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Abstract

The demand of alcoholic free beer is increasing and there are many reasons to choose alcoholic free
beer such as pregnancy, religion, work or before driving. But today there doesn’t exist a simple, cheap
method to produce well tasting alcoholic free beer. The existing methods on the market to produce
alcoholic free beer are dilution, distillation, reverse osmosis and to avoid fermenting the wort. The
purpose of this project was to develop a new method to produce alcoholic free beer by adding oxygen
gas. Using this method, the yeast is held in an aerobic state where the yeast consume the sugar to
reproduce and in this state no alcohol is produced. In comparison with light beer that has maximum
2,5 vol % ethanol, this method gives the approximatively a lowering of 1 vol% ethanol. There are
indications that the ethanol level can be lowered even more by optimization of the oxygen. An
important factor was stirring and a stable oxygen regulator so that all yeast cells have access to an
amount of dissolved oxygen over 10 ppm during the whole fermentation, especially with larger
volumes. A surprising result was that after 2 and 4 hours from the start of the fermentation the alcohol
level was zero. After a week of storage the results became 0.5 vol %, which is the limit for alcoholic
free beers. It might be that it is enough with a short aerobe time to produce an alcoholic free beer and
to not get a fermentation during storage. The methods should be further investigated with for example
sensory test and to apply the method into production so that the alcoholic free beer can be a product
that reaches the consumers.



Abstrakt

Efterfragan av alkoholfri 6l 6kar och det finns manga olika anledningar till att dricka alkoholfri 6] sasom
graviditet, religion, arbete eller om man ska kora bil. Men det finns idag ingen enkel och billig metod
for att producera valsmakande alkoholfri 6l. De vanligaste metoderna for att producera alkoholfri o6l
pa marknaden ar utspadning, destillation, omvand osmos samt att inte fermentera vorten. Syftet med
detta projekt var att utveckla en metod for att tillverka alkoholfri 6l genom att tillsatta syrgas. Pa detta
satt halls jasten i en aerob fas déar jasten konsumerar sockret for att foroka sig och i denna fas sa
tillverkar inte jasten nagon alkohol. Vid jamforelse med 14ttol pa max 2,5 volym% etanol sa blir den
approximativa sankningen 1 volym% etanol med metoden, men det finns indikationer pa att
etanolhalten kan sankas ytterligare genom optimering av syretillférseln. Det som var viktigt var att ha
omrorning och en stabil syreregulator sa att all jast far tillgang till ver 10 ppm l6st syre under hela
jasningstiden, speciellt vid storre volymer. Ett dverraskande resultat var att efter 2 och 4 timmar efter
jasningens borjan var etanolhalten noll. Efter lagring i en vecka blev resultatet 0,5 volym%, vilket dven
ar gransen for alkoholfri 6l. Det har dven visats att det racker med en kort aerob tid for att gora en
alkoholfri 6l och inte fa nagon storre efterjasning under lagring. Metoderna borde undersdkas vidare
med t.ex. smaktest och applicering i produktionen for att den alkoholfria 6len ska bli en produkt som
nar konsumenterna.



Forord

Detta arbete har utforts for att utveckla en ny metod att tillverka alkoholfri 61 som ar enkel och som
ger en god smak pa 6let. Detta ska kunna anvandas i produktionen hos Lundabryggeriet och bli en ny
produkt i deras sortiment. Projektet har huvudsakligen utforts pa Lunds tekniska hogskola, men dven
en del har spenderats pa Lundabryggeriet. Detta projekt har pagatt under 20 veckor fran juni till
november 2015.

Ett stort tack till Lundabryggeriet och speciellt till Bosse Bergenstahl for lardomen att brygga ol,
material och for ett valdigt bra bollplank genom denna tid. Ett stort tack dven till Lars Nilsson och Asa
Hakansson, for all vagledning och hjélp under resans gang. Detta projekt hade inte varit mojligt utan
er hjalp!
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1. Inledning

Efterfrdgan pa goda alkoholfria 6lsorter har 6kat stort, men utbudet dr begransat. Darfor har en ny
metod utvecklats for att brygga alkoholfria 6lsorter i samarbete med Lundabryggeriet. Denna metod
bygger pa att tillsatta syrgas under en del av fermenteringen for att jasten ska vara i en aerob milj6
under vilken den inte producerar alkohol, men fortfarande férbrukar sockret i vorten. Jasten gar sedan
over till en anaerob miljo for att vissa aromer ska tillverkas och for att undvika oxidation. Denna metod
har utvecklats med olika syrgasfloden, tid, temperaturer, jast- och vértmangder. Etanolen i 6len har
undersokts via gaskromatografi sa att etanolhalten var under 0,5 volym%, vilket &r kravet for alkoholfri
Ol. Detta gjordes i experimentell skala med vort extrakt och vort fran grunden gjordes pa
Lundabryggeriet.

1.1 Syfte

Syftet med detta examensarbete ar att undersoka hur tillforseln av syrgas paverkar fermenteringen av
jast under bryggning av 6l. Av sarskilt intresse ar att fa ner den slutgiltiga etanolhalten for att tillverka
alkoholfri ol.

2. Bakgrund

2.1 Lundabryggeriet

Lundabryggeriet ar ett mikrobryggeri beldget i Torna Hallestad utanfor Lund som bygger sitt foretag
pa 6lhantverket. Det bildades 2009 och har idag manga sorters 6l som kan inhandlas pa olika stallen i
Skane, men har dven expanderat till Stockholm och Finland. All 6l fran deras bryggeri ar ofiltrerat och
opastoriserat i slutskedet av bryggningen for att inte ta bort nagra smakamnen eller aromer. Genom
att inte filtrera 6len sa ar det framst humlearomen som man vill behalla och genom att inte pastérisera
sa behalls aromerna fran jasten. Innan jasningen kokas 6len och sedan halls élen i en sluten miljo for
att undvika kontaminationer (Lundabryggeriet (a), 2015).

2.2 Oltillverkning

Oltillverkning idag bestdr av manga steg och kan variera fran olika olsorter, men det finns en
standardtillverkning for de flesta Glsorter. Det forsta dr méaltning som bestar av stdpning av kornet, dar
man lagger kornet i vatten, groning dar man later kornet gro sa att det frigdrs enzymer och detta kallas
nu for malt och kélning dar man torkar malten. Efter detta kommer maskning dar man krossar malten
och blandar med vatten och detta hettar man upp dar enzymer tillverkar maltos och dextriner. Detta
kallas nu foér vort som sedan lakas ut med varmvatten och med tillsdttning av humle sa gér man en
vortkokning. Detta kyls sedan till rumstemperatur for att jasningen ska paborjas med tillsattning av jast
som bildar koldioxid och etanol av sockret. Sedan &r det bara filtrering, pastorisering och tappning
(Hornsey, 2013). Det steget som kommer vara i fokus under detta projekt ar jasningen.

En viktig faktor med syretillforsel i fermentationen ar oxidation av humle som framst kan ske vid lagring
och som ger bismaker som inte ar atravarda. Humle anvands till 6len som smakforstarkare och tillsatts
till vorten i bryggningen. Oxidationen av humlen kommer ifran humlens harts som innehaller iso-a-
syror och iso-B-syror som ger den bittra smaken i 6l. Studier har visat att oxidation av humle ger iso-a-
syror och iso-B-syror i 61 och framst nar 6len lagras (Taniguchi et al, 2013).



