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1 UvVOD

V sticasnej dobe je preferovana vyroba
napojov so znizenym obsahom alkoholu
z legislativnych i zdravotnych dévodov. Av-
$ak pri tradiénych fermentovanych napo-
joch, akym je aj pivo, alkohol zohrava déle-
zitd Udlohu pri tvorbe aromatického
a chutového profilu, preto tieto napoje po
odstraneni alkoholu stracaju na svojom
charaktere. Z toho dévodu je snaha neu-
stale modifikovat a inovovat spésoby ich
vyroby [1].

Pri klasickej technoldgii vyroby nizko-
alkoholickych, resp. nealkoholickych piv
sa vyuzivaju rézne spdsoby. Jednym
z mnohych je tzv. stop fermentacia, pri
ktorej vSak ostava v pive relativne vy-
sokéa koncentracia sacharidov a pivo ma
typicku arému i chut mladiny. Okrem
toho je takéto pivo vdaka zvySenej hla-
dine rezidualnych sacharidov a takmer
ziadnemu alkoholu ovela citlivejSie na
mikrobialnu kontaminaciu ako pivo alko-
holické. Pri klasickej vyrobe nealkoholic-
kého piva je preto nutné znizovat pH,
najvhodnejSia je kyselina mlie¢na, pri-
davok ktorej v8ak zvySuje naklady na vy-
robu a vnasa riziko kontaminacie mlie¢-
nymi baktériami, ktoré sa na jej pripravu
pouzivaju [2, 3]. Pri dalsich technoldgi-
ach sa alkohol odstrariuje, napr. reverz-
nou osmoézou, dialyzou, destilaciou
alebo vakuovym odparovanim, avsak ti-
eto procesy su finanéne naroéné a v dé-
sledku extrémnych podmienok do-
chadza k rozkladu senzoricky aktivnych
zloZiek piva. Poslednym pristupom je
pouzitie Specidlnych kmenov kvasiniek,
pri ktorych je tvorba etanolu metabolicky
reprimovana.

Jednym zo spdsobov zefektivnenia fer-
menta¢ného procesu je aplikacia imobili-
zovanych kvasiniek, ktoré umoznuju viest
proces aj kontinudlne vyuzivanim vyso-
kych koncentracii buniek bez vyplavova-
nia z reaktorov [4].

Cielom prace bolo overit mozZnosti vy-
uzitia mutantnych, nerekombinantnych
kmenov Saccharomyces cerevisiae,
ktoré sa vyznacuju defektom v syntéze
enzymov citratového cyklu, na produkciu
nizkoalkoholickych, resp. nealkoholic-
kych piv. Pouzili sme tri kmene defekiné
v aktivite 2-oxo-glutaratdehydrogenazy
a dva v aktivite fumarazy, volné aj imobi-
lizované, vo vsadzkovom aj kontinualnom
rezime.

2 MATERIAL A METODY

Mikroorganizmy: Spodné pivovarske
kvasinky  Saccharomyces cerevisiae
W 96 (referenény kmen), mutantné
kmene Saccharomyces cerevisiae de-
fektné v syntéze enzymov citratového
cyklu (Zbierka Katedry mikrobiologie a vi-
rolégie, UK Bratislava):

S. cerevisiae JS 10-3C (MAT o ogd1
adel leu2-3, 112), S. cerevisiae JS 164
(o/a leu2-3, 112 ogd1 [JS10-3CxJS10-
9B]), S. cerevisiae E2 (MAT o met2
fum1), S. cerevisiae EF2 (fum1 [E2xF2-
15C]) a S. cerevisiae W303 (a ade2-1
his3-11, 15 leu2-3, 112 trp1-1 /kgd1:
URA3/ura3 cani1-100).

Inokulaéné médium: Glukéza 100
g/l, (NH,).SO, 5 g/, KH,PO, 2 g/,
MgSO,.7H,0 1 g/l, kvasni¢ny autolyzat
3 g/l, CaCl, 0,1 g/l, NaCl 0,1 g/l.

