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(57) Anotace:

Zplisob vyroby nealkoholického piva, jim? se upravi hodnota
pH miadiny bakteriemi produkujicimi kyselinu mléénou,
spociva v tom, Ze:

a) mladina bez obsahu chmelu nebo chmelového extraktu se
necha protékat bioreaktorem, obsahujicim imobilizované
bakterie produkujici kyselinu mléénou na povrchu
nestlagitelného nosice, ktery sestava z kontinulni porézni
zakladni hmoty nebo z dilkovanych nebo retikuldmich
poréznich &astic, pfi¢emz struktura této zakladni hmoty nebo
t&chto Castic je tvofena volné asociovanymi mikrogasticemi
nebo mikrovlakny, vzajemné spojenymi chemicky, adhezné
nebo mechanicky, alespofi v nékterych spojovacich mistech
mezi jednotlivymi mikrogasticemi nebo mikrovlakny, kde tyto
mikrocéstice nebo mikrovlikna sestavaji z materialu, zejména
pryskyfice, s vlastnostmi ménice aniont,

b) dale se okyselena mladina, které se zisk4 z bioreaktoru,
nechd usadit v kontejneru pro dodateénou tipravu,

¢) dale se takto upravena okyselena mladina z kontejneru pro
dodatetnou tpravu smich s neokyselenou mladinou pro
lipravu na predepsanou hodnotu pH a

d) tato smés se dale zpracovava znamym zpiisobem na
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Zpiisob vyroby nealkoholického piva a za¥Fizeni k provadéni tohoto zpiisobu

Oblast techniky
Vyndlez se tyka zpiisobu vyroby nealkoholického piva a zafizeni k provadéni tohoto zpisobu.

Pojem ,,nealkoholické pivo® se vztahuje v riznych zemich na rizné produkty. Tak napiiklad ve
Spanélsku je za nealkoholickd povazovan produkt s obsahem alkoholu niz§im nez 1 % objemové,
zatimco v Holandsku je tento limit 0,5 % objemovych.V arabskych stitech nesmi obsah alkoholu
v nealkoholickém pivu piekrocit 0,05 % objemovych. V USA a v n&kterych dalSich statech nesmi
byt jako pivo oznadovéan napoj s obsahem alkoholu niz§im neZ 0,5 % objemovych. Podle tohoto
vynalezu se pod pojmem ,nealkoholické” rozumi, Zze zahrnuje pivo, které ma znalné sniZeny
obsah alkoholu vzhledem k norméalnim alkoholickym pivim.

Dosavadni stav techniky

Obvykly zpisob vyroby nealkoholického piva spotiva v odstrafiovani alkoholu z normélniho
piva, které obsahuje alkohol. Tento zplsob je viak velmi drahy, a pouzité stupné tohoto zpiisobu,
jako je destilace a zplsob membrinové separace také zpusobi odstranéni aromatickych slozek,
takze vysledny produkt ma €asto vodovou chut’.

V daliim zpusobu vyroby nealkoholického piva se pouziva spojeni mladiny s aktivnimi
kvasinkami za ptedepsanych podminek. Tento zpisob se obvykle provadi v diskontinuainé
pracujicich vsadkovych reaktorech a v nedavné dob& také v kontinualné pracujicich bio-
reaktorech, které jsou plnény imobilizovanymi kvasinkami (Evropskd patentova pfihlaska
EP 0 424 794 A2). Parametry tohoto zpiisobu, hlavné teplota v bioreaktoru a priitokova rychlost
v bioreaktoru, se zvoli tak, aby byla potlatena tvorba alkoholu, ale aby mohly probihat dalsi
metabolické reakce s kvasinkami, které vedou k tvorb& dilezitych aromatickych slozek a ke
snizeni pachuti. Mladina pouzita pro tento zpuisob se vyrabi obvyklym zplsobem upravenym pro
vyrobu nealkoholického piva.

Pti srovnani s normalnimi alkoholickymi pivy je nealkoholické pivo citlivéj$i na mikrobiologické
znetisténi béhem vyroby a také béhem uskladnéni. Pro zamezeni tohoto nebezpeti se hodnota pH
snizuje obvykle jiz v mlading, takZe se zvysi stalost produktu. Nejjednodussim zpisobem, jak
toho dosahnout, je pfidani kyseliny k mlading, pfiemz se dava pfednost kyseliné mlé¢né pro jeji
vini. Zakonné ptedpisy v n€kterych statech zakazuji pridavani kyseliny pfi vyrobé& piva, pokud se
kyselina neprodukuje pfirodnim zpiisobem fermentaci béhem zpiisobu vyroby. V tomto ptipadé
se Casto postupuje tak, Ze se k mladiné ve vsadkovém fermentoru pfidavaji bakterie produkujici
kyselinu mlé¢nou, a takto upravend mladina se smicha v pfedepsaném poméru s mladinou, jejiz
hodnota pH se ma upravit. Nevyhodou tohoto zplsobu okyseleni mladiny provadéné
diskontinudlnim zplisobem je vSak to, Ze riist a ¢innost bakterii produkujicich kyselinu mléénou
se mize jen obtizné Fidit, takze neni mozné pfesné upravit mnoZstvi produkované kyseliny
mlé&né, a tedy ani hodnotu pH upravované mladiny. Dale, rychlost produkovani kyseliny miééné
ve vsadkovém reaktoru je pomé&rmé nizka, takze obzvlasté ve velkych pivovarech, kde se kazdy
den vyrobi mnoho viarek piva, se musi pouzit velké mnoZstvi biomasy k produkovani

