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Pokusy konané v ramci vyzkumného ukolu, jehoZ ci-
lem je vyuZiti vézanych kvasinek k vyrob& piva, byly
v prvni fazi zamé&Feny na vybér vhodného nosice, a pro-
to zatim nepPfekrocily laboratorni méfitko. Aby mohly
byt imobilizované buiiky nsp&ing vyuZity v pivovarském
primyslu, musi vykazovat fadu vlastnosti, které b&Zng
pouZivané vareéné kvasnice nemaji, napf. dlouhodobé
zachovani dobrého fyziologického stavu, mnohonasobné
opakované vyuZiti, omezeni autolyzafnich pochod,
tvorby neZddoucich vedlejSich metabeliti apod. Vedle
téchto poZadavki musi byt vlastni imobilizace jednodu-
chd, levna a nevyZadujici nakladné zafizeni. K naSim
pokusiim jsme vybrali nékolik zplisobii vazby bunék, a
to nejen podle vlastnosti ziskaného buné&éného biokata-
lyzatoru, nybrZ i podle ceny vychozich surovin a jejich
dostupnosti.

Imobilizaci bunék lze uskute€nit nékolika zpilisoby.
Rozhodujicim faktorem pro zvoleny zplisob imobilizace
jsou poZadavky na kone¢né vlastnesti ziskaného bioka-
talyzatoru. Obecné se rozdé&luji metody vazani bunék po-
dle toho, zda se vaZou na nosiC pouze fyzikalné [van
der Waalsovy sily mezi nepolarnimi molekulami], nebo
fyzikalné chemickymi interakcemi, poptipadé kovalentni
vazbou [1]. Kromé& zakladnich forem imobilizace lze
tyto rozdelit jeSté podle typu pouZité metody:

1. Adsorpce bunék na nosic

2. Agregace bunék flokulaci

3. Zabudovani bunék v polyvmeru

a) spolusrdaZeni bunék s polymery nerozpustnymi
ve vodé, i

b] zachyceni bunék v gelech rozpustnych za tepla
ve vodé,

c] zapolymerovani bunék,
d] mikroinkapsulace bungék
4. Kovalentni zesiténi mikrobunééného ohsahu
5. Kovalentni nebo fyzikalné chemicka vazba
na nosié

bunék

a) vazba bunék na organicky nosi¢ umélého pii-
vodu,

b) vazba bunék na anorganicky nosi¢ umélého pi-
vodu,

¢) vazba bun&k na nosi¢ pfirodniho pivodu

6. Kovalentni vazba bunék na buiiky
ad 1.

Nejjednodussim zpusobem vazby mikrobidlnich bunék
nebo enzymia je adsorpce bunék na nosif. Jde v princi-
pu o polarni nebo fyzikdlni adsorpci bunék na povrchu
¢aslic nosice, popfipadé jejich kombinaci. Jako nosice
se nejtastéji pouZivd ménita kationti a anionti na béazi
derivata celulosy, rtznych iontoménnych pryskyfic nebo
silika elu. Je zfejmé, Ze adsorpce zavisi nma chemické
povaze povrchu bunécéné siény, respektive na jejich
funkénich skupinach. V pivovarsivi se této metody po-
uziva pri imobllizaci g-glukanasy [2].
ad 2.

Agregace bunék flokulaci tu€inkem flokulantu vede
k tvorbé agregdati bunék, zaloZené na principu fyzikalné
chemické interakce, pfevainé polarni [3]. Builky nejsou
jen na povrchu, nybrZ i uvnitf ¢dstic prepardtu. Vhod-
nymi a n¢innymi flokulaénimi ¢inidly byvaji sloudeni-
ny, které jsou schopny ovlivnit povrchovy néboj bunék,
napf. minerdlni hydrokoloidy, iontoménice, rtizné poly-
elektrolyty atd.
ad 3.

Mechanické zachyceni (zabudovdni buné&k v polymeru]
je velmi Zasto pouZivana metoda. PPFi spolusraZeni bu-
nék s polymerem nerozpustnym ve vodé se smisi vodna
suspenze bunék s polymerem rozpusténym ve vhodném
organickém rozpoustédle a smés se poté nechd vysra-
Zet bud ve vodé, nebo v jiném rozpoustédle, nékdy
pouhym piisobenim vzduchu. K zachyceni bunék se po-
uZiva rada polymerii — napf. nitraty celulosy, polyure-
tan, polyvinylalkohol [3], di- a triacetat celulosy [4, 5],
e-celulosa [7], polystyren [7, 8] aj.
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Vazbeou Kvasinek Saccharomyces cerevisiae v algina-
tovém gelu se zabyvali Kierstan a Bucke [9], ktefi sle-
dovali mnoZstvi etanolu tvofeného imobilizovanymi buii-
kami pfi zkvaSovani glukow Maximalni dosaZena acin-
nost systému byla 90 % z teoretického maximéalniho wy-
téZku.

