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1. Uvod

Podl’a legislativy platnej na tizemi Slovenskej republi-
ky je nealkoholické pivo také, v ktorom obsah alkoholu
neprekrocil 0,5 obj.% a pivo so znizenym mnozstvom
alkoholu (d’alej nizkoalkoholické) s limitom maximalne
1,2 0bj.% alkoholu'.

Najvacsim nedostatkom nealkoholickych a nizkoalko-
holickych piv je stale ich chutovy profil. Vy¢itaji sa im:
kvasinkova  prichut, nedostatocnd plnost, chyby
v aromatickych charakteristikach, alebo v horSich pripa-
doch aj zépach po sire’. Intenzivna chmelova a sladova
ardma mdze byt’ odstranena pouzitim vhodnych extraktov,
no pivo uréené na distribtciu na trh musi spinat’ isté kvali-
tativne Standardy. Ich dosiahnutie je mozné aj pomocou
nasledujucich metod*:

— pouzitim studeného vodného extraktu sladu ziskaného

pri 60 °C, aby sa zabranilo hydrolyze skrobu amylaza-

mi,

— vysokoteplotnym rmutovanim, ktoré tiez obmedzuje
aktivitu amylaz,

— ,,metddou pouzitého mlata“, t.j. opdtovné rmutovanie
pouzitého mlata skyslou hydrolyzou alebo bez
hydrolyzy™*,

— pouzitim vysokokoncentrovanych mladin (high gravi-
ty brewing), pri ktorych kvasinky produkujti nepomer-
ne viac esterov,

— Barretovou metddou, ktord kombinuje pivo ziskané
z nizko a vysoko koncentrovanych mladin, prevlada
v lom vona pochadzajuca z fermentécie vysoko kon-
centrovanych mladin®,

— vyuzitim druhov kvasiniek neschopnych skvasovat
maltézu, napr. Saccharomycodes ludwigii’.

Kosaf a Prochazka® uvadzajii niektoré neziaduce zme-
ny senzorického profilu nealkoholickych piv produkova-
nych zastavenou alebo limitovanou fermenticiou. Je to
najmd zvySené pH piva, pretoze pri preruSeni kvasenia
nedochédza k jeho prirodzenému poklesu, nizSia koncen-
tracia vytvoreného CO, a nedostato¢na redukcia obsahu
latok spdsobujiicich nezrelti, mladinovi voiiu a chut piva.
Nizsie pH je vSak mozné dosiahnut’ okysl'ovanim mladiny,
obsah CO, sa d4 zvysit dosycovanim hotového piva
a vzniku mladinovej vone a chuti mozno zabranit’ vhodnou
vol'bou kmeila kvasiniek, zloZenim surovin a premyvanim
s oxidom uhli¢itym.

Vdaka nizkemu mnoZstvu etanolu st nealkoholické
pivd omnoho nachylnejSie na kontaminaciu. Jednou
z moznosti, ako jej predist, je okyslenie mladiny kyselinou
mlie¢nou produkovanou fermentacne. MlieCne baktérie
mozu byt imobilizované v reaktore eSte pred fermentaciou
a slad, ktory nim prechadza, je potom takto biologicky
okysleny. Obvykly charakter sladu je maskovany a dosa-
huje sa voia typicka po kyseline mlie¢ne;j’.

2. Procesy pouZivané na vyrobu
nealkoholickych piv

V stcasnosti sa pri vyrobe nealkoholickych a nizkoal-
koholickych piv uplatiiuju prevazne nasledovné tri
postupy3 8,

— nasledné odstranenie etanolu z piva ziskaného obvyk-
lou metodou kvasenia,

— preruseniec alebo obmedzenie kvasenia (zastavena
alebo limitovana fermentacia),

— pouZitie mutantnych alebo inak defektnych kmeiov
pivovarskych kvasiniek (nie vSak na génovej urovni).
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Odstranenie alkoholu z piva
pomocou evaporacnych
a membranovych technik

Odstranenie alkoholu z bezného piva méze byt usku-
toCnované technikami ako destilacia, vakuova destilacia,
dialyza a reverzna osmoéza’, ktord sa v poslednom &ase
robi aj kontinualnym sposobom®. Dealkoholizaciou je
mozné ziskat' pivo s koncentraciou 0,05 0bj.% etanolu,
toto vSak postrada typickd vonu normalnych piv.

Na trhu sa vyraznejsie presadila difuzia alkoholu cez
membrany oproti vakuovej destilacii, pretoze vykazuje
absenciu termickej zataze produktu. To vSak eSte nemusi
znamenat’, Ze membranové systémy su v kazdom ohlade
lepsie, a Ze ich pouzitim automaticky dostaneme kvalitnej-
Sie nealkoholické pivo. Vyznamné postavenie medzi mem-
branovymi technikami ma dialyza. Vakuova destilacia sa
javi ako vyhodnejSia vzhladom na vysSie naklady na
membrany a vysokotlakové pumpy pri dialyze'®, aviak
modze podporovat’ syntézu zlicenin zodpovednych za ne-
ziaducu sladovu arému a farbu.

Prica Zufalla a Wackerbauera'® predklada vyhody
anevyhody vyplyvajuce z dialyzy pri réznych spoésoboch
pouzitia. Autori skiimali vplyv prietoku na obidvoch stra-
nach membran na efektivitu procesu, spotrebu ohrevnej
pary achutovi stabilitu piva. Z pdvodného piva
s koncentriciou etanolu 4,8 obj.% vyprodukovali odalko-
holizované piva s koncentraciou 0,9 az 0,5 obj.% etanolu,
¢im ukazali, Ze dialyza je menej vhodnou metddou na do-
siahnutie nizkych koncentracii alkoholu v hotovom pive
ako metdda priadového odparovania.

