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Jako jeden z hlavnich tGdajfi pro popis procesu
v cylindrokodnickych tancich (CKT) se uvadi mnoZ-
stvi diacetylu, respektive vicindlnich diketoni
(VDK), které ovliviiuji organoleptické wvlastnosti
piva, a to zejména v souvislosti se zavdd&nim ino-
vatnich a intenzifikadnich postupii, V soudasnosti
jsou velkoobjemové CKT v zahrani¢i nejroziifensj-
Sim zafizenim fermenta&ni &&sti vyroby.

Literarn& byla publikovdna Ffada postupil, ktery-
mi lze €astedné hladiny t&chto ldtek ovlivnit. Pie-
deviim se jednd o tpravu fermentadnich podmi-
nek, optimélni sloZeni mladiny a fadu dal&ich tech-
nologickych zésahil. V posledni dob& nastupuji kon-
strukce novych kmenil kvasinek pomoci genovjch
manipulaci s cilem Gpravy enzymového aparétu,
zodpové&dného za tvorbu a redukci VDK. Tyto tpra-
vy poskytuji nové moZnosti p¥i sniZovéni hladiny
diacetylu.

1. VYZNAM VDK V ORGANOLEPTICKE KVALITE
PIVA

Diacetyl a 2,3-pentandion jsou pf¥irozenymi pro-
dukty metabolismu kvasinek ovliviiujicimi chut a
aroma piva. Dosud byla publikovédna rozsdhla fada
Zprav s Casto zésadn® odlisnymi zdvéry s rozdil-
nym dopadem na sledovanou problematiku [1].
Diacetyl byl objeven jako produkt ldtkové p¥emdny
poprvé v roce 1928 u smiSené kultury Streptococ-

cus cremoris a Streptococcus lactis subsp, diace-
tylactis [2]. V pivu byl poprvé objeven a stanoven
Schimwellem [3]. V fad& potravinafskych oblasti
na rozdil od pivovarstvi je diacetyl a jeho zvysena
koncentrace poZadovdna a intenzivné& se zkoumaijf
moZnosti a podminky stimulace jeho tvorby.

Pivu naopak ve vy38ich koncentracich propijéu-
je nepfijemnou chut, oznafovanou jako diacetylo-
vd, méselnd, medovd aj. [1, 4, 5]. Obecné se pova-
Zuje koncentrace diacetylu mezi 0,1—0,2 mg.1-*
a v pivech typu ,Ale“ 0,1—0,4 mg.1"! za nejvy3ssi
pfipustnou hranici. Prahovd hodnota pentandionu
je pribliZn& desetindsobnd, v rozmezi 1,0—1,5 mg.
.1-1. B&Znéd koncentrace v Fad® naSich i zahranié-
nich piv je ni#3f neZ 0,2 mg.1-? diacetylu a 0,01—
—0,08 mg.1-! pentandionu.

2. ZAKLADNI SCHEMA TVORBY VICINALNICH DI-
KETONU, PREDEVSIM DIACETYLU

Dlouhou dobu se pfedpoklddalo, Ze diacetyl se
tvofi oxidaci z acetoinu. Tato cesta byla navrho-
véna pro kvasinky i bakterie. Dnes je ji¥ jedno-
znafné prokézéno, Ze pivovarské kvasinky nejsou
schopny takto diacetyl produkovat [6, 7]. Diacetyl
se tvofi z g-acetolaktdtu, kter§ je meziproduktem
isoleucin-valinové drdhy v kvasniéné bulice, V#tsi-
na g-acetolaktdtu je metabolizovdna uvnit¥ buiiky
na valin a leucin, zatimco malé mnoZstvi zlist4vd
v mladin& a je konvertovdno na diacetyl oxidativni
dekarboxylaci bez enzymové Gdasti [8].
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Redukce diacetylu je znacné& zdvisld na fermen-
taénich podminkach a kombinaci nésledujicich re-
akci:

1 — tvorba acetohydroxykyselin,
2 — tvorba diketonli z acetohydroxykyselin,
3 — redukce vicindlnich diketonf.

