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1. Wstep

Proces produkcji piwa jest uzalezniony od uzytych surowcow, zastosowanych technologii oraz od
wyposazenia browaru. Smak piwa, aromat, odpowiednia goryczka oraz obecnos¢ CO, - okres$lajg

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 skladu chemicznego.

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

Wsréd wielu czynnikéw stabilizujacych smak piwa znajduje sie rowniez jeden z pozadanych zwigzkéw
siarkowych, a mianowicie dwutlenek siarki, ktéry z reguly wptywa pozytywnie na ogdlny charakter

napoju.

2. Stan fizjologiczny drozdzy podczas ,,stressingu”

W warunkach przemystowej fermentacji drozdze sg narazone na wiele czynnikdw 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 zywotnos¢ komérek. Jednakze, drozdze z
hodowli stacjonarnej sg niezwykle wrazliwe na zewnetrzny stres oksydacyjny, jesli porbwnamy je z

biomasg pochodzgcq 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, diugotrwata 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 gendéw adaptacyjnych Yap1 i Skn7p, odpowiedzialnych za
produkcje czynnikéw transkrypcyjnych, wptywajacych 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. Zrédta lotnych zwiazkéw siarkowych

W piwie zidentyfikowano caty 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 wigkszosci lotne) sg wazng grupa
skfadnikéw determinujacych procesy metabolizmu drozdzy browarniczych i decydujgcych o
wlasciwosciach 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. Mogg pochodzi¢ zaréwno z surowcow, 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 ug/l [2, 9, 10]. Cze$¢
zwigzkdéw siarkowych pochodzi z wody technologicznej, ktéra jest najwiekszym zrédiem anionoéw

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 fermentaciji [6, 7, 8, 11] lub poprzez

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

(odpowiednio) reduktaze siarczynowsg 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 sulfhydrylazg seryny w
drozdzach, w wyniku przemian metabolicznych siarczanéw, prowadzi do enzymatycznej redukciji

(overexpression) gromadzacego sie H,S, [9, 11, 13].

Poczatkowa ilos¢ siarczyndw w brzeczce chmielonej jest zwykle bardzo mata, poniewaz podczas
gotowania brzeczki wiekszo$¢ SO, usuwana jest z gazami fermentacyjnymi lub jest utleniana do

siarczanow ( SO% + 1% 0, — SO,% ).

SO, )
MET3 |
APS
MET14 |
PAPS
|
Serine S0, Homoserine
| MET 10 ) | JCMET2 D
O-Acetylserine  ~~ HxS  O-Acetylhomoserine
| MET25 | | MET25 |
| l
Cysteine Homocysteine
\\ NHSV/ IMETG
Cystathionine Methionine

Rys. 2. Metabolizm zewnatrzkomérkowych siarczanow (-SO4>) 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 komoérki dzieki

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

Do czynnikédw posrednich, obnizajacych wydzielanie siarczyndéw, nalezy zaliczy¢é podwyzszong

zawartosc tlenu i lipidow w brzeczce nastawnej oraz dobry stan fizjologiczny drozdzy, ktére powodujg



wiekszy przyrost biomasy drozdzy. Natomiast zmniejszona zawartos¢ lipidow w brzeczce oraz zty 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 ilocig hydrolizowanych cukrow w brzeczce.

W browarnictwie wytwarzanie siarczynéw podczas fermentacji brzeczki jest kontrolowane gtéwnie z

czterech powodow:

1. Nadmierny wzrost ilosci siarczynéw jest niekorzystny dla smaku.

2. Siarczyny dziatajg jako antyoksydanty, tzn. utleniajac sie - wigza 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

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

4. Z siarczyndw wytwarzany jest siarkowodar 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. Zwigzki te, pochodzace gtéwnie z chmielu, sg substancjami najbardziej szkodliwymi dla
aromatu piwa i w czesci odpowiedzialne za tzw. smak swietlny 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 komoérki do srodowiska. H,S, o zapachu
.Zzepsutych 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 mutantéw drozdzy z nadprodukcjg (amplifikacjg) genu MET17 [13].

