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WPLYW DAWKI DROZDZY NA ZAWARTOSC
AMINOKWASOW (FAN) W PIWIE PRODUKOWANYM
W TECHNOLOGII WIELKOZBIORNIKOWEJ®

The influence of yeast pitching rate on the content of free amino nitrogens
(FAN) in beer produced on an industrial scale®

Stowa kluczowe: brzeczka piwna, dawka drozdzy, wolne
aminokwasy (FAN).

W artykule przedstawiono wyniki badan wptywu dawki drozdzy
na zawartos¢ wolnych aminokwasow w piwie produkowanym
w technologii wielkozbiornikowej. Doswiadczenia wykonano
w warunkach przemyslowych — fermentacja i dojrzewanie
w tankofermentorach. Do brzeczki dodawano drozdze zebrane
po drugiej fermentacji (trzeci pasaz) w ilosci od 5 do 9 min ko-
morek na cm®. Brzeczke napowietrzano sterylnym powietrzem
wilosci 10 mg na dm®. Procesy fermentacji i dojrzewania piwa
w tankofermentorach prowadzono w jednakowych warunkach
technologicznych. Wykazano, ze zroznicowana dawka drozdzy
ma istotny wplyw na przyswajalnosé, a tym samym zawartosé
aminokwasow w piwie. Wraz ze zwigkszaniem dawki drozdzy
zmniejszata si¢ zawartos¢ wolnych aminokwasow. Wigksza
przyswajalnosé aminokwasow z fermentujqgcej brzeczki wply-
wa korzystnie na wlasciwosci sensoryczne produkowanego
piwa, przechowywanego w dluzszym okresie czasu, ze wzgle-
du na opoznianie procesow starzenia napoju.

WPROWADZENIE

Brzeczka piwna zawiera cukry fermentujace (fruktozg, sa-
charoze, maltozg, maltotriozg) i niefermentujace (dekstryny),
a takze zwiazki azotowe (aminokwasy, peptydy, proteiny),
witaminy oraz §ladowe ilo$ci jonow metali i substancji mine-
ralnych. Kompozycja brzeczki istotnie wptywa na koncowa
jakos$¢ piwa.

Zwiazki azotowe stanowia 3-5 % ekstraktu brzeczki,
w tym okolo 30% to aminokwasy, okoto 20% wysokocza-
steczkowe biatka i okoto 40% polipeptydy. Pozostata ilosé¢
stanowig inne komponenty azotowe. W piwie gotowym za-
warto$¢ aminokwasow wynosi okoto 100 mg na dm? [2].

Wtasciwa ilo§¢ wolnych aminokwaséw w brzeczce jest
niezb¢dna do budowy komorek drozdzy i wptywa korzystnie
na wlasciwy przebieg procesu fermentacji [7] oraz zapewnia
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The article shows of results the influence of yeast pitching rate
on the content of free amino acids (FAN) in beer produced
on an industrial scale. The study was performed in industrial
conditions — fermentation and maturation in cylindro-conical

fermentation tanks. Yeast for pitching was collected after se-

condary fermentation (third passage), in quantity from 5 to 9
min cells per cm®. The worts were aerated sterile air in quan-
tity 10 mg O /dm®. The processes of fermentation and maturity
was fixed in this same technological conditions.

The experiments showed that varied yeast pitching rate had
a significant impact on the content of free amino acids in beer.
With increasing of yeast pitching rate, the concentration of
FAN decreased. The less content of FAN has a positive effect
on the quality of beer.

Higher absorption of amino acids from the fermenting wort
by yeast has a positive effect on the sensory properties of the
produced beer, stored over a longer period of time, due to de-
laying the aging process of the beverage.

pozadane cechy organoleptyczne napoju [4]. Rowniez sta-
bilnos¢ koloidalna piwa i wlasciwosci sensoryczne wynikajg
m.in. ze wspolzaleznosci pomigdzy proteinami, polifenolami
i aminokwasami.

W brzeczce piwnej mozna wyrozni¢ okoto 19 zasadni-
czych aminokwasow, ktore sa przyswajane przez komorki
drozdzy z r6zna intensywnoscig (tab. 1).