2.3 Fermentering

Jast och fermenteringen var en viktig del i detta projekt. Nar man tillverkar alkoholhaltig 61 sa tar jasten
upp socker som den bildar etanol och koldioxid av. | en aerob miljé producerar framst jasten nya
jastceller genom att fermentera sockret och restprodukterna i denna reaktion ar koldioxid och vatten.
For att veta att jasten ar i en aerob fas sa anvands mangden 16st syre dar gransen ar 8-10 ppm och 6ver
denna gréans (White et al, 2010). | den aeroba fasen sa dr huvudredaktionen att jasten fordkar sig. Detta
gor den via knoppning som gor att under tillvaxtfasen gar mycket av sockret till att bilda nya celler och
framforallt nya membran (Hornsey, 2013).

Jasten behdver socker for att vaxa och i en anaerob miljo, for att tillverka etanol. Med hjalp av enzymer
sa blir sammansatta sockerarter omvandlade till enkla sockerarter som fruktos eller glukos. De flesta
slutar i glukos sa att jasten kan ha tillgang till sockret och energin i det (Hornsey, 2013). De framsta
enzymerna som finns i malten dr amylaser som bryter ner starkelsen till enkla sockerarter som jasten
kan anvanda. De vanligaste amylaserna i 6lproduktion ar a- och B- amylas. (White et al, 2010).

Jast fermenterar socker och de fermenterar sockret i denna ordning: glukos, fruktos, sukros, maltos
och maltotriose, men det kan vara en skillnad mellan olika jaststammar. Sa klart spelar dven miljo for
jasten en stor roll och inte bara mangden 16st syre. Ol produceras vanligtvis vid 20 °C, men jisten véxer
fortast vid 32°C. pH spelar dven en stor roll for jastens aktivitet. Det mest fordelaktiga pH i vorten vid
starten av fermenteringen ar pH 5 (White et al, 2010).

Under den anaeroba delen bildas det framst etanol och koldioxid, men dven massa @mnen som bidrar
till 6lens karaktaristiska smak och som kan andras mycket mellan olika Glsorter och bryggerier. Den
forsta ar hogre alkoholer an etanol dar de vanligaste ar propanol, iso-butanol, n-butanol m.m. som har
ett stort inflytande pa smaken pa 6len. Det bildas dven syror som korta fettsyror som bidrar till att pH
sjunker under fermenteringen, exempel pa dessa ar attiksyra och smoérsyra. Den som &dven bidrar till
Olsmaken ar estrar som bildas i reaktion mellan alkoholer och syror. Av de olika alkoholerna och
syrorna som bildas sa kan det resultera i manga olika estrar men de vanligaste ar etylacetat,
isoamylacetat och fenyletylacetat. Det bildas dven sma mangder karbonylféreningar som aldehyder
(acetalaldehyd) och diacetyl som kan bidra med en smak av toffeé (Horney, 2013).

For att undersdka om jasningen ar klar sa anvands forjasningsgrad som man kan berdkna genom
skillnader mellan specifik vikt innan och efter fermentation. Den specifika vikten varierar beroende pa
vad temperaturen ar, denna ska matas vid 20°C. Om temperaturen inte ar exakt 20°C anvands en
omvandlingstabell (Alla France, 2015). Det finns tva olika foérjasningsgrader, verklig (Ekvation 1) och
skenbar forjasningsgrad (Ekvation 2). Skillnaden mellan dessa ar att den verkliga dven tar hansyn till
etanolen som bildas under en normal 6lproduktion. Desto mer socker som jasten bryter ner, desto
hogre blir forjasningsgraden. | denna produktion sa kommer socker att forbrukas i bade aerob miljo
for tillverkning av nya celler och i en anaerob miljo for att tillverka aromer och mycket lite etanol.

Verklig forjasningsgrad:

(0G-FG)

o1 " 100 = verklig forjasningsgrad i % (1)

Skenbar forjasningsgrad:
(0G-FG)

o * 100 = skenbar forjasningsgrad i % (2)

Dar OG &r original gravity, specifik vikt innan fermentationen, och FG ar slutgiltig gravity, specifik vikt
efter fermentationen.



2.4 Alkoholfri ol

Idag ar efterfragan efter alkoholfri 6l stor da det finns manga skél till att dricka alkoholfri 6l.
Anledningar for detta kan vara halsoaspekter, graviditet, religion, sdkerhetsaspekter pa arbetsplats
eller i bil m.m. som gor att man inte vill inta alkohol. P4 marknaden idag finns det manga alkoholfria
Olsorter som ger en vortsmak eller smaker som inte liknar den alkoholhaltiga 6len (Sohrabvandi, et al,
2010).

Det finns huvudsakligen tre metoder for att gora alkoholfri 6l. Den forsta ar att inte fermentera 6len,
dar denna da smakar vort och for att fa en battre smak sa anvands tillsatser. Den andra ar att man har
alkoholhaltig 6l och sedan spader man 6len med vatten tills alkoholhalten ar under 0,5 volym%, som
den &r i Sverige. Det tredje sattet ar att man tar bort alkoholen fran den fardiga 6len. Detta kan goras
pa manga olika sitt men de vanligaste ar: destillation dar man kokar bort etanolen, anviandning av
dialys eller omvand osmos, adsorption dar ett amne binder till etanolen m.m. Dessa metoder ar oftast
mycket kostsamma for foretagen och ger i manga fall inte en 6lkaraktar (Sohrabvandi et al, 2010). Det
finns dven metoder som fokuserar pa olika jastsorter som ger lagre alkoholhalt (Contreras et al, 2015)

Det som har visat ett bra resultat fér smaken dr osmotisk destillation. Resultatet fran detta var att
fargen pa 6len var nastan oférandrad, men egenskaper hos 6len som bitterhet, skumstabilitet och syre-
och koldioxidinnehall dndrades under processen. Man férlorade dven manga lattflyktiga amnen
forutom alkohol nar man gick fran 5 volym% till 0,5 volym%. Denna metod ar alltsa inte optimal for att
behalla 6lens egenskaper under processen (Liguori et al, 2015).

3 Material och metodik

3.1 Material Vortextrakt
For att kunna utfora laborationen i liten skala har olika materiel anvands och dessa kan ses i tabell 1.

Tabell 1. Materialet som anvdndes till laborationerna i liten skala med materialet, médrket och volymen pa materialen.

Material Marke

Spis Euro Kera

Jasningskarl, 25 |

Kastrull, 15 |

Jasror

Hydrometer (Saccharometer) Alla France

Syresten med slangar

Syreelektrod HI 9146 Dissolved Oxygen and
Temperature Meter

Gaskromautografi

For experimenten i liten skala anvands endast vortextrakt, som var vort som har blivit torkad med
spraytorkning. Detta pa grund av att fokus ligger pa jasningsprocessen och inte pa stegen innan dess.
For den fardiga produkten gjordes alla steg for att fa en fardig vort som anvandes i jasningsprocessen.
For att undvika kontaminationer sa sprayades alla materiel med desinficeringsmedel som inte
innehaller etanol. Om materialet sprayas med etanol sa kan detta ge felaktiga resultat pa etanolhalten.
Mangder och vilka ingredienser som anvandes i experimenten kan ses i tabell 2.



Tabell 2. Ingredienserna som anvdndes i laborationerna i liten skala med ingredienserna, mérket och mdngden.

Ingredienser Marke Mangd
Jast SAF-Ale 04, Fermentis 5,75¢g
Frankrike
Vortextrakt Muntos, Storbritannien 580 g
Syrgas AGA Totalt: 20l (ca 200 bar)
Vatten 10,751
Desinficeringsmedel Star San HB
3.2 Metod Vortextrakt

Innan experimenten genomfoérdes, gjordes en sakerhetsanalys som blivit godkdnd. Nedan féljer
metoden for hur experimenten i liten skala utférdes, detta ar baserat pa metoden fér hur man brygger
lattol pa Lundabryggeriet (Lundabryggeriet (b), 2015):

Uppvagning av 580 g vortextrakt och uppmatning av 10,75 | vatten som fors over till en kastrull
pa151.

