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Wstep

Rosnaca produkcja piw bezalkoholowych odzwierciedla §wiatowy trend w kierunku
zdrowego stylu zycia. Na wzrost spozycia piwa bezalkoholowego majg tez wplyw
restrykcyjne przepisy ruchu drogowego zabraniajace jazdy pod wptywem alkoholu. Po piwa
bezalkoholowe si¢gaja wigc kiecrowcy, ale tez ludzie poszukujacy nowych smakow,
preferujacy aktywny styl zycia, dbajacy zdrowie (kobiety w cigzy, osoby z chorobami uktadu
krazenia czy watroby). Znaczny spadek spozycia stodzonych napojéw gazowanych i popyt na
zdrowsze alternatywy napojow alkoholowych zwigkszaja ludzie mtodzi oraz osoby niepijace.
Piwo bez alkoholu nie uzaleznia, zachowuje wszystkie sktadniki odzywcze i bioaktywne
pochodzace z piwa, jest niskokaloryczne i moze wykazywaé cechy napoju izotonicznego.

Wedlug danych firmy Nielsen 1Q za rok 2020 wynika, ze mimo pandemii, piwa
bezalkoholowe odnotowaty wzrost popularnosci kolejny juz rok z rzgdu. W minionym roku w
Polsce, kategoria piwnych ,,zerowek™ stanowita 5,7% rynku piwa 1 w pordwnaniu z ub.
rokiem wzrosta o 1%. Wsréd piw 0,0% najchetniej kupowane byly warianty smakowe
(wzrost 0 34%)i bezalkoholowe lagery (wzrost 0 13%).

Efektem rosngcego zainteresowania polskich konsumentéw jest rozszerzenie oferty
piw bezalkoholowych przez wszystkich gldownych graczy na krajowym rynku, ale rowniez
przez wiele browarow lokalnych i rzemie$lniczych.

Potencjal piwa bezalkoholowego nie ogranicza si¢ jedynie do rynku krajowego.
Wzrost popytu notowany jest rowniez w innych krajach Unii Europejskiej oraz poza UE. Dla
przedsiebiorstw, ktore sa obecne w kanale eksportowym jest to szansa na zwigkszenie
sprzedazy lub na jej dywersyfikacj¢. Co wazne, sprzedaz zagraniczna piw bezalkoholowych z
Polski, jak rowniez handel wewne¢trzny UE tym asortymentem oraz eksport poza UE
charakteryzujg si¢ wysokimi — dwucyfrowymi — dynamikami wzrostu. Jak wynika z danych
Eurostat, w ciggu ostatnich czterech lat, warto$¢ eksportu z Polski zwigkszyla si¢ o prawie
200%, co przetozyto si¢ na osiggniecie Sredniorocznej stopy wzrostu na poziomie 44%. Byty
to jedne z najwyzszych dynamik odnotowanych wsrod dziesigciu najwigkszych eksporterow
piw bezalkoholowych w UE. W tym samym okresie handel wewnetrzny w Unii zwigkszyt si¢
0 50%, co daje $rednio ok. 15% wzrostu rocznie, a eksport z UE wzrdst o 70%.

Obszerne poglady na temat produkowanych w Europie piw bezalkoholowych
prezentowal przed laty Piendl na tamach ,.Brauwelt”. Obejmowaly one dziesigtki firm
zachodnioeuropejskich 1 szereg nazw produkowanych przez nie wyrobdéw. Dla przykiadu
bezalkoholowe piwa austriackie, belgijskie i dunskie wykazywaty zawartos$¢ alkoholu od 0,02
do 0,5%, najczesciej jednak pomiedzy 0,3-0,5% , podczas gdy ekstrakt brzeczki podstawowej
wahat si¢ w granicach od 3,1 do 10,5% przy warto$ci goryczkowej od 11 do 27 jednostek BU,
czyli $rednio ok.20. Natomiast piwa bezalkoholowe holenderskie z reguty nie przekraczaty
0,1% zawartosci alkoholu, przy podobnych jak poprzednie pozostatych parametrach jakosci.

Metody produkcji piwa bezalkoholowego

Piwo bezalkoholowe, a doktadniej piwo o obnizonej zawartosci alkoholu, to napdj
produkowany na bazie piwa, w ktérym wskutek proceséw technologicznych zmniejszono
zawarto$¢ etanolu do akceptowalnych przez konsumenta granic.

Prawodawstwo poszczegdlnych krajow nie jest jednolite w sprawie zawarto$ci
alkoholu w piwach bezalkoholowych. Nawet w krajach Unii Europejskiej rozpigtos¢ zakresu
piw bezalkoholowych jest catkiem spora. Przykladowo, w Polsce piwo bezalkoholowe nie
moze mie¢ wigce] niz 0,5% obj. alkoholu. Takie same kryteria obowigzuja w Niemczech,
Czechach czy Wielkiej Brytanii. Natomiast w Norwegii dopuszczalna warto$¢ to 0,7%, za to
w Hiszpanii wspomniana warto$¢ wynosi juz 1%, najwiecej za$ piwa bezalkoholowe moga
mie¢ we Francji, bo az 1,2% obj. alkoholu.




Piwo to nie tylko alkohol. Znajduje si¢ w nim tez szereg substancji wykazujacych dzialanie
prozdrowotne (np. polifenole). Dodatkowo w piwie zawarte sa witaminy z grupy B, w
przypadku ktorych napdj ten pokrywa znaczng czg$¢ dziennego zapotrzebowania na te
zwigzki. Przyktadowo, litr piwa zapewnia ok. 50% dziennego zapotrzebowania na niacyne,
czyli witaming B3. Duza cze$¢ ze skladnikéw piwa decydujacych o jego wiasciwosciach
organoleptycznych i prozdrowotnych pochodzi z chmielu oraz powstaje w wyniku
metabolizmu drozdzy. Najwigkszym wyzwaniem podczas produkcji piw bezalkoholowych
jest pozbawienie napoju alkoholu bez utraty zwigzkow odpowiedzialnych za
charakterystyczne cechy organoleptyczne piwa.