Nealkoholické piva zbavené alkoholu dialyzou mali
vynikajice senzorické parametre, avSak ani zdaleka nedo-
sahovali hodnoty vychodiskového piva. Taku kvalitu ani
nie je moZné dosiahnut’ v dosledku straty alkoholu. Niek-
toré pivovary kvoli zlepSeniu senzorickych vlastnosti piv
zmieSavaju dealkoholizované piva s pivami vyprodukova-
nymi z mladin s vy$§im obsahom neskvasitenych latok.
Tieto st len Ciastocne skvasované a vzniknuté piva su
nizkoalkoholické, majt plna chut’, avSak ¢asto im chyba
7elana sviezost' a rezkost”’.

2.2. Zastavena a limitovana
fermentacia

NajpouzivanejSou metédou na vyrobu nealkoholic-
kych piv je tzv. limitovana fermentacia. Je to modifikacia
normélneho pivovarského fermentacného procesu, pri
ktorom dochadza k nizkej produkcii etanolu (zvycajne
menej ako 0,5 0bj.%). Na rozdiel od ,,limitovanej fermen-
tacie, pri ktorej je potlaany metabolizmus kvasiniek, pri
,,zastavenej* alebo ,,stop” fermentacii st kvasinky odstra-
nené z mladého piva pred ukoncenim kvasenia. VicSinou
nie su potrebné ziadne mimoriadne zariadenia alebo tech-
noldgia, ale citliva kontrola celého procesu.

Najrozsirenej$im prikladom limitovanej fermentacie
je metdda ,,Cold contact process* alebo CCP, zalozena na
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nasadeni vel’kého mnozstva kvasnic (az 135 mil. buniek/
ml) a fermentacii pri teplote 0 az 1 °C pocas niekol’kych
dni. Proces umoznuje aj regulaciu chuti a vone piva, ktoré
sa vyraba z klasickych vychodiskovych surovin. Kvasinky
mdzu mat’ pozmeneny metabolizmus. V praci'’ sa uvadza,
ze koncentracia karbonylov sa zniZila v priebehu Styroch
hodin, rozvetvenych aldehydov po 24 hodinach. Koncen-
tracia 2,3-butandionu a 2,3-pentandiénu sa zredukovala,
pivo bolo bez mladinovej prichuti, vytvorili sa niektoré
estery. Ked’ sa dosiahne pozadovana koncentrécia etanolu,
fermentacia sa prerusi odstranenim kvasiniek.

Vsucasnosti je CCP spdsob aplikovany aj
v reaktoroch s imobilizovanymi kvasinkami s pouzitim
mladiny s nizkou koncentraciou. Pri produkcii nizkoalko-
holického piva imobiliza¢nou technikou sa teplota fermen-
tacie (Casto pod 1 °C) a zdrzny Cas (menej ako 30 hodin)
reguluji podl'a pozadovanej koncentracie vytvoreného
etanolu.

Kracovymi zltceninami zodpovednymi za prazdnu
mladinovi prichut’ piva vyrobeného CCP metddou su alde-
hydy mladiny — 3-metylbutanal, 2-metylbutanal a 3-metyl-
tiopropanal. 3-Metylbutanal bol pri zakvaseni davkou 10’
buniek/ml v podmienkach CCP konvertovany kvasinkami
pri 0 °C na hodnotu 40 % pdvodnej koncentrécie, pri 28 °C
to bolo 21 %. Alifatické aldehydy metional, pentanal
a hexanal boli aj pri 0 °C odbiirané skoro uplne'?. Je to
ovplyvnené aj pritomnost’ou polyfenolov v silnejSie chme-
lenych pivach, ktoré mézu ucinne viazat’ rozvetvené Strec-
kerove aldehydy a zabranovat’ tak ich metabolizovaniu
kvasinkami. Ked'Ze je znama ich obmedzena schopnost
odburat’ sa enzymaticky pri niz8ich teplotach, autori navr-
huju pracovat’ najprv pri vysSSich teplotaich (20 °C)
s geneticky modifikovanymi kvasinkami, alebo znizit’
obsah polyfenolov v mladine jej filtraciou na Specifickych
filtroch a kremeline s pridavkom polyvinylpolypyroli-
donu (PVPP). Pre imobilizované systémy méze byt vyho-
dou aj skratenie periody medzi schladenim mladiny a jej
fermentaciou na zniZenie obsahu polyfenolickej frakcie'”.

Je tiez charakteristické, Ze v klasickych alkoholickych
leziakoch je aj pritomnostou etanolu znizovana tendencia
Streckerovych  aldehydov, predovsetkym  3-metyl-
tiopropion aldehydu, pretrvavat’ v mladine pocas fermenta-
cie, ¢im sa chutové parametre hotového piva podstatne
zlepSuju. V nealkoholickych pivach je tento trend prave
opacny vd’aka pritomnosti mono- a disacharidov a absencii
etanolu, ¢im je ich vyroba z hl'adiska chut'ovej uspokoji-
vosti podstatne naro¢nejsia'*"”.

