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Bola overená možnosť prípravy nízkoalkoholického piva pomocou
mutantných kmeňov pivovarských kvasiniek s defektom v enzýmoch
citrátového cyklu. Mutačný faktor – UV žiarenie – bol použitý na štyri
zbierkové kmene Saccharomyces cerevisiae a na štyri izoláty kva-
siniek spodného kvasenia zo slovenských pivovarov. Získalo sa 16
mutantov, z ktorých desať produkovalo požadované organické ky-
seliny. Po fermentácii 11% mladín bol vo všetkých mladých pivách
obsah alkoholu v rozmedzí od 0,54 do 0,64 % obj., pH kolísalo v roz-
medzí hodnôt 4,2–4,7.Ostatné parametre pív boli tiež v rozsahu bež-
nom pre nízkoalkoholické pivá.

Selecký, R. – Šmogrovičová, D. – Šulák, M.: Low-Alcoholic Beer

Production Using Mutant Brewing Yeast. Kvasny Prum. 51, 2005,
No. 7–8, p. 235–239.

Possibility of low-alcoholic beer production by brewing yeast mu-
tant in genes corresponding to tricarboxylic acid cycle enzymes was
investigated. Four collection strains of Saccharomyces cerevisiae
and four strains of brewing yeast isolated from Slovak breweries was
exposed to UV radiation. As a result we have obtained 16 mutant
yeast, ten of them were able to produce required organic acids. Af-
ter fermentation of 11 % w/w. wort the final young beers showed al-
cohol content between 0.54–0.64 % v/v., pH varied between 4.2–4.7.
Other parameters did not differ too much from those of classical low-
alcoholic beers.

Selecký, R. – Šmogrovičová, D. – Šulák, M.: Die Alkoholarmes-

bierherstellung durch Bierhefenmutantstämme. Kvasny Prum.
51, 2005, Nr. 7–8, S. 235–239.

Es wurde die Möglichkeit der Alkoholarmesbierherstellung durch
die Anwendung der Bierhefenmutantstämme mit einem in den Zyt-
ratzyklusenzymen Defekt getestet. Der Mutantfaktor – UV Strahlung
– wurde auf vier Sammlungsstämme Saccharomyces cerevisiae und
auf vier Isolate der Untergärigehefestämme aus den slowakischen
Bierbrauereien angewandt. Es wurden 16 Mutante erhalten, davon
10 Stämme die gewünschte organische Säure produzierten. Nach
der Hauptgärung von allen 11% Würzen wurde der Alkoholgehalt
des gesamten hergestellten Jungbieres im Bereich 0,54–0,64 %
(Vol.) und der pH Wert im Bereich 4,2–4,7 festgestellt. Die andere
Parameter liegen im Bereich, geläufig für ein alkoholarmes Bier.
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èÓ‚ÂflÎ‡Ò¸ ‚ÓÁÏÓÊÌÓÒÚ¸ ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚‡ ÌËÁÍÓ‡ÎÍÓ„ÓÎ¸ÌÓ„Ó
ÔË‚‡ ÔË ÔÓÏÓ˘Ë ÏÛÚ‡ÌÚÌ˚ı ¯Ú‡ÏÏÓ‚ ÔË‚Ì˚ı ‰ÓÊÊÂÈ Ò
‰ÂÙÂÍÚÓÏ ‚ ˝ÌÁËÏ‡ı ˆËÚ‡ÚÓ‚Ó„Ó ˆËÍÎ‡. î‡ÍÚÓ ÏÛÚ‡ˆËË –
ÛÎ¸Ú‡ÙËÓÎÂÚÓ‚ÓÂ ËÁÎÛ˜ÂÌËÂ – ·˚ÎÓ ËÒÔÓÎ¸ÁÓ‚‡ÌÓ Û ˜ÂÚ˚Âı
¯Ú‡ÏÏÓ‚ Saccharomyces cerevisiae ËÁ ·‡ÌÍ‡ ‰ÓÊÊÂÈ Ë Û
˜ÂÚ˚Âı ËÁÓÎ‡ÚÓ‚ ÌËÁÓ‚Ó„Ó ·ÓÊÂÌËfl ËÁ ÒÎÓ‚‡ˆÍËı ÔË‚Á‡‚Ó‰Ó‚.

Å˚ÎÓ ÔÓÎÛ˜ÂÌÓ 16 ÏÛÚ‡ÌÚÓ‚, ËÁ ÍÓÚÓ˚ı ‰ÂÒflÚ¸ ÔÓËÁ‚Ó‰ËÎÓ
ÊÂÎ‡ÂÏ˚Â Ó„‡ÌË˜ÂÒÍËÂ ÍËÒÎÓÚ˚. èÓÒÎÂ ·ÓÊÂÌËfl 11
ÔÓˆÂÌÚÌÓ‚Ó ÒÛÒÎ‡ Ì‡ıÓ‰ËÎ‡Ò¸ ÛÓ‚ÂÌ¸ ‡ÎÍÓ„ÓÎfl ‚Ó ‚ÒÂı ÏÓÎÓ‰˚ı
ÔË‚‡ı ‚ ÔÂ‰ÂÎ‡ı 0,54–0,64 % Ó·˙ÂÏ., ç ÍÓÎÂ·ÎflÎÓÒ¸ ‚ ÔÂ‰ÂÎ‡ı
‚ÂÎË˜ËÌ 4,2–4,7. éÒÚ‡Î¸Ì˚Â Ô‡‡ÏÂÚ˚ ÔË‚ Ì‡ıÓ‰ËÎËÒ¸ ‚
ÔÂ‰ÂÎ‡ı Ó·˚ÍÌÓ‚ÂÌÌ˚ı ‰Îfl ÌËÁÍÓ‡ÎÍÓ„ÓÎ¸Ì˚ı ÔË‚.
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1 INTRODUCTION