Ten cel mozna osiggna¢ na dwa sposoby. Pierwszym sposobem sa metody biologiczne, czyli
ingerencje w biochemi¢ procesu produkcji piwa majace na celu wyprodukowanie napoju o
zawarto$ci alkoholu akceptowalnej przez prawodawce.

Drugim podej$ciem do omawianego problemu sa metody fizyczne polegajace na usunigciu
etanolu z gotowego produktu.

Biologiczne metody produkcji piw bezalkoholowych

Najprostszym sposobem zmniejszenia ilosci alkoholu w piwie jest zmiana sposobu
zacierania. Podczas tego procesu enzymy zawarte w stodzie rozktadaja skrobi¢ do prostszych
cukrow fermentowanych przez drozdze takich, jak maltoza. Standardowo proces
przeprowadza si¢ dokonujac zmian temperatury zacieru, aby zapewni¢ odpowiednie warunki
dla pracy poszczegdlnych enzymow amylolitycznych. Przykladowo dla beta amylaz
optymalna temperatura wynos 62-65°C, za$ dla alfa amylaz 70-75°C. Niemniej proces
mozna prowadzi¢ w warunkach nieoptymalnych dla wymienionych enzymoéw, co skutkuje
gorszym scukrzeniem skrobi, a co za tym idzie mniejszag zawarto$cig cukrow
fermentowalnych. Jedng z metod obnizania poziomu alkoholu jest zacieranie w wysokiej
temperaturze 75-80°C. Wtedy beta amylazy ulegaja dezaktywacji, za$ alfa amylazy nadal
wykazujg czgs$¢ swojej aktywnosci. Dzigki takiemu zabiegowi ilo$¢ cukrow fermentowalnych
przez drozdze spada do okoto 25% w porownaniu do tradycyjnego zacierania. Drugie
podejécie do zmniejszenia ilosci cukru w brzeczce wynika takze z obnizenia aktywnos$ci
enzymatycznej, ale z kolei poprzez obnizenie temperatury ponizej 60°C. Nizsza aktywno$¢
enzymow skutkuje niewielkg zawartoscig fermentowalnych cukrow w brzeczce. W literaturze
anglojezycznej proces ten mozna spotka¢ pod nazwa cold water Malt extraction.
Kolejng metoda polegajaca na zmianach w procesie zacierania jest ponowne zacieranie
wystodzin nierzadko poprzedzone kwasng hydroliza w celu uwolnienia pozostatych cukrow,
gtéwnie niefermentowalnych pentoz [8, 9].
Niestety powyzsze metody skutkuja powstaniem piwa o brzeczkowym posmaku 1 cigzko jest
uzyska¢ produkt poréwnywalny z tradycyjnymi piwami pod wzgledem smaku. Uzycie
ciemnych i palonych stodow czesciowo niweluje niedoskonatosci piwa powstalego przez
zmiang w procesie zacierania. W przypadku zacierania w niskiej temperaturze lub zacierania
wystodzin mogg wystapi¢ tez problemy z barwa uzyskanego piwa, ktore bedzie jasniejsze od
swoich tradycyjnych odpowiednikow.

Zatrzymana fermentacja to prosta, obecnie najczesciej wykorzystywana metoda produkcji
piwa bezalkoholowego. Idea tego procesu polega na tym, zeby zatrzymac proces fermentacji
alkoholowej zanim drozdze piwowarskie zaczng produkowac etanol.

Ograniczony stopien odfermentowania ekstraktu brzeczki mozna osiagnaé przez
kombinacje temperatury (15-20°C) z krotkim czasem kontaktu brzeczki z drozdzami (0,5-8 h)
lub przez przedtuzenie fermentacji do 24 h w niskiej temperaturze (0-5°C). Zapewnia si¢
wtedy wysokie stezenie komorek drozdzy (powyzej 108 komérek na 1 ml brzeczki) doktadnie
kontroluje fermentacj¢, aby zapobiec powstaniu zbyt duzej ilosci etanolu. W powyzszych
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sposobach produkcji piwa wykorzystuje si¢ drozdze Saccharomyces cerevisiae. Niestety
czgsto przy zastosowaniu tego sposobu otrzymania piwa, nie zd3za si¢ wytworzy¢ takze inne
sktadniki oraz zaj$¢ przemiany sktadajace si¢ na charakterystyczny smak i zapach. W celu
uniknigcia wystgpowania tego efektu w piwie bezalkoholowym stosuje si¢ przy tej metodzie
rozne zabiegi, wsrdd ktorych najwazniejsze to:

-niski ekstrakt brzeczki podstawowej, zwykle 5 do 7%,

-dodawanie do zasypu 8 do 15% jasnego stodu karmelowego,

-dtugie gotowanie brzeczki dla usunigcia substancji lotnych,

-uzycie drozdzy obficie wytwarzajacych uboczne produkty fermentacji

-obnizenie pH piwa, np. przez zakwaszenie brzeczki.

Prowadzone s3a rowniez prace nad modyfikacja genetyczng drozdzy, ktore nie
produkowatyby alkoholu nawet w wyzszej temperaturze.