. dostate¢ného mnozstvi kyseliny mlé¢né, a pro ziskani vhodné hodnoty pH. Celkove lze fici, ze

okyseleni podle uvedeného diskontinualniho zpiisobu je velice naro&né na &as a vyzaduje znaéné
velka vyrobni zatizeni.

Ze stavu techniky je zndma imobilizace riiznych bakterii, produkujicich kyselinu mlé¢nou, kde se
imobilizace provadi riznymi zplisoby zachycovanim nebo zapouzdienim bakterii do materiali
nosice, jak je napfiklad popsano v publikaci ,,Enzymes and Immobilized Cells in Biotechnology*,
Benjamin/Cummings Publishing Compl., Inc., 1985, vydané Allanem 1. Leskinem. Tyto zpisoby
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maji vSak znané nevyhody, takZe dosud nebylo uspokojivé vyfeSeno jejich pFizpisobeni
prumyslovym méFitkim. PouZité materialy nosice, naptiklad alginatové perli¢ky, jsou pomérné
mékké a zpisobuji tvorbu zbytednych vysokotlakych kapifek v reaktorech s vrstvou naplné,
pokud se pouzivaji vysoké pritokové rychlosti nebo velké provozni jednotky. Déle, u znamych
zpiisobll ze stavu techniky se imobilizace neprovadi v samotnych bioreaktorech, ale
v samostatném zafizeni, kde se €astice nosiCe spojuji s bakteriemi. Materidl nosice se nemize
znovu pouzit, kdyz je soustava zneciSt€éna, nebo kdyz je vyrobni zplsob zjinych divodi
pieruen. V publikaci ,,Chem. Mikrobiol. Technol. Lebensm. 14, 157-161 (1992)“ je popsano
kontinuélni kvaSeni mladiny za pouZiti bakterii Lactobacillus amylovorus, imobilizovanych na
alginatovém nosi¢i. Material nosice je m&kky a nemiiZe se znovu pouZit.

Z uvedenych nevyhod vyplyva, Ze pouZiti imobilizovanych bakterii produkujicich kyselinu

mléénou k okyselovani pivnich produkti ve velkém méfitku nelze povaZovat ze zpisoby slibujici
ispéch.

Podstata vynalezu

Cilem tohoto vynalezu je vytvofeni zpiisobu, podle né¢hoz se imobilizované bakterie produkujici
kyselinu mléénou, mohou pouzivat k okyselovani mladiny, za soutasného zamezeni uvedenych
nevyhod. Dalsim cilem je vytvofeni ptislu$ného zafizeni k provadéni tohoto zplisobu.

Prvniho cile se dosihne zplisobem vyroby nealkoholického piva, jimZz se upravi hodnota
pH mladiny bakteriemi produkujicimi kyselinu mlé¢nou, podle vynalezu, jehoZ podstatou je, Ze
obsahuje nasledujici stupng:

a) mladina, ktera neobsahuje chmel nebo chmelovy extrakt, se necha protékat bioreaktorem,
obsahujicim imobilizované bakterie produkujici kyselinu mléénou na povrchu nestladitelného
nosie, ktery sestavd zkontinualni porézni zakladni hmoty nebo z dilkovanych nebo
retikularnich poréznich &astic, pfi¢emz struktura této zakladni hmoty nebo t&chto &astic je
tvofena volné asociovanymi mikro€asticemi nebo mikrovlakny, vzdjemné spojenymi chemicky,
adhezné nebo mechanicky, alespofi v nékterych spojovacich mistech mezi jednotlivymi
mikro¢asticemi nebo mikrovlakny, kde tyto mikro¢astice nebo mikrovlakna sestavaji z materialu,
zejména pryskyfice, s vlastnostmi méni¢e aniontu,

b) dale se okyselend mladina, ktera se ziska z bioreaktoru, necha usadit v kontejneru pro
dodatecnou tipravu,

¢) dale se takto upravend okyselend mladina z kontejneru pro dodateCnou upravu smicha
s neokyselenou mladinou pro fipravu na pfedepsanou hodnotu pH a

d) tato smés se dale zpracovava znamym zpusobem na nealkoholické pivo.