Imobilizacia kvasiniek: Suspenzia
kvasiniek a pektatu draselného o kon-
centracii 50 g/l prikvapkéavana do roztoku
CaCl, o koncentracii 0,1 mol/l poskyto-
vala gulicky o priemere 2 mm. Koncent-
racia buniek v gulickéch bola 12,1 gDW/I.
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Fermentaéné médium: Mladina
z miestneho pivovaru s obsahom redu-
kujucich sacharidov 110 g/l.

Fermentéacie: Vsadzkove fermenta-
cie boli robené v 500 ml bankach s kvas-
nym uzaverom, v ktorych bolo 400 ml
mladiny, kontinualna fermentacia v kolo-
novom bioreaktore s 8 etazami (packed-
bed reactor). Objem reaktora bol 521 ml
s priemerom vnutornej rury 4,6 cm. Fer-
mentécia prebiehala pri 15 °C, reaktor
obsahoval 400 ml mladiny a 100 ml gé-
lovych imobilizatov.

Analytické stanovenia: Celkové po-
lyfenoly podla EBC, celkové dusikaté
latky podla Kjeldahla, bielkovinovy dusik
pomocou farbiva CBB, farba a horkost
podia EBC, zdanlivy a skutoény extrakt
destilaéne, etanol a prchavé zlozky ply-
novou chromatografiou (CHROM 5,
naplnova koléna 8 % FFAP metdda
head-space), aminokyseliny plynovou
chromatografiou (CHROM 5, naplfiova
koléna faza SE 30). Koncentracia aktiv-
nej biomasy bola stanovena biolumino-
metrickou metddou.
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Obr. 1 Profil prchavych latok piv produkovanych kontinualne imobilizovanymi kvasinkami Sac-
charomyces cerevisiae W 96 a mutantnymi kmerimi. Vlavo hore: koncentracia vyssich alko-

holov (mmm 2-metylpropanol, butanol,

vo hore: koncentrécia diacetylu, viavo dole: koncentrdcia esterov ( = etylacetat, |
2-metylpropylacetat, == efylhexanoat,

acetat,
elyltetradekanoadit),
I mliecna,

2- a 3-metylbutanol, mmm 2-fenyletanol), vpra-
amyl-

etyloktanoat, elyldodekanoat,

vpravo dole: koncentrdcia organickych kyselin ( wmm citronova,
aspardgovd, mmm jantarova)
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimenty boli realizované vsadz-
kovo aj kontinualne. Na fermentaciu boli
pouzité volné ajimobilizované kmene kva-
siniek (tri defektné v aktivite 2-oxo-gluta-
ratdehydrogenazového komplexu, dva
v aktivite fumarazy a referenény pivovar-
sky kmen). V pivach boli sledované za-
kladné parametre, obsah alkoholu, diace-
tylu, vyS8ich alkoholov a esterov a inych
prchavych latok. Vzorky boli hodnotené aj
degustacne.

Na rozdiel od volnych kvasiniek, kedy
fermentacia mutantnymi kmenmi prebie-
hala pomalSie, imobilizované mutantné
kmene prekvasili mladinu v ¢asoch po-
rovnatelnych s referenénym kmeriom.

Produkcia etanolu jednotlivymi kmefimi
imabilizovanymi v pektatovom géle za kon-
tinuélnych podmienok a profil produkova-
nych organickych kyselin je v tab. 1 a na
obr. 1. Ako je vidiet z tabulky 1, mutantné
kmene maju obmedzenu schopnost pro-
dukcie etanolu. Koncentracia etanolu bola
vo vetkych pivach zanedbatelna v porov-
nani s pivom produkovanym referenénym
pivovarskym kmernom kvasiniek Saccha-
romyces cerevisiae W 96.

Obsah ostatnych alkoholov, 2-metyl-
propanolu, butanolu, 2, 3-metylbutanolu
je v pivach pripravenych mutantnymi
kmerimi tiez nizsi ako v pive pripravenom
referenénym kmeriom. Z esterov bol vo
vetkych pivach najviac zastupeny etyla-
cetat a etylhexanoat, aj ked v referené-
nom pive bolo mnoZstvo etylacetatu vy-
razne vacsie.