Brodelius, Nilsson a Mosbach wyuZili bunék Trigo-
nopsis variabilis zachycenych v alginatovém gelu v re-
aktoru pro vyrobu e-ketokyselin pFisludnych D-aminoky-
selin.

Obdobné jako v algindtovém gelu mohou byt mikro-
bialni bufiky vdzdny i v jinych gelovitych latkach, jako
jsou napf. Zelatina, carragenany, derivaty celulosy —
karboxymethylcelulosa [10] aj. Napfiklad Deo etal. [11]
popsali produkci patulinu bufikami Penicillium urticae
vazanymi na carragenan.

Carragenanovy gel pouZivali pro vazbu bunék i Mori,
Suzue, Osuga a Wada [12], ktefi na né&j imobilizovali
butiky Acetobacter aceti pro vyrobu octa. White a Portno
[13] vyuZili imobilizovanych pivovarskych kvasinek pfi
kontinudlnim kvaSeni. Kvasinky byly navazany v gelu
algindtu vdpenatého a pro imobilizaci byl vybrdn nese-
dimentujici kmen Saccharomyces cerevisiae. Kvaseni
probihalo v laboraterni kvasné veéZi. Systém byl nepfe-
trZité v Cinnosti 7 mésicti bez jakéhokoli nepfiznivého
poklesu kvasné schopnosti kvasinek. ProkvaZeni mladi-
ny, narist buné&fné hmoty i hodnoty tékavych aroma-
tickych latek byly v podstaté shodné s kontrolnim
.batch” pokusem, u kterého se pouZil stejny kmen ne-
vazanych kvasinek.

Pfi zapolymerovdni bunék w siti polymeru se misto
hotového polymeru pouZije ve smeési s bufikami vhodny
monomer a sifovaci €inidlo. Pro tento zpiisob lze pouZit
gelt jak organickyech, tak i anorganickych. Nejcastéji se
pouZiva zapolymerovdani bunék do polyakrylamidového
gelu [14].

Zapolymerovani bungk do polyakrylamidu je metoda
jiZz dokonale propracovand a hojné vyuZivana. Priimyslo-
vad aplikace zatala v r. 1973. Rada pracovnikii popsala
nékolik metod vyuZiti vdzanych bunék piri kontinualni
vyrobé L-citrulinu [15], kyseliny asparagové [16, 17, 18],
kyseliny glutamové [19] a koenzymu A [20]. K imobili-
zaci vyuZili bunék Pseudomonas putida, Achromobacter
liquidum, Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum
a Brevibacterium ammoniagenes.

Mikroinkapsulace se provadi nejvice metodou fazové
separace a mezipovrchové polymerace. Margaritis a Ro-
we [21] imobilizovali buiiky Zymomonas mobilis mikro-
inkapsulaci v semipermeabilni membréané nitriatu celu-
losy. Mikrokapsule byly naplnény do kolony a pouZiva-
ny jako kontinudlni bioreaktor na vyrobu etanolu
z glukosy.
ad 4.

Kovalentniho zesiténi vnitrobunétného obsahu jednotli-
vych bunék se dosdhne chemickou reakci bunék, respek-
tive nékterych buné&énych komponenta (zvlasté bilkovin]
s polyfunkénimi ¢&inidly. Sifovacim polyfunkénim &i-
nidlem miiZze byt latka, jejiZ reaktivni skupiny dostatet-
né rychle reaguji se skupinami sloZek bunééné siény,
cytoplasmatické membrany a cytoplasmy; jscu to pfede-
viim aminoskupiny, hydrexyskupiny a merkaptoskupiny.
Kovalentni zesiténi stabilizuje buiky proti autolyze a
hlavné fixuje aktivitu enzymil. Polyfunkénimi sitovaci-
mi €inidly jsou predeviim dialdehydy odvozené od di-
karboxylovych kyselin (glutaraldehyd), déle polydiazo-
slou€eniny, diizokyandaty, reaktivni chlorované derivaty
triazinu apod. [1]. Culik et al. [22] vypracovali metodu
pro kovalentni zesiténi vnitrobunééného obsahu. Celé
buiiky vysokoprodukniho kmene Escherichia coli CCM
2843 s obsahem penicilinacylasy byly zesitény Gfinkem

polyfunkénich aldehydi a pouZity k semikontinudlni pfi-
pravé G-aminopenicildnové kyseliny hydrolyzou benzyl-
penicilinu.

ad 5.

