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Diacetyl p¥i kvasSeni a dokvaSovani piva

OLGA BENDOVA, Vyzkumny tGstav pivovarsky a sladafsky, Praha gg;-gg

Vyskyt diacetylu v pivé souvis{ jednak s metabo-
lismem kontaminujicich baktérii a jednak s normal-
ni Zivotnosti kvasniénych bunék.

V prvnim piipad# vznika diacetyl pFedevSim Cin-
nosti tzv. pseudosarcin, coZ jsou znamé, pivu $kod-
livé pediokoky [Pediccoccus damnosus a Pediococ-
cus perniciosus, Claussen). Jde o mlééné baktérie,
které tvofi diacetyl jako wvedlej§i produkt svého
metabolismu. Mechanismus tvorby diacetylu u bak-
térii probihd od kyseliny pyrohroznové, jejiz dvé
molekuly kondenzuji za vzniku kyseliny «-acetyl-
mlégné. Dekarboxylaci této kyseliny vznikd acetoin
a déle pak diacetyl podle tohoto schématu [2]:
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Ve druhém pFipadé je pFitomnost diacetylu v bio-
logicky ¢istém pivé podmin&na Cinnosti kvasinek,
kdy diacetyl pfedstavuje vedlejdi produkt kvasného
procesu.

Jedna cesta vede od kyselin pyrohroznové pfes
acetyldehyd k acetoinu a odtud didle k diacetylu
[3]. Volny acetaldehyd kondenzuje s ,aktivnim®
acetaldehydem, ktery vznikd jako meziprodukt pfi
dekarboxylaci kKyseliny pyrohroznové. Acetoin, vzui-
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kajici za soudinnosti thiaminpyrofosfatu je oxido-
van na diacetyl. Redukci acetoinu pak vznika
2,3-butylenglykol. Tyto t¥i sloZky tvoFi systém,
ktery miiZe vyznamn& ovliviiovat chut a aroma piva.
(Viz reakéni schéma 1}.

Druhy mechanismus souvisi s metabolismem du-
siku, a to se syntézou valinu. Bylo zjiiténo, Ze
acetolaktat je soudasné meziproduktem jak syntézy
valinu tak i acetoinu [4]. V tomto pfipadé konden-
zuje kyselina pyrohroznova s ,aktivnim® acetalde-
hydem za soufasné tvorby kyseliny «-acetvlmlécné.
Reakce pokracuji ddle pFes kyselinu izovalerovou,
e-oxyizovalerovou aZ k valinu. PFi vedlej3i reakci
je kyselina «-acetvlmlécna dekarboxylovana na ace-
toin {5, 6].
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Zvysi-li se v mladin& chsah valinu, nebo pfida-li
se k ni »-acetolaktdt, nastane tzv. feed-back, jehoZ
vysledkem je inhibice tvorby diacetylu [5]. V tom-
to pfipad& potlafuje produkt, pop¥. reak&ni mezi-
produkt, svou vlastni syntézu inhibici pro ni ne-
zbytného enzymu.

Naopak, obsahuje-li mladina malo valinu, nebo
je-li jeho podil sniZen asimilaci bakteridlnimi kon-
taminanty, jsou kvasnice timto stimulovdny synte-
tizovat valin a v této souvislosti i diacetyl. Velky
vyznam zde tedy mé& jednak biologickd C¢Cinnost
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kvasnic a jednak schopnost jejich rfiznych kment
asimilovat valin z mladiny. Uvddi se, Ze nejvétsi
produkce diacetylu je u kmend, které valin nejméné
asimiluji. Podobny mechanismus jako pFi syntéze
valinu se uplatfiuje i pFi syntéze izoleucinu. Ved-
lejgim produktem je zde homolog diacetylu 2,3-pen-
tadien, jemuZ se pFipisuje vznik uréitych rozdild
mezi aromatem piva a skutefnym obsahem diace-
tylu v pivé [5].

