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Uvod

Pri kontinudlnych fermentacidch si znaéné problémy s vy-
plavovanim biomasy z fermentora. Predovietkym pri anaeréb-
nom procese kvasenia ndrast biomasy je velmi pomaly, a preto
moze dojst k vyplaveniu biomasy. RieSenim tohto problému
moze byt zabudovanie filtraéného modulu do systému na
zabranenie vyplavovania kvasiniek, alebo viazanie buniek.
Technoldgia vyuzivajica imobilizované pivovarnicke kvasin-
ky takuto moznost poskytuje. Velkou vyhodou technik imobi-
lizdcie je moZznost vysokej koncentrdcie katalyzujicej bio-
masy v kontrolovatelnej forme, o m4 za nésledok zrychlenie
procesu a sposobilost moznost kontinudlne pracovat' vysoko
nad nomindlnou zriedovacou rychlostou'. Av§ak imobilizova-
né systémy maju tieZ svoje nevyhody, ako napriklad ¢iasto¢nd
limitécia difiizie’”. Vnutorné gradienty pH, koncentrécif kys-
lika, substrétu, a tieZ produktu st vysledkom mikroenviromen-
talnych efektov®™. Na prekonanie diftiznej prekdzky je snahou
hladat nosie s vysokou poérovitostou pri zachovani malych
rozmerov. V tomto zmysle sa limitdcia prenosu substratu
a produktu v biomase tyka vsetkych reaktorov. Od roku 1987
bol smer vyuzivajuci imobilizované kvasinky v pivovarnictve
viac skimany v praktickych stvislostiach a bol mu venovany

wxr

i vagsi priestor na Eurdpskych pivovarnickych kongresoch
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2. Imobilizované systémy a nosice

Imobilizdcia volnych buniek moéZe byt definovand ako

technika limitujiica volnd migrdciu buniek. Ak si zvolime

imobilizované bunky ako tvorcu produktu v prevddzkovych

rozmeroch, musime zohladnif tieto aspekty'’:

7) Nosny materidl musi byt cenovo dostupny.

2) Systém by mal byt ahko ovlddatelny a mal by poskytovat'

dobré vysledky.

Bunky by mali maf predlZenu Zivotnost v nosi¢i, ktory by

nemal byt toxicky pre ne.

Bunkovy nosi¢ by mal mat dostato&nu kapacitu pre mno-

Zenie buniek v tomto nosiéi.

Kinetické spravanie aplikovaného nosi¢a by malo byt

logické, vysvetliteIné a nemalo by mat vedlaj$ie i¢inky na

fermentéciu, hlavne ¢o sa tyka difiznej limitécie, lokdlne-

ho pH a akumuldcie inhibitorov.

Akékolvek dosledky metabolizmu na vlastnosti nosica

musia byt akceptovatelné.

Z praktického hladiska zdkladnou funkciou dobrého nosi-

¢aje putat bunky v podmienkach prietokového systému.
Pohyblivost buniek je mozné obmedzovat tzv. pasivnymi,

alebo aktivnymi metodami. Zékladné, v sucastnosti znidme

metddy imobilizdcie buniek su:

1) samovolnd agregdcia buniek flokuldciou;

2) viazanie buniek do predom pripraveného nosi¢a polymér-

neho typu;

adsorpcia buniek na povrch nosica;

vyuzitie membran pri imobilizécii buniek.

3)
4

5)

6)

3)
4

3. Samovol'na agregicia buniek

Pasivne techniky zaloZené na moZnostiach sedimentécie vel-
mi flokulujticich kvasiniek'’ boli pouZité pre reaktory na re-
cykldciu buniek pri kontinudlnej vyrobe etanolu'’ a piva'. Pre
systém ,,APV veZa" bola tato technika ispesne aplikovand v prie-
myselnych rozmeroch pri vyrobe etanolu. Reaktor pozostdval
z vertikdlnej cylindrickej veze s kénickym dnom. Veza je
ukonéend zénou so zardzkami, pricom v tomto mieste ma veza
velky priemer. Celkovy pomer vy$ky a priemeru je v rozmedzi
7:1 az 10:1, s priemerom veZe od 0,9 m aZ do 2 metrov.
Dosahované vysledky s vysokou koncentraciou buniek od 50
do 80 gramov buniek na liter média si v objemovej produkcii
etanolu okolo 60 g.I".h"l. Zachovanie pévodnej chuti vyrobe-
nych fermentovanych produktov, ¢o je nevyhnutnou podmien-
kou v pivovarnickom priemysle, bolo pri tomto spésobe velmi
obmedzené. V skutoCnosti uspokojujici kompromis nebol
nikdy ndjdeny a produkcia piva so samovolne agregujicimi
kvasinkami bola zastavend na za&iatku 70 rokov'>.