Z posréd metod stosowanych do zahamowania fermentacji alkoholowej na wyrdznienie
zashuguja:

a)uzycie specjalnej rasy drozdzy o bardzo stabej zdolnosci fermentacyjnej;

b)metoda ,,zimnego kontaktu z drozdzami”, polegajaca na dokladnym zmieszaniu
brzeczki z drozdzami w temperaturze -2°C. W tych warunkach drozdze nie produkuja wcale
alkoholu, przejawiaja jednak pewna dziatalno$¢ zyciowa, ktora wystarcza do wytworzenia
pewnych elementéw smaku piwa, ostabieniu zapachu brzeczki i zredukowania zwigzkéw
karbonylowych, gtownych no$nikow brzeczkowego smaku;

c)przerwanie fermentacji po osiggnigciu zawartosci 0,5% alkoholu co nastepuje przez:

- odwirowanie drozdzy,

- przefiltrowanie mlodego piwa,

- bltyskawiczng pasteryzacja.

Po przerwaniu fermentacji piwo musi nastepnie lezakowa¢ w temperaturze 0-1°C, dla
pozbycia si¢ smaku ,,siarkowego”, w ciggu co najmniej 10 dni. Nastgpnie jest filtrowane,
stabilizowane, karbonizowane i utrwalone przez pasteryzacje.

Zastosowanie nowych szczepow drozdzy

Nowym sposobem wytwarzania piwa bezalkoholowego, dotychczas niestosowanym,
moze by¢ zastgpienie drozdzy piwowarskich drozdzami, ktére nie fermentuja maltozy i
maltotriozy, ktore w brzeczce piwowarskiej] w ogolnej puli weglowodandw stanowig ponad
70%. Do drozdzy, ktore charakteryzujg si¢ brakiem zdolno$ci metabolizowania maltozy i
maltotriozy zalicza si¢ niektore szczepy Kluyveromyces. Wyizolowano je z produktow
mleczarskich m. in. z jogurtu 1 masta. Cukry proste, a takze sacharoze i1 laktoze fermentujg do
alkoholu etylowego i dwutlenku wegla, wytwarzaja przy tym szereg produktow ubocznych
istotnych dla aromatu i smaku piwa. Drozdze Kluyveromyces z uwagi na to, ze nie asymiluja
maltozy i1 maltotriozy w brzeczce stodowej maja do dyspozycji znacznie mniej substratu, a w
okreslonych warunkach fermentacji szybko asymilujg dostepne dla nich cukry. Podczas tego
procesu podobnie jak szczepy piwowarskie wytwarzaja one uboczne produkty fermentacji
istotne dla aromatu i smaku piwa.

Usuwanie etanolu ze standardowego piwa

W piwie obecne sa zwigzki lotne o podobnych do alkoholu wtasciwosciach, ktore
nawet w sladowych ilo$ciach dopeiniajg bukiet piwa. Dlatego usuwanie alkoholu z gotowego
produktu stanowi spore wyzwanie, gdyz trzeba zrobi¢ bez usuwania pozostalych zwigzkow
odpowiedzialnych za profil aromatyczny piwa. Warunki procesu trzeba tez tak dobraé, aby
nie doszto do rozktadu zwigzkéw odpowiedzialnych za smak gotowego produktu. Pomimo




tego, przy dobrej technologii mozna uzyska¢ piwo bezalkoholowe o cechach
organoleptycznych niemalze identycznych z alkoholowym odpowiednikiem.

Odwrdcona osmoza

Przy usuwaniu alkoholu tg metoda piwo jest przepompowywane porcjami lub w
sposob ciagly przez moduly rozdzielajace. Woda i alkohol pod cisnieniem 40 bar przenikaja
przez membrane¢ przeciwko ci$nieniu osmotycznemu. Wszystkie wieksze czasteczki, w tym
substancje smakowe i aromatyczne pozostaja w piwie. Objetos¢ piwa trzeba ciagle uzupetniaé
odsolong 1 odgazowang woda. W ten sposob stale zmniejsza si¢ w nim zawarto$¢ alkoholu.
Praca pompy wytwarza cieplo, wigc caly uktad trzeba chlodzi¢, zeby temperatura piwa nie
przekroczyta 15°C. Jego przeptyw jest styczny do membrany, ktérej powierzchnia jest dzigki
temu splukiwana i czysta. Nazywa si¢ to filtracja krzyzowa lub po angielsku ,,cross-flow-
filtration”. Stosowane membrany powinny wykazywa¢ wysoka przepuszczalno$¢ dla etanolu 1
wody, jednoczesnie bedac nieprzepuszczalne dla reszty zwiazkéw decydujacych o cechach
organoleptycznych piwa. Jak pokazaly badania w procesie odwrdconej osmozy z piwa
usuwany jest etanol, woda oraz niektére niekorzystne zwiagzki chemiczne takie, jak siarczek
dimetylu, niestety usuni¢ciu ulegaja réwniez niektore estry i wyzsze alkohole. Po
zakonczonym procesie do retentatu trzeba dodaé¢ wode, aby uzupehié straty wynikajace z
mechanizmu odwroconej osmozy. Jedng z interesujacych metod jest wykorzystanie do tego
celu permeatu po odparowaniu etanolu. Wskutek tego zabiegu do retentatu wraca nie tylko
woda, ale rowniez cze$¢ zwigzkow, ktore zostaty usunigte w toku trwania procesu. Niestety
obecnie proces odwroconej osmozy jest kosztowny i najprawdopodobniej w najblizszym
czasie nie bedzie stosowany na skale przemystowa.