2.1 Biosyntéza valinu, isoleucinu a leucinu

Diacetyl a pentandion jsou tvofeny z acetolaktéa-
tu a acetohydroxybutyrdtu — prvnich intermedidtd
v biosyntetické dréze pro isoleucin a valin. Bio-
syntetickd drdha vedouci od threoninu a pyruvétu
k isoleucinu a valinu je katalyzovédna péti enzymy.
Geneticky byly identifikovdny pro v3echny enzy-
mové reakce s vyjimkou posledni (transaminace]).
U Saccharomyces cerevisiae kaZdy z enzymi kata-
lyzujicich prvni &tyfi reakce v biosyntetické draze
isoleucinu a valinu je kodovén prostFednictvim se-
pardtnitho genu. Jednd se o geny znalené ILVI,
ILV2, ILV5 a ILV3 [9] — tab. 1.

Tabulka 1. Umisténi geni a jejich informace

aliza ”
o na Igll:'olmoscgmu Kéduje
ILV1 A" threonin deaminasa TD
acetohydroxykyselina
ILV 2 XIII synthasa AHAS
acetohydroxykyselina
ILV5 XII reduktoisomerasa RI
dihydroxykyselina
ILV3 X dehydrasa DHA

Jednou z cest vedoucich k ziskdni kmend, které
neprodukuji vicindlni diketony, je izolace kmeni
deficitnich v ILV2 a ILV1 genu, coZ eliminuje tvor-
bu prekurzori diketonfl. Jinou moZnosti redukce
diacetylu je zvySeni hladin a aktivity RI a DHA.
Hladiny t&chto enzymii mohou byt zv§Seny inzerci
dodateénych kopii genli kédujicich tyto enzymy,
coZ vede ke vzriistu toku intermedidti acetohydro-
xykyselin ve smé&ru tvorby valinu a isoleucinu, nebo
kvasinky se zvySenym obsahem DR. Dal3f moZnos-
ti je pfimad konverze acetolaktdtu na acetoin pro-
stfednictvim acetolaktdt dekarboxylasy ALDC vne-
senim genu pro tento enzym do kvasinkové buiiky
[8].

AHAS podléhéd v regulaci ob&ma kyselindm — va-
linu a isoleucinu. Jsou-li v médiu pfitomny v pfe-
bytku, dochézi k represi a syntéza je inhibovéna.
JestliZe valin a isoleucin brzdi syntézu acetohyd-
roxykyselin, sniZuje se tvorba diacetylu a pentan-
dionu. To je diivod, pro¢ u mladin chudych na tyto
aminokyseliny méZe vznikat zvySené mnoZstvi vi-
cindlnich diketond.

Valin mé specificky dfinek na inhibici tvorby
acetolaktdtu [10]. SouCasné nédzory na inhibici
AHAS nejsou jednotné. Shodn& se uvéadi, Ze jeho
piidavek v priibdhu fermentace piisobf preventivné
proti tvorb& acetolaktdtu [11]. Narziss et al. [12]
uvadsji, Ze absorpce aminokyselin v prib&hu utili-
zace substrdtu probihd rozdiln® a nemusi se kryt
s potfebou kvasniéné buiiky, proto k syntéze va-
linu a isoleucinu dochézi i v pritb&hu kvaSenf. PTi-
davek valinu &4stetnd potlaluje utilizaci aminoky-
selin skupiny C [37] (klasifikace podle Jonese a
Pierce [368]). Byla vyslovena domné&nka, Ze vzriist
obsahu kysliku v médiu stimuluje tvorbu diacetylu
v diisledku rychlejsiho vy&erpavani valinu z média
[38]. SniZeni kone&ného obsahu diacetylu pfidav-
kem valinu do média se opird o zdrZeni zatatku
jeho tvorby v priib&hu fermentace. Pridavek jinych
aminokyselin v&etn& isoleucinu nemusf mit vliv na
jeho obsah.

