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Tékavé latky p¥i kontinualnim kvaseni

MIROSLAV KAHLER, V§zkumny ustav pivovarsky a sladafsky, Praha o

Tékavé latky jsou velmi dileZitou soucasti piva,
nebot urduji jeho charakter a vytvafreji celkovy
viem chuti a van&. Tvorba t&chto sloucenin Uzce
souvisi s biochemickymi zménami pFi kvaSeni.
V podstat& jde o metabolismus hlavnich sloZek sub-
stratl, které potFebuji kvasnice ke své cinnosti.
Znalost mechanismfi, kterymi se reguluji bioche-
mické zm&ny, plispivd k ziskédni zdkladni kvality
piva, to je stejnomérné a vyrovnané chuti.

Dnes nejlépe propracovanym (sekem je tvorba
vy33ich alkoholft a diacetylu. Bylo by chybou pova-
Zovat pouze tuto skupinu latek za rozhodujici pfi
posuzovdni chuti a ving&, nebot se uplatiiuje vliv
i ostatnich t8kavych sloZek. Podle dosaZenych vy-
sledkli je konefnd jakost piva ddna harmonickym
sladdnim kvalitativniho i kvantitativniho zastoupeni
vSech tékavych latek.

Pii pokusech, které se konaly v rdmci vyzkum-
ného tkolu, byla zaméfena pozornost na zmény
t8kavych latek pfi kontinudlnim kvaZeni. K ové-
Feni pfimého vlivu zplsobu kva3eni se dodrZovaly
p¥i klasickém kvaSeni stejné podminky jako pii
kontinualnim. V podstaté §lo o tepelny reZim a zpil-
sob vétrani. Vétralo se v obdobi lag-fdze a délka
doby véirdni odpovidala dob& zdrZeni v nddobé.
Rozhodujici vyznam pro tvorbu t&kavych slouCenin
maji pouZité kvasnice a proto byly vybrany k po-
kustim dva rozdilné kmeny.

NejdaleZitéj8i zdkladni biochemicky problém je
mechanismus kvaSeni, protoZe se t¥ka syntézy Zivé
hmoty. V mladin& jsou pFitomny vZdy tFi skupiny
sacharidfi, mono-, di- a trisacharidy, z nichZ hlavni
zastupci jsou glukéza, maltéza a maltotridza.
Podle zkvaSovani jednotlivych skupin miiZeme kva-
Seni rozdélit na tfi etapy.

Prvni etapa se vyznacuje zkvaSovanim glukozy
a jeji doba trvani zdvisi na obsahu tohoto cukru.
PFi surogaci sachartozou se tato etapa prodluZuje,
protoZe kvasnice velmi rychle hydrolyzuji sacha-
rozu a uvoliiuje se glukdza. V této ¢&4sti kvaseni
se kvasnice desadaptuji k maltdoze a stupeil desa-
daptace je funkci koncentrace glukdzy a pouZitého
kmene. Hodnoty metabolického Kkvocientu na mal-
toze jsou znaféné nizké a pohybuji se okolo 80 aZ
90 pl CO:.

V druhé etapé nastdvad adaptace k maltdze, v niZ
je zahrnuta biosyntéza permedzy a maltazy. Prvni
enzym umoZiiuje aktivni pfenos substrdatu do buriky,
druhy tento substrat 3tépi. DileZitymn pfedpokladem
je pritomnost potfebnych aminokyselin nebo je-
jich intracelularnich rezerv, aby mohly vzniknout
nové bilkoviny. V normdélni mlading nepfesahuje
obsah gluk6zy 15% celkovych cukrii, tak?® adap-
tace nastdva v pomérné kratké dobé& po zakvaSeni
a probihé dostateCné rychle.

Druhd adaptace k maltotriéze neni jiZ tak snad-
néd, protoZe syntéza specifické permedzy, pre tento
substrdt nastdvd aZ v obdobi, kdy mnoZstvi amino-

kyselin je jiZ zna¢né nizké. Proto biosyntéza musi
probgéhnout pfevainé z intracelularnich rezerv ami-
nokyselin, které se sni¥uji s poftem opakovaného
nasazeni kvasnic.