Perwaporacja jest to technika, ktore wigze ze sobg trzy mechanizmy separacji: adsorpcji
separowanego skladnika na membranie, jego dyfuzje przez material membrany oraz desorpcje
po drugiej stronie membrany. Ostatni etap wigze si¢ z praca pod obnizonym ci$nieniem, a tym
samym odbiorem permeatu w formie gazowej. Zdolno$¢ danego sktadnika (w tym przypadku
etanolu) do przechodzenia przez membrang perwaporacyjng jest SciSle zwigzana z jego
cis$nieniem czastkowym oraz selektywnos$cig membrany. Z racji faktu, ze jest to proces
wykorzystujacy wihasciwoscei lotne separowanych sktadnikéw, poza samym alkoholem do
permeatu mogg przechodzi¢ inne zwigzki odpowiadajagce za bukiet piwa. Badania
prowadzone do tej pory nie byly satysfakcjonujace, co wynikalo przede wszystkim z faktu
braku odpowiedniej selektywnosci membrany. W przypadku gdy st¢zenie alkoholu zostaje
zredukowane o ponad polowe (z 5% do 2,6%) niemal 88% wyzszych alkoholi oraz estrow
znajduje si¢ wraz z alkoholem w permeacie, a dalsza redukcja st¢zenia alkoholu (do 0,6%)
powoduje, ze w piwie zostaje jedynie 3,4% wszystkich wspomnianych aromatow.

Metody destylacyjne

We wszystkich tych metodach znajduje zastosowanie destylacja pod obnizonym
ci$nieniem, tzn. destylacja prozniowa. Etanol, jako zwigzek lotny, moze by¢ usunigty na
drodze odparowania. Proces ten prowadzony jest w wyparkach z tzw. spadajacym filmem lub
kolumnach z wirujagcymi elementami. Im wyzsza temperatura, tym wigkszy stopien redukcji
alkoholu, ale jednoczesnie wigksza strata cennych zwigzkéw aromatycznych, np. przy
redukcji zawartosci etanolu z poziomu 5,0% do 0,5% v/v stezenie wyzszych alifatycznych
alkoholi stanowi jedyne 6% w stosunku do poczatkowej ilosci, natomiast zwigzki ogolnie
niekorzystnie wptywajace na smak produktu takie, jak: siarczek dimetylu czy diacetyl po
procesie sg praktycznie nieobecne w piwie. Podobne efekty zaobserwowano dla kolumn z
wirujacymi elementami, ktore dziataja na bardzo podobnej zasadzie jak wyparki ze
spadajacym filmem.




Bardziej kontrolowane odparowanie piwa, prowadzace do pewnego rodzaju
rozfrakcjonowania alkoholu i aromatéw ma miejsce na kolumnach rektyfikacyjnych.
Niewatpliwg zaletg tego procesu jest mozliwos$¢ odebrania jedynie frakcji alkoholowej oraz
frakcji zawierajacej tylko pewna grupe sktadnikow. Dzigki rozfrakcjonowaniu destylatu
mozna zawrdci¢ zwigzki aromatyczne z powrotem do piwa bezalkoholowego, przez co jego
aromat jest bogatszy niz przy zastosowaniu innych metod. Caly proces mozna znacznie
usprawni¢ stosujac obnizone cisnienie lub prézni¢ w celu obnizenia temperatury wrzenia
etanolu, a co za tym idzie temperatury procesu. Dzigki temu mozna usungé etanol w
temperaturze ok. 40°C. Rektyfikacja prézniowa, w przeciwienstwie do metod membranowych
pozwala bez trudu osiggnaé¢ produkt o zawartosci etanolu 0,0%. Tego typu rozwigzania z
powodzeniem sg obecnie stosowane w przemysle napojow bezalkoholowych.

Obserwujac obecne trendy w rozwoju piw niskoalkoholowych oraz bezalkoholowych
mozna si¢ spodziewac, ze coraz wigksza ilos¢ browaréw zacznie wiaczaé tego typu produkty
do swojej oferty. Najtanszym sposobem jest uzycie metod biologicznych, ktére polegaja na
niedopuszczeniu do produkcji etanolu w procesie fermentacji. Niemniej tego typu metody
znacznie ograniczaja wybor dostepnych stylow piwa. Jezeli dazy si¢ do konkurencyjnosci na
rynku piw bezalkoholowych to trzeba dokona¢ inwestycji w lini¢ do dealkoholizacji piwa.
Mimo znacznych kosztéw inwestycyjnych tego typu instalacje pozwalaja usuwaé alkohol z
kazdego rodzaju piwa, natomiast teraz jest najlepszy czas aby zaistnie¢ na rynku piw
bezalkoholowych i wyrobi¢ sobie renomg, ktora bedzie procentowata w najblizszych latach.

Cel i zakres pracy

Celem byt znalezienie szczepu/szczepow drozdzy o wilasciwosciach umozliwiajacych
ich zastosowanie do produkcji piwa bezalkoholowego o zawartosci alkoholu ponizej 0,5%
obj. i jak najlepszych/najciekawszych cechach sensorycznych.

Zakres badan obejmowatl wybor kilku szczepéw drozdzy pochodzacych z kolekcji
kultur IBPRS lub pozyskanych ze Zrodet komercyjnych o stabych wlasciwosciach
fermentacyjnych, namnozenie ich i przeprowadzenie prob fermentacji w skali laboratoryjne;.

Otrzymane piwa zostaly poddane kompleksowej ocenie w zakresie: parametrow
fizykochemicznych (w tym: zawarto$¢ alkoholu, barwa, pH, goryczka, profil zwigzkoéw
lotnych) i cech sensorycznych.

Metodyka badan

Przygotowanie brzeczek (zacieranie, gotowanie z chmielem), nastaw, fermentacje i
lezakowanie piw prowadzono w skali laboratoryjnej w laboratorium Pracowni Piwa i Stodu.
Fermentowano brzeczki o ekstrakcie okoto 7 stopni Plato.

Do zaszczepienia brzeczek nastawnychwykorzystano 3 szczepy pochodzace z kolekcji kultur
IBPRS:

e KKP 3608 Kluyveromyces marxianus
e KKP 2011 Kluyveromyces fragilis
e KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus

I 1 pozyskany ze zrodet komercyjnych (czesto stosowany w przemysle):



e SAFBREW LA-01(Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri)

Wszystkie te szczepy, wg opisu, nie majg uzdolnien do fermentacji dwucukrow (maltozy i
sacharozy) ani tez maltoriozy, stanowigcych wiekszos$¢ dostepnej puli w brzeczce stodowej, a
fermentuja tylko glukoze i fruktoze.

