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1. Uvod

Klasicka vyroba jedného z najznamejSich alkoholic-
kych ndpojov —piva - trva 40 az 60 dni, v zavislosti od typu
piva. Vyroba piva pozostdva z inzinierskych procesov, pri
ktorych je potrebné dodaf znaéné mnoZstvo tepelnej a me-
chanickej energie, aby sa dostali extrahovatelné zlozky
sladu a chmelu do vodnej fizy a aby bolo dosiahnuté
poZadované scukrenie $krobu na skvasiteInésacharidy. Pri
kvasnom procese, ktory v klasickej technologii moze trvat
az 60 dni, ako uZ bolo spominané, najprv prebicha hlavné
kvasenie v kvasnych kadiach a potom sa zacina dokvasaci
proces pri 0 az 4 °C v dokvasacich tankoch za mierneho
pretlaku. Proces dokvasovania sliZi na dosycovanie mla-
dého piva oxidom uhli¢itym a v priebehu tohto procesu su
odbtirané vicindlne diketony a prebieha harmonizacia sen-
zoricky aktivnych latok.

Po druhej svetovej vojne doslo k znanej modernizacii
v pivovarskej technologii. Kvasné technolégia presla naj-
prv na semikontinudlny sposob a najvac8ia zmena nastala
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prechodom na jednofdzové kvasenie v cylindrokoénickych
tankoch, kde hlavné kvasenie a dokvasovanie prebieha
v tom istom tanku, zmenené su iba podmienky kvasenia,
tlak a teplotny rezim. Kvasny proces v cylindrokoénickom
tanku trva 18 dni. Spominané moderné technologie eSte ani
neprerazili bariéry zo strany pivovarnikov a v laboratérnom
meradle uz boli vyvinuté prvé technologie na kontinualny
kvasny proces.

2. Kontinualizicia kvasenia v pivovarnictve

Kontinudlne kvasenie mladiny nemad dlhu tradiciu. Upl—
né zaciatky sa datujui od roku 1954, ked Wellhover zacal
vyrabat pivo prietokovym sposobom. Takyto kontinudlny
systém bol aplikovany na Novom Zélande!. Pri kontinual-
nej vyrobe piva je snaha skrétit kvasny proces, pritom
dodrzat analytické aj chufové vlastnosti piva. Proces kva-
senia mozno urychlit zvySenim teploty kvasenia, avsak
vys$ia teplota kvasenia zniZuje penivost piva’. Pri praci
s vysSimi koncentraciami kvasinieck mame obmedzené
moznosti reguldcie prietoku substratu cez reaktor, pretoze
by doslo k vyplaveniu biomasy.

Zo vsetkych kontinudlnych sposobov kvasenia sa zatial'
najviac uplatnil Couttsov spdsob, ktory bol tieZ aplikovany
v pivovaroch na Novom Zélande. Tieto pivovary vyrabaji
ro¢ne 250 az 900 tisic hektolitrov piva. Kvasenie prebieha
v dvoch za sebou iducich fermentoroch, ktoré sii miesané
mieSadlom. Kvasenie prebieha pri teplote od 7 do 27 °C
podla typu piva. Mladé pivo sa Cerpd cez odstredivky, kde
sa oddel'ujui kvasinky. V dalsom tanku sa dosycuje oxidom
uhli¢itym, priddvaji sa stabilizatné a chufové pridavky
(izoextrakt, karamel) a dochladzuje sa na 0 °C. Doba kva-
senia sa pohybuje od 18 do 35 hodin a kvasny cyklus trva
bez prerusenia 3 mesiace. Potom sa uskute¢ni dokonald
sanitcia a sterilizdcia a cyklus sa opakuje!.

ABM - systém bol zavedeny v Kanade a pracuje na
podobnom principe. Kvasenie prebieha v dvoch za sebou
iducich tankoch. Tanky sti mieSané a chladené, na spodku
maju veniec na rozptylenie oxidu uhli¢itého. Zakvasi sa az
desatndsobne vysSou koncentraciou kvasnic ako pri klasic-
kych spdsoboch. Kvasenie trva pri 16 °C 36 hodin. Za tuto



dobu sa prekvasi mladina z 12 % povodného extraktu na
2,5 % zdanlivého extraktu. Zdokonaleny postup sa pouZiva
v jednom z kanadskych pivovarov. Fermentdcia prebieha
pri 16 az 24 °C, pouZiva sa 6 az 10 kg lisovanych kvasniek
na hektoliter mladiny a doba hlavného kvasenia sa skracuje
tak na 7 az 12 hodin'.

