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1. UVOD

Hustotné (high gravity, HG) a vysoko-
hustotné (very high gravity, VHG) fermen-
tacné technolégie si nové smery kvasného
priemyslu, ktorych zakladom je fermenticia
vysokokoncentrovanych kvapalnych sub-
stratov. Vyvoj tychto technolégii sa rozbe-
hol iba neddvno a umoziuje aplikdciu dote-
rajSich poznatkov zdkladného vyskumu, ale
1 spozndvanie a skimanie novych oblasti.
Skvasovanie koncentrovanych substratov
umoZiiuje znizit energetické ndklady, a ako
ukdzali teoretické prepocty, VHG technol6-
gie zvySuji ekonomiku vyroby a ndsledne
zniZuju fermenta¢nu cenu piva.

2. LITERARNY PREHLAD

Kvasenie vysokokoncentrovanych mla-
din vyzaduje urcité zmeny vo vyrobnom
procese v porovnani s klasickou technolo-
giou. Literatira najviac opisuje met6du
zvySovania zdkvasnej davky, ¢o by malo
sluzit na zvySovanie rychlosti prekvasenia
vysokokoncentrovanych mladin. Boli pozo-
rované okamzité i priebezné straty viability
i fermenta¢nej aktivity kvasiniek. Tieto
straty vSak boli jednoducho redukované
pouzitim vySSich zakvasovacich davok kva-
siniek [1]. Princip je v tom, Ze drastické odu-
mieranie buniek pri HG podmienkach zniZi
ich mnozstvo na obvyklé hladiny pouzivané
pri klasickych fermentaciach, ¢o by sa pri
normdlnej zdkvasnej diavke nepodarilo pre-
kvasit.

Pri kvaseni pivovarnickych mladin 16, 18
a 20 "P dvoma kmenmi kvasiniek (J-3015
a J-2036) pri troch teplotnych programoch
(pociato¢na teplota 10 °C a maximdlna 16,
18 a 20 °C) vzrastala zakvasovacia diavka
timerne so zvySovanim koncentricie mla-
diny [2]. Percento mitvych buniek po fer-
mentécii stipalo tieZ Gimerne s ndrastom
koncentracie mladiny a efekt bol zretelnejsi,
ak obsah alkoholu presiahol 14 % hmot-
nostnych. Po procese zobrané kvasinky boli
pouzité v nasledujicich fermenticiach ako
dopliujica zdkvasna davka na nahradenie
mrtvych buniek.

Markantné stresové efekty, ustiace do
znizenia viability a neuplnej fermenticie,
boli tieZ pozorované pri kvaseni HG mladin
(16-34 °P) [3]. Uspesné prevedenie fermen-
tacie 25 °P mladiny tymto kmefiom v prie-

myselnom meritku (301 = 16hl) bolo umoz-
nené okrem inych faktorov aj velkostou za-
kvasnej davky, pricom boli pozorované
zmeny v produkcii acetaldehydu, esterov,
vySSich alkoholov a vnitrobunkovych hla-
din trehalozy. Vysledné piva vSak boli po-
rovnatelné s komer¢ne produkovanymi.

Optimdlna zakvasovacia davka kvasnic
bola u HG mladin (12 az 16 °P) 0,3 g/l mok-
rej vahy (2,3 . 10° buniek/ml). U koncentro-
vanejSich mladin (20 az 23 °P) sa divka
dostala na 0,4 g/1 (2,9.10° buniek/ml) [4].
VysSie mnozstva kvasnic nezvysili rychlost
fermenticie. So zvySovanim koncentréicie
mladiny sa zniZovala flokuldcia 1 viabilita
buniek. Zikvasna davka mala vplyv i na
tvorbu esterov kyseliny octovej. Ich nad-
merna tvorba bola zaznamenand iba pri niz-
§ich zdkvasnych davkach aké boli spome-
nuté.