Namnazanie szczepoéw (przygotowanie gestwy drozdzowej do zaszczepienia brzeczek
nastawnych) wykonano w laboratorium Zaktadu Mikrobiologii IBPRS-PIB.

Stosowano dawke drozdzy do brzeczki nastawnej w ilosci ok. 2%, tak by po
zaszczepieniu uzyskaé koncentracje ok. 5 *10° jtk/ml brzeczki.

Fermentacj¢ (2-3 dni) i lezakowanie (14 dni) piw prowadzono w pomieszczeniach z
mozliwos$cig regulacji temperatury.

Badania fizykochemiczne, instrumentalne i sensoryczne brzeczek, piw fermentujgcych
I piwa po lezakowaniu wykonano w akredytowanym laboratorium Pracowni Piwa i Stodu
Zaktadu Technologii Przetworow Owocowych i Warzywnych IBPRS-PIB (certyfikat
akredytacji Polskiego Centrum Akredytacji nr AB 452), wg ponizszych metod:

e Zapach, smak, smakowito$¢, goryczka metoda sensoryczng wg PN-A-79093-1:2000

e Zawarto$¢ alkoholu, ekstraktu pozornego, ekstrakt rzeczywistego, ekstraktu brzeczki
podstawowej oraz stopien odfermentowania pozornego 1 rzeczywistego metoda
spektrometrii w zakresie bliskiej podczerwieni (NIR) wg PB-ZO/PPS 16 wyd.6 z
31.05.2021

e Wartos$¢ energetyczng piw metodg z obliczen wg PB-ZO/PPS 16 wyd.6 z 31.05.2021

e pH oznaczono metoda potencjometryczng wg PN-A-79093-4:2000.

e Kwasowos¢ ogdlng metodg miareczkowania potencjometrycznego wg PB-ZO/PPS 18
wyd. 3z 06.08.2020 r.

e Zawarto$¢ goryczki metoda spektrofotometryczng wg PB-ZO/PPS 10 wyd.6 z
06.08.2020

e Barwe metoda kolorymetryczng wg PN-A-79093-5:2000.

e Zawarto$¢ ubocznych produktéw fermentacji (aldehyd octowy, estry, alkohole,
diacetyl) metoda chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo-jonizacyjng (GC-
FID) 9.39 Analytica EBC, 2.21.1 MEBAK (wyd. 2013)

e Zawarto$¢ cukrow fermentujacych (w tym: fruktozy, glukozy, dwucukrow 1
maltotriozy) metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
refraktometryczng (HPLC/RID) wg 9.27, 8.7 Analytica EBC, 2.7.2 MEBAK (wyd.
2013)

e Zawarto$¢ wolnego azotu aminowego (FAN) metoda spektrofotometryczng wg PB-
ZO/PPS 11 wyd. 5z 06.08.2020 r.

e Zawarto$¢ azotu ogotem metoda miareczkows (Kjeldahla) wg PB-ZO/PPS 03 wyd. 7
2 06.08.2020



Wyniki badan

Tabela 1. Parametry fizykochemiczne brzeczki nastawnej (seria I)

Parametr Wynik Sredni
Ekstrakt (Plato),% (m/m) 7,00
Azot ogétem, mg/| 638
Wolny azot aminowy (FAN), mg/I 118
pH 5,26
Goryczka,j. BU 20,2
Cukry, g/100 ml 5,08
Fruktoza, g/100 ml 0,11
Glukoza, g/100 ml 1,42
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 2,98
Maltotrioza, g/100 ml 0,56

Wykres 1. Zmiany st¢zenia cukrow w piwie podczas fermentacji i lezakowania piwa
otrzymanego z uzyciem KKP 3608 Kluyveromyces marxianus (seria I)
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Tabela 2. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania

piwa otrzymanego z uzyciem KKP 3608 Kluyveromyces marxianus (seria I)

KKP 3608 Kluyveromyces marxianus

Parametr
B 2 doba fermentacji 14 dzien
1doba fermentacji (poczatek . :
(15°C) lezakowania w lezakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) temp. 1 -3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,67 6,02 5,69
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,71 6,19 5,94
Alkohol, % (m/m) 0,10 0,36 0,51
Alkohol, % (v/v) 0,13 0,47 0,66
(I;)k(sr;r/a;r)t brzeczki podstawowej, 8,42 6,01 6,95
Egggffeggfi/zme”towa”'a 3,67 12,86 18,19
fztg(‘:’;;cvi"s‘t’ef;g‘,“ozn“’wa'“a 3,05 10,67 15,07
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,81 24,70 24,82
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 106,23 105,48 105,94
pH 4,82 4,61 4,54
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 14
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 22,0
Cukry, /100 ml 4,78 4,26 3,97
Fruktoza, g/100 ml 0,27 0,24 0,22
Glukoza, g/100 ml 1,22 0,72 0,45
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 2,77 2,78 2,78
Maltotrioza, g/100 ml 0,52 0,52 0,52
Aldehyd octowy, mg/I 7,51 18,84 10,94
Octan etylu, mg/I 2,96 3,52 6,46
Diacetyl, mg/I 0,0016 0,001 0,002
n-propanol, mg/l 2,00 3,02 3,02
I1zo-butanol, mg/I 4,75 7,50 9,04
Octan izoamylu, mg/I 0,009 0,03 0,05
Alkohole amylowe, mg/I 9,32 16,51 17,88




Tabela 3. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem SAFBREW LA-01 (seria l)