Kvasnice se vyznacuji schopnosti redukovat di-
acetyl, ktery vytvoFily bshem Ilogaritmické faze
riistové k¥ivky. Po dosaZeni maxima, které je zdvis-
I&é na podminkdch vedeni kvasného procesu, je re-
dukéni schopnost kvasnic rovngZ ovlivnéna kme-
novymi vlastnostmi. Variabilni je i doba, po kterou
tato redukce probiha. Obecng plati, Ze &im intenziv-
né&ji kvasnice kvasi, tim vice diacetylu se tvofi, a
tim rychleji jej kvasnice redukuji. Pro tuto schop-
nost se naopak kvasnic pouZivd jako prostfedku
k sni¥ovdni obsahu diacetylu v pivé. Doporutuje se
priddvat k pivu bud samotné kvasnice, a to v mnoz-
stvi asi 120 aZ 300 g/hl nebo krouZzky, nebo z po-
loviny misit pivo obsahujici vy38i koncentraci di-
acetylu s Cerstvou mladinou a zakvasit normalni
davkou kvasnic [7]. Tuto vlastnost si v3ak podrZuji
jen Z#ivé burky, které redukuji diacetyl na 2,3-bu-
tylenglykol.

Do znatné miry zde zAaleZi i na tom, zda jde o typ
pragkovity & krupi&kovity. Praskovité kvasnice
maji vétsi kontakt s mladinou a proto mohou efek-
tivnéji redukcénd pfisobit [8]. Brenner [9] upozor-
nil, #e kvasinky, ktera maji sklon ke sporulaci,
produkuji zvysend mnoZstvi diacetylu a acetoinu
koncem hlavniho kvaZeni. Je tedy zPFejmé, Ze vel-
kou dileZitost ma zde vyb&r a pouZiti vhodnych
kvasniénich kmeni. Proto se néktefi autofi zabyvali
otdzkou detekce kvasnitnych variant v souvislosii
s redukénimi vlastnostmi bun&k a tvorbou diacetylu
[1]. Princip testdi spocival ve vyhodnocovani re-
duké&nich schopnosti kvasniénych izoldtdi na pev-
nych pidach, obsahujicich jako indikdtor bud
bromkrezolovou zeleii, nebo 2,3,5-trifenyltetrazo-
lium chlorid. Zjistdnd mira redukéni schopnosti
byla v korelaci s tvorbou diacetylu. V této souvis-
losti je v8ak nutno se zminit o respirafné deficient-
nich mutantech pivovarskych kvasinek, u nichZ se
lze setkat se sniZenim rfstu rychlosti a naopak,
se zv§Senou tvorbou diacetylu. Tyto mutanty se de-
tekuji obdobnymi testy, jaké jiZ byly uvedeny [1,
10]. Nejsou bez praktického vyznamu i pokusy
0 zvySeni reduké&ni aktivity v pivé aplikaci enzymu
pFipraveného z kultur Aerobacter aerogenes. Jde
o spacifickou reduktdzu, kterd pfevadi diacetyl na
acetoin [11].

ProtoZe diacetyl vznikd pFedev3im bé&hem ana-
bolické faze kvasniéného metabolismu, miZe
v kvasnic nastat stimulace produkce diacetylu ja-
kymkoli zdsahem, ktery plisobi Pasteurlv efekt,
tzn., e zm&ny anaerobniho metabolismu v aerobni
a tedy také pfivod vzduchu & kysliku do prostiedi,
at jiZ pfimo nebo napf. pouhym michdnim nebo
pfeferpavanim mladiny h&hem kvaZeni, mohou pod-
porovat tvorbu diacetylu [12]. PoCateCni koncen-
trace Kysliku v mladiné nemd vliv na obsah diace-

tylu, vytvofendho p¥l kvaZeni. Bylo v3ak zjiSténo,
Ye aeraci kvasiciho média vzniklo v souvislosti se
zvy3enym riistem kvasnic 5 aZ 6krat vice diacetylu
[13]. Kyslik je tudiZ sekunddrnim faktorem, ktery
ovliviiuje tvorbu diacetylu pfi kvaSeni, pfitom ten-
to vliv neni uskuteiovdn prFimou oxidaci acetoinu,
nybrZ zasahuje metabolismus kvasinek a navozuje
tak zmény ve vyuZiti cukrii a aminokyselin.

