad drozdzami,

- podwyzszonej temperatury przetrzymywania drozdzy,

- przy niskim pH
<+ Spadek autolizy nastepuje podczas:

- okresowego odbierania starszych drozdzy







< Stod: zrodto aminokwasow siarkowych,
NG witamin, jak biotyna i tiamina

Y oraz VSC: DMS,SMM, DMSO

<» Chmiel: zdegradowane izohumulony

reaguja z tiolami, produkujgc, wielofunkcyjne
tiole lub metylotiooctan

(CH;-S-CO-R, tioester)




< Suplementy: dodatek aminokwasowow i
zwigzkow mineralnych oraz

witamin do brzeczki

< Woda technologiczna: zrédtem anionéw $0,%

i powstajacych z nich SO;*, a nastepnie H,S w

e wyniku metabolizmu drozdzy m@




Lmiany metaboliczne w drozdz

cytoplazmg,

Metioning
gcysteing

// ‘ H,S SO, 4

Wiazkiisiarkowe

yCES cerevisiae

SO,2
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< Stres ogolny (general stress response, GSR):

wywotuje akumulacje trehalozy i glikogenu;

< Stres fizyczny (np. podwyzszone cisnienie osmotyezne HG):
wywotuje produkcje glicerolu (high osmolarity glicerol, HOG) i

usztywnienie sciany komorkowej (cell wall integrity, CWI);

< Stres fizyczny (np. podwyzszona temperatura srodowiska):

wywotuje synteze np. heat shock protein, HSP, a ogélnie HSR

(heat shock response),

< Stres chemiczny (np. oksydacyjny przez superoksydanty):
wywotuje szereg zmian w metabolizmie drozdzy, m.in. w

metabolizmie zwiazkéw siarkowych (w tym VSC)




Wszystkie organizmy tlenowe, w tym drozdze
browarnicze, podczas procesoéw metabolicznych sa
narazone na dziatanie roznego rodzaju utleniaczy, jak

np.: H,0,, rodnikéw (0,”)i wolnych rodnikéw (OH").

» W genetypie, komorki, polegajacych na

zaktoceniach w syntezie DNA, mutacjach genow;

= w fenotypie, tj. w metabolizmie zwigzkéw siarkowych

oraz w strukturze, budowie i w funkcjonowaniu bialek
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Stres oksydacyjny wywotuje u drozdzy:
e podwyzszong produkcje etanolu i siarczynow

(w tym tez lotnych zwigzkéw siarkowych);

e ograniczenie przyswajania sktadnikow odzywczych z

brzeczki w wyniku inhibicji glukozo-6-fosfox

dehydrogenazy,

e zahamowanie syntezy glutationu, zwigzku o

wlasciwosciach antyoksydacyjnych
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Struktura dwusiarczku glutationu
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Glukose

Hexokinase (HK)

Glukose-6-Phosphat (G6P)

Glukose-6-Phosphatdehydrogenase-
Mangel
(G6PD-Mangel)

6-Phosphoglukono-3-Lakton

Glukose-6-Phosphat
Isomerase (G6PI)

\ 4

Fruktose-6-Phosphat (F6P)

$M{PJ(~‘}>PH

Phosphofruktokinase
(PFK)

l

Fruktose-1,6-Biphosphat (FBP)
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Glikoliza
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Amino Acid Pool ——a= Protein Synthesis
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Siarczan —>» Homocysteina —>» Cysteina —>» Cystationina

Metionina




Struktura glutationu

SH

v-Glutamylcysteinyiglycin
Glutathion



acide amineé externe
1;"|;||;|-"
ADP + Pi

4\

|ghutathion synghétase |

ATP
_SH
i H
. g l O O <
,._'-H - AN N &) I COO
O o) ' peptidase N’ r gl 0 -
e l £ infracellula :‘ N—
O e fl_) & " =
'I':] ' NH3 i
9 NH;, H C 1
Y-glu-cys
ADP + Pi

| rglutamylcysiéine syniheiss,




* Przejscie z warunkéw anaerobowych do aerobowych:g

dla drozdzy jest to stres oksydacyjny;