W przypadku stosowania wylgcznie stodu nie wystepuje
deficyt niskoczasteczkowych bialek. Znaczny udziat surow-
cow niestodowanych wymaga natomiast stosowania enzyma-
tycznej suplementacji proteaza, ktora zwigksza ilo§¢ wolnych
aminokwasoéw [9]. Wskazane jest, aby zawartos¢ wolnych
aminokwasOw po procesie fermentacji, w piwie gotowym,
byta jak najnizsza. Pozadany jest wigc wysoki wskaznik ich
wykorzystania przez drozdze podczas fermentacji.
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Tabela 1. Gléwne aminokwasy brzeczki i ich przyswajal-
nos¢ przez drozdze

Table 1. The main amino acids of wort and their absorp-
tion by yeast
Tempo przyswajania
: p . nie
szybkie Srednie wolne przyswajane
Kwas glutaminowy Walina Glicyna Prolina
Kwas asparaginowy | Metionina | Fenyloalanina
Asparagina, Glutamina | Leucyna Tyrozyna
Seryna, Treonina, Izoleucyna Tryptofan
Lizyna, Arginina Histydyna Alanina

Zrédlo: Rusell I. 1997 [12]
Source: Rusell I. 1997 [12]

Oprocz aminokwasow, w piwie wystepuja niskoczastecz-
kowe frakcje biatek, takie jak: monopeptydy, dipeptydy i tri-
peptydy. Komorki drozdzowe nie przyswajaja bezposrednio
zwiagzkow biatkowych dtuzszych niz potrdjne peptydy, dlate-
go wydzielaja egzogenne enzymy proteolityczne do brzeczki.
Rozlozone bialka sg nastgpnie asymilowane przez drozdze.
Zawarto$¢ peptydow obniza si¢ podczas pierwszej doby fer-
mentacji [14].

W gotowym piwie nastgpuje czesciowy rozktad amino-
kwaséw do aldehydéw, m. in. wedlug reakcji Streckera [15],
ktore negatywnie wplywaja na jako$¢ napoju. Niska zawar-
to$¢ wolnych aminokwasow spowalnia procesy starzenia i jest
waznym wyroznikiem stabilno$ci piwa [5].

Wszystkie przemiany w brzeczce podczas fermentacji
i dojrzewania ksztattuja koncowy sktad chemiczny i cechy
sensoryczne piwa. Wysoki poziom higieny produkcji (steryl-
nos$¢) sprawia, ze mozna kontrolowa¢ zachodzace reakcje bio-
chemiczne i wptywac¢ na profil smakowo — zapachowy oraz
wartos¢ odzywcza napoju. Z punktu widzenia zywieniowego,
gldwna jego wartos¢ odzywcza stanowig sktadniki ekstraktu,
ktore wystepuja najczgsciej jako koloidy i sa dobrze przyswa-
jalne przez organizm ludzki [11].

Celem artykulu jest prezentacja uzyskanych wynikow
badan dotyczacych wplywu dawki drozdzy na zawarto$é
wolnych aminokwas6w w piwie produkowanym w techno-
logii wielko zbiornikowej, co ma bezposrednie przelozenie
na przebieg proces6w starzenia si¢ piwa.

MATERIALY | METODY

Opis badan

Przedmiotem badan byt rownolegly proces przemystowe;j
produkcji piwa w trzech tanko fermentorach (ZKT), z ktorych
pobierano proby przez 18 dni cyklu produkcyjnego. Brzeczki
HG (High Gravity, 15,5% wag. ekstraktu) byly przygotowane
z tej samej partii stodu w identycznych warunkach techno-
logicznych. Pobieranie prob rozpoczeto po napetnieniu ZKT
i kontynuowano codziennie, o tej samej porze. Do fermentacji
uzyto drozdzy Saccharomyces carlsbergensis, ktore byty ze-
brane po drugiej fermentacji (trzeci pasaz), w ilosci od 5 do 9
mln komorek na cm’. Procesy fermentacji i dojrzewania piwa
w tankofermentorach prowadzono w tych samych warunkach
technologicznych.

Analityka

Zawarto$¢ FAN oznaczano w brzeczce i w piwie wyko-
rzystujac metode ninhidrynowa we wzorcowym roztworze
glicyny.

