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Ovod

SlouZi-li glukéza jako energeticky substrdt, mohou
kvasinky ziskat za anaerobnich podminek veSkerou
energii pro syntetické pochody a riist pouze alkoholo-
vou glykol§zou. Bauchop a Elsden [1] dokazali, Ze zkva-
Senim jedné grammolekuly glukézy se miiZe vytvofit
z uvolnénych 2 ATP bez pfistupu vzduchu 21 g kvasnic-
né suliny. Kvasinky musi{ byt vSak zcela zédsobeny ze
substrdtu aminokyselinami a dalSimi daleZitymi ristovy-
mi latkami, aby se mohla vyuZit uvoln&n4 energie pouze
pro jejich riist. Toto zji§téni vede k pFfedpokladu, Ze se
mohou kvasinky mnoZit neomezen& dlouho i za anaerob-
nich podminek. Jejich riist je v3ak zavisly na obsahu
ergosterolu v butikdch, nebot pfi poklesu jeho koncen-
trace pod limitni hodnotu se zastavi riist bundk [2].
Klein et al. [3] zjistili, Ze v pfisné anaerobnim prostie-
di se netvofi v buiikdch ergosterol. K zajist&ni riistu za
anaerohnich podminek se musi ergosterol pfidavat do
substratu, nebo se musi zajistit nepatrn§ pfisun kysli-
ku, protoZe v jeho pfitomnosti se ergosterol syntézuje
z glukoézy. Z t8chte studii vyplyvd, Ze i pFi anaerobnim
kvaZeni, které je spojeno s riistem, musi byt pFitomen
kyslik. Podle jeho spotfeby mé ze v3eobecného hlediska
dvoji vyznam [4]:

1. jako stopovy prvek stimulujici tvorbu sterold,

2. jako akceptor vodiku umoZiiujici oxidaci a uvolné&ni
energie z redukovanych substrati oxidativni fosforylaci.

V tomto pripadé se uplatiiuje jako makroprvek a jeho
spotfeba je srovnatelnd s mnoZstvim energetického
substratu.

Uvedend zjisténi dobfe vysv&tluji, pro¢ kyslik roz-
pudtény v substrdtu nemd p¥i anaerobnim kvaseni pfimy
vliv na pfirGstek bunék. Priim&rné mnoZstvi rozpusténé-
ho kysliku v substrdtu pfed zakvaZenim byva 6 mg/l.
Podle zkuSenosti z aerobniho riistu vznikd na 1 g kysli-
ku pfibliZné 1,4 g suSiny kvasinek [5], takZe pfi stejném
zplisobu vyvZiti kysliku i pfi anaerobnim kvaseni, mohlo
by vzrniknout jen 8,5 mg sufiny kvasinek na litr. Zname-
nd to, Ze kyslik musi byt vyuZivan jinou cestou neZ pfi
aerobnim kvaseni, aby se zajistil dostatetny pfiristek.

Nedostatek kysliku pfi anaerobnim kvaSeni postupné
sniZuje rastové schopnosti bun&k. P¥i stacionfraim kva-
Seni se b&Zné neprojevuje jeho nedostatek, protoZe je
vZdy pred zakvaSenim v substrdtu rozpudténo dostated-
né mnoZstvi kysliku, které udrZuje rychlost ristu. Pro
kontinudlni kvaSeni je v3ak obsah rozpuitdného kysliku
v pFitékajicim substrdtu nedostateny, a proto po uréité
dob& se vlivem omezeného ristu buiiky vyplavuji. Sta-
ciondrni kva%eni zafind s velkym podilem &erstvého

Do redakce doslo 23. brezna 1976

substrdtu, ve kterém je pomé&rn& maly podil zdkvasu.
JestliZe se uréi koncentrace rozpusténého kysliku a kva-
sinek v zédkvasu, miiZe se vypoc&itat, kolik mg kysliku
pfipadd na 1 g suSiny. U kontinudlniho kvaSeni naopak
pfitékd malé mncZstvi Cerstvého substratu k velkému
objemu kvasiciho média, které je bez kysliku. PFi stej-
ném postupu vypoétu jako u staciondrniho kvaSeni se
dospéje asi k poloviéni hodnoté&, protoZe koncentrace
bunék ve fermentoru byvd obytejné dvojndsobné vy3sii.
Tento vysledek neodpovidd skutefnesti, protoZe neai
v ném zahrnut vliv zfedovaci rychlosti. Jakmile se uva-
Zuje pfi vypo&tu hodnota zfedovaci rychlosti

F

%4
je mnoZstvi kysliku pripadajici na 1 g suSiny bunék aZ
¢ 2.10% ni#$i ne# u staciondarniho kva3eni. K zajisténi
stejné koncentrace kysliku se musi jeho mnoZstvi upra-
vit vEétranim.