* 100 genéw (i ich mutacje) jest odpowiedzialnych za

ochrone komoérki drozdzowej przed stresem
oksydacyjnym;

Warunki przechowywania drozdzy nastawnych, tj. wysoka
temperatura, diugotrwata cyrkulacja biomasy przez
wymiennik ciepta — wywotuje stres fizyczny;

« Podwyzszone cisnienie srodowiska w czasie fermentaciji,
np. cisnienie osmotyczne w brzeczce i cisnienie powietrza
ponad brzeczka — powoduje stres fizyczny




GSSG NADPH

N Y

superoxide ascorbate ghutathione
dehydro
dismutase pmxt:ge ::;:"::: m:ﬂme reductase

reductase

O, H,0 NADP




+ Jakie zwigzki zapachowe powstaja
podczas procesu produkcji piwa?

+ Co wplywa na produkcje zwigzkow

siarkowych? Stres komorkowy???2

é—: Jakie ilosci VSC sg wyczuwalne

sensorycznie? Prog wyczuwalnosci?




» Parametry oceny piwa:

aromat i inne zapachy oraz odor,

+ W piwie istnieje ponad 1000 aromatow i

niekorzystnych zapachow.

+ Wiekszos¢ zapachow (lub odorow) pojawia
sie podczas fermentacji brzeczki.




Produkt fermentaciji Stezenie

etanol, CO, , glicerol g/l
alkohole wyzsze, kwasy
organiczne, krotko-tancu-

chowe kwasy ttuszczowe,

estry, aldehydy, SO, mg/l = ppm

H,S, dwuacetyl Mg/l = ppb

3-metylo-2-butene-1-tiol




Zwigzki siarkowe formowane

podczas procesu

fermentacji
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SO,, dwutlenek siarki

tiole, jak np. H,S, metanetiol (H;C-SH);
etanetiol H,C-(SH),

tioestry, jak: metylo-tio-octan CH;-S-CO-R
oraz etylo-tiooctan CH,;-CH,-S-CO-R

siarczki, tj. siarczek dwumetylu, DMS:

H3C'S'CH3




Dwutlenek siarki, SO, 15 — 30 mg/l = (ppm)
Siarkowodor, H,S 1,0 -5 pug/l*. (ppb)
Siarczek dwumetylu, DMS 20 - 40 ug/l --(ppb)

Metanetiol, CH,-SH 0,2 — 0,5ug/l - (ppb)

3-metyl-2-butene-1-tiol 4 — 50 ng/l=» (ppt)




+ Wzrast w wyniku;

- niskiego napowietrzania brzeczki,

- ograniczonego wzrostu drozdzy,

- spowolnionej fermentacii,

- stabego odprowadzania gazow

pofermentacyjnych,

- krotkiego czas magazynowania piwa
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Wzrost stezenia SO, nastepuje w wyniku:

< stabego napowietrzania brzeczki fermentacyjnej,

<+ podwyzszonego ekstraktu brzeczki (HG),
rodzaju i ilosci weglowodanéw,

<+ suplementaciji brzeczki fermentacyjnej w zwigzki
azotowe, a szczegolnie w aminokwas asparagine,
metionine i cysteine,
< niskiego poziomu lipidow w brzeczce,

<+ wysokiej temperatury przechowywania drozdzy, co obniza
wewnatrzkomorkowy glikogen i ostabia stan fizjologiczny
komorek lub ... mutacja w genie MET10




Vietabolizim. siarczanow
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Spadek stezenia SO, nastepuje w wyniku:

< duzej zawartosci O, i lipidow w brzeczce nastawnej,

<+ burzliwej fermentacji o obnizonej temperaturze
poczatkowej,

<+ zwiekszenie ilosci lipidow w brzeczce nastawnej,

<+ dodatku metioniny, blokujacej geny odpowiedzialne za
asymilacje zwiazkéw siarkowych
(allosteryczna inhibicja),