Alcohol-free beer includes in its assortment still more breweries
but it is one of the most problematic article due to differences in re-
cipe and production methods. Because of absenting alcohol differs
from alcoholic beers in its taste and consumer reflects it. In spite of
fact that dialysis [1] and reverse osmosis are sophisticated industrial
methods that enable brewers to produce non-alcoholic beer of good
quality without thermal stress, they do not eliminate its worty-off fla-
vour and taste. From this point of view seems to be limited fermen-
tation with free or immobilized yeast preferable. Experiments with
genetic manipulated yeast are still cautious, otherwise some bre-
weries use mutant strains of yeast producing less ethanol for non-
alcoholic beer brewing. Our work has been oriented to this topic.

Adachi et al. [2] used for low-alcoholic beer production in batch
and fed-batch fermentations, under aerobic and anaerobic conditi-
ons, recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae with disrup-
tion in pyruvate decarboxylase coding gene PDC1. The yeast was
also transformed with plasmid carrying LDH-A structure gene co-
ding lactate dehydrogenase. At pH of media 4.5 has been detected
the ethanol content 20.15 g.l-1, when pH of media was 3.5 only
19.01 g.l-1 of ethanol has been measured. Mutant with disrupted
PDC1 formed about third less ethanol as parental strain.

Researchers from Technical University in Berlin [3] overexprimed
gene GPD 1 coding gycerol-3-phosphate dehydrogenase in bre-
wing yeast Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis to cut
down ethanol content in beer. Concentration of glycerol in experi-
ment simulating brewing in hop wort of 11.38 % increased 5.6 ti-
mes, ethanol content decreased for 18 % compared to original non-
recombinant strain from 37 down to 30.4 g.l-1. Some default could

1 ÚVOD

Nealkoholické pivo zahŕňa do svojho sortimentu čoraz viac pivo-
varov. Je to však aj jeden z najproblematickejších výrobných artik-
lov a vyžaduje si značné zmeny výrobných postupov. Navyše kvôli
absencii alkoholu sa svojou chuťou značne odchyľuje od pív alko-
holických a konzument to reflektuje.Napriek tomu, že dialýza [1] a re-
verzná osmóza sú už dnes v priemysle na značne vysokej úrovni
a dovoľujú vyrábať nealkoholické pivá bez tepelného zaťaženia
a dobrej kvality, neodstraňujú ich prázdnu mladinovú chuť. Z také-
hoto uhla pohľadu je výhodnejšie používať obmedzenú fermentáciu
pomocou voľných alebo imobilizovaných pivovarských kvasiniek. Po-
kusy s geneticky manipulovanými kvasinkami sú zatiaľ iba opatrné,
aj keď niektorí výrobcovia už na výrobu nealkoholických pív použí-
vajú mutantné kmene kvasiniek produkujúce málo etanolu. Naša
práca sa zamerala hlavne na túto problematiku.

Adachi a kol. [2] použili vo vsádzkových a semikontinuálnych fer-
mentáciách s prístupom kyslíka aj bez neho rekombinantný kmeň
Saccharomyces cerevisiae, ktorý mal prerušený gén PDC1 pre py-
ruvátdekarboxylázu. Do kvasinky bol zároveň transformovaný plaz-
mid nesúci LDH-A štruktúrny gén pre laktátdehydrogenázu. Pri pH
4,5 bola zaznamenaná maximálna hodnota koncentrácie etanolu
20,15 g.l-1 a pri pH 3,5 iba 19,01 g.l-1 etanolu. Mutant s prerušeným
PDC1 tvoril približne o tretinu menej etanolu v porovnaní s rodičov-
ským kmeňom.

Výskumníci z Technickej univerzity v Berlíne [3] k zníženiu obsahu
etanolu v pive nadmerne exprimovali gén GPD 1 kódujúci glycerol-
3-fosfátdehydrogenázu v pivovarskej kvasinke Saccharomyces ce-
revisiae var. carlsbergensis. Obsah glycerolu v experimente simu-
lujúcom kvasenie na 11,38% mladine vzrástol 5,6krát, množstvo



236 KVASNÝ PRŮMYSL
roč. 51 / 2005 – číslo 7–8

etanolu kleslo o 18 % oproti pôvodnému kmeňu z 37 na 30,4 g.l-1.
Nedostatkom bol závažný nárast koncentrácie acetoínu, diacetylu
a acetaldehydu. Arteficiálne kmene Saccharomyces cerevisiae, kto-
rým chýba alkoholdehydrogenáza, už boli izolované [4, 5], ale pivo-
varský priemysel v Európe je nervózny z genetického inžinierstva
a len málo pivovarníkov je ochotných ich použiť.