Kaskadovy systém kontinudlneho kvasenia zavedeny
v Anglicku ma4 tri kvasné tanky, z nich posledny ma kénic-
ké dno a chladiaci had, prvé dva maju mieSadla. Sterilna
a chladena mladina nasytena kyslikom je privddzand na
spodok prvého tanku. Po ¢iasto¢nom prekvaseni odchddza
mladé pivo z povrchu hladiny na spodok druhého fermen-
tora, kde prebicha najintenzivnejsie kvasenie a nakoniec
odchadza do treticho fermentora. Teplota kvasenia po-
stupne klesd z 15 °C na 7,5 °C. Z tretieho tanku odchadza
prekvasené pivo na filtriciu a pasterizaciu a na nasycovanie
oxidom uhli¢itym. Zo spodku kolony odchadzajii husté
kvasnice. Tento systém bol odskuiSany v Styroch pivova-
roch a m4 zdrznu dobu 16 hodin’.

Vezovy systém kontinudlneho kvasenia vypracovala
firma APV v $estdesiatych rokoch v pivovare vo Valencii
v Taliansku. Principom je kvasna veza z nerezovej ocele,
vyska veze je 7,6 m a priemer 0,9 m s rozSirenou hornou
dastou. Veza je vybavend chladiacim pldstom a m4 v pra-
videlnych vzdialenostiach horizontdlne perforované dosky,
ktoré sliZia na zabranenie prudenia a mieSania mladiny.
V hornej Casti je dekantér na zbieranie kvasnic. Pasterizo-
vana mladina prichddza na dno veZe, kde je udrziavana
vysoka koncentracia kvasnic (200 az 300 g.l“l) a postupuje
smerom nahor. Pri teplote 16 °C vykvasi za 8 hodin. Na
hlave sa zbieraju kvasinky v dekantéri, ktoré sa vracajii na
spodok kolony. Systém mdzZe pracovat' za aseptickych pod-

mienok 6 mesiacov?.

Kontinudlny systém vyvinuty vo VUPS Praha bol od-
skdgany vo Stvrtprevddzkovom a overeny v poloprevadzko-
vom meradle s vykonom 5 hl.h"l, V linke sti zapojené dva
homokontinualne miesané tanky s heterokontinudlnym tan-
kom s kénickym dnom s moZznostou tlakového zapojenia.
Na kvasné tanky st napojené leZiacke tanky, ktoré slizia
na dvojfadzové dokvasovanie, alebo pri tlakovom zapojeni
v nich prebieha &irenie piva pri nizkej teplote. Sterilnd
mladina sa zmie$a v prvom tanku s kvasinkami, prevzdusii
sa a kvasi pri teplote 12 az 14 °C. Dalej prechadza druhym
a tretim tankom, kde sa zvySuje tlak na 0,1 MPa. Po
dokvaseni sa ¢erpa mladé pivo do leziackych tankov, kde
sa ¢iripri teplote 0 °C a pretlaku 0,08 az 0,09 MPa. Po troch,
resp. piatich dioch sa staca. Dvojfidzové dokvasovanie
prebieha v tzv. ,teplej faze" pri 10 az 12 °C S$tyri dni pri
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vyrobe konzumnych piv a 7 dni pri vyrobe leziakov. Nasle-
duje 3-dilova studend faza pri 1 °C pre obidva typy piv.
Vycapné pivd sa vyrabaju za 10 az 11 dni, leziaky za 14 az
15 dni. Priemerna doba jednéhocyklu je42 dni’.

3. Aplikdcia imobilizovanych kvasiniek

v pivovarnickom priemysle

Imobilizdcia buniek kvasiniek pre uspesné vyuZitie
v pivovarnictve implikuje zadrzanie vsetkych katalyzuji-
cich buniek vo vnutri reaktora.

V snahe vyuzit' vyhody alternativnych procesov voci
tradiénym fermentaciam s volnymi bunkami a naslednym
dokvasanim, musia imobilizované bunky vykazovat schop-
nost dlhych pracovnych ¢asov s nezmenenou vitalitou po-
¢as niekolkych tyzdnov alebo mesiacov. Hlavnym zduj-
mom skimania su limitdcie prestupu substratu do biomasy
a vyluCovanie produktu z imobilizovanych buniek.

