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2. Imobilizované systémy a nosiče

Imobilizácia volných buniek móže byť definovaná ako
technika limitujúca volnu migráciu buniek. Ak si zvolíme
imobilizované buňky ako tvorců produktu v prevádzkových
rozmeroch, musíme zohladniť tieto aspekty11-
7) Nosný materiál musí byť cenovo dostupný.
2) Systém by mal byť lahko ovládatelný a mal by poskytovat'

dobré výsledky.
3) Buňky by mali mať predlženú životnosť v nosiči, ktorý by

nemal byť toxický pre ne.
4) Buňkový nosič by mal mať dostatočnú kapacitu pre mno-

ženie buniek v tomto nosiči.
5) Kinetické správanie aplikovaného nosiča by málo byť

logické, vysvětlitelné a nemálo by mať vedlajšie účinky na
fermentáciu, hlavně čo sa týká difúznej limitácie, lokálne-
ho pH a akumulácie inhibítorov.

6) Akékolvek dósledky metabolizmu na vlastnosti nosiča
musia byť akceptovatelné.
Z praktického hladiska základnou funkciou dobrého nosi-

ča je pútať buňky v podmienkach prietokového systému.
Pohyblivosť buniek je možné obmedzovať tzv. pasivnými,

alebo aktívnymi metodami. Základné, v súčastnosti známe
metody imobilizácie buniek sú:
/) samovolná agregácia buniek flokuláciou;
2) viazanie buniek do predom připraveného nosiča polymér-

neho typu;
3) adsorpcia buniek na povrch nosiča;
4) využitie membrán pri imobilizácii buniek.

1. Uvod

Pri kontinuálnych fermentáciách sú značné problémy s vy-
plavováním biomasy z fermentora. Predovšetkým pri anaerób-
nom procese kvasenia nárast biomasy je velmi pomalý, a preto
móže dójsť k vyplaveniu biomasy. Riešením tohto problému
móže byť zabudovanie filtračného modulu do systému na
zabránenie vyplavovania kvasiniek, alebo viazanie buniek.
Technológia využívajúca imobilizované pivovarnické kvasin-
ky takúto možnosť poskytuje. Velkou výhodou technik imobi-
lizácie je možnosť vysokej koncentrácie katalyzujúcej bio-
masy v kontrolovatelnej formě, čo má za následok zrýchlenie
procesu a spósobilosť možnosť kontinuálně pracovat' vysoko
nad nominálnou zrieďovacou rýchlosťou1. Avšak imobilizova-
né systémy majú tiež svoje nevýhody, ako například čiastočná
limitácia difúzie2"7. Vnútorné gradienty pH, koncentrácií kys-
líka, substrátu, a tiež produktu sú výsledkom mikroenviromen-
tálnych efektov8"9. Na prekonanie difúznej překážky je snahou
hladať nosiče s vysokou pórovitosťou pri zachovaní malých
rozmerov. V tomto zmysle sa limitácia přenosu substrátu
a produktu v biomase týká všetkých reaktorov. Od roku 1987
bol směr využívajúci imobilizované kvasinky v pivovarníctve
viac skúmaný v praktických súvislostiach a bol mu věnovaný
i vačší priestor na Európskych pivovarnických kongresoch
(E.B.C.)10.

3. SamovoFná agregácia bíiniek

Pasivné techniky založené na možnostiach sedimentácie vel-
mi flokulujúcich kvasiniek12 boli použité pre reaktory na re-
cykláciu buniek pri kontinuálnej výrobe etanolu13 a piva14. Pre
systém „APV veza" bola táto technika úspěšné aplikovaná v prie-
myselných rozmeroch pri výrobe etanolu. Reaktor pozostával
z vertikálnej cylindrickej věže s kónickým dnom. Veza je
ukončená zónou so zarážkami, pričom v tomto mieste má veza
velký priemer. Celkový poměr výšky a priemeru je v rozmedzí
7:1 až 10:1, s priemerom věže od 0,9 m až do 2 metrov.
Dosahované výsledky s vysokou koncentráciou buniek od 50
do 80 gramov buniek na liter média sú v objemovej produkcii
etanolu okolo 60 g.l^.h"1. Zachovanie póvodnej chuti vyrobe-
ných fermentovaných produktov, čo je nevyhnutnou podmien-
kou v pivovarníckom priemysle, bolo pri tomto spósobe velmi
obmedzené. V skutočnosti uspokojujúci kompromis nebol
nikdy nájdený a produkcia piva so samovolné agregujúcimi
kvasinkami bola zastavená na začiatku 70 rokov15.