Liczebnoé¢ komoérek drozdzy podczas fermentacji brzecz-
ki i dojrzewania piwa oznaczano przy uzyciu Nucleocounter’a
YC-100 (Chemometec, Dania). System ten identyfikuje i liczy
komorki, ktére majg wybarwione DNA jodkiem propidyny.

Oznaczanie wolnych aminokwaséw (FAN)
w brzeczce i piwie [8]

Na poczatku analizy przygotowano probg wzorcowg gli-
cyny. Pobierano 1 ¢cm?® podstawowego roztworu glicyny do
kolbki miarowej o poj. 100 cm® i uzupelniano wodg desty-
lowang. Nastepnie przygotowano proby badane pobierajac
1 cm? brzeczki lub 2 cm? piwa do kolby miarowej o poj. 100
cm’® i uzupetiano wodg destylowang.

Do oddzielnych probowek z korkiem pobierano po
2 em?® wzorcowego roztworu glicyny, 2 cm® z probki glownej
(brzeczki lub piwa) oraz 2 cm® wody destylowanej — proba
Slepa.

Do wszystkich prob wprowadzano 1 cm® nihydryny
1 utrzymywano w stanie wrzenia przez 16 minut, po czym
schtadzano do 20°C i dodawano po 5 cm? jodanu potasu. Roz-
twory doktadnie mieszano i po 15 minutach mierzono absor-
bancje¢ przy dtugosci fali 570 nm, stosujac jako probe¢ odnie-
sienia wodg¢ destylowana.

Zawarto$¢ FAN (mg-dm™) wyliczano ze wzoru:
FAN=(Ap-AS$)-2-d/Aw (1)
Gdzie: Ap — absorbancja probki (brzeczki lub piwa),

AS — absorbancja probki §lepej,

Aw —absorbancja probki wzorcowej,

2 — ilo$¢ wolnego azotu aminowego (mg-dm) we
wzorcowym roztworze glicyny,

d— wspotczynnik rozcienczenia probki (100 dla
brzeczki, 50 dla piwa).

Pomiar biomasy drozdzy w fermentujgcej brzeczce
i dojrzewajacym piwie za pomoca NucleoCounter’a
YC-100 firmy Chemometec

Przy uzyciu NucleoCounter’a YC-100 (Chemometec, Da-
nia), okreslano ogdlng ilo§¢ drozdzy a takze zawarto$¢ mar-
twych komorek podczas fermentacji i dojrzewania piwa oraz
w gestwie drozdzowe;.

System ten identyfikuje i liczy pojedyncze komorki, kto-
re majg zabarwione DNA. Mikroskop fluoroscencyjny wbu-
dowany w urzadzenie sklada si¢ z diod emitujgcych swiatto,
emisyjnych i wzbudzajacych filtréw, optyki (soczewek) i ka-
mery CCD. Do specjalnej kasetki pobiera si¢ odpowiednio
przygotowana (rozcienczong) probe, ktora przechodzac przez
system kanalikow, miesza si¢ z barwnikiem koloryzujacym
jadra komorek (jodkiem propidyny, ktoérego odpowiednia
ilo$¢ zawiera kazda kasetka). W okienku pomiarowym probka
zostaje poddana dziataniu zielonego §wiatta. W efekcie jodek
propidyny potgczony z zabarwionym DNA zaczyna emito-
wac czerwone $wiatto fluorescencyjne. Urzadzenie Nucleo-
Counter jest wyposazone w zaawansowane oprogramowanie
do analizy zdje¢. Analizuje ono nagrane zdjgcie i liczy ilo§¢
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jader na obrazie. Koncentracja komorek w probcee jest nastep-
nie wyswietlona na ekranie urzadzenia.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki prezentowane w pracy s3 S$rednimi
z trzech niezaleznych powtérzen, z okre§leniem odchylenia
standardowego. Dane analizowano za pomoca jednoczynni-
kowej analizy wariancji (ANOVA), celem ustalenia istotno$ci
badanych parametréw. Statystycznie istotne réznice pomigdzy
$rednimi weryfikowano z wykorzystaniem testu Duncan’a.
przy uzyciu programu statystycznego Statistica wersja 12
(StatSoft Polska, Krakéw).