V problematike imobilizacie nastiva proces intenzi-
fikdcie primdrnych poziadaviek na imobilizované systémy,
ako je Madame vhodného nosného materialu, ktory by
zabezpeCoval vysokii objemovii koncentrdciu biomasy.
Vyskum zamerany na adsorpciu buniek na pevné povrchy
ako pérovité sklo a keramika alebo na modifikované ma-
teridly ako DEAE celuléza, sa snazi ndjst najvhodne;jsi
nosi¢ pre pouzitie imobilizovanych kvasiniek v priemysel-
nej praxi vo velkych rozmeroch®. Pri produkcii piva je
zvySend potreba ndjst rieSenie, ktoré vyhovuje jednak po-
ziadavkdm na produktivitu ako aj na kvalitu vysledného
produktu. Pri komerénom vyuziti systémov imobilizova-
nych pivovarnickych kvasiniek zéleZi na optimalizécii fak-
torov ovlyviiyjucich fyzioldgiu buniek, prestup biomasy,
imobiliza¢né procediiry a tvar reaktorov zaru€ujticich vyso-
ké specifické rychlosti fermentacie nezévislé na raste kva-
siniek a produkciu piva so zZelanym senzorickym a analytic-
kym profilom. V poslednych rokoch sa dosiahol vel'ky po-
krok a existuje vel'a mozZnosti ako zlepSit' dnes existujice
konven¢né technolegie. Niektoré z tychto Specifickychimobi-
lizovanych systémov pre dokvasanie a vyrobu Specidlnych
napojov zo sladu naslo aj svoje komeréné vyuzitie.

4. Hlavné kvasenie mladiny
s vyuZitim imobilizovanych buniek

S bunkami imobilizovanymi na DEAE celul6ze boli
dosiahnuté ispechy najma pri rychlom a kvalitnom procese



dokvéSania, ale ukazuje sa moZznost' tispeSného vyuZitia
tohto nosica aj pri hlavnej fermentacii. Ako ukdzali po-
zorovania Linka a Kronlofad, tvorba organoleptickych
vlastnosti bola lepsia a stabilnej$ia pri pouZiti pérovitého
skla v porovnani s nosicom na badze DEAE celulozy. Navy-
Se je vyznamné, Ze na imobiliziciu boli pouzité kvasinky
geneticky modifikované kodovanim o-acetolaktat dekar-
boxyldzy. Gén a-acetolaktat dekarboxylazy bol izolovany
z Klebsiella terrigena a zavedeny do kmernov pivovarnic-
kych kvasiniek®. Tieto kvasinky potom produkovali pivo
s vyrazne niz§im obsahom diacetylu ako normalne kmene
pivovarnickych kvasiniek imobilizované zhodnym spdso-
bom. Transformované kvasinky nevykazovali- ziadne roz-
diely v utilizécii vol'ného amino-dusika alebo v tvorbe

vy

vyssich alkoholov.

Problémy tykajtice sa fyzikdlno-chemickych charakte-
ristik nosiCov pre imobiliz4ciu a ich obmedzujice aspekty
pri vybere konfigurdcie reaktora dovolujiceho optimélny
transport materidlu sa vzhl'adom na dosiahnuté zlepSenie
zdajui byt vyrieSené.

V nedavnych rokoch technolédgia imobilizovanych bu-
niek zaznamenala rychly rozvoj. Dva zdkladné spdsoby
imobilizacie s moZnou aplikdciou v pivirenskom priemysle
su zabudovanie buniek do vnutra gélu ako nosica a adsorp-
cia buniek na povrch nosica.

Vyhody zabudovania kvasiniek na nosi¢ typu polymér-
neho gélu spocivaji vo vysokej koncentracii biomasy
umoziujicej optimalizdciu objemovej produktivity. Hlav-
né nevyhody tohto spdsobu st nekontrolovatelny bunkovy
rast, praskanie guli¢iek gélu pri normalnej tvorbe CO,
a difuzne limitacie. Schodnejsia cesta sa ukazala pri pouziti
spésobu imobilizacie adsorpciou buniek do alebo na po-
vrch nosica, ¢i uz pérovitého alebo nepérovitého, ¢o naslo
svoje vyuzitie aj v priemyselnej praxi. Z hladiska mikroor-
ganizmov je to velmi Setrnd fixana metoda, ktord nevy-
Zaduje ziadne zmeny v kultivicii na produkciu imobili-
zovanych biokatalyzatorov.