PodwyZzszanie zawarto$ci zwigzkow azotowych w medium (w tym szczegdlnie zwigzkdw amonowych),
limituje synteze H,S w fazie logarytmicznego wzrostu drozdzy (jakkolwiek poziom SO, nie obniza sie).
Jednakze zdarzajg sie braki azotu asymilacyjnego, szczegodlnie w brzeczkach high-gravity (HG),
przygotowanych z niezmodyfikowanego stodu; wowczas mozliwa jest nadprodukcja H.S [2].
Siarkowodor tworzy sie rowniez w wyniku redukcji siarczanéw podczas namnazania drozdzy i bierze
udziat w biosyntezie aminokwaséw 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 komoérki drozdzowe,

podczas fermentacji (Rys. 3).

Na zawarto$¢ siarkowodoru w brzeczce ma wptyw wiele czynnikdw, 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 jondw miedzi wyraznie indukuje podwyzszenie jego poziomu. Z kolei

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

W nowoczesnych browarach, stosujacych zmodernizowane technologie, celem pozbycia sie
wadliwego zapachu wywolywanego przez siarkowodér, stosowany jest tzw. system elektrolizy miedzi.
W systemie tym piwo, przeptywa z odpowiednig predkoscia pomiedzy dwiema miedzianymi
elektodami (0 nadzwyczajnej czystosci metalu), z ktérych jedna jest anoda, a druga katodg. Przy
okreslonym stezeniu pradu (1A/s) z katody powinno przechodzi¢ do $rodowiska, bez ujemnych
wptywow na piwo, od 10 do 30 ug cu®/l (10-30 ppb). Nastepuje stracanie CuS, ktéry moze by¢ przed
rozlewem usuwany na filtrach lub przy uzyciu odpowiednich absorberéw. Poziom H,S moze spasc,
np. z 4 ug/l do pewnego minimum, niemozliwego do identyfikacji [12]. Obecnos¢ innych jonéw metali,
np. Zn**, Fe*, Mg*, Ni* i Pb®* nie ma istotnego wptywu na ilo$¢ siarkowodoru oraz pozostatych

lotnych zwigzkéw siarkowych w brzeczce [17].

Poziom siarkowodoru jest jednak przede wszystkim zalezny od drozdzy (Tab. 1). W mtodym 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 ug/l)), przy
czym drozdze dolnej fermentacji wytwarzajg wiecej H,S, anizeli drozdze gornej fermentacji (prog

wyczuwalnosci do 20 ppb = 20 pg/l) [2].

Przyczyng wzrostu stezenia siarkowodoru moze by¢ réwniez niedostateczne natlenienie brzeczki lub
obecnosé osadéw 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 rézne szczepy drozdzy.

Szczep H,S Metanetiol, Metylotiooctan, DSM,
drozdzy Mg/l Mg/l Mg/l Mg/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 zwiazkami obecnymi w piwie, w tym z
metalami ciezkimi, przy czym z powstatych produktéw podczas lezakowania moze oddzielaé sie

ponownie H,S (lub inne grupy tiolowe).

Zaobserwowano rowniez, ze niektore drobnoustroje, przede wszystkim Zymomonas, Pectinatus lub
Megasphera sg potencjalnymi producentami siarkowodoru, ktérego obecnos$¢ wptywa na wadliwy
aromat, przechodzacy w zapach gnilny. Lotne zwigzki siarki mogg rowniez 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 rowniez metanetiol (CH3-SH, MTL), o progu wyczuwalnosci 0,2 —
0,5 ppb (0,2-0,5 ug/l) i zapachu gotowanej kapusty, pojawiajacy sie w brzeczce w czasie fermentac;ji.
Poczatkowo stezenie MTL jest niewielkie, spowodowane absorpcjg przez drozdze, przemiang do
tiooctanumetylu oraz wymywaniem z brzeczki przez CO,. W pdzniejszym etapie fermentacji ilos¢ MTL
zwieksza sie w wyniku intensyfikacji proceséw metabolicznych drozdzy. Metanetiol moze byé réwniez
wytwarzyny z metioniny po jej dezaminacji do kwasu o-ketomastowego oraz po metylacji

siarkowodoru. W nastepstwie acylacji MTL dochodzi do powstania tiooctanumetylu.

