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1. UVOD

Produkcia nizkoalkoholického piva je uz
dlhodobym problémom v pivovarnictve.
Néroky konzumenta na senzorické vlast-
nosti st totozné ako u klasickych piv, ale
obsah alkoholu musi byt redukovany z le-
gislativnych a zdravotnych dovodov. Vy-
roba piva s nizkou koncentriciou alkoholu
vyzaduje zmeny v technologickych postu-
poch. V praxi sa najviac aplikuji dva
sposoby vyroby, a to vedenie kvasenia tak,
aby v produkte zostala koncentricia alko-
holu pod pozadovanou koncentraciou,
a druhd moZnost je separicia alkoholu
z piva vyrobeného klasickou technologiou
pomocou membranovych procesov. St viak
pokusy aj s vyrobou nizkoalkoholického
piva pomocou imobilizovanych kvasiniek
a pomocou geneticky manipulovanych kva-
siniek.

2. LITERARNY PREHLAD

VyuZitie imobilizovanych systémov pri
produkcii piva sa po Stvrt- a poloprevadz-
kovych pokusoch dostiava uz aj do vyroby.
Znamé su hlavne aplikicie na dokvasovanie
[1]. Testované si vSak aj systémy na vyrobu
nizko a nealkoholickych piv. V prevadzkach
st nasadzované fermentory s perforovanymi
etazmi, kde sa ako nosi¢ pouziva DEAE ce-
lul6za. Takéto zariadenia st pouZivané v Ho-
landsku a v Dansku. Na vyrobu nealkoho-
lického piva je pouzivany aj bioreaktor
s vnitornym recyklom substritu, kde kva-
sinky st imobilizované v silikon-karbido-
vom nosici [2]. Takto vyrobené pivo ma ob-
sah alkoholu v rozmedzi 0.5-0.1 % obj.,
aviak vyznaCuje sa miernou kvasinkovou
prichutou a sytou arémou. Okrem uve-
denych dvoch nosi¢ov na vyrobu nizkoal-
koholického piva boli vyuzZité aj kvasinky

imobilizované do sintrovaného makropo-
rézneho skla [3] o priemere guli¢iek 1-2 mm
a porozite az 55 %. Fermenticia prebieha vo
fluidnom reaktore a zdrzny ¢as produktu je
| hodina. Takto ziskané pivo hodnotili de-
gustaénym testom a porovnavali s pivom vy-
robenym  klasickou ,.stop-fermentaciou®.
Styria z degustitorov uprednostnili porov-
ndvacie pivo a traja jednoznacne preferovali
pivo vyrobené novou technolégiou. Vyhody
vyroby nizkoalkoholického piva si hlavne
v reguldcii parametrov fermenticie [4], ¢o
determinuje senzorické a analytické vlast-
nosti hotového produktu. Regulaciou prie-
tokovej a zriedovacej rychlosti. teploty kva-
senia a mnozstva biomasy mdZeme
dosiahnut vyvazenost jednotlivych para-
metrov hotového produktu. Polysachari-
dové nosice, ako alginat a pektat viapenaty
mozno Gspesne pouzit pri vyrobe klasickych
piv diskontinudlnym [5] i kontinudlnym
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sposobom [6]. Pri kontinudlnom kvaseni
mladiny v ,,gas-lift** reaktore a v nipliiovej
koléne boli porovnané alginatové a pekta-
tové gulicky s imobilizovanymi kvasinkami
[6]. Z uvedenych nosiCov je uprednostiio-
vany pektat vapenaty z dovodu vysSej me-
chanickej stability [7]. Pektit vapenaty ako
imobiliza¢ny materidl v8ak dosial nebol od-
skasany pri vyrobe nizkoalkoholického piva.
Cielom tejto prace bolo testovat pektatovy
gél s imobilizovanymi kvasinkami, ktory uz
bol odskusany pri laboratérnych pokusoch
s kontinudlnym kvasenim mladiny na vy-
robu piva [6].