4. Viazanie buniek do nosiča

Najrozšírenejšou metodou imobilizácie je tzv. viazanie
buniek do nosiča (matrixu). Buňky sa viažu do gelu, ktorý je
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netoxickým polymérom. Typickými predstavitelmi polymé-
rov používaných na viazanie buniek sú algináty, kappa-kara-
genany, chitosany, agar, polyakrylamid, pektín, želatína, ainé l f > 1 8.
Polymérna zmes je upravená do želaného tvaru, kterým sú
zvyčajne gélové guličky s priemerom 0,3-3,0 mm. Guličky
s menším priemerom sú preferované, kvóli lepším charakteri-
stikám přestupu látok.

Táto technika dovoluje pracovat s vyššími koncentraciami
biomasy. Hlavnou výhodou tejto imobilizačnej metody je, že
nosič je dostatočne porézny kvóli přestupu substrátu a produk-
tu. Nahromadenie buniek by málo byť čo naj dokonalejšie, aby
sa vyplnil nosič v čo najváčšej miere. V ionotropných géloch
akými sú alginát a chitosan dosahuje velkost pórov maximálně
15 nm, čo je pod hranicou velkosti akejkolvek mikrobiálnej
buňky, a preto buňky nie sú vyplavované z nosiča. Napriek
tomu prerastanie buniek je jedným z hlavných problémov
v mnohých systémoch, kde sa pracuje s buňkami uzavretými
v géli. Z toho dóvodu viacerými odborníkmi19"20boli navrh-
nuté techniky, kde sú buňky obalené dvoma vrstvami polyme-
ru.

Mechanická pevnost' gelu je dóležitá pre minimalizáciu
rozpadania, opotrebovania, alebo vyplavovania buniek z nosi-
ča. Operačná stabilita imobilizovaných buniek v algálnych
polysacharidoch móže byť zlepšená tvrdiacimi činidlami, ako
sú periodát, glutaraldehyd, alebo hexametylendiamín21"22

5. Adsorpcia buniek na povrch nosiča

Imobilizácia buniek na povrch popravených poréznych,
alebo neporéznych nosičov je metoda, kterou móžeme nahra-
diť techniku viazania buniek do gélov. Táto technika je velmi
šetrná fixačná metoda, pretože nepotřebuje žiadne změny
v kultivačných podmíenkach na tvorbu imobilizovaných bio-
katalyzátorov. Typické nosiče pre tento spósob imobilizácie
kvasiniek Saccharomyces species sú piliny, keramické poréz-
ně tehly, sklo, DEAE celulóza, polyuretan, PVC, ai. Zmobili-
zované buňky na povrchu v priamom kontakte s kvapalným
substrátem znižujú problémy s prestupom živin cez vrstvu
nosiča. Vysoká prietoková rychlost' cez takýto reaktor móže
spósobovať uvoíňovanie buniek z povrchu nosiča. Avšak in-
terakcie medzi buňkami a povrchom nosiča nie sú až tak
preskúmané. Van der Waalsove sily, elektrostatické interakcie
medzi opačné nabitými povrchmi, kovalentné i hydrofóbne
vazby tiež participujú na adsorpcii.

Porovnanie medzi dvoma rozdielnymi imobilizačnými
mechanizmami je komplikované, pretože v jednom nosiči sa
ich uplatňuje niekolTco. Isté připravované pórovité nosiče mó-
žu reprezentovat' kombinovánu formu imobilizovaných bu-
niek zahrňujúcu adsorpciu, samovolnú agregáciu buňkových
populácií a nakoniec viazanie agregátov do pórovitých sietí
nosičov. Za zmienku stojí počiatočná přilnavost' buňky na
povrch nosiča, která je často sprevádzaná buňkovou sekréciou
polymérov zlepšujúcich adhéziu, a tým stabilizáciu spojenia
buňky a nosiča23.