Je to klasicky pripad urCité degenerace kvasnic
spojené se schopnosti sedimentaéni. Technologicky
se projevuje pomalym dokvadovdnim, nizkym stup-
ném prokvaseni a ¥patnym nasycenim C0.. Stépeni
maltotriézy po pfeneseni do buiiky je zpfisobeno
pravdépodobné stejnym enzymem jako St8peni mal-
tozy. Sedimentace se jevi jako cyklicky jev jdouci
po sob& p¥ ka¥dém nasazeni. Doba trvdni tohoto
cyklu zavisi na rychlosti syntézy ve vztahu mannan
— protein v buné&tné st&né kvasnic. V praxi se tyto
zmény vyznaduji rozdilnou schopnosti sedimentace
kvasnic p¥l prvnim nasazeni a napf. po patém na-
sazeni.

Vsechny tyto znaky jsou spojeny s fdzovitostl
staciondrniho kvaSeni, kdy kaZd4d faze se pravidel-
n#& opakuje za soucasné adaptace nebo desadaptace
kvasnic k maltéze. Sledovdnim téchto pochodl po-
dle schopnosti kvasit maltézu za anaerobnich pod-
minek jsme zjistili zdsadni rozdil mezi klasickym
a kontinualnim zpfisobem. Priibéh hnodnot Qg4,
je patrny z tabulky 1.

Tabulka 1

Stacionarni pl COy/h | Kontinuslni | ul CO,/h
SNt | speds | evaledt | g gl
Nasadni nésadni
kvasnice 143.5 kvasnice 143.5
24 h po
zakvadeni 84,8 I. tank 254.8
Maxim. hodnota 238.3 II. tank 275.9
Mladé pivo 105,6 mladé pivo 275.9

Tyto vysledky ukazuji, Ze mechanismus kva3eni
pfi kontinudlnim zpfisobu je odlisny a proto lze
ofekdvat i odlisnou tvorbu tékavych latek. Vyplyvad
to jiZ z poZadavk® aminokyselin p¥i prvni adaptaci,
které podle hodnot Qgs, nebudou stejné. Na zd-
kladé téchto zjisténi jsme zaméFili nejdfive pozor-
nost na ty sloZky tEkavych latek, které se dnes
b&Zn& stanovuji v piveé. Jsou lo vy33i alkoholy a di-
acetyl.

Tvorba wvy38ich alkoholi a diacetylu probihd
v tésné souvislosti s prokvaSenim mladiny a s me-
tabolismem aminokyselin. Bylo zjisténo, Ze tyto
sloufeniny se nevytvafeji v obdobi vylucovani dusi-
katych latek zpét do prostfedi, ani v obdobi auto-
1¥zy, nybrZ v obdobi kvaSeni. To znamena, Ze pfi
dokvaSovani se jiZ podstatné nezvysi obsah vyssich
alkohold a diacetylu. Ziskané hodnoty ob&ma zpi-
soby kva3eni za podminek pokusll jsou uvedeny
v tabulce 2 a 3.

Rizné podminky pfi kvaSeni a rizné kmeny kvas-
nic se zna¢nou mérou podileji na biochemickych
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Tabulka 2
Praskovité kvasnice

Stecionarni kvageni | ——
Konti-

| studené vedeni | teplé vedeni | nudln
‘srovnd- | vtrano | srovnd-  vétrdno | kvagenf
V%Ci, vaei
Vyséi alkoh. 74,0 96,0 115.0 159.0 59,0
mg/l
P fenyleta-
nol mg/l 8.6 17.8 10,2 19,2 6.0
Diacetyl
mg/1 0.39 0,42 0.46 0.51 0,58
Tabulka 3
Krupiékovité kvasnice
Vyési alkoh.
mg/1 53.0 59,0 55,0 65.0 72,0
f fenyletanol
mg/1 11,2 13,0 11.5 13.5 10.9
Diacetyl
mg/1 0,45 0,49 0.59 0,64 0.54

zmé&ndch. U vy38ich alkohold p#i staciondrnim kva-
Seni a za pouZiti praSkovitého kmene je markantni
vzestupnd tendence jejich obsahu vlivem teploty
a vétrani. Pfi teplém vedeni byla maximalni teplota
12 °C, aby se za soufasného vétrani v lag-fazi do-
cdhly pfibliZné stejné podminky jako pfi kontinual-
nim kva3eni. PFi zakva3eni krupifkovitym kmenem
zvySovani teploty a vétrani m#&lo jen nepatrny vliv.
U piv z kontinudlniho kvaZeni jsou hodnoty pro
pragkovity kmen pfiznivéjsi neZ pro krupickovity.
Oba vysledky jsou v rozmezi, které byva b&Zné v pi-
vech z klasické vyroby. Toto zjisténi je sice zard-
zejici, mGZe v8ak byt zplischeno vlivem uzavienych
kvasnych nadaob.