Vazba bunék na organicky nosi¢ umélého piivodu se
provadi smi3enim vodné suspenze bunék s casticemi
polymeru. Castice polymeru jsou nejfastéji sférického
tvaru a obsahuji chemicky aktivni skupiny, které rea-u-
ji s buikami za vzniku komplexii polymer—buiika. Buii-
ky jsou na jednotlivé ¢astice polymeru poutany pfe-
vazné kovalentni vazbcu. Jako nosife se nejéastéji po-
uZivaji polymery na bdzi glycidylmethakryldtu s re-
aktivnimi epoxidovymi skupinami, nebo methakrylalde-
hydu s reaktivnimi aldehydovymi skupinami. Gulaya et
al. [23] popsali imobilizaci bunék Saccharomyces para-
doxus na hydroxylalkyl-methakrylatovy gel. Obdobny gel
— Separon 1000 byl modifikovan né&kolika riiznymi zpt-
soby. Vznikly tak nosice s riiznymi prostorovymi Spoj-
kami — ,spacery”. Tyto modifikované Separony byly
dale aktivovany glutaraldehydem nebo karbodiimidem.
Vlastni imobilizaéni proces probiha tak, Ze suspenze bu-
nék ve fosfatovém pufru se tfepe s aktivovanym nosi-
éem pri 22 °C po stanovenou dobu [1 aZ 14 dni].

Kennedy [24] imobilizoval buiiky Saccharomyces ce-
revisiae, Escherichia coli, Serratia marcescens a nékte-
ré kmeny rodu Acetobacter na uméle vzniklé polymerni
komplexni hydroxidy Zr!V a TilV.

Vieth a spol. [25, 26] vyvinuli imobilizadni metodu,
pfi které jsou celé buiiky fixovany na rekonstituované
kolagenové membraneé.
ad 6.

Kovalentni vazba bunék na buiky ma za nasledek
tvorbu mikrobidlnich bunécnych agregdtii. Buiiky jsou
vazany bud vzéjemné, nebo na buné&fné nosice rtznych
druhfi prokaryontnich nebo eukaryontnich organismi
kbvalentnimi vazbami pomoci polyfunkcnich Cinidel. Ty-
to mikrobidlni buné&fné agregdty jsou kovalentné& zesi-
téné, jsou nerozpustné a maji dobrou sedimentacni
schopnost [27]. Takto byly vazdny buiitky Escherichia
coli CCM 2843 s vysokym obsahem enzymu penicilin-
acylasy.

1. Experimentéalni ¢ast

K imobilizaci kvasinek jsme pouZili nékolika zplisobii
a v laboratornim méritku jsme posoudili vlastnosti
ziskanych biokatalyzétorii. Postupné jsme navazali kva-
sinky témito metodami:

1. Zapolymerovéani bunék v polymeru

2. Zachyceni bunék v gelech rozpustnych za tepla ve
vodé

3. SpolusrdZeni
vcode

4. Kovalentni vazba bunék na nosi¢

5. Kovalentni zesitegni vaitrobun&éného obsahu

1. Zabudovédni bunék v polymeru se velmi Casto apli-
kuje pri imobilizaci bakteridlnich bunék. Aktivita bio-
katalyzatoru zavisi na relativni koncentraci bungk a na
stupni zesiténi polymeru. Hustota pfi€nych vazeb v po-
lymeru ovlivituje jeho difusibilitu.

K zapolymerovani kvasinek se pouZil 2-hydroxyethyl-
methakrylat. Polymerace probihala pfii teploté v rozmezi
5 az 10°C ve vodném prostfedi. Reakce byla zahdajena
pridanim redoxiniciatort. Koncentrace monomeril se vo-
lila tak, aby se ziskal gel riizn€ porézni (mala sitova
hustota]. Zm&nou koncentrace sifovadla v polymeracni
smési se regulovala poréznost gelu. Prfed vlastni poly-
meraci se nejdfive poiymerani smés dikladné& promy-
la dusikem. Doba polymerace byla vidy 24h a ziskany
biokatalyzdtor se potom promyval nékolik dni vodou.

2. Pro tento zpiisob imobilizace jsme pFipravili 2 5%

bungk s polymery rozpustnymi ve
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roztok agaru pfi teploté 40°C, ke kterému se piidaly
kvasinky promyté fyziologickym roztokem. Po dokonalé