3. POPIS EXPERIMENTALNEHO
PREVEDENIA .

Mikroorganizmus: PouZivali sme zbier-
kovy kmen, Saccharomyces cerevisiae W-96
(kvasinky spodného kvasenia) udrZiavany na
sladinovom agare s frekvenciou preo¢kova-
vania 1 mesiac. Kvasni¢né bunky boli po-
mnoZené v kvapalnom médiu obsahujicom:
glukoézu (c = 10 g/l); (NH,),SO, (c =5 g/l);
kvasni¢ny autolyzit (c = 3 g/l); KH,PO, (c =
2 g/l); MgS0,.7H,0 (c = 1 g/l); CaCl, (c =
0,1 g/); NaCl (c = 0,1 g/l); pH bolo upra-
vené na 5,8; podmienky sterilizdcie: 120
kPa, 20 minit pri 120 °C.

Priprava nosi¢a: Na imobiliziciu sme
pouZzivali prirodny materidl polysacharido-
vého typu pektat draselny [6]. Pripravovali
sme suspenzie pektitu draselného vyrobe-
ného v Realiza¢nom oddeleni Chemického
ustavu SAV [8], kvasni¢ného mlieka a vody.
Z uvedenych zlozZiek sme ziskali viskéznu
hmotu, ktora kvapkanim do roztoku CaCl,
(c = 0,1 mol/l) poskytovala guli¢ky. Velkost
guli¢iek sme regulovali pomocou prietoku
vzduchu cez rirku s dyzou, cez ktort sa pret-
laca viskozna hmota nosi¢a a kvasiniek.
V roztoku chloridu vipenatého dochadza
k sol-gel prechodu, vymenou K* iénov
v pektate ionmi Ca’*. Tym sa meni rozpustny
pektat draselny na nerozpustni vapenata sol.
Gélové gulicky sme ponechali v roztoku
CaCl, 30 minut a potom sme ich preniesli do
fermentora. Vyrobili sme gulicky s kon-
centraciami biomasy 51,7 g suSiny na |
1 gélu. Koncentriciu viazanej biomasy sme
stanovili po rozpusteni pektitu vo vinane
sodno-draselnom. Roztok bol filtrovany cez
odvizeny bakteriologicky filter, premyty
a suieny do konstantnej hmotnosti.

Kultiva¢né média: 12 % mladina zahu-
stend na koncentraciu extraktu 24 % pomo-
cou viakuovej rotacnej odparky.

Realizacia pokusov: Fermenticie boli
uskuto¢iiované v systéme reaktorov zapoje-
nych podla obr.]. Hlavné kvasenie prebie-
halo v ,.gas-lift" reaktore (ktory pozostiva
z dvoch rir - rirka v rirke - nosny plyn sa
vedie zo spodu vnitornou rirou a premie-
Sava obsah fermentora) pomocou volnych
buniek (koncentricia v ustilenom stave 5,1
g/1). Pracovny objem fermentora bol 492 ml.
Ako nosny plyn sme pouzivali filtrovany
vzduch. Po hlavnom kvaseni mladé pivo ti-
eklo do usadzovacej nadoby a odtial do do-

kvasovacej kolony. Pracovny objem dokva-
sovacieho fermentora je 800 ml, objem bio-
katalyzatora 600 ml. Koncentricia kyslika
bola sledovand pomocou kyslikovej elekt-
rody, a bola v koléne na hlavné kvasenie
4 mg/l a na vstupe do dokvasovacej kolony
0,8 mg/l, teplota fermentacie 15 °C.

Analytické metédy: Celkové polyfe-
noly podla EBC, celkové dusikaté litky po-
dla Kjeldahla, bielkovinovy dusik pomocou
farbiva CBB (comassi brilliant blue), farba
podla EBC, horkost podla EBC, zdanlivy
a skuto¢ny extrakt destilacne, etanol a pr-
chavé zlozky plynovou chromatografiou
(CHROM 5, napliiové kolona 8% FFAP me-
toda head-space), aminokyseliny plynovou
chromatografiou (CHROM 5 ndplitova ko-
l6na faza SE 30). VSetky postupy boli reali-
zované podla Basafové a kol. [9].