Jestvuje niekoflco aplikácií imobilizovaných buniek s po-
užitím skla ako adsorpčného materiálu. Raschigove krúžky
z křemíkového skla sa móžu použit' na spontánnu adsorpciu.
Dobré výsledky vykazuje křemíkové sklo so 60 % pórovitos-
ťou, vellcosťou pórov 60-100 \\m a specifickým povrchom
0,4 m2.g"' nosiča. Zaujímavé modifikácietechniky skleněných

nosičov boli sledované Rouhetom24. Zvýšená adsorpčná afini-
ta kvasiniek na sklo bola dosiahnutá ich predchádzajúcim
upravením v roztokoch hlinitými iónmi.

Adhézia hydrofilných buniek ako Saccharomyces cerevi-
siae sa ukázala byť výrazné závislá na elektrostatických inter-
akciách povrchu so záporné nabitými buňkami. Potřebný klad-
ný náboj sa musí vytvořit' na povrchu nosiča v adekvátnom
množstve na miestach spontánnej adhézie. To bolo dosiahnuté
použitím granul DEAE celulózy. Imobilizácia potom prebie-
hala v dósledku iónových interakcii.

6. Využitie mebrán pri imobilizácií buniek

Použitím membrán ako nosičov sa dosiahlo 10-násobné
zvýšenie hustoty buniek oproti alginátu vápenatému. Mem-
bránami tak možno dosiahnuť zlepšenie objemovej produkti-
vity. Difúzna limitácia zahřňa aj tvorbu inhibičných produk-
tov, čo je jedna z najdóležitejších limitách' membránových
nosičov.

Membrány sú tvořené obyčajne z polymérov (PVC, poly-
propylén, alebo polysulfón). Je potřebné, aby membrány boli
hydrofilné pre jednoduchú výměnu živin a produktov, a tiež
mechanicky odolné voči rozdielnym tlakom. Používajú sa dve
základné zostavy: fólie a kazety s dutými vláknami. Fóliový
typ má obyčajne nízku odolnost' a vyžaduje přídavný nosič.
Duté vlákna dávajú membráně vyššiu odolnost' a váčší povrch
na jednotku objemu.

Problémy však vznikajú aj s nosičmi typu dutých vlákien.
Problematické je využitie a cirkulácia plynov, například bu-
blinky CO2 móžu blokovat plynulý prietok v trubiciach. Ne-
usmerňovaný rast buniek móže obmedziť plynulý prietok živin
a nekontrolovaná adhézia móže zapříčinit' znečistenie mem-
brány.

Zaujímavá změna v štandardnej metodologií viazania bu-
niek na membrány sa nazývá enkapsulácia. Buňky sú najprv
opracované ako pri metóde uzavretia do gelu, ale následné sú
získané guličky vystužené polymérmi, ako například poly-
etylénimínom. Gél je po tejto operách' rozpuštěný, ale buňky
zostávajú viazané v sieti polymeru, ktorý potom prepúšťa iba
molekuly s relativnou molekulovou hmotnostem mensou ako
ako 100 000. Poréznosť tohto polymeruje možné modifikovat
změnou jeho zloženia25.

Jedna z prvých aplikácií bola opísaná Narzissom a Helli-
chom26 v roku 1970. Systém využíval kvasinky a „diamace-
tálnu" zeminu ponechánu vo filtračnom elemente. Pivo bolo
produkované rýchlo a s dobrým výťažkom, ale finálny produkt
obsahoval vysokú koncentráciu diacetylu a volných aminoky-
selin, a naopak nízku koncentráciu vyšších alkoholov a este-
rov. Metabolizmus aminokyselin je samozřejmé kritický pri
kvalitě produkovaného piva, pretože příslušné metabolické
dráhy sú přepojené s produkciou takých chuťových zlúčenín
ako sú vicinálne diketóny, vyššie alkoholy, organické kyse-
liny, a tiež sírne zlúčeniny27. Kontinuálna fermentácia s využi-
tím buniek imobilizovaných v algináte bola po prvýkrát vy-
světlená Whiteom a Portnom v roku 1978 (cit.28). Koncentrá-
cie diacetylu, ktorý velmi zhoršuje chuťový profil, boli nad
povolenou hranicou. Curin29 nameral vysoké koncentrácie
volných aminokyselin v pivách produkovaných imobilizova-
nými buňkami v algináte. Tieto viazané buňky vykazovali
nižšiu rýchlosť odbúravania aminokyselin ako volné.
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Okrem fermentácie s náplňovou vrstvou kvasiniek Sac-
charomyces carlsbergensis imobilizovaných v algináte sa uká-
zali vázne limitácie špecifickej rastovej rychlosti30, spotřeby
kyslíka, syntézy membránových lipidov7, tvorby vyšších al-
koholov a estrov31. Ukazuje sa, že pri heterogénnej fermentácii
viazaných buniek v géli buňky lepšie rastu na povrchu gu-
ličiek27 Zaujímavé bolo zistenie Rydera a Masschclcinajl

o zvýšenej syntéze a uvolnění určitých aminokyselin, speciál-
ně kyseliny glutámovej z imobilizovaných buniek.