D=

Dé&vkcvani vzduchu je velmi nizké a mé&ni se podle
podminek, které se nastavily pFi kontinudlnim kvaSeni.
Podle naZich méfeni pohybuje se mnoZstvi vzduchu od
40 do 250 ml na litr pfitékajiciho substrdtu za hodinu
(pFi 100 % vyuZiti). VyuZiti pFfivadéného vzduchu zavisi
na rychlosti rozpou$téni kysliku v substrdtu. Kromé& vli-
vu kysliku se uplatiiuje p¥i riistu kvasinek i vliv slo-
Zeni substratu, koncentrace zdkvasu, teploty, homogeni-
ty prostfedi apod. MnoZstvi 21 g suSiny kvasinek, vytvo-
fenych zkvafenim 1 molu glukdzy za anaerobnich pod-
minek je maximdlni hodnota, které se v praxi nemfiZe
trvale dosdhnout. Ubytek substratu a tvorba alkoholu
jsou obvykle rychlej$i neZ riist, a proto energie uvolng-
nd z ATP se nevyuZije zcela k syntetickym pochodfim
a k riistu, nybrZ urditd East se nespctfebuje a unika
jako teplo.

Aby se mohly ur€it spravné podminky kontinudlni
kultivace, musi se zjistit pfedem dileZité parametry. Za-
kladni matematické vztahy, vyjadfujici prib&h konti-
nudlnftho kvaseni, vychdzeji z téchto zjednoduZenych
pfedpokladii:

1. v kvasném tanku se udr?uje dokonalé homogenni
prostiedi,

2, uplatiiuje se pouze vliv jednoho limitujiciho faktoru,

3. rychlost riistu mikroorganismu se rovnd rychlosti
jehn vyvplavovani.

Uvedené vziahy byly odvozeny pro nériist biomasy
v tzv. chemostatu |6, 7]. Vzhledem k ridznym fermentaé-
nim podminkdm nelze zakladni matematické vzorce
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zcela zev8eobecnit. Plati to pFfedev3im o prvnich pred- ddvd proud dmérny parcidlnimu tlaka kysliku. Od

pokladech. DodrZeni tfetiho predpokladu je pro konti-
nudalni kvaseni bezpodmine&né nutné.

Chemostatu se miZe vyuZit jako propagdtoru pro zé-
sobovdni kontinudlni linky €iston kulturou, nebo jako
selektoru pro vypéstovdni vhodného kmene mikroorga-
nismi. Studiem selekce kvasinek a vlivem zpéiného to-
ku pfi selekci se podrobné zabyval Hrondek [8, 9, 10].
PFi vyrob& Sumivych vin se pouZivA osvédéenych spe-
cialnich kmenti, které se podileji na doszZené koneéné
kvalité vyrcbku. Vzhledem k technologickému postupu
kontinudlni vyroby téchto vin ve Starém Plzenci, musi
se pro sekundarni kva3eni dodivat plynvie uréité mnoz-
stvi zdkvasu. Proto je propagaéni stanice sou¢asti konti-
nudlniho zplisobu piipravy sektil

Piivodni propagace podle licentni dokumentace méla
pét tankd propojenych spojovacim potrubim [11]. V kaZ-
dém tanku bylo michadlo s elektromotorem, upevigns
na viku. Po uvedeni kontinudlni vyroby Sumivych vin
do provozu se ukdazalo, Ze pétistupfiovy systém propaga-
ce kvasinek je nevyhovujici, nebof se nikdy nepodafilo
udrZet vhodné podminkv pro rust v jednotlivych tancich.
Uvedeny postup bv vyZadoval rozloZeni riistové kiivky
tak, aby v pdtém stupni byl nejvétsi pfirfistek. Zajisténi
téchto podminek, jak potvrdily provozni vysledky, je
praklicky neuskute¢nitelné. Po zakvaSeni Cistou kultu-
rou byl sice zaznamendn v prvnim a? tfetim tanku
&4stedny riist, aviak ve &tvrtém a pitém tanku klesalo
postupn& mnoZstvi bunék. Misto poZadevanych 50 mi-
libnG bunék v ml byl jejich pofet pramérng o polovinu
niZ&i. Z tohoio diivodu se muselo mnoZstvi zdkvasu do-
plitovat semikontinudlnim pomnoZovdnim v sudech.

Tento nedofefeny Gsek celéhn kontinudlniho systému
vyroby sektii nepfiznivé phscbil na kvasny proces v hlav-
nich kolondch, protoZe jeho prGb&h zavisi na udrZeni
pozadované konstantni koncentraci kvasinek v zakvasu.
Aby se zajistil hlavni technologicky poZadavek, dosta-
teéné mnroZstvi kvesinek pro sekundarni kva3eni, upusti-
lo se od pétistupiiového systému propagace a vypraco-
valy se podminky pro jednostupiiovy systém, ktery se
dlouhodobé ovE&ril v provozu.