4. Viazanie buniek do nosi¢a

NajrozsirenejSou metédou imobilizdcie je tzv. viazanie
buniek do nosi¢a (matrixu). Bunky sa viazu do gélu, ktory je
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netoxickym polymérom. Typickymi predstavitelmi polymé-
rov pouzivanych na viazanie buniek su alginaty, kappa-kara-
genany, chitosany, agar, polyakrylamid, pektin, Zelatina, ainé LorlD
Polymérna zmes je upravend do Zelaného tvaru, kterym su
zvy€ajne gélové guliCky s priemerom 0,3-3,0 mm. Guli¢ky
s mensim priemerom su preferované, kvoli lep$im charakteri-
stikdm prestupu ldtok,

Této technika dovoluje pracovat s vy$§imi koncentraciami
biomasy. Hlavnou vyhodou tejto imobilizacnej metody je, zZe
nosic je dostatocne porézny kvoli prestupu substrdtu a produk-
tu. Nahromadenie buniek by malo byt ¢o naj dokonalejsie, aby
sa vyplnil nosi¢ v ¢o najvacsej miere. V ionotropnych géloch
akymi su alginat a chitosan dosahuje velkost pérov maximdlne
15 nm, ¢o je pod hranicou velkosti akejkolvek mikrobidlnej
bunky, a preto bunky nie st vyplavované z nosi¢a. Napriek
tomu prerastanie buniek je jednym z hlavnych problémov
v mnohych systémoch, kde sa pracuje s bunkami uzavretymi
v géli. Z toho dévodu viacerymi odbornikmi'®?’ boli navrh-
nuté techniky, kde st bunky obalené dvoma vrstvami polymé-
ru.

Mechanickd pevnost' gélu je dolezitd pre minimalizdciu
rozpadania, opotrebovania, alebo vyplavovania buniek z nosi-
¢a. Operacnd stabilita imobilizovanych buniek v algdlnych
polysacharidoch moze byt zlepSend tvrdiacimi ¢inidlami, ako
st periodét, glutaraldehyd, alebo hexametylendiamin®'"”

5. Adsorpcia buniek na povrch nosica

Imobilizacia buniek na povrch popravenych poréznych,
alebo neporéznych nosi¢ov je metoda, kterou moézZeme nahra-
dit techniku viazania buniek do gélov. T4to technika je velmi
Setrnd fixa¢nd metdda, pretoZe nepotrebuje Ziadne zmeny
v kultivaénych podmienkach na tvorbu imobilizovanych bio-
katalyzatorov. Typické nosie pre tento spdsob imobilizdcie
kvasiniek Saccharomyces species su piliny, keramické poréz-
ne tehly, sklo, DEAE celuldza, polyuretdn, PVC, ai. Zmobili-
zované bunky na povrchu v priamom kontakte s kvapalnym
substrdtem znizuju problémy s prestupom zivin cez vrstvu
nosi¢a. Vysokd prietokovd rychlost cez takyto reaktor moze
spdsobovat uvolfiovanie buniek z povrchu nosi¢a. Avsak in-
terakcie medzi bunkami a povrchom nosi¢a nie su az tak
preskimané. Van der Waalsove sily, elektrostatické interakcie
medzi opac¢ne nabitymi povrchmi, kovalentné i hydrofébne
vazby tiez participujii na adsorpcii.

Porovnanie medzi dvoma rozdielnymi imobiliza¢nymi
mechanizmami je komplikované, pretoze v jednom nosici sa
ich uplatituje niekolko. Isté pripravované porovité nosi¢e mo-
7zu reprezentovat' kombinovanu formu imobilizovanych bu-
niek zahriiujucu adsorpciu, samovolnu agregdciu bunkovych
populécii a nakoniec viazanie -agregatov do poérovitych sieti
nosi¢ov. Za zmienku stoji pociato€nd prilnavost bunky na
povrch nosica, kterd je ¢asto sprevddzand bunkovou sekréciou
polymérov zlepsujicich adhéziu, a tym stabilizaciu spojenia
bunky a nosi¢a”.

Jestvuje niekolko aplikécii imobilizovanych buniek s po-
uzitim skla ako adsorpéného materidlu. Raschigove kruzky
z kremikového skla sa mozu pouZit' na spontdnnu adsorpciu.
Dobré vysledky vykazuje kremikové sklo so 60 % porovitos-
tou, velkostou pérov 60-100 pum a specifickym povrchom
0,4 m*.g" nosita, Zaujimavé modifikdcie techniky sklenenych
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nosi¢ov boli sledované Rouhetom®. Zvy$en4 adsorpéna afini-
ta kvasiniek na sklo bola dosiahnutd ich predchddzajicim
upravenim v roztokoch hlinitymi iénmi.