< zastosowania drozdzy z mutacja w genie MET16




Frzemiana siarczanow
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= Wzrost H,S nastepuje w wyniku:
» niedostatecznego natlenienie brzeczki, g |
- suplementacji brzeczki wolng cysteifa,lub

aminokwasami niesiarkowymi, jak treoning i gliecyna,

e uzycia drozdzy z amplifikacja (nadprodukgjal
genu MET10 i mutacjg w genie MET25 zw. M

* niedostatecznej ilosci azotu asymilacyjnego w
brzeczkach HG,

* obecnosci podwyzszonej ilosci metali ciezkich, np. Cu?,

* infekcji brzeczki bakteriami, np. Zymomonas, Pectinatus
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= Wzrost H,S nastepuje w wyniku:
» niedostatecznego natlenienie brzeczki, g |
- suplementacji brzeczki wolng cysteifa,lub

aminokwasami niesiarkowymi, jak treoning i gliecyna,

e uzycia drozdzy z amplifikacja (nadprodukgjal
genu MET10 i mutacjg w genie MET25 zw. M

* niedostatecznej ilosci azotu asymilacyjnego w
brzeczkach HG,

* obecnosci podwyzszonej ilosci metali ciezkich, np. Cu?,

* infekcji brzeczki bakteriami, np. Zymomonas, Pectinatus




Obnizenie H,S zachodzi w wyniku zastosowania:

* elektrody miedziowej do eliminacji H,S, ale nie dwu-
siarczki (Cu?* ponizej 1,6 mg/l),

* burzliwej fermentacji (usuwanie H,S razem'z CO,),

* odpowiednich aminokwasowych suplementow do
pozywek, np. metioniny,

* ograniczenia dodatku SO, po fermentacji (max. 8 ppm),
jeszcze przed filtracjg piwa (z obecnosciag drozdzy),

* drozdzy z mutacja w genie MET 10




Sulfotlenek dimetylu, DMSO

(w stodzie z jeczmienia ozimego)

DMS jest wydzielany podczas fermentaciji, szczgolniew

koncowej fazie wzrostu drozdzy,
Uzycie zbyt rozluznionego stodu i ziej metody suszenia,

Reakcje Maillarda, w tym potaczenie glukozy z amino-

kwasami siarkowymi




« Zbyt duzy stopien namoczenia jeczmienia i jego
kietkowanie powoduje powstawanie DMSO jako

prekursora DMS,

« Zbyt dlugi czas roszenia stodu (szczegolnie z

jeczmienia ozimego) w podwyzszonej temperaturze,

- Zakazenia bakteryjne, np. bakteriami Enterococcus,

ktore wytwarzaja oprocz siarczku dwumetylu (DMS)

siarczek dwuetylu (DES)




l Spadek DMS powoduje wyzsza temp. koncowa suszenia

stodu (dosuszanie) oraz intensywne gotowanie brzeczki,

l Wzrost temperatury na poczatku fermentacji zmniejsza

znacznie poziom DMS w piwie,
\, Spadek pH obniza poziom DMS,

Zwiekszenie stezenia ekstraktu w brzeczce, szczegolnie
poprzez dodatek maltozy, powoduje nieproporcjonalny

wzrost DMS w piwie,




Zwigzki siarkowe formowane

podczas procesu

zaclerania | warzenia




chmiel

& N7 1)
— -

et (O W
- —

= l e l filtracja

wirbwka

w .

wymiennik ciepta tankofermentor - tankofermentor -
fermentacja dojrzewanie

‘UJ :



Zwiazki siarkowe, w tym Volatile Sulfur Compounds, VSC,

produkowane przez drozdze (na poziomie ppm-ppb):
* SO,, dwutlenek siarki,
* H,S produkowany z aminkwasow siarkowych;
* Merkaptany o niskim progu wyczuwalnosci,