1. Pokusna £ast a metodika

Ke viem pokustim se pounZivalo tirazni smési, ktera
se b8Zné zkvaduje pfi vyrob& Zumivych vin a provozniho
kmene, oznafeného jako Moskevsky kmen. Laboratorni
zkoudky se konaly v kvasném sklenéném tanku o obsa-
hu 5,5 1 {£ 100 mm). Teplota p¥l kva3eni se udrZovala
na konstantni hodnot& (15°C) automatickou regulaci.
Provozni kvasné zkou¥ky se konaly pfimo v propagé-
toru. Pred kaZdym zakvaSenim se upravila koncentrace
kysliku v tirdaZni sm&si na 6 a% 7 mg/l. V prib&hu kva-
%eni bylo zapnuto pouze michadlo, nevzdu3nilo se. Vzor-
ky se odebiraly dvakrat denng&. Sledovalo se pomnoZeni
kvasinek, abytek cukru a kysliku po zakvadeni a vliv
vychozi koncentrace cukru.

Mnozstvi kvasinek v substrdatu se stanovilo filtraci
odvaZeného vzorku pPes filtra®ni kelimek s kfemelinou
a zjistény vahovy priristek po vysuSsni pfi 105°C se
prepofetl na 1000 m! vina.

Koncentruce cukru se vyjadfovala jako glukéza v g/l
Pfed vlastni analyzou se vzorky hydrclvzovaly a poiom
se titrand urdilo mno#stvi glukézy podle Schoorla [12].

Obsch kysliku pred zakvaSenim a pfil propagaci se
stanovil pelarografickou metodou. MéEFil se v podstats
diftizni proud pPi stalém potencidlu na katodicky polari-
zované elektrodé. Na pevnych elektroddch z uSlechti-
lych kovi probihd redukce kysliku pfi vhodném poten-
cidlu. Spolehlivé lze mé&fit zmény koncentrace ug O; a
rychlost jeho spotfeby. MéFici elektroda Clarkova typu

mérného prostiedi je elektroda ocddé&lena membréanou,
ktera je propustnda pro plyny, nikoli pro ionty. Kryci
membréana propousti v8ak i jiné plyny, a proto se musi
volit p¥i méfeni vhodny druh elektrody a vhodné pola-
riza¢ni nagpéti, aby se potlacil naZadouci vliv jiného ply-
nu. K méfeni se pou¥ilo analyzdtorn MU-84, CSAV Praha
s elektrodami Ag — Au [13]. V prestfedi kysliéniku
uhli¢itého prc uvedenou kombinaci elekirod se udriuje
polarizaéni napéti od 0,6 do 0,8 V.

a-aminodusik se stanovil kolorimetrickou metodou re-
akci s kyselinou 2.4.6-trinitrobenzensnlfonovou [14j.
Vznikié zbarveni se mefi v kyselém prostiedi pri
absorpénim maximu 340 nm.

K zjisténi obsahu veolnych aminokyselin se pouZzilo
autoinatického analyzédtoru AAA 881.
2. Vysledky a diskuse
2.1 Kvasne zkouSky

UdrZeni poZadované koncentrace kvasinek v propaga-
toru vyZaduje nastaveni odpovidajici zfedovaci rychlosti

F

D= 7oA cby se buiiky nevyplavovaly. K vypoctu
lze pouZit rovnicz odvozené z latkové bilance chemo-
statu. .
) dx
FXg ¥ WX + WV T Vx -+ EX
kde F je pritok substratu [1h—-1%],
¥V — objem propagétoru [1j],
Xy — vgchozi koncentrace kvasinek [gsu$. 1-1],
¥ — konedna koncentrace kvasinek [gsud.1-1],
dx
T rychlost ristu [gl1-1h-1},
upravou rovnice se ziska vztah
dx
df. 7, &7 %ol
Obdobné se odvodi rovnice i pro rychlost dbytku
substratu. Potfebné hodnoty rychlosti rfistu a dbytku

substrdtu se zjisti z prib&hu pokusného stacionarniho
kvaSeni. Podminky pfi ovéfovacim kvaSeni je nutno
udrZovat stejné jako pro uvaZované kontinudlni kva3e-
ni [(teplota, sloZeni tiraZni sm&si, rychlost michdni
apod.). Aby se stav p¥fi kontinudlni fermentaci ustélil,

dx

musi se rychlost rozmnoZovani i rovnat rychlosti

vyplavovani D [x — Xp). Mikroorganismy (Xp) mohou do
chemostatu pfichézet se substrdtem z jiného chemosia-
tu, nebo jako zpdtny tok (Castend separace vyproduko-
vanych bunék), nebo do chemostatu nevstupuji Zadné
buiiky (pouze substrdat] a jejich stala koncentrace se
udrZuje zvclengmi podminkami, které odpovidaji speci-
fické rychlosti rfistu a rychlosti spotfeby substratu. Pro
propagaci mikroorganismil je zajimavy posledni pTipad.