Do skupiny vy3Sich alkohold se zarazuji alifatic-
ké alkoholy, které maji v molekule 3 aZ 6 uhlikil.
Bé&Zné& byvaji v pivech propanol, izopropanol, bata-
nol, izobutanol, pentancl, tri-metylbutansl a 2-me-
tylbutanol. Zpfisob tvorby vysSich alkohold p¥i kva-
Seni byl prvné& popsan Ehrlichem. Diisledkem to-
hoto mechanismu byla deaminace aminokyselin za
vzniku pFislu§ného alkoholu a amoniaku, ktery
pfedstavoval zdroj vyZivy pro kvasnice. Znamenalo
by to, Ze Zddna aminokyselina by nebyla lepsi Zivi-
nou ne? amoniak a obsah vy38ich alkohol@ by byl
funkci ohsahu aminokyselin. Pozdg&j5i studium pfi-
vodniho Ehrlichova mechanismu ukézalo, Ze vznik
«-ketokyselin z aminokyselin je zpfsoben transa-
minaci, a tim byla vysvétlena nepFitomnost velkych
mnoZstvi ¢pavku v médiu. Timfo mechanismem ne-
lze v3ak vysvétlit tvorbu viech alkoholfl, protoZe
by byla nutnd pFitomnost takovych aminokyselin,
které se nevyskytuji v pfirodé&. Tato okolnost vedla
k nézoru, Ze aminokyseliny nejsou jedinym zdrojem
vy88ich alkohold. Na zdkladé nejnov&jdich praci
maji pfi vzniku né&kterych alkoholtt nstfedni vy-
znam Kyselina pyrohroznovda a aktivni kyselina
octova.

Vzhledem k asimilaci volnych aminokyselin byl
jejich ubytek pFi hlavnim kvaSeni u kontinudlniho
zplUsobu intenzivné&jsi. Naopak u hotovych piv ze

staciondrniho kvaSeni byl pocet kyselin i koncen-
trace niZ3i. Jaky vyznam maji tyto rozdily, lze za-
tim téZko posoudit, protoZe vyZaduje tato otdzka
je3t& podrobné sledovani. V3eobecn& plati nézor,
Ze pii nedostatetném mnoZstvi dusiku pro aminaci
a transaminaci se hromadi ketokyseliny, z kierych
vznikaji pfislusné alkoholy. V pfipadé nadbyteéné-
ho obsahu nékterych aminokyselin pfisobi Ehrlichfv
mechanismus ve smyslu kontroly kone&nymi pro-
dukty, které inhibuji enzymy, syntetizujici pfechod-
né slouceniny. Z tohoto hlediska lze né#&které roz-
dily obsahu aminokysalin vysveétlit.

Vedle alifatickych alkoholit byly zjiStény v pi-
vech alkoholy aromatické. Kvantitativné nejdile-
7i1&8j31 je g-fenyletanol, protoze se vyznamné& podili
nejen na organoleptickych vlastnostech, nybrZ take
na fyziologickych tu&incich svoji vysokou omam-
nosti. Zbyvajici dva alkoholy tyrosol a tryptofol
udileji pivu kvasniénou pfichut.

S-fenyletanol vznikd pravdépodobné jako alifa-
tické alkoholy podle Ehrlichova mechanismu z pii-
sludné aminokyseliny. Byly vSak podany dfikazy
0 jeho tvorb& bez pfFitomnosti fenylalaninu. Rych-
lost tvorby zdvisi na poméra asimilovaného dusiku
k mnoZstvi zkvasitelnych cukrfi. P¥i vy38ich kon-
centracich fenylalaninu se zvySuje obsah fenyleta-
nolu, aviak vyuZiti aminokyvseliny je nejvyse 3000.
Fenylalanin mé inhibiéni d¢inek na tvorbu alifa-
tickych alkoholl. Naopak tyrosin inhibuje syntézu
fenylalaninu, neplisobi viak na tvorbn fenyletanolu.