Pri imobilizovanych systémoch buniek je velmi dole-
Zity tvar reaktora, ktory je dany spdsobom aplikdcie sys-
tému, zvolenym nosiCom a poZiadavkami pre Zelany pre-
stup latok.

Reaktory s ndpliiovou vrstvou vyuzivajiice imobili-
zované kvasinky na DEAE celuléze sa pouzivaju pri kon-
tinudlnom dokvésani a pri vyrobe bezalkoholického piva.
Tieto systémy je mozné pouZit' aj pre priméarnu fermentaciu
v mieSanom reaktore s fluidizovanou vrstvou alebo vo
fermentore s cirkuldciou plynnej a kvapalnej fizy. Pri labo-
ratérnych experimentech zatial' zistujeme problémy s nad-

mernou tvorbou CO,, €o je limitujici faktor pri optimdl-
nom prestupe latok a vykone reaktora, ale viac vyhod
ocakdvame pri aplikdcii v pivarenskom priemysle, kde je
potrebné naplno vyuZit' potencidl technologie imobilizova-
nych buniek,

Van de Winkel a kol.” dokézal, 7e s pouZitim silikén-
-karbidového nosica v dvojstupfiovom viackanalovom type
reaktora so slu¢kou je mozné dosiahnut uplné prekvasenie
mladiny. Uplne tlmenie bolo dosiahnuté v kolénach zapo-
jenych v sérii. Systém bol stabilny, mal variabilné¢ zrie-
dovacie rychlosti a chufovy profil produktu bol zhodny ako
pri pouziti tradi¢nych technologii. Celkovy zdrzny Cas aj
s casom v kolénach bol dva a pol dia,

Primdrna fermentécia piva pomocou imobilizovanych
kvasiniek je velmi naro¢ny problém. Oxid uhli¢ity vznika-
juci v kvasnom procese moZe vytvdral mftve objemy vo
fermentore, ¢im dojde ku Kkavitidcii v procese a klesne
efektivnost kvasenia.. Takéto problémy vznikli pri fermen-
taciach v népliiovych koldnach a vo fermentore s fluidi-
zovanou vrstvou. Tento problém vyrieSili Van de Winkel
a kol.” aplikéciou silikén-karbidového nosi¢a v népliiovej
koléne s vnutornym recyklom substratu, kedy je kontakt
kvapalnej fazy s kvasinkami maximalny. Uplné prekva-
senie mladiny dosiahli v dvoch sériovo zapojenych fermen-
toroch. Fermentécia prebiehala pri 15 °C a pri pH mladiny
5,2 s poklesom na 4,5. Reaktor s nosi¢om bol inokulovany
suspenziou buniek tak, aby vyslednd koncentricia kvasi-
niek bola 108buniek na ml fermentora. Imobilizacia buniek
do fermentora bola prevedend recykldciou suspenzie bu-
niek. Cely imobilizaény proces prebiehal pri aeracii s kon-
centraciou kyslika 2 mg.I"l. Fermenta&ny proces bol rozde-
leny na dve Casti. V prvej faze sa pracovalo za koncentracie
kyslika 1 mg.l"! a potom sa prechidzalo na anaerébny
rezim. Vysledny produkt - pivo - malo koncentraciu eta-
nolu 4,5 % obj. na vystupe z fermentora.

Vo svojej praci Inoue8 poukazuje na vplyv fyziologic-
kého stavu kvasiniek na kvalitu piva v priebehu kontinudl-
nej fermenticie mladiny. Lag-fiza, ktord pri klasickych
technoldgiach trva okolo 10 hodin, je pre ekonomické
vyuzitie fermentorov vel'mi nevyhodnd, preto je snahou
tito fizu z prevddzky eliminovat'. Fermentécia prebichala
v dvojnadobovom systéme. V prvom tanku prebiehalo kva-
senie pomocou volnych buniek za mierneho prevzdusnenia
na 0,5 mg. I'!. Fermentécia trvala 15 hodin a produkt na
vystupe bol porovnatelny s pivom, ktory vznikd klasickou
fermentaciou za 4 dni. Po fermentécii nastala separacia
kvasnic pomocou centrifugy. Pri hlavnom kvaseni takymto
sposobom doslo k znaénému poklesu dusikatych latok.
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V druhom tanku prebiehalo dokvasovanie pomocou imobi-
lizovanych kvasiniek na keramickom nosiéi, pri¢om autori
poukazuju na vyhody keramického nosica oproti pouzitiu
algindtu vapenatého. Dokvasovanie bolo odskuisané na oboch
nosi¢och. Doba fermentdcie bola 180 dni, pricom V/V .«
pri pouziti keramického nosica klesol na 80 % a v pripade
algindtu vapenatého na 38 % povodnej hodnoty.