Uppvarmning av kastrullen med vorten med anvandning av spisen, tills vorten uppnar den
uppmatta kokpunkten pa 97 °C. Vorten halls pa kokpunkten i 15 min fér att undvika
kontamination. Hela koktiden tar ca.l tim.

Vorten fors over till jasningskarlet pa 25 | med tva ingangar med packningar till jasningsror och
slangar till syretillforsel. Locket tillsluts inte helt d& detta &r en varm vatska och kan gora att
behallaren krymper nar denna kyls.

Jasningskarlet fors vidare till ett kylrum pa 4 °C, dar denna far kylas till temperaturen har natt
€a.20°C vilket tar ca.4-5 timmar. Detta ar for att kunna den mata specifika vikten och for att
jasten ska trivas.

Innan fermenteringen borjar sa mats den specifika vikten och temperaturen med en
hydrometer. Sedan tillsatts jasten, locket forsluts och syre tillfors via en slang till en syresten
som ar lokaliserad i mitten av jasningskarlet.

Fermenteringen med syre pagar i 1 dygn och under denna tid undersokts syrehalten med en
syreelektrod for att se att syrehalten ar 6ver 8-10 ppm. Vid denna grans gar jasten over fran
anaerob fermentering till aerob fermentering. Efter 1 dygn stangs syret av och fortsatter utan
syre i 15 timmar.

Efter detta tas prov igen pa sockerkoncentrationen och temperaturen for att rdkna ut
forjasningsgraden som ska vara ca.73 % da fermenteringen ar klar.

Olen lagras sedan kylt i en vecka for att jasten ska sedimentera s& att 6len inte far jastsmak.
Prover tas sedan ut fran toppen av jasningskarlet for att undvika jast i dlet.

Resten av 6let tappas upp pa glasflaskor och kapsyl satts pa.

Alkoholhalten undersoks med gaskromatografi dar 1ul injiceras i en kolonn med langd pa 30 m och
inre diameter 0,25 mm. Temperaturen har valts utifran kolonnen med kolonntemperatur pa 60 °C,
injektortemperatur pa 250 °C samt detektortemperatur pa 250 °C, dar fran 60-150 °C okar
temperaturen med 5°C/min och mellan 150-200 °C 6kar temperaturen med 10 °C/min. Det anvandes



dven en splitt for 80 % av provet togs bort. For mer detaljerad information om metoden sa hanvisas
till Buckee, 1993.

Alla resultat har analyserats med den statistiska metoden one-way ANOVA med 95 %
konfidensintervall och jamférelser kan géras genom Tukey test.

3.3 Material Lundabryggeriet vort

Detta ar material och mangder som behdvs for att i stor skala tillverka Lundabryggeriets 1att6l. Detta
blir totalt 2000 |, men av detta har 24 liter tagits for att géra fermenteringen pa liten skala. Allt material
och detaljer av dessa kan ses i tabell 3. Fermentationen gors i experimentell skala och d& anvands
samma material féorutom vortextraktet i tabell 2.

Tabell 3. Ingredienser och mdnger av olika materiel som anvdnds i bryggning av Lundabryggeriets ldttél, samma vért som
kommer att anvdndas till den alkoholfria produkten.

Ingredienser Marke Mangd \

Vatten (74°C) 808 |

Malt German Pale Ale Malt Organic | 125 kg

Malt German Caramell Organic 75 kg

Malt German Sauer (Acid) Malt 2000 kg
Organic

Humle, tillsatt 15 min innan NZ Cascade Organic (alfa syra 3085 g

slutet an kokningen 5,9 %)

Humle, tillsatt 15 min innan USA Wakatu Organic (alfasyra | 2000 g

slutet av kokningen 8,7 %)

Humle, tillsatt 5 min innan NZ Cascade Organic (alfa syra 2000 g

slutet av kokningen 5,9 %)

Humle, tillsatt vid pumpning NZ Wakatu Organic (alfa syra 1000 g

till kylningssteget 8,7 %)

Klarningsmedel Protafloc 30g



3.4

Metod Lundabryggeriet vort

Nedan foljer metoden for hur man tillverkar vort pa stor skala hos Lundabryggeriet (Lundabryggeriet
(b), 2015). Innan jasningen har 24 liter frantas for att kunna utféra jasningen i liten skala.

De olika maltsorterna vags upp, krossas och laggs i blandningskarlet. Darefter tillsdtts dven 808
| 74°C vatten till blandningskarlet. Temperaturen ar viktig for, om det &r for 1ag sa kristalliseras
sockret och filtreringen férsvaras, om temperaturen ar for hog denatureras enzymerna.

Temperaturen stabiliseras pa 70 °C och halls stabil i 40 min.

Efter 40 min tillsattes 174,73 | 78°C vatten for att tvatta ut malten, av detta okades
temperaturen till 75°C.

Vattnet filtreras genom lagret av malt och far da med sig socker och aromer. Vérten som har
gatt igenom filtreringen pumpas over till ett kokkarl och fylls pa tills nivan har natt 12000 | vort.

Vorten far koka i 15 min, darefter tillsatts humlen 15 min och 5 min innan slutet pa koket med
klarningsmedel.

Vorten transporterades till en whirlpool som cirkulerar vérten sa att eventuella maltrester
transporteras in till mitten av tanken.

Vid transport till kylvaxlare, filtreras vorten genom humle for extra smak. Efter kylvaxlaren tas
ett prov ut pa 12 | som sedan anvands fér fermentering pa liten skala. Denna mangd kokas upp
till 97 °C och halls vid den temperaturen i 15 min. Darefter kyldes vorten till 20 °C och spads
med vatten till 24 |, eller tills specifika vikten ar 5,6. | detta fall blev den specifika vikten for hog
och darfor spads vorten till den totala volymen pa 25 1.

Sedan fermenteras vorten pa samma satt som i liten skala forutom att det togs ut prover under
jasningens gang. Dessa prover blev antingen lagrade i 2 timmar i rumstemperatur och sedan i
en vecka i 4 °C. Det andra provet som togs vid samma tidpunkt blev fryst direkt efter
provtagningen.
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4 Resultat

4.1 Mangden |6st syre och pH

4.1.1 Mangden I6st syre

Mangden 16st syre var en viktig faktor i experimenten och skulle hallas 6ver 10 ppm sa att jasten
befinner sig i en aerob fas och inte tillverkar etanol. Detta uppmattes med en syreelektrod i 6let vid de
olika tidpunkterna. | figur 1 har mangden I16st syre for testbryggning 4 matts varje timme, med samma
syreflode pa 0,4 bar. Detta for att se hur mangden |6st syre dndras da jasten Okar.

Mangden lost syre firandras dver tiden i jasningen flade 0.4 bar)
3':' T T T T
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Figur 1. Hur mdngden [ést syre férdndras éver tiden i jdsningen for experimentet Tid 1 och med fléde pa 0,4 bar. De blda
punkterna med initierar métvérden och den réda linjen ér det kritiska vérdet 10 ppm. Over detta vérde hélls jdst i en aerob

fas.

Fran figur 1 sa finns ett initialt vdrde innan syre tillsdtts och sedan finns matpunkter under halva
processen som ar over det kritiska vardet. Flodet halls konstant under jasningen sa minskningen av
mangden I6st syre beror endast pa jasttillvaxten. Minskningen ar valdigt stor och resultatet av detta
har dven tillampats i resterande experiment for att undvika att mangden I6st syre far ett varde under
10 ppm och gar da over till en anaerob fas.