Podle denniho vykonu hlavnich kvasnych kolon a pri
7% d4vce zakvasu [vztaZeno na pFitékajici tird%) musi
se za 24 h vyprodukovat v propagaci asi 0,4 kg suSiny
kvasinek, to odpovida ptibliZné 2,5 kg kvasniéné suspen-
ze. Po zFfed&ni zékvasu tirdZi ma kvasna smes obsaho-
vat 4 miliébny bunék v 1 ml. Aby se dosahlo této kon-
centrace, nesmi klesnout v zdkvasu pocet bunék v 1 ml
pod 50 milionii. .Stanoveni poftu kvasinek je zatiZeno
velkou chybou a ziskand hodnoia je pouze orientaZni.
VyuZiva se jej hlavné k rychlé kontrole prdb&hu proce-
su. Pfesné chodnoceni rlistu se vyjadifuje mnoZstvim su-
giny kvasinek v jednotkovém objemu. Porovnani pottu
kvasinek a mnoZstvi suSiny je uvedeno v tab. 1. Kon-
centrace 1,1 g sudiny odpovidd pFibliZné 50 miliénim
bundk v 1 ml. Zji§tdné rozdily mezi ob3ma stanovenimi
{tab. 1) jsou zplsobeny hlavné nedokonalou homogeni-
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Tabulka 1. Porovndni poétu bunék a vdhového mnoZstvi

I
PoZet bun&k i Susina kvasinek Podet bunék Sufina kvasinek
[mmil./ml] [g1] [mil. fml] le/]
| |
47,2 0,85 | 54,2 1,30
448 0,91 | 49,6 1,34
43,2 ‘ 1,06 f 32,0 | 1,36
51,2 | 1,06 49,6 1,36
42,0 1,07 56,0 1,38
432 | 1,11 | 60,8 1,38
54,4 1,12 61,6 1,44
48,0 1,20 50,4 1,46
53,6 | 1,25 | 49,6 1,47
tou vzorku pFi pfipravé preparatu pro urfeni poctu

bunék.

Pfi stacionarnich kvasnych zkouskach se sledoval vliv
vychozi koncentrace cukru v tirdZni smési pouZivané
k propagaci na rychlost riistu kvasinek. Hodnoty z v&t-
$iho pcCtu zkousSek se pouZily k vypotu priitoku
substrdtu a k zaji§téni denniho vykonu propagétoru pro
zasobovdni hlavnich kolon zdkvasem. Vypodlty, ziskané
z prib&hu staciondrniho kvaZeni, jsocu zatiZeny urfitou
chybou, pretoZe neustdle se ménici podminky pfi kvase-
ni v zdaviclosti na postupnych zmé&ndch koncentrace
subsirdtu a hlavniho metabolitu, neodpsvidaji podmin-
kdm ustdleného stavu kontinualniho kvaseni. V oblasti
log-tfaze ristové krivky se podminky pfFibliZuji nejvice
podminkédm kontinualni kultivace, a proto se berou k vy-
poctu nejCastéji hodnoty z této &asti kvaSeni. SloZeni
tirdZni smesi, které neni pochopitelné konstantni, pii-
sobi také v urcitém rozsahu na koneéné mnoZstvi pro-
dukovanych bunék.

Tabulka 2. Pribsh knaseni n pronoznim méritku

1
Odbér Sufina Ristova Koncentrace| Rychlost ibytku
vzorki kvasinek rychlost cukru substritu
[B] [&/1] [g/1 ] [e/1] [g/1 b]
]
0 | 0721 } 0 R 0
9 L 0,767 0,0051 . 40,0 | 0,133
23 | o913 0,0104 | 316 0,171
34 0,993 0,0073 | 350 | 0,236
47 | 1060 00052 | 313 | 0,285
59 [ 1,09 0,0030 | 202 0,175
70 =1 0,0024 AT 0,164
96 1,185 0,0024 254 | 0,085
107 1,195 0.0009 24,5 0,064
130 1,225 0,0013 [resigmall 0,035
| i |

Teoreticky priristek vztaZeny na zkvaSeny cukr
Skutefny pfirGstek 0,5 sud. g/l

Rychlost riistu ve 47h  0,0052 g/l h
Ryvchlost ibytku substrdtu ve 47 h

2,04 sus. g1

0,285 g/l h

Tabulka 3. Priib&h kvaseni v laberatorntm méritku

Odbér Susina Ristova | Koncentrace! Rychlost Ghytku
vzorki kvasinek chlost cukru substratu
[k] l&/1] g/1h] [e/1] [g/1 1]
|
0 0,813 1 0 L 79,5 | 0
10 0,877 | 0,0064 | 76,2 | 0,33
23 0,977 0,0077 [ 0% | 0,46
33 1,082 0,0105 | esa | 0,18
47 1,110 0,0020 61,0 | 0,53
57 1,24 0,0130 59,0 | 0,20
70 1,34 0,0077 55,4 0,28
81 1,40 0,0055 53,4 0,09
96 141 — 47,8 0,37
106 1,46 — 45,4 0,24
129 1,51 — i 39,8 0,22
Teoreticky pririistek vztaZeny na zkvaSeny cukr 4,84 g sus./l
skuteény piiristek 0,72 g sud./1
Rychlost riustu v 52h 0,005 g/l h e