Osobitnym pripadom v pivovarnictve je vyroba $peci-
alnych piv. Na vyrobu nizkoalkoholického alebo bezalko-
holického piva st dve moznosti: /. odstranenie alkoholu
pomocou separacnych technik (vikuovadestildcia, dialyza,
reverzna osméza); 2, pomocou tzv. stop kvasenia. Vo vsadz-
kovom systéme je tento proces tazko regulovatelny. Nova
éra vo vyrobe bezalkoholického piva sa zacala po aplikacii
imobilizovanych kvasiniek v kontinudlnom systéme. V kon-
tinudlnom fermentore s vnuitornym recyklom substratu pri
15 °C prebieha kvasny proces so zdrznym casom od 1 do
7,7 hodin. Koncentrdcia etanolu na vystupe sa udrziava
v rozsahu od 0,1 do 0,4 % obj. ZdrZzny Cas je regulovany na
zéklade koncentracie etanolu na vystupe z fermentora. Kon-
centracia imobilizovanych buniek je 10 g suchych kva-
siniek na 1 kg naplne. Fermentécia prebieha za aerdcie
2m gl_l“l O,. Koncentrécia buniek na vystupe fermentora je
0,3 gI"" suchej hmotnosti.

Nedovi¢ a kol.” modeloval kvasenie mladiny pomocou
imobilizovanych kvasiniek v gas-lift reaktore.. Velkost" no-
sica, ktorym bol algindt-vapenaty, bola v priemere 3 mm.
Fermentdcia trvala 3 mesiace pricom po vyCerpani,skvasi-
telnych sacharidov z fermentatného média bol substrat
vymeneny za Cerstvy. Autori charakterizovali Monodovu
konstantu a porovnévali ju s modelovou hodnotou, Zauji-
mavy bol maly rozdiel medzi nameranou a vypocitanou
hodnotou (0,34 %). Rast buniek v nosi¢i charakterizovali
pomocou Specifickychrastovych rychlosti a ¢asom zdvoje-
nia. Fermentaény proces podla rychlosti poklesu extraktu
delili na dve Casti, na hlavné kvasenia a na dokvasovanie.
Cas zdvojenia buniek v prvej faze bol 2,75 hodin a v druhej
faze 12,56 h. Cely fermentaény proces trval 16 az 20 hodin
v zévislosti od cyklu fermenticie.

Polednikov4 a kol."” vyrdbali pivo taktieZ pomocou
imobilizovanych kvasiniek. Kvasny cyklus na vyrobu 10°
piva trval 7 dni, Ako nosi¢ pouzivali alginat vipenaty. Pivo
malo porovnatelné parametre s pivom vyrobenym klasic-
kym sposobom za trojndsobnu dobu fermentacie. Peletky
algindtu védpenatého s kvasinkami nasadzali 60-krit. Me-
chanické vlastnosti biokatalyzdtora boli vyhovujiice po 8
mesiacoch. Bol zisteny aj rozdiel v utilizacii aminokyselin
pri aplikdcii jednotlivych kvasiniek v imobilizovanej a vol-
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nej forme. Pri dlhych kvasnych cykloch sledovali vzfah
medzi mnozstvom biokatalyzatora, teplotou fermentdcie
a kvalitou ziskaného piva.

Smogrovi¢ova a kol.!! odskusali dva typy reaktorov,
v oboch bol pouzity pektitovy aj alginitovy nosi¢. Medzi
zvolenymi nosi¢mi nebol podstatny rozdiel, vysledky zavi-
seli od typu reaktora. Najvyssie Specifické rychlosti spotre-
by substrtu sa dosiahli v air-lift reaktore (max. 6,07 gI" .h1).
V pripade rurkového reaktora s perforovanymi etdzami
rychlost prekvasenia bola vys$ia ako v sériovom systéme
reaktorov, maximdlna dosiahnuté Specificka rychlost spo-
tieby substritu bola 4,62 g.l-l.h'! a substrdt bol tplne
prekvaseny (konc. sacharidov na vystupe 18,9 g.I'}).