Jednou z výhod kvasiniek je, že prežívajú aj s niektorými mutáci-
ami, ktoré sú pre vyššie eukaryotické organizmy letálne. Tieto mu-
tácie sú buď indukované, alebo vyvolané prostredím, v ktorom sú
kvasinky adaptované.Veľký počet publikovaných prác sa zaoberá bi-
otechnologickým využitím mutácií spôsobujúcich defekty v aktivitách
enzýmov citrátového cyklu s cieľom zvýšiť produkciu, alebo cielene
regulovať tvorbu organických kyselín v priebehu fermentácie, čo
umožňuje modifikovať senzorické vlastnosti požívatín pripravených
ich použitím.Tieto mutantné kmene boli v 90. rokoch popísané v rôz-
nej literatúre [6, 7, 8]. Podstatou ich biotechnologického využitia je,
že k zníženej produkcii alkoholu dochádza v dôsledku poklesu pH
média počas fermentácie spolu s tvorbou organických kyselín. Ako-
náhle je čerstvé médium prevzdušnené, nastáva na začiatku fer-
mentácie rapídna produkcia organických kyselín. Keď sa aeróbny
metabolizmus po vyčerpaní kyslíka zmení na anaeróbny, nízke pH
vplýva na pokles aktivity enzýmov alkohol dehydrogenázy a pyru-
vátdekarboxylázy, ktorých pH optimum je pri vyšších hodnotách.
Z toho vyplýva, že produkcia alkoholu je potlačená a dochádza ďa-
lej k redukcii pyruvátu na laktát enzýmom laktátdehydrogenázou
v súlade s metabolizmom týchto mutantných kmeňov. Na základe
týchto poznatkov vyrobili nealkoholické pivo Navrátil a kol. [9]. Po-
mocou nerekombinantných mutantov S. cerevisiae defektných v ak-
tivite enzýmov citrátového cyklu, vsádzkovým aj kontinuálnym
spôsobom, voľnými bunkami aj imobilizovanými do pektátu dosiahli
v produktoch hladinu etanolu v rozmedzí 0,07–0,31 % hm. Kyselina
mliečna v získaných pivách naprodukovaná v koncentráciách do
1,38 g.l-1 mala silný ochranný efekt proti mikrobiálnej kontaminácii
konečného produktu a slúžila zároveň ako senzoricky aktívna zložka.
V tejto práci boli však použité mutanty liehovarských a nie pivovar-
ských kvasiniek.

Uvedené práce hľadajú alternatívy k súčasným klasickým metó-
dam na výrobu nealkoholického, resp. nízkoalkoholického piva.

2 MATERIÁL A METÓDY

2.1 Mikroorganizmy

V práci boli použité mutantné kmene pivovarských kvasiniek: Sac-
charomyces cerevisiae BZ I/30 a BZ I/60 (pôvodný kmeň: S. cerevi-
siae CCY 68-16), S. cerevisiae BZ II/30 a BZ II/60 (pôvodný kmeň:
S. cerevisiae CCY 48-22), S. cerevisiae BZ III/30 a BZ III/60 (pôvodný
kmeň: S. cerevisiae CCY 48-48), S. cerevisiae BZ IV/30 a BZ IV/60
(pôvodný kmeň: S. cerevisiae CCY 48-61) a mutantné kmene RZ
I/30, RZ I/60, RZ II/30, RZ II/60, RZ III/30, RZ III/60, RZ IV/30 a RZ
IV/60 vyšľachtené zo štyroch izolátov zo slovenských pivovarov.

2.2 Mutácia a selekcia

Rodičovské kmene boli vystavené UV žiareniu vlnovej dĺžky 254
nm (1 W.m-2) po dobu 30 sekúnd (.../30), resp. 30+60 sekúnd (.../60).
Tvorba organických kyselín mutantmi bola zisťovaná na tuhej iden-
tifikačnej pôde s brómkrezolovou zeleňou a získané kmene boli pod-
robené selekcii na základe schopnosti skvasovať niektoré jednodu-
ché sacharidy.

2.3 Kultivačné a fermentačné médiá

Tuhé identifikačné médium malo zloženie (v g.l-1): glukóza (100);
(NH4)2SO4 (0,2); (NH4)2HPO4 (0,03); KH2PO4 (0,15); MgSO4.7H2O
(0,19); NaCl (0,1); CaCl2 (0,1); brómkrezolová zeleň (0,1); agar (5).
pH bolo upravené na hodnotu 7.

Médium použité na kvasné testy obsahovalo 20 g.l-1 zdroja uhlíka
(sacharóza, glukóza, rafinóza, trehalóza, melibióza, galaktóza, mal-
tóza a laktóza) a 10 g.l-1 kvasničného autolyzátu.