Rychlost abytku substratu v 52h  0,385g/l h

Ovérovaci kvasné zkouSky ukazaly, e je nutno zkva-
Zovat dostate€n& zacukfené tirdZni smési. V opatném
pfipadé se nedosdhne poZadovaného pfirfistku kvasinek.
Teoreticky moZny ndarist podle prokvaseného cukru byl
dvojndsobn& vysSi pfi koncentraci cukru okolo 80 g/l

neZ pii primé&rné koncentraci 43 g/l (tab. 2 aZ 5). Za-
kvasna davka byla prakticky ve vSech pripadech stejna.
Znamend to, Ze pfi vyssi koncentraci cukru maji kva-
sinky pre rist k dispozici vét§i mnoZstvi energie. Oka-
mZité rychlosti riistu a dbytku substrdtu nebyly vidy
u zkouSeného kmene stejné a rozdily jsou pravdépodob-
né zpliscbeny sloZenim tirdZni smési, protoZe se zkousky
konaly v del3ich €asovych intervalech s riiznou tirdZi.

Tabulka 4. Prubéh kvaSeni v provoznim méritku

Odbér Sudina Ristova | Knm:el'n.t-nm:1 Rychlest dabytka
vzorki kvasinek rychlost |  cukru | substratu
) i8/1] ekl | fem {e/1 5]

(] F 0,923 ! 0 | 45,1 0
18 I 0,960 | 0,0021 | 41,7 0,189
30 ‘ 0,990 | 0,0025 ! 38,1 0,300
42 1.020 0,0025 36,7 [ 0,117
55 | 1,070 0,0038 33,3 | 0,261
67 ‘ 1,200 0,0108 | 30,6 0,225
78 ! 1,310 0,0100 | 28,6 0,182
90 | 1,360 0,0042 | 26,2 0,200
102 1,390 0,0025 | 25,3 0,075
114 | 1,420 0,0025 24,4 0,075

l

Teoreticky pririistek vztazeny na zkvasSeny cukr 2,42 g sud./I

Skute¢ny prirostek 0,5 g su§.jl
Rychlost ristu v 61 h 00073 g/l h

Rychlost Gbytku substrdtu v 61h 0,243 g/l h

Tabulka 5. Priabéh kvaieni v provoznim méritku

Odbér Suiina Ristova | Koncentrace| Rychlost dbytku
vzorki kvasinek chlost | cukrn | substritu
Ikl | [g/1] /1 h] S LT [g/1 1]
0 0,847 0 82,1 0
14 0,980 0,0102 STy T 0,46
26 | 1,06 0,0050 | 134 0,19
39 1,11 0,0038 - 709 | 0,19
50 1,16 0.0045 68,0 0,26
62 1,20 0,0033 64,0 ‘ 0,33
87 | 1,30 0,0040 61,9 0,08
7 | 1,34 0,0040 58,4 | 0,35
108 | 1,36 0,0018 54,9 0,32
120 jrevage = 54,2 —
145 ] 1,42 = 50,0 =y
170 | 1,47 s 43,8 pries
i

Podle pcZadavku ma mit kvasnd smés pFi vstupu do
hlavnich kolon 4 miliény bunék/ml a k zajit&ni tohoto
mnoZstvi musi se odebirat z propagace asi 7,5 l/h.
Obsah cukru v tirdZni smési se upravuje podle vypodétil
na 80" aZ 85 g/l. PFi primérné rychlosti zFedé&ni
0,0056 i—!, zjiiténé dlouhodobymi propagaénimi cykly,
musel by mit propagdtor objem asi 13,5 hl. Po odpojeni
pétistupriové propagafni stanice nebyla k dispozici tak
velkd nadoba, a proto se pouZily dvé mensi nédoby,
poloviéniho objemu. KaZdd nadoba pracuje samostatna,
zapojeni pfitoku, odvod zdkvasu a ostatni zafizeni jsou
viak stejné.