Mladina, pouZitd ve stupni a) neobsahuje nebo v podstaté neobsahuje Zadny chmel nebo
chmelovy extrakt, jelikoZ bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou jsou pievaZné citlivé na
sloudeniny obsazené ve chmelu, které je zabijeji.

Mladina, pouzita ve stupni a) se pfedem upravuje tak, Ze se zbavuje nerozpustnych slozek a vafi
se nebo se stripuje bublinami dusiku, oxidu uhli¢it¢ho nebo pary nebo se vydefi. Vafeni se
obvykle provadi pfi teploté 100 az 105 °C, pfiCemZ stripovani obvykle nastava pfi teploté 99 az
102 °C. Stuperi vafeni nebo stripovani se provadi zejména pro eliminovani necistot DMS nebo
DMSO (dimethylsulfid nebo dimethylsulfoxid). Vy¢eteni se provadi zejména pfi teploté 70 az
80 °C, pfitemz se zejména déava pfednost teploté 75 °C.
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Mladina se upravi na teplotu 47 az 52 °C, pfed svym umisténim do bioreaktoru. Ve vyhodném
provedeni se mladina upravi na teplotu 48 °C.

Po upraveni teploty a po pfivedeni mladiny do bioreaktoru miize mladinou volné prochézet oxid
uhligity nebo se mize pridavat ptimo do proudu mladiny, zejména az k nasyceni mladiny. Zdroj
uhliku takto ptivedeny do mladiny mé vyznam pro metabolické dinnosti. Navic se sniZi
hodnota pH.

Podle vyhodného provedeni zpiisobu se mladina nechd protékat bioreaktorem ve stupni a) pri
teploté 47 az 52°C, a pfi pretlaku 0,5 MPa, s dobou styku 5 aZz 60 minut. Zvladté vyhodné
parametry jsou teploty 48 °C a pretlak 0 az 0,2 MPa, a doba styku 20 minut.

Material nosice, pouzity k imobilizaci v bioreaktoru sestava zejména z pryskyfice, odvozené od
celul6zy nebo vlaken na bazi celuldzy, a které je chemicky upravena tak, Ze ma vlastnosti ménice
anionti, neboli anexu. Obzvlaité vyhodné provedeni zahrnuje mikrovlikna nebo mikrogastice
celulézy substituované diethyl-aminoetylenem (celuléza DEAE), pri¢emz mikrovlikna nebo
mikrogastice jsou adhezn& spojené aglomeraci polystyrenem. Pro aglomeraci mohou byt vhodné
i jiné hydrofobni polymery, ne? je polystyren, jako jsou napfiklad melamin—formaldehydové
pryskyfice a epoxidové pryskyfice.

Podle daldiho usporédani mize material nosice, pouZity k imobilizaci bakterii produkujicich
kyselinu mléénou, sestavat z poréznich sintrovanych sklenénych nebo keramickych materiald.

Jako bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou se zejména pouZivaji homofermentacni bakterie,
které produkuji hlavné kyselinu mlé&nou a né€které aromatické slozky, které pozitivné ovliviluji
aroma piva, které produkuji kyselinu mlé¢nou ve stalém a dostateéném mnozstvi. V tomto
pripadé Ize uvést jako piklad bakterie kmeni Lactobacillus amylovorus, plantarum a helveticus.

Bakterie se mohou imobilizovat na nosidi tak, Ze se nosi¢ plnény do bioreaktoru nejdfive steriluje
horkym roztokem hydroxidu sodného, neutralizuje se a proplachne se vodou, a potom se loZzem
nosi¢e proderpava suspenze oddélené kultivovanych bakterii tak, aby se bakterie vazaly na
povrch nosice. Davkovani bakterii na nosi¢i je priblizné 10° a2 10'? bun&k bakterii na gram
suchého nosice. Mnozstvi davkovanych nosiéti v bioreaktoru a parametry zpisobu b&hem
pritoku mladiny bioreaktorem se zejména upravi tak, aby koncentrace kyseliny mlééné na
vytoku z bioreaktoru byla zejména 2 az 6 g/l, pfi¢emZ zejména vyhodna koncentrace je 5 g/l.
Hodnota pH na vytoku je vtomto pfipadé zejména 3,3 aZ 4,0, priemZ obzvlasté vyhodna je
hodnota pH 3,8.

Bakterie produkujici kyselinu mlé&nou pouzité na nosici se zejména regeneruji po nékolika
mésicich tak, Ze se bioreaktorem necha n&kolik hodin protékat vodny roztok hydroxidu sodného,
o koncentraci 2 % hmotnostnich, pti teploté 60 aZ 80 °C, potom se roztok sterilizuje, neutralizuje
a proplachne a upravi se odd&lené pFipravenou suspenzi bakterii, jak bylo shora popséno.