Adhézia hydrofilnych buniek ako Saccharomyces cerevi-
siae sa ukdzala byt vyrazne zavisla na elektrostatickych inter-
akcidch povrchu so zdporne nabitymi bunkami. Potrebny klad-
ny ndboj sa musi vytvorif na povrchu nosi¢a v adekvdtnom
mnozstve na miestach spontdnnej adhézie. To bolo dosiahnuté
pouzitim granil DEAE celulézy. Imobilizicia potom prebie-
hala v désledku i6onovych interakcii.

6. VyuZitie mebran pri imobilizacii buniek
Pouzitim membrin ako nosi¢ov sa dosiahlo 10-ndsobné
zvySenie hustoty buniek oproti alginatu vapenatému. Mem-
branami tak moZno dosiahnut zlep$enie objemovej produkti-
vity. Diflizna limitdcia zahffia aj tvorbu inhibi¢nych produk-
tov, ¢o je jedna z najdélezitejSich limitdch' membranovych
nosicov.

Membréany st tvorené obycajne z polymérov (PVC, poly-
propylén, alebo polysulfén). Je potrebné, aby membrany boli
hydrofilné pre jednoduchu vymenu Zivin a produktov, a tiez
mechanicky odolné voci rozdielnym tlakom. Pouzivaju sa dve
zékladné zostavy: félie a kazety s dutymi vldknami. Féliovy
typ md obyajne nizku odolnost' a vyZzaduje pridavny nosic.
Duté vldkna dévaji membrane vysSiu odolnost' a va¢si povrch
na jednotku objemu.

Problémy vsSak vznikaju aj s nosi¢mi typu dutych vldkien.
Problematické je vyuzitie a cirkuldcia plynov, napriklad bu-
blinky CO, mézu blokovat plynuly prietok v trubiciach. Ne-
usmeriiovany rast buniek méze obmedzit plynuly prietok Zivin
a nekontrolovana adhézia méze zapri¢init znecistenie mem-
brény.

Zaujimavd zmena v Standardnej metodoldgii viazania bu-
niek na membrany sa nazyva enkapsuldcia. Bunky st najprv
opracované ako pri metéde uzavretia do gélu, ale ndsledne st
ziskané gulicky vystuzené polymérmi, ako napriklad poly-
etyléniminom. Gélje po tejto operdcii rozpusteny, ale bunky
zostdvaju viazané v sieti polymeéru, ktory potom prepusta iba
molekuly s relativnou molekulovou hmotnosfou men$ou ako
ako 100 000. Poréznost tohto polyméru je mozné modifikovat
zmenou jeho zloZenia®,

Jedna z prvych aplikécii bola opisand Narzissom a Helli-
chom® v roku 1970. Systém vyuzival kvasinky a ,,diamace-
talnu zeminu ponechanu vo filtratnom elemente. Pivo bolo
produkované rychlo a s dobrym vytfazkom, ale findlny produkt
obsahoval vysoku koncentraciu diacetylu a volnych aminoky-
selin, a naopak nizku koncentraciu vysSich alkoholov a este-
rov. Metabolizmus aminokyselin je samozrejme kriticky pri
kvalite produkovaného piva, pretoZze prislu$né metabolické
drdhy su prepojené s produkciou takych chufovych zlugenin
ako st vicindlne diketény, vysSie alkoholy, organické kyse-
liny, atieZ sirne zli¢eniny”’. Kontinualna fermentécia s vyuzi-
tim buniek imobilizovanych v algindte bola po prvykrat vy-
svetlend Whiteom a Portnom v roku 1978 (cit.”*). Koncentra-
cie diacetylu, ktory velmi zhorSuje chufovy profil, boli nad
povolenou hranicou. Curin® nameral vysoké koncentrécie
volnych aminokyselin v pivach produkovanych imobilizova-
nymi bunkami v alginite. Tieto viazané bunky vykazovali
niz$iu rychlost odburavania aminokyselin ako volné.
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Okrem fermentdcie s ndpliiovou vrstvou kvasiniek Sac-
charomyces carlsbergensis imobilizovanych v algindte sa ukd-
zali vd7ne limitdcie $pecifickej rastovej rychlosti®, spotreby
kyslika, syntézy membranovych lipidov’, tvorby vys§ich al-
koholov a estrov’'. Ukazuje sa, Ze pri heterogénnej fermentacii
viazanych buniek v géli bunky lep$ie rastu na povrchu gu-
liciek?’ Zaujimavé bolo zistenie Rydera a Masscheleina®!
o zvySenej syntéze a uvolneni uréitych aminokyselin, Specidl-
ne kyseliny glutdimovej z imobilizovanych buniek.