Znizovanie rychlosti fermentdcie s ras-
ticou koncentriciou extraktu moze byt
vyvolané vznikajiicim etanolom. Etanolto-
leranciu kvasiniek méZeme ovplyvnit pri-
diavanim vipnika a hor¢ika do fermen-
tatného média [5]. Toto rieSenie je skor
aplikovatelné pre liechovarnicke vyuZitie
ako pre pivovarnictvo, kde vlastne produkt
kvasenia — pivo po menSich dpravich uz
ide na priamu konzumdciu a zvySeny obsah
tychto kationov by bol problematicky. Eta-
noltoleranciu kvasni¢ného kmefa mozno
zvySit aj pomocou imobilizicie [6]. Bol
porovnany ochranny efekt alginitu va-
penatého, pektitu viapenatého a x-karage-
nanu pomocou merania respiracnej akti-
vity v pritomnosti externe pridaného
etanolu. Z testovanych nosic¢ov sa najviac
osvedCil pektat vapenaty. Imobilizované
systémy si pritom uZ davnejSie skimané
v pivovarnictve [7]. Vyroba piva pomocou
kvasiniek imobilizovanych v alginite
a pektite vapenatom bola odskusana v na-
pliovej koléne a v ,.gas-lift* reaktore [7].
Rychlost spotreby substritu a tvorby
produktu v tomto reaktore bola vicsia ako
v nédpliiovej kolone. Tieto dva typy fer-
mentorov sme testovali aj pri kvaseni vy-
sokokoncentrovanych  mladin. Cielom
prace bolo sledovat vplyv koncentricie
povodného extraktu na charakter kontinu-
dlne kvaseného piva pomocou buniek imo-
bilizovanych v pektite vapenatom.

3. POPIS EXPERIMENTALNEHO
PREVEDENIA

3.1. Mikroorganizmus

PouZivali sme zbierkovy kmen Saccha-
romyces cerevisiae subsp. uvarum var. ca-
risbergensis W-96 (kvasinky spodného kva-
senia), udrZiavany na sladinovom agare
s frekvenciou preoCkovavania 1 mesiac.
Kvasni¢né bunky boli pomnoZené v kvapal-
nom médiu obsahujicom: glukézu 10 g/l;
(NH,),SO, 5 g/1; kvasni¢ny autolyzat 3 g/l;
KH,PO,2 g/I; MgS0,.7H,0 1 g/I;: CaCl, 0,1
¢/l: NaCl 0,1 g/1; pH bolo upravené na 5,8
pred steriliziaciou; podmienky sterilizicie :
120 kPa, 20 minit pri 125 °C.

3.2. Priprava nosica

Na imobilizdciu sme pouzivali prirodny
material polysacharidového typu pektat dra-
selny [7]. Pripravovali sme suspenzie pek-
tatu draselného vyrobeného v Realizatnom
oddeleni Chemického tstavu SAV [8], kvas-
ni¢ného mlieka a vody. Z uvedenych zloziek
sme ziskali viskoznu hmotu, ktora kvapka-
nim do roztoku CaCl, (¢ = 0,1 mol/l) po-
skytovala guli¢ky. Velkost gulic¢iek sme re-
gulovali pomocou prietoku vzduchu cez
rirku s dyzou, cez ktort sa pretlaca visk6zna
hmota nosic¢a a kvasiniek. V roztoku chlo-
ridu vipenatého dochddza k sol-gel pre-
chodu, vymenou K*iénov v pektate ionmi
Ca**. Tym sa meni rozpustny pektat draselny
nanerozpustnii vapenatu sol. Gélové gulicky
sme ponechali v roztoku CaCl, 30 minat
apotom sme ich preniesli do fermentora. Vy-
robili sme gulicky s koncentriciami biomasy
51.7 g suSiny na I | gélu. Koncentriciu via-
zanej biomasy sme stanovili po rozpusteni
pektatu vo vinane sodno-draselnom. Sus-
penzia bola filtrovana cez odvazeny bakteri-
ologicky filter, nasledovalo premytie a suSe-
nie do kons$tantnej hmotnosti.

3.3. Kultiva¢né média

12% mladina zahustena na koncentriciu
extraktu 24% pomocou vikuovej rotacnej
odparky.

3.4. Realizacia pokusov

Fermentdcie boli uskuto¢nované v ,.gas-
lift reaktore a v napliovej kolone (obr.1).
Pracovny objem ,gas-lift" fermentora bol
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486 ml. Ako nosny plyn sme pouZili oxid uh-
li¢ity vznikajici kvasenim, objem biokata-
lyzitora bol 110 ml, teplota fermenticie
15 °C. Néaplnova koléna mala objem 486 ml,
objem biokatalyzatora bol 110 ml, teplota
fermentacie 15 °C.