Jelikoz k odumirani bakterii miZe dojit u vysokych davek nosiSe s bakteriemi produkujicimi
kyselinu mléénou, a tedy pfi vysoké koncentraci vyrobené kyseliny mlé&né v bioreaktoru, je
vhodné, kdyz se nevoli pfili§ vysoké koncentrace bakterii v bioreaktoru, a kdyz se misto toho
provadi dodatetna fermentace podle stupné b) zptisobu podle vynalezu. V tomto pfipadé se
mladina po upravé v bioreaktoru pirevede do kontejneru pro dodatednou tdpravu. Soucasné
smladinou se do kontejneru pro dodatetnou upravu pievede malé mnoZstvi bakterii
absorbovanych v bioreaktoru na povrchu nosice.

Tyto bakterie potom uskute¢ni v tomto kontejneru dodatenou fermentaci, to je v kontejneru pro
dodate&nou iipravu se zvy$i koncentrace kyseliny mlééné v mlading, a hodnota pH poklesne.
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Podle vyhodného provedeni stupn& b) se doba setrvani v kontejneru pro dodategnou upravu
nastavi tak, aby koncentrace kyseliny mlé&né byla 9 az 15 g/l, a v obzvl4sté vyhodném provedeni
10 g/1. V tomto ptipadé se hodnota pH zejména upravi na hodnotu 2,8 a2 3,2, picemz optimalni
hodnota pH je nizsi nez 3.

Ve stupni c) zplsobu podle vynilezu se okyselendé mladina odebrani zkontejneru pro
dodategnou lipravu smicha s neokyselenou mladinou. Smé3ovaci pomér se zvoli zejména tak, aby
vysledné hodnota pH byla 4 az 4,5, a ve vyhodn&j$im provedeni 4,2, v pfipadé, e se mladina
upravuje ve stupni d) v bioreaktoru fermentovanim imobilizovanymi kvasinkami. Kdyz se
mladina upravuje imobilizovanymi kvasinkami podle stupné d), vyhodni hodnota pH po
smichani ve stupni c) je 5,0 az 5,5.

Mladina, kterd se upracuje na pfesn& stanovenou hodnotu pH, a na smichani ve stupni c), se
zejména pfedem upravuje tak, Ze se zbavuje nerozpustnych slozek a zejména se vafi nebo se
stripuje bublinami dusiku, oxidu uhligitého nebo pary nebo se vy&eti, jak bylo shora uvedeno
u mladiny, ktera se ma okyselit imobilizovanymi bakteriemi produkujicimi kyselinu mlé&nou.

Podle stupné d) zpiisobu podle vynélezu se potom mladina, upravena na predepsanou hodnotu
PH, ochladi na teplotu 0°C az 2°C, filtruje se a nasledné se upravuje fermentovanim
kvasinkami. Uprava kvasinkami se zejména provadi v bioreaktoru imobilizovanymi kvasinkami.
Podle obzvlaste vyhodného provedeni je v tomto piipadé nosi& pro kvasinky stejného typu jako
pfi imobilizaci bakterii produkujicich kyselinu mlé&nou, to je nosi&, ktery sestava z kontinualni
porézni zdkladni hmoty nebo zdilkovanych nebo retikularnich poréznich &éstic, pri¢emz
struktura této zakladni hmoty nebo t&chto &astic je tvofena volné asociovanymi mikroasticemi
nebo mikrovldkny, vzijemné spojenymi chemicky, adhezné neb mechanicky, alespofi
v n€kterych spojovacich mistech mezi jednotkovymi mikro&asticemi nebo mikrovlakny, kde tyto
mikroCéstice nebo mikrovlédkna sestavaji z materialu, zejména pryskyfice, s vlastnostmi m&nice
aniontil. Nosi¢ je tvofen pryskyfici, odvozenou od celulézy nebo vléken na bazi celulézy, a ktera
Je chemicky upravena tak, Ze mé vlastnosti ménie aniont, neboli anexu. Obzvlaité vyhodné
provedeni zahrnuje mikrovlakna nebo mikrodastice celulézy substituované diethyl-amino- °
etylenem (celuléza DEAE), které jsou vzajemn& vazané nebo aglomerované polystyrenem.

Podle daldiho uspofadani obsahuje nosi&¢ pro kvasinky porézni sintrované sklenéné nebo
keramické materialy.

Podle obzvla$té vyhodného provedeni stupné d) zpisobu podle vynalezu miize bioreaktor
obsahovat nékolik kolon, zejména uspofddanych pod tlakem nebo spojenych paralelng.