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

powstaje w trakcie fermentacji. Moze réwniez pojawia¢ sie w wyniku autolizy drozdzowej.
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1. Siarczki typu DMS, DMDS, DMTS

DMS, siarczek dwumetylu, (CHj),-S, o smaku okre$lanym jako warzywny lub kukurydziany, jest
powszechnie wystepujacym zwigzkiem siarkowym, wchodzacym w skitad petnego aromatu piwa. Jego
ilos¢, wahajaca sie w szerokich granicach, tj. miedzy 14 - 144 pg/l, po raz pierwszy oznaczono w

1964, stosujac technike chromatografii gazowe;.

DMS charakteryzuje sie niskim progiem wyczuwalnosci sensorycznej, rzedu 30 do 45 g/l [10].
Powyzej tych stezeh zapach DMS przypomina zapach gotowanej kukurydzy czy kapusty i w
nadmiarze (tj. powyzej 100 ppb, czyli 100 ug/l) zaczyna by¢ wyjatkowo niekorzystny dla piwa. DMS w

piwie powstaje w wyniku:

- termicznej degradacji S-metylometioniny (SMM), szczegdlnie podczas gotowania brzeczki i

lezakowania piwa oraz

- w wyniku enzymatycznej redukcji sulfotlenku dimetylu DMSO (jako prekursora DMS) w piwie,
prowadzonej przez drozdze podczas intensywnej fermentacji i lezakowania (zrédtem SMM i DMSO

jest stéd, przy czym ilos¢ DMSO w stodzie jest cecha odmianowg jeczmienia),

- uzycia niewtasciwie przygotowanego stodu, zbyt rozluZznionego w przypadku zastosowania

nieodpowiedniej metody suszenia,

- zachodzacych reakcji Maillarda, jezeli z glukozg reagujg aminokwasy zawierajace siarke, przy

czym DMS ma wzglednie niskg temperature wrzenia 38°C (stad fakt, iz jest on bardzo lotny),

- w warunkach, kiedy prekursor DMS (tj. DMSO) tworzy sie w czasie moczenia oraz kietkowania
jeczmienia, ilos¢ DMSO zwieksza sie wraz ze stopniem namoczenia jeczmienia i wzrostem
temperatury kietkowania; DMSO jako termostabilny zwigzek ulega roztozeniu dopiero w wysokiej

temperaturze.

Wobec powyzszego, aby zapobiec utrzymywaniu sie nadmiaru DMS i jego prekursorow w brzeczce,
nalezy unika¢ stodéw z ozimego jeczmienia, nie moczy¢ go zbyt mocno, jesli jest przeznaczony na

stod, nie stosowac¢ podwyzszonej temperatury roszenia stodu, nie wydtuza¢ czasu roszenia stodu,



stosowa¢ wyzszg temperature koncowg suszenia stodu (85°C w ciggu co najmniej 3 godzin),
intensywnie, minimum przez 1 godzine, gotowaé¢ brzeczke (celem usuniecia DMS), w stosunkowo
szybkim tempie opréznia¢ Whirlpool i btyskawicznie schtodzi¢ brzeczke, aby nie dopusci¢ do
ponownego tworzenia sie DMS.

Znaczna czes¢ prekursoréw wedruje do kietkdbw korzeniowych, tak ze w gotowym, wysuszonym,

polerowanym stodzie ilos¢ ich jest znacznie mniejsza.