4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri praci sme pouZivali systém, ktory po-
zostéva zo sériovo zapojeného ,,gas-lift" re-
aktora a z napliiovej kolény. Hlavné kvase-
nie prebiehalo pomocou volnych buniek
o koncentracii v ustilenom stave 5,1 g su-
Siny/l v ,,gas-lift" reaktore pri zdrZnom Case
mladiny 12,4 h. Tento fermentor pracoval za
aerobnych podmienok, koncentracia rozpu-
steného kyslika bola 4 mg/l. Mladé pivo
z hlavy kolény bolo prividzané do usadzo-
vacej nadoby, kde sa oddelilo 92 % suSiny
kvasiniek kontinudlne. Po usadzovani mladé
pivo bolo prevedené do dokvasovacej kolony
s imobilizovanymi kvasinkami, celkovy
zdrZzny ¢as mladého piva v dokvasovacej ko-
16ne bol 96,4 h. Ako vstupnti surovinu sme
pouzivali 12% mladinu zahusteni na 24 %.
Vzorky sme odoberali v 24hodinovych in-
tervaloch pred a po dokvasovani a nariedili
destilovanou vodou (1:1) na pévodni kon-
centraciu extraktu. Na riedenie sme pouZi-
vali destilovani vodu, ktora dalej nebola
upravovand. Na porovnanie sme pouZivali
hotové alkoholické pivo s koncentriciou
povodného extraktu 24 %, kvasené vsadz-
kovym sposobom v uzavretej nadobke s kva-
sinkami imobilizovanymi v pektéte vapena-
tom. Pomer hmotnosti gélu a fermentaéného

Obr. 1 Schéma experimentdlnej zostavy pou-
Zitej na vyrobu nizkoalkoholického piva: A —
»gas-lift* reaktor, B— dokvasovacia kolona,
C — zdsobnik mladiny, D — zdsobnik pro-
duktu, E — usadzovacia nddoba, 1 — kom-
presor, 2 — peristaltickd pumpa na mladinu,
3 — peristaltickd pumpa na mladé pivo, 4 —
odtok separovanych kvasiniek

média bol 1:9. Koncentricia buniek v nosici
bola totoznd s koncentraciou vo fermentore
na dokvasovanie. Kvasenie trvalo 13 dni pri
15 °C a hotové pivo bolo nariedené s desti-
lovanou vodou v pomere 1:1. Na porovna-
vanie sme analyzovali aj pivo kvasené z tej
istej mladiny klasickym sposobom v CKT.
Vysledky kontinudlneho procesu v ustile-
nom stave sme spracovali Statisticky a arit-
meticky priemer vietkych merani je v tab. 1.
Systém pracoval v ustalenom stave 35 dni.
Parametre mladého a dokvaseného piva,
tak ako aj porovnévacich vzoriek si v rab.
1. Skuto¢ny extrakt porovndvacich piv je
dvojnasobkom skuto¢ného extraktu dokva-
seného nizkoalkoholického piva. Rozdiely
v koncentrécii skuto¢ného extraktu vyvola-
vaju aj diferencie v hodnote skuto¢ného pre-
kvasenia. Co sa tyka produkcie etanolu, kon-
centricia je v mladom pive po ,gas-lift"
reaktore 0,3 % obj. Tato nizka koncentracia
je vyvolana vi¢$im narastom biomasy v re-
aktore, ¢o je vyvolané prevzdudnovanim na
koncentraciu kyslika 4 mg/l. V dokvasova-
cej kolone s imobilizovanymi kvasinkami
koncentricia etanolu narastala na 0,8 % obj.
Co sa tyka koncentricie etanolu v porovna-

Tab. 1 Parametre piva vyrobeného: 1. dvojfazovym kontinudlnym kvasenim pri 15 °C. Hlavné
kvasenie v ,,gas-lift* reaktore volnymi kvasinkami, dokvasovanie imobilizovanymi kvasin-
kami v ndpliiovom reaktore. 2. jednordzovym vsddzkovym kvasenim imobilizovanymi kva-
sinkami pri 15 °C. 3. Kontrola — pivo z prevdidzky kvasené v CKT pri max. teplote 12 °C,

dokvasovanie pri min. teplote 1 °C.