7. Fyziológia imobilizovaných
pivovarských kvasiniek

V případe produkcie piva bola sledovaná fyziológia kva-
siniek bez váčších detailov. Váčšina fyziologických návrhov
bola získaná použitím přístupu tzv. čierna skrinka, v ktorom
produkty skúmané v metabolizme pri kvašení mladiny majú
napomoct' pri identifikácii fyziologie imobilizovaných buniek.
Prvá produkcia piva bola charakteristická nerovnováhou chu-
ti, nízkým prírastkom volných aminokyselin, zvýšeným obsa-
hom vicinálnych diketónov a sírnych zlúčenín".

Fyziológia imobilizovaných kvasiniek, používaných pri
výrobe piva, v značnej miere ovplyvňuje charakter produktu.
Preto pri procesoch okrem inžinierskych apektov, ako je typ
fermentora a fermentačný režim, musíme optimalizovat' aj
podmienky ovplyvňujúce fyziologický stav kvasiniek. Avšak
táto problematika je ešte plná ne vynesených otázok.

Váčšina fyziologických studií o imobilizovaných kvasin-
kách pracuje s viazanými buňkami v Ca-alginátovom nosiči.
Tieto nosiče sú Tahko rozpustitelné a dovolujú robit' priame
analýzy viazanej biomasy.

Prvá správa věnovaná fyziologii uzavretých pivovarnic-
kých kvasiniek bola prezentovaná v roku 1985 Masschelei-
nom a kol.7 Táto studia pojednávala o buňkách imobilizova-
ných do alginátu vápenatého a osvětlila niektoré z vyššie
spomínaných bodov.

Počiatočné informácie o fyziologii kvasiniek imobilizova-
ných na povrchu nosiča boli publikované Navarom a Duran-
dom32, ktorí študovali správanie sa kvasiniek imobilizovaných
na guličkách silanizovaného skla. Zistili zvýšenie metabo-
lickej aktivity v buňkách (spotřeba glukózy a produkcia eta-
nolu). V roku 1980 zistili tiež zvýšenie v rychlosti delenia
buniek33. Podobné výsledky boli opísané Doranom a Bai-
leym34 v ich studii fyziologie kovalentne viazaných biofilmov
na želatíne ako nosiči. Stanovili odlišné zloženie buniek (sa-
charidy, proteiny, DNA, RNA), z ktorého vyplývá velmi
specifická morfológia porovnatelná s buňkami rastúcimi volné:
vyšší obsah sacharidov, DNA a rýchlejšie množenie buniek.

Mikroprostredie buniek v biofilmesajaví ako najdoležitej-
ší faktor ovplyvňujúci fyziológiu mikroorganizmov. Mozes
a Rouxhet3 5 3 6 ukázali, že interakcie buniek s nosičom tak isto
ako fyzikálnochemické vlastnosti nosiča móžu meniť aktivitu
imobilizovaných buniek na úrovni lokálnej koncentrácie che-
mikálií.

Zdá sa, že výroba tradičného piva s dórazom na chuť
a organoleptické vlastnosti móže byť úspěšná len v případe, ak
imobilizované buňky rastu podlá nasledovných predpokla-
dov. Hlavný čas zdvojenia kvasiniek viazaných v géli alginátu
vápenatého je okolo 2 000 hodin. To nie je fáza odpočinku
buniek, ale klcsajúca tendencia rastovej křivky koreluje s mi-

kroprostredím v nosiči, celkovo modifikuje sekundárný meta-
bolizmus buniek, ktorý charakterizuje organoleptické vlast-
nosti finálneho produktu. V súčastnosti výroba piva prebieha
technológiou povrchovej adsorpcie, alebo kolonizáciou table-
tovaného nosiča, čo dovoluje isté násobenie buniek.

Je potřebné, aby bola fyziológia imobilizovaných mater-
ských buniek v budúcnosti študovaná, no předpokládá sa, že
je zhodná s fyziológiou dcérskych buniek uvolňovaných do
média.