7.  Fyziolégia imobilizovanych

pivovarskych kvasiniek

V pripade produkcie piva bola sledovand fyziologia kva-
siniek bez vicsich detailov. VacSina fyziologickych navrhov
bola ziskand pouZzitim pristupu tzv. ¢ierna skrinka, v ktorom
produkty skiimané v metabolizme pri kvaseni mladiny maju
napomoct' pri identifikacii fyzioldgicimobilizovanych buniek.
Prvé produkcia piva bola charakteristickd nerovnovahou chu-
ti, nizkym prirastkom volnych aminokyselin, zvy§enym obsa-
hom vicinalnych diketénov a sirnych zlidenin',

Fyziolégia imobilizovanych kvasiniek, pouZivanych pri
vyrobe piva, v zna¢nej miere ovplyviiuje charakter produktu.
Preto pri procesoch okrem inZinierskych apektov, ako je typ
fermentora a fermentaény rezim, musime optimalizovat' aj
podmienky ovplyviiujuce fyziologicky stav kvasiniek. Avsak
tdto problematika je eSte plnd ne vyrieSenych otdzok.

Vacsina fyziologickych $tudii o imobilizovanych kvasin-
kéch pracuje s viazanymi bunkami v Ca-algindtovom nosici.
Tieto nosi¢e st Tahko rozpustitelné a dovoluji robif priame
analyzy viazanej biomasy.

Prvd sprava venovana fyziologii uzavretych pivovarnic-
kych kvasiniek bola prezentovand v roku 1985 Masschelei-
nom a kol.” T4to $tidia pojedndvala o bunkdch imobilizova-
nych do alginitu vdpenatého a osvetlila niektoré z vysSie
spominanych bodov.

Pociato&né informécie o fyzioldgii kvasiniek imobilizova-
nych na povrchu nosi¢a boli publikované Navarom a Duran-
dom™, ktori $tudovali spravanie sa kvasiniek imobilizovanych
na gulickdch silanizovaného skla. Zistili zvySenie metabo-
lickej aktivity v bunkdch (spotreba gluk6zy a produkcia eta-
nolu). V roku 1980 zistili tiez zvySenie v rychlosti delenia
buniek”. Podobné vysledky boli opisané Doranom a Bai-
leym?* v ich $tidii fyzioldgie kovalentne viazanych biofilmov
na Zelatine ako nosi¢i. Stanovili odlisné zloZenie buniek (sa-
charidy, proteiny, DNA, RNA), z ktorého vyplyva velmi
$pecifickd morfoldgia porovnatelna s bunkami rastticimi volne:
vys$si obsah sacharidov, DNA a rychlejSie mnoZenie buniek.

Mikroprostredie buniek v biofilme sa javiako najdolezitej-
§i faktor ovplyviiujuci fyzioldgiu mikroorganizmov. Mozes
a Rouxhet® '3(‘ukézali, 7e interakcie buniek s nosi¢om tak isto
ako fyzikdlnochemické vlastnosti nosi¢a mozu menit aktivitu
imobilizovanych buniek na tirovni lokalnej koncentracie che-
mikalii.

Zda sa, ze vyroba tradi¢ného piva s dorazom na chut
a organoleptické vlastnosti moZe byt uspesna len v pripade, ak
imobilizované bunky rasti podla nasledovnych predpokla-
dov. Hlavny &as zdvojeniakvasiniek viazanych v géli algindtu
vapenatého je okolo 2 000 hodin. To nie je faza odpocinku
buniek, ale klcsajtica tendencia rastovej kiivky koreluje s mi-
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kroprostredim v nosici, celkovo modifikuje sekunddrny meta-
bolizmus buniek, ktory charakterizuje organoleptické vlast-
nosti findlneho produktu. V sti¢astnosti vyroba piva prebicha
technoldgiou povrchovej adsorpcie, alebo kolonizéciou table-
tovaného nosic¢a, ¢o dovoluje isté nasobenie buniek.

Je potrebné, aby bola fyzioldgia imobilizovanych mater-
skych buniek v budticnosti $tudovand, no predpoklada sa, Ze
je zhodnd s fyzioldgiou dcérskych buniek uvolfiovanych do
média.