Hladina fenyletanolu kolisd v dosii $irokém roz-
mezi a pFi obsahu nad 20 mg/l jsoua piva znatelné
aromatickd. Vliv nadm&rného mnoZstvi vzduchu pfi
pokusech se projevil intenzivnéji neZ zvy3ovani
teploty. Nejvéisi produkce byla op#t u praskovitych
kvasnic ze staciondrniho kva3eni p¥i teplém vedeni
za souCasného vdtrani. U kontinudlnich piv bylo
mnoZstvi nizZsi neZ u piv srovndvacich. Je zajimave,
Ze podle ziskanych vysledkl produkujl praSkovité
kvasnice v kontinuadlnim systému méné vySSich
alkoholii a g-fenyletanolu neZ kvasnice krupiiko-
vité. Nezd4 se byt pravdépodobné, Ze je to zpiso-
beno bud inhibi¢ni funkci nékterych konefnych
produktidi, nebo odlisnym vztahem pf¥i metaholismu
cukru a dusikatych latek, nybrZ pouZitymi kvasni-
cemi.

Nazory na mnoZstvi diacetylu, které vyvolava
neZadouci organoleptické zmény, se dosti 1i8i. PrIi
na8ich pokusech jsme uméle zvy3ovali davky di-
acetylu aZ na koncentraci 0,7 mg/l bez prokaza-
telné zmény chuti a ving. PFiinu moZno hledat
pFedeviim ve vy38i hofkosti naSich piv. Piva s nor-
méalni chuti podle zahrani¢nich pramenti by neméla
chsahovat vice diacetylu neZ 0,45 mg/l.

Dnes je bezpetn& dokdzano, Ze diacetyl je b8Z-
nym metabolitem kvasnic. PFi kvaSeni se tvof¥i kon-
denzaci bud dvou molekul acetaldehydu, jedna je
v aktivnim stavu, nebo kondenzaci aktivniho ace-
taldehydu s pyrohroznovou kyselinou. Meziproduk-
tem je kyselina acetylmléCné, kterd se tvofi i pii
syntéze valinu a leucinu. Proto se jeho vznik spo-
jaje se schopnosti vyuZivat valinu ze substrdtu, kte-
ra nepfimo mZe zplsobit zvySeni diacetylu.
Zvlasié je to patrné u respiratné& deficientnich mu-
tanti. Z tohoto hlediska se doporuduje vybér kvas-
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nic podle jejich schopnosti vyuZivat valinu z mla-
diny.

U staciondrniho kvaZeni zvySovanim teploty a
mnoZstvi rozpustného kysliku stoupal obsah diace-
tylu. SniZenou tvorbu diacetylu pFi kontinudlnim
kva3eni vykazovaly krupic¢kovité kvasnice. Podle
nékterych autorii se obsah diacetylu pfi dokvaSo-
vani bere za ukazatel zralosti piva a jeho vhodnosti
pro stacdeni. V pribshu této vyrobni fdze obsah
diacetylu klesd. Maximd&lnich hodnot se dosahuje
pfi hlavnim kva3eni na konci logaritmické faze.
Z uvedenych vysledkil vyplyvd, Ze po kvantitativni
strdnce neni velkych rozdild mezi pivy vedenymi
klasickym a kontinudlnim zplisobem. PFesto nelze
tento problém jednoznatn& uzaviit a spokojit se
s dosaZenymi vysledky, protoZe podrobnosti o vliva
ostatnich tdkavych latek nejsou v tomto rozboru
zahrnuty. Pro zji$t&ni spravného stupné& zralosti
rozhodné& nestadi uréit pouze vy3Si alkoholy a di-
acetyl. Je proto velmi problematické hovofit o za-
chovdni charakteru piva pfi zm&unéch technologie
pouze na zdkladé chemického zjisténi a organo-
leptickych zkou3ek, jestliZe meni moZno porovnat
celkové kvalitativni i kvantitativni sloZeni t&kavych
latek.