SAFBREW LA-01

Parametr
2 doba fermentacji 14 dzief
1doba fermentacji (poczatek | raden
o . . lezakowania w
(15°C) lezakowania w temp. 1 -3°C
temp. 1 -3°C) -
Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,12 4,96 3,98
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,28 5,33 4,38
Alkohol, % (m/m) 0,31 0,76 0,81
Alkohol, % (v/v) 0,40 0,98 1,04
Ekstrakt brzeczki podstawowej, 6,89 6,35 6,00
% (m/m)
Stopien odfermentowania 11.15 2760 33,65
pozornego, %
Stopien _odfermentowania 9,25 22,82 27.70
rzeczywistego, %
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,66 24,42 21,26
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 105,38 103,87 90,30
pH 4,42 4,38 4,51
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 11
NaOH/100 ml '
Goryczka, j. BU - - 22,3
Cukry, /100 ml 4,26 3,38 3,39
Fruktoza, g/100 ml 0,18 0,05 0,03
Glukoza, g/100 ml 0,80 0,03 0,02
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 2,76 2,79 2,78
Maltotrioza, g/100 mi 0,52 0,51 0,56
Aldehyd octowy, mg/I 17,16 12,90 3,41
Octan etylu, mg/I 0,38 1,78 2,17
Diacetyl, mg/l 0,0005 0,001 0,001
n-propanol, mg/Il 3,51 5,15 5,05
Izo-butanol, mg/I 3,29 6,56 5,70
Octan izoamylu, mg/I 0,057 0,29 0,35
Alkohole amylowe, mg/I 16,26 27,86 25,63
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Wykres 2. Zmiany st¢zenia cukrow w piwie podczas fermentacji i lezakowania piwa
otrzymanego z uzyciem SAFBREW LA-01 (seria l)
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Wykres 3. Zmiany stgzenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2011 Kluyveromyces fragilis (seria I)
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Tabela 4. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2011 Kluyveromyces fragilis (seria I)

KKP 2011 Kluyveromyces fragilis

Parametr
1doba fermentacji i do?sjcezr;\:;r(ltaql Po 14 dzief
(15°C) lezakowania w lezakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) temp. 1 -3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,83 6,45 6,09
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,86 6,55 6,26
Alkohol, % (m/m) 0,06 0,20 0,35
Alkohol, % (v/v) 0,08 0,26 0,46
(I;)k(sr;r/a;r)t brzeczki podstawowej, 6,97 6.96 6,97
Egggffeggfi/zme”towa”'a 2,10 7,26 12,58
g
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 25,02 24,93 24,93
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 107,15 106,61 106,47
pH 4,93 4,73 4,66
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 19
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 28,3
Cukry, /100 ml 4,90 4,62 4,32
Fruktoza, g/100 ml 0,25 0,26 0,25
Glukoza, g/100 ml 1,36 1,06 0,75
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 2,77 2,79 2,78
Maltotrioza, g/100 mi 0,52 0,51 0,55
Aldehyd octowy, mg/I 4,29 16,77 9,58
Octan etylu, mg/I 4,93 6,29 10,70
Diacetyl, mg/I 0,003 0,004 0,005
n-propanol, mg/l 1,26 2,20 3,02
I1zo-butanol, mg/I 3,23 7,07 11,72
Octan izoamylu, mg/I 0,01 0,02 0,06
Alkohole amylowe, mg/I 8,43 15,51 24,52
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Tabela 5. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus (seria I)

KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus

Parametr
B 2 doba fermentacji 14 dzien
1doba fermentacji (poczatek . :
(15°C) lezakowania w lezakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) temp. 1 -3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,75 6,27 5,93
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,79 6,40 6,13
Alkohol, % (m/m) 0,09 0,26 0,41
Alkohol, % (v/v) 0,11 0,34 0,53
I%/I:s(tnz?rﬁ; brzeczki podstawowej, 6,96 6,02 6,94
Egggffeggfi/zme”towa”'a 3,03 9,34 14,50
g
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,95 24,78 24,81
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 106,84 105,92 105,96
pH 4,86 4,69 4,63
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 19
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 28,3
Cukry, g/100 ml 4,87 4,48 421
Fruktoza, g/100 ml 0,26 0,25 0,24
Glukoza, g/100 ml 1,31 0,94 0,65
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 2,78 2,78 2,78
Maltotrioza, g/100 ml 0,52 0,50 0,54
Aldehyd octowy, mg/I 5,14 12,98 9,92
Octan etylu, mg/I 5,89 6,31 5,77
Diacetyl, mg/l 0,0026 0,005 0,005
n-propanol, mg/Il 2,01 2,85 3,39
I1zo-butanol, mg/I 59 8,73 14,52
Octan izoamylu, mg/I 0,013 0,03 0,10
Alkohole amylowe, mg/I 14,82 20,25 30,69
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Wykres 4. Zmiany st¢zenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus (seria I)
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Wykres 5. Zmiany st¢zenia cukrow w piwie podczas fermentacji i lezakowania piwa w
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Otrzymane w serii | piwa bezalkoholowe, pomimo generalnie przyjemnego smaku i
aromatu, po procesie fermentacji i lezakowania, w wigkszosci zawieraty zbyt duzo alkoholu
(powyzej dopuszczalnego 0,5% obj.). Spowodowane to byto za wysoka iloscig dostgpnych
monocukrow (glukozy i fruktozy). Poza tym, piwa cechowata wysoka zawarto$¢ aldehydu
octowego, co byto wyczuwalne w ocenie sensoryczne;.

Dlatego powtorzono proces fermentacji 1 lezakowania (seria 2) z uzyciem brzeczki
nastawnej o nizszej zawarto$ci dostgpnych monocukréw (glukozy i fruktozy) — tabela 6.
Wydluzono za to czas fermentacji, aby nieco zmieni¢ profil smakowo-zapachowy
powstajacych piw bezalkoholowych.