2.2 Odbourédvéni acetohydroxykyselin a pFemé&na
acetolaktétu na diacetyl

Neenzymova pieména acetolaktdtu na diacetyl
v mlading, oxidativni dekarboxylace, se d&je podle
kinetiky prvého fddu a je nezévisld na pfitomnych
kvasinkéch. Diacetyl je inkorporovdn do builky a
redukovdn na acetoin, popf. 2,3-butandiol [8, 20,
22]. Tato zm&na z4visi na typu a enzymovém vyba-
veni kvasniéného kmene.

2.2.1 Vyznam a piusobeni enzymit AHAS a TD

Jeunehome et al. [13] studovali auxotrofni mutanty
(valin — leucin — isoleucin) sniZujici hladinu TD
(ILV1) a AHAS (ILV2). ILV2Z mutanty nebyly
schopny produkovat vicindlni diketony, jejich fer-
menta&ni schopnost vSak byla ovlivn&na niZ3i uti-
lizaci maltosy a maltotriosy za teplot pod 20°C.
Aktivita AHAS pfFi kvadeni je inhibovédna valinem a
syntéza soufasnd reprimovéna valinem, leucinem
a isoleucinem [14]. Uvedeni autofi dosp&li k z&-
véru, e AHAS byla inhibovdna pouze L-valinem,
#4dn¢ z ostatnich produktll cesty v&tvenych ami-
nokyselin nem&1 vliv na jeji aktivitu (inhibice va-
linem byla nekompetitivni vzhledem k pyruvéatu).
AHAS je té% specificky inhibovédna herbicidem Sul-
fometuron Methyl (SM). Nésledn& u kmene Saccha-
romyces cerevisiae byly zm&ny v oblasti ILV2 genu
dominantni [39]. V naSich podminkédch byly pf¥i-
praveny rezistentni mutanty kvasinek k herbicidu
Chlorsulfuron (du Pont de Nemours & Co, U.S.A),
obdob& SM. Pracuje se na konstrukci plasmidu pro
produkci anti-ILV2 RNA [40].

Pivovarské kvasinky utilizuji pfi fermentaci
threonin rychleji, zatimco spotfeba mastnych ky-



KVASNY PRUOMYSL
rof. 37/1991 — &slo 5

131

selin je mnohem pomalej$i a aZ po uréité dasové
prodlevé [15]. Postup p¥i syntéze bilkovin se musi
piizplsobit potFeb& nebo spotFeb& aminokyselin,
pfitemZ dileZitym enzymem této syntézy je pravs
TD. Jeji plisobeni na zatatku syntézy je brzdéno
isoleucinem, v podstatd se jednd o allosterickou
regulaci vzniku kone&ného produktu [13]. TD vy-
kazuje u Saccharomyces cerevisiae f¥adu shodnych
vlastnosti s analogickym bakterialnim enzymem
(pH optimum, sigmoidni charakter v z4vislosti na
substratu-threoninu).

2.2.2 Vyznam a pisobeni enzymii DHA a RI

ZvySeni aktivity t&chto enzymi vede ke sniZeni
hladiny acetolaktétu, prekursoru diacetylu, a tim
1 néslednému sniZeni hladin VDK. Analyza ILV en-
zymi prokézala, Ze RI a DHA jsou rychlostng limi-
tujicim krokem biosyntetické drahy mastnych ky-
selin a mohou pfispivat k nadprodukci VDK. P&ti-
nasobny aZ desetindsobny vzrist aktivity RI zpfiso-
bil sniZeni produkce VDK o vice ne# dv& tfetiny.
PFi prfidavku mastnych kyselin v koncentraci 0,1
mg.1"! k minimadlnimu médiu se sniZila hladina
DHA o 50 % [15].