2.2 Popis zapojeni propagatorii

Propagétory jsou vdlcové nddoby s vikem, na ném#
je ve stfedu upevnéno michadlo s elektromotorem.
Otatky jsou zredukovdny na 30 aZ 46 ot/min. KaZdy pro-
pagator ma duplikdtorové chlazeni s automatickou re-
gulaci teplotly. TirdZni smés se pfivadi pfes plovdkové
zafizeni ke dnu propagétoru. Plevdkovym zafizenim se
udrZuje souasné konstantni hlsdina v nadobéach. Z pro-
pagéatorli odtékd zdkvas pfepadem, ktery je umistén asi
10 cm pod hladinou. Davkovani zdkvasu do hlavnich
kvasnych kolon se reguluje ddvkovacimi Cerpadly, kterd
jsou zapojena na vytokovém potrubi propagatoru. I zde
se mnoZstvi proteklého zdkvasu kontroluje rotametry.
Obsah cukru v tirdZni smési se sleduje v zasobnim
tanku. MnoZstvi sterilniho vzduchu k v&trdni se Fidi rota-
metry. K jeho rozptyleni se pouZivaji keramické svicky,
umisténé u dna ve stejné Grovni jako je michadlo. Pfi-
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vod vzduchu i michéni jsou neustdle v &innosti. Zdkvas
z ohou propagétorti se dopravuje spoleénym potrubim ke
kvasnym kolonam.

2.3 Vliv kysliku pii propagaci

K udrZeni prim&Feného ristu pFi anaerobni konti-
nualni propagaci kvasinek se musi pfivadét urfité mnoZ-
stvi vzduchu, kterého vyuZivaji buiiky pro biosyntézu
diilezitych sterolit a ristovych latek. Z hlediska kvality
¥umiv§ch vin nemé s kvasnou smési vstupovat do hlav-
nich kolon kyslik. Pf¥imé v&trani do propagétoru vyZa-
dovalo zjisténi rychlosti Gbytku rozpudténého kysliku
pii staciondrnim kvaSeni, aby se mohla ur€it potiebna
doba zdrZeni pro tiplnou asimilaci. Podle ziskanych vy-
sledki se¢ m&ni koncentrace rozpusténého kysliku jen
nepatrn® v zdvislosti na dob& vzdu3néni okolo 70 %
stupné nasyceni [4]. Spotfeba kysliku kvasinkami po
zakva$eni je velmi rychld a zévisi na mnoZstvi zdkvasu.
PFi staciondarnim kvaSeni klesla koncantrace kysliku na
nulu bghem 1,5 aZ 3,5 hodiny (fab. ). Znamena to, Ze
v oblasti lag-faze riistové kFivky neni v substratu jiZ
Zadny rozpustény kyslik.

Tabulka 6. Ubytek rozpu¥téného kysliku pri kvaSeni

‘ Sugina kvasinek

Doba odbéru Koncentrace Stupeii
vzorki kysliku nasyceni o zakvaseni
) (mg/1] (%] (&M
|
Piivodni vino 4,85 4175 0,28
1 3,38 32,06 | 4
2 1,88 18,4 | =
3 | 0,45 4,4 —
3,5 0,0 0,0 —
Pivedni vino 6,80 66,5 1,10
0,33 5,10 50,0 —
0,5 3,80 37,2 —
1 1,76 16,7 ==
15 | 0,0 0,0 =
g e A :
[ |
Pavodnivino { 6,06 59,5 | 0,83
0.5 4,88 478 ==
1 3,63 35,8 —
1,5 2,36 23,2 -—
2.5 J 0,0 0,0 -
|

Tabulka 7. Koncentrace rozpuiténého kysliku v zdkvasu

| Konccntrac?i kyslika
Doba odbéru | [me/l] e
vzorkt o
fed vstupem
! =a propagétory 2 W b Rondeon
15. ‘ 0,06 0
13.5. 0,0 0
18.5. 0,03 0
24.5. 0,04 0
1.6. 0.0 0
17.6. 0,01 | 0
19.6. 0,0 | 0
21.6. | 0,02 0
23.6. | 0,02 } 0
25.6. | 0,03 0
37, 0,04 ‘ 0
11.7. | 0,0 0
28.7. 0,03 ‘ 0
3.8. 0,01 0
11.8. ; 0.0 0
18.8. 0,0 ‘ 0
27.8. | 0,0 0
27.8. 0,0 0

Pro rychlest rozpoustdni kysliku je rozhodujici veli-
kost bublinek pfivadéného vzduchu. Cim jsou bublinky
mensi, tim se kyslik rozpoudti rychleji. Dostate€né
rychlé rozpcugténi vyZaduje bud intenzivni michéani, ne-
bo rozptyleni vzduchu pfes porézni material. Péry po-
rézniho materidlu nesmi byt vEt3i neZ 100 um, jestliZe
se ma kyslik rozpoustst dostate€én& rychle. P¥i nedo-
drzeni tohoto poZadavku se kyslik prakticky nerozpousti

a uplatiiuje se pouze sekundéarni vliv vzdudnéni, to je
michani.