3.5. Analytické metédy

Celkové polyfenoly podla EBC, celkové
dusikaté latky podla Kjeldahla, bielkovi-
novy dusik pomocou farbiva CBB (comassi
brilliant blue), farba a horkost podla EBC,
zdanlivy a skuto¢ny extrakt destilacne, eta-
nol a prchavé zlozky plynovou chromato-
grafiou (CHROM 35, népliova koléna 8%
FFAP, metéda head-space), aminokyseliny
plynovou chromatografiou (CHROM 35, na-
pliova kolona faza SE 30). Vietky postupy
boli realizované podla Basarovej a kol. [9].

4. VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysokokoncentrované mladiny sme pri-
pravili zahustenim 12% mladiny na 24 %.
Na kvasenie sme pouZili kvasinky Saccha-
romyces cerevisiae subsp. uvarum var. ca-
risbergensis imobilizované do pektitu va-
penatého. Tento nosi¢ bol vybraty na
zdklade vsadzkovych fermentacnych poku-
sov (nepublikované vysledky, kde sme sle-
dovali rychlost utilizacie sacharidov, pro-
dukcie etanolu ako aj stres vyvolany
etanolom na imobilizované kvasinky po-
mocou respirdcie a indexu nenasytenosti
mastnych kyselin. Porovnavali sme nosice
— pektat vapenaty, algindt vapenaty, k-kara-
genan, agar a DEAE celul6zu). Na konti-
nuilnu fermentdciu sme pouZivali uZ nami
testované fermentory, a to ,,gas-lift" reaktor
a etazovy reaktor [7].

Kontinudlna fermentacia prebiehala v na-
pliiovom reaktore a v ,,gas-lift" reaktore, kde
ako nosny plyn sme pouZivali oxid uhlicity,
ktory vznika pri kvaseni. Reaktory obsaho-
vali 110 ml gélu s kvasinkami. Fermentécia
trvala 50 dni v ustialenom stave, vzorky sme
odoberali v 24 hodinovych intervaloch a po
analyzach ziskané vysledky sme spracovali
Statisticky.

Obr. 1. Fermentory pouZité na kontinudlne
kvasenie mladiny

vlavo gas-lift* reaktor, vpravo nipliova ko-
l6na.

A — zasobnik mladiny, , B — zasobnik pro-
duktu, C —zasobnik oxidu uhli¢itého, | — pe-
ristaltickd pumpa, 2 — kompresor.

Tab. 1 Zdkladné charakteristiky kontinudlnej fermentdcie mladiny v ,, gas-lift* reaktore
a v ndplriovom reaktore kvasinkami S.cerevisiae imobilizovanymi v pektdte vdapenatom pri
roznych koncentrdciach povodného extraktu mladiny. Pociatoc¢nd koncentrdcia buniek v no-

sici — 51,7 g/l gélu, objem gélu 110 ml. Teplota 15 °C.

Koncentricia mladiny 12 % 16 % 20 % 24 %
Parameter

zdrzny Cas v etazovom reaktore [h] 18,1 24.1 314 50,1
zdrzny ¢as ,gas-lift” reaktore [h] 12,6 16,9 214 258
Is, v etdiZovom reaktore [g/1.h] 44 432 421 36
Is, v ,.gas-lift"” reaktore [g/1.h] 5,76 S 5,68 5,54
I'sp v etdZovom reaktore [g/l.h] 2,03 2,01 1,89 1,58
Iy v ,.gas-lift" reaktore [g/1.h] 2,58 2,51 247 242

rs, = rychlost spotreby substratu
rsp, = rychlost tvorby produktu

Tab. 2a Parametre mladiny a mladého piva vyrobeného kontinudlnym kvasenim mladin
v gas-lift reaktore imobilizovanymi kvasinkami po nariedeni na koncentrdaciu povodného

extraktu 12 %.