Van Iersel a spol.'® skimali moznost’ pouzitia DEAE-
celulozy ako nosica pri vyrobe nizkoalkoholického piva.
Pri fermentacii kombinovali vysoku teplotu (15 az 20 °C)
s kratkou dobou kvasenia (0,5 az 8 hodin), alebo nizku
teplotu (0 az 5 °C) s dlhSou dobou kvasenia (nad 24 ho-
din). Zakvégalo sa vysokou koncentraciou buniek (10%/ml
a viac), ¢o vSak moze byt nevyhodou, pretoze uz
v samotnom inokulate byva pritomné znacné mnozstvo
etanolu (aZ 6,5 %). Pri nehomogénnej zmesi mladiny
a buniek moézu nastat’ také problémy, ako strata chute ¢i
smrt’ buniek. Preto bol vyvinuty tento imobilizovany sys-
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tém, ktory umoziuje nérast ucinnosti biomasy z2 % na
15 %, ¢im sa skrati ¢as fermentacie desatnasobne. Nosic je
z polystyrénu, na povrchu obaleny DEAE-celul6zou
a kombinované stresové faktory (nizka teplota, anaerobne
podmienky) potlacaju rast a metabolizmus kvasiniek. Vy-
sledna koncentracia etanolu bola nizsia ako 0,08 obj.%.
Nepritomnost’ kyslika ovplyviuje redoxny potencial kvasi-
niek a stimuluje produkciu esterov a vyssich alkoholov.
Napriek stresovym podmienkam bol narast biomasy zre-
telny.

Podmienky prostredia ovplyvnili aj flokulaciu buniek.
Najvicsia flokulacia nastala na konci exponencidlnej fazy
rastu, naopak pocas stacionarnej fazy sa rychlo stracala.
Nizke teploty zvySovali flokulacné schopnosti 4-nésobne,
avSak optimalna teplota pre flokulaciu bola 25 °C. Ak
nosicom bola DEAE-celuldza, zistilo sa, Ze vysoké floku-
la¢nd schopnost stimuluje adhéziu buniek na DEAE-
celulézu. Sledovala sa aj aktivita alkoholovej acetyltran-
sferazy a tvorba esterov etylacetatu a izoamylacetatu pocas
limitovanej fermentacie s imobilizovanymi kvasinkami
v naplhovom kolénovom bioreaktore (packed-bed). Pri
teplote 2 °C bola potlacena tvorba o-acetolaktatu. Uspoko-
jujtca hladina bola dosiahnuta pri teplote 12 °C. Anaerdb-
ne podmienky a nedostatoéné mnozstvo nenasytenych
mastnych kyselin v mladine limituja rast kvasiniek a tvor-
bu acetatovych esterov. Zavedenim aerobnych podmienok
je mozné dosiahnut’ optimalny aromaticky profil piva'’.
Autori vyrabali nealkoholické pivo v napliovom kolono-
vom bioreaktore postupom opisanym v praci'®.

Nealkoholické pivo vyrobené s pouzitim imobilizova-
nych kvasiniek, v porovnani s pivom vyrobenym klasickou
vsadzkovou fermentdciou, vykazuje lepSiu chut
aj konzistenciu. Bavaria BV z Holandska pouzila napliiovy
kolonovy bioreaktor firmy Cultor s imobilizovanymi kva-
sinkami na produkciu nealkoholického piva. Systém mal
kapacitu 150 000 hl piva ro¢ne a bolo to jedno z najlepsich
obchodnych nealkoholickych piv spoloc¢nosti Bavaria.
Viacero inych spolo¢nosti, menovite Faxe v Dansku, Ot-
takringer v Rakusku a nemenovany pivovar v Spanielsku,
mali tiez zakapenu tato technologiu a doteraz vyrabaju
nealkoholické pivo imobilizovanymi bunkami'®.

Pivovar Beck & Co. z Bremen v Nemecku testoval
60 litrovy Schott reaktor s fluidizovanou vrstvou schopny
produkovat’ 8 hl nealkoholického piva denne. Imobiliza-
tom prechadza studena mladina s teplotou 0 °C a zdrzny
Cas je nastaveny tak, aby finalny produkt mal koncentraciu
alkoholu pod 0,05 o0bj.%. Ten isty systém, len
s modifikovanymi podmienkami, bol navrhnuty na pro-
dukciu nizkoalkoholického piva'’.

2.3. Pouzitie mutantnych kvasiniek

V predoslom texte boli diskutované dva postupy,
ktorymi je mozné ziskat' nizkoalkoholické pivo: limitova-
na fermentacia a odstranenie prebyto¢ného etanolu pouzi-
tim roéznych separacnych technik. Nové trendy v tomto
smere vSak uvazuju aj o priamych zasahoch do gendému
pivovarskych kvasiniek. Vysledkom by bolo rapidne ob-

544

Referat

medzenie nakladov na energiu, pretoze aj destilacia, aj
udrZiavanie teploty okolo bodu mrazu pri limitovanej fer-
mentacii su energeticky zna¢ne naro¢né procesy.

Adachi a spol.” pouzili na vyrobu nizkoalkoholické-
ho piva rekombinantny kmen Saccharomyces cerevisiae,
ktorému chybal gén pre pyruvatdekarboxylazu. Pri pH 4,5
v mikroaerobnych podmienkach dosiahli maximalnu kon-
centraciu etanolu 19,75 g 17, v anaerébnych podmienkach
14,14 g17".

Nasadenie rekombinantnych kmetiov sa v§ak nezlucu-
je s potravinarskou legislativou u nas, a tak jedinou moz-
nostou ako zasiahnut' do gendmu kvasinky zostava muta-
genéza. Kmene mutantné v génoch pre enzymy z cyklu
trikarboxylovych kyselin (TCA) maju schopnost’ produko-
vat’ znizené mnozstva etanolu na tkor tvorby kyselin, kto-
ré st medziproduktami prave TCA cyklu, tu st vSak pro-
duktami terminalnymi®.

Machnicka a spol.?? popisali skupinu mutantov schop-
nych exkrécie protonov do vody bez tlmivého roztoku.
Mutanty oznacované ako aci boli rozdelené do Sestnéstich
komplementarnych skupin, mnohé z nich nemajt schop-
nost’ rastu na glycerole a produkuju kyseliny TCA cyklu.
Autori predpokladaji poruchy tychto kmenov v TCA
a glyoxylatovom cykle.