° Inne tiole, tioestry, tioaldehydy, tioketony,

| \ * Siarczki (DMS), wielosiarczki,
y Tiotiazole, tiofeny




heat heat

S-metylo-metionina > Metional :@
SMM w stodzie
MTL, CH,;-SH, Metanetiol

.« Zapach gotowanej kapusty

lezakowanie

zacieranie stodu, fermentacja

DMS-0 — > CH,-S-CH,
\@SM siarczek dwumetylu

Smak i zapach warzywny, cft’*‘"’"‘ kukurydzmn@




heat Reakcje Maillarda heat

Metionina =—————>» Metional =———>» CH,-SH
Metanetiol, (MTL)

zapach gotowanejpkapusty

v

DSM

acylacja MTL
CH,-S-S-CH;
CH;-S-CO-R dwusiarczek dwumetylu

metylotiooctan lub dwumetylo-trojsiarczek

(tioester) o zapachu swiezej cebuli,
posmak gotowanych
jarzyn




dezaminacja
Metionina > CH;-SH Metanetiol (MTL)

zapach gotowanejpkapusty

metylacja

Siarkowodor, H,S > CH;-SH Metanetiol
(MTL)

zapach gotowanej kapusty




Zwigzki siarkowe formowane

podczas lezakowania

piwa
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3-metyl-2-butene-1-tiol: (CH,),-C=CH-CH,-SH

powstaje na skutek ekspozycji piwa na swiatto
z jednoczesng fitoliza izohumulonow z

chmielu (zapach ,,sun-struck”),

VSC: DMS i wiele innych lotnych zwiazkow

siarkowch, m.in. SO,




W piwie ,,lager” znaleziono 6 wielofunkcyjnych tioli:

> 3-metylo-2-butano-1-tiol o zapachu cebulowym, stonecznym
lub skunksowym, ktory jest produktem degradaciji

izohumulonow z chmielu w obecnosci cysteiny, swiatiai B, ,
STAMP OUT

T » 2-merkaptoetanol (zapach pieczeni)

-

HUNKY BEER!

( 3-merkaptopropanol (zapach pieczeni),
» 2-metylo-3-furantiol (miesny),

> 3-merkaptoheksanol (owocowy), :

4-merkapto-4-metylo-2-pentanon o zapachu ,,kocim”

> 2-merkapto-3-metylobutanol (zapach cebulowy)




» Drozdze:
e rodzaj szczepu i ich stan fizjologiczny,

» gestosc¢ i konsystencja drozdzy zarodowych,
e zywotnos¢ drozdzy (zapach autolizy drozdzy),
e zanieczyszczenia brzeczki obcg mikroflorg

e zrodta aminokwasow siarkowych i tioli

- Przygotowanie brzeczki:
e gestos¢, pH, tlen rozpuszczony, zanieczyszenia
chemiczne, rodzaj substancji odzywczych dla drozdzy
» Proces fermentaciji:
e ksztalt i geometria tanku fermentacyjnego,
e temperatura i cisnienie fermentac;ji
- Stod i chmiel:
* stod modyfikowany, ekstrakt chmielu
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» Drozdze:
- rodzaj szczepu i ich stan fizjologiczny,
- gestosc¢ i konsystencja drozdzy zarodowych, &
- zywotnos¢ drozdzy (zapach autolizy drozdzy),
- zanieczyszczenia brzeczki obca mikroflora,
- drozdze jako zrodia aminokwasow siarkowych

- Przygotowanie brzeczki:
zacieranie, warzenie, gestosc¢, pH, tlen rozpuszczony,
zwiazki chemiczne, rodzaj substancji odzywczych dla drozdzy
» Proces fermentaciji:
- ksztalt i geometria tanku fermentacyjnego,
- temperatura i cisnienie fermentacji
- Stod i chmiel:
stod modyfikowany, ekstrakt chmielu




Drozdze:
produkcja zwigzkow siarkowych zalezy od:

% rodzaju szczepu i jego stanu fizjologicznego

* gestosci i onsystem;ii drozdzy zarodowych

zenia brzeczki obca mikroflorag

atych w aminokwasy siarkowe



Dobry stan fizjologiczny drozdzy browarniczych:

obniza poziom siarczynéw, a nastepnie H,S,

tj. substancji niekorzystnych dla smaku piwa,

podwyzszona gestosc¢ drozdzy zarodowych
obniza zawartosc¢ siarczynow w brzeczce

podczas procesu fermentacji,

drozdze cechujace sie podwyzszonym poziomem
trehalozy, glikogenu i glutationu wptywaja na spadek

zwigzkow siarkowych w brzeczce oraz w piwie,




Szczep
drozdzy

S. cerevisiae
BBYC 118

S. cerevisiae
BBYC 121

S. cerevisiae
BBYC 131

S. cerevisiae
BBYC 114

S. cerevisiae
BBYC 138

H,S, pg/i Metanetiol, ' Metylotiooctan
g/l g/l

32,80 0,34 3,70

DMS, g/l

10,00

1,70 0,05 25,20 13,00
10,30 0,22 35,10 7,00

< 0,20 < 0,05 < 0,10

9,00




> Drozdze:
- rodzaj szczepu i ich stan fizjologiczny,

- gestosc¢ i konsystencja drozdzy zarodowych,
- zywotnos¢ drozdzy (zapach autolizy drozdzy),
- zanieczyszczenia brzeczki obca mikroflorg

- zrodta aminokwasow siarkowych i tioli

- Przygotowanie brzeczki:
zacieranie, warzenie, gestosc¢, pH, tlen rozpuszczony,
zwiazki chemiczne, rodzaj substancji odzywczych dla drozdzy
» Proces fermentaciji:
- ksztalt i geometria tanku fermentacyjnego,
- temperatura i cisnienie fermentacji
> Stod i chmiel:
stod modyfikowany, ekstrakt chmielu
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Operacje cieplne - powstawania lotnych tioli, VSC

heat Reakcje Maillarda heat
Metionina > Metional > CH,-SH
Metanetiol (MTL)

DSM
acylacja MTL

CH,-S-S-CHj;
CH;-S-CO-R dwusiarczek dwumetylu
metylotiooctan lub dwumetylo-trojsiarczek

(tioester) @




» Drozdze:
- rodzaj szczepu i ich stan fizjologiczny,

- gestosc¢ i konsystencja drozdzy zarodowych,
- zywotnos¢ drozdzy (zapach autolizy drozdzy),
- zanieczyszczenia brzeczki obca mikroflorg

- zrodta aminokwasow siarkowych i tioli

- Przygotowanie brzeczki:
zacieranie, warzenie, gestosc¢, pH, tlen rozpuszczony,
zwiazki chemiczne, rodzaj substancji odzywczych dla drozdzy
* Proces fermentaciji:

- ksztalt i geometria tanku fermentacyjnego, ‘

- temperatura i cisnienie fermentacji

> Stod i chmiel:
stod modyfikowany, ekstrakt chmielu
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Podwyzszenie natleniania brzeczki

Wyzsze alkohole,

Estry

Aldehyd octowy

Dwuacetyl




Podwyzszenie temperatury fermentacji powoduje

e

Aldehyd octoWy

Wyzsze alkohole
Estry

Dwuacetyl (zaleznie od flokulaciji)




Podwyzszenie cisnienia w kadzi fermentacyjnej
powoduje spadek wzrostu drozdzy

Rozpuszczony CO,
Aldehyd octowy i dwuacetyl
Estry

Wyzsze alkohole




Stres oksydacyjny powoduje ujemne zmiany w:

genotypie komorki drozdzy, np. zaktocenia
w syntezie DNA oraz mutacje w genach
kodujacych enzymy dla glutationu, jakiGPx,

w strukturze przestrzennej, w budowie

oraz w funkcjonowaniu biatek i lipidow
komorek drozdzy (peroksydacje),

w metabolizmie zwigzkow siarkowych
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Prewencja stresu oksydacyjnego