Aplikácia imobilizovaných buniek na produkciu palivo-
vých alkoholov3 7 3 8 bola oblasťou intenzívněno skúmania
v posledných dvadsatich rokoch. Na priemyselné využitie ta-
kýchto bioreaktorov je potřebné vyriešiť množstvo problémov
v oblasti fyziologie buniek, tvaru reaktorov a inžinierskych
procesov.

V roku 1987 Simon so svojimi spolupracovníkmi39 před-
stavil koncept časopriestorového vývinu fyziologie viazanej
biomasy na příklade kvasiniek Saccharomyces cerevisiae Z-
-1278-b uzavretých v Ca-alginátovom géli, ktorá rástla na
definovanom médiu a vykazovala charakteristickú rastovú
křivku pozostávajúcu zo štyroch nadvázujúcich fáz. Prvá ex-
ponenciálna fáza vykazovala zhodné rastové parametre ako
boli namerané v homogénnom exponenciálnom raste pri po-
užití rovnakého média s koncentráciou biomasy 4-6 g suši-
ny.I"1. Počas tejto fázy je specifická rastová rychlost' zhodná
s rýchlosťou rastu volných buniek40'41. Štúdie s použitím 3 1 P
pomocou NMR (cit.42) alebo enzymovou analýzou43 zdóraz-
nili genotropnú reguláciu glykolytických enzýmov s nadpro-
dukciou hexokinázy a fosfofruktokinázy, čo móže vysvětlit'
zvýšený tok v směre glukóza-etanol. Na druhej straně, pozo-
rovania Taipa42 ukázali, že intracelulárne pH viazaných buni-
ek je velmi stabilně v porovnaní s vývinom počas fermentácie
volných buniek. Výskumy Galazza a Baileyho41 udávajú, že
intracelulárne pH imobilizovaných buniek sa ukazuje nižšie
ako pri buňkách volných, čo dovoluje vyšší glykolytický tok.
Biosyntéza zásobných sacharidov (trehalóza a glykogén) sa
pri týchto rastových podmienkach zvyšuje. Tieto poznatky
můžu vysvětlit' makromolekulárne zloženie biofilmov kvasi-
niek řasnících na želatínovom nosiči namerané Doranom a Bai-
leym34. Objasněním týchto modifikácií na enzýmovej úrovni
ako aj na úrovni glykolytickej dráhy viazaných kvasiniek vo
vnútri nosiča móže byť modifikácia mikroprostredia buniek.
S obsahom biomasy v intervale 5-7 g sušiny.I"1 sa difúzne
parametre glukózy a etanolu až tak nemenia a sú blízké hodno-
tám nameraným vo vodnom roztoku45. Difúzi a kyslíka v algi-
nátovom nosiči3'46je modifikovaná a móže ovplyvniť metabo-
lickú dráhu cez enzýmotropnú reguláciu fosfofruktokinázy.

Druhá fáza rastu je lineárna, ovplyvnená rýchlosťou difú-
zie živin z média do nosiča. Vypracované štúdie difúznych
koeficientov kyslíka47, glukózy, laktózy, galaktózy a etanolu48

jasné ukazujú výrazný pokles v efektívnych difúznych koefi-
cientech so zvyšováním homogénnej distribúcie koncentrácie
buniek kvasiniek. Počas tejto lineárnej fázy obsah intracelu-
lárnych volných aminokyselin je velmi nízký a celková regu-
lácia dusíka rastúcich kvasiniek indukuje syntézy kontrolo-
vaných biosyntetických drah39'49. V tom istom čase specifická
kapacita fermentácie viazaných buniek v nosiči meraná v sus-
penzií po rozpustem nosiča klesá. Majoritně množstvo glyko-
lytických enzýmov sa zvyšuje počas tejto fázy a sleduje sa
paralelná exkrécia glycerolu, pyruvátu, sukcinátu, oxalacetátu
a a-ketoglutarátu. Významný je fakt, že sa nenašiel žiadny
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acetát50. Počas tejto fázy na úrovni morfologie kvasiniek50