Mutantné kvasinky v TCA cykle sa mo6Zzu vyuzivat’ na
vyrobu nealkoholickych népojov z mladiny, avsak stratou
enzymovej aktivity TCA cyklu produkuju zvySené mnoz-
stvo organickych kyselin. Jeden z tychto kmetiov bol pou-
7ity na produkciu kyseliny fumarovej*'. Iné TCA mutanty
nemaju aktivitu enzymov malatdehydrogenazy, izocitrat-
dehydrogendzy, citratsyntetazy, akonitdzy alebo oxogluta-
ratdehydrogenazového komplexu.

Navratil a spol.”> §tudovali produkciu nealkoholické-
ho piva pouzitim mutantnych kmenov kvasiniek Saccharo-
myces cerevisiage. Nerekombinantné kmene s defektom
v syntéze enzymov TCA cyklu boli pouzité a aplikované
vo volnej aj imobilizovanej forme (nosi¢om bol pektat
vapenaty) vo vsadzkovej fermentéacii alebo v konti-
nualnom systéme s ndpliiovym reaktorom. Po fermentacii
boli zakladné parametre piva vyrobeného piatimi mutant-
nymi kmenmi porovnavané s pivom vyrobenym zo §tan-
dardnych kmeniov pivovarnickych kvasiniek. Vysledky
ukazuju, ze pivo vyrobené mutantnymi kvasinkami bolo
charakteristické nizSou hladinou celkovych alkoholov,
s koncentraciou etanolu 0,07 az 0,31 hm.%. Vytvorené
organické  kyseliny, Specidlne kyselina mlieCna,
v koncentracii do 1,38 g1, poskytovali silny ochranny
efekt na mikrobialnu stabilitu finalneho produktu.

Organické kyseliny predstavuju okrem konzervacné-
ho t¢inku aj vyznamnu senzoricku zlozku fermentovanych
napojov, zvlast’ vin. V suvislosti s vyrobou nizkoalkoho-
lického piva by mohli slazit’ na prekrytie jeho prazdnej
mladinovej chuti. Sukcinat je hlavny komponent produko-
vany kvasinkami pri vyrobe japonského ryZového vina
saké. Arikawa a spol.** pouzili pri saké fermentacii rozne
kmene Saccharomyces cerevisiae s poruSenymi génmi
citratového cyklu. Pri aerébnych podmienkach produkoval
mutant s vyradenym génom KGDI menej sukcindtu ako
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rodicovsky kmen, kym mutant s prerusenym génom SDH/
vykazoval naopak zvySenu produkciu sukcinatu. Pri 15%
obsahu glukozy v médiu boli aerobnou cestou najviac tvo-
rené kyseliny jantarova, jablénd a fumarova. Pri zmene
metabolizmu na anaerébny nebola zaznamenand Ziadna
tvorba sukcinétu pri preruSeni génu SDHI, uplatnili sa tu
skor mutanty s poruchou v KGDI. To vedie k zaveru, ze
tieto kmene maji dve cesty pre tvorbu sukcinatu a to ae-
roébne, oxidaciou a-ketoglutaratu a anaerdbne, redukciou
fumaratu.

Arikawa a spol.?® disrupciou jednotlivych génov TCA
cyklu kvasiniek ziskali r6zne mutanty S. cerevisiase vhod-
né pre produkciu saké. Mutant s preruSenym génom ACOI
pre akonitdzu tvoril dvakradt vdcSie mnozstvo malatu
a dvakrat menej sukcinatu ako povodny kmen K901, mu-
tant s vyradenou fumaratreduktazou (OSM1) produkoval
1,5-nasobne viac sukcinatu. Vina vykvasené kmenmi
s vyradenou  o-ketoglutaratdehydrogenazou  (KGDI)
a fumarazou (FUM]1) obsahovali menej sukcinatu ako vina
vykvasené ich rodicovskymi kmenimi.

Yano aspol?® geneticky charakterizovali mutantny
kmen kvasinky 20G-R39, vyslachteny z kvasinky na vyro-
bu saké Kyokai (K-701). Mutant mal vysSie transkripéné
hladiny génov TCA cyklu, aj génov oxidacnej fosforylacie
a dychacieho ret'azca oproti povodnému kmeniu K-701. Ex-
presia tychto génov je regulovana komplexom Hap2/3/4/5p,
Specidlne génom HAP4. Po jeho zakomponovani do plazmi-
du a vlozeni do povodnej kvasinky K-701, tato zintenzivnila
dychanie a produkovala viac malatu a sukcinétu.

Aplikacia kvasiniek mutantnych v génoch kdodujicich
enzymy TCA cyklu sa tak javi ako vhodna alternativa ku
klasickym metdédam na vyrobu nealkoholického piva.

3. Genetika pivovarskych kvasiniek

Chromozoémy jadrovej DNA obsahuju 80-85 % cel-
kovej DNA v bunke kvasinky. V haploidnej bunke nesu
priblizne 15 000 génov a pred zmapovanim genému bolo
plne sekvenovanych iba priblizne 1000 génov zo 16 chro-
mozémov jadrovej DNA?. Celkovy dnes znamy geném
pozostava z 13 392 kb DNA, z ¢oho 5901 pripada na otvo-
rené Citacie ramce (gény) a iba 50 % z nich vykazuje funk-
cie, ktoré im boli pripisované.