Tabulka 2. Zména hmotnosti neoSetrengch a oSetrenigch
peletek vlivem nabobtndni

homogenizaci se smé&s vsifikovala do roztoku tcluenu a
dichlormethanu, vychlazeného na —10°C. Vzniklé ka- Aot Y e
iCky agaru jsou nerozpustné ve vodé. ) : LT
. = Varianta vazangch bunsk | COrStve pfi-| peletek po
pravenych |11. kvasném
Tabulka 1. Kvasné zkouSky s vdzangmi kvasinkami peletek [g] | cyklu [g]
v algindtu vdpenatém =
T Neosetfeny povrch peletek 19,3 35,0
KvaSeni pfi | KvaSeni pfi Osetfeny povrch peletek | 19,3 22,0
¥ 20°C 7 °C i
Oznadeni sledovanych | = | ’
ukazatelil - =l | vaza- s
vazané | kon- | ﬂéd kon- Tabulka 5. Pribéh opakovaného zakvaSovdni neoletre-
buiiky | trola buiiky! trola nymi a oletfengmi algindtovgmi peletkami
1. | Doba kvaSeni — dny 3 9 . 6 5 l Neosetiené Osetiené
Koncentrace kvasinek L. D—O*ba : peletky peletky
v mlading £5 oo bufiky | buiiky
o | m7sus/i00g + 56,0  + 62,4 5% | 9oy P, % ‘ = P, % =
* | P, mladého piva % 808 | 819 489 | 702 iy m1.106 ml.108
f; Koncentrace kvasinek | -
v mladém pive 64 | ;
y s 2 . »
L1 mosus/io0g mil/ml | 2993 0 | 2893 : - B oo . o
Isoslouceniny Al iz ! % | z ?
s s 42,4
mg/1000 ml | 16,8 142 245 | 181 fi g gg'g 2’3‘ | gi’g 18’2
M = — 25 2 83,7 99 839 48,1
B s : | 6. | 3 84,4 150 | 844 32,1
2. | Doba kvaseni — dny 2 [ 2 | 86 6 o | 2 83.9 146 | 835 281
Koncentrace kvasinek [ 8 | 2 842 306 | 839 37.3
v mlading i 9. 3 84,0 243 | 830 191
o | m7sus/100g + 4301 + 46,5 d o 842 27 .4 842 20,5
y | Pz mladého piva % 800 | 847 80,0 | 69,9 1. i 9 849 14,4 844 27,8
k lKDncen'tracet kvasinek ! 12. 3 84,4 141 843 41.7
| | v mladém pivé 177 | | TC AT ! 83,2 7.5 83,3 26,4
4| mrsus/l100g mil/ml | 3375, 0 [3105 T . | 83,4 109 | 823 | 321
s | IsoslouCeniny 15. | 1 834 227 | 832 39.8
mg/1000 ml 192 | 186 153 | 133 T 825 90 | 840 15.1
hudal e ileg. it (v} § o A 17. 3 81,0 115 | 848 21,4
18. 1 83,0 186 | 832 149
3. | Doba kvaZeni — dny | 2 2 7 T 19. 1 81.8 15,1 82,7 278
Koncentrace kvasinek 20. 1 82,4 9.7 I 826 20,3
| v mladiné | 21. 1 83,7 118 82,7 10,6
¢ | mzsus/i00g + 450/ + | 453 22. 3 84.3 85 813 | 193
y | P, mladého piva % 78,4 80,5 | 79.7 62,6 23. 1 82,7 38 ) 88 | 18,8
K | Koncentrace kvasinek 24. 1 826 5o el S I - s §
| |v mladém pivé 17,4 25. 1 832 116 | 813 6,9
u | m7sus/i00g mil/ml | 3325| © 193,5 26. 1 82,3 127 | 81,9 7,1
s | Isoslouceniny ! ol 1 829 115 83,4 9.4
| mg/1000 ml 15,7 15,2 | 15,5 16,9 28. I 82,6 5,6 82,4 11,6
| 29. = — - - 82,6 7.5
s IR o e : 30. — — — '| 81,8 6,1
4. | Doba kvaseni — dny 2 2 6 6 |
Koncentrace kvasinek
v mlading |
% m3 sus./100 g = 605 + 68,0 né peletky alginatu vapenatého jsou pruZné a pomérnée
y | Pzmladéhopiva®% | 859 855 871 | 509 pevne. Pramér peletek zavisi na priiméru kapilary pri
k I:orglceélé;?cewkgasmek: o gerl vstFikovani vychozi suspenze do roztoku chloridu vépe-
1 o P ; ] : 0 ji 8.
S m= sus./100 g | mil/ml | 337.0 mil/ml 2295 natého. Vytvrzené peletky se dikladné promyji ve vodé
g | Isosloueniny | 4, Daliim zkou3enym zpfisobem imobilizace byla vazba
mg 1000 ml | 191 | 185| 145 13.2 kvasinek na umély nosi¢. K pokusim jsme pouZili poly-
| . i fenylenoxidu, kter§ se pfed imcbilizaci nejdFive akti-
e voval glutaraldehydem. S aktivovanym nositem se po-
Koncentrace mladiny % 9,38 tom trepala suspenze kvasinek 24 aZ 48 hodin. PFipra-
ED?ISSS?;IHY 305 veny biokatalyzdtor se diikladné& promyje vodou.
& : Obdobnym zplisobem se vazaly kvasinky na modifiko-

Pozn.: + mnoZstvi vazantch kvasinek v peletkdch pouzZitych pro
kvasné zkoulky odpovidda asi 70 mg sus./100- ngl mladiny

3. PFi této metodé vazby bunék se velmi €asto apli-
kuje alginat sodny v koncentralnim rozsahu 1 aZ 15 %.
V ptripraveném rcztoku algindtu sodného se rozmichaji
kvasinky a tato homogenni smés se potom vstfikuje do
roztoku chloridu vdpenatého. Vyménou sodikovych iontid
za vapenaté vznika gelovitd nerozpustna forma. Ziska-

vany Separon. K dispozici jsme méli dva typy s rliznymi
prostorovymi spojkami, a to tetramethylendiamin — Se-
paron (B;T) a ethylendiamin — Separon. Oba nosice se
aktivovaly opét glutaraldehydem. Dalsi postup pripravy
biokatalyzatoru byl stejny jako pfi zpracovani poly-
fenylencxidu.