Imobilizované kvasinky produkovali piva
s nizS&im obsahom alkoholov, diacetylu

a esterov, avsak
koncentracia kyse-
liny asparagovej

a jantarovej bola W303 EF2ak2

Tab. 1 MnozZstvo etanolu (% hm.) v pivach produkovanych referenc-
nym pivovarskym kmeriom Saccharomyces cerevisiae W 96 a mu-
tantnymi kmerimi Saccharomyces cerevisiae JS10-3C, JS 164,

vyssia. V degustac-

nych skuskach naj-
viac obstalo pivo
produkovanée imobi-
lizovanymi kvasin-

Fermentacia, kvasinky W 96 JS10-3CJS 164 W303 EF2 E2

Vsadzkova, volné 380 o011 0,8 009 021 031
Vsadzkova, imobilizované | 3,90 009 008 0,11 008 0,07
Kontinudlna, volné SRR 0T 008 07 =0 15 011
Kontinudlna, imobilizované | 4,10 0,08 0,11 0,07 008 024

kami mutantného
kmena Saccharomyces cerevisiae W303.

Kontinualizacia fermentacie vyrazne
skratila dobu fermentacie. VoIné kvasinky
produkovali va¢sie mnozstva organickych
kyselin, ostatné parametre piv boli porov-
natelné s parametrami piv produkovanymi
vsadzkovo.

Mutantné kmene kvasiniek produkuijd
senzoricky vyznamné organické kyseliny,
ktoré pozitivne ovplyvnili organoleptické
vlastnosti nealkoholického piva. Tym, Ze
znizuju pH piva, ho navy$e chrania pred
bakterialnou kontaminaciou. Ako najefek-
tivnejSia sa ukazala kontinualna fermen-
tacia imobilizovanymi kvasinkami, kedy
mutantny kmen Saccharomyces cerevi-
siae W303 produkoval az 640 mg/l kyse-
liny mlie¢ne;j.

4 ZAVER

Mutantné kmene Saccharomyces ce-
revisiae, ktoré sa vyznacuju defektom
v syntéze enzymov citratového cyklu, su
vhodné na produkciu nealkoholickych piv,
pretoZe majui obmedzenu schopnost pro-
dukcie etanolu, jeho koncentracia bola vo
vSetkych pivach zanedbatelna — vyrazne
menej ako 0, 5 % obj. a vdaka produkcii
organickych kyselin zlep$uju aj mikrobio-

logicku stabilitu piva. NavySe produkova-
né organické kyseliny pozitivne ovplyvnili
organoleptické vlastnosti nealkoholického
piva. Z testovanych kmeriov sa ako naj-
vhodnejSi ukazal kmen Saccharomyces
cerevisiae W303, ktory bol schopny na-
produkovat az 640 mg/l kyseliny mliecnej.
Pivo malo prijemnu chut i arému a degus-
taéna komisia sa zhodla, Ze sa vyznacuje
najpriaznivejSimi a najvyrovnanejsimi or-
ganoleptickymi charakteristikami.
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Na produkciu nealkoholickych piv boli pou-
zité kvasinky Saccharomyces cerevisiae s de-
fektom v syntéze enzymov citratového cyklu.
Koncentracia etanolu bola vo v&etkych pivach
produkovanych vsadzkovo alebo kontinualne,
volnymi alebo imobilizovanymi mutantnymi
kmenmi zanedbatelna, vyrazne nizsia ako
0,5 % obj. Najvhodnejsim sa ukazal kmen
Saccharomyces cerevisiae W303, ktory
v imobilizovanej forme pri vsadzkovej fer-
mentacii produkoval az 640 mg/l kyseliny mli-
e€nej a organické kyseliny, ktoré prispievaju
k priaznivéemu senzorickému profilu piva a na-
vyse ho chrania pred bakterialnou kontami-
naciou. Vyrobené nealkoholické pivo malo
organoleptické vlastnosti porovnatelné s alko-
holickym pivom vyrobenym klasickym spdso-
bom pivovarskymi kvasinkami spodného kva-
senia Saccharomyces cerevisiae W 96.

Smogroviéova, D. — Démény, Z. — Navratil,
M.: Production of Non-Alcoholic Beer Using
Yeast Deficient in the Citric Acid Cycle.
Kvasny Prum. 48, 2002, No. 2, p. 34-35.