Zaujimava kombindcia pri vyrobe piva je publikovana
Andriesom a kol.'2, V prvom stupni bol pouZity nipliiovy
reaktor s vntitornym recyklom fermenta¢ného média, Kva-
sinky boli imobilizované do silikén-karbidového nosica.
V druhom fermentore prebiehalo dokvasovanie pomocou
volnych kvasiniek.. Objem prvého fermentora bol 0,36 hl,
prietok substratu 4,5 Lir', to znamend Ze zdrzny &as vo
fermentore bol 8 hodin. Koncentracia imobilizovanych kva-
siniek bola 1,8 x 10° buniek a 5,5 x 10’ volnych buniek na
ml média. V druhom fermentore prebiehalo dokvasovanie
pomocou volnych kvasiniek s koncentraciou 8 x 10’ ml"'.
ZdrZny &as piva bol 16 hodin. Teplota v oboch fermetoroch
bola 24 °C,

5. Kontinudlne dokvasovanie
imobilizovanymi bunkami

Odstranenie diacetylu, 2,3-pentadiénu a ich prekur-
zorov o-acetolaktitu a o-acetohydroxybutyrdtuje jednym
z hlavnych ciel'ov procesu dokvasovania. Chutové hranica
vicindlnych diketénov je stanovend na 0,1 ppm.

Tvorba a odburanie vicindlnych diketénov je zahrnuta
v troch krokoch: 1. syntéza a vylicenie o-acetohydroxy-
lovych kyselin kvasinkou; 2. oxidativna dekarboxyldcia
o-acetohydroxylovych kyselin na ich diketény; 3. redukcia
vicinalnych diketénov kvasinkami. Limitujicim krokom je
konverzia a-acetohydroxylovych kyselin na vicindlne di-
ketdny, efektivnakontrola diacetylu a 2,3-pentadionu moze
byt dosiahnutd zabranenim tvorby ich prekurzorov alebo
zvySenim rychlosti chemickej dekarboxylacie.

Tvorba vicindlnych diketénov bola dlho Studovana a do-
bre objasnené' 3,14 Je dosledkom oxidativnej dekarboxyld-
cie o-acetohydroxylovych kyselin prepustanych z biosyn-
tetickej drdhy izoleucin-valin. Treonin-deaminaza a aceto-



laktdt-syntetdza su vystavené velmi silnej inhibicii spatnou
vazbou vyvolanou izoleucinom resp. valinom. Pivovar-
nicke kvasinky pri fermentacii mladiny utilizuju tieto ami-
nokyseliny s oneskorenim, Hlavna pri¢ina nadprodukcie
o-acetohydroxylovych kyselin v za€iatkoch fermentacie je
zvySenie aktivity enzymov zodpovednych za ich tvorbu,
Vyber a konStrukcia kmenov s redukovanou alebo muta-
ciami upravenou katalytickou funkciou syntetdzy acetohy-
droxykyselin!5:1© méze byt krokomk dosiahnutiu prahovej
trovne vicindlnych diketonov v pive. Na druhej strane,
pokles aktivity produktu génu ILV2 na limitujicu uroven
uvolni kontrolu spitnej vazby zniZenim obsahu valinu
avzapiti sposobi nadprodukeiu vicindlnych diketénov. To-
to bolo potvrdené experimentami s ddvkovanim génu!”,
ktoré ukézali, Ze 90%-na redukcia aktivity acetolaktat syn-
tetdzy mala za ndsledok zniZenie obsahu izoleucinu a vali-
nu, ale nie produkcie vicindlnych diketénov.