5. V posledni zkou3ené skupiné se sledoval vliv ko-
valentniho zesiiéni vnitrobunééného obsahu. Jako sito-
vaciho polyfunkéniho Cinidla jsme pouZili glutaraldehy-
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du. Ke zvyieni propustnosti cytoplasmatické membrany
se vyuzil aéinek tensidf, v nafem pfFipadé to byl Slova-
fol 909. Doba plisobeni zied&ného roztoku glutaraldehy-
du byla vZdy 20 min. 5 uvedenym tensidem se zesiténé
bunky tfepaly jednu hodinu. Takto upravené buitky se
diikladn® promyly vodou a pouZily ke kvasnym
zkoudkam.

2. PonZité analytické metody

PFi kontrole vlivu kasného procesu na pevnost vazby
a aktivity biokatalyzatoru v laboratornim meéfitku se
pouZily jednoduché metody, a to pyknometrické stano-
veni zdanlivého extraktu, konefného stupné prokvase-
ni [28], a poftu uvolnénych bun&k v mladém pive.

K zajisténi stejného vychoziho sloZeni mladiny byla
zkvadovana sterilni mladina. KvaSeni probihalo pfi
20°C. Po ovéreni nejvhodnéjiiho zpiisobu imobilizace se
sledoval vliv priibéhu kvasného procesu na senzorické
vlastnosti piva ve &tvrtprovoznim méfitku. PFi téchto
pckusech bylo analytické hodnoceni rozSiteno o tyto
metody:

2.1 Chemicky rozbor piva [29]

2.2 Isosloufeniny se stanovily podle Kloppera [29].Vy-
sledky jsou uvedeny v mezindrodnich jednotkdach hor-
kosti

2.3 Stanoveni volného aminodusiku metodou TNBS [30]

2.4 Stanoveni anthokyanogeni metodou Harrise a Ric-
kettse, upravenou MoStkem [31]

2.5 Stanoveni celkovych polyfenolti podle Jerumanise
[32]

2.6 Stanoveni vy$Sich alkohold, esterii a mastnych Ky-
selin plynovou chromatografii [33]

2.7 Stanoveni karbonylovych latek plynovou chromato-
grafii po izolaci jako Z4-dinitrofenylhydrazony [33].

3. Piehled vysledkii a diskuse

Ze viech zkoudenjch nesiéd pro imobilizaci kvasinek
se nejlépe osvedCil alginat sodny a je zatim jedinym
nosicem, ktery by se mohl uplatnit v provoznich pod-
minkdch. U ostatnich biokatalyzatorii byla velmi nizka
aktivita, takZe napf. ani za tfi dny nezaCalo normaini
kvaieni, nebo pevnost peletek byla nedostatecnd [napfi.
u vazby na agaru), popf. nasltdvalo uvolilovani bunék
z nosite a normdalni pomnoZeni bunék, jez pteSly do
substratu, takZe pfirlistek biomasy byl prakticky stejny
jako u srovnavaciho kvasenf.

Kvasnd aktivita vazanych kvasinek v alginatovych pe-
letkach se ovéfila kvasnymi zkouikami, pfi kterych se
vidy za 48 h zjistil stupeii prokvaseni a mnoZstvi vol-
nych kvasinek v prokvaSeném substratu. Peletky se pro-
praly ve vodé a ihned se s nimi opét zakvasila mladi-
na. Soutasné byly ke kontrolnimu kvaZeni vidy pouZity
sebrané kvasnice. Kvasné cykly v uvedeném uspoiada-
ni se opakovaly c¢tyfikrat. Obdobné kvasné zkou3ky se
konaly pii nizké teploté [7°C). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1.

Z vysledkii uvedenych v tab.1 vyplyva, Ze teplofa
20°C pri kva%eni pPiznivé pilisobi na fyziologicky stav
kvasinek, a to prakticky stejn& u obou typl kvaSeni
(vdzané a volné buiiky). U kontrolniho kva3eni se po-
hyboval stupeii prokvaseni v rozsahu 80 aZ 85,5 %, za-
timco u pokusného kvaseni mezi 78 a¥ 86 %. PomnoZe-
ni kvasinek u vazanych buné&k bylo nepatrné a proto
se pouZilo ke zjisténi jejich koncentrace misto vaZkove
metody (uréeni susiny) potitdni bungk. Casteény pii-
ristek véazanych kvasinek je zplisoben pravdépodobné
oddélenim dcefinych bunék eod materskych, které jsou
zachyceny na povrchu peletek. U normalniho kvaSeni
se zvysila koncentrace kvasinek aZ Sestindscbné. Ziraty
isosloutenin byly u jednotlivych kvasnych cykla vy-
rovnane.