Tabela 6. Parametry fizykochemiczne brzeczki nastawnej (seria 2)

Parametr Wynik $redni
Ekstrakt (Plato),% (m/m) 6,91
Azot ogotem, mg/| 638,0
Wolny azot aminowy (FAN), mg/I 123
pH 5,88
Goryczka, j. BU 38,5
Cukry, g/100 ml 4,64
Fruktoza, g/100 ml 0,17
Glukoza, g/100 ml 0,57
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 3,11
Maltotrioza, g/100 ml 0,79

Parametry fizykochemiczne otrzymanych piw bezalkoholowych zestawiono w tabelach 6-10 i
na wykresach 7-14.
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Tabela 7. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania

piwa otrzymanego z uzyciem KKP 3608 Kluyveromyces marxianus (seria 2)

Parametr

KKP 3608 Kluyveromyces marxianus

3 doba fermentacji

2 doba fermentacji (poczatek 14 dzieh
(15°C) lezakowania w lizakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) emp. 1-3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,55 6,30 6,20
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,61 6,41 6,34
Alkohol, % (m/m) 0,12 0,23 0,29
Alkohol, % (v/v) 0,16 0,30 0,37
I%/I:s(tr;?rﬁ; brzeczki podstawowej, 6,85 6,87 6.1
Egggffeggfi/zme”towa”'a 4,37 8,35 10,24
g
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24 57 24,62 24,72
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 105,16 105,20 105,65
pH 517 5,02 4,96
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 19
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 36,3
Cukry, /100 ml 4,95 4,69 4,36
Fruktoza, g/100 ml 0,27 0,21 0,17
Glukoza, g/100 ml 0,34 0,16 0,08
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 3,45 3,44 3,34
Maltotrioza, g/100 ml 0,89 0,88 0,77
Barwa, j. EBC - - 47
Aldehyd octowy, mg/I 5,56 11,74 8,59
Octan etylu, mg/I 3,81 3,37 413
Diacetyl, mg/l 0,002 0,002 0,001
n-propanol, mg/l 1,85 2,04 2,11
Izo-butanol, mg/I 541 5,54 6,06
Octan izoamylu, mg/I 0,012 0,01 0,03
Alkohole amylowe, mg/I 10,80 11,64 12,16
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Wykres 6. Zmiany st¢zenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 3608 Kluyveromyces marxianus (seria 2)
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Wykres 7. Zmiany st¢zenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem SAFBREW LA-01 (seria 2)
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Tabela 8. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem SAFBREW LA-01 (seria 2)

Parametr

SAFBREW LA-01

3 doba fermentacji

2 doba fermentacji (poczatek 14 dzieh
(15°C) lezakowania w lizakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) emp. 1-3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,03 6,03 5,96
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,84 6,19 6,14
Alkohol, % (m/m) 0,33 0,32 0,37
Alkohol, % (v/v) 0,42 0,42 0,48
(I;)k(sr;r/a;r)t brzeczki podstawowej, 6,84 6,84 6,87
Egggffeggfi/zme”towa”'a 11,79 11,79 1331
fztg(‘:’;;cvi"s‘t’ef;g‘,“ozn“’wa'“a 9,78 9,78 11,04
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,47 24,47 24,58
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 104,55 104,55 104,97
oH - 5,18 4,96
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 10
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 36,9
Cukry, g/100 ml 4,47 4,47 4,06
Fruktoza, g/100 ml 0,10 0,06 0,03
Glukoza, g/100 ml 0,04 0,03 0,00
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 3,45 3,47 3,28
Maltotrioza, g/100 mi 0,89 0,91 0,76
Barwa, j. EBC - - 4,4
Aldehyd octowy, mg/I 3,08 7,52 2,40
Octan etylu, mg/I 0,49 0,52 1,10
Diacetyl, mg/l 0,003 0,002 0,000
n-propanol, mg/l 3,11 3,32 2,94
I1zo-butanol, mg/I 2,16 2,90 2,74
Octan izoamylu, mg/I 0,08 0,09 0,08
Alkohole amylowe, mg/I 14,46 14,26 14,01
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Tabela 9. Zmiany parametréw fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2011 Kluyveromyces fragilis (seria 2)

KKP 2011 Kluyveromyces fragilis

Parametr
B 3 doba fermentacji 14 dzien
2 doba fermentacji (poczatek . :
(15°C) lezakowania w lezakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) temp. 1 -3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,71 6,70 6,35
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,75 6,75 6,47
Alkohol, % (m/m) 0,09 0,10 0,24
Alkohol, % (v/v) 0,13 0,12 0,31
(I;)k(sr;r/a;r)t brzeczki podstawowej, 6,93 6.93 6,95
Ig;t)ozg|rerz’1eggl,fi/l(’)mentowan|a 3,37 3,36 8,58
et
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,87 24,87 24,89
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 106,49 106,49 106,44
pH - 5,31 5,34
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 10
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 38,4
Cukry, /100 ml 5,11 4,89 4,39
Fruktoza, g/100 ml 0,29 0,26 0,22
Glukoza, g/100 ml 0,45 0,30 0,17
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 3,46 3,44 3,25
Maltotrioza, g/100 mi 0,90 0,89 0,75
Barwa, j. EBC - - 4,4
Aldehyd octowy, mg/I 8,12 10,17 452
Octan etylu, mg/I 7,19 5,97 1,07
Diacetyl, mg/l 0,003 0,003 0,002
n-propanol, mg/l 1,94 1,70 1,54
I1zo-butanol, mg/I 6,61 3,16 5,82
Octan izoamylu, mg/I 0,02 0,03 0,02
Alkohole amylowe, mg/I 13,52 11,53 11,76
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Wykres 8. Zmiany stezenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2011 Kluyveromyces fragilis (seria 2)
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Wykres 9. Zmiany st¢zenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus (seria 2)
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Tabela 10. Zmiany parametrow fizykochemicznych piwa podczas fermentacji i lezakowania
piwa otrzymanego z uzyciem KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus (seria 2)