Pokles funkciondlnych ILV5 génov vedie k zvySeniu
produkcie vicindlnych diketénov. Z toho je zrejmé, Ze
izoméroreduktdza je limitujicim krokom rychlosti v ILV
biosyntetickej drahe. Tieto zistenia boli potvrdené v pred-
chadzajucich $tadidch, ktoré ukdzali, Ze zosilnenie ILV
génu ma za nasledok 70 az 80%-ny pokles urovne celko-
vych vicindlnych diketénov!8-20,

Iny spdsob dosiahnutia subprahovej tirovne vicindlnych
diketénov v pivovarnickych fermentaciach je klonovanie
a-acetolaktdt dekarboxylazy z Klebsiella terrigenis do pi-
vovarnickych kvasiniek®'*._ Priemyselné vyuZitie uprave-
nych pivovarnickych kvasinkovych kmetiov by viedlo k pre-
konaniu problémov s diacetylmi v pivovarnictve, Aplikacia
technoldgii rekombinantnych DNA do pivovarnickych
kvasiniek je viak legislativne regulovana a vo velkej miere
podlieha aj tradiciam a poziadavkam spotrebitel'a.

Problém rychleho a kompletného odstranenia vicinal-
nych diketénov by bolo mozné riesit prive pouzitim tech-
nolégii s imobilizovanymi kvasinkami.

KedZe limitujicim krokom je konverzia a-acetohydro-
xylovych kyselin na vicindlne diketony, efektivna kontrola
koncentracie diacetylu a 2,3-pentadiénu vo findlnom pro-
dukte by mohla byt dosiahnutd zvys$enim rychlosti chemic-
kej dekarboxyldcie. Toto je mozné riesit zahrievanim piva
po separacii kvasiniek,

Ukadzalo sa, Ze na kompletnii konverziu acetolaktitu su
potrebné teploty v intervale 80 az 90 °C. Zaujimavé je, Ze
pri striktne anaerébnych podmienkach reakcia za diacety-
lom prebieha priamo na acetoin?3,

H. Lommi a kol.* navrhovali na dokvasovanie mla-
dého piva systém pomocou imobilizovanych buniek. Hlav-
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né kvasenie prebiehalo klasickym sposobom. Pivo sa po
hlavnom kvaseni cirilo centrifugiciou. Tédto operécia je
dolezitd, lebo pri nedokonalej separdcii by mohlo dojst
k autolyze buniek pri dalSich operdciach. Po separacii kva-
siniek pivo postupovalo do vymennika tepla. Vo vymen-
niku doslo k zohriatiu piva za ticelom odburania diacetylu
a ostatnych prekurzorov tejto neziaducej latky. Zaroven pri
tejto operécii bolo mladé pivo vysterilizované pred vstu-
pom do dokvasovacej kolény, V dalsom vymenniku bolo
pivo ochladené na 10 °C a pri tejto teplote prebiehalo
dokvasovanie v népliiovej koléne pomocou imobilizova-
nych kvasiniek na DEAE celuléze. Zdrzny ¢as mladého
piva vo fermentore bol 2 az 3 hodiny. Kvalita takto vyro-
beného piva je porovnatelnd s pivom dokvasovnym za
14 dni klasickym spésobom.

Pajunen a kol.” poukazali na komeréné vyuZitie do-
kvéaSacieho systému s pouZzitim imobilizovanych kvasiniek
na granulovanom derivatizovanom celul6zovom materidli
(DEAE celuléza) - pezymeR GDC, vyrdbanom firmou
Cultor vo Finsku, Vicindlne diketony boli ¢iastocne od-
buirané tepelnou konverziou, Pred teplotnym spracovanim
mladého piva bol zabudovany separa¢ny modul na od-
strdnenie kvasiniek z piva. Odseparované kvasinky boli
vratené do fermentorov na hlavné kvasenie., Pri dokva-
sovani bezne dochadza k autolyze kvasiniek, preto je do-
lezité, aby boli kvasinky separované pred tepelnym zasa-
hom. Prekurzory diacetylu boli- odbtrané pri- 90 °C za 7
mintit. Mladé pivo po ochladem' na 15 “C vstupovalo do
fermentora, kde prebiehalo dokvasovanie imobilizovanymi
kvasinkami. Zdrzny &as v koloéne na dokvasovanie bol od
2 do 3 hodin v zévislosti od stupnia prekvasenia na vstupe.
Kombinaciou takéhoto typu dokvasovania s hlavnym kva-
senim v cylindrokonickém tanku sa da zefektivnit' vyuZitie
priestorov o 55 %. Zamerom pri inicidcii tejto technologie
bolo zvySenie a vacSia flexibilita objemovej produktivity
ako aj redukcia skladovacich potrieb. Proces bol zamerany
na aplikaciu imobilizovanych buniek na dosiahnutie a do-
stato¢nul redukciu diacetylu pri nezmenenej primarnej fer-
mentécii volnymi bunkami. Zariadenie obsahovalo her-
metickud centriftigu, regenerany vymennik tepla s variabil-
nym objemom buniek, reaktor s imobilizovanymi bunkami
a chladi¢ piva. Celé zariadenie bolo skonstruované z nere-
zovej ocele, s automatickymi ventilmi a kontrolovatelnym
prietokom. V tomto systéme boli zvySkové kvasinky v pive
na konci primarnej fermentdcie scentrifugované kvoli za-
braneniu prenikania autolyzovanej chuti do piva pocas
procesu. Odstranenie buniek kvasiniek a proteinov sa uka-
zalo byt kritické, pretoze dochéadzalo k riziku znedistenia