Jednym ze sposobow ograniczania ujemnych
efektow stresu oksydacyjnego jest wybor
odpowiednich szczepow drozdzy opracowanych
w wyniku specyficznej strategii w zakresie

genomiki I proteomiki, np. otrzymanie




SUL2 (¢)
intracellular sufate

MET3 (1) l
5’-adenylylsulfate

MET14 (1) l
aspartate 3 -Phospho.5-adenylyls
v

_ THR1 () v
O-P-homoserine -«-—— 'homose

THR4l &Y _
O-acetyl homoserine

L-threonine

sufite

MET10 (1)
ECM17 (1)

e

Acetate

homocysteine % cystathionine

STR3 (1)
MET6 (~L)lv STR2 (']*)TlCYSB

S-adenosyl methionine +—————Methionine L-cys‘teine

SAM1 (1)
SAM2 (1) Glutation
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Prewencja stresu oksydacyjnego

Kolejnym sposobem ograniczania ujemnych
efektow stresu oksydacyjnego jest wybor
odpowiednich szczepow drozdzy opracowanych
w wyniku specyficznej strategii w zakresie

genomiki I proteomiki, np. otrzymanie




Prewencja stresu oksydacyjnego

Cellular
I Respiration | I

. v SOD
Oxidative —>02-.—> H2

Burst
f

Environmental
Factors

e T

Peroksydacja
Zmiany w DNA lipidéw

by G.P.Eckert
www.biozentrum.uni-frankfurt.de/Pharmakologie/index.html




» Drozdze:
- rodzaj szczepu i ich stan fizjologiczny,

- gestosc¢ i konsystencja drozdzy zarodowych,
- zywotnos¢ drozdzy (zapach autolizy drozdzy),
- zanieczyszczenia brzeczki obca mikroflorg

- zrodta aminokwasow siarkowych i tioli

- Przygotowanie brzeczki:
zacieranie, warzenie, gestosc¢, pH, tlen rozpuszczony,
zwigzki chemiczne, rodzaj substancji odzywczych dla drozdzy
* Proces fermentaciji:
- ksztalt i geometria tanku fermentacyjnego,
- temperatura i cisnienie fermentacji
> Stod i chmiel:
stod modyfikowany, ekstrakt chmielu
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< Stod: zrodio aminokwasow siarkowych,
witamin, jak biotyna i tiamina

oraz VSC: DMS, SMM, DMSO

< Chmiel: zdegradowane izohumulony

reagujg z tiolami, produkujac, wielofunkcyjne
tiole lub metylotiooctan

(CH;-S-CO-R, tioester)




Zwigzki siarkowe formowane

podczas calego procesu

produkcji piwa




Sktadnik Zapach Prég Prekursor | Koncowe
wyczuwalnosci stezenie
SO, palacych sie 25 ppm S0,2, SO, 200 ppb
zapatek
Tiole: -
- H,S - zepsutych jaj, 5-10 ppb S0,?2, 0,5-20 ppb
_MLT - gotowane;j 2 ppb cysteina nie znane
TR metionina
Wielofunkcyjne
tiole/merkaptany:
- 3-Metylo-2- - cebulowy, 1-100 ppt | chmiel+B,+ nie
butano-1-tiol SLCULEE cysteina+ UV | badano
Siarczki:
- DMS - kapusciany, 30 ppb SMM 5-90 ppb
- DMDS - gotowanej
p—— 3 — 50 ppb MLT 0,3-1,5 ppb
Tioestry:
- metylotiooctan | -got. warzyw | pow. 100 ppb | MLT i Ac-CoA | 3 -8 ppb
- etylotiooctan - kapusciany 0,8 - 3,5 ppb nie znany 40 ppb




PROFESOR < -xzuw,
UPiJA SIE ’




Pachnie jak a8 ] Tak, prawie jak
dobre piwo!? P dobre piwo!?




Dzigkuje¢ za uwage !

Piwo
zasiarkowane
???