4.1.2 pH

Under alla experiment har pH:t undersdkts innan fermenteringen borjat, efter fermenteringen och
efter lagringen. Detta ar for att se till sa att jasten ar i en bra miljé under jasningen och sa att 6len far
en onskvard surhet. Resultatet blev samma for alla bryggningar da det blev ungefdr pH= 6 innan
fermentering, pH=4 efter fermentering och pH= 3,5 efter lagring.

11



4.2 Kalibreringskurva

Produkten for detta projekt ska vara en alkoholfri 61 som har en god smak. Darfér utfordes en analys
med gaskromatografi for att mata alkoholhalten av proverna fran experimenten, dar denna ska vara
under 0,5 volym% for att vara alkoholfri. Forjasningsgraden beskriver hur mycket av sockret som har
forbrukats under jasningen. Detta ar bra att veta for att det inte ska ske nagon efterjasning och for att
veta nar fermentationen ar klar.

For att rdkna ut etanolhalten har en kaliberingskurva gjorts med kdnd mangd etanol fran 0,4-2,2
volym% etanol. Intern standard har ocksa anvands for att veta hur splitten har gatt till och denna ar
samma i alla prov med en 0,5 volym% butanollésning. Resultatet av detta kan ses i tabell 4 och i figur
2 finns kaliberingskurvan med tillhérande ekvation som anvands i utraknandet av alkoholhalten.

Tabell 4. Kvoten mellan arean av etanol och intern standard fér olika etanolhalter, med duplikat och medelvéirde.

Etanol (volym%)

0 0,0000 0,0000 0,0000
0,4 0,0223 0,0274 0,0248
0,8 0,0736 0,0975 0,0856
1,2 0,1664 0,1550 0,1607
1,6 0,2088 0,2262 0,2175
2 0,2620 0,3615 0,3118
2,2 0,2859 0,2678 0,2769

Fran tabell 4 gjordes en kalibreringskurva som anvands for att rdkna ut etanolhalten fran arean av
topparna till volym% etanol. Kalibreringskurvan visas i figur 3 med tillhérande ekvation.

Diagramrubrik

0,5 1

1,5 2

-
L

Figur 2. Kaliberingskurva med arean av etanol dividerat med arean av intern standard, butanollésning, mot alkoholhalten.
Kurvan dr dven linjdriserad med tillhérande ekvation.

Ekvationen som fas fran figur 2 anvandes sedan i proven for 6l-testerna for att ta reda pa etanolhalten.

Kaliberingskurvan och alla prover fran bryggningar har analyserats med gaskromatografi. | denna
analys fick man en indikation dver hur mycket dmne det fanns i provet, bade for etanolen och for den
interna standarden som ar butanolldsning. Signalen visas i ett kromatogram som kan ses i figur 3.
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Figur 3. Kromatogram med signalen fér etanol och butanol. Dér férsta toppen pd retentionstiden 2,953 dr etanol och den
andra toppen pa retentionstiden 4,810 dr butanol.

Etanol har en kokpunkt pa 78°C och butanol har en kokpunkt pa 117°C, darfér evaporerar etanolen
forst och kommer ut forst i kromatogrammet. Som man kan se i figur 4 dr topparna symmetriska och
det finns inte mycket restprodukter. Denna analys har gjorts pa alla prover och dubbletter, sa figur 3
ar bara ett exempel pa alla kromatogram.

4.3 Testbryggningar

Olika testbryggningar har gjorts for att underséka hur olika faktorer som specifik vikt for att fa
forjasningsgrad, temperaturer, mangd |6st syre och jasningstiden for att se hur dessa paverkar
etanolhalten. Resultatet for detta finns sammanfattat i tabell 5.

Tabell 5. Sammanfattning av testbryggningar med specifik vikt, férjdsningsgrad, temperatur, médngden lést syre, jésningstid
och etanolhalt for de olika bryggningarna.

Test Specifik Specifik Forjasnings Temp, Temp, Mangd Jasningstid Etanolhalt
vikt, vikt, grad (%) innan efter lost syre (aerob+anaerob) (volym%)
innan efter jasning(°C jasning (ppm) (h)
jasning  jasning ) (°C)
(°Plato) (°Plato)

1 2,6 1,3 50 24 22 11,23 24+15 0,439

2 2,6 1,6 38,46 24 20 20,02 24+15 1,832

3 2,6 1,2 53,85 22 20 31,37 24+15 1,269

4 2,6 1,4 46,15 22 20 19,89 24+20 1,693

5 5,4 2,6 51,85 20 20 14,2 24+17 1,608

6 5,75 2,2 61,74 22 22 13,95 26+15 1,512

7 5,65 1,9 66,37 20 23 11,34 24+15 1,746

8 5,65 2,2 61,06 21 22 12,73 22415 1,495

9 5,65 2,2 61,06 25 22 25,95 24+15 2,318

10 52 1,8 65,38 25 21 13,9 2445 1,615

11 53 2,2 58,49 25 20 24,11 2447 2,140

12 |53 2,2 58,49 24 20 30,7 2449 1,693
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4.3.1 Syrehalt

Alla bryggningar har haft tillférsel av syre som kontinuerligt har matts under jasningen med en
syreelektrod. | figur 4 visas syrehalten av de olika testbryggningarna vid en tidpunkt pa 15 timmar efter
jasningens boérjan. En faktor i detta ar dven att syreflodet kan ha dndrats under jasningens gang for att
undvika att komma under tréskelvardet.

Etanol mot syrehalt
3 T T T T T T

15F 1 4

Etanal {volym%a)
*:I:*
f=

0.5 .

| |
o 5 10 15 20 25 30 35
ayrehalt (ppm)

Figur 4. Hur syrehalten i ppm pdverkar etanolhalten i 6let med tillhérande felstaplar.
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4.3.2 Aerob tid
Tiden for hur lange som jasningen far tillgang till syre kan paverka alkoholhalten da sockret som ska
bilda etanolen anvands istallet till att bilda nya jastceller i en aerob fas. Resultatet av den aeroba tidens

paverkan pa alkoholhalten visas i figur 5 som endast dr fran de prover dar den aeroba tiden har
forandras.

Etanol mot aerob tid
3 T T T T T T T T T

24 .

181 + 1

Etanal {volym%a)

0.5 .

| |
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 a0
Aerob tid (tim)

Figur 5. Hur ldngden pd den aeroba tiden av jasningen pdverkar etanol halten i volym%.

En linjar regression har gjorts for detta resultat for att fa en uppskattning om hur mycket aerob tid som
behovs for att sédnka etanolhalten.

Av denna ekvation och trenden pa data sa har en extrapolering gjorts for att fa reda pa hur lang tid
som jasten behover vara i aerob fas for att alkoholhalten ska bli under 0,5 %. Utrdkningen av detta
visas nedan.

y=-0,14*x+5,3 (3)
déar y=alkoholhalt (volym%) och x=jasningstid med syre (h).

Insattning av olika jasningstider ger olika alkoholhalter:

x=36h -y =1,0677 volym% (4)
x =42h -y =0,4287 volym% (5)

Detta har sedan implementeras for den slutgiltiga bryggningen.
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4.3.3 Anaerob tid
Den anaeroba tiden kan ha stor paverkan da det paverkar etanolhalten, men den ar ocksa nédvandig

for att undvika oxidation och att fa ut aromer som ar karaktaristiska for 6let. Hur mycket etanolhalten
paverkas av den anaeroba tiden visas i figur 6.