Kultivačné médium bolo nasledujúceho zloženia (v g.l-1): glukóza
(100); (NH4)2SO4 (5); kvasničný autolyzát (3); KH2PO4 (2);
MgSO4.7H2O (1); CaCl2 a NaCl (0,1). Hodnota pH bola upravená na
5,8. Bunky boli kultivované 72 h pri 28 °C v 500 ml kultivačných ban-
kách pri semi-aeróbnych podmienkach na rotačnej trepačke. Objem
média bol 100 ml.

Na fermentáciu bola použitá 11% mladina z miestneho pivovaru.
Vsádzková fermentácia prebiehala v 600 ml infúznych fľašiach, opat-
rených kvasným uzáverom. Objem fermentačného média bol 500

be seriously high concentration of acetoin, diacetyl and acetalde-
hyde. Artificial strains of Saccharomyces cerevisiae lacking alcohol
dehydrogenase were isolated [4, 5], but European brewing industry
is nervous of genetic engineering and only a few brewers are obli-
ging to use them.

One of the advantages of yeast is that they survive with some mu-
tations, which are lethal for eukaryotes. These mutations can be in-
duced in laboratory or spontaneously influenced by an environment
they are adapted in. Couple of published works concern of biotech-
nical applications of mutations causing defects in Citrate cycle en-
zyme activity to enhance production, or to regulate creation of or-
ganic acids during fermentation, what enables to modify sensoric
properties of fermented foods prepared by using such a microorga-
nisms. These mutant strains were described in 90-ties in different li-
terature [6, 7, 8]. Reason for their biotechnical application for non-
alcoholic beer production is the fact, that limited ethanol production
is caused by decreasing pH of medium during fermentation along
with organic acids creation. When fresh media is aerated at the be-
ginning, rapid production of organic acids takes place. When aero-
bic metabolism after all oxygen is spent switches to anaerobic, low
pH influences downswing of alcohol dehydrogenase and pyruvate
decarboxylase activity whose pH optimum lies in higher domains.
Ethanol production is consecutively pulled down and reduction of py-
ruvate to lactic acid by lactate dehydrogenase occurs responsively
to metabolism of these mutant strains. With this information produ-
ced Navrátil et al. [9] non-alcoholic beer with non-recombinant mu-
tants of S. cerevisiae defective in Citrate cycle enzymes activity. In
batch and continuous fermentations with both, free cells and immo-
bilized to calcium pectate reached an ethanol content values bet-
ween 0.07-0.31 % w/w. in all products. Lactic acid in green beers
produced in concentrations up to 1.38 g.l-1 had a strong protective
effect against microbial contamination of terminal product with some
important sensoric properties as well. Authors worked with distillery
yeast, not brewing.

All mentioned works searching alternatives to classical methods
for non-alcoholic or low-alcoholic beer production of nowadays.

2 METHODS AND MATERIALS

2.1 Microorganisms

Following cultures of brewing yeast were used: Saccharomyces
cerevisiae BZ I/30 and BZ I/60 (parental strain: S. cerevisiae CCY
68-16), S. cerevisiae BZ II/30 and BZ II/60 (parental strain: S. cere-
visiae CCY 48-22), S. cerevisiae BZ III/30 and BZ III/60 (parental
strain:S. cerevisiae CCY 48-48), S. cerevisiae BZ IV/30 and BZ IV/60
(parental strain: S. cerevisiae CCY 48-61) and mutant strains RZ
I/30, RZ I/60, RZ II/30, RZ II/60, RZ III/30, RZ III/60, RZ IV/30 and RZ
IV/60 selected from four isolates from Slovak breweries.

2.2 Mutation and selection

Parental strains were exposed to UV radiation of wave-length 254
nm (1 W.m-2) during 30 seconds (.../30) and 30+60 seconds (.../60).
Organic acid production by mutant strains was detected on identifi-
cation medium containing bromcresol purple as an indicator and ob-
tained strains were selected on basis of some basic sugars fer-
mentation ability.

2.3 Cultivation and fermentation media

Composition of solid identification medium was following (g.l-1):
glucose (100); (NH4)2SO4 (0.2); (NH4)2HPO4 (0.03); KH2PO4 (0.15);
MgSO4.7H2O (0.19);NaCl (0.1);CaCl2 (0.1); bromcresol purple (0.1);
agar 5. pH was adjusted to 7.

Medium for fermentation tests contained 20 g.l-1 of carbonic source
(sucrose, glucose, rafinose, trehalose, melibiose, galactose, maltose
and lactose) and 10 g.l-1 of yeast extract.

Cultivation medium of following constitution was used (g.l-1): glu-
cose (100); (NH4)2SO4 (5); yeast extract (3); KH2PO4 (2);
MgSO4.7H2O (1); CaCl2 and NaCl (0.1).pH was adjusted to 5.8.Cells
were cultivated in cultivation flasks of 500 ml in volume during 72
h with temperature 28 °C under semi-aerobic conditions on rotary
shaker. Volume of cultivation medium in each flask was 100 ml.

As a medium for fermentation was used 11% wort from local bre-
wery.The batch fermentation process was carried out in 600 ml bott-
les with fermentation seal, containing 500 ml of wort. Temperature
was 6 °C. Initial concentration of free yeast cells was 3 g.l-1 of dry
weight.