Extrachromozomalna DNA kvasinky pozostava z 50
az 100 kopii 2um DNA na bunku (perspektivnej
z hladiska rekombinantnych technik), d’alej z 10—40 cyk-
lickych molekal mitochondrialnej DNA o dizke 75 kbp
a z dvojretazcovej ds-RNA lokalizovanej v cytoplazme,
v Casticiach podobnych virusom. ds-RNA je vo vicsine
pripadov pritomnd v tzv. L-forme, M-formu obsahuju
,Killer* kmene Saccharomyces cerevisiae a nesie informa-
ciu pre produkciu toxinu, ako aj informéciu zodpovednl za
produkciu imunitného faktora vo&i nemu?®.

Kmen S. cerevisiae S288 ajeho diploidny derivat
X2180 boli vyslachtené zaciatkom péatdesiatych rokov
a 85 % ich genetického materidlu pochadza z vinnej kva-
sinky izolovanej v roku 1938 z hnijtcich fig v Kalifornii*’.
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Tento kmen bol vybrany pre tzv. ,,yeast genome project™
ajeho geném je dnes kompletne sekvenovany
a charakterizovany. Nevyhodou je vSak odliSnost’ istych
vlasnosti S288, ako laboratorneho kmeia, od kmenov vy-
SPachtenych pre priemyselné ucely.

3.1. Cyklus trikarboxylovych kyselin
a poruchy v génoch kddujucich
jeho enzymy

Cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA cyklus) nazy-
vany tiez Krebsov alebo citratovy cyklus je lokalizovany
v mitochondriach a v spriahnuti s elektron-transportnym
retazcom a oxidativnou fosforylaciou zabezpecuje tvorbu
energie vo forme ATP, a medziproduktov pre d’alSie bio-
syntézy.

Z hladiska regulacie cyklu st doélezité tri miesta:
Vstup acetylovych zvyskov do citratového cyklu a jeho
rychlost’ reguluje hladina ATP v bunke. Syntéza citratu
z oxalacetatu a acetyl-CoA je prvym dolezitym regulac-
nym miestom. ATP ako alostericky inhibitor citratsynteta-
zy sposobuje zvysenie Ky hodnoty pre acetyl-CoA, ¢im sa
znizi tvorba citrdtu. Druhym uzkym miestom st reakcie
katalyzované izocitratdehydrogenazou, ktora je alostericky
stimulovana ADP tym, Ze zvySuje jej afinitu k substratom.
Vizba izocitratu, NAD", Mg>" a ADP je spolupdsobiaca,
NADH aj ATP p6sobia naopak inhibi¢ne. Tretie regulac-
né miesto v cykle trikarboxylovych kyselin predstavuje
2-oxoglutaratdehydrogenazovy komplex, ktory inhibuji
sukcinyl-CoA aNADH, produkty reakcie, ktora
katalyzuje™.

Gény pre enzymy TCA cyklu, ich umiestnenie, dizka
ako aj fenotypové prejavy spojené sich preruSenim st
zhrnuté tabulke I.

3.2. Genetické techniky vyuzitel'né
v pivovarnictve

Vo vseobecnosti je v pivovarnictve cielom ¢o najvy-
$8ia efektivita vyuzitia vstupnych surovin, ako aj tomu
zodpovedajica produktivita bez znehodnotenia kvality
vystupného produktu. Vlastnosti, ktoré st ztohto uhla
pohladu ddlezité pre pivovarské kvasinky, mozu byt zhr-
nuté do nasledujucich bodov:
schopnost’ dostato¢ne hlbokého prekvasenia substratu
bez neocakavanych odchyliek v rychlosti rastu,
efektivna utilizacia maltdézy a maltotridzy, spojena
s ich konverziou na etanol,
schopnost’ vysporiadat’ sa so stresovymi podmienkami
navodenymi  koncentraciou alkoholu, teplotou
a osmotickym tlakom,
reprodukovatel'na produkcia korektnych hladin latok
zodpovednych za chut’ a aromu,
idedlny flokula¢ny charakter zodpovedajici zvolené-
mu fermenta¢nému procesu,
uchovanie si viability pocas skladovania a transportu a
geneticka stabilita®.
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Tabul’ka I
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Gény kodujuce jednotlivé enzymy cyklu trikarboxylovych kyselin, ich dizka, lokalizacia a fenotypovy prejav pozorovany
u mutantov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae v désledku ich prerusenia

Enzym Gén Chromozém  Dizka  Fenotypovy prejav
[bp]
Pyruvétdehydrogenazovy PDAI V. 1263 redukovany rast na glukoze®'
komplex
PDHIp IL. 1101 smrt??
LPDI VL. 1500 rast na glukdze, redukovany rast na etanole, nerastu na
acetate a glycerole™
PDXI VIL 1233 -
Citratsyntaza CITI XIV. 1440  neschopnost rastu na glycerole, acetate a laktate,
auxotrofia na glutamét3 4
CIT2 1. 1383  neschopnost rastu na glycerole, acetate a laktate,
auxotrofia na glutamat™
Akonitaza ACOI XII. 2337  neschopnost’ rastu na glycerole, acetate, laktate
a etanole, auxotrofia na glutamat™
NAD+-dependentna IDHI XIV. 1083  redukovana schopnost’ rastu na glycerole, laktate
izocitratdehydrogenaza a pyruvate™
IDH?2 XV. 1110 redukovana schopnost’ rastu na glycerole, laktate
a pyruvate™
2-Oxoglutarat KGDI IX. 3045  rast na glukdze, redukovany rast na etanole, neschop-
dehydrogendzovy komplex nost’ rastu na nefermentovatelnych zdrojoch uhlika®’
KGD2 Iv. 1392 rast na glukdze, redukovany rast na etanole, neschop-
nost’ rastu na nefermentovatel'nych zdrojoch uhlika®’
LPDI VL 1500  rast na glukdze, redukovany rast na etanole, neschop-
nost’ rastu na nefermentovatelnych zdrojoch uhlika®’
Sukcinyl-CoA ligaza LSCI XV. 990  rast na glukdze a acetate, redukovany rast na pyruvate
a glycerole®®
LSC2 VIIL 1284  rast na glukdze a acetate, redukovany rast na pyruvate
a glycerole®®
Sukcinatdehydrogenaza SDH] XI. 1923 neschopnost’ dychat a rast’ na glycerole®
SDH?2 XII. 801 neschopnost’ dychat’ a rast’ na glycerole®
SDH3 XI. 597  redukovany rast na glycerole a etanole, neschopnost’
rastu na laktate*’
SDH4 Iv. 596  neschopnost rastu na glycerole®
Fumaraza FUMI XVI. 1467  redukovany rast na glycerole, auxotrofia na aspartat,
asparagin a serin
Malatdehydrogenaza MDH1 XI. 1005  neschopnost rastu na glycerole, laktate a acetate™
MDH?2 XV. 1272 neschopnost’ rastu na glycerole, laktate a acetate™
MDH3 V. 1082  znizenie rychlosti rastu na acetate™