Pod wplywem ciepta (suszenie, zacieranie, gotowanie brzeczki) prekursor DMS ulega rozpadowi,
tworzac lotny DMS, z ktérego po utlenieniu powstaje "nieaktywny" sulfotlenek dimetylowy (DMS-O ).
DMS-O to substancja o bardzo wysokiej temperaturze wrzenia i w zwigzku z tym w czasie zacierania
stodu przechodzi catkowicie do brzeczki. Czasami drozdze przetwarzajg DMS-O w DMS. Inny

Lhieaktywny" prekursor, SMM, jest przez drozdze wchifaniany i nie przeksztatcany w DMS.

DMS natomiast, na skutek podwyzszonej temperatury podsuszania stodu, jest redukowany. Duzy
wplyw na jego zawarto$¢ ma rowniez temperatura dosuszania. Dosuszanie w temperaturze 70°C nie
jest wystarczajgce do catkowitego usuniecia DMS ze stodu, nawet przy zwykle stosowanej
temperaturze, wynoszacej 80°C przez 5 godzin. Podnoszac temperature suszenia stodu z 80 do 85°C
i utrzymujac ja przez 4 godziny - mozna uzyska¢ zmniejszenie zawartosci, ale prekursora DMS, o
okoto 40%. Inng zaletg stosowania wyzszej temperatury suszenia stodu jest rowniez rozlegta
inaktywacja jego lipooksygenaz. Lipooksygenazy, bowiem, katalizujg utlenianie kwaséw tluszczowych
do wodoronadtlenkéw, z ktérych nastepnie tworzg sie zwigzki karbonylowe odpowiedzialne za smak i

zapach "starego" piwa.

Problem z wysokim stezeniem prekursora DMS (np. DMSOQO) znacznie fatwiej jest rozwigza¢ w
stodowni, anizeli w browarze, tym bardziej, ze w browarach istnieje tendencja do skracania czasu i
obnizania temperatury gotowania brzeczki, co uniemozliwia roztozenie i usuniecie duzych ilosci
DMSO. Ten prekursor ulatnia sie catkowicie, jezeli gotowanie trwa 75 do 80 minut w temperaturze 106
do 107°C. Obecnie takiego procesu juz sie nie przeprowadza ze wzgledu na obcigzenie termiczne
nastawu. Brzeczke natomiast gotuje sie 60 do 70 minut w 102 do 104°C. Jednakze i takie warunki
przygotowywania brzeczki stwarzajg problemy. Podczas gotowania brzeczki w kotle warzelnym nie
jest mozliwe nadrobienie nieefektywnego procesu usuwania DMS podczas wytwarzania stodu, dlatego
wymaga sie, azeby zawarto$¢, np. SMM (innego prekursora DMS) w stodzie wynosita maksymalnie 1-
5 mg/kg.

Efektywnos¢ odparowania lotnych sktadnikéw, szczegdlnie DMS, mozna podniesé przy pomocy
specjalnych parasoli do rozdzielania brzeczki oraz w wyniku jej "dynamicznego gotowania". System
ten ma polega¢ nie na utrzymywaniu statej wysokiej temperatury (103-105°C) gotowania, lecz na
zastosowaniu tzw. odpuszczania brzeczki poprzez zmienne cisnienie. Skutkiem tego ujednolica sie
brzeczke w kotle warzelnym, poniewaz wznoszace sie pecherzyki pary w wyniku rozprezania
powodujg jej silne mieszanie. Wznoszace sie pecherzyki pary jednoczeénie "przemywajg gazowo"

calg objeto$C brzeczki. W konsekwencji osigga sie szybsze usuwanie strgconych niewtasciwych



zwigzkéw aromatycznych, stad dzieki temu moze byé skrécony czas gotowania i catkowite
odparowanie lotnych zwigzkéw siarkowych bez niekorzystnych efektéw w catym procesie gotowania
brzeczki.