2.4 Analytical methods

Ethanol was determined by GC (PORAPAK Q-filled column and
FID), total polyphenols and colour were measured according to cur-
rent EBC recommended methods, total nitrogen according to Kjel-
dahl, amino acids by GC (SE 30 phase-filled column), organic acids
by GC (CHROMOSORB G, AW-DMCS, filled column with stationary
phase of 8 % FFAP). Methods available also in Basařová et al. [10].

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Mutants selection

Organic acids production was detected after two and seven days
since the indication media were inoculated. Strains RZ I/30 and RZ
I/60 did’n produce organic acids, not even after re-inoculation. In
case of strains BZ II/30, BZ II/60 a DZ I/60 was determined mode-
rate acidity of indication medium after seven days and those five
mentioned strains had no importance for further experiments.

Also the fermentation of some basic saccharides present in wort
by mutant strains was investigated. Experiment lasted six days un-
der laboratory conditions. Strain DZ I/30 fermented none of the sac-
charides and it was cast out following experiments too. Results are
shown in Tab. 1.

3.2 Fermentation

Batch fermentations with prepared mutant strains were carried out
in 600 ml bottles with fermentation seals, temperature was 6 °C,
amount of 11 % wort 500 ml, inoculated with 5 ml of cells suspen-
sion. Beers were analyzed after 13 days. Parameters of green be-
ers are presented in Tab. 2. All of them were low-alcoholic, ethanol
content varied between 0.54 and 0.64 % v/v. Colour reached values
a little over 10 EBC units and total polyphenols ranged between 196-
270 mg.l-1. Compared to others, beer fermented with strain BZ I/30
contained considerably more total nitrogen, 1495.2 mg.l-1. In other
samples were its amounts from three to seven times lower. As we
expected, pH values were also lower compared with classical be-
ers, in interval from 4.2 to 4.5. pH value of 4.7 showed beer prepa-
red using strain BZ I/60.

Low pH relates with low alcohol content. Mutant strains produce
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ml, teplota fermentácie 6 °C. Počiatočná koncentrácia voľných bu-
niek v médiu bola 3 g.l-1 suchej hmotnosti.

2.4 Analytické stanovenia

Etanol plynovou chromatografiou (náplňová kolóna – PORAPAK
Q, FID detektor), celkové polyfenoly a farba podľa EBC, celkový du-
sík podľa Kjeldahla, aminokyseliny plynovou chromatografiou (nápl-
ňová kolóna, fáza SE 30), organické kyseliny plynovou chromato-
grafiou (náplňová kolóna s náplňou CHROMOSORB G, AW-DMCS
a stacionárnou fázou 8% FFAP). Postupy boli realizované podľa Ba-
sařovej a kol. [10].

3 VÝSLEDKY A DISKUSIA

3.1 Selekcia mutantov

Tvorba organických kyselín bola sledovaná po dvoch a siedmych
dňoch po naočkovaní. Kmene RZ I/30 a RZ I/60 nemali schopnosť
tvoriť organické kyseliny vôbec, ani po opätovnom naočkovaní. Pri
kmeňoch BZ II/30, BZ II/60 a DZ I/60 bol zaznamenaný slabý ná-
znak okyslenia indikačného média až po siedmych dňoch po naoč-
kovaní, preto uvedených päť kmeňov nemalo pre ďalšiu prácu vý-
znam.

Bola sledovaná aj schopnosť skvasovať vybrané sacharidy mu-
tantnými kmeňmi kvasiniek. Experiment trval šesť dní pri laboratór-
nej teplote. Kmeň DZ I/30 neskvasoval žiaden zo sacharidov a tiež
bol z ďalších experimentov vylúčený.Výsledky z priebehu týchto tes-
tov sú zhrnuté v tab. 1.

3.2 Fermentácia

Fermentácie s pripravenými mutantnými kmeňmi prebiehali vsádz-
kovo pri teplote 6 °C v 600 ml infúznych fľašiach opatrených kvas-
ným uzáverom. Množstvo 11% mladiny bolo 500 ml, zákvasná dávka
5 ml inokula. Analýzy boli uskutočnené po 13 dňoch. Parametre mla-
dých pív sú uvedené v tab. 2. Všetky pivá boli nízkoalkoholické, ob-
sah etanolu sa pohyboval v rozmedzí 0,54–0,64 % objemových.Farba
dosahovala hodnoty málo nad 10 jednotiek EBC, celkové polyfenoly
variovali v rozmedzí 196-270 mg.l-1. Pivo vykvasené kmeňom BZ I/30
zaznamenalo oproti ostatným značné množstvo celkového dusíka,

Tab. 1 Výsledky kvasných testov po šiestich dňoch v identifikačnom médiu. Daný mikroorganizmus skvasuje daný sacharid (�), daný mik-
roorganizmus neskvasuje daný sacharid (�) / Results of fermentation tests after six days in identification medium. Given microorganism fer-
ment given saccharide (�), given microorganism does not (�)