Po dobu tfi m&sich se sledovala rychlost tbytku kysli-
ku pfi kontinudlni prepagaci pfimo v provozu. Méfilo
se na vytoku z propagatoru a tésn® pfed vstupem do
hlavni kolony. Pokusy potvrdily vysledky ze stacionar-
niho kvaSeni. Prakticky veSkery rozpustény kyslik byl
asimilovan kvasinkami jiZ v propagétoru a jen nepatrnd
Gast prechazela do potrubi [tab. 7). Upravou sbé&rného
potrubi (roziifeni na 80 mm v délce asi 1 m) za propa-
gatory se prodlouZila doba zdrZeni kvasinek v potrubf a
tim se dplnd odsiranily zbytky kysliku ze zakvasu pred
vstupem do hlavnich kolon.

2.4 Viiv dusikatych latek

Riist kvasinek byva cvlivndn kromé nedostatku raz-
nych ristovych latek je§t& sloZenim vychozi suroviny,
pouZivané k vyrob&. TirdZni smés obsahuje mélo dusi-
katych latek a pomérn& vysnké procento alkoholu
(& 11 %)]). Ob& tyto sloky maji inhibi&ni GZinek na
riist a jakykoliv pokles dusikatych latek se projevuje
pFi propagaci kolisdnim koncentrace kvasinek. Vzhle-
dem k tomu, Ze v tirdZni smé&si je velmi nizky obsah
e-aminodusikr (okolo 8 mg/100 ml), nelze ofekavat vel-
ké pomnoZeni bun&k. Podle licenni dokumentace se
odstrafiuje z tirdZe pfed sekunddrnim kvaZenim kyslik
v uzavieném tanku, v tzv. fermentoru. Timto tankem
protéka tira#ni smé&s obsahujici asi 3 g cukru v litru a
pFiblizné 2 % kvasniéné suspenze, po€itané na objem ti-
raze. UvnitF tanku jsou polyetylénové krouZky, na kte-
rjch se zadrfuji kvasinky a jejich Einnosti se odstra-
fiuje rozpustény kyslik z2 substratu. Soufasné se viak
mani dusikaté litky a proto se sledoval obsah volnych
aminokyselin a g-aminodusiku. U vytékajict tiraZze z fer-
mentorn se zjistilo aZ o 25 % méné g-aminodusiku a
0 12 % méné volnych aminokyselin. Z téchto diivodd se

nedoporutuje pouZivat k propagaci takto o3ztfenou
kupéaz.
Tabulka 8. Obsah volngch aminokyselin v tirdini smési
TirdZn{ smés
Oznadeni = 15 A
aminokyselin pied fermentorem za fermentorem
[me/l] [mg/i]
Lys 2,96 2,89
His stopy stopy
Arg 6,51 6,29
Asp 1,45 1,33
Thr 1,75 1,61
Ser
Glu 2,08 1,87
Pro 34,54 217,78
Gly 0,83 0,71
Ala 1,98 1,88
Val 0,98 1,06
Met 0,37 0,27
Ileu 0,42 0,40
Leu 1,16 1,16
Tyr 1,06 1,22
Phe 1,07 1,13
2 - aminodusfk 8,10 6,24
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Kahler, M. - Voldfich, R.: Kontinudlni propagace kvasi-
nek. Kvas. prim. 22, 1976, &. 6, s. 135—139.

Stanovily se hlavni parametry pro kontinualni propa-
gaci kvasinek v jednostupiiovém systému. V anaerob-
nich podminkach ziskavaji kvasinky veskerou energii
pouze alkoholovou glykolyzou, a proto jejich pomnoZeni
je zdvislé na mnoZstvi zkvaSeného cukru. Proto musi
pFitékajici tiraZ obsahovat dostateéné mnoZstvi cukru.
Jeho koncentrace se udrZuje v rozmezi 80 aZ 85 g/l. Pfi
niZzgich koncentracich se nezajisti poZadovany pfirdstek.

Piimé davkovéani vzduchu do propagétoru, jehoZ mnoZ-
stvi odpovidd stimulaci dileZitych steroldi, neohroZuje
jakost lirdZni smeési dodatetnou aeraci, protoZe dodany
kyslik je témér okamzité asimilovan kvasinkami. Méfeni
prokéazala, Ze v zakvasu pred vstupem do hlavnich kolon
neni piitomen kyslik ani ve stepdch. Dlouhodobé pro-
vozni zkousky potvrdily spravnost vypoctid. Kontinuél-
ni propagaci v jedné nadobé se podarilo udrZiet v z&-
kvasu konceniraci 50 aZz 70 miliénfi bunék v 1 ml

Kanep, M. — Boaapmxux, P.: HenpepoiBHoe pasmHoMeHHe
npoxked Kpac. mpym., 22, 1976, Ne 6, crp. 135—139.