Etanol rmot anaerob tid
3 1 1 1 1

25 .

151+ * * 4

Etanol {valym%a)
_*_

0.5 .

| |
a ] 10 15 20 25
Anaerab tid (tim)

Figur 6. Hur ldngden pG den anaeroba tiden av jdsningen pdverkar etanol halten i volym%.

Figur 6 att vid 6kad anaerob tid sa minskar etanolhalten, vilket inte var forvéntat.
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4.3.4 Temperatur
Olika ingangstemperaturer paverkat hur aktiv jasten &r i jasningsprocessen. Bérjan av fermenteringen
ar det mest kritiska momentet for jasten da den kommer till en ny miljé och om jasten inte kan vaxa i

den miljon sa &r det latt att vildjast tar 6ver. De olika ingangstemperaturerna har noterats och visas i
figur 7.

Etanol mot ingangstemperaturen
3 T T T T T T T T

24 .

Etanal {volym%a)

0.5 .

I:I | | | | | | | |
13 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Ingangs temperaturen {grader C)

Figur 7. Hur ingdngstemperaturen av jdsningen paverkar etanol halten i volym% med tillhérande felstaplar.

Ett klart samband kan man inte se fran figur 7, men man kan framférallt se variationerna i etanolhalten
for samma ingangstemperaturer. Det finns inget klart samband mellan temperaturen och
etanolhalten, vilket styrker att andra faktorer har storre paverkan.
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4.3.5 Vort och jast mangd

Jastmangen och vortmangen har bada blivit dubblerade, men etanolhalten anpassades till detta da
den ocksa dubblerades. Hur jastmangen paverkar visas i figur 8 och hur vortmangen paverkar visas i
figur 9.

Jastmangd mot etanal
3 1 1

25 1 .

15F .

Etanol {valym%a)

0.5 .

Jastmangd ()

Figur 8. Hur jastmdngen i bérjan av jasningen paverkar etanol halten i volym% med tillhérande felstaplar.

Spridningen for jastmangden i figur 8 ar mycket stor pa 1 volym% som hogst. Detta ger alltsa ingen
klart samband mellan jastmangen och etanolhalten. Hur vortmangen paverkar visas i figur 9.
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Etanol mot virtmangen
3 T T T T T T T T T

245 .

15F -

Etanol {wvolym%a)
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a o0 2000 300 400 500 /OO F00 8OO 300 1000
Wortmangd ()

Figur 9. Hur vértmdéngen i bérjan av jdsningen pdverkar etanol halten i volym% med tillhérande felstaplar.

Resultatet for mangden vort i figur 9 ar mycket lik jastmangen i figur 8. Mangden vort har dven en stor
spridning mellan data. Det ar ingen tydlig trend, férutom att det finns samma trend som mangden jast.
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4.3.6 Lagring

| vissa fall kan det vara sa att 6len efterjaser nar den lagras. Anledningen till lagringen ar att jasten ska
sedimentera s3 att jasten inte foljer med till flaskorna. Efterjasningen beskrivs i tabell 6 dar skillnaden
mellan efter och innan lagring visas och dven medelvardet av etanoldkningen av lagring. Genom en
statistisk analys som presenteras i Appendix kan man se om det finns nagon signifikant skillnad mellan
de olika testbryggningarna. Detta presenteras genom att dela in etanolhalterna i olika grupper som
visas i tabell 6 genom bokstdaver. Om etanolhalterna dr i samma grupp sa finns det ingen signifikant
skillnad mellan vardena.

Tabell 6. Etanolhalter innan och efter lagring for de olika testbryggningarna, med skillnaden mellan dem och medelvérdet for
skillnaden.

Testbryggningar Andring Etanolhalt Etanolhalt N IGET! i Maedelvarde for
efter lagring innan lagring etanolhalt fér skillnaden
(volym%) (volym%) lagring
1 0,3 bar 0,46
syrgas 1,8 (a) 1,7 (a) 0,08
2 0,4 bar
syrgas 1,3 (a) Varde saknas | Véarde saknas
3 0,5 |bar
syrgas 1,7 (a) 1,0 (c,d) 0,71
4 20 tim
anaerob 1,6 (a) 1,3 (a,b,c,d) 0,35
5 17 tim
anaerob 1,5 (a) 1,2 (a,b,c,d) 0,30
6 26 tim
aerob 1,7 (a) 1,5 (a,b,c) 0,28
7 24 tim
aerob 1,5 (a) 1,6 (a,b) -0,13
8 22 tim
aerob 2,3 (a) 1,5 (a,b,c) 0,81
9 25 °C 1,6 (a) 1,4 (a,b,c) 0,17
10 5 tim
anaerob 2,1(a) 1,1 (b,c,d) 1,01
11 7 tim
anaerob 1,7 (a) 1,4 (a,b,c,d) 0,33
12 9 tim
anaerob 1,9 (a) 0,8 (d) 1,14

Detta visar alltsa hur mycket man kan forvanta sig att etanolhalten 6kar vid lagring, men det sdger dven
att jasningen inte ar klar innan lagringen. Detta illustreras aven i figur 10.
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Figur 10. Stapeldiagram med etanolhalter for innan och efter lagring fér de olika testerna.

| figur 10 kan man se att under lagringen sa bildas det dven etanol och denna skillnad varierar mellan
de olika testerna.

4.4  Slutgiltig bryggning

Den sista bryggningen gjordes pa vort som tillverkades pa Lundabryggeriet for att fa alla smaker och
ingredienser som finns i deras 1attol. Efter att prov har tagits innan och efter jasningen sa behdévdes
dven kontinuerlig provtagning for att veta exakt nar alkoholhalten 6kar. Prov togs kontinuerligt under
jasningen dar ett av proven lagrades ute i rumstemperatur i 2 timmar innan lagringen fortsatte i
kylskapet. Det andra provet ar inte lagrad utan sa fort provet togs, sa fros detta ner for att stoppa all
etanoltillverkning. | tabell 7 sammanfattas alla de olika parametrarna under jasningstidens gang och i
tabell 8 sammanfattas resultatet for de olika proverna och skillnaden mellan dessa for det olika
tidpunkterna fran jasningens start. Jasningen var i en aerob fas tills mellan 35-40 timmar och da gick
den over till en anaerob fas. For att se mer om den statistiska analysen fran tabell 8 hanvisas till
Appendix. De olika bokstdverna i tabell 8 visar om det finns nagon signifikant skillnad mellan de olika
proverna.

Tabell 7. Sammanfattning av den slutgiltiga bryggningen med temperaturer, specifik vikt med férjésningsgraden, syreflédet,
mdngden ldst syre och pH for olika tidpunkten dd prov tog ut fran bryggningen.

Tid Temperatur Specifik Specifik Forjasningsgrad Syreflode Mangen pH

efter (°C) vikt, vikt, (%) (bar) Iost syre
start innan efter (ppm)
(tim) jasning  jdsning

(Plato) (Plato)
0 23 5,8 100 0,4 14,77 5
2 24 5,8 5,9 100 0,4 32,69 5
4 24 5,8 5,9 100 0,4 32,46 5
20 24 5,8 4,7 19,0 0,5 10,76 4
22 24 5,8 4,3 25,9 1 10,13 4
24 24 5,8 4,1 29,3 1 10,03 4
26 24 5,8 3,7 36,2 1 11,39 4
28 24 5,8 3,5 39,7 1 10,75 4
44 23 5,8 2,9 50,0 1-0 1,61 3,5
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Tabell 8. Den slutgiltiga bryggningens etanol halt for fruset och lagrat prov med dess skillnad mellan dessa vid olika tidpunkter
for uttagning. Bokstéverna dr fran en statistisk analys.