Pomé&r mezi obsahem aminodusiku a zkvasitel-
nych cukrit v mlading je dal3im daleZitym fakto-
rem. KaZdé sniZeni koncentrace aminokyselin nebo
zvy3eni koncentrace cukrl miZe zplsobit zvy3eni
obsahu diacetylu v pivé. Tykd se to pFedevSim
vysokych ddvek surogace, kterd sniZuje obsah dusi-
katych sloufenin. Tim jsou kvasnice pfedem dispo-
novany k syntéze valinu, ktery je brzy spotfebovan,
a proto je stimulovéna tvorba diacetylu. Je pocho-
pitelné, Ze zde mohou mit uréity vyznam i zmény

‘ve sloZeni aminodusiku sladu v zdvislosti na jeho

rotniku. Je v3ak nutno se zminit jeSté 1 o pozitiv-
nim vlivu chmelovaru na zvy3eni obsahu valinu
v mladiné [14]. Vy88i tvorbu diacetylu ovliviiuje
i zplisob vedeni hlavniho kva3eni, a to zejména
teplé vedeni a vy&8i zdkvasna davka. Za téchto pod-
minek se kvasinky pro kratsi generacni dobu rych-
leji rozmnoZuji, a to vede opét k v&t3i syntéze va-
linu a proto i diacetylu. ZileZi tudiZ na tempu,
v jakém je dosaZeno v daném pfipad& maximdlniho
pFirfistku biomasy [12]. Kromé& toho se uvadi, Ze
vzhledem k obsahu diacetylu v mladém pivé neni
vhodné opoZdéné sudovdni mladého piva, jehoZ deka
se propadla a pivo, nechrdné&né del3i dobu dekou,
bylo vystaveno oxidadnimu téinku vzduchu [7].

Pohled na otdzku oxidace acetoinu na diaceiyl je
vSak u rfznych autorii odli¥ny. Proti ndzoru, Ze
jde o pfimou oxidaci [15, 6] stoji negativni zjis-
téni [13, 16]. Pravé tak se lze setkat s nazory, Ze
v kvasicim médiu neexistuje pfimy vztah mezi ace-
toinem a diacetylem [9, 16, 17].

Dalsim faktorem, ovliviiujicim tvorbu diacetylu
a acetoinu b8hem kvaZeni, je zplisob propagace va-
reénych kvasnic. V tomto smérua se jednotlivé kme-
ny mohou projevovat odliSn&. Kringstad [17] zjistil,
Ze vy$si produkce diacetylu byla zaznamenéna vidy
v kulturdch zakva3enych kvasnicemi, které byly
pomnoZeny za stalého michdni kvasiciho média,
neZli v kulturdch s inokulem, pFipravenym za sta-
ciondrnich podminek.

Uvéadi se, Ze diacetyl vznikd b&hem logaritmické
tdze metabolismu kvasnic. Tato zéavislost byla ové-
Fena Setfenim ohsahu diacetylu p¥i hlavnim kvaSeni
za b8Znych provoznich podminek. Diacetyl se sta-
novil metodou podle Brennera [9]. Je zZnadmo, Ze
angliéti vyzkumni pracovnici Maule a Portno [13,
19] davaji pFi sledovani diacetylu v kvasici mla-
diné pfednost plynové chromatografii pfed b&Znymi
destilatnimi metodami jako je Brennerova, s po-
ukazem na to, Ze tyto ddvaji v odebiranych vzor-
cich vy88i hodnoty neZ plynovd chromatografie.
Koncem hlavniho kvaSeni v mladych a hotovych pi-
vech nezjistili v8ak oba autofi pFi pouZiti obou
typll metod Zadné rozdily. Pfesto v3ak se lze do-
mnivat, Ze aplikaci b&Zné destilaéni metody lze
spolehlivé uréit tendenci prabéhu tvorby této sloi-
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Obr. 1. Produkce diacetylu pri hlavnim kva¥eni [max.
teplota 8,5 °C)

ky. Vysledky nékolika SetF¥eni potvrdily skute&nost,
ze maximum diacetylu vznikd pfi intenzivnim ristu
a kvasné &innosti pivovarskych kvasinek a potom
postupné pro jejich redukéni €innost klesa (obr. 1).
Pri dokvaSovani se pak ze stejnych divodd ddle
postupné sniZuje obsah diacetylu v pivé.