Parameter 12 % pivo pivo pivo pivo
mladina z12% 216 % 220 % z 24%
mladiny mladiny mladiny mladiny
Povodny extrakt [w/w, %] 12 12 12 12 12
Skutoény extrakt [w/w, %] 0 4721 4,19 4,14 4,10
Alkohol [w/w, %] 0 3,70 il 3,76 3,90
Prekvasenie (%] 0 64,9 65,1 65,5 56,8
Farba [J.EBC] 23 2 23 24 24
pH 4.6 4,11 4,15 4,20 4,10
Horkost [j.EBC] 28 21 24 26 26
Celkovy dusik [mg/100 ml] 198 71 76 81 84
Volny dusik [mg/100ml] 64 21 21 26 27
Celkové polyfenoly [mg/1] 30,2 19,3 19,1 18,7 18,6

Z bioinZinierskych parametrov sme sta-
novili rychlost spotreby substritu a rychlost
tvorby produktu. Takto vypocitané hodnoty
st v tab. 1. Ako to z tychto vysledkov vidno,
s rasticou koncentraciou povodného ex-
traktu mladiny klesala rychlost spotreby
substrdtu a tvorby produktu, pricom pokles
rychlosti spotreby substratu a tvorby pro-
duktu v etaZovej kolone je vicsi ako v ,,gas-
lift" reaktore. Rychlost spotreby substratu
v néapliovej kolone pri 24% koncentracii
povodného extraktu klesla o 19 %, pri gas -
lift reaktore tento pokles bol iba 4% v po-
rovnani s hodnotami pri 12% mladine. Rych-
lost tvorby produktu ma podobnu tendenciu,
v etaZovej kolone sme zaznamenali 22% po-
kles a v gas-lift reaktore 5% pokles tohoto
parametra.

Jednotlivé vzorky vyrobeného piva po
nariedeni na pdvodni koncentriciu ex-
traktu na 12 % destilovanou vodou sme
analyzovali  pouzZivanymi  metédami.
Vzorky sme odoberali v 24 hodinovych in-
tervaloch a z takto ziskanych hodnot sme
pocitali aritmeticky priemer. Vysledky s
v tab. 2a pre etaZzovi kol6nu a v rab. 2b pre
»gas-lift” reaktor. Z hlavnych parametrov
mladého piva z etdZzovej kolony koncent-
riacia skuto¢ného extraktu ma klesajicu
a alkoholu rasticu tendenciu s rasticou
koncentraciou povodného extraktu. Z toho
vyplyva i porovnatelnost stupia skutoc-
ného prekvasenia. Vo farbe a v pH jednot-

livych vzoriek vyznamné rozdiely neboli,
aviak horkost mladych piv s rasticou kon-
centrdciou povodného extraktu stipala.
Dalej rastla koncentrécia volnych a celko-
vych dusikatych litok. Zmena koncentra-
cie tychto latok je zrejme vyvolana nizsim
stupiiom utilizacie jednotlivych aminoky-
selin. (tab.3).

Podobne ako u etiZzovej kolony aj v gas-
lift reaktore sme sledovali hlavné parametre
jednotlivych piv. Koncentricia skutocného
extraktu i alkoholu ma podobnii tendenciu
ako u etazovej kolony. Porovnatelné su aj
hodnoty farby, pH a horkosti. Zaujimava je
viak zmena koncentricie celkovych a vol-
nych dusikatych latok. Pri etdZovej kolone
koncentracia povodného extraktu mladiny
vyrazne ovplyviovala koncentriciu tychto
latok, v gas lift reaktore su rozdiely omnoho
mensie (tab 2b).

Okrem uZ uvedenych parametrov sme
sledovali aj koncentriciu vysSich alkoholov
a esterov v jednotlivych vzorkach. Poledni-
kova [10] vo svojej prici deklaruje, Ze po-
mer medzi koncentraciou vySsich alkoholov
a esterov je v intervale od 4,1 do 4,7 ku 1
v pripade piv plzenského typu. Vysledky
analyz vzoriek z ndpliovej kolony su v zab.
Ja. Ako z tejto tabulky vidiet, s rasticou
koncentraciou povodného extraktu stipala aj
koncentracia vySSich alkoholov a esterov.
V pripade vysSich alkoholov tento narast bol
15% a esterov az 50%. Rozdiely v nédraste
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Tab. 2b Parametre mladého piva vyrobeného kontinudalnym kvasenim mladiny v naplio-
vom reaktore imobilizovanymi kvasinkami po nariedeni na koncentrdciu povodného ex-

traktu 12 %.