Aplikacia imobilizovanych buniek na produkciu palivo-
vych alkoholov?”*® bola oblastou intenzivneho skimania
v poslednych dvadsatich rokoch. Na priemyselné vyuZitie ta-
kychto bioreaktorovje potrebné vyriesif mnoZstvo problémov
v oblasti fyziologie buniek, tvaru reaktorov a inZinierskych
procesov.

V roku 1987 Simon so svojimi spolupracovnikmi® pred-
stavil koncept Casopriestorového vyvinu fyzioldgie viazanej
biomasy na priklade kvasiniek Saccharomyces cerevisiae -
-1278-b uzavretych v Ca-algindtovom géli, ktord rastla na
definovanom médiu a vykazovala charakteristicki rastovi
krivku pozostavajicu zo Styroch nadvizujuicich faz. Prva ex-
ponencidlna fiza vykazovala zhodné rastové parametre ako
boli namerané v homogénnom exponencidlnom raste pri po-
uziti rovnakého média s koncentraciou biomasy 4-6 g susi-
ny.I'l. Pokas tejto fazy je Specifickd rastov4 rychlost zhodnd
s rychlostou rastu volnych buniek***! Stidie s pouZitim >'P
pomocou NMR (cit.”?) alebo enzymovou analyzou" zdéraz-
nili genotropnd regulaciu glykolytickych enzymov s nadpro-
dukciou hexokindzy a fosfofruktokindzy, ¢o moze vysvetlit
zvySeny tok v smere glukdza-etanol. Na druhej strane, pozo-
rovania Taipa*’ ukézali, Ze intracelularne pH viazanych buni-
ekje velmi stabilné v porovnani s vyvinom pocas fermentacie
volnych buniek. Vyskumy Galazza a Baileyho*!' udavaju, e
intracelularne pH imobilizovanych buniek sa ukazuje nizSie
ako pri bunkich volnych, ¢o dovoluje vyssi glykolyticky tok.
Biosyntéza zdsobnych sacharidov (trehaldéza a glykogén) sa
pri tychto rastovych podmienkach zvySuje. Tieto poznatky
mozu vysvetlit makromolekuldrne zloZenie biofilmov kvasi-
niek rastticich na Zelatinovom nosi¢i namerané Doranom a Bai-
leym>®*. Objasnenim tychto modifikdcii na enzymovej tGrovni
ako aj na urovni glykolytickej drdhy viazanych kvasiniek vo
vnutri nosi¢a moéze byt modifikdcia mikroprostredia buniek.
S obsahom biomasy v intervale 5-7 g suiny.I"! sa difiizne
parametre glukdzy a etanolu aZ tak nemenia a st blizke hodno-
tdém nameranym vo vodnom roztoku®. Diftizi a kyslika v algi-
ndtovom nosi¢i>*®je modifikovana a méze ovplyvnif metabo-
lickd drdhu cez enzymotropnu reguldciu fosfofruktokindzy.