Na dosiahnutie tychto vlastnosti je mozné vyuzit
jednu z nasledujtcich technik zasahu do genetickej vybavy
kvasinky. Kazda znich je spojena s urCitymi vyhodami
a nevyhodami, mnohé z nich st bezne aplikované vo vy-
skume, ich vyuzitelnost’ v praxi je vSak Casto spornd. Jed-
né sa o muticiu a selekciu, hybridizaciu, ojedinelé parova-
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nie (,,rare mating®) spocivajlice v sparovani laboratorneho
kmena poZadovanych vlastnosti s priemyselnym mutantom
s poruchou v dychacom retazci (,,petit mutant”), fuziu
sféroplastov a metddy rekombinantnej DNA, zahfilajuce
najmd transformaciu s naslednou stabilizaciou genému
a zabezpe&enim pozadovanej expresie®.
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Techniky rekombinantnej DNA umoznili konstrukciu
kmetiov, schopnych utilizovat’ Sir§ie spektrum sacharidov
(zabudovanim glukoamylaz, bifunkénych amylolytickych
enzymov, Ci PB-glukandz) a zvysit' efektivitu fermentacie
(zosilnenim expresie skupiny MAL génov zodpovednych za
skvasovanie maltdzy a maltotriézy). Pomocou tychto tech-
nolégii boli vyvinuté pivovarské kvasinky s proteolytickou
aktivitou, antikontaminanymi vlastnostami a modifiko-
vanou flokulaciou (ovplyvnenie expresie skupiny génov
s oznaenim FLO). Nemenej dolezita je elimindcia nevy-
hnutnosti chut'ového dozrievania piva v leziackych tankoch.
Za tymto ucelom boli vyvinuté kvasinky so zredukovanou
schopnostou produkovat’ diacetyl (vlozenim enzymu aceto-
laktatdekarboxylazy), sirovodik, oxid siri¢ity (inaktivaciou
génu METI4) adimetylsulfid (disrupciopu génu MXRI,
kodujuceho metioninsulfoxidreduktdzu). Zvysenie produk-
cie aromatickych zlucenin je zase spojené so zvySenim pro-
dukcie oxidu siri¢itého a acetatovych esterov, ktorych synté-
zu zabezpeCuju alkoholacetyltransferazy, koédované skupi-
nou génov ATFI, LgATFI a ATF2 (cit.*).

Za Ucelom znizenia obsahu etanolu v pive bol nad-
merne exprimovan gén GPD I, kddujici glycerol-3-fosfat-
dehydrogenazu v pivovarskej kvasinke Saccharomyces
cerevisiae  var.  carlsbergensis.  Obsah  glycerolu
v experimente simulujucom kvasenie na 11,38 % mladine
vzrastol 5,6-krat, mnozstvo etanolu kleslo o 18 % oproti
poévodnému kmeiiu z 37 na 30,4 gl”'. Nedostatkom bol
zavazny narast koncentracie acetoinu, diacetylu
a acetaldehydu™.

S rozvojom technik genetickej modifikacie buniek
vzrastol zaujem vedcov o problémy kolonizicie Zivotného
prostredia geneticky modifikovanymi organizmami, ¢i ne-
chceny prenos génov do vol'ne Zijicich organizmov. Postup-
ne bola v jednotlivych krajinach vyvinuta legislativa, ktora
zohl'adiuje tieto rizikd a zabezpecuje kontrolu. VSetky gene-
tické techniky stivisiace s pivovarnictvom, vSak vzdy spadali
do niz8ich rizikovych kategérii. Vo Velkej Britanii sa napri-
klad pred uvedenim novej potraviny obsahujucej GMO vy-
zaduje povolenie poradnej komisie pre nové potraviny
a procesy (Advisory Committee on Novel Food and Proces-
ses — ACNFP), ktora pracuje na zaklade nariadenia Eurdp-
skej komisie EC 258/97 o novych potravinach (Novel Food
Regulations) aje zlozend znezavislych expertov menova-
nych prislunym ministerstvom®’.