Parameter pivo pivo pivo pivo
z12% 216 % z20% z 24%
mladiny mladiny mladiny mladiny

Pévodny extrakt [w/w, %] 12 12 12 12

Skuto¢ny extrakt [w/w, %] 448 442 4.41 4.30

Alkohol [w/w, %] 3.64 3.66 3.79 3.86

Prekvasenie [%] 62,6 63,1 63,2 64,1

Farba [j.EBC] 23 24 24 25

pH 4.1 43 43 4.2

Horkost [j.EBC] 24 26 28 28

Celkovy dusik [mg/100 ml] 91 93 95 96

Volny dusik [mg/100ml] 24 24 25 26

Celkové polyfenoly [mg/1] 20,8 19.5 19,1 19,2

Tab. 3a Prchavé ldatky mladého piva vyrobeného kontinudlnym kvasenim rézne koncentro-
vanych mladin v ndpliiovom reaktore s imobilizovanymi kvasinkami stanovené po narie-

deni na koncentrdciu povodného extraktu 12 %.

Prchavé litky piva 12 % pivo pivo pivo pivo
[mg/] mladina z12% z16% z20 % z 24%
mladiny mladiny mladiny mladiny
Diacetyl - 035 041 0,47 0,64
Alkoholy 344 103,5 107,8 112,5 1194
2-metylpropanol 21,1 317 32,1 324 343
butanol - 09 0.9 13 1,6
2 a 3-metylbutanol 11,2 56.4 58,7 61,2 64.1
2-fenylethanol 2,1 14,5 16,1 17.6 19.4
Estery 31 235 272 31 359
etylacetdt - 2,6 2.8 29 34
amylacetdt - L1 19 2,6 44
2-metylpropylacetdt 0.2 0.9 11 1.6 1.8
etvlhexanodt - 0,6 1.1 1.6 2
etyloktanodt 1.8 2,9 3.1 3.6 44
etyldodekanodt 1,1 11,3 12,9 14,1 147
etyltetradekanodt - 4.1 4,3 4.6 3.1
Pomer alkoholy/estery 4.4:1 3.96:1 3,62:1 3,32:1

Tab. 3b Prchavé ldtky mladého piva a mladiny vyrobeného kontinudlnym kvasenim kon-
centrovanych mladin v gas-lift reaktore s imobilizovanymi kvasinkami stanovené po na-

riedeni na koncentrdciu povodného extraktu 12 %.

Prchavé litky piva pivo pivo pivo pivo
[mgA] z12% z16% 220 % z 24%
mladiny mladiny mladiny mladiny
Diacetyl 0,48 0.48 0,46 043
Alkoholy 1043 112,5 1229 128,0
2-metylpropanol 32,6 363 44 46.6
butanol 0.3 0.9 1.8 2,6
2 a 3-metylbutanol 391 62,1 63,5 64,7
2-fenylethanol 12,3 13,2 13,6 14,1
Estery 22,5 25,1 28,6 31
etvlacetdt 28 32 34 35
amylacetdt 0.8 09 1] 1.4
2-metylpropylacetdt 0.3 0.3 0,6 1,1
etylhexanodt 03 0.9 1.1 2,1
etyloktanodt o 33 i 4.1
etyldodekanodit 12,1 12,9 14,1 144
etyltetradekanodt 3,1 36 4.1 44
Pomer alkoholy/estery 4,63:1 4,48:1 4,29:1 4,12:1

koncentracie jednotlivych zloziek mali za
nasledok, Ze pomer koncentrécie vy3$Sich al-
koholov k esterom klesol z hodnoty 4.4:1
(pri 12% mladine) na 3,32:1 (pri 24% mla-
dine).

V ..gas-lift" reaktore narast koncentricie
vysSich alkoholov v pive z 24% mladiny
v porovnani s 12% bol 23% a esterov 37%.
Pomer koncentricie vy3Sich alkoholov k es-
terom pri 12% mladine bol 4,63:1 a klesol
na hodnotu 4,12:1 pri 24% mladine. Tento
rozdiel oproti etiZzovej koléne moze byt vy-
volany tym, Ze estery su prchavé latky
a mozu byt strhavané z mladého piva oxi-
dom uhli¢itym, ktory je vyuZivany ako
nosny plyn.