U pokusii vedenych pfi nizké leploté (7°C) se pro-
dlouZila doba kva%eni o 3 aZ 5 dni. Pfi prvnim zakva-
Seni vazanymi kvasinkami prokvasila mladina pouze na
49 %, v dalsich kvasnych cyklech dosahovalo prokva-
Seni hednot koneéného prokvaSeni. U kontrolniho kva-
Seni se stupeii prokvaseni opakovanym nasazovanim
sebranych kvasnic sniZoval a u posledniho cyklu byl
pouze 51 %. PomnoZeni kvasinek u srovnavaciho kva-
Seni bylo primérné trojndsobné. U vdzanych kvasinek
se nezjistil v prvnich tfech cyklech Zadny piirlistek bu-
nék, v poslednim cyklu se pohybovala koncentrace
volnych kvasinek okolo 4 mil/ml.

Cerstvé pripravené alginatové peletky v prib&hu
kvaSeni Castetné nabobtnaly, a proto se v dalsi €asti
pokusil oZetfil povrch peletek proti bobtnani (tab. 2).
Pro dleuhodobé vyuZiti vazanych bunék se porovnal vliv
opakovaného zakvaSovadni a ifinek o3etfeni povrchu pe-
letek na kvasnou aktivitu. Z provozniho hlediska ma
omezeni bobtnavosti velky vyznam, protoZe trvalé udrZe-
ni malych rozméri peletek umoZiiuje dostatetné vyuZiti
plniciho objemu kvasné nadoby.

Dlouhodobé opakované pouZiti obou typli vazanych
kvasinek umoZnilo posoudit trvanlivost pFipravenych
peletek. ZakvaZovala se opét sterilni mladina. Vysledky
jsou uvedeny v fabulce 3.

PF¥i po&itdani bun&k byl soufasné posouzen mikrosko-
picky i vzhled peletek, jejich povrch a pevnost. NejniZii
koncentrace volnych bun&k v mladém pivé byla na za-
catku kvasnych pokusii [neoSetfené peletky), b&hem ce-
1é doby zkou3ek se zvyiila asi o dvojndsobek, v primé-
ru se pohybovala okolo 12 mil/ml. Stupeii prokvaSeni
byl prakticky u v3ech kvasnych cyklt stejny a odpovi-
dal hodnoté koneéného prokvaSeni. Po 23. cyklu se né-
které peletky rozpilily a v mladém pivé se zaCaly obje-
vovat nepatrné amorfni ¢éastecky algindtového gelu.
Kvasné zkousky se ukon€ily po 28. kvasném cyklu.

Peletky s oSetfenym povrchem byly rozmérové asi
o0 polovinu mensi neZ peletky neofetiené. Kromé 1. kvas-
ného cyklu byl stupeii prokvaSeni u obou typill vaza-
nych bunék stejny. PomnoZeni voln¢ch bunék bylo
u osetfenych peletek vy33i, aviak od 20. cyklu mélo
postupné Klesajici tendenci, takZe pred ukongenim zkou-
Sek (32 cykla) bylo mladé pivo téméf Cciré. Pevnost
osetfenych peletek byla lep3i, nebylo pozorovdno ani
ptleni ani uvoliiovdni ¢dstefek gelu do piva.

Na zavér prvni etapy laboratornich zkousek pFipra-
vilo se vetsi mnoZstvi algindtovych peletek, aby se
mohlo posoudit sloZeni piva, pfipraveného ve Ctvripro-
voznim méfitku. Zatim neni jeSté vypracovan optimalni
technologicky postup pro kvaSeni vazanymi kvasinkami,
a proto jsme zvolili pro tuto zkousku zkraceny kvasny
postup. PouZili jsme peletky neoZetfené a o3etfené. Cel-
kova vyrobni doba byla 13 dni. Hlavni kvaSeni u ne-
o3etfenych peletek trvalo 144h (7°C) a dokvaSovani
7dni pFi 29C. U peletek s ofetfenym povrchem se oveé-
til vliv vysoké teploty pfi hlavnim kvaZeni. Mladina se
zakvasila pii 20°C a po 55 hodindch bylo mladé pivo
zesudovdno a dokvaSovdno 11 dni. Ob& pokusna piva
byla stofena soucasné. K této ctvrtprovozni zkou3ce se
pouZila provozni 10% mladina. Jako srovndvaci pivo
k analyzdm se pouZilo bEZne vyrdb&né vyCepni 10%
pivo. Vysledky rozborfQi piv jsou uvedeny v fabulkdch 4,
5, 6.