makromolekulárne zloženie buniek ukázalo zvýšenie obsahu
zásobných sacharidov (trehalóza a glykogén), alebo štruktu-
rálnych sacharidov (mannán a P-glukán), čo je blízké k odha-
dom Dorana a Baileyho34. Po prvej a druhej lineárnej fáze rastu
móže byť meraná elasticita gelu použitého na imobilizáciu.
Počas tejto fázy nastává malé zvýšenie obsahu intracelulár-
nych volných aminokyselin, dósledku malých požiadaviek pre
rast buniek (druhá lineárna fáza je pomalšia) a vysokej úrovně
obsahu enzýmov v buňkách50. Tieto dve lineárně fázy móžu
byť íahko skrátené, ak je zvýšená koncentrácia živin v médiu
a objem inokula. Štvrtá rastová fáza, tiež pseudostacionárna
fáza, je specifická pre buňky viazané na nosič. Konečná kon-
centrácia biomasy v nosiči závisí iba na mechanických vlast-
nostiach použitého gelu5 1 5 2. Koncentrácia viazanej biomasy
móže byť v intervale 30-75 g sušiny.I"1 nosiča. Táto pseudo-
stacionárna fáza bola dosiahnutá po 100 až 200 hodinách rastu,
závisí však na objeme inokula a zložení média. Přibližné
charakteristiky nameral pre priemyselné využitie spomínané-
ho reaktora Masschelein a kol.7, pričom čas zdvojenia buniek
bol 2 000 hodin. Fy ziológia viazaných buniek v nosiči sa mění
počas rastovej fázy v snahe dosiahnuť ustálený stav, čo je
velmi rozdielne vzhladom na fyziológiu volných buniek ras-
túcich na rovnakom médiu. Objem počiatočného inokula sa
zdá velmi dóležitý vzhladom na definovanie tejto fyziologie.
V případe glykolytickej dráhy na minimálnom médiu speci-
fická kapacita fermentácie viazaných buniek na nosiči dosiah-
la optimum53. Tento fenomén je v korelácii s vnútorným pres-
tupom biomasy v nosiči, distribúciou kolonií a geometrickými
parametrami nosiča.

Hlavnú úlohu vo vnútornom přestupe biomasy zohráva,
ako poukázali Hilge-Rotmann a Rehm4 3 pri svojich experi-
mentech, porovnatelné správanie sa imobilizovaných mikro-
kolónií a samostatných imobilizovaných buniek, a tiež Si-
mon3 9 pri skúmaní metabolizmu distribúcie arginínu vo via-
zanej biomase s ohTadom na jeho lokalizáciu v guličkách.

Kontakt bunka-bunka može zmeniťjej správanie priamym
pdsobením na bunkovú stenu54. Změny a fyzikálnochemické
modifikácie bunkovej steny počas rastu buniek viazaných
v nosiči sú podobné. Pri anaeróbnych rastových podmienkach
spósobuje nedostatok kyslíka dóležité změny na úrovni ergo-
sterolu a nenasýtených mastných kyselin v membránách kva-
siniek755.

Makromolekulárne zloženie buniek viazaných na nosič
v tejto fáze a analýzy elektronovou mikroskopiou ukázali
přítomnost' dóležitého periplazmatického priestoru spojeného
s velkým množstvom peptidomanánov (5-násobné zvýšenie)
a menším obsahom (3-glukánu56 v týchto buňkách. Množstva
glykolytických enzýmov sú modifikované následovně: fosfo-
fruktokináza a aldoláza ostávajú nezměněné; hexokináza a al-
koholdehydrogenáza sú v nadbytku (2 až 3-násobnom) a py-
ruvátdekarboxyláza klesá.

Vysoký intracelulárny obsah glutamínu a asparagínu indi-
kuje nadbytek uhlíkového prúdu v cykle trikarboxylových
kyselin a nízké požiadavky aminokyselin pre potřebu biomasy
oprávňujú vylučovanie trikarboxylových kyselin34.

Na druhej straně molárny poměr etanol/glycerol meraný
třikrát počas pseudostacionárnej fázy fermentácie56 je vyšší
ako ten, ktorý bol nameraný pri fermentácii volnými buňkami
a počas iniciačnej logaritmickej fázy buniek viazaných v no-
siči bol rast charakterizovaný pomermi 15 a 14 (cit.57).