Istotne jest, aby podczas procesu gotowaniania bra¢ pod uwage réwniez inne parametry.
Uwzglednione muszg by¢ okresy utrzymania goracej brzeczki przed i po gotowaniu. Nie ma
watpliwosci, ze w tej fazie odtwarzajg sie zwigzki DMS, jak rowniez zwigzki furfurylowe, co wptywa

negatywnie na stabilizacje smaku i trwatosci piwa.

Dlatego nowe rozwigzania technologiczne przewidujg schtodzenie brzeczki przy wybijaniu. Podczas
przepompowywania brzeczki do Whirlpoola poprzez wymiennik ptytowy jest ona schtadzana do 88°C,
przy czym woda chtodzaca o temperaturze 13°C jest ogrzewana do 80°C. Utrzymanie brzeczki w
temperaturze 88°C obniza poziom odtwarzania DMS i innych lotnych zwigzkéw siarkowych az 4-
krotnie. Sposdb przeprowadzenia gotowania brzeczki okresla koagulacje substancji biatkowych i
przemiany goryczek chmielowych oraz w duzej mierze odparowanie DMS. Ze wzgledu na
wytwarzanie produktow Maillarda nalezy utrzymywaé obcigzenia termiczne na mozliwie najnizszym
poziomie, np. przerwa w Whirlpoolu i chtodzenie brzeczki powinny by¢ jak najkrétsze. Po procesie
gotowaniu brzeczki zachodzg réwniez przemiany SMM w DMS, tym wieksze im wyzsza jest

temperatura gotowania oraz im dtuzej trwa proces warzenia.

DMS jest rowniez wydzielany podczas fermentacji, szczegdlnie w koncowej fazie wzrostu drozdzy, {j.
w 80 - 120 godzinie fermentacji. Z badan laboratoryjnych wynika, ze 53% DMS z brzeczki nastawnej
jest usuwane przez dwutlenek wegla podczas fermentacji, a 80% stwierdzonego w gotowym
produkcie (piwie) DMS zostato wytworzone podczas fermentacji i lezakowania. Wzrost temperatury na
poczatku fermentacji zmniejsza znacznie poziom DMS w piwie. Réwniez pH brzeczki nastawnej ma

wplyw na jego poziom, ktéry rodnie, gdy pH jest wyzsze.

Podczas fermentacji drozdze normalnie redukujg mniej niz 25% DMSO, a rozmiar przemian DMSO do
DMS zalezy od witasciwosci drozdzy (wchtaniania przez komorke), bowiem poszczegolne szczepy

determinujg poziom DMS w piwie oraz tempo pobierania DMSO przez ich komorki.

Sktad brzeczki wptywa takze na wytworzenie DMS podczas fermentacji. Zwiekszenie stezenia
ekstraktu w brzeczce powoduje nieproporcjonalny wzrost jego ilosci w gotowym produkcie. Ponadto,
jezeli przy tej samej zawarto$ci ekstraktu w brzeczce czes¢ stodu zostanie zastgpiona dodatkiem np.
maltozy, ilos¢ DMS w piwie znacznie wzrosnie. Jest to prawdopodobnie spowodowane zmniejszeniem
ilosci substancji odzywczych, szybszym wyczerpaniem sie metioniny i wykorzystywaniem siarczanéw
jako zrédta siarki.

Oprocz stodu zréditem siarczku dimetylu (DMS) moga by¢ zakazenia bakteryjne, w szczegodlnosci
bakteriami Enterococcus lub Obesumbacterium proteus. Wytwarzajg one siarczek dimetylu i siarczek
dietylu jako produkty uboczne przemiany materii. Te drobnoustroje wystepujg przy niedostatecznym

myciu kottdw warzelnych lub naczyh fermentacyjnych, przewodow, pomp, szkiet wziernych, itp.



Réwniez przy ponownym wykorzystywaniu osadéw tatwo moze dojs¢ do zakazenia wymienionymi
bakteriami, ktére przede wszystkim rozwijajg sie podczas fermentacji, przed spadkiem pH, a wiec przy
wyzszych jego wartosciach. Drozdze piwne réwniez moga by¢ zainfekowane tymi drobnoustrojami,

stad pomocne jest kwasne przemycie drozdzy.