2.2.3 Vjznam a piisobeni enzymu ALDC

Piimé konverze acetolaktitu na acetoin je ka-
talyzovdna enzymem acetolaktdat dekarboxylasou-
ALDC. V soutasné dob& se jednd o nejpouZivansjii
typ mutace. P¥idavek ALDC k zakva3ované mlading
nebo mladému pivu mbZe vyrazn& zmé&nit a redu-
kovat tvorbu diacetylu a tim umoZnit i kratsi dobu
leZeni. Tento enzym nebyl dosud v kvasinkédch a
eukaryontech nalezen. Alternativni metodou kvaseni
je aplikace pivovarskych kvasinek s geneticky ko-
dovanou nadprodukei enzymu ALDC [17]. Goehling
a Stahl [18] provedli expresi ALDC ze Streptococ-
cus lactis subs. diacetylactis do Escherichia coli.
Z acetolaktatu vznikl jen acetoin, nikoliv diacetyl.
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Obr. 1. Tvorba a odbourdni diacetylu kvasinkovou buri-
kou (42)

DA — diacetyl, ALDC — acetolaktdt dekarboxylasa,

Al — acetolaktdt, Pyr — pyruvdt

Sone et al. [19, 20] transformovali plasmid DNA
obsahujici ALDC z Enterobacter aerogenes do Sac-
charomyces cerevisiae. Pivovarské kvasinky de-
gradovaly acetolaktat, sniZilo se mnoZstvi diacetylu
na jednu ¢&tvrtinu oproti pivodni hodnotd. Aktivita
ALDC poklesla pétkrat pfi tietim nasazeni a udr-
Zela se aZ do desdtého nasazeni. Godtfredsen et
al. [21] izolovali ALDC z Bacillus licheniformis.
Pridavek enzymu vedl k redukci celkového diace-
tylu pfibliZn& na polovinu.

V pivovaru Carlsberg izolovali ALDC z Enterobac-
ter aerogenes. Enzym nechali phsobit 24 hodin ve
spilce pri 10°C. Po dvou dnech se pivo filtrovalo
a stdaCelo. Do3lo k redukci diacetylu asi o jednu
desetinu oproti kontrolni sadé [1, 22].

2.3 DEGRADACE DIACETYLU

“Metabolismus rozpadu diacetylu jeho enzymovou
redukci podrobné& studovali Galzy et al. [23]. Stu-
dium haploidniho kmene Saccharomyces cerevisiae
o potvrdilo, Ze diacetyl i acetoin byly redukovany
akci jednoho a téhoZ enzymu, ktery uvedeni au-
tofi nazvali ,,diacetyl-acetoin reduktasou“. U kme-
ne Saccharomyces uvarum a DR redukovala diace-
tyl na acetoin a AR acetoin na butandiol. Aktivita
téchto enzymi byla studovdna za aerobnich i an-
aerobnich podminek. Diference mezi t&émito dvéma
kmeny byla pfekvapujici, protoZe oba byly ziskany
ze stejného asku i ze stejné meiose. Rozdily po-
zorované mezi kmeny ,n“ a ,a“ jsou dilezité
Z primyslového hlediska. Jeden z kmend transfor-
moval dlacetyl ve dvou krocich na 2,3-butandiol,
zatimco druhy pouze na acetoin, coZ pFedstavuje
moZnou diferenciaci ardmatu a zmén p¥i sklado-
vani piva. K obdobnym vysledkim rozdé&leni aktivit
mezi DR/AR dospéli i Legeay et al. [41].

2.4 VINIK A REDUKCE ACETOINU

Tvorbu a odbourdvdni acetoinu v prib&hu fer-
mentace sledovali Haukeli a Lie [25, 26, 27, 28].
Hlavni dobu fermentace klasifikovali dv&ma sepa-
rdtnimi fdzemi a maximum tvorby acetoinu nazvali
»bodem metabolické zm&ny“. Vzestup a redukce
byly ovlivnény sloZenim mladiny, mnoZstvim ino-
kula, typem kvasni¢ného kmene i p¥itomnosti kys-
liku. V prvni fazi fermentace je acetoin exkretovan
do média, ve druhé fazi pak absorbovin buiikou a
redukovdn na 2,3-butandiol. Redukce je vy33l nez
exkrece. Krdtce po ,bodu metabolické zmény“ se
dosdhlo i maxima acetolaktitu.