8. Etanoltolerancia imobilizovaných kvasiniek

Miestom účinku etanolu sú v prvom radě membrány buň-
ky, a to najma cytoplazmatická membrána a membrány róz-
nych intracelulárnych organel. V membránách spósobuje
změnu fluidity, rekonštitúciu zloženia lipidov, zasahuje rózne
membránové transportně systémy, čím ovplyvňuje přestup
glukózy, živin, či iných zložiek z média do buňky, urychluje
pasivný přestup protónov58'59. Strata membránovej integrity
znižuje schopnost' buňky udržať končentračný gradient cez
membránu. Navýše etanol spósobuje inhibíciu a denaturáciu
vnútrobunkových proteínov a niektorých glykolytických en-
zýmov a zasahuje nespecificky do respiračného reťazca buň-
ky60. Etanol znižuje optimálnu a maximálnu teplotu rastu, čím
zapříčiňuje termálnu smrť kvasiniek. Inhibícia rastu a viability
sa prejavuje už pri nízkých koncentráciách etanolu, zatiaT čo
fermentačná rychlost' je ovplyvnená až vyššími koncentrá-
ciami61.

Čo sa týká vplyvu etanolu na respiráciu kvasiniek, glyko-
lytická produkcia CO2 je viac senzitívna k inhibícii etanolom
ako aeróbna respirácia62. Mobilizované buňky ukazujú rózne
modifikácie vo fyziologickom stave a biochemickom zložení
v porovnaní s rozsuspendovánými buňkami. Niektorí autoři
publikovali zdokonalenia v alkoholovom kvašení pri použití
imobilizovaných kvasiniek, buď uzavretých v géli, alebo použi-
tím adsorpčných technik. Uzavretie biokatalyzátore v polymér-
nej matrici (alginát vápenatý alebo karagenan) je preferované
mnohými výskumníkmi, pretože imobilizačné podmienky sú
nenáročné. Například Holcberg a Margalith63 zistili, že buňky
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 uzatvorené v karage-
nane pri vsádzkovej fermentácii 300 g.ť' skvasitelnej glukózy
produkujú maximálnu koncentráciu etanolu 121 g.l"' v porov-
naní s 96 g.l'1 pomocou neimobilizovaných kvasiniek. Další
autoři uvádzajú podobné výsledky v produkcii etanolu a tole-
rancii voči němu pri použití alginátu sodného alebo arabskej
gumy ako imobilizačného média63. Podobné zistenia v etanol-
tolerancii pri imobilizácii boli popísané aj pri iných kmeňoch:
Saccharomyces carlsbergensis64, S. cerevisiae NRRL Y-132
(cit.65), S. diastaticus66 a S. bayanus61.

Alginát vápenatý bol najširšie používanou gélovou matri-
cou v laboratóriách, pri riadenom rozmnožovaní rastlín i v prie-
myselných fermentáciách. Problémy spojené s výrobou ino-
kulovaných gélových gulóčok, ako aj mechanická nestabilita,
boli zapříčiněné tvorbou chelátov s vápenatými iónmi68. Ca-
alginát vykazuje nestabilitu proti fosfátom a CO2 uvolněnému
počas kvasenia. Ako dobrá metoda na zvýšenie mechanických
vlastností gulóčok je považované tvrdnutie alginátových bio-
častíc pósobením iónov Al3+ (cit.69). Predupravené celulózové
guličky70 alebo gélové guličky z pektátu vápenatého71 získali
pozoruhodné mechanické vlastnosti a operačnú stabilitu. Gé-
lové guličky pektátu vápenatého majú nízku citlivost' na ióny
a chemické činidla, které poškodzovali tieto guličky72. Kara-
genan je termoreverzibilný gél a mohol by byť výhodný pre
využitie v priemyselnej produkcii malých ínokulovaných gé-
lových guličiek68.