Nejhloubgji prokvasilo pokusné pivo, vyrobeno z mla-
diny, zakvaZSené neoSetfenymi peletkami a nejniZsi pro-
kva3eni bylo u srovnédvaciho piva. Rozdil mezi zdanlivim
prokvaSenim srovnédvacihe piva a pokusnych piv byl
v praméru 9,7 %. Pokles koncentrace volného aminodu-
siku byl nejvétsi u mladiny kvaSené pfi 20 °C. Také ztré-
ty isosloufenin byvly u tohoto piva nejvetsi.
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Tabulka 4. Chemicky rozbor piv Tabulka 6. Karbonylové latky v hotovgeh pivech
T = =
= = [mgflf
Er |wEgs :
: a0 e i -t s
Oznateni sledovanych SEOVIY - S P g= = g ferg
ukazatelt vacl | g | e s Ozna&eni karbonylovfch | sroyns. | Si& |@ =i
pivo | 2X 8., 283 latek ; [e€R |BER
52%5 | 8230 vack lgng foes
D o | 2T S0 pivo L2x5 @ g
| O RXEa |5 oMe 555&?%} ggﬁu
f D > ol 2% >0
O e gl VR
Zdanlivy extrakt U 257 1,71 1,48 =L BE
Skuteény extrakt U 3,92 3,15 3,02
Alkohol %| 284 3.02 3.21 Ethanal 9.9 78 9,5
Piivodni koncentrace Aceton 0,69 See | 0,30
mladiny %| 950 9,09 9,25 Propanal 0,03 0,02 0,05
Zdanlivé prokvaseni % | 729 812 84,0 2-Methylpropanal 0,24 011 | 018
Skuteéné prokvaseni % | 587 65,3 67,4 Diacetyl 0,32 0,46 0,30
Bonatas zaanlive Butanal 0,18 0,61 0,81
prokvageni % 83,4 825 | 839 2—Methylbu§anal 0,80 017 | ol
Barva podle Branda 0,55—0,60/0,30—0,35/0,40—0,45 2,3-Pentandion 0,16 011 | 0,19
Pentanal 0,08 0,04 0,05
pH 4,20 4,60 425 |
Celkovy dusik [ Hexanal | 0,07 0,06 0,12
mg/1000 m1 514 354 | 389 Heptanal 0,02 0,02 e
i , Acetoin 29 2,0 5.2
Voln§ aminodusik
: | Furfural 0,15 0,14 0,23
mg/1000 ml 99,5 455 | 745
| Oktanal | 0,09 0,08 0,16
Anthokyanogeny | = | 009 0.07 015
mg/1000 ml 32,6 180 | 250 Dekanal | O : ’
Polyfenoly :
mg/1000 ml 1476 1136 1296
Isoslougeniny
mg/1000 ml 19,4 13,6 15,7
MJH 218 =5 ez 18,9 Zvysena teplota (20°C) pfFi kvaseni se projevila vy33i
koncentraci 2-methylpropanolu, 2- a 3-methylbutanolu a
2-fenylethanolu. Také pti nizké teploté byl obsah jme-
novanych slocu€enin ¢&steéné zvyieny pii porovnani se
srovndvacim pivem. Ostatni slouCeniny (estery a mast-
: 5 & kyseliny) se pohybovaly u vSech piv prakticky na
Ika 5. Tékavé ldtky v hotovgch pivech 1
st y HERR stejné drovni. Podstatn& vyrazné&jsi rozdily byly zjistény
= u karbonylovych latek. Provozni srovndvaci pivo obsa-
(mg/l] L= hovalo pcmérné vysoké mnoZstvi 2-methylpropanalu a
= - 3-methylbutanalu, jeZ obvykle signalizuji neZédouci oxi-
S = = = daéni zmény pfi vyrobé. Zvyiena koncentrace diacetylu
¥ . o L
Oznaée]nfllt(:ﬁkdwm brovn’a- “”E’E‘ gE”&. u viech vzorkii miiZe byt vyvoldna skladbou pouZitych
vagcs 5;—-‘5 ’I:E\‘E surogétii. U pokusnych piv bylo naopak vice butanalu,
BI¥O EE2 2% 2., | Ktery zpisobuje nasladlou aZ nakyslou vini.
o 8=
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Polednikova, M. - Sedova, H. - Kahler, M.: Imobhilizované

pivovarské kvasinky. Kvas. pram., 27, 1981, €. 9, s. 193
aZz 198.

V prvni ¢éasti tohoto vyzkumného idkolu byly porov-
nany razné zplsoby imobilizace kvasinek a vlastnosti
ziskanych biokatalyzatoril. Nejlépe se osvédcil jako
nosi¢ alginat vdpenaty, a to nejen z hlediska pfipravy a
pevnosti vazby, nybrZ i z hlediska udrieni dlouhodobé
vysoké kvasné aktivity. Postupné se urcily zakladni para-
metry pro vazbu kvasinek a soucasné se vyzkouSel zpii-
sob potlateni bobtnavosti algindtovych peletek. Nékteré
prvky pfipravy vazanych bunék jsou pFedmétem paten-
tové pfihlasky.