Etanolhalt fruset Etanolhalt lagrat Skillnad i Medelvarde for
prov (volym%) prov (volym%) etanolhalt for skillnaden
lagring

0 0 (d) 0 (d) 0 0,22

2 0 (d) 0,53 (c) 0,53

4 0 (d) 0,55 (c) 0,55

20 0,45 (c) 0,90 (b,c) 0,46

22 0,64 (b,c) 0,96 (a,b) 0,32

24 0,76 (b,c) 0,89 (b,c) 0,13

26 0,83 (b) 1,12 (a,b) 0,29

28 1,31 (a) 1,36 (a) 0,046

44 1,38 (a) 1,06 (a,b) -0,31

Resultatet fran tabell 8 visas dven grafiskt for de olika proven i figur 11 och figur 12 for bade fruset och
lagrat prov.

Fryst prov mot tiden
1""1’ 1 1 1 1 1 1

_*_
12F -

0.8 * i

0.k .

Etanol {valym%a)

0.4 4

0.2 .

|:| + * * | | | | | | | |
a 5 10 15 20 25 30 34 40 45

Tid under jasningen (tim)

Figur 11. Etanolhalten pa fruset prov som togs fran den slutgiltiga bryggningen vid olika tidpunkter under jdsningen.

Under jasningens gang kan man se en klar uppatgaende kurva i figur 11 dar prov har tagits ut och sedan
blivit fryst. Detta ger alltsa etanolhalten for just den tidpunkten i jasningskarlet och vid 6kad jasningstid
ger 0kad etanolhalt. Detta kan jamféras med prover som togs vid samma tidpunkt men som blev
lagrade istéllet som visas i figur 12.
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Lagrat prov mot tiden
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Figur 12. Etanolhalten av prover som tog ut fran den slutgiltiga bryggningen vid olika tidpunkter under jdsningen, som sedan
har lagrats i en vecka.

Fran figur 12 kan man se att resultatet ocksa foljer en trend av en linjar funktion dar det finns en trend
av vid 6kad jastid sa 6kar etanolhalten.

Skillnaden mellan lagrat prov och fruset prov visas i figur 13. Detta ger hur mycket etanol som bildas
under efterjasning.
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Skillnaden i etanol innan och efter lagring mot tiden
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Figur 13. Etanolhalten av skillnaden mellan prover som varit lagrade och frysta mot tiden da proverna togs ut. Den réda linjen
dr 0, da skillnaden mellan de lagrade proven och de frusna proven dr 0.

Fran figur 13 sa ar majoriteten av resultatet av skillnaden 6ver noll, vilket ar férvantat att lagrat prov
har hogre etanolhalt an fruset prov. Efter ca 15 timmar ar trenden att skillnaden mellan de lagrade och
frysta proverna minskar aven med tiden for provtagningen under jasningen.

5. Diskussion

Mangden |6st syre ar den kritiska faktorn for byggningen av alkoholfritt 61 (White et al, 2010). Det som
kan visas av resultatet ar att nar jasten vaxer i antal sa minskar mangden |6st syre, figur 1, darfor
behovs det dven mer syre for att jasten ska finnas i en aerob fas. Darfor maste syrehalten 6kas under
bryggningen beroende hur mycket jast som bildas.

Tanken dr att jasten ska vaxa genom fermentering och darmed konsumera sockret i den aeroba fasen.
| den anaeroba fasen ska da inget socker finnas kvar for jasten ska tillverka alkohol. For att detta ska
funka sa maste all jast vara i aerob fas under hela tiden. Den 6kande jastméngden gor att om det finns
socker kvar nar syret stangs av sa blidas mycket etanol under en kort tid. Det ar troligt att etanolhalten
Okar da det finns manga fler jastceller som kan producera etanol. Detta kan ses for den slutgiltiga
bryggningen i figur 11. Under natten mellan den forsta och andra dagen sdnktes regulatorn av syret sa
att mangden 16st syre kom under 10 ppm och da 6kade etanolhalten kraftigt. Regulatorn var inte
tillrackligt stabil och det kunde ske forandringar under tiden fér bryggningen.

Vissa resultat har visat ett negativt varde mellan prover som har varit lagrade subtraherat prover som
inte varit lagrade for etanolhalter. Detta ar inte ett rimligt varde da etanolhalten inte kan forsvinna
under lagring, men det ger dock en indikation pa hur stor felmarginalen dr. De minus vardena har varit
-0,13 och -0,31, vilket ar ett ganska stort fel for just denna metod da alkoholfria produkter ska vara
under 0,5 volym %. Denna maste darfor minskas genom att gora felkdllornas paverkan mindre.
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Troligtvis finns denna felkalla i analysmetoden da alla 6vriga felkédllor borde ta ut varandra da det var
vid samma stickprov fér bade fruset och lagrat prov.

For alla resultat sa finns det dven en risk att vildjast har kontaminerat bryggningen genom nagot
material eller vid provtagningen d& dessa oftast ar luftburna. Dessa kan ge bismaker som inte ar
onskvarda, men framforallt en hogre etanolproduktion och en hégre tolerans mot etanol (Steensels et
al, 2014). Om nagon av bryggningarna har blivit kontaminerad av vildjast sa borde det dven ge en hogre
alkoholhalt om mangden I6st syre kommer under 10 ppm da vildjast &r mer bendgen an vanlig jast att
producera etanol.

Forjasningsgraden ar oftast 80 % i alkoholhaltiga Olsorter. For dessa bryggningar sa har
forjasningsgraden varit lagre an detta. Om man jamfor vorten for den slutgiltiga bryggningen sa blev
den 50 % medan samma vort som anvandes for 1attol fick 72,8 % i férjasningsgrad (Lundabryggeriet
(c), 2015) Att forjasningsgraden ar lagre ar nagot positivt for alkoholfria dlsorter. Nar jasten tillverkar
alkohol gar sockret at till att tillverka koloxid som forsvinner ut fran bryggningen. Darfor blir skillnaden
storre mellan specifik vikt innan och efter jasning an for den alkoholfria. Detta da det under den
alkoholfria processen inte tillverkas koldioxid utan nya jastceller som darfor 6kar vikten och ger utslag
for den specifika vikten. En annan faktor ar att etanol vager mindre &n vatten, sa nar etanol bildas sa
sanks den specifika vikten annu mer. Darfor blir skillnaden mellan specifik vikt innan och efter jasning
storre for alkoholhaltig 61 an alkoholfri 6l. Metoden specifik vikt kan ifragasattas om det dr den basta
metoden for att veta da alkoholfria Olsorters jasning ar klar. Men det kan &dven racka att ha
medvetenhet om att forjasningsgraden blir mindre.

Nar man undersoker testbryggningarna efter lagring, se tabell 6, sa blir det inte nagon signifikant
skillnad mellan dessa da alla enligt Tukey testet med 95 % konfidensintervall &r i samma grupp. Detta
visar att jasningen ar svar att kontrollera, da fermenteringen fortsatter tills det inte finns mer socker
for jasten. Det enda sattet av avsluta bryggningarna vid den tidpunkten man vill r antingen att anpassa
alla andra parametrar sa att sockret tar slut tidigare. Detta kan géras med t.ex. att ha mer dextriner i
vorten, som just denna jastsort inte kan bryta ner. Det andra sattet ar att pastorisera olet vid den
tidpunkten man vill att jastaktiviteten ska avta, men det finns alltid en risk att man foérlorar aromer och
kontamination av vildjast efter pastoriseringen blir mer férédande. Detta da om fermenteringen inte
ar avslutad sa finns det socker kvar i 6let som vildjasten kan fermentera.