Dal3ou zlozkou pripravenych piv, pri
ktorej su v koncentricii znac¢né rozdiely, je
diacetyl. V gas-lift" reaktore koncentra-
ciadiacetylu s rastiicou koncentraciou mla-
diny klesa (tab. 3b) na rozdiel od néplio-
vej koldony, kde s rasticou koncentriciou
povodného extraktu mladiny rastie aj kon-
centricia diacetylu v mladych pivach.
Treba mat pritom na zreteli, Ze sa jedna
o mladé piva.

Pre fermenticie s rozne koncentrovanymi
mladinami sme pocitali stupen utilizicie
aminokyselin mladiny po skonceni kvas-
ného procesu. Takto ziskané hodnoty sme
zapisali do rab. 4.

Utilizacia jednotlivych aminokyselin je
ovplyviiovana koncentraciou povodného ex-
traktu mladiny. V pripade etizovej kolony si
jednotlivé aminokyseliny lepSie utilizované
pri niZSich koncentriciach extraktu. V ,gas-
lift* reaktore su tieto rozdiely mensie, ale
stupeii utilizacie jednotlivych aminokyselin
pri 12% mladine je porovnatelny s utiliza-
ciou aminokyselin v ndpliiovej kolone pri
pouziti 12% extraktu.

5. ZAVER

V praci sme odskusali napliiovii kolonu
a ,,gas-lift" reaktor na kvasenie vysokokon-
centrovanych mladin pomocou kvasiniek
imobilizovanych do pektatu vipenatého pri
12, 16, 20 a 24% koncentricii pévodného
extraktu. Zistili sme, Ze stipajica koncent-
riacia povodného extraktu viacej zniZuje
rychlost spotreby substritu a tvorby pro-
duktu v ndpliiovej kolone ako v ,gas-lift™
reaktore. V analytickych parametroch jed-
notlivych mladych piv z oboch fermentorov
boli rozdiely hlavne v koncentricii celko-
vych a volnych dusikatych litok. Tieto
zmeny koreSponduju aj s rozdielnym stup-
fiom utilizacie jednotlivych aminokyselin.
Zistené boli zmeny aj v koncentriciich sen-
zoricky aktivnych latok. V gas-lift" reak-
tore s rasticou koncentraciou pdvodného
extraktu klesal obsah diacetylu narozdiel od
napliiovej kolony, kde mal rasticu tenden-
ciu. Mensie zmeny st vyvolané aj v pomere
koncentricie vysSich alkoholov k esterom.
Na ziklade tychto vysledkov mézeme usu-
dit, Ze ,,gas-lift" reaktor je vhodnej3i na kva-
senie vysokokoncentrovanych mladin po-
mocou imobilizovanych kvasiniek ako
naplnova kolona.
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Tab. 4 Koncentrdcia aminokyselin v mladine (c,) a stupen utilizacie aminokyselin v %
u rozne koncentrovanych mladin po kontinudlnom kvaseni pri 15 °C v etdZovej kolone

a v ,,gas-lift" reaktore s imobilizovanymi kvasinkami.

Stupen utilizicie [%] etazova koléna gas-lift reaktor
Aminokyselina [mc;lll 12% | 16% | 20% | 24% | 12% | 16% | 20% | 24%
serin 326 96 95 95 91 98 96 96 94
treonin T 99 95 93 87 97 96 94 81
asparagin 1624 98 96 93 91 96 92 88 79
arginin 1082 | 100 100 100 100 100 100 100 100
izoleucin 142,1 | 100 98 95 95 96 95 96 95
leucin 2994 [ 100 100 99 97 98 95 95 91
lyzin 81,7 96 96 95 95 96 96 96 94
metionin 81,2 98 96 94 92 91 87 75 73
valin 2347 94 91 89 86 87 84 80 71
glycin 98,7 91 85 85 85 86 83 82 78
alanin 104,1 78 76 71 69 68 65 61 51
fenylalanin 291,7 85 81 74 67 69 63 61 54
tyrozin 209,7 79 76 76 75 74 ¥ 76 56
tryptofan 19,7 94 87 81 76 79 76 75 75
histidin 128,7 78 T 73 69 68 64 63 60
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