Spésob kvasenia Kontinudlne kvasenie Imobilizované Kontrola
Parameter mladé pivo dokvasené kvasinky CKT
Pdvodny extrakt (w/w, %) 12 12 12 12,1
Skuto¢ny extrakt (w/w, %) 3,65 2,07 4,11 421
Alkohol (w/w, %) 03 08 434 4,08
Skutoéné prekvasenie (%) 69,5 82,7 65,7 65,2
Farba (j. EBC) 17 20 19 14
pH 439 424 4,20 4,10
Horkost BU 22 21 19 18
Celkovy dusik (mg/100 ml) 69,1 67,6 974 82,9
VoIny dusik (mg/100 ml) 214 18,1 374 314
Celkové polyfenoly (mg/l) 36,7 254 23,1 214
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Tab. 2 Prchavé ldtky piva vyrobeného: 1. dvojfdazovym kontinudlnym kvasenim pri 15 °C.
Hlavné kvasenie v ,,gas-lift* reaktore volnymi kvasinkami, dokvasovanie imobilizovanymi
kvasinkami v ndpliiovom reaktore. 2. jednordzovym vsddzkovym kvasenim imobilizovanymi
kvasinkami pri 15 °C. 3. Kontrola — pivo z prevddzky kvasené v CKT pri max. teplote 12 °C,

dokvasovanie pri min. teplote 1 °C.

Sposob kvasenia Kontinuilne kvasenie Imobilizované Kontrola
Parameter [mg/1] mladé pivo dokvasené kvasinky CKT
propanol 5,44 6,33 12,6 18,7
2-metylpropanol 33,7 38,7 38.2 39.8

2 a 3-metylpropanol 105,6 99,28 54.7 3,1
etylformiat 6,54 2,56 19 1.9
etylacetat 12,7 10,7 129 I§ lr)
etylpropionat 24 2,9 3.8 3,6
3-metylbutylacetat 3,67 2,58 11 12
diacetyl 0,68 0,19 0,22 0,11

vacich vzorkach, pri vsadzkovej fermentaicii
imobilizovanymi kvasinkami a vo vzorke
z CKT boli hodnoty 4,37 a4,08. Za celi dobu
fermentécie koncentricia buniek v celkovom
objeme fermentora narastla v pripade imobi-
lizovanych buniek o 5,2 % a v pripade CKT
0 11,7 %. Pri kontinualnej fermentacii v ,,gas-
lift" reaktore narast koncentricie kvasiniek
bol 2,23nasobny za 12 hodin fermenticie.
Z tychto vysledkov moZeme usudit, Ze sa-
charidy pri hlavnom kontinudlnom kvaseni st
zizitkované na tvorbu biomasy. Tito pred-
stavu potvrdzuje aj niZSia koncentricia vol-
nych a celkovych dusikatych latok v mladom
pive. Pokles koncentricie dusikatych litok je
uZ pri kontinudlnom dokvasovani pomocou
imobilizovanych kvasiniek maly. NajvysSia
koncentréicia dusikatych litok je v porovna-
vacom pive kvasenom pomocou imobilizo-
vanych kvasiniek vsadzkovym sposobom.
Okrem hlavnych parametrov jednotli-
vych vzoriek sme stanovili aj profil niekto-
rych prchavych latok (tab. 2). Koncentracia
propanolu v nizkoalkoholickom pive bola
iba tretinou Koncentricie v porovndvacej
vzorke kvasenej v CKT. Tato koncentricia
bola viak radovo viicSia, ako napr. v pive