Kmeň / sacharóza / glukóza / rafinóza / trehalóza / melibióza / galaktóza / maltóza / laktóza /
Strain sucrose glucose rafinose trehalose melibiose galactose maltose lactose
BZ I/30 � � � � � � � �

BZ I/60 � � � � � � � �

BZ III/30 � � � � � � � �

BZ III/60 � � � � � � � �

BZ IV/30 � � � � � � � �

BZ IV/60 � � � � � � � �

RZ II/30 � � � � � � � �

RZ II/60 � � � � � � � �

DZ I/30 � � � � � � � �

DZ II/30 � � � � � � � �

DZ II/60 � � � � � � � �

Tab. 2 Základné parametre nízkoalkoholického piva vyrobeného vsádkovou fermentácioui mladiny pri teplote 6 °C mutantnými kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae / Basic parameters of low-alcoholic beer produced during batch fermentation of wort with temperature 6 °C by
mutant yeast Saccharomyces cerevisiae

Parameter BZ I/30 BZ I/60 BZ III/30 BZ III/60 BZ IV/30 BZ IV/60 RZ II/30 RZ II/60 DZ II/30 DZ II/60

Etanol, % obj. /
Ethanol, v/v % 0,55 0,54 0,58 0,64 0,59 0,60 0,62 0,60 0,61 0,64

Farba, j. EBC /
Colour, EBCu 10,6 10,7 10,2 10,3 10,3 10,4 9,9 10,1 10,1 9,4

pH 4,4 4,7 4,3 4,5 4,3 4,4 4,4 4,3 4,3 4,2
Celkový dusík, mg.l-1 /
Total nitrogen, mg.l-1 1495 498 697 498 199 249 299 598 598 498

Celk. polyfenoly, mg.l-1 /
Total polyphenols, mg.l-1 213 180 230 201 196 197 269 270 251 258
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až 1495,2 mg.l-1, kým v ostatných bol jeho obsah tri až sedemkrát
menší. Podľa očakávania bolo vo vyrobených pivách nižšie pH vzhľa-
dom na tvorbu organických kyselín mutantmi, a to v rozmedzí 4,2–4,5.
Výnimkou bolo pivo pripravené kmeňom BZ I/60 s pH 4,7.

Nízke pH súvisí s nízkym obsahom alkoholu. Mutantné kvasinky
produkujú do mladiny organické kyseliny, čím dochádza znížením pH
k inaktivácii enzýmov zodpovedných za tvorbu etanolu, teda alko-
holdehydrogenázy a pyruvátdekarboxylázy, ktorých pH optimum je
vyššie. Mutanty vykazovali pomerne dlhú aeróbnu fázu, počas kto-
rej prebiehala tvorba biomasy, tvorba oxidu uhličitého bola výrazne
redukovaná, a tak je dosycovanie hotových pív nevyhnutné. UV mu-
tagenéza je nešpecifická, a preto počas nej môže dôjsť k porušeniu
niektorých regulačných mechanizmov zodpovedných za utilizáciu
pre kvasinky prirodzených zdrojov uhlíka. Metabolizmus týchto kme-
ňov teda nie je podrobne objasnený a musí byť predmetom ďalšieho
výskumu. Tak isto vysoká hodnota celkového dusíka v pive pripra-
venom mutantným kmeňom BZ I/30 môže mať svoje genetické po-
zadie. V kvasinke mohlo dôjsť k poškodeniu génov regulujúcich au-
tolýzu, ktorá prebehla a zapríčinila zvýšenie koncentrácie dusíkatých
látok. Iné vysvetlenie je, že kvasinka dusíkaté zdroje neutilizovala
vôbec, to však nezodpovedá koncentráciám zvyškových aminoky-
selín (tab. 3), ktoré boli spotrebované všetkými kmeňmi rovnomerne,
teda aj kmeňom BZ I/30. Zo spotreby aminokyselín je ďalej zrejmé,
že ich utilizácia prebiehala rovnomerne, a ich profil je vo všetkých
získaných nízkoalkoholických pivách podobný. Najvyššie koncentrá-
cie boli zaznamenané u aminokyseliny treonínu, a to do 50 mg.l-1,
čo je dva až dva a pol krát viac ako u ostatných aminokyselín. O ni-
ečo vyššie je aj množstvo asparagínu, ktoré sa pohybovalo v roz-
medzí od 19 do 31 mg.l-1. Môžeme teda konštatovať, že tieto dve
aminokyseliny boli utilizované najmenej. Z uvedeného možno pred-
pokladať tvorbu vyšších al-
koholov, zodpovedných za
znižovanie hustoty ta-
kýchto pív.