3. VLIV TECHNOLOGICKYCH FAKTORU NA OB-
SAH VICINALNICH DIKETONU

Rychlost redukce diacetylu je p¥imo Gm&rna jeho
ndslednému metabolismu v kvasinkéch, proto i jeho
vy38i hladina miZe byt v prabshu fermentace od-
stranéna [29]. Bylo zji§t&no, ¥e potencidlni rychlost
odstranéni diacetylu v pritb&hu fermentace je nej-
méne desetkrat vy33ine¥ potencidlni rychlost tvor-
by acetolaktdtu [30]. KvasniZné kmeny skladované
po dlouhou dobu nebo p¥i vysoké teplotd, resp. pfi
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nedostatku nutri¢nich faktorli nejsou schopny pro-
vést redukci VDK dostatecné. Diacetyl pridany pred
koncem fermentace je mnohem méné redukovan nez
na jejim po¢atku, nebot rychlost metabolismu je sni-
Zena. Rychlost redukce se zvysuje, jestliZe jsou kva-
sinky rovnomé&rné& suspendovany v médiu, slabé dis-
pergované kvasinky provddé&ji redukci méné inten-
zivné [31]. Inoue [32] uvadi, Ze zmé&ny v koncentraci
kvasinek jsou tak zfetelné za tradi¢nich podminek
leZeni, Ze hladina vicindlnich diketonl Casto vice
zévisi na flokulaénim charakteru pouZitého kme-
ne neZ na teploté v priib&hu leZeni a zréni piva.
Vys3i zdkvasnd davka a teplota mohou v Ffadé& pii-
padli sniZit obsah diacetylu v pivu a pouZivaji se
téZ ke zrychleni fermentace. Byl patentovédn zplisob
kvaseni s vysokou zdkvasnou dévkou za relativné
nizké teploty, kterd vzrostla aZ po vyuZiti vétSiny
sacharidickych sloZek. Tim se sniZila tvorba aceto-
hydroxykyselin a zrychlil se jejich rozpad a re-
dukce [1]. Rada praci se zabyvd vhodnym sloZe-
nim mladiny z hlediska tvorby a redukce diacety-
lu. Shodn& doporuduji dostatetny obsah valinu
v mladin&, naopak vysokad surogace a nizky obsah
dusikatych latek nebo pouZiti nevhodného sladu
s nizkym obsahem aminokyselin Casto vede k vy-
sokym hodnotdm diacetylu [30]. Vliv koncentrace
aminokyselin v mlading& na tvorbu t&kavych latek
je vyrazngjsi v pripad& aerobni fermentace oproti
anaerobni.

Aerace zakvaSené mladiny b&Zné& neovlivni vzriist
hladiny diacetylu, aviak podporuje zvySeni akti-
vity kvasinek a tedy i produkci acetolaktdtu v po-
t4te¢nich féazich kva3eni. ZvySend aerace pfi sou-
tasném poklesu redox-potencidlu miiZe zpilsobit
nériist diacetylu, Tato situace nastdva vice u leZa-
kit neZ u svrchn& kvaSenych piv v diisledku vy3si
rozpustnosti kysliku za niZ3ich teplot [7]. Hladina
kysliku v leZackém tanku je ¢asto kolem 0,8 mg.
.11, coZ posta®i k produkci aZ 4 mg.1-! diacetylu.
Nebezpeti aerace se zvySuje také pfi filtraci. Nizky
obsah kysliku pii zakvaSovani neni kriticky, pokud
nevede ke zpomaleni fermentace. Diisledky pfistu-
pu vzduchu na zatdtku fermentace 1ze potlacit ak-
tivnim riistem kvasinek a zrychlenim metabolismu,
dokud nejsou jestd zcela vyCerpdny zdsoby zkva-
sitelngch sacharidii, Provzdu3né&éni na konci fer-
mentace prakticky vZdy zpilisobi vzestup diacetylu.

JestliZe priméarni fermentace probihd za vyssi
teploty, pak leZeni miZe byt znafn& zkrédceno a
obecn& udrZeni relativn® vysoké teploty na konci
hlavniho kva$eni zarutuje nizky obsah vicinélnich
diketontl. Jsou-li rozloZeny v3echny acetohydroxy-
kyseliny pted pasteraci a skladovédnim, hladina di-
acetylu je minimélni za pFedpokladu, Ze pivo ne-
bylo kontaminovéno. Pasterace urychluje rozklad
acetolaktatu, navic je ¢asto pFitomen vzduch v hrd-
lovém prostoru ldhve, coZ miiZe zpiisobit vzestup
diacetylu.