,Haake Beck™ [3]. Koncentricia 2-metyl-
propanolu bola totoZna v kazdej vzorke, a 2-
a 3-metylbutanolu v nizkoalkoholickom
pive bola dvojnasobkom koncentricie v po-
rovnavacich vzorkach. U esterov koncentra-
cia etylformiatu bola najvi¢sia v mladom
nizkoalkoholickom pive, pri dokvasovani
klesala na polovicu, ale aj tito hodnota bola
vicsia ako koncentricia v porovnavacich
vzorkach. Podobne méZeme charakterizovat
aj rozdiely v obsahu 3-metylbutylacetatu.
Z vicinalnych diketénov sme stanovili kon-
centriciu diacetylu. Po hlavnom kvaseni
mladé pivo obsahovalo 0,68 mg/l, ale v pri-
ebehu dokvasovania bol obsah diacetylu re-
dukovany na 0,19 mg/l, pricom tito kon-
centricia je medzi hodnotami stanovenymi
v porovnavacich pivich.

Analyzovali sme aj koncentraciu amino-
kyselin v mladine, ktorii sme pouZivali na
fermenticiu v jednotlivych vzorkéich a ob-
sah sme vyjadrovali v percentich utilizacie
(tab. 3).

V nealkoholickom pive je utilizovany
vietok arginin, serin a treonin, na rozdiel od
porovndvacich vzoriek, kde je utilizovany
iba arginin na 100 %. Podobny stupeii utili-

Tab. 3 Percentd utilizdcie aminokyselin piva vyrobeného: 1. dvojfazovym kontinudlnym kva-
senim pri 15 °C. Hlavné kvasenie v ,, gas-lift" reaktore volnymi kvasinkami, dokvasovanie
imobilizovanymi kvasinkami v ndpliiovom reaktore. 2. jednordzovym vsddzkovym kvasenim
imobilizovanymi kvasinkami pri 15 °C. 3. Kontrola — pivo z prevdadzky kvasené v CKT pri
max. teplote 12 °C, dokvasovanie pri min. teplote 1 °C.

Sposob kvasenia Kontinuilne kvasenie Imobilizované Kontrola
Parameter [ %] mladé pivo dokvasené kvasinky CKT
serin 93 100 95 96
treonin 100 100 97 98
asparagin 89 97 97 95
arginin 100 100 100 100
izoleucin 97 96 97
leucin 53 99 94 93
lyzin 95 98 98
metionin 84 99 79 85
valin 64 81 86
glycin 95 99 84 89
alanin 64 75 63 71
fenylalanin 63 69 66 68
tyrozin 81 94 72 iz
tryptofan 68 85 74 74
histidin 67 79 65 69

zécie ako u porovnavacich vzoriek nameral
van de Winkel a kol.[10] pri hodnoteni pa-
rametrov piv vyrobenych kontinudlnou fer-
menticiou vo fermentore s vnitornym re-
cyklom substratu.

5. ZAVER

V prici bol odskisany systém pozosti-
vajuci zo sériovo zapojeného ,,gas-lift" re-
aktora a z napliiovej kolény na vyrobu niz-
koalkoholického piva. Zdrznym ¢asom 106
hodin v systéme reaktorov pri 15 °C sa po-
darilo vyrobit nizkoalkoholické pivo s obsa-
hom etanolu 0,8 obj.%. Koncentricia sen-
zoricky aktivnych litok bola podobna ako
pri porovnavacich vzorkach. Obsah celko-
vych a volnych dusikatych latok bol niZsi.
Senzoriku vyrobeného piva charakterizovala
hlavne silna ovocna vona, o moZe byt vy-
volané vy$Sou koncentriciou etylformidtu
a 3-metylbutylacetitu. Mladé pivo po hlav-
nom kvaseni obsahovalo 5.1 g suSiny kvasi-
niek na 1 1, z coho 92 % biomasy bolo se-
parovanych pred vstupom do dokvasovacej
kolony. Tieto kvasinky v pripade pivovarskej
prevadzky mozu cCiasto¢ne nahradif kva-
sinky z propagac¢nej stanice. Pripravené piva
boli senzoricky hodnotené desiatimi bez-
nymi konzumentami. Sedem z nich povazo-
valo pripravené nizkoalkoholické pivo za
porovnatelné s kontrolnymi vzorkami a trom
vadila ovocna vona a chufovy rozdiel vyvo-
lany nizSou koncentréciou etanolu.
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