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Szczegbdlng uwage zwrdcono na zawarto$¢ FAN w brzecz-
ce nastawne] przed fermentacjg oraz po catkowitym jej od-
fermentowaniu, w trakcie lezakowania. R6znice w zawartosci
aminokwasow okreslano mianem ich redukcji poprzez asymi-
lacj¢ przez drozdze do budowy wilasnych komorek, biotrans-
formacjg, tworzenie fuzli oraz inne przemiany metaboliczne.

Piwo jasne pelne wytwarzane ze st¢zonej brzeczki (HGB)
o zawartosci 15,5°Blg, powinno zawiera¢ maksymalnie okoto
120 mg aminokwaséw w dm?3 odfermentowanego piwa [6]. Na
podstawie badan mozna stwierdzi¢, ze wicksza dawka droz-
dzy miala istotny wpltyw na zmniejszenie zawarto$ci nisko-
czasteczkowych aminokwasow, ktorych ilo$¢ byta oznaczana
na poczatku i koncu procesu (rys. 1).

Dawka drozdzy nastawnych generalnie oddziatuje na ilos¢
aminokwasow pozostatych w piwie. Najnizsze poczatkowe
koncentracje drozdzy w brzeczce (5 1 7 mln jtk-cm) skutko-
waly obnizeniem FAN o okoto 85 mg na dm®. Z kolei zwigk-
szenie st¢zenia poczatkowej biomasy drozdzy w brzeczce do
9 mln komorek w 1 cm® skutkowato wzrostem zuzycia amino-
kwasow do 96 mg w dm’. Wykonane doswiadczenia wykaza-
ly, ze wraz ze wzrostem dawki drozdzy nastawnych, nastgpuje
korzystne obnizanie zawartosci niskoczasteczkowych amino-
kwasoéw w piwie.

Rys. 1. Zmniejszenie zawartosci FAN w procesie fermentacji, w zaleznosci od

dawki drozdzy nastawnych.

Fig. 1. Decreasing FAN content in fermenting wort, depending on yeast pitch-

ing rate.
Zrodlo: Badania wlasne

Source: The own study

Wyzszy stopien wykorzystania aminokwaséw na skutek
wigkszej dawki drozdzy nastawnych wynika z dynamiki przy-
rostu biomasy drozdzy (rys. 2).

Daleko posuniety rozktad biatek w procesie zacierania sto-
du, prowadzacy do powstania duzej ilo$ci aminokwasow, jest
niepozadany ze wzgledu na uzyskiwanie ,,pustego w smaku”
piwa. Nadmierna zawarto§¢ FAN wplywa rowniez na nieko-
rzystne reakcje (rozktad aminokwasow wg reakcji Strecke-
ra) prowadzace do przyspieszonego procesu ,starzenia” na
skutek powstawania liniowych aldehydow (np. 2-nonenal),
bedacych wyréznikami niskiej stabilno$ci organoleptyczne;j
przechowywanego piwa.

Zastosowanie wyzszych dawek inokulum drozdzy miato
istotny wplyw na zwigkszenie wykorzystania FAN o okoto 12 %.

Roéznice w kinetyce zmian liczebno$ci komodrek drozdzy
pomigdzy badanymi prébami sg zobrazowane w tabeli 2, kto-
ra przedstawia procentowa zmiang liczebnos$ci zawieszonych
drozdzy w fermentujacej brzeczce w pierwszych osmiu dniach
procesu, w stosunku do poczatkowej dawki drozdzy. Zebrane
dane wskazuja na istotne statystycznie réznice w odniesieniu
do zawieszonych komoérek drozdzy w fermentujacej brzeczce
od 2 do 8 dnia procesu.

Verbelen i in. [16] wykazali istotne zréznicowanie wplywu
dawki drozdzy nastawnych na zuzycie aminokwaséw w trak-
cie fermentacji. W doswiadczeniu zastosowali czterokrotne
zwigkszenie dawki drozdzy nastawnych uzyskujac odpowied-
nio zmniejszong zawarto$¢ FAN o okoto 20 %. Spostrzezenia
te po cze$ci podzielili Rouck i in. [13], stosujac do zafermen-
towania czysto stodowej brzeczki, pojedyncza i podwdjna
dawke drozdzy, w rezultacie uzyskali zmniejszenie zawarto$ci
FAN (o okoto 60 %). Takie rozbieznosci sa prawdopodobnie
wynikiem roznej zawarto$ci ekstraktu brzeczki podstawowe;j
i stopnia jej poczatkowego napowietrzania oraz odmiennych
dawek drozdzy uzytych do fermentacji.