vymennika tepla a upchania ndpliiovej vrstvy reaktora.
Tepelné posobenie (7 min pri 90 °C) umoznilo celkovi
konverziu o-acetolaktatu na diacetyl. Toto tepelné opraco-
vanie piva bolo realizované pred vstupom do bioreaktora
s imobilizovanymi kvasinkami. V reaktore s naplinovou
vrstvou bol prietok piva v smere zhora nadol v snahe
zabranit' tvorbe kandlikov. Kontaktny ¢as 2 hodiny bol
optimélny z hladiska ukonéenia fermenticie fermentova-
telného extraktu a dosiahnutia koncentracie diacetylu pod
povolenou hranicou 0,05 m g.l“. VysSie opisany Synebry-
choffov dokvdSaci syst¢ém nevykazoval Ziadne detegova-
tel'né rozdiely v chufovych vlastnostiach piva v porovnani
s pivom dokvaSanym tradi¢nymi technolégiami. Celkovy
Cas dokvasovania bol zredukovany z 10 az 14 dnina 2 az 3
hodiny. V tomto reaktore neboli pozorované ziadne nové
syntézy o-acetolaktatu. Jediny parameter, ktory vplyval na
kvalitu piva, bola dizka tepelného pdsobenia. V pripade
prediZenia tepelného pdsobenia na 20 min sa pomaly zvy-
Sovala koncetricia hydroxymetylfurfuralu20,

Tento dokvasaci systém je realizovany v pivovare Sy-
nebrychoff Kerava s kapacitou 1 milién hl/rok (cit.?). Po
tepelnom podsobeni su zaradené Styri reaktory s maximal-
nym celkovym prietokom 140 hl.h"!, ktory koresponduje
s kapacitou centrifugy a casom potrebnym na vyprdzdnenie
fermentorov pre potreby primarnej fermentacie. Konstruk-
cia systému je stavebnicovd, ¢o umoziuje dve, tri, alebo aj
Styri fermenta¢né opericie.

6. Zaver

Udrzanie trendu ekonomicky vyhodnej produkcie piva
so zachovanou kvalitou vyrobku znamend vyuzivat tech-
nologie s krat$im ¢asom fermentacie, ¢o je spojené s apli-
kéciou imobilizovanych kvasiniek.

Medzi operacné vyhody systémov s imobilizovanymi
kvasinkami patri:

1. kritka lag-faza pred dosiahnutim ustdleného stavu,

2. mozna nadhrada filtra¢ného modulu,

3. lahké arychle nastartovanie fermentacie,

4. imobilizacia a regeneracia v reaktore,

5. moZnost' stavebnicovych operdcii,

6. flexibilita manipuldcie porovnatelna s filtréciou.

Ako je mozné vidiet z odbornej a vedeckej svetovej
literatury, kontinualizaciakvasenia v pivovarnictveje pred-
metom vyskumu v mnohych institicidch. Pritomje potreb-
né zachovat analytické, ale aj senzorické parametre nipoja
a zarovenn musi vyhovovat poziadavkam trhu.
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Z. Domény, D. Smogrovitova, and E. Sturdik (De-
partment of Biochemical Technology, Institute of Chemical
Technology, Slovak Technical University, Slovak Re-
public): Continuous Fermentation Processes in Beer
Production Using Immobilized Yeast

The continuous beer fermentation has been studied. The
results from the continualization of the primary and secon-
dary fermentation, where immobilized cells were applied,
are presented. Different carriers used are compared and the
recent knowledge of the reactor systems applied in the beer
fermentation is summarized.