Druhd fdza rastu je linedrna, ovplyvnend rychlostou difu-
zie zivin z média do nosi¢a. Vypracované Studie diftiznych
koeficientov kyslika”, glukézy, laktézy, galaktézy a etanolu™
jasne ukazuju vyrazny pokles v efektivnych difiiznych koefi-
cientech so zvy$ovanim homogénnej distribicie koncentracie
buniek kvasiniek.. PoCas tejto linedrnej fazy obsah intracelu-
larnych volnych aminokyselin je velmi nizky a celkova regu-
lacia dusika rasticich kvasiniek indukuje syntézy kontrolo-
vanych biosyntetickych drah3**. V tom istom Zase Specifickd
kapacita fermentacie viazanych buniek v nosi¢i merana v sus-
penzii po rozpustem nosica klesa. Majoritné mnozstvo glyko-
Iytickych enzymov sa zvySuje poclas tejto fazy a sleduje sa
paralelna exkrécia glycerolu, pyruvatu, sukcinéatu, oxalacetdtu
a O-ketoglutaritu. Vyznamny je fakt, Ze sa nenaiel Ziadny
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acetat”, Polas tejto fizy na tirovni morfologie kvasiniek™
makromolekuldrne zloZenie buniek ukazalo zvySenie obsahu
zdsobnych sacharidov (trehaldza a glykogén), alebo Struktu-
ralnych sacharidov (mannan a [3-glukan), ¢o je blizke k odha-
dom Dorana a Baileyho™. Po prvej a druhej line4rnej fize rastu
moZze byt merand elasticita gélu pouZitého na imobilizdciu.
Pocas tejto fazy nastdva malé zvySenie obsahu intracelular-
nych volnych aminokyselin, désledku malych poZiadaviek pre
rast buniek (druhd linedrna fdzaje pomalSia) a vysokej urovne
obsahu enzymov v bunkich®. Tieto dve linedrne fizy mozu
byt lahko skrtené, akje zvySend koncentricia Zivin v médiu
a objem inokula. Stvrtd rastova fdza, tieZ pseudostaciondrna
faza, je $pecificka pre bunky viazané na nosi¢. Kone¢né kon-
centricia biomasy v nosi¢i zavisi iba na mechanickych vlast-
nostiach pouzitého gélu’ 192 Koncentracia viazanej biomasy
méZe byf v intervale 30-75 g susiny.l" nosi¢a. Tato pseudo-
stacionérna fiza bola dosiahnutd po 100 az 200 hodindch rastu,
z4visi v8ak na objeme inokula a zloZeni média. Priblizné
charakteristiky nameral pre priemyselné vyuzitie spominané-
ho reaktora Masschelein a kol.”, pri¢om ¢&as zdvojenia buniek
bol 2 000 hodin. Fy zioldgia viazanych buniek v nosi¢i sa meni
pocas rastovej fizy v snahe dosiahnuf ustdleny stav, ¢o je
velmi rozdielne vzhladom na fyzioldgiu volnych buniek ras-
tucich na rovnakom médiu. Objem pociato¢ného inokula sa
zdd velmi ddlezity vzhladom na definovanie tejto fyzioldgie.
V pripade glykolytickej drahy na minimdlnom médiu Speci-
fick4 kapacita fermentécie viazanych buniek na nosici dosiah-
la optimum™. Tento fenomén je v koreldcii s vntitornym pres-
tupom biomasy v nosiéi, distribliciou kolonif a geometrickymi
parametrami nosica.

Hlavni dlohu vo vnutornom prestupe biomasy zohrava,
ako poukdzali Hilge-Rotmann a Rehm™* pri svojich experi-
mentech, porovnatelné spravanie sa imobilizovanych mikro-
kolénii a samostatnych imobilizovanych buniek, a tiez Si-
mon®’ pri skimani metabolizmu distribtcie argininu vo via-
zanej biomase s ohladom najeho lokalizaciu v guli¢kach.

Kontakt bunka-bunka moZe zmenif jej spravanie priamym
pdsobenim na bunkovu stenu™. Zmeny a fyzikdlnochemické
modifikdcie bunkovej steny pocas rastu buniek viazanych
v nosi¢i st podobné. Pri anaerébnych rastovych podmienkach
sposobuje nedostatok kyslika délezité zmeny na trovni ergo-
sterolu a nenasytenych mastnych kyselin v membrdnach kva-
siniek””.

Makromolekuldrne zlozenie buniek viazanych na nosic¢
v tejto faze a analyzy elektronovou mikroskopiou ukazali
pritomnost dolezitého periplazmatického priestoru spojeného
s velkym mnozstvom peptidomandnov (5-ndsobné zvysenie)
a men3im obsahom B-glukdnu’® v tychto bunkach. MnoZstvd
glykolytickych enzymov su modifikované nasledovne: fosfo-
fruktokindza a aldoldza ostdvaju nezmenené; hexokindza a al-
koholdehydrogenéza st v nadbytku (2 az 3-ndsobnom) a py-
ruvatdekarboxyldza klesa.

Vysoky intraceluldrny obsah glutaminu a asparaginu indi-
kuje nadbytek uhlikového prudu v cykle trikarboxylovych
kyselin a nizke poziadavky aminokyselin pre potrebu biomasy
opraviiujii vyluéovanie trikarboxylovych kyselin®.

Na druhej strane moldrny pomer etanol/glycerol merany
trikrdt potas pseudostacionarnej fizy fermenticie™ je vyssi
ako ten, ktory bol namerany pri fermentacii volnymi bunkami
a pocas inicia¢nej logaritmickej fazy buniek viazanych v no-
si¢i bol rast charakterizovany pomermi 15 a 14 (cit.”).
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8. Etanoltolerancia imobilizovanych kvasiniek