Druhého cile tohoto vynélezu se doséhne vytvofenim zafizeni na vyrobu nealkoholického piva,
zejména na okyseleni mladiny bakteriemi produkujicimi kyselinu mlé&nou, podle vynalezu, jehoz
podstatou je, Ze sestava z vyrobni linky, tvofené kadi k vyrobé dila, spojenou s nadobou pro
odstrafiovani nerozpustnych slozek, spojenou svamou nadobou, spojenou s vystiracim
zafizenim, které je dile spojeno s vifivou &efici lazni, spojenou s tepelnym vymé&nikem,
spojenym se zafizenim k pfivadéni CO, do mladiny, které je spojeno s bioreaktorem obsahujicim
bakterie produkujici kyselinu mlé¢nou, imobilizovanymi na povrchu nosice, pfi¢emz bioreaktor
Je déle spojen s kontejnerem pro dodatetnou tupravu, opatfenym regulatnim pristrojem pro
nastaveni teploty v kontejneru pro dodate¢nou tpravu, pfi¢emz kontejner pro dodate&nou tipravu,
Je dale spojen s potrubim pro pFivad&ni okyselené mladiny z kontejneru do jednoho nebo vice
dalSich zafizeni, tvofenych kadi kvyrob& dila, spojenou snadobou pro odstrafiovani
nerozpustnych sloZek, spojenou s varnou nadobou, spojenou s vystiracim zatizenim, které je
spojeno s vifivou &efici lizni, spojenou smichatkou, pfitemz michatka je déile spojena
s chladicim zafizenim smési okyselené a neokyselené mladiny, kde chladici zafizeni je spojeno
s filtratni jednotku, spojenou se zasobni nadrZi, k niz je ptipojen alespoii jeden bioreaktor
s imobilizovanymi nebo neimobilizovanymi kyselinami. Ve vyhodném provedeni je bioreaktor
tvofen fadou kolon, které jsou pod tlakem a jsou uspofadény vzijemné paralelng.
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Pichled obrazkd na vykrese

Vynalez bude blize osvétlen pomoci vykresu, kde na pfilozeném obrazku je formou blokového
schéma znézornéno zafizeni k provadéni zplisobu podle vynalezu, to je zafizeni na vyrobu
nealkoholického piva.

Ptiklad provedeni vynalezu

Zatizeni na vyrobu nealkoholického piva sestava z vyrobni linky, tvofené kadi 1 k vyrob& dila,
spojenou s nadobou 2 pro odstrafiovani nerozpustnych slozek, spojenou s varnou nadobou 3,
spojenou s-vystiracim zafizenim 4, které je dale spojeno s vifivou Cefici lazni 3, spojenou
s tepelnym vyménikem 6, spojenym se zafizenim 7 k pfivadéni CO, do mladiny, které je spojeno
s bioreaktorem 8, pln&nym davkovanym nosi¢em shora uvedeného typu pro okyseleni, pficemz
bioreaktor 8 je dale spojen s kontejnerem 9 pro dodatetnou tpravu, opatfenym regulatnim
ptistrojem 10 pro nastaveni teploty v kontejneru 9 pro dodate¢nou ipravu, pficemz kontejner 9
pro dodatenou Gpravu je dale spojen spotrubim 11 pro pfivadéni okyselené mladiny
z kontejneru 9 do jednoho nebo vice dal3ich zafizeni 12 az 17, tvofenych kadi 12 k vyrobé dila,
spojenou s nadobou 13 pro odstrafiovani nerozpustnych sloZek, spojenou s varnou nadobou 14,
spojenou s vystiracim zafizenim 15, které je spojeno s vifivou Cefici lazni 16, spojenou
s michatkou 17, pfitem michatka 17 je déle spojena s chladicim zafizenim 18 smichané
mladiny, kde chladici zatizeni 18 je spojeno s filtradni jednotkou 19, spojenou se zasobni nadrzi
20, k niZ je pFipojen alespoti jeden bioreaktor 21 s imobilizovanymi nebo neimobilizovanymi
kvasinkami.

Podle vyhodného provedeni sestava bioreaktor 21 z nékolika kolon, které jsou spojeny paralelné
nebo jsou uspofadany pod tlakem.

Shora popsany zplisob vyroby nealkoholického piva, podle n€hoz se kyselina mlééna pro
okyseleni mladiny vyrabi kontinualng imobilizovanymi bakteriemi produkujicimi kyselinu
mléénou, je vyhodny v tom, Ze v disledku vazby bakterii na povrch nosite se dosdhne vysoke
a stalé koncentrace bungk, takze kyselina mlééna mize byt produkovana v dostatené velkém
mno¥stvi, vkratkém Zasovém useku a za Fizenych podminek. Tento kontinualni zpisob
umoziiuje dosazeni kratké doby setrvani mladiny v bioreaktoru a ma za nisledek mensi rozméry
reaktoru, v porovnani s diskontinualnimi zpiisoby. Upraveny produkt je znegistén pouze malym
mnozstvim biomasy a nevyzaduje %4dné pracné separatni operace. Nosi¢ pouZivany
v narokovaném zptisobu vyroby se miize pouZivat opakované a mé dlouhou Zivotnost. A konecné
v bioreaktoru se nevytvifeji ?4dné zbytetné tlakové kapicky vzhledem k nosici, ktery je
v podstaté nestlacitelny.