K doplnéni ziskanych vysledkd, které jisté& byly
pfekvapujici, jsme ponZili plynové chromatografie.
Vysoky pocet nalezenych sloiek primérné pies
50 chromatografickych vin neddval bohuZel redlny
pfedpoklad k jejich dplné identifikaci. Podafilo se
nam ziskat necelou polovinu &istych sloucenin jako
standardu.

Porovndme-li vysledky =ziskané b&Znymi analy-
tickymi metodami s vysledky chromatografickymi,
vyniknou rozdily mezi pokusnymi a srovnavacimi
pivy. Za srovnavaci pivo jsme zvolili pivo studeng
vedené, zakvaSené krupi¢kovitymi kvasnicemi. U to-
hoto vzorku (obr. 1) byly zjistény tyto hlavni sloZ-
ky: etylacetat (9), 3-metylbutanol (25), kyselina
octova (33), furfurol (35), 42 neidentifikovéano,
betafenylalkohol (53], kyselina kaprylova (55). Pfi
dodrZeni priblizng stejnych podminek v oteviené
nadobd jako jsou u kontinudlniho zpflisobu, zmé-
nilo se kvalitativni sloZeni tékavych latek (obr. 2].
V piv& se zvy3il znaéné obsah ldtek s niZSim bo-
dem varu. Hlavnimi sloZkami byl izopropanol (8],
etylacetdt (9), 10 neidentifikovano, 11 neidentifi-
kovdno, propanol (14), butylacetdt (17), butanol
(20), 3 metylbutanol (25), pentanol (23], 34 ne-
identifikovdno, furfurol (35), betafenyletanol [53].

7 téchto dvou pFipaddl jasné& vyplyvd, Ze kolori-
metrickd metoda nemfiZe poskytnout spravny ndzor
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¢ ohbsahu vy33ich alkohold.
pro oba krajni pfipady byl pouze 10 mg/l, kdeZto
na chromatogramu je vidst, Ze se zvySovaly pravé
ty alkoholy, které dévaji za podminek kolorime-
trické metody jen nepatrné zbarveni. JestliZe nyni
chodnotime chromatograficky zdznam piva z kon-
tinudlniho kvadeni, je zastoupeni t&kavych latek
asi mezi obéma uvedenymi pivy ze stacionarniho
kvaSeni [obr. 3). Hlavnimi sloZkami byly etylacetat
(9), propanol (14), butylacetdt (17), 3 metylbuta-
nol (25], kyselina octova (33), furfurol (35), 38,
43, 48, 51, neidentifikovano, betafenyletanol (53),
kyselina kaprylova (55). Ve v3ech vzorcich byly
vidy dvé pievlddajici sloZky, a to 3 metylbutanol
(25) a betafenyletanol (53). Podle né&kterych pra-
covnik@ zvys$eny obsah furfurolu je znakem rych-
1ého starnuti piva. Tato sloufenina vznika po sto-
¢eni piva ve vSech p¥ipadech, i kdyZ jsou stabili-
zovand a zda se, Ze jde o urcitou chemickou reakci.
Z na8ich zku3enosti miZeme Fici, Ze piva z konti-
nudlniho kvaSeni vyZaduji podstatn& krat3i doby
dokva3ovdni, nebof p¥i deldim leZeni po stoleni
velmi rychle stdrnou. Doba dokvaZovani se pohy-
buje mezi 8 aZ 11 dny.

Praskovité kvasnice pFi klasickych podminkéch
vytvédteji zcela odlisné spektrum tEkavych latek
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neZ kvasnice krupifkovité. Je to patrné v obsahu
nékterych dominujicich sloZek (obr. 4). Zvysilo se
pFedevdim mno¥stvi propanolu [(14), butylacetdtu
{17), butanolu (20), amylacetdtu (21), furfurolu
(35), etylkapryldtu (47), a nezndmd sloZka ozna-
tend Cislemn 49. U piva z kontinudlniho kvaSenf,
které podle obsahu vy33ich alkoholti a diacetylu
by bylo moZno oznadit za jedno z nejlepSich, byly
zjitény sloZky, které maji negativni vliv na chut
a vini (obr. 5). Je to amylacetét, kyselina méselna
a izovalerovd. Dale pfistupuje i sloZka viny ¢&. 43,
kterd také nebyla identifikovdna. Celkové se zvy-
gila koncentrace i ostatnich sloZek. VSeobecné mii-
Zeme Tici, Ze zvySovaAnim teploty a nadmérnym
vzdusnénim se zvy3uji pfi staciondrnim kvaseni pfe-
dev3im sloXky s ni#%im bodem varu. Jsou to vét-
§inou vys5i alkoholy a estery. Naopak u kontinuél-
niho kvaSeni za pfibliZn& stejnych teplot a obsahu
kysliku v substratu se zvy3uji latky s vysSim bodem

varu. Jsou to latky za kyselinou octovou, které
z nich miZeme zafadit do skupiny mastnych ky-
selin.