Inny zwigzek pochodzacy z chmielu, dwu-metylo-tréjsiarczek (DMTS), nadaje piwu charakterystyczny
zapach swiezej cebuli oraz posmak gotowanych jarzyn. Cechuje go bardzo niski prég wyczuwalnosci

smakowej, wynoszacy 0,1 ppb (0,1 ug/l) [4].

W piwie obok wymienionych zwigzkéw wystepujg i inne organiczne zwigzki siarki, takie jak:
wielofunkcyjne tiole, tioestry i merkaptany, ale w mniejszych ilosciach. Sktadniki te bardzo aktywnie

oddziatujg na smak i zapach piwa, chociaz wystepujg w $ladowych ilociach.

2, Wielofunkcyjne tiole, merkaptany i tioestry w piwie

W piwie oprécz catego szeregu lotnych tioli (VSC), jak H,S, metanetiol, propanetiol, butanetiol,
zidentyfikowano réwniez tiole wielofunkcyjne, np. 2-metylo-2-butanetiol, 2-metylo-2-propanetiol oraz
tiole nienasycone (np. allytiol), a wsréd nich merkaptany, np. 3-merkapto-3-butylomréwczan oraz

tioestry (S-metylotiooctan i S-etylotiooctan) stanowig oddzielne grupy [10].

W piwach, w odréznieniu od wina, znaleziono tylko 6 wielofunkcyjnych tioli [14, 15]. Nalezy do nich,
m.in., zwiazek odpowiedzialny za zapach skunksowy (lub cebulowy) lub stoneczny, zidentyfikowany
jako 3-metylo-2-butano-1-tiol, ktéry jest produktem degradacji izohumulonéw z chmielu, zachodzacej
w obecnosci cysteiny, swiatta i ryboflawiny jako absorbera UV. Wyzej wymieniony tiol ma istotny
wplyw na wlasnosci sensoryczne piwa, bowiem jego prég wyczuwalnosci wynosi zaledwie 1 - 35 - 100
ppt (tj. 0,001-0,035-0,1 pg/l) i w zwigzku z tym trudny jest do zidentyfikowania. Niekorzystne zmiany
nasilajg sie w piwie przetrzymywanym w butelkach z zielonego szkifa, np. Heineken. Niektére browary,
aby zapobiec tym niekorzystnym zmianom zapachowym - uzywajg do produkcji pre-izomeryzowane
ekstrakty chmielu lub tylko butelki z brgzowego szkta. Ponadto, w obecnosci siarkowodoru i $wiatta
moze tworzy¢ sie 2-merkaptoetanol, 1-merkapto-2-pentanol lub 2-metylo-3-furantiol. Sporadycznie

powstaje 3-merkaptoheksanol [15].

Podczas fermentacji piwa zidentyfikowano zwigzek dajgcy ,koci” zapach, wywotywany przez 4-
merkapto-4-metylo-2-pentanon, pochodzacy z zanieczyszczonego jeczmienia, szczegdlnie dotkliwy w

piwach lager.

Poziom zwigzkéw siarkowych, ich zapach i prég wyczuwalnosci oraz znane prekursory

zaprezentowano w skrocie w ponizszej tabeli (Tab. 2).



Tab. 2. Zwiagzki siarkowe w piwie oraz ich pochodzenie i prég wyczuwalnosci.