Hoffman [33] sledoval zmé&ny vicindlnich dike-
ton@t v CKT. Stanovil celkovy diacetyl jako volny
diacetyl a pfem&n¥ny acetolaktdt. Obsah g-amino-
dusiku by nemé&l byt v zakvaSované mlading men3i
neZ 200 mg .1, obsah kyslfku 6—8 mg .1-1. Pokles
nasycenf mladiny kyslikem z 8,0 na 0,8 mg.1-! na

zatatku fermentace vedl ke EtyFnésobnému zvySeni
hladiny diacetylu na jejim konci. Obsah zinku by
nemé#l] klesnout pod 0,15 mg.1~%. Jako b&Znou dév-
ku kvasnic uvadi 20—22.10° bun&k na mililitr.
S po&tem vedeni se mnoZstvi diacetylu zvySovalo a
maximdlni tvorba se ¢&asové posouvala. U piva
s nadmérnym obsahem diacetylu doporutuje Hoff-
man ohfev na 20°C a,fezdni“ varky pfi soutasném
krouZzkovani kolem 10 %.

Pii kvaseni v CKT tlak oxidu uhli¢itého redukuje
tvorbu vyssich alkoholdl a m4 vliv i na profil VDK.
Oxid uhli¢iy redukuje kvasni¢ény riist, aviak nema
vliv na glykolyzu [34, 35]. Nejvyraznéji se tato
tendence projevila pfi tlaku 0,1 MPa. Pfi 0,05 MPa
byl vliv tlaku jiZ prakticky nevyznamny. Pravdé-
podobn& oxid uhli¢ity v tomto tlakovém rozmezi
ovliviiuje fermentaci nepfimo prostFednictvim inhi-
bi¢niho efektu na Kkvasnitny riist neZ p¥fimym pii-
sobenim na metabolismus glykolytické cesty. Za-
timco rychlost fermentace pFi tlaku 0,05—0,1 MPa
je ovlivnéna jen mirn&, absorpce aminokyselin a
produkce mnoha senzoricky vyznamnych latek je
stimulovdna, Utilizace aminokyselin asparagoveé,
glutamové, threoninu nebo lysinu neni v tomto
tlakovém rozmezi prakticky ovlivnéna, zato ab-
sorpce valinu, isoleucinu a leucinu je progresivné
redukovédna. Tlak oxidu uhli¢itého nemd vliv na
absorpci aminokyselin skupiny ,,A“ [36] a pota-
teéni utilizace volného aminodusiku ziistdva prak-
ticky neovlivnéna. Utilizace aminokyselin skupiny
,B“ je brzd&na.

4, ANALYTIKA VICINALNICH DIKETONU

Metodika EBC uvadi spektrofotometrické stano-
veni diacetylu reakci s 1,2-fenylendiaminem po
pFedchozi destilaci vzorku s vodni pdrou nebo sta-
noveni metodou plynové chromatografie.

Diacetyl je moZno déle stanovit spektrofotomet-
ricky po reakci s g-naftolkreatinem pfi 530 nm
nebo s g-naftolem a alkalickym kreatinem podle
Owadese [43], resp. upravenou metodou Drewsovou
[44].

Gjertsen et al. [45] upravili pro analytiku piva
Hetzelovu metodu [46] pro stanoveni diacetylu
v maésle. Delgado et al. [47, 48] uvéadéji modifikaci
oficidlni EBC metody a diskutuji vliv oxidu sifi€i-
tého pFi stanoveni diacetylu. Diacetyl lze stanovit
i fluorometricky. Metoda je zaloZena na derivatiza-
ci diacetylu s 2,3-dimethylbenzochinozalinem a
méFenim absorbance p¥i 365, resp. 435 nm [49].