9. Vplyv na senzorické vlastnosti piva

Diacetyl je senzoricky aktívna látka mladého a hotového
piva. Koncentrácia diacetylu značné ovplyvňuje chuť a vóňu
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nápoja. Norma dovoluje maximálnu koncentráciu tejto zložky
na 0,2 mg.l"1. Konverzia diacetylu na senzoricky neaktívny
acetoín prebieha v procese dokvasovania. a-Acetolaktát je
prekurzorom pri tvorbě diacetylu, a na začiatku dokvasovania
je konvertovaný v pivě na diacetyl. Odbúravaním diacetylu
vzniká acetoín a nakoniec butándiol. Existujú postupy na
konverziu diacetylu pomocou mobilizovaných buniek alebo
enzýmov73, ale v praxi sú tieto metody málokedy aplikované.
Skór našiel uplatnenie spósob, keď a-acetolaktát je teplom
konvertovaný na diacetyl74 a potom za anaeróbnych pod-
mienok prebieha konverzia diacetylu na acetoín pomocou
imobilizovaných kvasiniek. Zriedkavo sú aplikované rekom-
binantné kmene kvasiniek so změněnou aktivitou acetolaktát-
dekarboxylázy75. Po technickej stránke anaeróbny proces s imo-
bilizovanými kvasinkami móže byť aplikovaný s periodickou
aeráciou, ktorá slúži na udržanie vitality kvasiniek. V pivo-
varníctve, hlavně pri kontinuálnych procesoch, kde produkt
priamo ide na konzumáciu, prevzdušnenie piva ovplyvňuje aj
senzorické parametre tohto nápoja76. Pri pomaly sa mno-
žiacich kvasinkách vyprodukované pivo má vyšší obsah a-
-aminodusíka, a tým nevyváženu chuť a porušenu koloidnú
stabilitu. Tento problém bol riešený v pivovare Kirin (Japon-
sko), zavedením aeróbnej fermentácie volnými buňkami, kto-
rá je zaradená před fermentorom s imobilizovanými buňkami.
Produktivita celého procesu vzrástla iba na dvojnásobok, čo
indukuje pokles efektivnosti tohto postupu. Pri porovnávaní
piva vyrobeného klasickou technológiou a imobilizovanými
buňkami je koncentrácia aromatických látok v případe imobi-
lizovaných kvasiniek nižšia. Dávkovanie kyslíka v priebehu
fermentácie sice znižuje koncentráciu celkových dusíkatých
látok, ale vedie k nižšej produkcii esterov a vyššej produkcii
acetaldehydu a vyšších alkoholov. Bolo dokázané, že rychle
množenie sa kvasiniek vedie ku vzniku zvýšenej tvorby pre-
kurzorov aminokyselin a móže dójsť k prekročeniu optimálnej
hranice vyšších alkoholov a oxo-kyselín. Na druhej straně
tvorba esterov z etanolu a vyšších alkoholov je katalyzovaná
cytosolickou alkohol-acetyl-transferázou, ktorá móže byť in-
hibovaná nenasýtenými mastnými kyselinami a ergosterolom.
Dala by sa očakávať vyššia produkcia esterov pri aplikácii
imobilizovaných buniek spósobená nízkým obsahom nenasý-
tených mastných kyselin v plazmatickej membráně. Tento jav
móže byť odóvodnený aj prestupom kyslíka do membrány.
Bolo dokázané, že buňky získané z vrstiev z blízkosti povrchu
nosiča77 obsahujú nenasýtené mastné kyseliny v značné vyššej
koncentrácii ako buňky vo vnútri nosiča. Pre malé alginátové
guličky (priemer 2 mm) bol gradient koncentrácie mastných
kyselin omnoho menší ako pri váčších peletkách. Bol potvr-
dený aj fakt, že produkcia chuťovo aktívnych zlúčenín je pri
kvašení pomocou imobilizovaných buniek nižšia, čo je spó-
sobené nižšou metabolickou aktivitou buniek. Dostupnost'
kyslíka sa z tohto dóvodu javí byť kritická pre kontrolu tvorby
chuťovo aktívnych zlúčenín v imobilizovaných systémoch.

10. Závěr

Využitie imobilizovaných systémov je v biotechnologii už
samozřejmostem. Táto technológia preniká už aj do takých
klasických technologii, ako výroba piva. Pri fermentácii mla-
diny pomocou imobilizovaných kvasiniek kvalitu finálneho
produktu v značnej miere ovplyvňuje typ chemického nosiča

a spósob imobilizácie. Změny medzi volnými a viazanými
buňkami vyvolané imobilizáciou ovplyvňujú chuť, charakter,
vóňu a analytické parametre piva. Pri viazaných buňkách sa
zvyšuje rychlost' tvorby a odbúravania vicinálnych diketónov.
Změní sa teplotně optimum kvasného procesu, čo vyvolává
změny v prchavom profile piva. Imobilizácia zvyšuje etanol-
toleranciu kvasiniek, čo je výhodou pri kvasem vysokokon-
centrovaných mladin. Studium imobilizácie a jeho vplyv na
fyziológiu kvasiniek je dóležité z toho dóvodu, že změny
v technologickom procese móžu pozitivně ovplyvňovať eko-
nomiku výroby 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.
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