Bioreaktor podle vynalezu ma vysokou kapacitu a flexibilitu, pokud jde o vyrobu kyseliny
mlééné. Bioreaktor se miize udrzovat n&kolik tydnit v pohotovostnich podminkich a mize se
snadno spustit. Pracovni zpisoby v bioreaktoru se mohou provadét plné automaticky
a v uzavieném re¥imu, take se dosahne dobrych biologickych podminek bez znegisténi bufikami
cizich bakterii nebo kvasinek. Bioreaktor podle vynilezu umoZziiuje montiz v kompaktnim
provedeni a pfinasi usporu energie a nakladi.

Vynalez bude podrobné&ji popsan podle nésledujici ptikladu.
Vyroba nosice
25 dila celulézy se smichalo s 25 dily oxidu hlinitého a tato smés se smichala s 50 dily

polystyrenu po dobu pfiblizn& 10 minut ve dvouvéalcovém miynu vyhfétém na 180 az 200 °C. Po
ochlazeni se sm&s rozemlela a rozmélnila se na &astice o velikosti 0,420 az 0,149 mm.
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220 g jemn& mleté smési se prevedlo na kasi s 616 ml vody, obsahujici 176 g siranu sodného
a26,4 g hydroxidu sodného. Kase se ohtala na teplotu 40 °C, a potom se k ni b&hem jedné
hodiny pfidalo za michéni 57,2 g 5% vodného roztoku hydrochloridu diethylaminoethylchloridu
(DEC), pfi rychlosti 0,7ml/min. Ke ka3i se potom pfidalo 26,4 g hydroxidu sodného
rozpu§téného ve 26 ml vody a potom se ptidalo daldich 27,25 roztoku DEC pfi rychlosti
0,7 ml/min.

Teplota kaSe se zvysila na 60 °C a tato teplota se udrzovala po dobu 15 minut. Potom se pridalo
pfiblizng stejné mnozstvi vody, jako je objem ka3e, a po priichodu sitem o velikosti ok 0,250 mm
se ziskala smés. Tato smés se na situ promyla vodou, potom se opét pievedla na kasi
s mnozstvim vody, odpovidajicim pfedesle pfidanému mnoZstvi. Kade se upravila ptidnim
kyseliny chlorovodikové na hodnotu pH pfiblizné 7, zbavila se vody na filtraénim papiru
a vysusila se.

Imobilizace bakterii na nosici

10 g granulované celulézy z pfikladu 1 se prevedla na kasi v destilované vodg, a nechala se
nasaknout 5hodin za ob&asného promichani. Hydratovany nosié se potom dekantoval
destilovanou vodou a pfenesl se do sklenéné kolony o vnitinim priméru 15 mm, kde vytvofil
loZe o vy3ce 145 mm. Bakterie typu Lactobacillus amylovorus produkujici kyselinu mléénou se
kultivovaly v mladiné bez chmelu nebo chmelového extraktu po dobu 48 hodin pri teploté 46 °C.
LoZem nosi¢e se proderpavalo 50 ml suspenze bun&k rychlosti pritoku 25 ml za hodinu,
anasledné¢ se nositem proderpavalo dalSich 50 ml destilované vody. Vytok zkolony se
zachycoval, dokud nebyl &iry, pfi¢emz celkové mnozstvi &inilo 75 ml.

Uprava mladiny s imobilizovanymi bakteriemi, produkujicimi kyselinu mlé&nou

Do bioreaktoru typu podle pfikladu 2, o prim&ru 90 cm a vyice loZe 40 cm se privedla mladina
pii teploté 48 °C a pfetlaku 0,5 MPa, s dobou styku 20 minut. Obsah cukru pfivedené mladiny
byl 15,1 % podle refraktometrické stupnice Brixiho a hodnota pH ¢inila 5,50. Hodnota pH na
vytoku z kolony byla 3,85 a koncentrace kyseliny mlé&né byla 6 g/I.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob vyroby nealkoholického piva, jimZ se upravi hodnota pH mladiny bakteriemi
produkujicimi kyselinu mlé¢nou, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje nasledujici stupné:

a) mladina bez obsahu chmelu nebo chmelového extraktu se necha protékat bioreaktorem,
obsahujicim imobilizované bakterie produkujici kyselinu mlé&nou na povrchu nestlatitelného
nosiCe, ktery sestivd zkontinudlni porézni zakladni hmoty nebo zdilkovanych nebo
retikuldrnich poréznich ¢astic, ptiemz struktura této zékladni hmoty nebo téchto &astic je
tvofena voln€ asociovanymi mikrogasticemi nebo mikrovlakny, vzijemné spojenymi chemicky,
adhezné nebo mechanicky, alespofi v n&kterych spojovacich mistech mezi Jjednotlivymi
mikro¢asticemi nebo mikrovlakny, kde tyto mikro&astice nebo mikrovldkna sestavaji z materialu,
zejména pryskyfice, s vlastnostmi mé&ni¢e anionti,

b) dile se okyselenid mladina, kterd se ziska z bioreaktoru, necha usadit v kontejneru pro
dodate&nou tpravu,
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¢) dale se takto upravena okyselend mladina z kontejneru pro dodate¢nou dpravu smicha
s neokyselenou mladinou pro Gpravu na pfedepsanou hodnotu pH a

d) tato smés se dale zpracovava znamym zplisobem na nealkoholické pivo.

2. Zpusob podle naroku 1, vyzna&ujici se tim, Ze mladina, pouZitd ve stupni a) se
piedem upravuje tak, 7e se zbavuje nerozpustnych sloZek a zejména se vafi nebo se stripuje
bublinami dusiku, oxidu uhli¢itého nebo pary nebo se vycefi.

3. Zpisob podle narokdi 1 nebo 2, vyznaéujici se tim, Ze mladina se pfed svym
umisténim do bioreaktoru upravi na teplotu 47 az 52 °C.

4. Zptisob podle naroku3,vyzna&ujici se tim,Ze po upraveni teploty a po pfivedeni
mladiny do bioreaktoru se mladina uvede do styku s oxidem uhli&itym.

5. Zpisob podle narokti 1 az 4, vyzna&ujici se tim, Ze mladina se neché protékat
bioreaktorem ve stupni a) pfi teploté 47 az 52 °C, za pfetlaku 0,5 MPa, s dobou styku 5 az
60 minut.

6. Zpiasob podle narokii 1 az 5, vyzna&ujici se tim, Ze nosi¢em je pryskyfice,
odvozené z celulézy nebo vldken na bazi celuldzy, a kterd je chemicky upravena tak, Ze ma
vlastnosti ménice anionti.

7. Zpusob podle néroku 6, vyzna&ujici se tim, Ze nosi¢ sestiva z mikrovlaken nebo
mikrodastic celuldzy substituované diethyl-aminoetylenem — celuléza DEAE, které jsou
vzajemné aglomerovany polystyrenem.

8. Zpusob podle naroki 1 az 7, vyzna&ujici se tim, Ze bakteriemi produkujicimi
kyselinu mlé¢nou jsou homofermentativné fermentujici bakterie.

9, Zpusob podle narokii 1 a7 8, vyzna&ujici se tim, Ze bakterie se imobilizuji na
nosi¢i tak, e se nosi¢ plnény do bioreaktoru nejdiive steriluje horkym roztokem hydroxidu
sodného, neutralizuje se a proplachne se vodou, a potom se loZem nosi€e pro€erpava suspenze
oddéleng kultivovanych bakterii.

10. Zpiisob podle narokii 1 a29,vyzna&ujici se tim, Ze kapacita davkovani bakterii na
nosice je 10% az 10'> bunék bakterii na gram suchého nosice.

11. Zpisob podle narokii 1 22 10,vyzna&ujici se tim,Ze koncentrace kyseliny mlécné
na vytoku z bioreaktoru je 2 az 6 g/l.

12. Zpisob podle narokd 1 az 11, vyznad&ujici se tim, Ze hodnota pH na vytoku
z bioreaktoru je 3,3 az 4,0.

13. Zpusob podle narokii 1 az 12, vyzna&ujici se tim, Ze bakterie se regeneruji po
nékolika mésicich tak, e se bioreaktor proplachuje nékolik hodin roztokem hydroxidu sodného,
o koncentraci 2 % hmotnostni, pfi teploté 60 az 80 °C, potom se roztok sterilizuje, neutralizuje,
proplachuje a naplni se nosi¢em se suspenzi bakterii.

14. Zpisob podle narokii 1 a2 13, vyzna&ujici se tim, Ze doba setrvani v kontejneru
pro dodate¢nou tpravu se nastavi v kroku b) tak, Ze koncentrace kyseliny mlééné je 9 aZ 15 g/l
a hodnota pH je 2,8 az 3,2.




15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 289610 B6

15. Zpisob podle narokii 1 aZ 14, vyznaéujici se tim,Ze okyselena mladina odebrana
z kontejneru pro dodatednou dpravu se smich4 s neokyselenou mladinou pro nastaveni na
piedepsanou hodnotu pH v kroku ) v takovém sméSovacim poméru, e hodnota pH této smési je
4 az 4,5, pticemZ smichand mladina se upravuje ve stupni d) v bioreaktoru fermentovanim
imobilizovanymi kvasinkami.