Stanoveni diacetylu plynovou chromatografii
/GLC/ uké&zalo, Ze postupy vyZadujici zahFati vzor-
ku mohou poskytnout ¢asteén& zkreslené vysledky.
Inoue [50] uvadi za hlavni zdroj nériistu nekonver-
tované acetohydroxykyseliny. Pfiprava vzorku se
provadi head space technologii za pouZiti detek-
toru elektronového zédchytu ECD [4, 51, 52] nebo
plameno-ioniza&niho detektoru FID [53].

Ni&kteii autofi doporuuji Gpravu pH vzorku na
hodnotu 7,0 pfed vlastnim stanovenim z diivodu
inhibice prem&ny prekurzord na diacetyl. Jini na-
opak uvadsji, Ze pfi piidavku hydroxidu sodného
(¢ = 1 mol.1-?) bylo jen 50 % diacetylu v doka-
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zatelném mnoZstvi. Jako moZnou pfi€inu uvad&ji
vznik dimeru diacetylu [53].

Kolorimetrické metody dévaji hodnoty pro cel-
kové diketony v hotovych pivech pfiblizn& rovné
sumé individudlnich diketon@i ziskanych metodou
GLC.

Analytika diacetylu byla vyvinuta ¥adou autord,
jako nejspecifi¢t&j5i se jevi metoda GLC, ktera
v3ak vyZaduje néro&né piistrojové vybaveni. Spek-
trofotometrické metody nejsou zcela specificks,
avSak obraz tzv. celkového diacetylu, tj. diacetylu
a pentandionu, popf. prekurzord je z pivovarského
hlediska vhodnym ukazatelem [12]. Velkou v§-
hodou je jejich jednoduchost, men$i nédro&nost na
pFistroje a pracnost.

PowZité zkratky

AHAS — synthasa acetohydroxy kyselin (E.C. 4.1.3.18)
ALDC — acetolaktat dekarboxylasa (E.C. 4.1.1.5)
AR — acetoin reduktasa (E. C. 1.1.1.4)

BAT — aminotransferasa vétvenych
aminokyselin (E.C. 2.6.1.42)

DHA — dehydrasa dihydroxykyselin (E. C. 4.2.1.9)

DR — diacetyl reduktasa (E.C. 1.1.15)

RI — reduktoisomerasa acetohydroxykyselin
(E. C. 5.4.99.3)

D — threonin deaminasa (E. C. 4.2.1.18)

VDK — vicinalni diketony
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Volf, P.: Tvorba a redukce diacetyln v priib&hu kvafeni
a zréni piva. Kvas. priim., 37, 1991, & 5, s. 129—134,

P¥i fermentaci piva v CKT je diacetyl jednim z uka-
zateld priib&hu kva3enf a zr4nf piva. S tim souvisf i sna-
hy o sniZovanf jeho hladiny v pivu. V odborné literatu¥e
je publikovéna ¥ada zpfisobd ovliviiujicich jeho kon-
centraci — od klasické regulace fermenta&nich podmi-
nek a¥ po zmé&nu ernzymovych hladin kvasinek metoda-
mi genového inZenyrstvi. Nové selektivnf kmeny s vne-
senim genu acetolaktdt dekarboxylasy — E. C. 4115
nebo se stimulaci diacetyl reduktasy — E.C.1.1.1.5 po-
skytuji mo¥nost prudkého sniZeni hladiny diacetylu.
Dosud problémem u transformantd zfistdvd stabilita
kmene.

Proto tradi®ni mechanismy ovliviiujici jeho tvorbu —
teplota, tlak, sloZenf mladiny a rozhodujici mérou kvas-
ni¢ny kmen — jsou stdlym zdjmem v§zkumnfch praco-
vigf.
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Boawg, Il.: O6pasoBanHe M TNOHHKEHHe CONEPKHBAHHSA
JHaueTHaa B TeyeHHe cOGpa)kKMBaHHSA M BbIAEPKaHWA NHBA.
Ksac. npym. 37, 1991, Ne 5, crp. 129—134.