Miestom uéinku etanolu su v prvom rade membrany bun-
ky, a to najma cytoplazmatickd membrdna a membrany rdz-
nych intraceluldrnych organel. V membranach spésobuje
zmenu fluidity, rekonstitticiu zloZenia lipidov, zasahuje rézne
membranové transportné systémy, ¢im ovplyviluje prestup
glukozy, zivin, ¢i inych zloziek z média do bunky, urychluje
pasivny prestup proténov>®%. Strata membrdnovej integrity
zniZuje schopnost' bunky udrzat koncentracny gradient cez
membranu. NavySe etanol spésobuje inhibiciu a denaturaciu
vnutrobunkovych proteinov a niektorych glykolytickych en-
zymov a zasahuje ne$pecificky do respiraéného refazca bun-
ky®. Etanol zniZuje optimalnu a maximalnu teplotu rastu, &im
zapri¢ifuje termalnu smrt kvasiniek. Inhibicia rastu a viability
sa prejavuje uz pri nizkych koncentrécidch etanolu, zatial ¢o

oy

fermentaénd rychlost je ovplyvnend az vy$§imi koncentrd-
ciami®!,

Co sa tyka vplyvu etanolu na respirdciu kvasiniek, glyko-
lytickd produkcia CO, je viac senzitivna k inhibicii etanolom
ako aerébna respirdcia®. Mobilizované bunky ukazujti rézne
modifikdcie vo fyziologickom stave a biochemickom zlozZeni
v porovnani s rozsuspendovanymi bunkami. Niektori autori
publikovali zdokonalenia v alkoholovom kvaseni pri pouziti
imobilizovanych kvasiniek, bud’ uzavretych v géli, alebo pouZi-
tim adsorpénych technik, Uzavretie biokatalyzatore v polymér-
nej matrici (alginit vapenaty alebo karagenan) je preferované
mnohymi vyskumnikmi, pretoze imobiliza¢né podmienky st
nendro¢né. Napriklad Holcberg a Margalith® zistili, Ze bunky
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 uzatvorené v karage-
nane pri vsadzkovej fermentécii 300 g.I"! skvasiteInej glukézy
produkuji maximélnu koncentraciu etanolu 121 g.l'l V porov-
nani s 96 g.1"' pomocou neimobilizovanych kvasiniek. Dalsi
autori uvddzaju podobné vysledky v produkcii etanolu a tole-
rancii vo¢i nemu pri pouziti algindtu sodného alebo arabskej
gumy ako imobilizaéného média®. Podobné zistenia v etanol-
tolerancii pri imobilizacii boli popisané aj pri inych kmeioch:
Saccharomyces carlsbergensis®, S. cerevisiae NRRL Y-132

(cit.”), S. diastaticus®a S. bayanusm,

cou v laboratériach, pri riadenom rozmnoZzovani rastlin i v prie-
myselnych fermentdcidch. Problémy spojené s vyrobou ino-
kulovanych gélovych guldcok, ako aj mechanickd nestabilita,
boli zapri¢inené tvorbou cheldtov s vapenatymi i6nmi%, Ca-
alginat vykazuje nestabilitu proti fosfitom a CO,uvolnenému
pocas kvasenia. Ako dobrd metéda na zvySenie mechanickych
vlastnosti guldCok je povazované tvrdnutie alginidtovych bio-
astic pésobenim iénov AI** (cit.”’). Predupravené celulézové
guli¢ky” alebo gélové gulicky z pektatu vdpenatého’' ziskali
pozoruhodné mechanické vlastnosti a operaénu stabilitu. Gé-
lové gulicky pektdtu vdpenatého maju nizku citlivost' na iény
a chemické Cinidld, které poskodzovali tieto gulicky”. Kara-
genan je termoreverzibilny gél a mohol by byt vyhodny pre
vyuzitie v priemyselnej produkcii malych inokulovanych gé-
lovych gulidiek®.