Na konci fermentácie
bol sledovaný obsah ky-
seliny mliečnej, citrónovej,
asparágovej a jablčnej
(tab. 4). Najviac bola v pi-
vách zastúpená kyselina
mliečna, čo zodpovedá
predpokladu o jej tvorbe
z pyruvátu v anaeróbnych
podmienkach. Jej kon-
centrácia sa pohybovala
od 541 do 698 mg.l-1. Os-
tatné kyseliny sa vyskyto-
vali v oveľa menších kon-
centráciách v zostupnom
poradí od kyseliny jablčnej
cez asparágovú až po ky-
selinu citrónovú.

lactic and some other acids into the wort and along with fall of pH
values alcohol dehydrogenase and pyruvate decarboxylase activity
decrease, because of its higher pH optima. For mutants was cha-
racteristc longer respiratory phase along with the biomass forma-
tion. Production of carbon dioxide was markantly reduced, there-
fore is an additional saturation necessary. UV mutagenesis is not
specific and some regulation mechanisms responsible for natural
uptake of carbonic sources by yeast can be disrupted. Metabolism
of these strains is still not well known and there there is a need of
future research. Also high level of total nitrogen in beer fermented
with mutant strain BZ I/30 has its genetic background and genes
regulating autolysis could have been damaged during mutation and
so autolysis might cause increase of total nitrogen concentration.
Different explanation is that nitrogen sources was not utilized by this
mutant yeast at all, but such an argument does not reflect final con-
centrations of amino acids (Tab. 3), which were utilized by all the
strains equally as well as BZ I/30. From amino acids consumption
is clear that they were utilized equally and their profile is in all beer
samples similar. Highest concentrations were recorded for threonin,
up to 50 mg.l-1, what was two times more compared to other amino
acids. Moderately higher is also concentration of asparagines, from
19 to 31 mg.l-1. These two amino acids were less utilized. From pre-
sented facts the higher alcohols formation reducing beeer density
can be predicted.

At the end of fermentation the amount of lactic, citric, asparagic
and malic acids were detected (Tab. 4). Highest concentration of lac-
tic acid in beers responds to purpose that this acid is formed from
pyruvate under anaerobic conditions. Its concentrations varied from
541 to 698 mg.l-1. Other acids were present in much lower concent-
ration descending from malic and asparagic acid down to citric acid.

Lactic acid is frequently
used in brewing for acidi-
fication of wort, pH decre-
ase to value of 2.8–3.2, to
reduce a risk of microbial
contamination. Lactic acid
is fermentative produced
by Lactobacillus sp. (LAB)
but it is difficult to optima-
lize their propagation not
to mention the time nee-
ded for this pre-acidifica-
tion step [11]. Advantage
of mutant strains descri-
bed, is their direct produc-
tion of lactic acid to the
medium during fermenta-
tion.

Organic acids represent
also eminent aditives in
the food technology [12].
They can effectively cover

Tab. 3 Aminokyseliny v nízkoalkoholickom pive vyrobenom vsádkovou fermentáciou mladiny pri teplote 6 °C mutantnými kvasinkami Sac-
charomyces cerevisiae / Amino acids of low-alcoholic beer produced during batch fermentation of wort with temperature 6 °C by mutant ye-
ast Saccharomyces cerevisiae 

Obsah aminokyselín / 
BZ I/30 BZ I/60 BZ III/30 BZ III/60 BZ IV/30 BZ IV/60 RZ II/30 RZ II/60 DZ II/30 DZ II/60

Amino acids content (mg.l-1)

Serín / Serine 16 15 14 19 15 14 17 15 16 19
Threonín / Threonine 44 39 41 45 48 46 42 49 47 48
Asparagín / Asparagine 29 26 25 19 31 25 29 24 31 26
Arginín / Arginine 15 16 19 18 14 19 16 14 19 16
Izoleucín / Isoleucine 19 12 16 14 18 17 16 21 18 19
Leucín / Leucine 14 13 15 14 16 12 12 15 15 14
Lyzín / Lysine 11 9 8 11 12 19 13 15 11 13
Metionín / Methionine 20 19 20 21 19 18 21 15 21 19
Valín / Valine 18 15 14 16 19 15 14 19 19 15
Glycín / Glycine 15 12 13 12 14 15 13 14 12 11
Alanín / Alanine 19 20 20 21 20 21 23 24 22 23
Fenylalanín / Phenylalanine 26 29 28 24 22 24 28 26 24 22
Tyrozín / Thyrosine 14 12 13 14 15 12 16 14 13 15
Tryptofán / Tryptophane 19 18 19 14 15 16 19 17 18 19
Histidín / Histidine 21 26 23 25 24 26 29 24 26 22

Koncentrácia organických kyselín /

Kmeň / Strain
Organic acids concentration (mg.l-1)

Citrónová / Mliečna / Asparágová / Jablčná /
Citric acid Lactic acid Asparagic acid Malic acid

BZ I/30 42 605 96 99
BZ I/60 56 698 97 104
BZ III/30 72 608 88 112
BZ III/60 81 541 96 108
BZ IV/30 29 589 95 123
BZ IV/60 41 625 87 142
RZ II/30 32 598 89 154
RZ II/60 41 598 96 112
DZ II/30 42 622 94 142
DZ II/60 45 618 89 123

Tab. 4 Obsah organických kyselín v nízkoalkoholickom pive vyrobenom vsádkovou
fermentácioui mladiny pri teplote 6 °C mutantnými kvasinkami Saccharomyces ce-
revisiae / Content of organic acids in low-alcoholic beer produced during batch fer-
mentation of wort with temperature 6 °C by mutant yeast Saccharomyces cerevisiae 
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Kyselina mliečna je v pivovarníctve bežne používaná na acidifiká-
ciu mladiny, čím sa hodnota pH zníži na úroveň 2,8–3,2 a znižuje sa
riziko kontaminácie. Kyselina mliečna je produkovaná fermentačne
mliečnymi baktériami (LAB). Je však náročné optimalizovať aktivitu
ich rastu a čas potrebný na takúto preacidifikáciu je značný [11]. Vý-
hodou opísaných mutantných kmeňov je ich priama produkcia ky-
seliny mliečnej do média počas fermentácie.