Jak jiZ bylo uvedeno, do jisté miry ovliviiuji tvor-
bu diacetylu podminky vedeni kvasného procesu.
Jsou to zejména vy33i teploty, které jsou pFiznivé
pro vznik vy33ich koncentraci diacetylu v prostiedi.
B&hem Ctyrtprovoznich a provoznich zkou3ek,
v nichZ je sledovén vliv vy3Sich teplot kva3eni na
biochemickou ¢&innost kvasnic, byla ve viech p¥i-
padech zjiSténa u mlad§ch piv z teplého vedeni
vy88i koncentrace diacetylu ve srovndni s pivy,
vyrobenymi za b&Znych podminek. V hotovych pi-
vech byl diacetyl v obou p¥ipadech vidy zreduko-
van do té miry, Ze ve vét§ing pfipadd nebyly mezi
pivy ze studeného a teplého vedeni zjidt&ny rozdily
anebo byly zanedbatelné (tabulka 1).

Tabulka 1
Vliv teploty na produkci diacetylu

| !

Tabulka 2

Vliiv kmenit na produkcei diacetylu

Kmen ‘r Max. teplota | Obsah diacetylu v mg/1
‘ pti kvaseni mladé pive hotové pive
°C 10°
A 0,72 0,50
F 13 0.68 0,35
H 1,16 0,83
U 1,45 0,50
B 14 1,83 0,64
C 2,10 0,72

Pokud jde o kmenové difersnce v produkci dia-
cetylu bZhem teplého vedeni, byly tyto sledovdny
u Sesti kvasniénych kmenfl. V prvni sérii Ctvripro-
voznich zkouSek byly porovndny kmeny oznafené
jako A, F a H. Kmen H produkoval nejvice diace-
tylu, a to bylo potvrzeno i laboratornim porovna-
nim uvedenych kmenfi. Rovné&Z hotové pivo obsa-
hovalo relativng nejvy38i koncentraci diacetylu
(tabulka 2). Ve druhé sérii bylo provedent srov-
nani kmenQ B, U a C. Nejvice diacetylu vytvofily
kvasnice C, po nich nésledoval kmen B a pomérngé
nejni?$i produkce byla zaznamendna u kmene U.
V hotovych pivech byl obsah diacetylu v pfipadé
kvasnic € poné&kud vy33i proti dvéma dalSim po-
rovndvanym pivim (fabulka 2). Z uvedeného je
tedy zFejmeé, Ze existuji prokazatelné rozdily v tvor-
bg diacetylu u jednotlivych kmend pivovarskych
kvasinek, avSak je zapotfebi vZdy pFihliZet i k ostat-
rim podminkdm vedeni kvasného procesu.

Neni zajisté bez zajimavosti i porovnéni urti-
tého poétu vzorkd piv rfizné stupiiovitosti a pro-
venience, pokud jde o ohsah diacetylu (tabulka 3).
Provedené analyzy prokéazaly, Ze zhruba v polo-
ving poftu vySetfovanych vzorkll byla stanovena
nizkd koncentrace diacetylu, popf. nebyla jeho pf¥i-
tomnost vilbec dok&zdna. U ostatnich vzorkll byly

Tabulka 3
Obsah diacetylu v rizngeh vzorcich piv
I

Zkouska : Max. teplota|  Obsah diacetyln v mg/l
i pfikvadeni |© T
{ °C l mladé pivo | hotové pivo
L | | 10°
Civriprovozni 9.0 0,60 0,20
] 12,0 0,79 - 8,24
Crvrtprovozni 8,7 0,51 0,31
15,0 0,73 0.31
Provozni 8,4 0,55 0,35
12,9 0,70 0,38
Provozni 8,5 0,46 0
11,1 1,01 0