Det som jag anser fick det mest lovande resultatet av testbryggningarna under den aeroba tiden, trots
dess spridning och osakerhet i figur 5. Denna borde dock vara mycket langre for att allt socker ska
kunna férbrukas sa att nar 6len gar over till anaerob fas vid lagring sa finns det inget socker att tillverka
etanol med. For den slutgiltiga bryggningen sa anvdandes denna metod med en vort som anvands till
|attol. Lattolen blir max 2,5 volym%, vilket betyder att denna metod har sankt alkoholhalten med ca 1
volym%, sd slutresultatet blev ca 1,3 volym% (Lundabryggeriet (c), 2015). Alkoholhalten kan fa ett annu
lagre varde om felkdllornas inverkan minimeras, frimst en ordentlig omrérning och en stabil
syreregulator. Det observerades att syrereglatorn inte var stabil och gav inte en konstant syretillforsel
till bryggningen.

Det som dr mest relevant att undersoka vidare ar de tva férsta proverna som blivit lagrade for den
slutgiltiga bryggningen. Dessa togs ut 2-4 timmar efter bryggningen startade och vid denna tidpunkt
sa fanns det ingen alkohol. Efter proverna blev lagrade i en vecka och fick efterjdsa sa blev resultatet
pa alkoholhalten ca 0,5 volym%. Detta resultat dr vart att undersdka vidare. Det kan vara sa att det
endast behovs 2-4 timmar for jasten att forbruka allt socker for tillvaxt da det inte bildas nagon alkohol
efter det. De forsta timmarna hade jasten tillrackligt med syre for att inte bilda alkohol och det bevisar
min teori da de dven har en signifikant skillnad fran de andra proverna. Detta var ett 6verraskande
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resultat da det forvdantade ar att syrgasen endast forstarker etanoltillverkningen och det blir mer
alkohol i provet. Det finns en risk att det inte fanns tillrackligt med jast som var aktivt som kan ge att
etanoltillverkningen fortsatter under lagringen eller att sockret inte blev forbrukat vilket ger en so6t 6l.

Det som inte verkar ha nagon storre inverkan pa etanolhalten &r syrehalten da proverna gav en stor
spridning, sa lange som den ar 6ver 10 ppm. Men den finns mojligheter att den kan paverka andra
faktorer som smaken pa 6let. En annan faktor vars inverkan inte var sa stor dr den anaeroba tiden.
Detta beror pa att efterjasningen inte &r medrédknad i den anaeroba tiden. Den anaeroba tiden har
darfor ingen storre inverkan da etanolhalten fortsatter 6ka vid lagring. Ingadngstemperaturen har inte
heller sddan stérre inverkan pa etanolhalten da detta ocksa gav en mycket stor spridning, men kan ha
stor inverkan pa smaken. Da vid hogre temperaturer kan denna jast tillverka bismaker som inte ar
onskvarda. Eftersom den inte har en storre inverkan sa ar det bast att ha ingangstemperaturen pa 20
°C som rekommenderas for att undvika bismaker.

Hur mycket jast och vort som anvands var ursprungligen utrdknat fran en mall, men under projektets
gang andrades denna mangd. Detta beror pa smaken och for att undvika att vildjast kontaminerar.
Mangden jast och vort visade ingen tydlig inverkan pa etanolhalten. Med jastmangen ar det battre att
ha mer dan mindre jast, for att jasten ska kunna konkurrera ut eventuell vildjast. Detta ar en
sakerhetsaspekt och for att smaken inte varierar mellan olika bryggningar. Vortmangen ar dven en
smakfaktor och styr innehallet av socker. Tillsammans med Lundabryggeriet utraknades vardet pa 580
g vort for att fa den ratta smaken pa det slutgiltiga olet.

Syrgas tillsatts dven idag hos bryggerier for att jasten ska kunna vaxa i inledningsfasen av
fermentationen darfor ar det ingen storre omstallning att implementera metoden i bryggeriet. Genom
att bara tillsatta syrgas sa blir det inte nagon storre extra kostnad for bryggerierna, om man till exempel
jamfor med omvand osmos, som ar en storre kostnad att implementera. Metoden &r dven mycket
enkel att anvanda sig av och dr enkel att tillsatta som en del i produktionen.

5.1 Felkallor

- Jast arlevande organismer, vilket kan gora att resultatet kan variera med jastcellerna och detta
kan ge felkéllor. Vid provtagningar finns det alltid en risk att vildjast kan kontaminera eller om
utrustningen inte blivit kontaminerad.

- Provtagningen var endast fran toppen av jasningskarlet, vilket kanske inte dr representativt for
hela jasningskarlet.

- Regulatorn till syretanken var inte precis utan kunde andras med tiden, framforallt nar
bryggningen lamnades under natten.

- Kaliberingskurvan ar inte helt linjar, vilket ger ett osdkert varde pa etanolhalten i ekvationen.

- Skicket pa gaskromatografen och hanteringen under injiceringen ger en osaker etanolhalt.

- Framforallt vid stora volymer sa blir det problematiskt for syrgasen att na jasten. Det kan finnas
”doda zoner” som syrgasen inte nar. Detta kan undvikas genom omroérning. Detta valdes bort
under testbryggningarna da syremataren visade samma resultat i hela jasningskarlet, men det
kan ha varit ett problem vid de storre volymerna.
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6. Slutsatser

En metod for att tillverka alkoholfri 61 med hjalp av tillférsel av syrgas som inte har utforskats innan
undersoktes. Vid jamforelse med l4ttol pa max 2,5 volym% etanol sa blir den approximativa sankningen
1 volym% etanol med metoden, men det finns indikationer pa att etanolhalten kan sankas ytterligare
genom optimering av syretillférseln. Om man minimerar alla felkallor sa ar det fullt mojligt att tillverka
alkoholfri 61 genom att ha en jasning med syrgas under en langre tid och da ar allt socker férbrukat till
jastproduktion. For att denna metod ska fungera sa ar det kritiskt att all jast i vortkarlet far tillgang till
syre under alla timmar, vilket kan vara en utmaning.

Det som man dven kan ga vidare med &r att endast tillsatta syrgas i 2-4 timmar da resultatet gav en
alkoholfri 6l efter lagring i en vecka.

7. Framtida rekommendationer

Detta projekt har utforts under en begransad tid och med begrinsade resurser. Det finns nagra
parametrar som ar varda att undersdka vidare och vissa som det inte fanns tillrackligt med tid till.

Det som marktes efter testbryggningarna, med endast tester innan och efter jasningen var att exakta
tiden for da vorten gick 6ver 0,5 volym% alkohol var okdnd. Fler forsok med en kontinuerlig
provtagning bor utforas. Det ar rekommenderat att inte 6ppna locket, utan att ha en tapp istéllet for
att ta ut prov for att inte stéra jasningen. Dess placering borde vara sa langt ner som maijligt, men 6ver
jastsedimentet. Det som dven borde finnas med i alla framtida tester ar stabil regulator pa syrgasen
och omrorning.

Genom resultaten som denna rapport har gett sd om man kan avsluta jasningen vid en kontrollerad
tidpunkt sa kan man kontrollera alkoholhalten. Ett satt att gora detta pa ar pastorisering. Denna metod
kan undersdkas vidare, men det som ar viktigt att ha med sig ar att kontaminationen pa en pastoriserad
bryggning ger 6kad alkoholhalt.