B crathe NpHBeJeHH OCHOBHbIE NapaMeTrpbl OIHOCTYMeEH-
YaThiX JAPOXKIKEPACTHIBHEIX YCTAHOBOK /S HENpephBHOTO
pasMHOMKeHHs 1poxxKedl. B aHaspoOHBIX YCIOBHAX IPOXKIKH
[0JIY9AI0T BCIO HYMKHYIO 3HEPrHIO MOCPEACTBOM CHHPTOBOTO
rJHKOJH3a H 03TOMY HHTEHCHBHOCTH HX PasMHOKeHHs 3a-
BHCHT OT KoJuuectBa cOpaxusaemoro caxapa. [locry-
napollas B YCTAHOBKY MHTaTeJbHas cpella NOJKHA colep-
aTh AOCTATOUHYI Aot caxapa. Ero KoHueHTpaunus noj-
aepxusaercs B npexeaax ot 80 no 85 r/a. Ilpm Goaee
HH3KOH KOHUEHTPAaUHH pasMHOKEHHE 3aMelsercs.

Bosayx nojgaetcs B IpOxIKepacTHIABLHYIO YCTAHOBKY B KO-
JMYecTBe HeoOXOAHMOM [ CTHMYJISALHH HMEIOUHX BayKHOe
3HaueHHe cTepHHOB. Ero mnpucyTcTBHe B yCTAaHOBKe He
HMeeT HHKAaKOTO BJHSAHHA Ha aspalHi0 [OocTynawlled cpe-
Jbl TAK, KAaK BeChb KHCJIOPOL HeMelJleHHO aCCHMHJHPYeTCs
apoxkaMu. TouHble H3MEpDeHHs NOATBEPJAHIH, 4TO B 3a-
KBacke, MNocTynaipollefi B TIJaBHble KOJOHHBI, HET CJE108
KHcjopoja. JlauTtesbHble NpPOBEpOYHble HCHBITAHHS B 3CK-
MJIYaTAaUHOHHBIX YCJOBHAX MMOKa3aJH NMpaBHJBHOCTE TeOpe-
THYecKHX pacuetoB. [lpm HenpepeIBHOM pa3sMHOMEHHH
APOXKKeH B OJHOCTYNEHYaTOH YCTAaHOBKe KOHUEHTPauHsd
KJETOK He BBIXOAMJIA 3a npefebl 50—70 muanuonos B 1 ma
3aKBaCKH.

Kahler, M. - Vold¥ich, R.: Continuous Propagation of
Yeast. Kvas. priim. 22, 1976, No. 6, pp. 135—139.

The article deals with the principal parameters of a
single step installation for continuous propagation of
yeast. Under anaeronbic conditions-the yeast has only
one source of energy, viz. alcohol glycolysis and, con-
sequently, the propagation intensity depends on the
amount of fermented sugar. Feeding medium must
therefore contain sufficient percentage of sugar the
concentration of which should be kept within the
80 — 85 g/1 limits. Lower concentrations reduce the
growth rate. Air must be fed into the propagator in
quantities required to stimulate essential sterols. There
is no danger of medium aeration, since all incoming
oxigen is immediately assimilated by yeast. Thorough
measurements confirm, that in starter entering main
columns are no traces of oxigen. Long lasting experi-
ments carried out on industrial scale gave results fitting
theoretical calculations. Through the whole period of
continuous prepagation in the described single step
propagator the concentration of cells never exceeded
50 — 70 million per 1 ml.

Kahler, M. - Voldfich, R.: Koutinuierliche Hefever-
mehrong. Kvas. prim. 22, 1976, No. 6, S. 135—139.

Es wurden die Hauptparameter fiir die kontinuierliche
Hefevermehrung im Ein-Stufen-System ermittelt. In
anaeroben Bedingungen gewinnen die Hefen die
gesamte Energie ausschlieflich durch die Alkohol-Gly-
kolyse und deshalb ist ihre Vermehrung von der Menge
des vergirten Zuckers abhingig. Die zuflieBende Tirage-
-Mischung ([Wein-Zucker-Mischung) muB daher eine
geniigende Menge Zucker enthalten. Thre Konzentration
wird im Bereich zwischen 80 und 85 g/i gehalten. Bei
niedrigeren Konzentrationen kann der benbtigte Zu-
wachs nicht gesichert werden.

Die direkte Dosierung der Luft in den Propagator in
einem Ausmaf, das der Stimulierung der wichtigen
Sterole entspricht, fithrt zu keiner Beeintrdchtigung der
Qualitdt der Tirage-Mischung durch nachtrédgliche
Aeration, weil der zugefiihrte Sauerstoff fast unmittel-
bar von den Hefen assimiliert wird. Durch Messungen
wurde bestdtigt, da® in der Girmasse vor dem Eintritt
in die Hauptkolonnen auch in Spuren kein Sauerstoff
anwesend ist. Langfristige Betriehsversuche bestétigten
die Richtigkeit der Berechnungen. Durch die konti-
nuierliche Hefevermehrung in einem Gefdd konnte in
der Garmasse die Konzeatration 50 bis 70 Mill. Zellen
in 1 ml erhalten werden.