V dalsi €asti reseni tohoto vyzkumného tkolu je za-
méfena pozcrnost na vliv kontaminace provoznich mla-
din na prithéh kvaSeni pfi aplikaci vdzanych bungék a
na vypracovani nejvhodnéjsiho technologického postupu

pro pokusy ve vétiim meéritku.

Moaepnukosa, M. - Ulenosa, E. - Kanep, M.: Hmmobuan~
30BaHHBIe NHBHBIC Apoxku. Kpac. npym., 27, 1981, Ne 9,
cTp. 193—198.

B nepBofi wacTH 3TOro HAy4HO-HCC/IENOBATEILCKOrO 3a1a-
HIisl COMNOCTABJS/ICH PpasHple cHocofbl  HMMOOHIH3AUMA
ApOMKKelh M CBOHCTBA TOJYYEHHBIX OGHOKATAJAH3ATOPOB.
Jlyuuie Bcex onpapnan ce6s B KAUeCTBE HOCHTENS ajbrHHAT
Kadbllid, H To HE TOJLKO C TOYKH 3peHHH €ro TOJY4YeHHd H

IPOYHOCTH CBS3H, 4 TakkKe U C TOUKH 3DEHHS COXPaHCHHH
JIOJTOBPEMEHHOIT BLICOKO GPOANHJILHON AKTHBHOCTH. [Mocre-
NEHHO ONpeleHIHCE OCHOBHLIE NapaMeTpel 1Jd CBA3H
APOMIKER W 0/(HOBPEMEHHO HCIBITHIBAJICS METOJ MOAaBJIeH A
HaGyXaeMOCTH 4JbCHHATHBIX neder. HekoTopeie npueMmbl
HOJYYEHHS CBA3AHHEIX KJGTOK #ABJAIOTCA OpeMeToM na-
TEHTHOTO COOGIIeHHS.

B caueayioliefi 4acTH penleHHs 3TOH HAYUHO-HCCIENOBA-
TEJALCKON 3ajauyy BHIMAaHHE HANPABJICHO Ha BJlsHHE KOH-
TAMHHALMHE NPOH3BOJACTBEHHOTO Cycla Ha Teuenne Gpoxce-
HHSL TIPH NPHMEHEHHH CBS34HHBIX KJICTOK M Ha paspadoTKy
CaMOT0 BHTOAHOTO TEXHOJOTHUECKOro crmocofa st 3SKCHe-
PHMEHTOB B G0JbllleM Macimrade.

Polednikova, M. - Sedov4, H. - Kahler, M.: Immobilized
brewing yeast. Kvas. prim. 27, 1981, € 9, s. 193—198.

In the first part of this research problem different
manners of yeast immobilization and properties of the
obtained biocatalysts were compared. As the best car-
rier the calcium alginate was found not only from the
standpoint of preparation and bond strength but also
from the point of view of maintenance of high ferment-
ation activity. Principal parameters of yeast linkage
were determ'ned stepwise and at the same lime the
manner was tested how to suppress swelling capacity
of alginate pellets supression. Some steps of cell im-
mobilization are the object of the patent registration.

The second part of this research problem concerns
the influence of the large-scale wort contamination on
fermentation, which in the immobilized cells are applied
and the specification of the optimal technology of the
fermentation process.

Polednikova, M. - Sedovs, H. - Kahler, M.: Immobilisierte
Bierhefen. Kvas. prim. 27, 1981, No. 9, S, 193—198.

In dem ersten Teil dieser Forschungsaufgabe wurden
verschiedene Methoden der Immaobilisierung der Hefen
sowie auch die Eigenschaften der gewonnenen Biokata-
lysatoren verglichen. Als Trager bewdhrte sich am
besten das Kalziumalginat, und =zwar nicht nur mit
Hinsicht zu der Aufbereitung und zu der Festigkeit der
Bindung, sondern auch vom Standpunkt der Erhaltung
einer langfristicen hohen Girungsaktivitdt. Es wurden
stufenweise die Grundparameter fir die Hefenbindung
bestimmt und zugleich Verfahren zur Hemmung des
Quellungsvermdgens der Alginatpellets erprobt. Einige
Elemente der Zubereitung der gebundenen Zellen
wurden zum Patent angemeldel.

In der weiteren Etappe der Forschunzsarbeit wird
die Aufmerksamkeit auf den Einflufi der Kontamination
der Betriebswiirzen auf den G&rungsverlauf bei der
Applikation der gebundenen Zellen und auf die Aus-
arbeitung des geeignetsten technologischen Verfahrens
fiir Versuche in einem griferen Ausmaf gerichtet.