Det dr nodvandigt att veta hur mycket jasten férokar sig, da det verkar som att vid en tidpunkt kommer
jastpopulationen till ett maximalt varde. Detta kan goras genom endast en optisk undersékning med
mikroskop. Det ar darfér en mojlighet att undersdka detta vidare, men dven om det har blivit
kontamination av andra jastceller. En annan faktor som man kan undersdka vidare ar olika
jaststammar. For detta projekt anvandes samma jast som anvdnds for lattél, men det finns
jaststammar som producerar mindre etanol.

For att en alkoholfri 6l ska kunna komma ut till konsumenterna sa maste metoden appliceras pa en
stor skala. Jastens tillgang till syre ar mycket viktigt i en stor skala, vilket kan astadkommas med
omroérning. Har ar det dven viktigt att underséka hur man kan mata etanolhalten pa ett [ampligt vis, da
gaskromautografi ar mycket kostsamt.

En faktor som ar mycket viktigt och som inte gick att utféra under den begrinsade tiden ar ett
smaktest. Hur smaken upplevs av konsumenterna spelar en stor roll i val av metod. Med de resultaten
sa kan man behdva gora anpassningar i metoden.

Denna metod kan &dven utvecklas till andra processer dar man vill undvika etanoltillverkning,
alkoholfritt vin som ett exempel.
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Bilagor

Bryggningar, Innan lagring
One-way ANOVA: 1; 2; 3;4;5;6;7; 8;9;10; 11; 12

* NOTE * Cannot draw the interval plot for the Tukey procedure. Interval plots for
comparisons are illegible with more than 45 intervals.

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 12 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 11 4,7617 0,43288 19,093 0,000

Error 12 0,2607 0,02172
Total 23 5,0224

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,147390 94,81% 90,05% 79,24%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
1 2 1,7494 0,0824 ( 1,5224; 1,9765)
2 2 0,000000 0,000000 (-0,227078; 0,227078)
3 2 0,9844 0,0686 ( 0,7573; 1,2115)
4 2 1,2604 0,0430 ( 1,0333; 1,4875)
5 2 1,216 0,239 ( 0,989; 1,443)
6 2 1,4653 0,1409 ( 1,2383; 1,6924)
7 2 1,6226 0,0936 ( 1,3955; 1,8497)
8 2 1,514 0,219 ( 1,287; 1,741)
9 2 1,448 0,169 ( 1,221; 1,675)
10 2 1,130 0,278 ( 0,902; 1,357)
11 2 1,36082 0,01142 ( 1,13374; 1,58790)
12 2 0,8113 0,0881 ( 0,5842; 1,0384)

Pooled StDhev = 0,147390
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Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Factor Mean Grouping
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1,514
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Means that do not share a letter are significantly different.

Interval Plot of 1; 2; ...
95% ClI for the Mean

2,0

15

1,0

Data

0,5

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.

n

12
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Bryggningar, Efter lagring
One-way ANOVA: 1; 2; 3;4;5;6;7; 8;9;10; 11; 12

* NOTE * Cannot draw the interval plot for the Tukey procedure. Interval plots for
comparisons are illegible with more than 45 intervals.

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 12 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Factor 11 11,8336 0,16669 2,36 0,078

Error 12 0,8470 0,07058
Total 23 2,6805

Model Summary

S R-sq R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,265668 68,40% 39,44% 0,00%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
1 2 1,832 0,212 ( 1,423; 2,241)
2 2 1,2693 0,0281 ( 0,8600; 1,6786)
3 2 1,6927 0,0537 ( 1,2834; 2,1020)
4 2 1,60804 0,00777 (1,19874; 2,01734)
5 2 1,5122 0,0342 ( 1,1029; 1,9215)
6 2 1,746 0,612 ( 1,337; 2,155)
7 2 1,495 0,285 ( 1,086; 1,905)
8 2 2,3184 0,0562 ( 1,9091; 2,7278)
9 2 1,615 0,508 ( 1,206; 2,025)
10 2 2,1405 0,0306 ( 1,7312; 2,5498)
11 2 1,693 0,162 ( 1,283; 2,102)
12 2 1,946 0,230 ( 1,537; 2,356)

Pooled StDev = 0,265668

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
8 2 2,3184 A
10 2 2,1405 A
12 2 1,946 A
1 2 1,832 A
6 2 1,746 A
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3 21,6927 A
11 2 1,693 A
9 2 1,615 A
4 2 1,60804 A
5 21,5122 A
7 2 1,495 A
2 21,2693 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Interval Plot of 1; 2; ...
95% ClI for the Mean

3,0

2,5

2,0
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15

1,0

The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.
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Slutgiltig bryggning, Frusen

One-way ANOVA: 0; 2; 4; 20; 22; 24; 26; 28; 44
Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0,05

Rows unused 18

Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information

Factor Levels Values

Factor 9 0; 2; 4, 20; 22; 24, 26; 28; 44

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 8 4,58091 0,572614 61,22 0,000
Error 9 0,08418 0,009353

Total 17 4,66509

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,0967132 98,20% 96,59% 92,78%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
0 2 0,000000 0,000000 (-0,154701; 0,154701)
2 2 0,000000 0,000000 (-0,154701; 0,154701)
4 2 0,000000 0,000000 (-0,154701; 0,154701)
20 2 0,4458 0,0369 ( 0,2911; 0,6005)
22 2 0,641 0,150 ¢( 0,487; 0,796)
24 2 0,76359 0,01397 ( 0,060889; 0,91830)
26 2 0,8299 0,0960 ( 0,6752; 0,98406)
28 2 1,3107 0,0834 ( 1,1560; 1,4654)
44 2 1,375 0,210 ( 1,220; 1,530)
Pooled StDhev = 0,0967132

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
44 2 1,375 A

28 2 1,3107 A

26 2 0,8299 B

24 2 0,76359 B C

22 2 0,641 B C

20 2 0,4458 c

4 2 0,000000 D
2 2 0,000000 D
0 2 0,000000 D

Means that do not share a letter are significantly different.



Tukey Simultaneous 95% Cls

Difference of Means for 0; 2; ...
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If an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.

Interval Plot of O; 2; ...
95% ClI for the Mean
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The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.



Slutgiltig bryggning, Lagrad

One-way ANOVA: 0; 2; 4; 20; 22; 24; 26; 28; 44

Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 9 0; 2; 4,; 20; 22; 24,; 26; 28; 44
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Factor 8 2,060131 0,325106 31,75 0,000

Error 9 0,09217 0,01024
Total 17 2,69349

Model Summary

S R-sq R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,101201 96,58% 93,54% 86,31%
Means
Factor N Mean StDev 95% CI
0 2 0,000000 0,000000 (-0,161880; 0,161880)
2 2 0,525 0,217 ( 0,363; 0,687)
4 2 0,54886 0,00190 ( 0,38698; 0,71074)
20 2 0,904 0,142 ( 0,742; 1,0606)
22 2 0,9620 0,0900 ¢ 0,8001; 1,1239)
24 2 0,8940 0,1136 ( 0,7321; 1,0559)
26 2 1,1163 0,0284 ( 0,9545; 1,2782)
28 2 1,3571 0,0552 ( 1,1952; 1,5190)
44 2 1,06216 0,01246 ( 0,90028; 1,22404)

Pooled StDev = 0,101201

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
28 2 1,3571 A

26 2 1,1163 A B

44 2 1,06216 A B

22 2 0,9620 A B

20 2 0,904 B C

24 2 0,8940 B C

4 2 0,54886 c

2 2 0,525 c

0 2 0,000000 D
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Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

Difference of Means for 0; 2; ...
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If an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.

Interval Plot of O; 2; ...
95% CI for the Mean
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The pooled standard deviation is used to calculate the intervals.