Badania przeprowadzone przez Edelena i in. [1], Gibsona
iin. [3] oraz Nguyena i Viet Man [10] wskazuja na odmienng
charakterystyke zmian zawarto$ci FAN. Autorzy wskazuja,
ze dalsze zwigkszanie dawki inokulum powoduje odwrdcenie

tendencji zmian i obserwuje si¢ mniej-
sze wykorzystanie niskoczasteczkowych
zwigzkoéw azotowych. Moze to wynikac
z proporcjonalnie duzo nizszego namno-
zenia $wiezych komorek.

W kontekscie dotychczasowych prac
nalezy zauwazy¢, ze warunki w jakich
przeprowadzano badania w tej pracy byly
istotnie rézne od doswiadczen innych au-
torow. Inna byta skala prob, stezenie eks-
traktu w brzeczce podstawowej oraz inna
rasa drozdzy stosowanych do fermentacji.
Czynniki te mogly mie¢ wpltyw zaréwno
na uwolnienie aminokwasow, jak i ich
wykorzystanie przez komorki drozdzy
w warunkach podwyzszonego ci$nienia
hydrostatycznego w tankofermentorach,
wynikajacego z duzej warstwy brzeczki
(h = 15 m) oraz cisnienia osmotycznego
(brzeczki stezone — HGB).
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Rys. 2.

dawki drozdzy [mIn kom./cm®]; Wykres A — 5, Wykres B — 7, Wykres C — 9.

Fig. 2.

yeast pitching rate [mln cells./cm®]; Wykres A — 5, Wykres B — 7, Wykres C — 9.

Zrédlo:
Source:

Badania wlasne
The own study
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Ksztaltowanie si¢ dynamiki zmian liczebno$ci zawieszonych drozdzy w fermentujacej brzeczce w zaleznosci od

The course of the dynamics of changes in the number of suspended yeast in the fermenting wort, depending on

Tabela 2. Zmiany liczebnosci komorek drozdzy w trakcie fermentacji, w stosunku do ich poczatkowej liczby [%]
Table 2. The changes of count yeast cells during fermentation in relation to its initial concentration [%]

Wyszczegodlnienie Doba
ot | 0 | 2 |2 [ e [ s [ s [ 1 ]
5 49 (x2,8)| 14,8a(x2) |23,5a(x0,65)| 27,6 b (x1,2) | 29,7 b (+3,2) | 27,2 ¢ (x1,8) | 15,1 b (¢4,1) | 7,7 b (x0,9)
7 6,3 (x1,4)| 21,4b(x2,7) | 26,2 b (x0,9) | 23,8 a (x0,75) | 23,3 a (x0,75) | 14,1 b (x0,3) | 1,6a(x0,2) |-0,4a(x0,1)
9 8,2(x0,1)| 21,6 b (x1,4) | 31,9¢c (£1,9) | 29,8b (+2,4) | 27,92a(+0,2) | 0,4a(x0,1) | 0,8a(+0,2) | 0,4a(x0,1)
ANOVA ns p=0,046 p=0,001 p=0,011 p=0,014 0,001 p=0,038 p=0,019

Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w kolumnach wykazuja réznice wedtug testu Duncana (p<0,05); ns — nieistotne statystycznie

Zréodlo: Badania wlasne

Source: The own study
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WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania wykazaly istotny wplyw dawki
drozdzy w brzeczce, w skali wielkozbiornikowej, na re-
dukcje zawartosci FAN w piwie. Wraz ze wzrostem ich
dawki istotnie zwigcksza si¢ asymilacja aminokwasow
przez komorki drozdzy.

2. Nizsza zawarto$¢ FAN w wyniku zwigkszonej przyswa-
jalnos$ci przez drozdze niskoczasteczkowych biatek moze
pozytywnie wplywaé na opoznienie procesOw starzenia
piwa.

(2]

(3]

(6]
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