Z tohoto kratkého sdéleni vyplyva, pro¢ je nut-
né vénovat zvy3enou pozornost t&kavym lAtkdm
v souvislosti s novymi technologickymi postupy.
Bez znalosti biochemickych zmé&n a koneénych pro-
dukti bude kaZdy zplsob, sméfujici ke zkraceni
vyrobniho postupu zatiZen hlavnim nedostatkem,
tj. uréeni vhodnych optimélnich podminek.
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OBPA3SOBAHHE JIETYUHX
BEIIECTB ITPH HEITPEPLIB-
HOM BPOXEHHH

B pamxax usyuenus ofpasosaHHA Je-
TYYHX BellleCTB NPH CTALHOHAPHOM H
HeTpepeIBHOM OpoxeHun GHJIO ycTa-
ROBJEHO, YTO ClenH(HKa Henpepss-
Hor'o Gpoxenus BJAHseT Ha oOpasoBa-
EHe Jeryunx semtects. IIpH cxoanmx
TMPOYHX YCJIOBHAX HenpepHBHOe Gpo-
KeHHe JaeT MOBHIIEHHOe CoJepa-
HHe JeTYy4HX BelllecTB, 3JIOUHA KOTO-
peix TpebyeT GOoJiblie BpPeMeHH ueM
SJIIOLUSA  YKCYCHOH KHCJIOTEL, B TO
BpeMs KakK TPH CTrallMoHapHOM Opo-
JKEHHH NOBHEINAeTcA, HaoGopoT, COmep-
XKaHHe COCTaBIAIOIHEX ¢ Golee Ko-
poTKHM Bpemesem 3mounH. Cioga oT-
ROCHTCS TJaBHHIM 00pasoM BHCIIME
CIIHPTEL M HEKOTOPHE CJ0XHEE 3(u-
PH. 3HAYHTeJbHOE BJAHAHHE Ha o0pa-
30BaHHe JIETYYHX BeNIeCTB OKA3HBAET
BHJl NPHMEHAEMBIX APONKeH.
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DIE FUSELOLE BEI KONTINUIER- FORMATION OF VOLATILE SUB-

LICHER GARUNG

Es wurden die Unterschiede in der
Bildung der Fuselble bei stationdrer
und kontinuierlicher Gédrung ver-
folgt. Aus der Analyse des Gdrungs-
mechanismus beider Prozesse ergab
sich, dass man aus gewissen Ab-
‘weichungen, die den Kkontinuierli-
chen Garprozess kennzeichnen, auch
auf die unterschiedliche Bildung der
Fuseldle schliessen kann. Man kann
jedoch konstatieren, dass unter iden-
fischen Bedingungen sich bei der
kontinuierlichen Girung der Gehalt
an Fuseldlen mit hdherer Elutions-
zeit als bei Essigsdure erhoht, woge-
‘gen bei der stationiiren Girung mehr
Produkte mit einer niedrigeren Elu-
'tionszeit entstehen. Es handelt sich
thauptsdchlich um hohere Alkohole
und einige Estere. Auch die beniitzte
Hefe hat einen bedeutenden Einfluss
auf die Fuseldlbildung.

STANCES DURING CONTINUOUS

FERMENTATION

Specific features of continuous fer-
mentation affect also the formation
of volatile substances. The article
deals with the differences between
the two methods. Providing all other
conditions are equal continuous fer-
mentation results in higher content
of volatile substances with eluation
time longer than acetic acid, whe-
reas stationary fermenation contri-
butes to the formation of compo-
nents with shorter eluation time.
This group includes in the first line
higher alcohols and some esters.
The sort of yeast employed in fer-
mentation process is very impor-
tant, too.