ITpu ¢epmentannn nuea B LIKT nnanerun spisercs OA-
HHM H3 MOKa3saTesnell Xola GpOXKeHHSs H CO3PeBaHHs NHBA.
C TeM CBI3aHO H CTPeMJeHHe K NOHHXKEHHIO €ro KOJHYecTBa
B nuse. B JnTeparype ny6iHKOBaH pAA cnocof0B, OKasbi-
BAIOLHX BJHSHHE HA €ro KOHIeHTPAIHI0O — OT KJacCHYec-
KOTrO peryJHpPOBAaHHS YCJOBHA ¢epMeHTAlHH Mo H3MEHeHHe
SH3MMHHIX YPOBHeli IDOXK¥Kell MeTOJNaMH TeHHON HHXKeHe-
pud. HoBne ceNleKTHBHBE INTaMMbl ¢ BHeceHHem TeHa
anertonaktar aekap6oxcuaasm — E.IL 4.1.1.5 nau ¢ crtE-
MymHpopaHHeM AHauerHn peaykrass — E. IL L.1.1.5
NPENOCTABARIOT BO3MOMKHOCTL PE3KOro NOHHIKEHHs YPOBHA
nuaneruaa. [Ipo6aeMolil 0 CHX TOP OCTaercs CTaGH/IBHOCTD
mramMMa TpaHcdopmaHTOB,

BcBAisH ¢ TeM TPajHIHOHHBle MEXaHH3MBbI, OKa3bBalollHe
pJHsiHHe Ha o6pa3oBaHHe JHalleTHJa — JaBjeHHe, Temme-
paTypa, cOCTaB OXMeJeHHOro cycjla H B pellaiouleii cre-
NeHH WWITaMM APOXIKeH HaXOlsTcsi B O6JAcTH MOCTOSHHO-
ro BHHMAaHHS HCCJEN0BATeNbCKHX HHCTHTYTOB.

Volf, P.: Formation and Reduction of Diacetyl During
Fermentation and Maturation of Beer. Kvas. prim., 37,
1991, No. 5, pp. 129—134.

Diacetyl is one of the important parameters of the fer-
mentation and maturation processes of beer in the cy-
lindro-conical fermentation vessels. The different proce-
dures of the keeping of low diacetyl concentrations in
beer are described in a literature. New selected yeast
strains with the incorporated gene of acetolactate decar-

boxylase — E.C. 4.1.1.5 or with the stimulated diacetyl
reductase — E.C. 1.1.1.5 permit a possibility of a strongly
lowered diacetyl level. However, the problem remaining
with these strains is their stability. Therefore, the pa-
rameters affecting the diacetyl formation, i. e. tempe-
rature, pressure, wort composition and the yeast strains
still have been investigated.

Volf, P.: Bildung und Reduktion des Diazetyls im Ver-
lanf der Gdrung und Reifung des Bieres. Kvas. prim.
37, 1991, Nr. 5, S. 129—134.

Bei der Fermentation des Bieres in ZK-Tanks ist das
Diazetyl eines der Kennzeichen des Verlaufs der Gérung
und Reifung des Bieres. Damit héngen auch die Be-
milhungen um die Senkung des Diazetyl-Niveaus im
Bier zusammen. In der Fachliteratur wurde eine Reihe
von Verfahren verdffentlicht, welche die Konzentration
des Diazetyls beeinflussen — von der klassischen Regu-
lation der Fermentationsbedingungen bis zur Anderung
des Enzymniveaus bei Hefen durch genetische Metho-
den. Die neuen Selektivstimme mit Inkorporierung des
Gens der Azetolaktat-Dekarboxylase — E.C. 4.1.1.5 oder
mit Stimulierung der Diazetyl-Reduktase — E.C. 1.1.1.5
bieten die Mdglichkeit eines pldtzlichen Senkens des
Diazetylniveaus. Als ein bisher ungeldstes Problem bleibt
bei den Transformanten die Stabilitit des Stammes.

Deshalb wird von Seiten der Forschung den traditio-
nellen Mechanismen, die die Diazetylbildung beinflus-
sen — Temperatur, Druck, Wiirzezusammensetzung und
in entscheidendem Ausmaf der Hefestamm — eine
stdndige Aufmerksamkeit gewidmet.