For production of alcohol free beer was
used Saccharomyces cerevisiae with citric
acid cycle defect. The ethanol concentration
of all beers, produced in charge or continuos

process by means of traditional or immobili-
sed yeast was negligible, significantly below
0,5% (vol). The strain Saccharomyces cerevi-
siae W303 proved to be as the best one. This
immobilised strain in charge process produ-
ced nearly 640 mg/l lactic and organic acids
improving sensory properties of beer and pro-
tecting beer from bacterial contamination. The
sensory properties of the alcohol free beer
were comparable with traditional beer produ-
ced by means of bottom yeast Saccharomy-
ces cerevisiae W96.

Smogroviéova, D. — Démény, Z. — Navratil,
M.: Produktion alkoholfreier Biere mittels
Hefen mit einem Defekt in der Synthese
der Enzyme des Zitratzyklus. Kvasny Prum.
48, 2002, Nr. 2, S. 34-35.

Zur Produktion alkoholfreier Biere wurden
Hefen Saccharomyces cerevisiae mit einem
Defektin der Enzymsynthese des Zitratzyklus
appliziert. Die Athanol-Konzentration war in
allen Bieren, ob sie chargenweise oder kon-
tinuierlich, durch freie oderimmobilisierte Mu-
tantenstamme produziert wurden, verna-
chlassigbar und lag betrdchtlich unter 0,5
Vol.%. Am besten bewahrte sich der Stamm
Saccharomyces cerevisiae W303, der in im-
mobilisierter Form in Chargenfermentation
bis 640 mg/l Milchsaure und organischer
Séaure produzierte, die einen Beitrag zu dem
positiven sensorischen Profil darstellen und
das Bier auch noch vor bakterialer Kontami-

nation schiitzen. Das produzierte alkoholfreie
Bier weist organoleptische Eigenschaften auf,
welche mit den alkoholischen Bieren verglei-
chbar sind, die auf klassische Art mit den un-
tergérigen Brauereihefen Saccharomyces ce-
revisiae W 96 hergestellt wurden.

LLimorposuyoBa, [. - lameHsl, 3. - Haspatun, M.:
Mpon3soacTBO 6e3ankoronbHbIX NUB € MC-
NonL30BaHMEM APOXOKEH C AedeKTOM B CHHTE3E
3H3MMOB LuTpaToBoro uwkna. Kvasny Prum. 48,
2002, Ho. 2, ctp. 34-35.

[Ons npow3soAcTBa 6E3aNKOronbHLIX NUB Obinu
Wuecnonb3oBaHsl Apoxoky Saccharomyces cerevisiae ¢
AedEKTOM B CMHTE3E SH3MMOB LWTPATOBOrO LMKNA.
KoHLeHTpauws aTunosoro cnupta 6bina B BCEX NuBax
W3rOTOBNEHHBIX  KOHTUHYaNbHbIM  MAW  AMCKOH-
TUHYaNbHBIM NPOLECCAMM 3HAUMTENBHO HixKe veM 0,5
06bEMHbIX MPOLIEHTOB, He CMOTPA Ha UCNONb30BaHNE
KOHTWHYaNEHOrO UM MCKOHTWHYANBHOTO NPOLECCOB,
Ha CBOOOAHbIE MMM MMMOGHNM3NPOBAHHLIE MYTaHT-
Hble WTaMMbl. CambIM NOAXOARLLMM OKA3aNCS LTAMM
Saccharomyces cerevisiae W 303, npou3soasLmi B
MMMOGMNM3NPOBAHHON  DOPME MPH  ICKOHTHHY-
ansHoM OpoeHun [0 640 Mr/n MOMOYHOW W
OpraHU4ecKoi KUCOT, KOTOpPbIE COAEHCTBYHOT XOPO-
LMy CEH30PHMYECKOMY NPOCMNK0 NMBA M Npefo-
XpaHsloT ero oT GaKTepuanbHOW KOHTAMUHALMM.
OpraHonenTuyecku1e CBOICTBA M3rOTOBNEHHOMO 6e3-
ankoroneHoro nuea Eblnk CPaBHUMbI C ANKOrONbHbIM
MUBOM, M3rOTOBAEHHBIM KNACCUYECKWM MyTeM C
WCNONL30BAHWEM  ADOMIKEN HM30BOTO GPOKEHWA
Saccharomyces cerevisiae W 96.