9. Vplyv na senzorické vlastnosti piva

Diacetyl je senzoricky aktivna ldtka mladého a hotového
piva. Koncentracia diacetylu znacne ovplyviiuje chuf a voiiu
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napoja. Norma dovoluje maximdlnu koncentriciu tejto zlozky
na 0,2 mg.l’]. Konverzia diacetylu na senzoricky neaktivny
acetoin prebieha v procese dokvasovania. o-Acetolaktdt je
prekurzorom pri tvorbe diacetylu, a na za&iatku dokvasovania
je konvertovany v pive na diacetyl. Odburavanim diacetylu
vznikd acetoin a nakoniec butdndiol. Existuju postupy na
konverziu diacetylu pomocou mobilizovanych buniek alebo
enzymov’’, ale v praxi st tieto metédy mélokedy aplikované.
Skér nasiel uplatnenie spésob, ked o-acetolaktdt je teplom
konvertovany na diacetyl’® a potom za anaerébnych pod-
mienok prebieha konverzia diacetylu na acetoin pomocou
imobilizovanych kvasiniek. Zriedkavo su aplikované rekom-
binantné kmene kvasiniek so zmenenou aktivitou acetolaktat-
dekarboxyldzy”. Po technickej strénke anaerdbny proces s imo-
bilizovanymi kvasinkami moZe byt aplikovany s periodickou
aerdciou, ktora sliZi na udrzanie vitality kvasiniek, V pivo-
varnictve, hlavne pri kontinudlnych procesoch, kde produkt
priamo ide na konzumdciu, prevzduSnenie piva ovplyviluje aj
senzorické parametre tohto napoja”®. Pri pomaly sa mno-
ziacich kvasinkdach vyprodukované pivo ma vyssi obsah a-
-aminodusika, a tym nevyvédZend chuf a poruSenu koloidni
stabilitu. Tento problém bol rieSeny v pivovare Kirin (Japon-
sko), zavedenim aerébnej fermentacie volnymi bunkami, kto-
rd je zaradend pred fermentorom s imobilizovanymi bunkami.
Produktivita celého procesu vzrastla iba na dvojndsobok, ¢o
indukuje pokles efektivnosti'tohto postupu. Pri porovnavani
piva vyrobeného klasickou technolégiou a imobilizovanymi
bunkami je koncentracia aromatickych latok v pripade imobi-
lizovanych kvasiniek niz§ia. Déavkovanie kyslika v priebehu
fermentdcie sice zniZzuje koncentraciu celkovych dusikatych
latok, ale vedie k nizSej produkcii esterov a vysSej produkcii
acetaldehydu a vy$8ich alkoholov. Bolo dokdzané, Ze rychle
mnoZenie sa kvasiniek vedie ku vzniku zvySenej tvorby pre-
kurzorov aminokyselin a méze ddjst k prekro€eniu optimalne;j
hranice vysSich alkoholov a oxo-kyselin. Na druhej strane
tvorba esterov z etanolu a vysSich alkoholov je katalyzovana
cytosolickou alkohol-acetyl-transferdzou, ktord méze byt in-
hibovand nenasytenymi mastnymi kyselinami a ergosterolom.
Dala by sa o&akdvaf vys$Sia produkcia esterov pri aplikdcii
imobilizovanych buniek spésobend nizkym obsahom nenasy-
tenych mastnych kyselin v plazmatickej membrane. Tento jav
moéze byt odévodneny aj prestupom kyslika do membrany.
Bolo dokdzané, 7e bunky ziskané z vrstiev z blizkosti povrchu
nosica’’ obsahuji nenasytené mastné kyseliny v znadne vyiej
koncentrécii ako bunky vo vnutri nosi¢a. Pre malé algindtové
gulicky (priemer 2 mm) bol gradient koncentriacie mastnych
kyselin omnoho mensi ako pri vacSich peletkdch. Bol potvr-
deny aj fakt, ze produkcia chutovo aktivnych zlt&enin je pri
kvaseni pomocou imobilizovanych buniek nizsia, ¢o je spo-
sobené nizSou metabolickou aktivitou buniek. Dostupnost’
kyslika sa z tohto dovodujavi byt kritickd pre kontrolu tvorby
chutovo aktivnych zldéenin v imobilizovanych systémoch.

10. Zaver

Vyuzitie imobilizovanych systémov je v biotechnoldgii uz
samozrejmostou. Tdto technoldgia prenikd uz aj do takych
klasickych technolégii, ako vyroba piva. Pri fermentdcii mla-
diny pomocou imobilizovanych kvasiniek kvalitu findlneho
produktu v zna¢nej miere ovplyvituje typ chemického nosi¢a
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a sposob imobilizdcie. Zmeny medzi volnymi a viazanymi
bunkami vyvolané imobilizdciou ovplyviiuji chuf, charakter,
vofu a analytické parametre piva. Pri viazanych bunkdch sa
zvysuje rychlost' tvorby a odburavania vicinalnych diketénov.
Zmeni sa teplotné optimum kvasného procesu, ¢o vyvoldva
zmeny v prchavom profile piva. Imobilizdcia zvySuje etanol-
toleranciu kvasiniek, ¢o je vyhodou pri kvasem vysokokon-
centrovanych mladin. Stidium imobilizécie a jeho vplyv na
fyziolégiu kvasiniek je ddlezité z toho ddévodu, ze zmeny
v technologickom procese mozu pozitivne ovplyvitovat eko-
nomiku vyroby piva.
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This article summarizes the up-to-date information on the
yeast physiology under the continuous beer fermentation con-
ditions. Because of technological adaptation and progress, it
is important to understand the physiological influence of im-
mobilization. The yeast immobilization stimulated the ethanol
tolerance. The beer quality is significantly influenced by the
chemical composition of the yeast carrier and by the im-
mobilization technique.