Zwiazki Zapach Prég Prekursor Koncowe
siarkowe wyczuwalnosci stezenie w piwie
SO, Palacych sie 25 ppm S0,2, S0, 200 ppm
zapatek
Tiole:
- H,S, - Zepsutych jaj, 5-10 ppb S0.%, 0,5 -20 ppb
- MLT - Gotowanej 2 ppb Cysteina, Nie znane
kapusty metionina
Wielofunkcyjne
tiole, np.
- 3-metylo-2- - cebulowy, 1-100 ppt Chmiel + B, + Nie badano
butano-1-tiol skunksa Cysteina + UV
Siarczki:
- DSM, - kapusciany, 30 ppb SMM, 5-90 ppb
- DMDS - gotowanej 3 -50 ppb MLT 0,3-1,5 ppb
kapusty
Tioestry:
- metylotiooctan, - gotowanych Powyzej 100 ppb MLT i Ac-CoA 3-8 ppb
warzyw,
- etylotiooctan - kapusciany 0,8 -3,5 ppb Nieznany 40 ppb
3. Aspekty ,,stressingu” w praktyce browarniczej

Ogodlnie, znaleziono ponad 100 gendéw odpowiedzialnych za ochrone komoérek drozdzowych przed
stresem oksydacyjnym, w tym za synteze gtéwnego sktadnika membrany, ergosterolu, jak réwniez
trehalozy i glikogenu [1].

Trehaloza i glikogen sg stabilizatorami oraz czynnikami ochronnymi btony komdrkowej, natomiast
prekursor ergosterolu, kumulowany przez komorki, czyni je bardziej wrazliwymi na zewnetzrny stres
oksydacyjny. Glutation, ktérego nadprodukcje indukujg pewne metale ciezkie, podobnie, jak trehaloza
i glikogen - zmniejsza ujemny efekt stresu oksydacyjnego, podczas, gdy typowe przeciwutleniacze,
takie jak kwas askorbinowy, czy NADH, nie sg w stanie zatrzymac wielu drog oksydacyjnych [16, 17].

U drozdzy w czasie stresu oksydacyjnego, termicznego czy osmotycznego (tzw. stressingu) - w
pierwszej kolejnosci na zmiany narazona jest btona komérkowa (membrana), a nastgpnie elementy
wewnatrzkomorkowe, w tym tio-proteiny (biatka i peptydy zawierajace siarke). Np. w warunkach

oksydacyjnych aminokwas cysteina (z grupg -SH), jest utleniana do cystyny (-S-S-) w wyniku




okredlonych przemian metabolicznych. Proces ten jest bardzo zlozony i nie zawsze pod kontrolg
wiasciwych genow oraz systemu enzymatycznego komorki [5, 18]. Stad by¢ moze w hodowli drozdzy
czasami wyczuwa sie obecnos$¢ pochodnych siarki, a w skrajnych przypadkach wydzielanie sie siarki
w postaci statej (solid sulphur) (2008 r., wg informaciji ustnej uzyskanej od pracownikéw browaréow w

Polsce).
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BREWER’S YEAST AND SECONDARY PRODUCTS OF THE FERMENTATION
SULPHUR COMPOUNDS

Abstract

The formation of sulphur compounds in beer is a subject of great interest. Such compounds,
especially sulphur volatile compounds (VSC), are essential for the aroma of beer (and some of them
were identified as key compounds, i.e. dimethyl sulfide & dimethal trisulfide, in which they can play an
attractive or a repulsive role (for example: accumulate sulphur atoms from the growth medium).

Sulphur compounds essentially arise from common sulphur-bearing precursors such amino acids,
i.e. methionine, which being the most commonly found, moreover, methionine repress the cysteine-
induced increase in the H,S production but had no effect on the formulation of SO,. Differences are
also seen in H,S compared with SO, production in response to nitrogen levels in wort. However,
biochemically H,S and SO, production are closely linked, environmental condition in brewery can have
different effects on their rate of formation. These facts provide insights into possible opportunities to
modulate the levels of H,S and SO, in industrial fermentations. Analyses on worts indicated that
thioesters resulted from fermentation, whereas the polysulfides derive primarily from malt and hop.

Changes in process conditions such as temperature, aeration, nutrient type and availability as well
as metabolite concentrations can significantly affect brewer’s yeast metabolism during fermentation.
Alterations in these factors serve to stress, which causes changes in the cellular composition that may
either directly or indirectly impact on fermentative performance.