16. Zpisob podle nirokii 1 a2 14,vyznadujici se tim, Ze okyselen4 mladina odebrana
z kontejneru pro dodatetnou upravu se smichd s neokyselenou mladinou pro nastaveni na
predepsanou hodnotu pH v kroku ¢) v takovém smé&Sovacim poméru, Ze hodnota pH této smési je
5 a2 5,5, pfiCemZ smichana mladina se upravuje ve stupni d) v bioreaktoru fermentovanim
neimobilizovanymi kvasinkami.

17. Zpisob podle narokd 1 az 16, vyznadujici se tim, Ze neokyselena mladina, ktera
se upravuje na pfedem stanovenou hodnotu pH, se zbavuje nerozpustnych slozek a zejména se
vafi nebo se stripuje bublinami dusiku, oxidu uhligitého nebo pary nebo se vycefi pied
smichanim s okyselenou mladinou.

18. Zpiisob podle narokii 1 a2 16, vyzna&ujici se tim, Ze po smichani ve stupni c) se
mladina ochladi na teplotu 0°C az 2 °C, filtruje se a nasledn& se upravuje fermentovanim
kvasinkami.

19. Zpisob podle naroki 15,17 a 18, vyznaéujici se tim, Ze kvasinky se imobilizuji
na povrchu nestladitelného nosice, sestavajiciho z kontinualni porézni zakladni hmoty nebo
z dilkovanych nebo retikularnich poréznich &astic, pfi%emz struktura této zakladni hmoty nebo
t&chto Céastic je tvofena voln& asociovanymi mikrodasticemi nebo mikrovlakny, vzijemné
spojenymi chemicky, adhezn& nebo mechanicky, alespoii v n&kterych spojovacich mistech mezi
Jednotlivymi mikrogasticemi nebo mikrovlakny, kde tyto mikroastice nebo mikrovlikna
sestavaji z materidlu, zejména pryskyfice, s vlastnostmi mé&nie anionti.

20. Zpiisob podle naroku 19, vyzna&ujici se tim, e nositem je pryskyfice, odvozené
z celulézy nebo vliken na béazi celulézy, a ktera je chemicky upravena tak, Ze ma vlastnosti
ménice anionti.

21. Zpisob podle ndroku20,vyznaéujici se tim, Ze nosi¢ sestdva z mikrovlaken nebo
zmikrotdstic celulézy substituované diethyl-aminoetylenem, které jsou aglomerované
polystyrenem.

22. Zafizeni k provadéni zplisobu vyroby podle narokii 1 az21,vyznaéu jici se tim,zZe
sestava z vyrobni linky, tvofené kadi (1) k vyrob& dila, spojenou s nadobou (2) pro odstratiovani
nerozpustnych sloZek, spojenou s varnou nadobou (3), spojenou s vystiracim zaFizenim (4), které
Je dale spojeno s vifivou &efici 1azni (5), spojenou s tepelnym vyménikem (6), spojenym se
zafizenim (7) k pfivadéni CO, do mladiny, které je spojeno s bioreaktorem (8) obsahujicim
bakterie produkujici kyselinu mlé&nou, imobilizovanymi na povrchu nosice, jak je definovan
v bodé a) nroku 1, pfi¢emz bioreaktor (8) je dile spojen s kontejnerem (9) pro dodategnou
Upravu, opatfenym regulaénim pfistrojem (10) pro nastaveni teploty v kontejneru (9) pro
dodateCnou upravu, pfi¢emz kontejner (9) pro dodatenou tpravu, je dale spojen s potrubim (11)
pro pfivadéni okyselené mladiny z kontejneru (9) do jednoho nebo vice dalsich zafizeni (12) az
(17), tvofenych kadi (12) k vyrobé dila, spojenou s nadobou (13) pro odstrafiovani nerozpustnych
slozek, spojenou s varnou nadobou (14), spojenou s vystiracim zafizenim (15), které je spojeno
s vifivou &efici ldzni (16), spojenou s michatkou (17), pti¢emz michadka (17) je dale spojena
s chladicim zafizenim (18) smési okyselené a neokyselené mladiny, kde chladici zatizeni (18) je
spojeno s filtratni jednotkou (19), spojenou se zasobni nadrzi (20), k ni% je pripojen alespoii
Jjeden bioreaktor (21) s imobilizovanym nebo neimobilizovanymi kvasinkami.
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23. Zafizeni podle ndroku 22, vyznacujici se tim, Ze bioreaktor (21) je tvofen fadou
kolon, které jsou pod tlakem a jsou uspotradany vzajemné paralelné.

1 vykres
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