Parametr

KKP 2010p Kluyveromyces bulgaricus

3 doba fermentacji

2 doba fermentacji (poczatek 14 dzieh
(15°C) lezakowania w lizakowam(a’l w
temp. 1 -3°C) emp. 1-3°C

Ekstrakt pozorny, % (m/m) 6,65 6,65 6,35
Ekstrakt rzeczywisty, % (m/m) 6,71 6,71 6,47
Alkohol, % (m/m) 0,12 0,11 0,24
Alkohol, % (v/v) 0,15 0,15 0,31
(I;)k(sr;r/a;r)t brzeczki podstawowej, 6,93 6.93 6,95
Stopien odfermentowania 405 405 8.65
pozornego, % ' ' '
Stopien _odfermentowania 3.36 336 718
rzeczywistego, % ' ' '
Warto$¢ energetyczna, kcal/100 ml 24,87 24,86 24,90
Warto$¢ energetyczna, kJ/100 ml 106,42 106,42 106,47
pH - 5,30 5,32
Kwasowos¢ ogélna, ml 1 M ) ) 10
NaOH/100 ml ’
Goryczka, j. BU - - 38,4
Cukry, g/100 ml 5,06 4,87 4,28
Fruktoza, g/100 ml 0,29 0,25 0,21
Glukoza, g/100 ml 0,43 0,28 0,17
Sacharoza+maltoza, g/100 ml 3,45 3,44 3,17
Maltotrioza, g/100 ml 0,89 0,89 0,73
Barwa, j. EBC - - 4.6
Aldehyd octowy, mg/I 6,72 7,38 3,21
Octan etylu, mg/I 7,32 5,60 5,34
Diacetyl, mg/l 0,003 0,00 0,001
n-propanol, mg/l 2,18 1,80 1,64
I1zo-butanol, mg/I 8,32 5,78 6,17
Octan izoamylu, mg/I 0,03 0,02 0,03
Alkohole amylowe, mg/I 16,79 13,20 13,20
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Wykres 10. Zmiany stezenia cukrow (g/100 ml) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa w zaleznos$ci od uzytego szczepu (seria 2)
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Wykres 11. Zmiany stezenia alkoholu (% obj.) w piwie podczas fermentacji i lezakowania
piwa w zaleznos$ci od uzytego szczepu (seria 2)
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Wykres 12. Zmiany stezenia octanu etylu (mg/l) w piwie podczas
piwa w zaleznos$ci od uzytego szczepu (seria 2)
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Wykres 13. Zmiany stezenia octanu izoamylu (mg/l) w piwie podczas fermentacji i
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Wykres 14. Zmiany stezenia alkoholi amylowych (mg/l) w piwie podczas fermentacji i
lezakowania piwa w zalezno$ci od uzytego szczepu (seria 2)
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Tabela 11. Ocena sensoryczna otrzymanych piw bezalkoholowych (wyniki §rednie)

Ocena sensoryczna piwa w skali 1-6 (wartosci Srednie w pkt)

KKP 3608 SAFBREW LA- KKP 2011 KKP 2010p
Kluyveromyces 01(Saccharomyces Kluyveromyces Kluyveromyces
marxianus) cerevisiae fragilis bulgaricus
var. chevalieri)
Zapach 4,6 4,9 48 4,1
Smak 43 48 48 4,0
Smakowitos$¢ 46 48 48 41
Nasycenie 43 4.4 4.4 4.4
Goryczka 48 50 48 4,8
Ocena Srednia
Zapachx4 + Smakx8 +
Smakowito$éx12 + 4,55 4,81 477 4,19

Nasyceniex2 +
Goryczkax4 / (suma
wspotczynnikow wazkosci
=30)
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Podsumowanie i wnioski

Z analizy tabel 6-10 i wykreséw 8-14 wynika, ze przy zastosowanych warunkach
fermentacji 1 lezakowania, z brzeczki chmielonej o ekstrakcie ok. 7% wag. uzyskano piwa
bezalkoholowe, o zawartosci alkoholu do 0,5% obj. (wykres 11) i1 przyjemnych cechach
sensorycznych. Piwa te cechowat przyjemny, estrowy/owocowy aromat.

Analizujac wykresy 12 -14 wida¢, ze szczepy Klyveromyces wytwarzaja odmienny
profil aromatyczny piwa niz drozdze SAFBREW LA-01, co moze by¢ ciekawg alternatywa
dla dostepnych na rynku piw bezalkoholowych. W przeprowadzonych badaniach
zastosowano dosy¢ silne chmielenie na goryczke, natomiast wydaje sie ze piwa
bezalkoholowe wg zaproponowanej receptury moglyby byé ciekawe np. w wariancie z
chmieleniem na zimno (przy zastosowaniu nowych, ciekawych sensorycznie odmian
chmielu).

Wyniki oceny sensorycznej otrzymanych piw z serii 2 (tabela 11) pokazaty, ze zesp6t
degu statorow najlepiej ocenit piwo bezalkoholowe otrzymane przy uzyciu szczepow:
SAFBREW LA-01(Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri) i KKP 2011 Kluyveromyces
fragilis. Pozostale 2 piwa (otrzymane z zastosowaniem: KKP 2010p Kluyveromyces
bulgaricus i KKP 3608 Kluyveromyces marxianus) oceniono gorzej.

Piwo otrzymane z uzyciem szczepu SAFBREW LA-01(Saccharomyces cerevisiae
var. chevalieri) miato czysty smak i zapach bardzo zblizony do piwa alkoholowego; piwo
otrzymane z uzyciem KKP 2011 Kluyveromyces fragilis cechowato si¢ tez przyjemnym,
aromatem z wyczuwalnymi nutami owocowymi.
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