Organické kyseliny patria medzi významné potravinárske aditíva
[12]. V súvislosti s nízkoalkoholickým pivom môžu výrazne prekryť
prázdnu a mladinovú chuť, ktorá je týmto pivám značne vyčítaná.
Z hľadiska senzorického posúdenia produktov je možno u získaných
pív konštatovať jemnú ovocnú arómu a slabú nakyslastú chuť, pri-
pomínajúcu v podtónoch biele víno. Z nedostatku oxidu uhličitého
vyplýva slabá penivosť a absentujúca rezkosť.

4 ZÁVER

V práci sme sa zamerali na prípravu mutantných kmeňov pivo-
varských kvasiniek Saccharomyces cerevisiae vhodných na prípravu
nízkoalkoholického, prípadne nealkoholického piva. Predpoklad, že
mutanty defektné v cykle trikarboxylových kyselín produkujú zvýšené
množstvá týchto kyselín do mladiny a vytvárajú tak prostredie vhodné
pre blokovanie enzýmov dôležitých pre tvorbu alkoholu, sa ukázal
ako správny. Na osem rodičovských kmeňov kvasiniek sme pôsobili
fyzikálnym mutagénom UV žiarením po 30 a 30+60 sekúnd. Získané
mutanty boli podrobené testom na produkciu organických kyselín
a skvasovanie niektorých jednoduchých sacharidov bežne prítom-
ných v mladine. Na základe výsledkov z nich sme vybrali desať mu-
tantných kmeňov, s ktorými sme uskutočnili vsádzkové fermentácie
pri teplote 6 °C v objeme 500 ml 11% mladiny. Získali sme tak níz-
koalkoholické pivá s obsahom etanolu 0,54–0,64 % objemových.
Hodnoty farby aj celkových polyfenolov boli porovnateľné s bežnými
alkoholickými pivami. Nízke pH týchto pív (4,2–4,7) je zapríčinené
prítomnosťou organických kyselín, predovšetkým mliečnej. Zvýšená
kyslosť tu môže byť chápaná ako nevýhoda.Treba však brať do úvahy,
že nie všetci spotrebitelia sú ochotní prispôsobovať sa unifikovanému
vkusu presadzovanému pivovarníkmi predovšetkým v našich zeme-
pisných oblastiach a z hľadiska senzoriky môže prítomnosť týchto
kyselín pomáhať maskovať prázdnu mladinovú príchuť, navyše pro-
tektívny účinok laktátu z hľadiska ochrany pred nežiadúcou mikro-
biálnou kontamináciou je nesporný. Mutantné pivovarské kvasinky
predstavujú zároveň legislatívne schodnú perspektívu v príprave
špeciálnych fermentovaných nápojov.
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worty off-flavour and fill the taste of alcohol-free beer. From senso-
rial arbitration of our products results soft friuty aroma and slightly
sour taste reminding white wine in the undertones. A low carbon dio-
xide concentration causes a poor foaming of beers, lacking persi-
stance.

4 CONCLUSION

The aim of study was to prepare mutant strains of brewing yeast
Saccharomyces cerevisiae applicable for low-alcoholic, or non-al-
coholic beer production. Prediction that mutants they are defective
in tricarboxylic acid cycle activity produce considerable amounts of
appropriate acids in wort and so create conditions adequate for al-
cohol dehydrogenase and pyruvate decarboxylase deactivation see-
med to be right. Eight parental strains were exposed to physical mu-
tagen, that represents UV radiation, for 30 and 30+60 seconds.
Acquired mutants were tested for organic acids production and fer-
mentation of some basic saccharides present in wort. Taking into
consideration, results of these tests showed that ten mutant strains
could be chosen to carry out batch fermentations in 500 ml of 11 %
wort with temperature 6 °C. Green beers were all low-alcoholic with
0.54–0.64 % w/w. of ethanol content. Values of colour and total po-
lyphenols were comparable with classical alcoholic beer. Low pH
(4.2–4.7) is caused by higher concentration of organic acids, all
above lactic acid. Acidity can be understood as a disadvantage but
not all the consumers are agreeable accommodate themselves to
an unified tastes dictated by breweries in our geographic area and
from sensoric point of view can presence of these acids help to co-
ver worty off-flavour characteristic for alcohol-free beers. After all
protective effect of lactic acid from unacceptable microbial contami-
nation and spoilage is undeniable. Mutant brewing yeast construc-
ted this way represent legislatively safe perspective in special fer-
mented drinks development.
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