Vzorek mg diacetylu/l
|
Zdvod 6. 1
7° 0,58
10° 0,14
Zdvod &. 2
° 0
10° 0,10
12° 0.14
10° tmavé 0,97
Zdavod €. 3
i 0
10° 0
12° 0
Zdvod 6. 4
10° 0,99
12¢ 0,97
Zdvod 8. 5
10° 0,65
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zji§tény hodnoty vyssi, neZ jaké pripousii zahranic-
ni liceratura. N&medti autofi udavaji jako mezni
hodnotu 0,20 a# 0,25 mg diacetylu v litra piva, ame-
viéti 0,35 mg/l [3].

Je nutno uvést i naSe zkuSenosti z organoleptic-
kych zkouSek piva s vy33im obsahem diacetylu.
U 10° piva s 0,35 mg diacetylu v litru, pravé tak
jako u piva téZe stuplovitosti s 0,99 mg diacelylu
v litru, nebyly zjistény chutové zavady. Naproti
tomu u téhoZ piva, aviak s 1,5 mg/l a ddle pak
s 2,0 mg/l a vice byla zaznamendna zhorSend chut
a vang, v mife zavislé na koncentraci diacetylu.

7 uvedeného vyplyva, e mezni hodnoty diacetylu
v pivé, uddvané zahranifnimi autory, by nebylo
spravné aplikovat pFi hodnoceni na3ich piv, kde ze-
jména vys&i obsah hofkych chmelovich latek miZe
byt pfidinou pFekryti chutovd a aromaticky nepfiz-
nivych Géinkd pfitomného diacetylu. Jist& by bylo
tPeba vénovat pozornost i obsahu acetoinu, o némz
se uvadi, Ze v pFitomnosti i nizké koncentrace di-

acetylu mitZe jeho zvySené mnoZstvi phsobit chu-
tové zavady piva.
Otdzku obsahu diacetylu v pivé je tedy tieba po-

suzovat v souvislosti s obsahem ostatnich tékavych
latek.
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ITpusoanTes 0030D HOBEHINHX B3IV~
a0 wa ofpasoBanMe  nHAlleTHIA
B MuBe, JOMOJAHEHHBIH pe3yJdbTaTaMH
IKCMePHMEHTANEHO-HCC/Ie 10BATEAbCKHX
pafor aBTOpa, H3YYaBIIETO BJHAHHE
pAaZHBEIX  TEeMIEDATYPHBIX  PeKHMO3
(pepMeHTalHH, PA3HBIX IHTAMMOB, CO-
¢cTapa MHBA, €ro [POHCXOMIEHHS H
KpenocTH. M3syuaemple copra  TiHBa
CpasHMBAJHCE TAaKKe 110 OPraHOJENTH-
YeCKAM TIOKA3ATESIM,

DIACETYL BEI DER HAUPT- UND
NACHGARUNG DES BIERES

Es wird eine Ubersicht der gegen-
wortigen Erkenntnisse aul dem Ge-
biet der Diacetylbildung im Bier ge-
geben. Die Autorin berichtet wei-
ter iber eigene experimentale Er-
fahrungen aufgrund von Analysen
kalt und warm gefiihrter Biere, die
mit verschiedenen Heifestimmen ver-
gart wurden, iiber die analytischen
Werte bei Bieren verschieder Gré-
digkeit und Provenienz, sowie auch
diber Ergebnisse der Verkostungs-
proben.

FORMATION OF DIACETYL DURING
FERMENTATION AND AFTERFER-
MENTATION OF BEER

After a brief summarization of re-
sults published in literature the
authoress presents her own con-
clusions on the formation of diace-
tyl based upon a series of experi-
ments covering the effect of cool
and warm fermentation, applicat-
ion of various yeast strains, com-
position of beer, its origin and
strength. Organoleptic tests were
also included in the research.