V Slovenskej republike je tato problematika zohl'adne-
na v Zakone NR SR €. 152/1995 Z. z. o potravinach, v zneni
neskorSich predpisov a v Zakone NR SR ¢. 151/2002 Z. z.
o pouzivani genetickych technologii a geneticky modifiko-
vanych organizmov, ako aj vo vyhliske MZP SR ¢&.
252/2002, ktorou sa vykonava tento zakon. Z uvedenych
noriem vyplyva, ze spektrum povolenych zasahov do geno-
mu mikroorganizmov je znadne $iroké, musi vsak spliiat
vymedzené bezpecnostné nalezitosti a podlichat’ ustanove-
nym kontrolnym mechanizmom. Najméd vd’aka negativnej
publicite v médiach a verejnému zaujmu je vSak zatial
v pivovarnickom priemysle vyvijand len mald aktivita, za
ucelom komer¢ného vyuzitia geneticky modifikovanych
kvasiniek.
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Mutagenéza a nasledna selekcia (najmd fyzikalnymi
mutagénmi) tak na zdklade svojej materidlovo-technickej,
ako aj inStrumentalnej nenaroCnosti predstavuje Tahko
aplikovatelnii metodiku v praxi a je schopna uz v kratke;j
buducnosti prelomit’ bariéru zdrahania sa geneticky modi-
fikované mikroorganizmy pri vyrobe piva pouZit.

3.3. Mutagenéza pivovarskych
kvasiniek

Mutécia je kazdd zmena génu, ktord sa zachovava pri
autoreprodukcii genetického materialu, a to este aj vtedy,
ked’ uz prestal posobit’ &initel’, ktory ju zapri¢inil*. Cini-
tel, ktory mutaciu zapriCinil, sa nazyva mutagén.
V prirode sa vyskytuji mutacie s nizkou pocetnostou, asi
107 az 107, ktorych pri¢ina nam nie je zndma. Nazjvame
ich samovolné alebo spontinne mutacie®. Indukované
mutdcie su vyvolané cielene, pésobenim ur¢itého mutacné-
ho Cinitel'a, alebo kombinaciou viacerych. Zakladné ¢lene-
nie mutagénov je nasledovné:
fyzikdlne mutagény (ionizujlice a neionizujice Ziare-
nie, teplota...),
chemické mutagény (rozne alkylacné Cinidla, farbiva,
kyselina dusita...).

Najprijatel'nejSou formou mutacie buniek urc¢enych pre
potravinarsku vyrobu je ich vystavenie t¢inkom UV Ziare-
nia. UV ziarenie je zlozkou slnecnej elektromagnetickej
radicie a na zéklade jeho vinovej dizky sa d4 rozdelit na tri
skupiny: UV-A (320-390 nm), UV-B (280-320 nm) a UV-
C pod 280 nm (cit.”®). Najmi kratkovinové ultrafialové
ziarenie ma letalny 0U¢inok a posobi predovSetkym na
DNA. Ultrafialové ziarenie nemusi priamo pdsobit’ na bun-
ku. Staci, ked’ sa oziari zivna pdda, na ktorej sa buda bunky
pestovat’. Tento mutacny ucinok sa vsSak prejavi len vtedy,
ak sa voziarenej zivnej pode vyskytuji aminokyseliny.

rxe

zita mutagénneho Uc¢inku oZiareného prostredia je priamo
umerna obsahu vody. Mutagénny ucinok UV Ziarenia je
podobne ako u ionizujuceho ziarenia zapriineny vznikom
aktivnych skupin, kedy tieto v pripade ionizujiceho Ziarenia
vznikaju ionizaciou vody, v pripade UV ziarenia pohlcova-
nim kvant energie biologicky vyznamnymi molekulami,
najmd aminokyselinami. Na bunkovej trovni dochadza
k zlomom v ret’azci DNA, alebo k btraniu vodikovych vi-
zieb, o sa prejavi dimerizdciou pyrimidinov, spojenim
dvoch susednych tyminov, priecnou vidzbou dvoch tyminov
medzi zédvitnicami DNA, spdjanim cytozin-tymin, uridin-
tymin, alebo dvoch uridinov a hydrataciou cytozinu®.
Mutagénne a inaktivacné Gc¢inky UV Ziarenia vlnovej
dizky 254 nm, spolu so zvysenou teplotou (45—60 °C) na
arteficidlny diploidny kmenl S. cerevisiae T1, heterozygot-
ny pre gén ADE2 (ade 2-192/ade 2-45) skimali Petin
aspol.”’. Simultanne pdsobenie hypertermie a UV svetla
zvySuje frekvenciu UV-indukovanych mitotickych rekom-
binécii (crossing-over). Zosiliiujuci ucinok je funkciou
intenzity Zziarenia, pretoze frekvencia rekombinacii bola
ovela vysSia pri svetelnom toku 1,5W m?, ako pri
0,5 W m™. Percento prezivajicich buniek sa naopak zni-
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zovalo Uimerne zvySujucej sa intenzite Ziarenia. ZvySena
teplota posobi ako inhibitor opravnych mechanizmov,
preto vysledky pri strednych davkach Zziarenia a vyssej
teplote s relativne blizke vysledkom dosiahnutym pri
vyssich davkach ziarenia a nizsej teplote.

UV  ziarenim indukované muticie podliehaju
v bunkach kvasiniek niekol’kym opravnym mechanizmom.
Jedna sa najmi o fotoreaktivacny 0cinok, kedy sa muta-
génny U¢inok na kvasinky znizi, ak sa kultara po oZiareni
vystavi u¢inku viditelného svetla a mutagénne ucinky
radiacie sa mozu oslabit’ aj tym, Ze oZiarené bunky sa pred
vysiatim na zivny agar udrziavaji isty ¢as v destilovanej
vode, ¢o sa oznacuje ako LHR (liquid holding recovery).
Iny opravny mechanizmus je rekombindcia. Jadrové mu-
tanty, ktoré nemaju schopnost’ rekombinaénym spdsobom
opravovat poruchy zapri¢inené mutagénom, boli v litera-
tare oznacované ako rec . Blokovanim génov zodpoved-
nych za opravy DNA boli pripravené mutanty citlivé na
ziarenie. Mutacie radl az rad22 st kontrolované génmi
citlivymi na UV Ziarenie, rad50 aZ rad57 su citlivé hlavne
na rontgenové Zziarenie. Okrem toho su zname mutanty
revl, rev2 (= revd) arev3, ktoré sa izolovali na znizenie
poétu mutantov indukovanych ultrafialovym Ziarenim na
lokuse arg4-17 (cit.*").

Brendel a spol.”' popisali 10 mutantov Saccharomy-
ces cerevisiae citlivych na ucinok psoralénov aplikova-
nych v dermatoterapii. Mutanty boli neschopné oprdv na
UV Zziarenim poskodenej DNA. Zodpovedajiuce gény roz-
delili do troch kategorii. Prva pozostava zo siedmych gé-
nov prisluchajicich v§eobecnym, alebo Specifickym opra-
vam lahkych poskodeni DNA. Tri znich, PSOI/REV3,
PSO8/RADG6, a PSO9/MEC3, su alelické k doteraz zna-
mym opravnym génom, zvys$né tri (PSO2/SNM1, PSO3/
RNR4 a PSO4/PRP19) st novo objavené. Druhu skupinu
reprezentuje gén PSO5/RADI16, kodujuci DNA helikazu
zabezpecujucu nukleotidové excizne opravy DNA (NER)
ado tretej skupiny patria gény PSOG6/ERG3 a PSO7/
COX11, ktoré koduju ergosteroldesaturazu, sliziacu ako
Strukturdlna jednotka membrany, resp. zlozku dychacieho
retazca cytochrom ¢ oxidazu. Oba enzymy ovplyviiuju
opravy DNA iba nepriamo.

V pivovarnickej praxi sa Casto vyuzivaju spontanne
muticie meniace flokulaéné charakteristiky kvasiniek.
Tieto zmeny umoznili vyrobu piv typu ale pomocou mu-
tantov schopnych spodného kvasenia, ktoré boli ziskané
z prislusnych kmeniov vrchného kvasenia, v cylindro-
konickych tankoch. Boli tiez izolované kvasinky
s redukovanou schopnostou produkcie esterov a vyssich
alkoholov, ako spontanne mutanty vykazujuce rezistenciu
na glukozamin.

Indukovanou mutagenézou, pouzitim N-metyl-N-
nitro-N-nitr6zoguanidinu a UV ziarenia, boli pripravené
mutanty auxotrofné na valin a metionin, so zniZzenou pro-
duktivitou neziadiceho diacetylu a sirovodika, v roznych
flokula¢nych variantoch. Cenné pre prax s aj mutanty
s rezistenciou na glukézovy analég 2-deoxyglukozu. Pri
Standardnych fermentacnych podmienkach je dosledkom
katabolickej represie utilizovand maltoza. Utilizovat sa
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zacina vtedy, ked’ polovica z povodného obsahu glukozy
v mladine je uZ zmetabolizovana. Mutanty rezistentné voci
2-deoxyglukdze su dereprimované a utilizuji maltozu
aj glukozu sucasne. Mutacné techniky mozu byt pouZité aj
na pripravu geneticky znagenych kmefiov kvasiniek®.

4. Zaver

Pivé so zniZzenym obsahom alkoholu a nealkoholické
piva sa v prevaznej miere vyrabaju separaciou alkoholu
z beznym sposobom vykvasenych piv, za pouzitia vakuo-
vej destilacie. Tato technika vSak v znacnej miere tepelne
zat'azuje produkt a prispieva k zhorSeniu vone a chute
vyrobenych piv. Setrnej§i sposob dealkoholizacie predsta-
vuje reverznd osmoza, ktorou su ziskavané nealkoholické
pivéa uspokojivej kvality. Alternativhu moznost’ predstavu-
je limitovana fermentacia mladiny nizkej stupniovitosti pri
teplotach blizkych nule, alebo zastavena fermentacia, pri
ktorej sa po vytvoreni pozadovaného mnozstva etanolu
kvasinky odstrénia.

Piva so znizenym obsahom alkoholu sa vSak vyznacu-
ju  prazdnou mladinovou chutou asi nachylnejsie
na bakterialnu kontaminaciu. Jednou z moznosti, ako tieto
nedostatky odstranit, je vyuzitie kvasiniek mutantnych
v cykle trikarboxylovych kyselin. Tieto produkuju pocas
svojej aerobnej fazy kyseliny ako citronova, jantarova,
fumarova, ¢i jabléna. V anaerdbnej faze okrem malého
mnozstva etanolu vytvoria aj kyselinu mlie¢nu, ktora vd’a-
ka tomu, Ze poskytuje nizke pH, chrani produkt pred ne-
ziaducou bakteridlnou kontaminaciou. Produkované kyse-
liny obohacuju chut’ piv, sltizia ako senzoricky vyznamna
zlozka. Problematika nie je eSte do detailov zvladnuta,
najmd z dévodu nespecifickosti UV mutacie, ktora pred-
stavuje potravinarsky ,,najcistejSiu“ formu pripravy mu-
tantnych kvasiniek, preto je nevyhnutny d’alsi vyskum na
génovej urovni.
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This is a review of the current state of technology of
non-alcoholic and low-alcoholic beer production. In the
first part, processes involving alcohol removal from par-
tially or fully fermented beers are described. The advan-
tages and disadvantages of different methods of beer deal-
coholisation, mainly membrane and evaporation technolo-
gies, are discussed. In the next part, methods of stopped
and limited fermentation at low temperature as well as the
use of mutant yeast strains are mentioned. The genetic
background of the strains with a defect in the activity of
the tricarboxylate-cycle enzymes and their use for the pro-
duction of non-alcoholic and low-alcoholic beer are dis-
cussed in the last section. Particular aspects of this wide-
range field can lead to improvement of properties of the
non-alcoholic beer.



